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S u m m a r y

MicroRNAs (miRNAs) are an abundant group of endogenous small (~22)
noncoding RNAs, found both in plants and animals. The total number of se-
quences encoding miRNA in genomes of these organisms is estimated to be
~1% 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 ¿ywych, oprócz RNA zawieraj¹cego informa-
cje o sekwencji aminokwasowej bia³ek czyli koduj¹cych RNA
(messenger RNA, mRNA), funkcjonuje du¿a, heterogenna grupa
cz¹steczek niekoduj¹cego RNA (non-coding RNA, ncRNA) (1,2).
Nie stanowi¹ one matrycy w procesie translacji i jednoczeœnie
wykazuj¹ du¿e zró¿nicowanie pod wzglêdem funkcjonalnym, co
znajduje odzwierciedlenie w ró¿norodnoœci ich struktury (3,4).
Wœród ncRNA mo¿na wyró¿niæ:

1. Konstytutywne RNA, ulegaj¹ce zasadniczo ci¹g³ej ekspresji
na wzglêdnie sta³ym poziomie (m.in. rRNA, tRNA, snRNA, snoRNA)
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2. RNA regulatorowe, syntetyzowane na okreœlonym etapie rozwoju ontogenetycz-
nego organizmu lub ró¿nicowania komórek, b¹dŸ te¿ w odpowiedzi na dzia³anie czyn-
ników œrodowiska (1). S¹ one zaanga¿owane nie tylko w regulacjê ekspresji genów na
poziomie transkrypcji i translacji, ale równie¿ decyduj¹ o lokalizacji mRNA i pre-mRNA
oraz moduluj¹ aktywnoœæ katalityczn¹ bia³ek. Wœród nich wyró¿nia siê m.in. bardzo
liczn¹ grupê ma³ych endogennych cz¹steczek zwanych miRNA (micro RNA), które w os-
tatnich latach sta³y siê przedmiotem szczególnego zainteresowania badaczy.

2. Ogólna charakterystyka miRNA

Wszystkie dotychczas poznane miRNA to jednoniciowe cz¹steczki o d³ugoœci
oko³o 22 (od 19 do 29) nukleotydów, posiadaj¹ce resztê fosforanow¹ na 5’ koñcu
i grupê hydroksylow¹ na 3’ koñcu (5-22). Powstaj¹ one z d³u¿szych cz¹steczek RNA
w procesie dojrzewania przebiegaj¹cym w j¹drze komórkowym i cytoplazmie (7-10).
Bior¹ udzia³ w potranskrypcyjnej regulacji ekspresji genów polegaj¹cej na degradacji
mRNA lub hamowaniu translacji (8,9,13,14). Ich obecnoœæ wykazano w ró¿nych wie-
lokomórkowych organizmach eukariotycznych – zarówno roœlinnych (jedno- i dwu-
liœciennych), jak i zwierzêcych (u nicieni, owadów, ryb, ptaków i ssaków, w tym tak¿e
u cz³owieka), st¹d przypuszcza siê, ¿e mechanizm regulacji ekspresji genów z udzia-
³em miRNA funkcjonowa³ ju¿ u wczesnych eukariontów (11). Geny koduj¹ce miRNA
wystêpuj¹ równie¿ w genomie wirusowym – w obrêbie nici (+)DNA ludzkiego wiru-
sa Epstein-Barr (HSV-4) stwierdzono wystêpowanie piêciu sekwencji, których tran-
skrypty stanowi¹ prekursory szeœciu ró¿nych cz¹steczek miRNA (15,16). W ka¿dym
organizmie mo¿e funkcjonowaæ wiele ró¿nych miRNA, np. u Arabidopsis thaliana zi-
dentyfikowano dotychczas ponad 110, u Caenorhabditis elegans niemal 120, a u cz³o-
wieka ponad 200 miRNA odmiennych pod wzglêdem sekwencji nukleotydowej oraz
miejsca i czasu powstawania (specyficznych dla okreœlonego typu komórki lub tkan-
ki, etapu rozwoju organizmu lub ró¿nicowania komórek w których powstaj¹). Cz¹s-
teczki te wykazuj¹ du¿¹ zachowawczoœæ ewolucyjn¹ – spoœród dot¹d poznanych
miRNA ró¿nych organizmów, niemal wszystkie maj¹ swe odpowiedniki u blisko spo-
krewnionych gatunków (np. Caenorhabditis elegans i Caenorhabditis briggsae czy Homo

sapiens i Mus musculus) (17,18,20), a dla znacznej ich grupy wykazano istnienie homo-
logów nawet u organizmów filogenetycznie doœæ odleg³ych (np. znane s¹ ludzkie ho-
mologi ponad 1/3 cz¹steczek miRNA C. elegans) (18,20,22).

3. Nazewnictwo miRNA

Nazwy poszczególnych miRNA sk³adaj¹ siê z przedrostka „miR” oraz numeru
identyfikacyjnego, np. miR-7, miR-20, miR-301 (15). Oznaczenia genów tworzone s¹
w podobny sposób, z tym, ¿e pisane s¹ kursyw¹. Zale¿nie od tego, czy sekwencja
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koduj¹ca miRNA wystêpuje w genomie organizmu zwierzêcego czy roœlinnego,
przedrostek tworz¹ litery ma³e (np. mir-124 D. melanogaster) lub du¿e (np. MIR172 A.

thaliana). Je¿eli w danym organizmie identyczne miRNA powstaj¹ z ró¿nych prekur-
sorów, do ich nazwy dodaje siê po myœlniku drugi numer porz¹dkowy (np.
miR-218-1 i miR-218-2). Natomiast miRNA, wykazuj¹ce niewielkie ró¿nice w se-
kwencji nukleotydowej, oznaczane s¹ dodatkowo ma³ymi literami alfabetu (np.
miR-99a, miR-99b). Niekiedy z ka¿dego z ramion prekursora mo¿e powstaæ funkcjo-
nalna cz¹steczka miRNA – wówczas nazwa jednej z nich (rzadziej wystêpuj¹cej)
opatrzona jest gwiazdk¹ (np. miR-7d i miR-7d*) lub te¿ informacjê o tym, z którego
ramienia (3’ czy 5’) powstaje dana cz¹steczka umieszczamy po myœlniku (np.
miR-324-3p i miR-324-5p). W przypadku stRNA C. elegans i ich homologów, przedro-
stek „miR” zastêpuje odpowiednio: „lin” lub „let” [lin-4 i let-7 by³y pierwszymi od-
krytymi cz¹steczkami miRNA. Nazwy im nadane szybko siê utrwali³y w jêzyku biolo-
gicznym i ze wzglêdu na tradycjê nie zosta³y zmienione nawet po ustaleniu zasad
jednolitej nomenklatury tej klasy RNA]. Ponadto niektóre miRNA nie s¹ numerowa-
ne, np. miR-bantam D. melanogaster i C. elegans (udzia³ locus bantam w regulacji wzro-
stu muszki wykazano jeszcze przed scharakteryzowaniem jego produktu) czy
miR-JAW A. thaliana (choæ niekiedy stosuje siê oznaczenie: miR319).

4. Geny miRNA

Wiêkszoœæ sekwencji koduj¹cych miRNA jest zlokalizowana w rejonach miêdzy-
genowych, w znacznej odleg³oœci (zwykle powy¿ej 1000 pz) od wczeœniej scharakte-
ryzowanych genów i stanowi niezale¿ne jednostki transkrypcyjne, niemniej jednak
czêœæ poznanych genów mir/MIR (np. oko³o 25% u cz³owieka) nie ulega ekspresji pod
kontrol¹ odrêbnego promotora, lecz znajduje siê w obrêbie intronów (wówczas po-
wstawanie funkcjonalnych cz¹steczek regulatorowych jest zwi¹zane z dojrzewa-
niem pre-mRNA na drodze spilicingu) (5,6,9-11,14,17,18,21,22). Najprawdopodob-
niej niektóre geny miRNA s¹ zlokalizowane w egzonach innych genów (18,23).

Znane s¹ równie¿ sekwencje koduj¹ce miRNA, tworz¹ce zespo³y genowe i ule-
gaj¹ce transkrypcji w postaci policistronowego RNA, stanowi¹cego prekursor dla
kilku ró¿nych cz¹steczek, czêsto ze sob¹ funkcjonalnie powi¹zanych (5,9,10,21).
W genomach nicieni i cz³owieka takie zgrupowania wystêpuj¹ doœæ rzadko (17,20),
jednak¿e u muszki owocowej ponad po³owa poznanych dot¹d genów miRNA jest
zorganizowana w ten sposób (22). Ponadto niektóre miRNA kodowane s¹ w kilku
ró¿nych loci genomowych (11).

Geny miRNA mog¹ zawieraæ introny i egzony (5,10,21). Stwierdzono, ¿e w wyni-
ku transkrypcji let-7 C. elegans powstaje d³uga poliadenylowana cz¹steczka RNA, któ-
ra ulega trans-splicingowi. Delecja rejonu zawieraj¹cego miejsce splicingowe unie-
mo¿liwia powstawanie dojrza³ych miRNA i prowadzi do akumulacji pierwotnych
transkryptów (24).
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T a b e l a

Wystêpowanie let-7 u wielu organizmów zwierzêcych

Organizm stRNA Sekwencja

Caenorhabditis elegans

Caenorhabditis briggsae

Drosophila melanogaster

Mus musculus

Rattus norvegicus

Gallus gallus

Homo sapiens

let-7

let-7

let-7

let-7a

let-7a

let-7a-1

let-7a
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Wystêpowanie let-7 stwierdzono u wielu organizmów zwierzêcych. Sekwencja nukleotydowa tej cz¹steczki jest bardzo zacho-

wawcza. U myszy, szczura, bankiwy (ptaka z rzêdu kuraków) i cz³owieka wyszczególnione cz¹steczki miRNA s¹ kodowane

w 2 lub 3 loci. Ponadto w komórkach ssaków funkcjonuj¹ cz¹steczki let-7 (d³ugoœci 19-22 nt), których sekwencja nukleoty-

dowa nieznacznie ró¿ni siê od podanej (nie uwzglêdniono ich w zestawieniu). Ich geny oznaczane s¹ odmiennymi ma³ymi

literami alfabetu (wg 15).

Ca³kowita liczba genów miRNA w poszczególnych organizmach nie jest znana,
jednak szacuje siê, ¿e stanowi¹ one ok. 1% wszystkich sekwencji koduj¹cych (17,20).

5. Biogeneza miRNA

W przypadku sekwencji koduj¹cych miRNA, zlokalizowanych w obrêbie intro-
nów, transkrypt powstaje z udzia³em polimerazy II. Dotychczas nie wykazano jedno-
znacznie jaki(e) enzym(y) i cz¹steczki regulatorowe s¹ zaanga¿owane w transkrypcjê
pozosta³ych genów miRNA, jednak uwa¿a siê, ¿e proces ten mo¿e byæ katalizowany
tak¿e przez polimerazê II, b¹dŸ te¿ przebiegaæ z udzia³em polimerazy III (8,9).

Transkrypty genów miRNA, tzw. pri-miRNA, tworz¹ strukturê spinki do w³osów
(hairpin), sk³adaj¹c¹ siê z pêtli i fragmentu dwuniciowego (rys. 1) (8,9). W trzonie
struktury czêsto, zw³aszcza w przypadku cz¹steczek powstaj¹cych w komórkach
zwierzêcych, wystêpuj¹ pêtle i wybrzuszenia (tworzone przez niesparowane frag-
menty jednej z nici), a ponadto koñce takiej cz¹steczki prekursorowej zwykle nie s¹
do siebie komlementarne (14).

5’ C U U U – U A – – – U A G U G C C A

G G C G A C C U G C C U C U C U G G G C C U G U G C U U G C U C G

A

C C G C U G G A C G G A G A G A C C C G G A C A C G A A C G A G U

3’ C U C C G U C – – A C C A A C

5’ G C A A A G C A C A C G G C C U G C A G A G A 3’ miR-330
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Rys. 1. Pri-miR-330 H. sapiens. Prekursor tworzy stabiln¹ strukturê zawieraj¹c¹ pêtlê oraz rejon dwu-
niciowy, w obrêbie którego wystêpuj¹ pojedyncze niesparowane nukleotydy. Funkcjonalna cz¹steczka
powstaje z ramienia 3’ prekursora (wg 15).
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Rys. 2. Powstawanie miRNA w komórkach roœlinnych (A) i zwierzêcych (B) (wg 9). Pierwotny tran-
skrypt MIR/mir (pri-miRNA) przyjmuje strukturê spinki. Proces j¹drowego dojrzewania miRNA katalizo-
wany jest przez RNazê III (DCL-1/Drosha). W transporcie cz¹steczki prekursorowej do cytoplazmy bierze
udzia³ bia³ko z grupy karioferyn (HASTY/Exp-5). Dojrza³a cz¹steczka miRNA powstaje z jednej z nici dsRNA
i posiada grupê fosforanow¹ na 5’ koñcu oraz woln¹ grupê hydroksylow¹ na 3’ koñcu.



W j¹drze obie nici rejonu helikalnego zostaj¹ rozciête w pobli¿u podstawy struk-
tury spinki przez endonukleazê RNazê III (rys. 2) (9,25). W komórkach zwierzêcych
skrócenie cz¹steczki RNA przy 3’ i 5’ koñcu jest katalizowane przez enzym Drosha,
natomiast u roœlin w j¹drowym etapie dojrzewania miRNA bierze udzia³ DCL-1 (DI-
CER LIKE-1). W obu przypadkach w wyniku dzia³ania j¹drowej rybonukleazy powsta-
je pre-miRNA z reszt¹ kwasu fosforanowego na 5’ koñcu i wystaj¹cym (ok. dwunu-
kleotydowym) koñcem 3’ z woln¹ grup¹ hydroksylow¹. U zwierz¹t cz¹steczka pre-
kursorowa w takiej postaci (d³ugoœci ~70 nt) jest transportowana do cytoplazmy.
Natomiast w komórkach roœlinnych pre-miRNA zostaje uprzednio skrócony do
20-30 nt (zale¿nie od d³ugoœci dojrza³ego miRNA, który z niego powstanie), przy
czym oba koñce 5’ s¹ krótsze o oko³o 2 nt w stosunku do koñców 3’OH.

W transporcie cz¹steczki prekursorowej z j¹dra do cytoplazmy bierze udzia³
eksportyna 5 (Exp-5) u zwierz¹t i (przypuszczalnie) jej ortolog, HASTY, u roœlin
(9,26,27). Exp-5 jest zdolna do wi¹zania RNA, zawieraj¹cych strukturê minihelisy
(26). Nale¿y do grupy rozpuszczalnych receptorów, karioferyn, które mog¹ zakotwi-
czaæ siê i ulegaæ translokacji przez pory otoczki j¹drowej. W oddzia³ywaniu kariofe-
ryny i transportowanej cz¹steczki poœredniczy bia³ko Ran o aktywnoœci GTPazy.
W³aœciwy kierunek transportu zapewnia gradient RanGTP/RanGDP – w j¹drze,
gdzie poziom RanGTP jest wysoki, Exp-5 wi¹¿e pre-miRNA, natomiast w cytopla-
zmie niski poziom RanGTP warunkuje uwolnienie cz¹steczki prekursorowej i umo¿-
liwia jej dalsze dojrzewanie.

Dojrza³a cz¹steczka miRNA powstaje z jednego z ramion struktury spinki. W ko-
mórkach zwierzêcych reakcja ta jest katalizowana przez cytoplazmatyczny enzym
Dicer, wspó³dzia³aj¹cy z bia³kami z rodziny Argonaute, np. u nicieni s¹ to m.in.
AGL-1 i AGL-2 (7-9,14,28). W komórkach roœlinnych proces ten prawdopodobnie za-
chodzi w obrêbie j¹dra z udzia³em DCL-1 (9,30). Ponadto u roœlin akumulacja funk-
cjonalnych miRNA jest zale¿na od aktywnoœci HEN1, jednak dotychczas nie stwier-
dzono czy bia³ko to odgrywa rolê w syntezie i/lub stabilizacji cz¹steczek prekurso-
rowych, czy te¿ jego obecnoœæ wp³ywa na powstawanie i stabilnoœæ dojrza³ych miRNA
(30). W komórkach bakterii, grzybów i zwierz¹t wystêpuj¹ homologi HEN1, jednak
ich funkcja nie zosta³a dot¹d poznana.

Obecnoœæ Dicer po raz pierwszy odkryto u D. melanogaster, znane s¹ jednak ho-
mologi tego enzymu u C. elegans (DCR-1), H. sapiens (Dicer) i A. thaliana (DCL-1, daw-
niej CAF). Bia³ka te zawieraj¹ (licz¹c od N-koñca):

– domenê o aktywnoœci helikazy/ATPazy,
– domenê PAZ, która najprawdopodobniej odpowiada za oddzia³ywanie z inny-

mi bia³kami, równie¿ zawieraj¹cymi tê domenê (np. z rodziny Argonaute),
– dwie domeny katalityczne o aktywnoœci RNazy III,
– przynajmniej jedn¹ domenê zdoln¹ do wi¹zania dsRNA (43).
Dicer rozpoznaje dwuniciowy pre-miRNA i katalizuje reakcjê ciêcia nici dupleksu

w rejonie ~2 skrêtów helisy od podstawy struktury. W wyniku dzia³ania rybonukle-
azy uwolniony zostaje fragment RNA tworz¹cy uprzednio trzon spinki, jednak tylko
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jedna z dwóch nici ulega akumulacji w postaci dojrza³ego miRNA – druga niæ (miRNA*)
jest najprawdopodobniej degradowana (8,9,31,32). Przypuszcza siê, ¿e o trwa³oœci
cz¹steczek mo¿e decydowaæ zdolnoœæ tworzenia kompleksów rybonukleoproteino-
wych (miRNP) oraz obecnoœæ docelowego mRNA (33).

W wyniku j¹drowych i cytoplazmatycznych procesów dojrzewania z pri-miRNA
powstaje oko³o 22-nukleotydowa cz¹steczka RNA z grup¹ fosforanow¹ na 5’ koñcu
i grup¹ hydroksylow¹ na 3’ koñcu. Na podstawie analizy iloœciowej miRNA u C. elegans

i w komórkach HeLa wykazano, ¿e synteza miRNA przebiega na wysokim poziomie
– poszczególne rodzaje miRNA mog¹ wystêpowaæ w pojedynczej komórce w licz-
bie przekraczaj¹cej nawet 50 000 cz¹steczek (20,33).

Cz¹steczki RNA, powsta³e w wyniku transkrypcji genów mir/MIR, mog¹ byæ reda-
gowane. W badaniach in vivo wykazano, ¿e prekursory miRNA-22 u cz³owieka i my-
szy ulegaj¹ potranskrypcyjnej modyfikacji polegaj¹cej na deaminacji adenozyny (34).
W wyniku reakcji katalizowanej przez enzymy j¹drowe: ADAR1 i ADAR2 (adenosine

deaminases acting on RNA) adenozyna zostaje przekszta³cona w inozynê, która pod
wzglêdem zdolnoœci tworzenia wi¹zañ wodorowych z innymi nukleozydami funk-
cjonuje jak guanozyna. Poniewa¿ do modyfikacji dochodzi m.in. w pozycjach: -1,
+1, +2 (gdzie +1 jest pierwszym nt dojrza³ego miRNA), ich wystêpowanie mo¿e
mieæ wp³yw na przebieg dojrzewania (rozcinanie) prekursora z udzia³em Dicer (-1,
+1), wybór nici dupleksu, z której powstaje dojrza³a cz¹steczka (+1, +2) oraz roz-
poznanie docelowego mRNA przez miRNA i ich oddzia³ywanie.

6. Mechanizmy dzia³ania miRNA

Dotychczas odkryto dwa mechanizmy potranskrypcyjnej regulacji ekspresji ge-
nów zachodz¹cej z udzia³em miRNA: degradacji mRNA oraz hamowania translacji
(rys. 3) (8,9).

W pierwszym przypadku specyficzny miRNA wi¹¿e siê z komórkowymi mRNA za-
wieraj¹cymi sekwencje do niego ca³kowicie (lub niemal ca³kowicie) komplementar-
ne. W ten sposób selekcjonuje transkrypty przeznaczone do degradacji i ukierunko-
wuje dzia³anie endonukleazy obecnej w kompleksie miRNP. Docelowy mRNA zosta-
je rozciêty w po³owie rejonu sparowanego z miRNA, natomiast sam miRNA pozosta-
je niezmieniony i mo¿e ponownie wzi¹æ udzia³ w rozpoznawaniu i degradacji mRNA
(35). W efekcie, podobnie jak w przypadku procesu RNAi, nastêpuje obni¿enie po-
ziomu okreœlonego transkryptu i syntezy bia³ka, które koduje. Mechanizm ten funk-
cjonuje powszechnie w œwiecie roœlin, natomiast u zwierz¹t dotychczas scharaktery-
zowano tylko jeden miRNA (miR-196), który dzia³a w taki sposób (35,36).

Z kolei regulacja ekspresji genów na drodze hamowania translacji nie zale¿y od
pe³nej komplementarnoœci pomiêdzy miRNA a docelowym mRNA (8,9). Przy³¹czenie
regulatorowego RNA nastêpuje zazwyczaj w obrêbie 3’UTR (untranslated region)
i prowadzi do zahamowania ju¿ zainicjowanej syntezy bia³ka. Antysensowymi repre-
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sorami translacji s¹ wszystkie scharakteryzowane dot¹d miRNA organizmów zwie-
rzêcych, a tak¿e jeden z miRNA syntetyzowanych w A. thaliana (miR-172) (4).

Zarówno w przypadku degradacji mRNA, jak i hamowania translacji, w procesie,
oprócz miRNA, bior¹ udzia³ bia³ka z rodziny Argonaute (zwane równie¿ bia³kami
PPD, PIWI/PAZ domain proteins, ze wzglêdu na obecnoœæ dwóch konserwatywnych
domen: PAZ i PIWI) oraz dodatkowe proteiny (37). Oddzia³uj¹ one z cz¹steczkami
miRNA tworz¹c kompleksy miRNP. W komórkach cz³owieka zidentyfikowano szereg
cz¹stek rybonukleoproteinowych o sta³ej sedymentacji ok. 15S, zawieraj¹cych ró¿-
ne miRNA oraz bia³ka, m.in. Gemin3 (helikazê RNA), Gemin4 oraz ludzki homolog
bia³ka Argonaute – eIF2C2 (32).

7. stRNA (small temporal RNA)

Pierwszym poznanym miRNA by³a cz¹steczka kodowana przez gen lin-4 (line-

age-4) C. elegans, pe³ni¹ca wa¿n¹ rolê w regulacji przebiegu rozwoju tego nicienia
(38). Wykazano, ¿e RNA o d³ugoœci 22 nt powstaje z d³u¿szego (61 nt) prekursora
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Rys. 3. Dwa mechanizmy dzia³ania miRNA. A. cz¹steczka miRNA (sk³adnik kompleksu rybonukle-
oproteinowego miRNP) wi¹¿e siê do docelowego mRNA na zasadzie ca³kowitej komplementarnoœci i wy-
znacza miejsce rozciêcia transkryptu. Mechanizm ten jest powszechny w œwiecie roœlin, ale funkcjonuje
równie¿ w komórkach zwierzêcych. B. Cz¹steczka miRNA zasocjowana z bia³kami (cz¹stka miRNP) wi¹¿e
siê do (zazwyczaj) nieca³kowicie komplementarnego rejonu docelowego mRNA (najczêœciej w obrêbie
3UTR), co prowadzi do zahamowania ju¿ zainicjowanej syntezy bia³ka. Mechanizm ten jest powszechny
w œwiecie zwierz¹t, ale funkcjonuje równie¿ w komórkach roœlinnych.



o strukturze pnia i pêtli, a w rejonie 3’UTR transkryptu lin-14 wystêpuje 7 sekwencji
do niego komplementarnych. Obecnoœæ miRNA lin-4 koreluje ze zmniejszeniem ilo-
œci bia³ka LIN-14, natomiast nie wp³ywa ani na poziom mRNA stanowi¹cego matrycê
do jego syntezy, ani na jego poliadenylacjê, transport czy zdolnoœæ wi¹zania siê z ry-
bosomami. Dlatego uwa¿a siê, ¿e parowanie wymienionych cz¹steczek RNA prowa-
dzi do zahamowania translacji i w konsekwencji umo¿liwia przejœcie do drugiego
stadium larwalnego (39). W dalszych badaniach wykazano, ¿e lin-4, poprzez od-
dzia³ywania miRNA:mRNA w obrêbie rejonu 3’UTR mRNA lin-28, bierze udzia³ w ne-
gatywnej kontroli poziomu tak¿e i tego transkryptu (40).

Kolejnym wa¿nym etapem badañ by³o odkrycie, ¿e inny gen C. elegans, let-7 (let-

hal-7), tak¿e koduje ~22-nukleotydowy regulatorowy RNA, a jego ekspresja umo¿li-
wia przejœcie z ostatniego (czwartego) stadium larwalnego do formy dojrza³ej (40).
Powsta³y miRNA hybrydyzuje bowiem w obrêbie 3’UTR lin-41 i prowadzi do obni¿e-
nia poziomu syntezy kodowanego przez niego bia³ka. Ponadto let-7 jest komple-
mentarny do sekwencji w rejonie 3’UTR transkryptów: lin-14, lin-28, lin-42 i daf-12.
Wystêpowanie ok. 21-nukleotydowych cz¹steczek RNA o sekwencji bardzo podob-
nej do let-7 stwierdzono tak¿e u du¿ej grupy innych zwierz¹t o symetrii dwubocz-
nej: pierœcienic, stawonogów, miêczaków, pó³strunowców i krêgowców (19,21). Za-
chowawczy charakter ma nie tylko sekwencja cz¹steczki, ale równie¿ czas jej synte-
zy w procesie ontogenezy. U D. melanogaster let-7 pojawia siê pod koniec rozwoju
larwalnego. W pocz¹tkowym okresie stadium poczwarki ulega on akumulacji a¿ do
osi¹gniêcia okreœlonego poziomu, na którym utrzymuje siê do czasu wykszta³cenia
siê postaci doros³ej. U Danio rerio ekspresja let-7 rozpoczyna siê 24-48 godzin po
zap³odnieniu i zachodzi we wszystkich póŸniejszych etapach rozwoju. Obecnoœæ
let-7 wykryto tak¿e u doros³ych pierœcienic i miêczaków oraz u cz³owieka, przy
czym spoœród ludzkich narz¹dów najni¿szym poziomem tego stRNA charakteryzuje
siê szpik kostny (19). Najprawdopodobniej wynika to st¹d, ¿e w znacznej mierze
tworz¹ go komórki jeszcze niedojrza³e, podczas gdy let-7 pe³ni wa¿n¹ rolê w proce-
sie ró¿nicowania.

Ze wzglêdu na to, ¿e opisane cz¹steczki RNA s¹ syntetyzowane w organizmach
nicieni tylko na okreœlonych etapach ich rozwoju, nazwano je ma³ymi przejœciowymi
RNA (small temporal RNAs, stRNAs). W póŸniejszych badaniach wykazano obecnoœæ
w innych organizmach eukariotycznych wielu podobnych (pod wzglêdem struktury
i biogenezy) regulatorowych cz¹steczek RNA, dla których przyjêto nazwê miRNA
(5,6,21).

8. Funkcje miRNA

Znaczna czêœæ scharakteryzowanych roœlinnych miRNA jest zaanga¿owana w re-
gulacjê ekspresji genów koduj¹cych czynniki transkrypcyjne, w szczególnoœci tych
pe³ni¹cych wa¿n¹ rolê w ró¿nicowaniu komórek i ontogenezie (4,9,12-14,41,42).
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Blokowanie ekspresji tych genów mo¿e zachodziæ ju¿ na poziomie transkrypcji, jed-
nak aby szybko ca³kowicie zahamowaæ syntezê okreœlonego bia³ka konieczne jest
wyeliminowanie ju¿ istniej¹cego mRNA, co jest mo¿liwe dziêki miRNA. Ponadto
u roœlin miR162 i miR168 bior¹ udzia³ w negatywnej kontroli poziomu transkryptów
odpowiednio: DCL-1 i AGO1, koduj¹cych bia³ka wa¿ne w biogenezie i funkcjonowa-
niu miRNA, a zatem reguluj¹ m.in. w³asny poziom poprzez ujemne sprzê¿enie
zwrotne (rys. 4) (13,14,41,43).

U roœlin miRNA najczêœciej „wyciszaj¹” na poziomie mRNA czynniki transkrypcyj-
ne zaanga¿owane w kontrolê rozwoju organizmu, natomiast u ssaków wiêkszoœæ
miRNA „wycisza” trankrypty, których produkty nie wp³ywaj¹ bezpoœrednio na eks-
presjê innych genów (9,45).

Funkcjonowanie miRNA ma wp³yw m.in. na rozwój liœci (46,47) i kwiatów (48)
oraz na funkcjonowanie merystemów wierzcho³kowych i powstawanie wi¹zek prze-
wodz¹cych (49) u roœlin, na proliferacjê komórek, apoptozê oraz metabolizm
t³uszczów u muszki owocowej (50-54), hematopoezê (55) i ró¿nicowanie komórek
nerwowych u ssaków (56). Ponadto niektóre ludzkie geny mir s¹ zlokalizowane w re-
jonach zwi¹zanych z rozwojem chorób nowotworowych, takich jak bia³aczki, rak
piersi, jajników i prostaty, co dodatkowo wskazuje, ¿e miRNA bior¹ udzia³ w regula-
cji podzia³ów komórkowych i apoptozy (56,57).

8.1. Udzia³ miR165 i miR166 w kszta³towaniu polarnoœci liœci u Arabidopsis

Prawid³owo wykszta³cony liœæ A. thaliana wykazuje sp³aszczenie grzbietobrzusz-
ne i cechuje siê polarnoœci¹ uk³adu tkanek. [Pocz¹wszy od strony brzusznej, tj.
spodniej, wyró¿niamy: epidermê doln¹ z aparatami szparkowymi, miêkisz g¹bczasty
i wi¹zki przewodz¹ce, miêkisz palisadowy, skórkê]. Du¿e znaczenie dla w³aœciwego
rozwoju liœci maj¹ dwa czynniki transkrypcyjne, nale¿¹ce do rodziny HD-ZIP III
(homeodomain/leucine zipper): PHB (PHABULOSA) i PHV (PHAVOLUTA) (56,58). Obec-
noœæ tych bia³ek w œciœle zdefiniowanych komórkach zawi¹zków liœci jest konieczna
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Rys. 4. Zale¿noœci pomiêdzy miR-162 i 168 oraz bia³kami DCL-1 i AGO1. DCL-1 bierze udzia³ w j¹dro-
wym etapie dojrzewania prekursorów miRNA, w tym tak¿e miR-162 i 168. AGO1 jest zaanga¿owane
w biogenezê i funkcjonowanie dojrza³ych cz¹steczek miRNA. Z kolei miR-162 i miR-168 dzia³aj¹ jako ne-
gatywne regulatory ekspresji genów DCL-1 i AGO1 (ujemne sprzê¿enie zwrotne). Obni¿enie poziomu
bia³ek DCL-1 i AGO1 prowadzi do spadku poziomu miRNA, tak zatem miR-162 i 168 poœrednio bior¹
udzia³ w kontroli puli miRNA.



do prawid³owego wykszta³cenia doosiowej (grzbietowej) strony dojrza³ych or-
ganów.

W mutantach ago1 wystêpuj¹ nieprawid³owoœci dotycz¹ce funkcjonowania me-
rystemu i polarnoœci liœci – komórki s¹ kierowane przede wszystkim na drogê ró¿-
nicowania w komórki doosiowej czêœci liœcia (47,57,59). Poniewa¿ bia³ko AGO1 (AR-
GONAUTE1) jest zaanga¿owane w powstawanie i funkcjonowanie miRNA, obserwo-
wane objawy fenotypowe mutantów ago1 wskazuj¹ na udzia³ tego niskocz¹steczko-
wego regulatorowego RNA w kontroli poziomu bia³ek PHB i PHV, a poprzez to –
w procesie rozwoju liœci.

Najprawdopodobniej zmniejszenie iloœci mRNA jest mo¿liwe dziêki dzia³aniu
miR165 i miR166 (46). Cz¹steczki te ulegaj¹ nagromadzeniu najpierw w merystemie
zarodka, a nastêpnie w czêœci odosiowej (brzusznej) rozwijaj¹cego siê liœcia. Przy-
puszcza siê, ¿e paruj¹ one z trankryptami PHB i PHV i umo¿liwiaj¹ ich degradacjê,
w wyniku czego nie dochodzi do syntezy obu bia³ek i mo¿liwe jest prawid³owe wy-
kszta³cenie spodniej strony liœcia. Potwierdzono to w analizie mutantów phb/phv –
zmiany wprowadzone do sekwencji mRNA, koduj¹cych oba czynniki transkrypcyjne
nie powoduj¹ zaburzeñ w ich funkcjonowaniu, jednak uniemo¿liwiaj¹ parowanie
z miR165 i miR166. Brak zró¿nicowania przestrzennego w rozmieszczeniu PHV
i PHB prowadzi do przesuniêcia naturalnej równowagi w kierunku ró¿nicowania
w komórki grzbietowej strony liœci, w wyniku czego organy te przyjmuj¹ tr¹bkowa-
ty kszta³t.

8.2. Udzia³ miR172 w regulacji czasu kwitnienia i morfogenezie kwiatów

Kwitnienie roœlin jest kontrolowane przez szereg czynników œrodowiskowych
i endogennych. U Arabidopsis na przebieg tego procesu ma wp³yw ponad 80 genów,
w tym tak¿e koduj¹cych miRNA (60). Nadekspresja miR172 przyspiesza kwitnienie
i powoduje zaburzenia w rozwoju kwiatów (48). Obserwowany efekt fenotypowy jest
wynikiem obni¿enia poziomu syntezy czynników transkrypcyjnych z rodziny APETA-
LA2, wœród których przynajmniej niektóre funkcjonuj¹ jako represory kwitnienia.

Dojrza³y miR172 ma d³ugoœæ 21 nukleotydów i mo¿e hybrydyzowaæ blisko 3’
koñca mRNA AP2. Miejsce wi¹zania miR172 wystêpuje tak¿e przy 3’ koñcu tran-
skryptów koduj¹cych trzy inne bia³ka z rodziny APETALA2 (TOE1, TOE2 i TOE3) oraz
w mRNA kukurydzy, powsta³ych w wyniku ekspresji genów INTERMINATE SPIKELET1

i GLOSSY15. Nadekspresja zarówno MIR172a-1, jak i MIR172a-2 sprawia, ¿e kwitnie-
nie jest znacznie przyspieszone, a w rozwoju kwiatów wystêpuje szereg zaburzeñ,
m.in. brak jest p³atków korony, zal¹¿ki rozwijaj¹ siê na zewn¹trz s³upka, a w k¹tach
liœci wstêpuj¹ pojedyncze owocolistki.

Mimo ¿e miR172 wykazuje niemal ca³kowit¹ komplementarnoœæ do docelowych
mRNA (sparowaniu ulega 19 z 21 zasad azotowych), w odró¿nieniu od innych dot¹d
scharakteryzowanych roœlinnych miRNA, reguluje ekspresjê genów na poziomie
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translacji. W wyniku nadekspresji MIR172 dochodzi do znacznego (w porównaniu
z roœlin¹ dzik¹) obni¿enia poziomu AP2, przy niezmienionym poziomie transkryp-
tów, zarówno koduj¹cych to w³aœnie bia³ko, jak i inne bia³ka nale¿¹ce do tej samej
rodziny, m.in. TOE1 i TOE2. Mo¿liwe, ¿e o tym, i¿ miR172 nie bierze udzia³u w roz-
cinaniu mRNA, lecz wchodzi w sk³ad kompleksu zaanga¿owanego w hamowanie
syntezy bia³ek, decyduje jego sekwencja lub nawet pojedynczy nukleotyd (szcze-
góln¹ uwagê zwraca to, ¿e jest to jedyny znany w œwiecie roœlin miRNA, który na 5’
koñcu posiada resztê A).

8.3. Udzia³ miR- JAW w morfogenezie roœlin

W³aœciwie wykszta³cone liœcie wy¿linu (Antirrhinum) s¹ p³askie, jednak¿e zabu-
rzenia regulacji ekspresji genu CIN (CINCINNATA) prowadz¹ do nieprawid³owoœci
w kontroli podzia³ów komórkowych i deformacji liœci (47,61). Bia³ko CIN jest czynni-
kiem transkrypcyjnym i przeciwdzia³a zatrzymaniu cyklu komórkowego w stadium
interfazy i kierowaniu komórek na drogê ró¿nicowania. W komórkach prawid³owo
ulegaj¹cych ró¿nicowaniu poziom mRNA CIN jest obni¿ony w stosunku do komórek
zdolnych do podzia³ów. Natomiast w mutantach o podwy¿szonym poziomie ekspre-
sji genu CIN zahamowanie podzia³ów mitotycznych (a w konsekwencji ró¿nicowa-
nie) komórek jest opóŸnione, co prowadzi do nadmiernego peryferycznego ich na-
gromadzenia i pofa³dowania blaszki liœciowej.

W genomie Arabidopsis wystêpuj¹ geny TCP, bêd¹ce homologami CIN. Wykazano,
¿e w negatywnej kontroli poziomu akumulacji ich trankryptów bierze udzia³ miRNA
okreœlany jako miR-JAW. Te spoœród bia³ek TCP, dla których mRNA zawieraj¹ se-
kwencje komplementarne do miR-JAW, charakteryzuj¹ siê obecnoœci¹ konserwatyw-
nego motywu d³ugoœci 7 aminokwasów. Zró¿nicowany poziom ich syntezy w po-
szczególnych tkankach podczas embriogenezy i morfogenezy liœci warunkuje pra-
wid³owy rozwój Arabidopsis.

Obecnoœæ prekursora miR-JAW, jak i specyficznego motywu w bia³kach TCP, ko-
dowanych przez docelowe mRNA wykazano u szeregu roœlin kwiatowych, ró¿-
ni¹cych siê morfologi¹ liœci i sposobem ich rozwoju.

8.4. Udzia³ miR171 w rozcinaniu mRNA SCL (SCARECROW-LIKE)

Obecnoœæ miR171 (okreœlanego tak¿e jako miRNA 39) wykazano w tkankach
A. thaliana, N. benthamiana i O. sativa (62). Cz¹steczka ta ulega akumulacji przede
wszystkim w kwiatostanach, natomiast w liœciach i ³odygach wystêpuje w niewiel-
kich iloœciach, b¹dŸ jest syntetyzowana na niewykrywalnym poziomie.

U Arabidopsis miR171 charakteryzuje siê ca³kowit¹ komplementarnoœci¹ do se-
kwencji w wewnêtrznym rejonie transkryptów: SCL6-II, SCL6-III i SCL6-IV i umo¿liwia
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ich rozcinanie. W transkryptomie ry¿u wyró¿niono cztery mRNA wykazuj¹ce kom-
plementarnoœæ do miR171 – wszystkie koduj¹ bia³ka SCL (11). Wiadomo, ¿e bia³ka
z rodziny SCARECROW-LIKE (zarówno u roœlin jedno-, jak i dwuliœciennych) funkcjo-
nuj¹ jako czynniki transkrypcyjne i s¹ zaanga¿owane w kontrolê takich procesów,
jak podzia³ komórek merystemu korzeniowego czy przekazywanie sygna³ów z udzia-
³em hormonów roœlinnych (62-65). Dotychczas jednak nie powi¹zano mutacji wp³y-
waj¹cych na funkcjonowanie miR171 z okreœlonym fenotypem (62).

8.5. Udzia³ miRNA bantam w kontroli apoptozy i proliferacji komórek
u Drosophila

Bantam stymuluje proliferacjê komórek i poprzez to – wzrost tkanek, a jedno-
czeœnie bierze udzia³ w hamowaniu apoptozy (efekt jego dzia³ania jest podobny do
skutków ekspresji onkogenu) (50-53). Ekspresja bantam zachodzi we wszystkich sta-
diach rozwojowych muszki, ale na ró¿nym poziomie – najwiêcej miRNA wykrywa
siê w okresie póŸnego rozwoju embrionalnego (od 12 do 24 godzin po zap³odnie-
niu) oraz w czasie pierwszego stadium larwalnego.

Obecnoœæ bantam wykryto w dyskach (tarczach) imaginalnych, tj. zespoleniach
komórek, tworz¹cych siê z ektodermy w toku rozwoju zarodkowego owadów ule-
gaj¹cych przeobra¿eniu zupe³nemu. Podczas metamorfozy komórki te ulegaj¹ ró¿-
nicowaniu i tworz¹ poszczególne struktury cia³a doros³ego owada (53). W okresie
embriogenezy dyski tworzone s¹ przez 20-50 komórek, które nastêpnie w ci¹gu
trzech dni rozwoju larwalnego ulegaj¹ intensywnym podzia³om tak, ¿e ich liczba
wzrasta oko³o 1000-krotnie. U homozygotycznych mutantów bantam (z delecj¹ rejo-
nu zawieraj¹cego sekwencjê koduj¹c¹ 21–nt miRNA) stwierdzono brak niektórych
(lub nawet wszystkich !) dysków imaginalnych oraz spowolniony wzrost tkanek lar-
wy (52). Muszki takie zwykle przechodz¹ rozwój larwalny, jednak gin¹ wkrótce po
przeobra¿eniu. Heterozygoty nie s¹ letalne, ale jednoczesne wystêpowanie niewiel-
kich delecji lub insercji w jedynej kopii genu sprawia, ¿e owady s¹ mniejsze (53). Ko-
mórki ich cia³a maj¹ wprawdzie normaln¹ wielkoœæ, ale wystêpuj¹ w znacznie mniej-
szej liczbie. Zale¿noœæ pomiêdzy aktywnoœci¹ bantam a intensywnoœci¹ podzia³ów
komórkowych wykazano równie¿ w badaniach in vitro: klony komórek – mutantów
bantam ulegaj¹ podzia³om trzykrotnie wolniej ni¿ klony komórek typu dzikiego. Co
wiêcej, ekspresja bantam w komórkach nie ulegaj¹cych podzia³om mitotycznym
umo¿liwia ich przejœcie z fazy G1 do fazy S oraz z fazy G2 do fazy M.

Przy 3’ koñcu w rejonie UTR transkryptu koduj¹cego proapoptyczne bia³ko Hid
wystêpuje 5 sekwencji nieca³kowicie komplementarnych do miRNA bantam. Ponie-
wa¿ w wyniku dzia³ania bantam nastêpuje obni¿enie poziomu syntezy bia³ka Hid,
mimo ¿e trankrypcja koduj¹cego je genu zachodzi z jednakow¹ intensywnoœci¹, naj-
prawdopodobniej kontrola z udzia³em miRNA zachodzi na etapie translacji. Bantam
po czêœci niweluje równie¿ efekt aktywnoœci innych bia³ek proapoptotycznych, np.
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Reaper. Ich transkrypty nie zawieraj¹ sekwencji komplementarnych do tego miRNA,
dlatego mo¿na przypuszczaæ, ¿e bantam bierze udzia³ w negatywnej kontroli ich
ekspresji w sposób poœredni.

8.6. Udzia³ miR-14 w supresji apoptozy i metabolizmie t³uszczów
u Drosophila

mir-14 ulega ekspresji zarówno w czasie rozwoju Drosophila, jak i u form do-
ros³ych (54). Niski poziom akumulacji miR-14 prowadzi do obni¿enia ¿ywotnoœci
i zwiêkszenia wra¿liwoœci na czynniki stresowe. Wprawdzie prze¿ywalnoœæ homo-
zygot mir-14�1 (z delecj¹ rejonu zawieraj¹cego sekwencjê koduj¹c¹ miRNA) w okre-
sie rozwoju larwalnego kszta³tuje siê na takim samym poziomie, jak u muszek typu
dzikiego, jednak w stadium poczwarki ginie wiêkszoœæ mutantów. Osobniki, które
osi¹gaj¹ postaæ doros³¹, ¿yj¹ krócej ni¿ owady nie posiadaj¹ce mutacji, przy czym
samice charakteryzuj¹ siê mniejsz¹ ¿ywotnoœci¹ ni¿ samce.

W mutantach mir-14 stwierdzono wysoki poziom ekspresji drice, co wskazuje na
to, ¿e badany miRNA bierze udzia³ (bezpoœrednio lub poœrednio) w negatywnej re-
gulacji poziomu kodowanego przez ten gen bia³ka. Drice jest efektorow¹ kaspaz¹
aktywowan¹ przez Dronc, która z kolei bierze udzia³ w propagacji sygna³u w³¹cze-
nia programu œmierci komórkowej, indukowanego przez Reaper, Hid i Grim. miR-14
funkcjonuje jako supresor apoptozy zachodz¹cej z udzia³em tych bia³ek.

Delecja mir-14 prowadzi tak¿e do zwiêkszenia iloœci diacylo- i triacylogliceroli
w organizmie muszki (odpowiednio o oko³o 50 i 100%). Ulegaj¹ one akumulacji
w adipocytach, w postaci du¿ych kropli. Docelowe transkrypty dla miR-14,
dzia³aj¹cego jako regulatora metabolizmu lipidów oraz jako represora apoptozy,
mog¹ byæ ca³kowicie odmienne. Jednak¿e znanych jest szereg zale¿noœci pomiêdzy
przemian¹ t³uszczów a uruchamianiem programu œmierci komórkowej, tote¿ nie
mo¿na wykluczyæ istnienia takich powi¹zañ tak¿e w przypadku dzia³ania miR-14.

8.7. Udzia³ miRNA w regulacji hemocytopoezy u ssaków

Na podstawie analizy rozmieszczenia poszczególnych miRNA w organizmie my-
szy wykazano, ¿e spoœród oko³o 100 ró¿nych miRNA zidentyfikowanych w narz¹-
dach hemocytopoetycznych, trzy cz¹steczki: miR-142s, miR-181 oraz miR-223 funk-
cjonuj¹ g³ównie w tych w³aœnie tkankach (55).

miR-142s wykryto w du¿ych iloœciach w komórkach progenitorowych limfocytów
B i granulocytów, co t³umaczy jego wystêpowanie w szpiku kostnym, grasicy i œle-
dzionie. Ekspresja mir-181 zachodzi przede wszystkim w dojrza³ych limfocytach B,
natomiast w przypadku mir-223 jest ograniczona do komórek progenitorowych gra-
nulocytów, st¹d ich obecnoœæ w szpiku kostnym, a brak w œledzionie i grasicy.
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Wykazano, ¿e wprowadzenie do genomu dodatkowych kopii mir-142s, mir-181

i mir-223 znacz¹co wp³ywa na przebieg hemocytopoezy. W efekcie nasilenia ekspre-
sji mir-181 nast¹pi³o podwojenie liczby komórek ró¿nicuj¹cych siê w limfocyty B, na-
tomiast liczba limfocytów T pozosta³a niezmieniona. W przypadku mir-142s

i mir-223 stwierdzono ~35% wzrost liczby komórek ulegaj¹cych ró¿nicowaniu
w limfocyty T przy braku wp³ywu lub jedynie niewielkiej redukcji liczby komórek
w stadium poœrednim ró¿nicowania w limfocyty B. Cz¹steczki te dzia³aj¹ zatem je-
dynie jako modulatory hematopoezy. Nie mo¿na tak¿e wykluczyæ, ¿e efekt ich funk-
cjonowania jest uzale¿niony od obecnoœci innych miRNA.

8.8. Udzia³ miRNA w hamowaniu translacji w mózgu ssaków

Neurony charakteryzuj¹ siê subkomórkowym zró¿nicowaniem rozmieszczenia
transkryptów koduj¹cych poszczególne bia³ka. Przypuszcza siê, ¿e bia³ka syntetyzo-
wane w dendrytach i aksonach neuronów w mózgu maj¹ du¿e znaczenie dla pla-
stycznoœci po³¹czeñ synaptycznych, a poprzez to wp³ywaj¹ na procesy uczenia siê
i zapamiêtywania (67-71). Wykazano, ¿e aktywnoœæ po³¹czeñ nerwowych stymuluje
syntezê bia³ek kodowanych przez zakumulowane w wypustkach nerwowych tran-
skrypty. W wyniku lokalnej regulacji translacji, spoœród tysiêcy po³¹czeñ synaptycz-
nych tworzonych przez komórkê nerwow¹, modyfikowane s¹ tylko te, które pozo-
staj¹ aktywne.

Mechanizm kontroluj¹cy translacjê w neuronach, warunkuj¹cy specyfikê puli
bia³ek syntetyzowanych w dendrytach i aksonach, nie jest dobrze poznany, jednak
na podstawie wyników przeprowadzonych badañ in vitro wykazano, ¿e w regulacjê
tego procesu zaanga¿owane s¹ cz¹steczki miRNA (70). Dotychczas wykryto 86 ró¿-
nych miRNA syntetyzowanych w ssaczych neuronach. Czêœæ z nich ulega akumulacji
na okreœlonym etapie ró¿nicowania komórek nerwowych.

Spoœród dwunastu miRNA wystêpuj¹cych w neuronach mózgu szczura i przeba-
danych pod k¹tem specyficznoœci 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 mózgu i w mó¿d¿ku, natomiast pozosta³e cztery wykazuj¹ szerszy za-
kres wystêpowania w organizmie (70). Po wirowaniu neuronów korowych w linio-
wym gradiencie sacharozy, charakterystyczne dla tkanki nerwowej miRNA wykryto
we frakcji rybosomalnej, natomiast nie stwierdzono ich obecnoœci we frakcji zawie-
raj¹cej makromolekularne struktury, bior¹ce udzia³ w transporcie mRNA do dendry-
tów. Z tego te¿ powodu uwa¿a siê, ¿e badane miRNA s¹ zaanga¿owane w regulacjê
ekspresji na poziomie translacji.
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9. miRNA a siRNA

Zarówno miRNA, jak siRNA (small interfering RNAs) nale¿¹ do grupy ma³ych nieko-
duj¹cych cz¹steczek RNA, bior¹cych udzia³ w regulacji ekspresji genów. Mimo ¿e
w biogenezie i mechanizmie dzia³ania miRNA i siRNA istnieje wiele podobieñstw,
cz¹steczki te wykazuj¹ szereg ró¿nic dotycz¹cych m.in. ich pochodzenia i funkcji
(9,43).

siRNA mog¹ powstawaæ zarówno z endo-, jak i egzogennych d³ugich cz¹steczek
dsRNA i stanowi¹ system ochrony genomu m.in. przed wirusami RNA – ich replika-
cj¹ i ekspresj¹ genów wirusowych oraz przed powielaniem transpozonów i sekwen-
cji powtórzonych, mog¹cych naruszaæ stabilnoœæ genomu komórki (rys. 5). Podob-
nie jak w przypadku miRNA, w proces ich powstawania zaanga¿owana jest rybonu-
kleaza Dicer lub jej homologi (9,72). W genomie A. thaliana zlokalizowano cztery
geny DICER-LIKE (DCL-1 – DCL-4). Podczas analiz mutantów insercyjnych wykazano,
¿e DCL-2 i DCL-3 nie maj¹ wp³ywu na powstawanie miRNA, s¹ natomiast zaanga-
¿owane w biogenezê odpowiednio: wirusowych i endogennych siRNA (73).

Dojrza³e cz¹steczki siRNA tworz¹ kompleks rybonukleoproteinowy RISC (RNA –

Induced Silencing Complex), w sk³ad którego wchodz¹ m.in. bia³ka z rodziny Argonaute.
Wykazano, ¿e kompleks RISC tworzony w komórkach cz³owieka zawiera bia³ka:
eIF2C1 i/lub eIF2C2 (homolog bia³ka Argonaute), Gemin3 i Gemin4 – sk³adniki miRNP
(35,74,75). Z kolei w badaniach dotycz¹cych biogenezy i funkcjonowania siRNA
i miRNA u Drosophila wykazano, ¿e tworzenie kompleksów rybonukleoproteinowych
z udzia³em tych dwóch klas ma³ych regulatorowych RNA, wymaga obecnoœci od-
miennych bia³ek Argonaute (76). AGO2 jest niezbêdne w procesie RNAi, gdy¿ bierze
udzia³ w inkorporacji siRNA do kompleksu RISC i jego aktywacji. Brak syntezy AGO2
w embrionach muszki nie wp³ywa negatywnie na degradacjê docelowych transkryp-
tów z udzia³em miRNA. Natomiast wa¿n¹ rolê w powstawaniu dojrza³ych cz¹steczek
miRNA i ich funkcjonowaniu odgrywa AGO1. Odmienne funkcje pe³ni¹ tak¿e obecne
w komórkach muszki owocowej rybonukleazy: Dicer-1 i Dicer-2 (77). Mutacje w ge-
nie dicer-1 uniemo¿liwiaj¹ powstanie dojrza³ych miRNA i ich udzia³ w regulacji po-
ziomu docelowych mRNA poprzez degradacjê tych¿e transkryptów. Z kolei mutanty
dicer-2 wykazuj¹ nieprawid³owoœci w powstawaniu siRNA. W degradacji RNA kiero-
wanej przez dojrza³e cz¹steczki siRNA bierze udzia³ zarówno Dicer-1, jak i Dicer-2,
ale tylko pierwsze z tych bia³ek pe³ni funkcjê rybonukleazy.

Funkcjonowanie siRNA umo¿liwia m.in. selekcjê transkryptów i ukierunkowywa-
nie dzia³ania rybonukleazy, dziêki której zachodzi degradacja docelowego mRNA.
W odró¿nieniu od miRNA, cz¹steczka siRNA wchodzi w sk³ad kompleksu RISC w po-
staci dupleksu RNA-RNA. Nastêpnie nici ulegaj¹ rozpleceniu i jedna z nich bierze
udzia³ w rozpoznaniu transkryptu. O tym, która z nici pozostaje w kompleksie rybo-
nukleoproteinowym, decyduje nak³ad energetyczny konieczny do rozplecenia koñ-
ców dwuniciowej cz¹steczki przez helikazê (78). Niekiedy stabilnoœæ obu koñców
jest zbli¿ona – wówczas ka¿da z nici bierze udzia³ w regulacji ekspresji genów
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Rys. 5. Powstawanie i funkcjonowanie siRNA. 1. Egzo- lub endogenny dwuniciowy RNA (sztucznie
wprowadzony, powsta³y w wyniku transkrypcji odpowiednio zaprojektowanego wektora, nieprawi-
d³owy, endogenny, transpozonowy, wirusowy) zostaje rozpoznany przez Dicer. 2. Pocz¹wszy od koñ-
ców cz¹steczki nukleaza odcina ~21 nt fragmenty (siRNA). Powsta³e dwuniciowe cz¹steczki maj¹ wy-
staj¹ce (2 nt) koñce 3’, a na 5’ koñcach posiadaj¹ grupê fosforanow¹. 3. SiRNA wraz z bia³kami z rodziny
Argonaute tworz¹ kompleksy RISC. 4. Rozplecenie nici siRNA i usuniêcie jednej z nich prowadzi do akty-
wacji kompleksu rybonukleoproteinowego. 5. Niæ siRNA pozostaj¹ca w kompleksie RISC wi¹¿e siê do
komplementarnego rejonu docelowego RNA i wyznacza miejsce jego rozciêcia. 6. Docelowy RNA ulega
degradacji, a niæ siRNA mo¿e wzi¹æ udzia³ w degradacji kolejnej cz¹steczki docelowego RNA. (W sche-
macie nie uwzglêdniono dzia³ania RdRp).



z podobn¹ czêstoœci¹, jednak z danego dupleksu tylko jedna z nich jest sk³adnikiem
RISC. Mimo ¿e siRNA ma pocz¹tkowo postaæ dupleksu RNA, nici go tworz¹ce nie s¹
funkcjonalnie równowa¿ne. Asymetria jest zatem cech¹ ³¹cz¹c¹ dzia³anie siRNA
i biogenezê miRNA.

siRNA hybrydyzuj¹ z docelowym mRNA na zasadzie ca³kowitej komplementarno-
œci. W przeprowadzonych in vivo eksperymentach wykazano jednak, ¿e siRNA nie
w pe³ni komplementarne do docelowego mRNA mog¹ braæ udzia³ w regulacji eks-
presji poprzez hamowanie translacji (75). Wprowadzenie do komórek takich
w³aœnie syntetycznych cz¹steczek siRNA nie spowodowa³o obni¿enia poziomu do-
celowych transkryptów ani pojawienia siê produktów ich rozciêcia, stwierdzono na-
tomiast obni¿enie poziomu syntezy kodowanych przez nie bia³ek.

Endogenne siRNA bior¹ udzia³ w wyciszaniu tych samych (lub bardzo podob-
nych) genów, które koduj¹ prekursorowe RNA, z których powsta³y, dlatego mutacje
powoduj¹ce zmianê sekwencji siRNA s¹ jednoczeœnie obecne w docelowym mRNA
(9). Mo¿e to stanowiæ wyt³umaczenie faktu, ¿e siRNA organizmów ze sob¹ spokrew-
nionych nie wykazuj¹ konserwatywnego charakteru. Natomiast miRNA pochodz¹
z loci innych ni¿ docelowe mRNA, tote¿ mutacje w obrêbie ich sekwencji nie s¹ kom-
pensowane przez zmiany transkryptów.

Mechanizm potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji genów z udzia³em siRNA
funkcjonuje zarówno w komórkach zwierz¹t (RNAi), jak i roœlin (PTGS) i grzybów
(quelling). U C. elegans, A. thaliana i N. crassa wykryto ponadto obecnoœæ RNA-zale¿nej
RNA polimerazy (RdRp), która umo¿liwia wyd³u¿anie siRNA sparowanych z docelo-
wym mRNA i tworzenie d³ugiej dwuniciowej cz¹steczki RNA, z której przy udziale
Dicer powstaj¹ wtórne cz¹steczki siRNA. SiRNA bior¹ udzia³ w regulacji ekspresji
genów nie tylko na poziomie potranskrypcyjnym, ale s¹ równie¿ zaanga¿owane
w metylacjê histonów i tworzenie heterochromatyny (blokowanie transkrypcji)
(9,73).

10. Podsumowanie

Mimo ¿e od odkrycia miRNA minê³o ju¿ ponad 10 lat procesy zwi¹zane z powsta-
waniem i funkcjonowaniem tych cz¹steczek wci¹¿ kryj¹ przed nami wiele tajemnic.
Dotychczasowe wyniki doœwiadczeñ dowodz¹, ¿e ta niezwykle liczna klasa ma³ych
RNA jest zaanga¿owana w regulacjê ekspresji genów na etapie potranskrypcyjnym,
a poprzez to wp³ywa na szereg procesów wa¿nych dla prawid³owego rozwoju orga-
nizmów, zarówno roœlinnych jak i zwierzêcych. W ostatnich badaniach wskazuje siê
ponadto, ¿e miRNA bior¹ udzia³ w reakcjach komórek roœlinnych na stres i mog¹
mieæ znaczenie w regulacji innych szlaków metabolicznych, jednak¿e szczegó³owe
wyjaœnienie tych kwestii wymagaæ bêdzie dalszych eksperymentów (79).

Niezwykle ciekawe i wa¿ne zarazem s¹ wyniki najnowszych prac dotycz¹cych
medycznych aspektów nieprawid³owoœci zwi¹zanych z funkcjonowaniem miRNA.
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Stwierdzono m.in., ¿e oko³o 50% ludzkich genów mir jest zlokalizowanych w miej-
scach czêstych pêkniêæ chromosomów (i utraty ich czêœci lub rearan¿acji) oraz w re-
jonach wi¹zanych z rozwojem nowotworów (56,57).

miRNA s¹ elementem fascynuj¹cego mechanizmu, od milionów lat umo¿liwia-
j¹cego harmonijny rozwój i prawid³owe funkcjonowanie roœlin i zwierz¹t. Kontrola
sprawowana przez te cz¹steczki ze wzglêdu na ich wielkoœæ ma charakter „mikro”.
Niemniej jednak powa¿ne nastêpstwa zaburzeñ w dzia³aniu miRNA œwiadcz¹ o tym,
jak wa¿n¹ rolê pe³ni¹ one w precyzyjnym „zarz¹dzaniu” w organizmach ¿ywych.
Z tego wzglêdu poznanie procesów powstawania i dzia³ania miRNA stanowi wielkie
wyzwanie dla naukowców i lekarzy. Zdobywana na ten temat wiedza bêdzie nas
przybli¿aæ nie tylko do rozwi¹zania niezwyk³ej zagadki natury, ale równie¿ – wyjaœ-
nienia przyczyn groŸnych chorób i opracowania skutecznych metod ich leczenia.

Praca powsta³a w ramach projektu finansowanego przez Komitet Badañ Naukowych (PBZ- KBN-
089/P06/2003).
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