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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW  
 
AGO – białko Argonaute (ang. Argonaute 

protein)  

 

cDNA – DNA komplementarny do RNA 

(ang. complementary DNA)  

 

CLIP – immunoprecypitacja usieciowanych 

kompleksów (ang. cross-linking 

immunoprecypitation) 

 

dsRBP – białko wiążące dsRNA                   

(ang. dsRNA binding protein)  

 

dsRBD – domena wiążąca dsRNA  

(ang. dsRNA binding domain)  

 

dsRNA – dwuniciowy RNA (ang. double-

stranded RNA)  

 

DUF 283 – domena o nieznanej funkcji 

(ang. domain of unknown function 283)  

 

EXP5 – eksportyna 5 (ang. exportin 5) 

 

lncRNA – długi niekodujący RNA  

(ang. long non-coding RNA)  

 

mRNA – RNA informacyjny  

(ang. messenger RNA)  

 

miRNA – mikroRNA (ang. microRNA)  

 

ncRNA – niekodujący RNA (ang. non-

coding RNA) 

 

NLS – sygnał lokalizacji jądrowej                  

(ang. nuclear localisation signal) 

 

PAZ – domena Piwi/Argonaute/Zwill 

(ang. Piwi/Argonaute/Zwill)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

piRNA –  RNA oddziałujący z białkami 

Piwi (ang. PIWI-interactin RNA) 

 

Pol II – polimeraza RNA II (ang. RNA 

polymerase II)  

 

pre-miRNA – prekursor miRNA  

(ang. precursor miRNA)  

 

pri-miRNA – pierwotny transkrypt miRNA 

(ang. primary miRNA)  

 

RIII – domena RNazy III 

 

RISC – kompleks wyciszający indukowany 

przez RNA (ang. RNA induced silencing 

complex)  

 

RNAi – interferencja RNA (ang. RNA 

interference)  

 

siRNA – mały interferujący RNA 

(ang. small interfering RNA)  

 

snRNA – mały niekodujący RNA  

(ang. small non-coding RNA)  

 

srRNA – mały regulatorowy RNA  

(ang. small regulatory RNA) 

 

ssRNA – jednoniciowy RNA (ang. single-

stranded RNA)  
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I WSTĘP 

I-1. Wprowadzenie 

Centralny dogmat biologii molekularnej sformułowany na początku drugiej 

połowy XX wieku głosił, że przepływ informacji genetycznej następuje 

jednokierunkowo: z DNA, poprzez RNA do białka [1, 2]. W tym kontekście przez długi 

czas marginalizowano znaczenie niekodującego RNA (ncRNA, ang. non-coding RNA), 

mimo że stanowi on ponad 90% całkowitego RNA eukariotycznego [3, 4]. Dopiero 

odkrycia dokonane na przestrzeni ostatnich 25 lat ujawniły strukturalne i funkcjonalne 

bogactwo transkryptomu eukariontów, doprowadzając do całkowitego zwrotu                

w postrzeganiu roli RNA w organizmach żywych. Szczególne zainteresowanie 

wzbudziło opisanie molekularnych podstaw zjawiska interferencji RNA (RNAi, 

ang. RNA interference) – zachowawczego ewolucyjnie, niezwykle efektywnego 

mechanizmu wyciszania ekspresji genów inicjowanego przez dwuniciowy RNA 

(dsRNA, ang. double-stranded RNA) [5]. Uważa się, że pierwotnie system ten służył do 

obrony gospodarza i jego genomu przed wirusami i ruchomymi elementami 

genetycznymi. Obecnie odgrywa on rolę w wielu istotnych procesach biologicznych, 

np. we wzroście i różnicowaniu komórek [6-11] oraz w apoptozie [12-16]. Kluczowym 

elementem tego systemu są małe regulatorowe RNA (srRNA, ang. small regulatory 

RNA), które funkcjonują jako specyficzne sondy umożliwiające odpowiednim 

kompleksom białkowym rozpoznanie docelowych transkryptów lub genów i regulację 

ich ekspresji. srRNA mogą być kodowane w genomie lub mieć pochodzenie egzogenne. 

Cechami wyróżniającymi srRNA spośród pozostałych ncRNA są: długość ~20-30 nt 

oraz zdolność do oddziaływania z białkami z rodziny Argonaute (Ago). Różnice 

w biogenezie oraz wielkości stanowią podstawę dalszego podziału srRNA na szereg 

grup, z których w organizmach zwierzęcych najpowszechniej występują: mikroRNA 

(miRNA, ang. microRNA), RNA oddziałujące z białkami Piwi (piRNA, ang. PIWI-

interacting RNA) oraz małe interferencyjne RNA (siRNA, ang. small interfering RNA). 

Spośród tych trzech klas, w większości komórek somatycznych dominują miRNA. Są to 

jednoniciowe cząsteczki RNA o długości ~21-23 nukleotydów (nt) powstające 

z kodowanych w genomie prekursorów przyjmujących charakterystyczną strukturę typu 

spinki. 
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Odkrycia wskazujące na potencjał miRNA do regulacji różnorodnych procesów 

fizjologicznych stały się bodźcem do podjęcia intensywnych badań poświęconych 

powstawaniu i funkcjonowaniu tych cząsteczek oraz praktycznym aspektom ich 

wykorzystania w diagnostyce i terapii chorób. W tym rozdziale omówione zostaną 

podstawowe zagadnienia dotyczące biogenezy miRNA u zwierząt oraz u człowieka, ze 

szczególnym uwzględnieniem ostatniego etapu – cięcia prekursorów miRNA przez 

rybonukleazę Dicer. 

 

I-2. Historia odkrycia miRNA 

Pierwszy gen kodujący miRNA (miRNA lin-4) opisano już w 1993 roku [17, 

18]. Grupy Ambrosa i Ruvkuna, badając geny kontrolujące przejście Caenorhabditis 

elegans przez kolejne stadia larwalne, ustaliły, że ekspresja lin-14, jednego 

z najważniejszych regulatorów wczesnych etapów rozwojowych nicienia, podlega 

inhibicji przez krótkie transkrypty lin-4 (22 i 61 nt). Stwierdzono, że cząsteczki te nie 

kodują białka, ale zawierają sekwencje komplementarne do fragmentów 3′UTR (rejon 

niepodlegający translacji, ang.  untranslated region) mRNA lin-14 i mogą uczestniczyć 

w regulacji ekspresji tego genu poprzez nieznany wówczas mechanizm. Ponieważ 

jednak lin-4 nie ma homologów w innych organizmach, biologiczne znaczenie odkrycia 

dokonanego w laboratoriach Ambrosa i Ruvkuna przez długi czas pozostawało 

niedostrzeżone. Mimo że wyciszanie genów w roślinach zaobserwowano już w 1990 

roku [19], a w następnych latach podobne efekty opisywano także u grzybów z rodzaju 

Neurospora [20] oraz u Drosophila melanogaster [21], zjawisk tych nie wiązano 

z małymi cząsteczkami RNA. Przełom nadszedł w 1998 roku, kiedy zespół Fire′a 

i Mello opublikował wyniki tłumaczące podstawy mechanizmu nazwanego przez 

badaczy interferencją RNA. Dowiedziono wówczas, że jednoczesne podanie do 

komórek C. elegans sensownego i anytsensownego RNA prowadzi do 10-krotnie 

wydajniejszego wyciszenia genu niż w przypadku użycia pojedynczej nici, a do 

wywołania tego efektu wystarczy zaledwie kilka cząsteczek RNA w przeliczeniu na 

komórkę [5]. Znaczenie tego odkrycia zostało docenione przyznaniem Nagrody Nobla 

w dziedzinie fizjologii i medycyny w 2006 roku. W kolejnych latach ustalono, że RNA 

inicjujący proces interferencji jest w komórce cięty na krótkie fragmenty o długości   

21-23 nt [22]. W tym samym czasie w komórkach C. elegans zidentyfikowano kolejny 
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krótki, niekodujący transkrypt, 21-nt let-7, który hamował ekspresję genów lin [23]. 

Wykazanie, że homologi let-7 występują powszechnie w organizmach żywych [24] 

i stanowią element odrębnego mechanizmu regulacji ekspresji genów, jakim jest RNAi 

[25] zapoczątkowało prawdziwą rewolucję miRNA. Od tamtej pory poczyniono 

ogromny postęp w zrozumieniu roli jaką te cząsteczki odgrywają w organizmach 

żywych: zidentyfikowano tysiące kodujących je genów oraz opisano szlaki biogenezy 

i mechanizmy funkcjonowania miRNA [26].  

 

I-3. Znaczenie i funkcje biologiczne miRNA  

miRNA występują powszechnie w wielu gatunkach zwierząt i roślin, 

zidentyfikowano je także u grzybów, protistów i wirusów. Najnowsza wersja miRBase 

– największego depozytorium sekwencji miRNA – zawiera informacje na temat 28645 

prekursorów, z których powstaje 35828 dojrzałych miRNA w 223 gatunkach (miRBase 

21, http://www.mirbase.org/). 

Wiele wskazuje na to, że miRNA były obecne już na wczesnych etapach 

ewolucji zwierząt, np. miR-100 występuje we wszystkich przebadanych do tej pory 

tkankowcach [27]. Analizując drzewo filogenetyczne zwierząt, widać bezpośredni 

związek pomiędzy liczbą miRNA a stopniem złożoności organizmów [28-32]. Co 

więcej, łatwo zaobserwować, że w historii kilkukrotnie doszło do ekspansji miRNA: po 

raz pierwszy, gdy wyodrębniały się zwierzęta z symetrią dwuboczną, następnie 

u podstawy gałęzi prowadzącej do kręgowców, a ostatni raz – w linii ssaków 

łożyskowych [27, 28, 32-34]. Taka dystrybucja sugeruje, że cząsteczki te odegrały 

istotną rolę w ewolucji gatunków, a obecność miRNA w sieciach regulujących 

ekspresję genów może stanowić częściową odpowiedź na tzw. paradoksy wartości C i G 

(ang. C-value paradox, G-value paradox), czyli brak korelacji pomiędzy stopniem 

złożoności organizmów a odpowiednio: wielkością genomu i liczbą genów. 

Dojrzałe miRNA występują w komórce jako element złożonych kompleksów 

rybonukleoproteinowych, wśród których szczególną rolę odgrywa centralny kompleks 

efektorowy procesu RNAi nazywany RISC (ang. RNA-induced silencing complex) [35-

37]. W rzeczywistości termin RISC odnosi się do heterogennej grupy kompleksów, 

których cechą wspólną jest funkcjonalny rdzeń tworzony przez jedno z białek rodziny 
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Argonaute (Ago) oraz jednoniciowy miRNA lub siRNA [38, 39]. Komponent RNA 

działa jak sonda umożliwiająca przyłączenie RISC do komplementarnego transkryptu 

lub fragmentu DNA, który ma podlegać regulacji [37]. W większości przypadków 

kluczowe dla oddziaływania pomiędzy miRNA a docelową cząsteczką kwasu 

nukleinowego są nukleotydy 2-7 miRNA (tzw. region „seed”) [40-45]. Dodatkowo 

w skład RISC wchodzą białka, które wspierają tworzenie kompleksu i inkorporowanie 

regulatorowego RNA [46-49] oraz działają na etapie efektorowym [50-52]. Pomimo 

wielu lat badań, zarówno budowa jak i sposób funkcjonowania RISC pozostają tematem 

dyskusji. Najczęściej obserwuje się potranskrypcyjne wyciszanie ekspresji genów 

wywołane degradacją mRNA, jego sekwestracją lub zaburzeniem procesu translacji. Do 

degradacji transkryptów dochodzi w następstwie modyfikacji ich struktury, np. poprzez 

deadenylację czy usunięcie struktury kap z końca 5′, a także, co rzadkie u zwierząt, 

a częste u roślin, poprzez bezpośrednie cięcie przez białko Ago [36, 53-59]. Ten ostatni 

mechanizm obserwowany jest w sytuacji pełnej (lub prawie pełnej) komplementarności 

pomiędzy miRNA a docelowym transkryptem, a hydroliza dotyczy wiązania 

fosfodiestrowego pomiędzy nukleotydami mRNA, które zaangażowane są 

w oddziaływanie z 10. i 11. nt miRNA [53, 60]. Wpływ RISC na proces translacji 

polega na: blokowaniu inicjacji [55-57, 61-67] lub elongacji [68-75], wymuszaniu 

przedwczesnego oddysocjowania rybosomu od mRNA [55, 75, 76], a także, 

prawdopodobnie, na indukowaniu degradacji powstającego polipeptydu [77]. 

Dodatkowo, miRNA mogą uczestniczyć w reorganizacji chromatyny i wyciszaniu 

genów na poziomie transkrypcyjnym [45, 78-83], choć przyjmuje się, że jądrowa 

regulacja ekspresji genów jest raczej domeną srRNA dwóch innych klas: piRNA 

w komórkach germinalnych i siRNA w komórkach somatycznych [84]. W ostatnich 

latach pojawiają się też doniesienia o zależnej od miRNA transkrypcyjnej [85-89] 

i translacyjnej [90-92] aktywacji ekspresji genów (RNAa, ang. RNA activation). 

Szczegóły mechanizmów RNAa, w tym skład kompleksów rybonukleoproteinowych, 

w ramach których funkcjonują miRNA, nie są jeszcze w pełni poznane. 

Pojedynczy miRNA może oddziaływać nawet z kilkoma setkami docelowych 

mRNA, często w kooperacji z innymi miRNA, tworząc niezwykle złożoną sieć 

regulatorową [93, 94]. Ponad 60% ludzkich genów kodujących białka posiada 

przynajmniej jedno konserwatywne miejsce wiązania miRNA [94]. Biorąc pod uwagę 
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istnienie wielu niekonserwatywnych miejsc oddziaływania [94], można przypuszczać, 

że zasięg regulacji przez miRNA jest jeszcze szerszy.  

Mnogość sposobów działania oraz złożoność sieci oddziaływań sprawiają, że 

miRNA zaangażowane są w kontrolę różnorodnych procesów biologicznych, włączając 

w to te najbardziej podstawowe dla funkcjonowania organizmu: proliferację 

i różnicowanie komórek, ich metabolizm i apoptozę [7, 8, 95-97]. W związku z tym, 

niekontrolowane zmiany ilościowe i jakościowe dotyczące dojrzałych miRNA mogą 

przyczyniać się do rozwoju stanów patologicznych, np. nowotworów [98], chorób 

układu krążenia [99] czy chorób neurodegeneracyjnych [100]. W tym miejscu należy 

jednak odnotować, że utrata określonych miRNA nie zawsze prowadzi do 

zauważalnych zmian fenotypu [101, 102]. Brak pojedynczego regulatora może być 

kompensowany przez inne cząsteczki miRNA komplementarne do tych samych 

docelowych transkryptów. Ponadto miRNA bardzo rzadko powodują całkowite 

zahamowanie ekspresji regulowanego genu. W wielu przypadkach efekt przez nie 

wywoływany polega na obniżeniu poziomu danego białka jedynie około dwukrotnie 

[93, 103], co mieści się w zakresie zmienności naturalnie występującej w populacjach 

[104]. W świetle tych obserwacji postuluje się, że podstawową rolą wielu miRNA może 

być przede wszystkim buforowanie losowych zmian na poziomie transkrypcji 

i translacji, czyli tłumienie szumu powstającego w układach biologicznych [105, 106]. 
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I-4. Biogeneza miRNA 

Kanoniczna ścieżka biogenezy miRNA obejmuje: transkrypcję przy udziale 

polimerazy II RNA (Pol II) [107] oraz następujące po sobie cięcia prekursorów przez 

dwie rybonukleazy (RNazy) z rodziny RNaz III: Drosha i Dicer (Rys. 1.1.). Powstające 

w jądrze pierwotne transkrypty miRNA (pri-miRNA, ang. primary miRNA) są 

rozpoznawane przez kompleks Mikroprocesora, w skład którego wchodzi Drosha. 

Rybonukleaza ta wycina struktury typu spinki występujące w pri-miRNA, uwalniając 

~60-nt prekursory miRNA (pre-miRNA, ang. precursor miRNA) [108, 109], które 

następnie transportowane są do cytoplazmy przez Eksportynę 5 i czynnik Ran 

w procesie zależnym od GTP [110, 111]. W cytoplazmie pre-miRNA podlega cięciu 

przez rybonukleazę Dicer [6, 36], a generowany dupleks miRNA/miRNA* o długości 

~21 par zasad (pz) przekazywany jest do RISC, gdzie jedna z nici (tzw. nić pasażerska, 

miRNA*) jest usuwana, podczas gdy druga pozostaje związana z białkami kompleksu 

[112, 113]. Niekiedy nić pasażerska nie podlega degradacji, ale również staje się 

funkcjonalnym miRNA pełniącym rolę regulatorową [114-117]. Jak wykazano, poziom 

akumulacji określonych miRNA* oraz stosunek miRNA/miRNA* podlegają zmianom 

w zależności od etapu rozwoju komórki czy typu tkanki [114, 118], a także w przebiegu 

różnorodnych procesów patologicznych [118-122]. Ponado w przypadku niektórych 

pre-miRNA cząsteczką włączaną do RISC może być również fragment apikalny, 

będący produktem ubocznym cięcia przez Dicer [123, 124]; miRNA tego typu nazwano 

loop-miRami (ang. loop – pętla). 

Znane są także alternatywne ścieżki biogenezy miRNA. Dotyczą one niewielkiej 

puli cząsteczek, obejmującej miRNA, których prekursory wymagają dodatkowej 

modyfikacji oraz miRNA powstające bez udziału Drosha lub Dicer (Rys. 1.1.).  

W przypadku miRNA, których prekursor generowany przez rybonukleazę 

Drosha posiada 1-nt wystający koniec 3′ (tzw. miRNA grupy II), po eksporcie           

pre-miRNA do cytoplazmy następuje dodatkowy etap 3′ monourydylacji, który jest 

niezbędny dla utworzenia kanonicznego, 2-nt końca 3′ zapewniającego stabilne 

oddziaływanie z Dicer [125, 126]. Reakcja ta w komórkach ludzkich katalizowana jest 

przez białka o aktywności UTP-transferazy: Zcchc6 (ang. zinc finger, CCH domain 

containing 6), Zcchc11 oraz PAPD4 (ang. PAP associated domain containing 4) 
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nazywane też TUT7, TUT4, TUT2 (ang. terminal uridylyltransferase 7/4/2, 

odpowiednio) [125].  

Najlepiej scharakteryzowaną grupą cząsteczek generowanych bez udziału 

Drosha są miRNA powstające z mirtonów, czyli krótkich intronów, które po uwolnieniu 

z pre-mRNA przez kompleks splicingowy stanowią substrat dla Dicer [127-132]. 

W przypadku mirtronów, typowa dla intronów struktura lassa jest liniowana dzięki 

aktywności enzymów usuwających rozgałęzienia [131, 132]. Niekiedy też końce 

mirtronów są dodatkowo docinane przez egzonukleazy [133]. Etap cięcia przez Drosha 

omijany jest także w przypadku miRNA generowanych z krótkich transkryptów 

przyjmujących strukturę typu spinki [127, 134, 135]. Przykładem jest pre-mir-320, 

który powstaje w wyniku transkrypcji prowadzonej przez Pol II, następnie jest 

transportowany do cytoplazmy przez Eksportynę 1, by tam ulec cięciu przez Dicer 

[135]. Co ciekawe, cząsteczką włączaną do kompleksu RISC jest zawsze miR-320 

generowany z ramienia 3′ (miR-320-3p), a selektywność wyboru nici 

najprawdopodobniej podyktowana jest obecnością na końcu 5′ miR-320-5p                  

7-metyloguanozyny, która może stanowić przeszkodę w prawidłowym oddziaływaniu 

RNA z białkiem Ago. Mechanizmy biogenezy niezależnej od Drosha opisano również 

w przypadku miRNA lub cząsteczek typu miRNA uwalnianych przez Dicer                           

z prekursorów powstających podczas dojrzewania lub degradacji: tRNA [127, 136, 

137], małych jąderkowych RNA (snoRNAs, ang. small nucleolar RNAs) [138] oraz 

pewnych wirusowych RNA [139].  

Do tej pory zidentyfikowano tylko jeden przypadek miRNA (miR-451) 

powstającego bez udziału Dicer [140-142]. Pre-mir-451 przyjmuje strukturę typu 

spinki, w której trzon ma długość jedynie ~18 pz i jest zbyt krótki, by ulec cięciu przez 

Dicer. Prekursor ten jest wiązany bezpośrednio przez białko Ago2, które przecina RNA 

w obrębie ramienia 3′ i generuje ~30-nt produkt pośredni. Następnie rybonukleaza 

PARN (rybonukleaza specyficzna względem łańcucha poli(A), ang. poly(A)-specific 

ribonuclease) docina koniec 3′ RNA, w efekcie czego powstaje funkcjonalny miR-451 

o długości ~23 nt [143]. 
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Rysunek 1.1. Szlaki biogenezy miRNA u zwierząt 

Kanoniczna ścieżka biogenezy miRNA obejmuje cięcie prekursorów przez Drosha i Dicer 

(większość miRNA). W przypadku pre-miRNA posiadających 1-nt wystający koniec 3′ przed 

cięciem przez Dicer dochodzi do 3′ monourydylacji RNA przez UTP-transferazy (TUT), 

(miRNA grupy II). miRNA generowane niezależnie od Drosha powstają przy udziale Dicer 

z krótkich transkryptów Pol II (miRNA ze strukturą kap na końcu 5′), z mirtronów oraz innych 

ncRNA. Szlak niezależny od Dicer wymaga cięcia pre-miRNA przez Ago2 oraz egzonukleazę 

PARN. MHV tRNA – tRNA mysiego wirusa zapalenia wątroby; RISC – aktywny kompleks 

RISC. 
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W warunkach fizjologicznych każdy z etapów biogenezy miRNA podlega 

precyzyjnej kontroli i regulacji przez różnorodne czynniki (Rys. 1.2.), co pozwala na 

dostosowanie poziomu miRNA do aktualnego stanu komórki czy etapu rozwoju 

tkanki/organu [26]. Z jednej strony, na wydajność powstawania miRNA wpływa 

struktura przyjmowana przez cząsteczki kwasów nukleinowych na poszczególnych 

etapach biogenezy (rejony genomu kodujące miRNA, prekursory miRNA), 

determinująca oddziaływanie z odpowiednimi białkami, między innymi: Pol II, Drosha 

czy Dicer. Odrębną płaszczyznę regulacji stanowią mechanizmy związane z biosyntezą 

i funkcjonowaniem kluczowych enzymów zaangażowanych w ten szlak (Rys. 1.3.). 

W zależności od mechanizmu regulatorowego, wywołana zmiana może dotyczyć puli 

wszystkich miRNA powstających w komórce (np. globalne zahamowanie biogenezy 

miRNA w komórkach nowotworowych w stanie hipoksji w następstwie obniżenia 

poziomu Drosha [144] i Dicer [145, 146]) lub pojedynczych cząsteczek (np. hamowanie 

transkrypcji miR-29 przez czynnik NF-κB w aktywowanych komórkach NK 

i limfocytach T [147]). Wiele miRNA wykazuje tkankowo-specyficzny wzór ekspresji 

skoordynowany w czasie i przestrzeni z procesami rozwojowymi organizmu, np.:   

miR-1 jest obecny przede wszystkim w ssaczych kardiomiocytach [148, 149], podczas 

gdy miR-122 jest charakterystyczny dla hepatocytów [149]. Co więcej, bardzo często 

zmiany profili miRNA są na tyle charakterystyczne, że postuluje się wykorzystanie 

określonych miRNA jako biomarkerów w diagnostyce i prognozowaniu przebiegu 

różnorodnych stanów patologicznych, przede wszystkim nowotworów [150], ale 

również ostrego zawału mięśnia sercowego [151, 152] czy nieprawidłowości w rozwoju 

płodu [153, 154]. 

 

 

Rysunek 1.2. Regulacja kanonicznej biogenezy miRNA w komórkach ludzkich 

Sekwencje kodujące miRNA mogą stanowić samodzielne jednostki transkrypcyjne ulegające 

transkrypcji do mono- (a) lub policistronowego RNA (b) lub być osadzone w obrębie innych 

genów i podlegać transkrypcji z wykorzystaniem promotorów tych genów (c) lub własnych 

promotorów niezależnych (d). Etapy biogenezy miRNA zaznaczono czarnymi strzałkami, 

czynniki i mechanizmy regulatorowe – czerwonymi. Kolorem szarym wyróżniono dodatkowy 

etap modyfikacji miRNA. Szczegółowe informacje dotyczące białek oddziałujących z Dicer 

i pre-miRNA zamieszczono w Tabeli 1.1. i Tabeli 1.2. ADPn – poliADP-rybozylacja;                  

N-oligosacharyd – N-glikozylacja; OH – hydroksylacja; P – fosforylacja; SUMO – sumoilacja; 

Ub – ubikwitynacja; VA RNA – RNA wirusowe. Wyjaśnienie skrótów nazw białek w tekście.  
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Rysunek 1.3. Schematyczna reprezentacja budowy podstawowych białek zaangażowanych 

w dojrzewanie miRNA w komórce człowieka 

A – Białka etapu jądrowego. B – Białka zaangażowane w transport. C – Białka etapu 

cytoplazmatycznego. dsRBD – domena wiążąca dsRNA (and. dsRNA binding domain). HBD – 

domena wiążąca hem (ang. hem binding domain); HEAT – domena obecna w białkach: 

huntingtynie, czynniku elongacyjnym EF3, fosfatazie białek 2A oraz kinazie TOR1; MID – 

domena środkowa (ang. middle); N/C – domena N-, C-końcowa; NLS – sygnał lokalizacji 

jądrowej (ang. nuclear localisation signal); PAZ – domena obecna w białkach: Piwi, 

Argonaute, Zwille; RIII – domena RNazy III. 
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I-4-1. Organizacja i transkrypcja genów miRNA 

Geny kodujące prekursory miRNA są zlokalizowane na wszystkich 

chromosomach, ale ich rozmieszczenie nie jest równomierne [155-157], jak również nie 

koreluje z długością chromosomów [155], np. u człowieka aż 28% zidentyfikowanych 

genów miRNA (MIR) znajduje się jedynie na czterech chromosomach: Chr. 1., Chr. 19., 

Chr. X i Chr. 2. Akumulację genów miRNA zaobserwowano, np. w tzw. kruchych 

miejscach chromosomów, czyli w regionach podatnych na pęknięcia i rearanżacje [158, 

159]. Wzbogacenie określonych rejonów w sekwencje kodujące miRNA związane jest 

ze zjawiskiem występowania zgrupowań genów miRNA [160, 161]. Owe zgrupowania 

mogą obejmować loci nawet kilkudziesięciu różnych MIR, które zazwyczaj tworzą 

policistronową jednostkę transkrypcyjną (Rys. 1.2. b). Bardzo często struktura tych 

grup jest zachowawcza ewolucyjnie, a kodowane w nich miRNA są powiązane 

funkcjonalnie lub należą do tej samej rodziny (gdzie rodziną nazywa się miRNA 

o takiej samej sekwencji regionu „seed”) [161]. MIR znajdują się w różnorodnych 

kontekstach genomowych (Rys. 1.2. a-d); stanowią samodzielne jednostki 

transkrypcyjne (miRNA międzygenowe) lub są osadzone w obrębie innych genów 

(miRNA wewnątrzgenowe). Aż 50% ludzkich miRNA kodowanych jest wewnątrz 

intronów [155]. Geny niektórych miRNA występują w kilku loci genomowych, czego 

przykładem jest miRNA let-7a, który u człowiek kodowany jest na trzech 

chromosomach: Chr. 9., Chr. 11., Chr. 22. 

Rearanżacje genomowe i mutacje prowadzące do zmiany liczby kopii lub 

sekwencji MIR mogą w znaczący sposób wpływać na poziom i funkcjonowanie 

powstających miRNA. Wyniki licznych badań pozwalają połączyć zmiany w strukturze 

rejonów kodujących miRNA z rozwojem różnorodnych stanów patologicznych, np. 

u chorych na przewlekłą białaczkę limfocytową B-komórkową obserwuje się delecję 

MIR-15a/16-1 [162] oraz translokację MIR-125b-1 [163], a u osób cierpiących na 

glejaka wielopostaciowego – amplifikację MIR-26a [164]. Mutacje punktowe, poza 

zmianami profili ekspresji, mogą wpływać na funkcjonowanie dojrzałych miRNA 

[165]. Efekt ten obserwowany jest w przypadku zmiany sekwencji tych fragmentów 

miRNA, które są istotne dla oddziaływania z docelowymi transkryptami lub wpływają 

na parametry termodynamiczne dupleksu miRNA/miRNA* decydujące o wyborze nici 

włączanej do RISC [165-167]. 
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Ponieważ większość pri-miRNA jest szybko i efektywnie przekształcana przez 

kompleksy białkowe zaangażowane w biogenezę miRNA, badania struktury genów 

miRNA oraz ich pierwotnych transkryptów są utrudnione. W przypadku miRNA 

wewnątrzgenowych, szczególnie w sytuacji, gdy sekwencje MIR leżą stosunkowo 

blisko (<10 kb) promotora genu gospodarza, zazwyczaj dochodzi do kotranskrypcji obu 

genów [168]. Możliwa jest także autonomiczna transkrypcja z wykorzystaniem 

odrębnych rejonów promotorowych [169-172], a ostatnie przewidywania 

bioinformatyczne sugerują, że u ludzi taki mechanizm może dotyczyć ponad 26% 

miRNA wewnątrzgenowych [169]. Sekwencjonowanie RNA oraz immunoprecypitacja 

chromatyny pozwoliły ustalić, że geny miRNA stanowiące niezależne jednostki 

transkrypcyjne mają zazwyczaj długość kilkudziesięciu tysięcy par zasad [173], 

a promotory tych genów posiadają charakterystyczne elementy struktury występujące 

w promotorach genów kodujących białka, tzn.: kasetę TATA (ang. TATA box), element 

inicjatorowy (Inr), dolny element rdzenia promotora (DPE, ang. downstream core 

promotor element), rejon rozpoznawany przez TFIIB (BRE, ang. TFIIB recognition 

element) [168, 169, 173, 174]. Zidentyfikowano również, działające w układzie cis, 

dystalne elementy regulatorowe, obejmujące zarówno sekwencje wzmacniające 

(ang. enhancers), jak i wyciszające (ang. silencers) [168, 169, 175]. 

Większość pri-miRNA powstaje w wyniku reakcji katalizowanej przez Pol II 

i posiada cechy charakterystyczne dla produktów tego enzymu: 7-metyloguanozynę 

(kap) na końcu 5′ i ogon poliadenylowy na końcu 3′ [107, 176]. Wykazano również, że 

pewne miRNA wirusowe [177] oraz miRNA zlokalizowane w bliskim sąsiedztwie 

retrotranspozonów Alu [178, 179] powstają w procesie transkrypcji zależnej od Pol III.  

System kontroli ekspresji genów miRNA na poziomie transkrypcji obejmuje 

szereg mechanizmów znanych dla genów eukariotycznych, tj.: regulację poprzez 

elementy działające w układzie cis, czynniki transkrypcyjne, koaktywatory 

i korepresory białkowe, a także modyfikacje epigenetyczne prowadzące między innymi 

do zmiany struktury chromatyny [168, 175, 180-183]. Ponadto transkrypcja przez Pol II 

jest fizycznie i funkcjonalnie powiązana z procesami dojrzewania transkryptów, np. 

modyfikacjami końców RNA (poliadenylacja, dodawanie struktury kap) czy składaniem 

mRNA [184-190]. 
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Bardzo często ekspresja genów utrzymywana jest na odpowiednim poziomie 

dzięki działaniu mechanizmów sprzężeń, które pozwalają transkryptom danych genów 

zwrotnie wpływać na proces swojej biosyntezy. Ponieważ miRNA są bezpośrednio 

zaangażowane w regulację ekspresji genów, czyni je to szczególnie dobrze 

dostosowanymi do udziału w tego typu układach. Znane są liczne przykłady miRNA, 

które tworzą pętle regulatorowe z czynnikami transkrypcyjnymi, np. proces dojrzewania 

granulocytów w czerwonym szpiku kostnym człowieka kontrolowany jest między 

innymi poprzez szereg sprzężeń występujących pomiędzy genami kodującymi miR-223 

i dwa czynniki transkrypcyjne: NFIA (ang. nuclear factor I A) i C/EBPα (ang. CCAAT-

enhancer-binding protein α) oraz produktami ekspresji tych genów [191]. NFIA 

i C/EBPα rywalizują o wiązanie w obrębie promotora genu kodującego miR-223, przy 

czym wywierają odmienny wpływ na jego transkrypcję: NFIA jest represorem, 

natomiast C/EBPα aktywatorem procesu. Podczas różnicowania granulocytów pod 

wpływem stymulacji kwasem retinowym, miR-223 prowadzi do obniżenia poziomu 

NFIA poprzez wyciszanie ekspresji kodującego go genu na poziomie transkrypcyjnym 

[45] i potranskrypcyjnym [191, 192]. W konsekwencji, inhibicja transkrypcji MIR-233 

przez NFIA zostaje zniesiona, a poziom dojrzałego miRNA w ludzkich komórkach 

macierzystych hemopoezy ulega podwyższeniu. To z kolei przekłada się na 

zahamowanie dojrzewania komórek prekursorowych w kierunku erytrocytów 

i monocytów, natomiast promuje granulocytopoezę [45, 192]. 

Ekspresja genów miRNA może również podlegać kontroli przez same miRNA 

[86, 89]. Interesujący mechanizm autoregulacji opisano w przypadku lin-4, który 

w komórkach nabłonkowych C. elegans funkcjonuje jako aktywator transkrypcji 

własnego genu [86]. Sekwencja lin-4 znajduje się w obrębie dziewiątego intronu genu 

f59g1.4 (funkcja tego genu nie jest do tej pory poznana). W początkowych etapach 

rozwoju nicienia, poziom komórkowy lin-4 pozostaje niski, ponieważ ekspresja 

zachodzi jedynie z wykorzystaniu promotora f59g1.4, podczas gdy autonomiczna 

transkrypcja lin-4, możliwa dzięki drugiemu, alternatywnemu promotorowi, podlega 

represji przez dwa czynniki transkrypcyjne: FLH-1 and FLH-2 [193, 194]. Pod koniec 

pierwszej fazy larwalnej (L1) stężenie lin-4 w komórce przekracza poziom krytyczny 

niezbędny do zainicjowania pozytywnego sprzężenia zwrotnego polegającego na tym, 

że lin-4, oddziałując z autonomicznym promotorem lin-4, promuje rekrutację Pol II 
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[86]. Wysokie stężenie lin-4 utrzymuje się przez kolejne stadia larwalne oraz w postaci 

dorosłej, zapewniając prawidłowy rozwój nicienia. 

 

I-4-2. Mechanizm powstawania prekursorów miRNA przy udziale rybonukleazy Drosha 

Większość pri-miRNA jest rozpoznawana i trawiona przez duży jądrowy 

kompleks białkowy zwany Mikroprocesorem [109, 195-197], który u człowieka ma 

masę ~650 kDa [195]. Podstawowymi białkami tego kompleksu są: Drosha oraz 

DGCR8 (ang. DiGeorge syndrome critical region gene 8) oddziałujące ze sobą 

w stosunku 1:2 [195, 197, 198] (Rys. 1.3. A). Homologiem ludzkiego DGCR8 

u D. melanogaster i C. elegans jest białko Pasha (ang. partner of Drosha) [196].  Drosha 

(~160 kDa) należy do rodziny RNaz III i wykazuje strukturalną oraz funkcjonalną 

zachowawczość ewolucyjną [199, 200]. Fragment aminowy białka zawiera sygnał 

lokalizacji jądrowej (NLS, ang. nuclear localization signal) [201], nie jest natomiast 

niezbędny do aktywności katalitycznej w warunkach in vitro [197]. Domena centralna 

(CED, ang. central domain) obejmuje domenę Platformy oraz domenę typu PAZ                

(ang. Piwi-Argonaute-Zwille) i odgrywa rolę w rozpoznawaniu substratów [202]. 

Centrum katalityczne enzymu tworzone jest przez wewnątrzcząsteczkowy dimer domen 

RNazy III (RIIIa i RIIIb) [197]. Na końcu karboksylowym białka znajduje się domena 

wiążąca dwuniciowy RNA (dsRBD, ang. double-stranded RNA-binding domain), która 

jest niezbędna, ale niewystarczająca dla zapewnienia stabilnego wiązania pri-miRNA 

[197]. Aktywność Drosha wspierana jest przez dwie cząsteczki DGCR8 (~90 kDa). 

Oddziałują one zarówno z Drosha, jak i z RNA, i w ten sposób stabilizują enzym, 

zwiększają jego procesywność oraz pozytywnie wpływają na precyzję i efektywność 

cięcia pri-miRNA [197, 198, 203, 204]. 

Poznanie struktury krystalicznej kompleksu Drosha z C-końcowymi helisami 

DGCR8 oraz wyniki badań biochemicznych pozwoliły zaproponować model 

funkcjonowania kompleksu Mikroprocesora [197, 198, 202, 205]. Zakłada on, że               

w pri-miRNA występuje jedna lub kilka struktur drugorzędowych typu spinki oraz 

jednoniciowe rejony oskrzydlające [205, 206]. Kompleks Mikroprocesora oddziałuje 

z pojedynczą strukturą typu spinki na całej jej długości, przy czym Drosha wiąże trzon 

i podstawę, a DGCR8 – część apikalną. Cięcie przez Drosha następuje ~11 nt powyżej 
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miejsca łączenia podstawy spinki i jednoniciowych rejonów oskrzydlających. Domena 

RIIIa tnie po stronie 3′, a domena RIIIb – po stronie  5′ nici RNA, generując ~60-nt 

produkt z charakterystycznymi, asymetrycznymi końcami, tj. dwoma niesparowanymi 

nukleotydami na końcu 3′. 

Immunoprecypitacja chromatyny oraz badania kolokalizacji kompleksów 

białkowych wykazały, że kompleks Mikroprocesora pozostaje związany z DNA 

w pobliżu loci genów miRNA, a wycinanie pre-miRNA zachodzi kontranskrypcyjnie 

[190]. Stwierdzono również, że transkrypty, które pozostają związane z matrycą DNA 

podlegają efektywniejszemu dojrzewaniu niż pri-miRNA, których synteza już się 

zakończyła [207]. Co więcej, w rejonach, w których zlokalizowane są aktywne 

transkrypcyjnie geny miRNA, obserwuje się zagęszczenie nukleosomów, które mogą 

stanowić element spowalniający Pol II, a tym samym wydłużający czas retencji 

syntetyzowanego RNA w miejscu transkrypcji [208]. 

Wycinanie pre-miRNA przez kompleks Mikroprocesora jest fizycznie 

i funkcjonalnie powiązane z procesami dojrzewania typowymi dla transkryptów Pol II, 

tj. modyfikacjami końców oraz składaniem RNA (Rys. 1.2.). Wykazano, że podczas 

dodawania struktury kap na końcu 5′ transkryptów, białko Ars2 (ang. arsenite-

resistance protein 2) oddziałuje z jądrowym kompleksem wiążącym kap (CBC,                  

ang. cap-binding complex) oraz z Drosha i pozytywnie wpływa na stabilność oraz cięcie 

wybranych pri-miRNA u D. melanogaster [184] oraz w proliferujących komórkach 

ssaczych [185]. Mechanizm działania Ars2 nie jest jeszcze w pełni poznany. Według 

zaproponowanych modeli, CBC i Ars2 mogą wspierać rekrutowanie pri-miRNA do 

kompleksu Mikroprocesora lub zwiększać efektywność i precyzję cięcia substratów. 

Takie mechanizmy działania opisano dla białka SERRATE, będącego roślinnym 

homologiem Ars2 [209, 210]. 

W sytuacji, gdy pri-miRNA stanowi fragment pierwotnego transkryptu genu 

kodującego białko, cięcie przez kompleks Mikroprocesora jest powiązane 

z dojrzewaniem pre-mRNA (Rys. 1.2. c) Kompetycja pomiędzy kompleksem 

Mikroprocesora a spliceosomem oraz tkankowo-specyficzne alternatywne składanie 

mRNA regulują powstawanie miRNA kodowanych w egzonach lub na granicy 

intron/egzon [186-188]. W przypadku miRNA intronowych, do cięcia przez Drosha 
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dochodzi przed rozpoczęciem składania mRNA [189, 190], a obecność oskrzydlających 

egzonów zwiększa efektywność wycinania pre-miRNA [207]. 

Struktura pri-miRNA jest kluczowa dla swoistego oddziaływania z kompleksem 

Mikroprocesora [198, 205, 206, 211-215], stąd jej zmiany, indukowane hybrydyzacją 

komplementarnej nici kwasu nukleinowego i/lub przyłączeniem cząsteczki białka, 

stanowią podstawę mechanizmów regulujących ten etap biogenezy miRNA [216-225]. 

Około 79% ludzkich pri-miRNA zawiera przynajmniej jeden z trzech motywów 

sekwencyjnych: UG u podstawy spinki, UGU w pętli apikalnej, CNNC 

w jednoniciowym rejonie flankującym (16-18 nt poniżej miejsca cięcia przez Drosha) 

[213]. Zapewniają one prawidłową orientację substratów, co przekłada się na precyzję 

i efektywność cięcia [198, 212, 213]. W pri-miRNA stwierdzono również 

nadreprezentację motywu GGAC, w obrębie którego może dochodzić do metylacji 

atomu azotu w pozycji 6. pierścienia purynowego adeniny (m6A). Modyfikacja ta 

promuje wiązanie DGCR8 in vitro [226]. Wyniki analiz metylomu RNA sugerują, że 

m6A może stanowić znacznik umożliwiający kompleksowi Mikroprocesora odróżnienie 

pri-miRNA od innych RNA przyjmujących strukturę typu spinki obecnych w jądrze 

[226]. 

Systematyczne badania modelowych pri-miRNA oraz ich mutantów ze 

zmienioną strukturą drugorzędową wykazały, że dla prawidłowego dojrzewania miRNA 

kluczowe znaczenie mają: długość trzonu spinki (33-35 pz) oraz wielkość i labilność 

konformacyjna pętli apikalnej (≥10 nt) [206, 212, 227]. Ponadto rozgałęzienie 

pomiędzy podstawą trzonu spinki a rejonami oskrzydlającymi stanowi główny punkt 

odniesienia determinujący lokalizację miejsca cięcia przez Drosha [205, 206, 211]. 

Struktura trzeciorzędowa pierwotnych transkryptów wydaje się szczególnie 

istotna w przypadku zgrupowań genów miRNA kotranskrybowanych w postaci długich, 

policistronowych RNA [214, 215]. Badania pri-mir-17~92 wykazały, że przyjmuje on 

zwartą, globularną strukturę, która determinuje tempo dojrzewania poszczególnych 

miRNA [214]. Prekursory wyeksponowane na zewnątrz transkryptu są wycinane 

o wiele szybciej i efektywniej, a ich poziom w komórce jest wyższy niż prekursorów 

zinternalizowanych, które najprawdopodobniej są degradowane przez kompleks 

egzosomu lub egzonukleazę Xrn2. 



Wstęp 

    

 

23 
 

Analiza filogenetyczna 533 ludzkich pri-miRNA wykazała, że ~14% z nich 

charakteryzuje się wysoce konserwatywną strukturą pierwszorzędową pętli apikalnej, 

co sugeruje, że rejon ten może stanowić istotną platformę dla oddziaływania 

z różnorodnymi regulatorami [216]. Do tej pory zidentyfikowano szereg białek, które, 

oddziałując z pętlą apikalną pri-miRNA, pozytywnie [216-218, 221, 228] lub 

negatywnie [219, 220, 222] wpływają na wiązanie i cięcie transkryptów przez kompleks 

Mikroprocesora. Przykładem takiego białka jest heterogenna jądrowa 

rybonukleoproteina A1 (hnRNP A1, ang. heterogenous nuclear ribonucleoprotein A1), 

która promuje dojrzewanie np. miR-18 [221]. Szczegółowe badania funkcjonalne 

i strukturalne wykazały, że oddziaływanie hnRNP A1 z rejonem apikalnym prekursora 

miR-18a prowadzi do relaksacji trzonu spinki i umożliwia efektywniejsze cięcie przez 

Drosha [216, 229]. Co więcej, pre-mir-18 jest jedynym spośród sześciu pre-miRNA 

wycinanych z pri-mir-17~92, który podlega regulacji przez hnRNP A1 [221]. To samo 

białko może również hamować dojrzewanie innych miRNA, np. w ludzkich komórkach 

somatycznych istnieje negatywna korelacja pomiędzy poziomem hnRNP A1 i let-7a-1 

[222]. Badania in vitro wykazały, że hnRNP A1 wiąże się do pętli apikalnej                

pri-mir-let-7a-1 i hamuje jego cięcie przez Drosha [222]. In vivo, obserwowany efekt 

inhibitorowy może wynikać nie tylko z niekorzystnej zmiany struktury RNA 

indukowanej wiązaniem hnRNP A1, ale także z kompetycji pomiędzy hnRNP A1 

a czynnikami stymulującymi aktywność kompleksu Mikroprocesora, między innymi 

z KSRP (ang. KH-type splicing regulatory protein). 

Obok czynników białkowych istotną rolę regulatorową odgrywają również 

cząsteczki RNA, które, hybrydyzując do komplementarnych rejonów w obrębie                   

pri-miRNA, indukują zmiany struktury tych transkryptów i/lub rekrutują dodatkowe 

białka, uniemożliwiając w ten sposób oddziaływanie pri-miRNA z kompleksem 

Mikroprocesora. Taki mechanizm kontroli potranskrypcyjnej opisano dla mysiego               

pri-mir-15a/16-1 oraz ludzkiego pri-mir-195, które podlegają regulacji przez, 

odpowiednio, miR-709 [223] oraz lncRNA Uc.283+A [224]. Zależność pomiędzy          

miR-15a/16-1 oraz miR-709 może ponadto wskazywać na istnienie w obrębie miRNA 

hierarchicznej kontroli, podobnej do tej, jaka reguluje aktywność kinaz tworzących 

kaskady fosforylacji w szlakach sygnałowych [230] lub do hierarchii czynników 

transkrypcyjnych tworzących rozbudowane sieci oparte na wzajemnych sprzężeniach 

[231]. Dodatkowo, w komórkach C. elegans zidentyfikowano zjawisko pozytywnej 



Wstęp 

    

 

24 
 

autoregulacji, której podlega let-7 [225]. Dojrzały miRNA w kompleksie z białkiem      

z rodziny Argonaute, ALG-1 (ang. Argonaute like gene 1) wiąże się do 

komplementarnego fragmentu w obrębie rejonu oskrzydlającego po stronie 3′ pri-let-7 

i stymuluje dojrzewanie transkryptu według nieznanego jeszcze mechanizmu.  

Oprócz struktury pierwotnych transkryptów, istotne znaczenie dla przebiegu 

jądrowego etapu dojrzewania miRNA mają mechanizmy związane z działaniem 

czynników wpływających na biosyntezę, lokalizację komórkową oraz aktywność 

Drosha i DGCR8. Stężenia Drosha i DGCR8 utrzymywane są na stałym poziomie 

między innymi dzięki mechanizmowi regulatorowemu, który polega na tym, że 

DGCR8, oddziałując z Drosha, stabilizuje enzym, natomiast Drosha destabilizuje               

pre-mRNA DGCR8, tnąc transkrypt w obrębie egzonu 2 [232]. Wydaje się, że to 

sprzężenie zwrotne jest kluczowe dla utrzymania takiego stężenia kompleksu 

Mikroprocesora, które zapewnia efektywne cięcie pri-miRNA, a jednocześnie 

minimalizuje efekty uboczne w postaci niespecyficznego cięcia innych RNA 

o strukturze typu spinki [233]. 

Formowanie się i aktywność kompleksu Mikroprocesora zależą również od 

modyfikacji potranslacyjnych tworzących go białek [201, 234-236]. Fosforylacja 

Drosha w pozycjach S300/S302 jest niezbędna dla zapewnienia lokalizacji jądrowej 

białka [201], natomiast acetylacja lizyn na końcu aminowym Drosha, chroni białko 

przed ubikwitynacją i degradacją [235]. Z kolei deacetylacja DGCR8 przez deacetylazę 

histonów 1 (HDAC1, ang. histone deacetylase 1) zwiększa jego powinowactwo do               

pri-miRNA [236]. 

Liczba znanych czynników, które pośrednio lub bezpośrednio wpływają na 

aktywność kompleksu Mikroprocesora wciąż rośnie. Do białek, które wiążą się do 

kompleksu i stymulują cięcie pewnych pri-miRNA należą między innymi helikazy: p68 

i p72 [237]. Ich rola w procesie dojrzewania miRNA nie jest do końca wyjaśniona. Być 

może aktywność helikazowa obu enzymów indukuje korzystne zmiany struktury                

pri-miRNA lub prowadzi do wyparcia białek inhibitorowych związanych z RNA. 

Udowodniono natomiast, że p68 i p72 pośredniczą w wiązaniu do kompleksu 

Mikroprocesora innych białek regulatorowych, w tym p53 [238] oraz białek z rodziny 

SMAD [239, 240].  
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I-4-3. Eksport prekursora miRNA z jądra do cytoplazmy 

Jednym z etapów biogenezy RNA w komórkach eukariotycznych jest na ogół 

eksport RNA z jądra do cytoplazmy. Cząsteczki RNA, podobnie jak inne biomolekuły 

i kompleksy o masie >40 kDa, transportowane są przez pory jądrowe dzięki specyficzny

receptorom, karioferynom [241]. Głównym białkiem odpowiedzialnym za translokację 

pre-miRNA jest Eksportyna 5 (Exp5), która działa we współpracy 

z guanozynotrifosfatazą Ran (ang. Ras-related nuclear protein) [110, 111, 242-245] 

(Rys. 1.3. B). Gradient Ran•GTP/Ran•GDP, tworzony po obu stronach błony jądrowej, 

zapewnia właściwy kierunek transportu. W jądrze, gdzie stężenie Ran•GTP jest wyższe, 

Exp5 wiąże pre-miRNA. Tetrameryczny kompleks Exp5•Ran•GTP•pre-miRNA 

przechodzi do cytoplazmy, gdzie, w następstwie hydrolizy GTP do GDP, pre-miRNA 

jest uwalniany, a białka oddysocjowują od siebie [243]. Związanie pre-miRNA przez 

Exp5 nie tylko warunkuje transfer RNA z jądra, ale prawdopodobnie również chroni 

pre-miRNA przed degradacją przez nukleazy [111]. 

Badania krystalograficzne kompleksu Exp5•Ran•GTP•pre-miR-30a wykazały, 

że Exp5 przyjmuje kształt dłoni, wewnątrz której wiązany jest RNA [242]. Koniec 

karboksylowy białka odpowiada kciukowi, natomiast koniec aminowy – pozostałym 

palcom. Wewnętrzna, wklęsła strona białka ma charakter silnie zasadowy i oddziałuje 

z resztami fosforanowymi w trzonie spinki RNA. Dodatkowo, pre-miRNA 

zakotwiczone jest w strukturze białka dzięki wiązaniom wodorowym i oddziaływaniom 

jonowym pomiędzy wystającym końcem 3′ RNA a resztami aminokwasów tworzących 

dodatnio naładowany tunel u podstawy kciuka [242]. Ponieważ w większość (siedem na 

dziewięć) oddziaływań pomiędzy białkiem a końcem 3′ RNA zaangażowane są atomy 

szkieletu cukrowcowo-fosforanowego RNA, a nie atomy zasad azotowych, wiązanie 

RNA przez Exp5 zachodzi w sposób niezależny od sekwencji kwasu nukleinowego 

[242]. Model ten jest spójny z wynikami wcześniejszych analiz biochemicznych, które 

wskazywały, że Exp5 wiąże całe spektrum RNA (oprócz pre-miRNA, także mRNA 

DICER1, RNA wirusowe, tRNA) rozpoznając ich strukturę drugorzędową niezależnie 

od sekwencji nukleotydów [244, 246]. Wykazano, że RNA transportowanymi przez 

Exp5 są cząsteczki posiadające motyw minihelisy o długości >14 pz oraz wystający, 

wolny koniec 3′ (1-8 nt) [244, 246]. Obecność wystającego końca 5′ wyklucza wiązanie 

RNA przez ten receptor [244]. 
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Mimo że eksport jądrowy jest etapem ograniczającym szybkość powstawania 

miRNA w komórce [247], niewiele wiadomo na temat jego regulacji. Jak wspomniano 

wcześniej, transport RNA przez Exp5 jest bezwzględnie zależny od Ran•GTP [110, 

111, 242-244]. Symulacje dynamiki molekularnej wolnej Exp5 oraz jej kompleksów 

z Ran•GTP i/lub RNA wykazały, że struktura apo-Exp5 jest niezwykle labilna 

(szczególnie na końcach), i usztywnia się dopiero po związaniu kofaktora [243]. 

Zmiany konformacji Exp5, indukowane przyłączeniem Ran•GTP, promują późniejsze 

związanie RNA. Ran•GTP oddziałuje również bezpośrednio z pre-miRNA, co na etapie 

załadunku w jądrze stabilizuje kompleks, natomiast w cytoplazmie ułatwia uwolnienie 

RNA [248]. W komórkach jedwabnika morwowego, Bombyx mori, w trakcie infekcji 

wirusem BmNPV (ang. Bombyx mori nucleopolyhedrosis virus) poziom ekspresji Ran 

podlega potranskrypcyjnej represji przez wirusowy bmnpv-miR-1 [249]. Obniżenie 

poziomu Ran w komórce, powoduje zahamowanie biogenezy miRNA, w tym tych 

zaangażowanych w odpowiedź przeciwwirusową, np. miR-8, co w konsekwencji 

umożliwia namnażanie BmNPV. 

Wykorzystując model mysi wykazano, że w komórkach aktywnych 

proliferacyjnie oraz aktywowanych limfocytach T, ekspresja genu kodującego Exp5 

(Xpo5) podlega indukcji podczas przejścia z fazy G1 do fazy S cyklu komórkowego, 

a gwałtowne podwyższenie poziomu Exp5 wynika z regulacji potranskrypcyjnej 

zależnej od kinazy fosfatydyloinozytolu, PI3K (ang. phosphoinositide 3-kinase) [250]. 

Opisano również transkrypcyjną aktywację ekspresji Xpo5 w odpowiedzi na działanie 

steroidowych hormonów płciowych na komórki macicy myszy [251]. W obu 

przypadkach, konsekwencją jest globalne podwyższenie poziomu miRNA. Ponadto,    

w ludzkich komórkach nowotworów charakteryzujących się niestabilnością 

mikrosatelitarną, zidentyfikowano mutacje inaktywujące XPO5 i zaburzające eksport 

pre-miRNA do cytoplazmy [252]. Exp5 powstająca w tych komórkach ma skrócony 

koniec karboksylowy; zachowuje zdolność oddziaływania z Ran•GTP, ale nie jest        

w stanie rozpoznać i trwale wiązać pre-miRNA. W ostatnim czasie dowiedziono 

również, że fosforylacja Exp5 przez kinazę ERK (ang. extracellular signal-regulated 

kinase) prowadzi do rearanżacji struktury białka i obniża jego zdolność do wiązania 

pre-miRNA w komórkach raka wątrobokomórkowego (HCC, ang. hepatocellular 

carcinoma) [253]. Dodatkowo, w komórkach zainfekowanych adenowirusem typu 5 

odkryto mechanizm regulatorowy polegający na kompetycji pomiędzy pre-miRNA, 
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wirusowym RNA VA1 oraz mRNA DICER1 [254]. W następstwie wysycenia Exp5 

wirusowym RNA dochodzi do zaburzenia transportu pre-miRNA i transkryptu DICER1 

do cytoplazmy, a w konsekwencji, do zahamowania dojrzewania większości miRNA 

[254, 255]. 

 

I-4-4. Etap cytoplazmatyczny biogenezy miRNA – cięcie pre-miRNA przez rybonukleazę 

Dicer 

Końcowy etap biogenezy miRNA zachodzi w cytoplazmie, gdzie cząsteczki  

pre-miRNA są rozpoznawane i cięte do formy dojrzałego miRNA przez rybonukleazę 

Dicer [256]. Rozpatrując interakcje Dicer z pre-miRNA, należy wyraźnie rozgraniczyć 

dwa etapy: wiązanie i cięcie [257]. Zarównoe wyniki badań biochemicznych 

prowadzonych in vitro [258], jak i obrazownia z wykorzystaniem mikroskopii 

elektronowej [259] wskazują, że efektywność cięcia nie jest wprost zależna od 

powinowactwa enzymu do substratu. Na oba parametry wpływają: sekwencja i struktura 

drugorzędowa pre-miRNA [257, 258, 260-263] oraz aktywność kofaktorów i innych 

czynników oddziałujących z RNA i/lub z Dicer [264]. W porównaniu do jądrowego 

etapu dojrzewania miRNA, podczas którego funkcjonowanie Drosha jest pozytywnie 

stymulowane przez różnorodne białka, regulacja na etapie cytoplazmatycznym wydaje 

się bazować przede wszystkim na inhibicji aktywności Dicer. Odrębny poziom regulacji 

biogenezy miRNA tworzą mechanizmy wpływające na ekspresję genu Dicer oraz 

lokalizację funkcjonalnego białka w komórce. 

 

I-4-4-1. Rybonukleaza Dicer 

Rybonukleaza Dicer, podobnie jak Drosha, należy do rodziny RNaz III 

i katalizuje cięcie dwuniciowych cząsteczek RNA do 5′-fosfomonoesterów, 

pozostawiając dwa niesparowane nukleotydy na końcu 3′. Dicer występuje przede 

wszystkim w cytoplazmie, w strefie okołojądrowej [257, 265], gdzie odpowiada za 

dojrzewanie siRNA oraz miRNA, trawiąc ich prekursory do ~19-27-nt dsRNA [256, 

257], które następnie przekazuje do kompleksu RISC [37, 46, 266-268]. Dodatkowo 

substratami enzymu mogą być także snoRNA [138, 269], tRNA [270] oraz transkrypty 
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powtórzeń Alu [271-273]. Jak wykazano w komórkach mysich, akumulacja 

transkryptów powórzeń Alu, do której dochodzi w wyniku mutacji zaburzających 

funkcjonowanie enzymu, jest cytotoksyczna i prowadzi do degradacji siatkówki [271, 

272]. Obecność Dicer stwierdzono również w jądrze komórkowym, gdzie enzym ten 

zaangażowany jest w transkrypcyjną regulację ekspresji genów [80, 274-276] oraz 

degradację potencjalnie niebezpiecznych transkryptów ruchomych elementów 

genetycznych [271] i dsRNA powstającego z nachodzących na siebie jednostek 

transkrypcyjnych [277]. Podstawy molekularne transportu Dicer  pomiędzy jądrem 

a cytoplazmą nie są w pełni poznane. Badania w liniach komórek HeLa wykazały, że  

dsRBD Dicer może funkcjonować jako atypowy NLS rozpoznawany przez importyny β 

[278]. W pełnej długości białku, NLS dsRBD jest najprawdopodobniej maskowany 

przez inne domeny lub nieznany jeszcze czynnik białkowy. Wyniki badań w systemie 

heterokarionowym wykazały, że Dicer może być transportowana pomiędzy 

kompartmentami komórkowymi, co wskazuje na istnienie w obrębie białka również 

sygnału eksportu jądrowego [278]. Translokację Dicer do jądra stwierdzono także 

w ludzkich i mysich liniach komórkowych oraz w C. elegans w następstwie 

odwracalnej fosforylacji Dicer po aktywacji ścieżki sygnałowej Ras [279, 280]. 

Wykazano również, że podczas apoptozy w komórkach ludzkich hodowanych in 

vitro [281, 282] i w komórkach C. elegans [283] Dicer podlega proteolitycznemu cięciu 

w wyniku aktywności specyficznych kaspaz. Powstający w tym procesie fragment 

białka, obejmujący u C. elegans część domeny RIIIa i domenę RIIIb, pełni 

w komórkach nicienia funkcję deoksyrybonukleazy, która inicjuje degradację DNA, 

przyczyniając się do propagowania apoptozy [283]. Do tej pory brak jednak dowodów 

na to, że fragment uwalniany z ludzkiej Dicer może pełnić podobną rolę i również 

uczestniczyć we fragmentacji chromosomów.  

Homologi Dicer występują powszechnie wśród eukariontów, nie są natomiast 

obecne u bakterii i archeonów. Analizy filogenetyczne wskazują, że gen Dicer uległ 

duplikacji na wczesnych etapach ewolucji eukariontów, a następnie podlegał 

niezależnej dywersyfikacji u roślin, zwierząt i grzybów. Procesy te zbiegły się w czasie 

z pojawieniem się potrzeby bardziej złożonej kontroli ekspresji genów w związku 

z rozwojem w tych królestwach organizmów wielokomórkowych [284, 285]. Proces 

dywergencji doprowadził do wykształcenia się u roślin czterech rodzajów białek typu 
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Dicer (DCL, ang. Dicer-like proteins): DCL-1, DCL-2, DCL-3 i DCL-4, natomiast 

u zwierząt – Dicer-1 i Dicer-2. Co więcej, gen kodujący Dicer-2, czyli białko 

zaangażowane w odpowiedź przeciwwirusową m.in u owadów, nie został 

zidentyfikowany w tych liniach ewolucyjnych zwierząt, w których rozwinęły się 

alternatywne mechanizmy obronne (np. u kręgowców) lub nie występuje presja 

środowiskowa w związku z ograniczoną liczbą naturalnych patogenów (np. u nicieni) 

[285].  

 

I-4-4-1-1. Budowa i model funkcjonowania Dicer 

Dicer jest wielodomenowym białkiem o wysoce konserwatywnej budowie. 

Z powodu dużych trudności w jego krystalizacji, obecnie znana jest pełna struktura 

jedynie białka pochodzącego z wiciowca Giardia intestinalis [286]. Przyjmuje się, że 

Dicer z G.intestinalis reprezentuje najprawdopodobniej minimalny, konieczny do 

funkcjonowania trzon wspólny dla wszystkich enzymów tego typu. Jest to stosunkowo 

małe białko (~82 kDa), posiadające domenę PAZ oraz dwie domeny RNazy III (RIIIa 

i RIIIb). Cząsteczka białka o długości ~100 Å i szerokości ~30-50 Å przypomina swoim 

kształtem topór, gdzie dwie domeny RNazowe tworzą ostrze, a domena PAZ – 

podstawę uchwytu. Pomiędzy nimi biegnie długa helisa α, zwana helisą łącząca 

(ang. connector helix), która, jak się przypuszcza, determinuje długość generowanego 

przez enzym produktu. Helisę łączącą otacza N-końcowa część białka składająca się 

z arkuszy β i trzech helis α, razem tworzących dodatnio naładowaną domenę Platformy 

(ang. platform domain). Tylną część ostrza stanowi domena mostkująca (ang. bridging 

domain), będąca helisą łączącą obie domeny RNazowe [287].  

W porównaniu do rybonukleazy z G. intestinalis, ortologi Dicer 

zidentyfikowane u wyższych eukariontów charakteryzują się bardziej złożoną budową. 

U człowieka występuje jedna izoforma Dicer o masie ~220 kDa zbudowana                        

z: N-końcowej domeny helikazowej (homologicznej do helikaz DExD/H-box), domeny 

o nieznanej funkcji – DUF283 (ang. domain of unknown function 283), domen: 

Platformy i PAZ, dwóch domen RNazy III (RIIIa I RIIIb) oraz C-końcowej dsRBD 

[256, 286-289] (Rys. 1.3. C). Do tej pory poznano jedynie struktury krystaliczne 

wyizolowanych fragmentów białka: domeny RIIIb [290],  polipeptydu o długości 300 
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aminokwasów, obejmującego Platformę i PAZ wraz z rejonami oskrzydlającymi [291] 

oraz zaangażowanej w oddziaływanie z partnerami białkowymi, środkowej części 

domeny helikazowej (132 aminokwasy) [292]. Dodatkowo, wykorzystując mikroskopię 

elektronową, uzyskano informacje na temat ułożenia poszczególnych domen względem 

siebie [259, 266, 293-295]. W połączeniu z wynikami badań biochemicznych, 

pozwoliło to zaproponować model budowy i funkcjonowania ludzkiej Dicer (Rys. 1.4.). 

Zgodnie z nim cząsteczka enzymu o długości ~160 Å i szerokości ~115 Å przypomina 

kształtem literę „L”, z tandemem domen RNazy III u podstawy oraz domeną PAZ na 

przeciwległym końcu. Badania strukturalne wskazują na dynamizm konformacyjny 

Dicer podczas interakcji z substratem [259, 295]. Jest to zjawisko analogiczne do 

indukowanego dopasowania opisywanego dla miejsc aktywnych niektórych enzymów. 

Ze względu na rozmiar substratów (>80 Å), zmiana konformacji obejmuje całą 

cząsteczkę białka, a znaczna elastyczność enzymu umożliwia wiązanie RNA 

o zróżnicowanej strukturze. Wiodącą rolę w oddziaływaniu z substratem odgrywa 

domena PAZ, która rozpoznaje i wiąże 2-nt wystający koniec 3′ [289, 296, 297]. Grupa 

fosforanowa na końcu 5′ RNA dokowana jest w kieszeni tworzonej w obrębie 

………… 

 

 

 

Rysunek 1.4. Struktura ludzkiej rybonukleazy Dicer 

A – Topologia ludzkiej Dicer określona za pomocą mikroskopii elektronowej. W strukturze 

białka wskazano lokalizację poszczególnych domen: PAZ i Platformy (obszar fioletowy), obu 

RNaz III (żółty), dsRBD (jasnoniebieski) oraz trzech subdomen składających się na domenę 

helikazową (pomarańczowy, ciemnoniebieski, czerwony). W obrębie domen dokonano 

dokowania znanych struktur homologów (model wstęgowy). B – Reprezentacja modelu 

kompleksu Dicer i pre-miRNA. Reprodukcja za zgodą © Macmillan Publishers Ltd.) [293] 
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Platformy i PAZ [291]. Wiązanie prekursora wspierane jest także przez dsRBD [289, 

298, 299]. Ponadto domena helikazowa zaangażowana jest w oddziaływanie z pętlą 

apikalną pre-miRNA, co umożliwia dopasowanie substratu do centrum katalitycznego 

oraz pozwala na dyskryminację pomiędzy substratami [259, 263, 298, 300]. Domena 

helikazowa odgrywa również rolę regulatorową, służąc jako platforma kontaktu 

z białkami modulującymi aktywność Dicer [265, 301]. Badania in vitro wykazały, że 

usunięcie tej domeny zwiększa procesywność enzymu, co wskazuje na jej zdolność do 

autoinhibicji funkcjonowania Dicer [302]. Dicer posiada pojedyncze centrum 

katalityczne tworzone przez wewnątrzcząsteczkowy heterodimer domen RNazowych 

[289], które jednak działają niezależnie od siebie [303]. Domena RIIIa jest większa od 

RIIIb i hydrolizuje wiązanie fosfodiestrowe w obrębie ramienia 3′ prekursora [289], 

odpowiednio – RIIIb tnie ramię 5′ prekursora. Produktem hydrolizy jest dupleks RNA 

z dwoma niesparowanymi nukleotydami na końcu 3′ i grupą fosforanową na końcu 5′ 

[289, 304]. Długość generowanego produktu (~21 pz) determinowana jest przez 

odległość pomiędzy domeną PAZ a centrum katalitycznym enzymu. Funkcja domeny 

DUF283 nie została jeszcze jednoznacznie wyjaśniona. Badania in vitro izolowanej 

domeny wykazały jej zdolność do wiązania ssRNA oraz wspierania hybrydyzacji 

komplementarnych nici kwasów nukleinowych, co mogłoby wskazywać na funkcje 

opiekuńcze Dicer [305]. Ponadto sugeruje się zaangażowanie DUF283 w oddziaływania 

z białkami regulującymi aktywność Dicer [306].  

 

I-4-4-1-2. Regulacja ekspresji genu kodującego ludzką Dicer 

Lokalizacja chromosomowa i struktura genów Dicer różnią się w zależności od 

gatunku. U człowieka, DICER1 (ENSG00000100697) znajduje się na długim ramieniu 

chromosomu 14, w rejonie subtelomerowym (14q32.13). DICER1 uznawany jest za gen 

metabolizmu podstawowego (ang. housekeeping gen), choć w porównaniu do innych 

genów tego typu charakteryzuje się znacznie dłuższym rejonem 3′UTR (>4000 bp) 

[307]. Ekspresja DICER1 podlega dynamicznej regulacji poprzez mechanizmy 

wpływające na: transkrypcję genu [145, 146, 308-312], dojrzewanie mRNA [313-315] 

i jego transport do cytoplazmy [254], translację [307, 313, 314, 316, 317] i stabilność 

białka [318, 319].  
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Transkrypcja DICER1 

Transkrypcyjna kontrola ekspresji DICER1 obejmuje: modyfikacje 

epigenetyczne [145, 146], wybór alternatywnych miejsc promotorowych [311, 312] 

i sygnałów poliadenylacji [320, 321], a także regulację przez czynniki działające 

w układzie trans [308-310]. Na poziomie epigenomu, o tempie transkrypcji decyduje 

kompetycja pomiędzy demetylazami histonów: KDM6A i KDM6B a metyltransferazą 

histonów, EZH2 rezydującymi w obrębie locus DICER1 [145, 146]. KDM6A/B są 

dioksygenazami zależnymi od Fe (II) i kwasu α-ketoglutarowego [322, 323]. W stanie 

hipoksji, w komórkach nowotworowych ich aktywność podlega inhibicji, co skutkuje 

hipermetylacją promotora DICER1 i wyciszeniem ekspresji genu [145, 146]. Prowadzi 

to do globalnej redukcji poziomu miRNA i promuje tranzycję nabłonkowo-

mezenchymalną warunkującą powstawanie przerzutów [145, 146].  

Niewiele wiadomo na temat specyficznych czynników transkrypcyjnych 

koordynujących ekspresję DICER1. Znane są jedynie nieliczne przykłady tego typu 

regulacji, np. podczas różnicowania komórek grzebienia nerwowego w melanocyty, 

białko MITF (ang. microphthalmia-associated transcription factor), czynnik 

transkrypcyjny związany z  mikroftalmią, stymuluje transkrypcję DICER1 [309]. 

Analizy bioinformatyczne w połączeniu z immunoprecypitacją chromatyny wykazały, 

że MITF oddziałuje z DNA ~2 kb powyżej miejsca startu transkrypcji DICER1 [309]. 

Ekspresja DICER1 podlega również pozytywnej regulacji przez SOX4 (ang. Sry-related 

high mobility group box 4), białko należące do rodziny czynników transkrypcyjnych 

zaangażowanych w koordynację embriogenezy [308]. Badania in vitro sugerują, że 

zależna od SOX4 ekspresja DICER1 jest jednym z mechanizmów ograniczających 

inwazyjność komórek czerniaka skóry [308]. W obrębie rejonu promotorowego 

DICER1 zidentyfikowano również sekwencje rozpoznawane przez p53, p63 i p73, 

znane czynniki transkrypcyjne o własnościach supresorów nowotworowych, które 

potencjalnie mogą hamować transkrypcję DICER1 [310].  

Znane są cztery warianty mRNA kodujące Dicer pełnej długości (1922 

aminokwasów) [311, 312]. Zostały one wyizolowane z szeregu zdrowych tkanek 

ludzkich. Szczegółowe badania tych transkryptów wykazały znaczne zróżnicowanie 

strukturalne rejonu 5′UTR, wynikające zarówno z wyboru odmiennych miejsc startu 

transkrypcji, jak i z alternatywnego składania pre-mRNA [311, 312]. Ponieważ rejon 
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5′UTR zawiera sekwencje cis-regulatorowe, jego organizacja wpływa w istotny sposób 

na efektywność procesu translacji oraz tkankowo-specyficzny wzór ekspresji Dicer 

[311, 312]. Ponadto w pełni zróżnicowanych komórkach nabłonkowych oraz w szeregu 

linii komórek nowotworowych zidentyfikowano skrócone transkrypty DICER1 

powstające w wyniku alternatywnego składania pre-mRNA [313-315]. Część z nich 

koduje polipeptydy obejmujące jedynie N- lub C-końcowy fragment Dicer, a niektóre 

z nich są transkryptami niekodującymi białko. Oprócz tego znane są cztery 

antysensowne transkrypty DICER1 o długości od ~720 do ~2300 nt 

(ENST00000439819, ENST00000435343, ENST00000439999, ENST00000554631). 

Ich funkcja nie została jeszcze wyjaśniona. Niewykluczone, że pełnią one rolę 

regulatorową podobną do tej, jaką zaproponowano dla innych lncRNA tego typu [324].   

 

Regulacja potranskrypcyjna ekspresji DICER1 

Poziom mRNA DICER1 nie koreluje z poziomem dojrzałego białka, co 

wskazuje na istotny udział mechanizmów potranskrypcyjnych w regulacji ekspresji tego 

genu [325]. Transport mRNA DICER1 do cytoplazmy, przynajmniej częściowo, jest 

zależny od Exp5. Badania in vitro oraz immunoprecypitacja usieciowanych 

kompleksów RNA•białko potwierdziły bezpośrednie oddziaływanie pomiędzy Exp5 

i mRNA DICER1 [254], a zahamowanie ekspresji XPO5 powoduje akumulację 

transkryptów DICER1 w jądrze komórkowym [254].  

Ekspresja DICER1 może podlegać wyciszaniu indukowanemu przez produkty 

generowane przez Dicer. W obrębie rejonu 3′UTR transkryptów DICER1 

zidentyfikowano miejsca oddziaływania dla szeregu miRNA, w tym: miR-103/107 

[307, 313, 314], miR-192 [316] oraz miRNA z rodziny let-7 [314, 317]. Te ostatnie 

wiążą się do transkryptu również w części kodującej sekwencję białka [317]. Co więcej, 

w wielu typach komórek nowotworowych wykorzystywane są alternatywne sygnały 

poliadenylacji, co prowadzi do powstania transryptów ze skróconym rejonem 3′UTR, 

pozbawionym części miejsc rozpoznawanych przez miRNA [320, 321]. W efekcie, 

synteza białka na tych matrycach zachodzi kilkukrotnie wydajniej niż w przypadku 

mRNA pełnej długości [320].  
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Modyfikacje potranslacyjne Dicer 

Modyfikacje potranslacyjne wpływają na właściwości fizyko-chemiczne białka, 

determinując jego stabilność i aktywność. Jak wspomniano wcześniej, w ludzkich 

i mysich liniach komórkowych oraz w C. elegans wykazano, że Dicer podlega 

fosforylacji w obrębie domen: RIIIb i dsRBD, co hamuje aktywność enzymu 

i powoduje jego translokację do jądra komórkowego [279, 326]. Za tę modyfikację 

odpowiadają kinazy serynowo-treoninowe aktywowane mitogenami [279, 280]. Co 

więcej, badania in vivo wykazały, że zależna od fosforylacji inhibicja Dicer jest 

niezbędna dla prawidłowego przebiegu oogenezy u C. elegans [279]. Z kolei 

defosforylacja enzymu zachodzi tuż przed zapłodnieniem oocytu i jest konieczna dla 

prawidłowego przebiegu embriogenezy [279]. Znaczenie fosforylacji w przypadku 

ludzkiej Dicer nie zostało jeszcze wyjaśnione. Ponadto stwierdzono, że w makrofagach 

pęcherzyków płucnych, w wyniku ekspozycji na dym tytoniowy, dochodzi do 

sumoilacji Dicer, co zaburza aktywność enzymu i prowadzi do deregulacji poziomów 

miRNA [327]. Badania in vitro w ludzkich komórkach HEK293 wykazały również, że 

Dicer przechodzi przez siateczkę śródplazmatyczną, gdzie podlega N-glikozylacji [318]. 

Modyfikacja ta może mieć znaczenie dla prawidłowego fałdowania oraz stabilności 

białka. 

Homeostaza Dicer wymaga również obecności w komórce mechanizmów 

degradacji białka. Wykazano, że w komórkach ludzkich Dicer oraz AGO2, w stanie 

wolnym, tj., gdy nie wiążą RNA, podlegają selektywnej makroautofagii. W proces ten 

zaangażowane jest białko NDP52 (ang. nuclear dot 52 kDa protein), które oddziałuje 

z cząsteczkami przeznaczonymi do degradacji oraz z receptorem Atg8 (ang. autophagy-

related protein 8) obecnym w błonie pęcherzyka autofagosomalnego. Nie jest jednak 

jasne, jaki mechanizm prowadzi do mikroautofagii Dicer [319], NDP52 może bowiem 

oddziaływać zarówno z białkami niemodyfikowanymi, jak również poddanymi 

ubikwitynacji (co jest częstym znacznikiem kierującym białka do proteasomu) [328]. 

Degradacja Dicer w sposób zależny od kompleksu ligazy ubikwityny CRL4 (ang. 

cullin-ring finger ligase-4) obserwowana jest za to w makrofagach w trakcie infekcji 

wirusem HIV-1 [329]. W proces ten zaangażowane jest wirusowe bialko R, które 

oddziałuje z Dicer i rekrutuje kompleks modyfikujący rybonukleazę.  
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I-4-4-1-3. Regulacja aktywności Dicer 

Mimo że Dicer jest zdolna samodzielnie ciąć pre-miRNA in vitro, w warunkach 

komórkowych funkcjonuje ona w formie kompleksów białkowych, w których jej 

aktywność wspierana jest przez inne białka wiążące dsRNA (dsRBP, ang. dsRNA-

binding protein). U człowieka podstawowymi parterami Dicer są dwa strukturalnie 

podobne białka: TRBP (ang. HIV-1 transactivating response RNA-binding protein) 

i PACT (ang. protein activator of protein kinase R) [47, 330, 331]. TRBP pierwotnie 

zidentyfikowano jako endogenny czynnik wspierający replikację wirusa HIV-1, między 

innymi poprzez inhibicję indukowanej przez intereferon białkowej kinazy R (PKR, 

ang. protein kinase R) [332, 333]. Z kolei PACT jest aktywatorem działania tej kinazy 

w odpowiedzi na różnorodne czynniki stresowe pochodzenia zewnątrzkomórkowego 

[334]. Zarówno TRBP, jak i PACT posiadają trzy domeny dsRBD; jedna z nich                  

(C-końcowa) jest zaangażowana w oddziaływanie z domeną helikazową Dicer, 

natomiast dwie pozostałe wiążą RNA [262, 265, 330, 331, 335]. TRBP i PACT nie 

tylko rekrutują RNA do Dicer, ale także wpływają na strukturę rybonukleazy i jej 

substratu oraz dopasowanie RNA do centrum atywnego enzymu. Wykazano, że PACT 

faworyzuje wiązanie i cięcie pre-miRNA [336]. TRBP nie przyczynia się do 

dyskryminacji pomiędzy prekursorami dla siRNA i miRNA [336], stwierdzono 

natomiast, że ułatwia selekcję pre-miRNA w środowisku, w którym występują inne 

RNA o strukturze typu spinki [337] . Ponadto oddziaływanie TRBP z Dicer zmienia 

kinetykę reakcji katalizowanej przez enzym, zwiększając prędkość maksymalną ~4-5-

krotnie [262]. Oddziaływanie z TRBP lub PACT może także wpływać na wzór cięcia 

pre-miRNA przez Dicer, przyczyniając się do powstawania izoform miRNA 

nieznacznie różniących się długością [292, 336, 338, 339]. Dodatkowo, TRBP 

stabilizuje Dicer [47, 340] oraz wspiera tworzenie kompleksu RISC i przekazywanie 

dupleksu miRNA do białka Argonaute [46, 47, 266, 330, 339]. Podobne funkcje 

zaproponowano również dla PACT, choć jego rola w tym aspekcie funkcjonowania 

Dicer jest słabiej poznana [292, 331]. 

Badania interaktomu ludzkiej Dicer doprowadziły do identyfikacji szeregu 

białek oddziałujących z nią bezpośrednio. Wpływają one na aktywność Dicer między 

innymi poprzez zmiany struktury białka, jego sekwestrację i translokację w obrębie 

komórki [264]. Regulatory te obejmują zarówno czynniki endogenne, jak i białka 
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pochodzenia wirusowego. Infomacje na temat natury oraz znaczenia poszczególnych 

oddziaływań przedstawiono w Tabeli 1.1. W ostatnim czasie pojawiają się również 

doniesienia o zaangażowaniu cząsteczek kwasów nukleinowych w regulację aktywności 

Dicer. Wykazano, że w komórkach ludzkich oraz C. elegans w obrębie cząsteczek 

mRNA i lncRNA obecne są tzw. miejsca pasywnego wiązania Dicer [341]. Są to 

lokalne struktury typu spinki rozpoznawane przez Dicer, ale – ze względu na kontekst, 

w którym się znajdują (długie rejony oskrzydlające trzon spinki) – niecięte przez 

enzym. Postuluje się, że miejsca pasywne mogą zakotwiczać Dicer na transkryptach 

genów kodujących białka oddziałujące z rybonukleazą (np. TRBP) i w ten sposób 

ułatwiać tworzenie się funkcjonalnych kompleksów Dicer z syntetyzowanymi in situ 

białkami. Ponadto miejsca te mogą stanowić element regulacji aktywności Dicer 

poprzez sekwestrację rybonukleazy. Mechanizm oparty na współzawodniczeniu 

o wiązanie z Dicer jest wykorzystywana także przez wirusy [255, 342]. W trakcie 

infekcji komórek ludzkich adenowirusem typu 5 produkowane są znaczne ilości 

wirusowego RNA działającego jak inhibitor kompetycyjny Dicer [255, 342]. W wyniku 

wysycenia enzymu wirusowym RNA, dochodzi do deregulacji poziomu miRNA 

i osłabienia potencjału komórki do prawidłowej odpowiedzi odpornościowej.   
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Tabela 1.1.  Białka oddziałujące z ludzką rybonukleazą Dicer 

 

GRUPA 

 

BIAŁKO 

 

FUNKCJE BIOLOGICZNE 

CHARAKTER 

ODDZIAŁYWANIA Z DICER 

ZNACZENIE 

ODZIAŁYWANIA Z DICER 

 

REF. 

 

P
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A
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T
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E
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Y
 D

I
C

E
R

  

AGO2 (ang. 

Argonaute protein 2) 

Podstawowy komponent 

białkowy RISC, 

odpowiedzialny za cięcie 

mRNA w procesie RNAi. 

Bezpośrednie oddziaływanie 

poprzez domeny PIWI i RNazy 

III; wspierane przez bałko 

opiekuńcze HSP90.  

Przejmuje produkty Dicer. [47, 343] 

     

     

PACT (ang. protein 

activator of protein 

kinase R) 

Udział w odpowiedzi 

przeciwwirusowej; aktywator 

indukowanej przez interferon 

kinazy białkowej R; partner 

Dicer i komponent RISC. 

 

 

Bezpośrednie oddziaływanie  

C-końcowej dsRBD PACT            

i N-końcowy rejonu Dicer. 

Wpływa na dyskryminację 

substratów oraz wybór miejsca 

cięcia; wspomaga formowanie 

RISC. 

 

[292, 331, 

336, 338] 

TRBP (ang. HIV-1 

transactivating 

response RNA-

binding protein) 

Pierwotnie zidentyfikowany 

jako czynnik ułatwiający 

replikację wirusa HIV poprzez 

stymulację translacji 

wirusowego mRNA oraz 

inhibicję aktywności 

indukowanej przez interferon 

kinazy białkowej R; partner 

Dicer i komponent RISC. 

Bezpośrednie oddziaływanie         

C-końcowej dsRBD TRBP 

i domeny helikazowej Dicer. 

Wspiera rekrutację substratów 

oraz zwiększa procesywność 

enzymu; wpływa na długość 

powstających produktów; 

stabilizuje Dicer i wspiera 

tworzenie się RISC. 

 

 

[46, 47, 

265, 266, 

292, 330, 

336, 337, 

339, 344, 

345] 
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ADAR1 (ang. 

adenosine deaminase 

acting on RNA 1) 

 

 

Jądrowa deaminaza działająca 

na dsRNA, katalizuje 

konwersję A→I. 

 

 

Bezpośrednie oddziaływanie 

angażujące domeny: DUF238 

i helikazową Dicer. 

 

Zwiększa efektywność cięcia  

pre-miRNA przez Dicer 

i wspiera przekazywanie 

produktu do RISC. 

 

[306] 

     

RHA (ang. RNA 

helicase A) 

Zależna od ATP helikaza 

rozwijająca dsRNA i dupleksy 

RNA-DNA. 

Bezpośrednie oddziaływanie 

z Dicer oraz TRBP, AGO2 

i miRNA. 

Sugerowana rola w rozwijaniu 

dupleksu miRNA/miRNA*. 

 

[346] 

     

FMRP (ang. fragile X 

mental retardation 

protein) 

Białko wiążące RNA, 

zaangażowane w transport i 

translację mRNA; czynnik 

etiologiczny zespołu łamliwego 

chromosomu X.  

Bezpośrednie oddziaływanie 

hamowane przez fosforylację 

FMRP. 

Przyjmuje produkty Dicer.  [347] 

 

polimeraza II RNA  

 

Kluczowy enzym 

zaangażowany w transkrypcję 

DNA, prowadzi syntezę pre-

mRNA, większości małych 

jądrowych i jąderkowych RNA 

oraz pri-miRNA.  

 

 

Oddziaływanie poprzez RNA. 

 

Rekrutuje Dicer do loci, 

w których powstają 

nachodzące na siebie 

transkrypty cięte przez 

rybonukleazę do siRNA. 

 

[277] 

5-lipooksygenaza  Kluczowy enzym szlaku 

biosyntezy leukotrien, 

katalizuje utlenianie kwasu 

arachidonowego do kwasu 5-

hydroperoksyeikozatetraenowy 

(5-HpETE) oraz konwersję 5-

HpETE to leukotrieny A4. 

 

Bezpośrednie oddziaływanie                

z C-końcowym fragmentem 

Dicer.  

Wpływa na wzór cięcie            

pre-miRNA przez Dicer, 

prowadząc do powstawania 

RNA o długości ~55 nt i ~10-

12 nt. 

 

 

[348, 349] 
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CLIMP-63 (ang. 

cytoskeleton-linking 

membrane protein 63 

kDa) 

Białko transbłonowe siateczki 

śródplazmatycznej; pełni rolę 

strukturalną oraz odpowiada za 

interakcję z cytoszkieletem. 

 

Bezpośrednie oddziaływanie 

pomiędzy N-końcowym 

fragmentem Dicer (242-430 aa) 

a domeną CLIMP-63 skierowaną 

do światła siateczki 

śródplazmatycznej. 

Stabilizuje Dicer podczas 

przechodzenia przez siateczkę 

śródplazmatyczną, wpływa na 

lokalizację komórkową Dicer, 

np. poprzez kotwiczenie 

RNazy w bliskim sąsiedztwie 

rybosomów na szorstkiej 

siateczce śródplazmatycznej. 

 

[318] 

ERK (ang. 

extracellular signal-

regulated kinase) 

 

Kinaza serynowo-treoninowa 

należąca do kinaz 

aktywowanych mitogenami. 

 

Brak danych. 

 

Fosforylacja Dicer prowadzi 

do relokalizacji białka do jądra 

komórkowego 

i prawdopodobnie hamuje 

aktywność enzymu. 

 

[279] 

 

Kaspaza-3  Proteaza zaangażowana 

w proces apoptozy. 

Bezpośrednie oddziaływanie 

prowadzące do cięcia 

proteolitycznego Dicer. 

  

Cięcie Dicer prowadzi do 

powstania fragmentu Dicer 

o właściwościach DNAzy. 

[281-283] 

 

NDP52 (ang. nuclear 

dot protein 52 kDa) 

 

Receptor autofagii. 

 

 

 

 

Brak danych. 

 

Pośredniczy w degradacji 

Dicer na drodze 

makroutofagii.  

 

[319] 

     

Nukleoproteina 153 Białko jądrowego kompleksu 

porowego. 

Bezpośrednie oddziaływanie. 

 

Wspiera transport Dicer do 

jądra komórkowego. 

[350] 
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Białko rdzeniowe 

wirusa HCV 

 

 

Białko strukturalne kapsydu. 

 

Bezpośrednie oddziaływanie, 

najprawdopodobniej angażujące 

domenę helikazową Dicer oraz 

fragment N-końcowy białka 

wirusowego. 

 

 

Inhibuje aktywności Dicer. 

 

[351, 352] 

 

HIV-1 Tat (ang. HIV-

1 transactivator of 

transcription) 

 

Białko kluczowe dla replikacji 

HIV-1; aktywuje transkrypcję 

długich powtórzeń końcowych 

(LTRs, ang. long terminal 

repeats). 

 

 

 

Oddziaływanie za 

pośrednictwem RNA, 

angażujące domenę helikazową 

Dicer. 

 

Inhibuje aktywności Dicer, 

efekt ten dodatkowo 

wzmacniany jest przez 

sekwestrację TRBP.  

 

[301, 353] 

Białko R wirusa 

HIV-1 (Vpr) 

Odgrywa kluczową rolę 

w replikacji HIV-1 

w komórkach nieulegających 

podziałowi; w komórkach 

proliferujących indukuje 

zatrzymanie cyklu 

komórkowego w fazie G2 oraz 

wejście na drogę apoptozy. 

Bezpośrednie oddziaływanie. Indukuje kierowanie Dicer do 

proteasomu przez kompleks 

ligazy ubikwityny.  

 

[329] 
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Rysunek 1.5. Schemat budowy kompleksu pre-miRNA i ludzkiej Dicer  

Zaznaczono elementy pierwszo- i drugorzędowej struktury RNA, które są kluczowe dla 

oddziaływania substratu z enzymem oraz główne domeny Dicer odpowiedzialne za wiązanie 

i cięcie pre-miRNA.  

I-4-4-2. Prekursory miRNA 

Obecnie znanych jest ponad 28600 pre-miRNA, z czego 1881 to prekursory 

zidentyfikowane w komórkach ludzkich [miRBase 21, http://www.mirbase.org/]. 

Ogólny plan budowy pre-miRNA jest podobny: są to ~60-nt cząsteczki przyjmujące 

strukturę typu spinki zazwyczaj z dwoma niesparowanymi nukleotydami na końcu 3′ 

(Rys. 1.5.). Przewidywane struktury drugorzędowe pre-miRNA różnią się jednak 

znacząco, co do natury końców, stabilności i długości dwuniciowego trzonu spinek, 

a także rozmiaru pętli apikalnej [354]. Silne zróżnicowanie architektury cząsteczek 

istotnie wpływa na proces ich dojrzewania [258, 300, 355-357].  

          

 

Analiza porównawcza 161 ludzkich pre-miRNA wykazała, że cechy takie jak: 

dwa niesparowane nukleotydy na końcu 3′, obecność elementów rozluźniających 

strukturę dwuniciową w obrębie trzonu spinki i duża pętla apikalna (≥10 nt)  znacząco 

podwyższają efektywność cięcia pre-miRNA przez Dicer, natomiast ich wpływ na 

tworzenie kompleksu enzym•substrat jest dużo słabszy [258] (Rys. 1.5.). Wnioski te są 
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spójne z wynikami innych badań wskazujących na to, że Dicer może wiązać RNA 

o zróżnicowanej budowie, natomiast jedynie cząsteczki posiadające specyficzne 

elementy strukturalne (Rys. 1.5.) są przez nią cięte [260, 288, 295, 341]. Jak 

wspomniano wcześniej, Dicer posiada dwie kieszenie (wiążącą 2-nt wystający koniec 3′ 

i wiążącą fosforylowany koniec 5′), które umożliwiają zakotwiczenie  pre-miRNA [291, 

357]. W związku z powyższym struktura końców substratu, w szczególności długość                 

i sekwencja końca 3′, determinuje specyficzność oddziaływania z Dicer i efektywność 

wycinania miRNA. Wykazano, że skrócenie końca 3′ (0-1 nt) przekłada się na znaczną 

mikroheterogenność powstających produktów, natomiast jego wydłużenie (3-5 nt) 

obniża efektywności cięcia pre-miRNA [260]. W porównaniu do innych ncRNA 

o podobnej długości, przyjmujących strukturę typu spinki, pre-miRNA charakteryzują 

się stosunkowo małą liczbą niesparowań i pętli wewnętrznych [358]. Elementy 

destabilizujące helikalną strukturę trzonu prekursora do pewnego stopnia zwiększają 

efektywność cięcia przez ludzką Dicer [258], co jest spójne z wynikami otrzymanymi 

dla Dicer-1 z D.melanogaster [263], ale przyczyniają się również do 

mikroheterogenności uwalnianych produktów [354, 355]. Zróżnicowanie długości 

miRNA może wynikać nie tylko ze struktury drugorzędowej prekursorów, ale także                

z sekwencji nukleotydowej trzonu spinki [354, 356]. Badania in vitro wykazały 

preferencję domen RNazowych ludzkiej Dicer do hydrolizy wiązań fosfodiestrowych 

w układach: UpN, ApN i NpU [354, 356], przy czym efekt ten jest bardziej wyraźny 

w przypadku domeny RIIIA [356]. Prawidłowe ułożenie substratu w obrębie centrum 

katalitycznego enzymu zapewnione jest także przez oddziaływanie domeny helikazowej 

z rejonem jednoniciowym w części apikalnej pre-miRNA, 2 nt powyżej miejsca cięcia 

[300]. Zbyt mała pętla apikalna może zatem nie gwarantować efektywnego 

oddziaływania z domeną helikazową i/lub wprowadzać naprężenia steryczne w obrębie 

trzonu pre-miRNA, uniemożliwiając dopasowanie substratu do centrum aktywnego.  

Zmiany struktury RNA, w tym pre-miRNA, stanowią podstawę mechanizmów 

regulujących biogenezę miRNA. RNA jest ujemnie naładowanym polimerem, stąd 

wiązanie kationów zmniejszających odpychanie elektrostatyczne występujące pomiędzy 

rybonukleotydami, jest niezwykle ważne dla zwijania się łańcucha oraz stabilizacji jego 

struktury. Dwa najpowszechniej występujące w ludzkich komórkach kationy 

nieorganiczne to: K
+ 

(spośród kationów jednowartościowych) i Mg
2+ 

(spośród kationów 

dwuwartościowych). Badania dotyczące miR-92b (miRNA zaangażowany między 
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innymi w rozwój lekooporności niedrobnokomórkowego raka płuc [359]) wykazały, że                   

pre-mir-92b w warunkach panujących w cytoplazmie występuje w dwóch formach – 

jako struktura typu spinki lub G-kwadrupleks [360]. Dowiedziono, że zależne od 

stężenia jonów K
+ 

przyjęcie przez prekursor struktury G-kwadrupleksu zapobiega jego 

przecięciu przez Dicer in vitro. Ponadto analizy bioinformatyczne wykazały, że ~16% 

ludzkich pre-miRNA posiada sekwencję bogatą w G, która umożliwia im tworzenie 

alternatywnej struktury G-kwadrupleksu. Obserwacja ta pozwala sądzić, że stężenie 

jonów i/lub aktywności czynników faworyzujących przyjmowanie przez pre-miRNA 

struktur innych niż kanoniczna może być jednym z czynników regulujących biogenezę 

części miRNA [360]. 

W Tabeli 1.2. przedstawiono charakterystykę białek, które oddziałują                    

z pre-miRNA i wpływają na dojrzewanie miRNA w komórkach ludzkich. Efekty 

regulatorowe wywierane przez te białka wynikają między innymi ze zmiany sekwencji 

[125, 361-366] i struktury drugorzędowej RNA [367], rekrutacji lub wyparcie innych 

czynników regulatorowych i/lub enzymów [217, 219, 220, 228, 362, 363, 368-378], 

sekwestracji prekursorów [219, 220, 374-376]. Zmiany sekwencji pre-miRNA obejmują 

mono- i poliurydynylację końca 3′ [125, 361-364], przyłączenie grupy metylowej do 

fosforanu na końcu 5′ [365] oraz edytowanie pre-miRNA [366]. Jak wspomniano 

wcześniej, grupa monofosforanowa, zapewniająca negatywny ładunek elektrostatyczny 

na końcu 5′ pre-miRNA, jest niezbędna dla zakotwiczenia substratu w dodatnio 

naładowanej kieszeni wiążącej RNA w obrębie domeny Platformy/PAZ Dicer [357]. 

Wykazano, że zarówno in vitro jak i in vivo białko BCDIN3D (ang. BCDIN3 domain 

containing), będące metylotransferazą RNA, katalizuje reakcję dimetylacji grupy 

fosforanowej na końcu 5′ pre-mir-145 i pre-mir-23b [365]. Modyfikacja ta prowadzi do 

neutralizacji ładunku ujemnego na końcu 5′ i zaburza wiązanie pre-miRNA przez Dicer. 

Również koniec 3′ pre-miRNA może podlegać modyfikacjom, np. przez terminalne 

transferazy urydylowe. Monourydynylacja pre-miRNA grupy II, prowadzi do 

utworzenia kanonicznej struktury końca 3′ prekursorów i zapewnia ich wydajne 

wiązanie przez Dicer [125, 361], podczas gdy poliurydynylacja pre-miRNA inicjowana 

przez Lin28A blokuje oddziaływanie z Dicer i przyczynia się do degradacji pre-miRNA 

przez egzonukleazy [125, 361-364]. 
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Spośród białek przedstawionych w Tabeli 1.2. najliczniejszą grupę stanowią te 

wiążące się do rejonu apikalnego prekursorów. Jak wspomiano wcześniej, 

oddziaływanie pomiędzy pętlą apikalną a domeną helikazową Dicer jest istotne dla 

przyjęcia przez rybonukleazę konformacji warunkującej aktywność katalityczną [295]. 

W związku z tym, zmiany struktury rejonu apikalnego pre-miRNA najprawdopodobniej 

wywierają efekt allosteryczny na aktywność Dicer. Jednym z czynników indukujących 

rearanżacje struktury prekursorów jest ADAR1p110, białko należące do rodziny 

deaminaz adenozyny dwuniciowego RNA (ADAR, ang. double-stranded RNA 

adenosine deaminase), które odpowiada za edytowanie pre-mir-151 w komórkach 

ludzkich, prowadząc do powstania, obok formy niezmodyfikowanej, trzech wariantów 

sekwencyjnych: pre-mir-151A1I, pre-mir-151A3I i pre-mir-151A13I [366] różniących 

się istotnie pod względem struktury rejonu apikalnego [295]. In vitro wykazano, że                

pre-mir-151A1I oraz pre-mir-151A13I, tj. te prekursory, których rozmiar pętli apikalnej 

odbiega znacząco od struktury pre-mir-151, są cięte przez Dicer mniej efektywnie 

[295]. Co więcej, rekonstrukcje kompleksów rybonukleinowych wykonane na 

podstawie obrazów z mikroskopu elektronowego wykazały, że obserwowana inhibicja 

aktywności enzymu wynika z niekorzystnych zmian konformacyjnych, którym podlega 

Dicer po związaniu edytowanego RNA [295]. ADAR1 wykazuje aktywność deaminazy 

jedynie, gdy występuje w formie homodimeru [379]. Co ciekawe, białko to tworzy 

również heterodimery z Dicer (z powinowactwem podobnym do obserwowanego dla 

TRBP) i wywiera wtedy pozytywny wpływ na dojrzewanie miRNA, zwiększając 

prędkość maksymalną reakcji katalizowanej przez Dicer oraz wspierając tworzenie się 

kompleksu RISC [306] (Tabela 1.1.). 



 

 

Tabela 1.2.  Białka wpływające na dojrzewanie ludzkich miRNA poprzez modyfikację struktury pre-miRNA  

REJON 

PREKURSORA 

 

BIAŁKO 

 

FUNKCJE BIOLOGICZNE 

WPŁYW NA 

DOJRZEWANIE miRNA  

 

REF. 

 

K
O

N
I
E

C
 5

′ 

BCDIN3D (ang. BCDIN3 

domain containing) 

Metylotranferaza zależna od S-adenozylo-metioniny, 

odpowiada za tworzenie γ-metylofosforanowej 

struktury typu kap na końcu 5′ RNA 7SK oraz 

dimetylację 5′ monofosforanu pre-miRNA. 

Metylacja fosforanu na końcu 5′ 

pre-miRNA zaburza wiązanie 

substratu przez Dicer, prowadząc 

do obniżenia poziomu dojrzałego 

miRNA. 

[365] 
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E
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O

N
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P
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K
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L

N
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ADAR1 (ang. adenosine 

deaminase acting on RNA 1) 

Jądrowa deaminaza działająca na dsRNA, katalizuje 

konwersję A→I. 

Edytowanie pre-miRNA zmienia 

strukturę prekursorów, co 

decyduje o ich powinowactwie do 

Dicer i efektywności cięcia przez 

enzym. 

[295, 366] 

KSRP (ang. KH-type splicing 

regulatory protein) 

Białko wiążące RNA, zaangażowane w transkrypcję, 

alternatywne składanie pre-mRNA, degradację 

niestabilnych cząsteczek mRNA; wiąże pri-           

i pre-miRNA, rozpoznając bogate w G motywy 

strukturalne w obrębie pętli apikalnych.  

 

Promuje dojrzewanie miRNA 

prawdopodobnie poprzez 

rekrutowanie Dicer i/lub 

wspieranie prawidłowego 

wiązania pre-miRNA 

z rybonukleazą.  

[217, 368-371] 

 

 

Lin28A Białko wiążące RNA, zwiększa efektywność translacji 

poprzez stabilizowanie mRNA oraz rekrutowanie 

rybosomów; selektywny supresor dojrzewania 

określonych miRNA; oddziałuje z pri- i pre-miRNA. 

Antagonista Dicer; wiąże                   

pre-miRNA posiadające motywy 

GNGAY i GGAG w rejonie 

apikalnym i rekrutuje UTP-

transferazy, prowadząc do 

poliurydylacji i degradacji                  

pre-miRNA. 

[219, 220, 

362, 363, 372-

377] 

4
5 

 



 

 

REJON 

PREKURSORA 

 

BIAŁKO 

 

FUNKCJE BIOLOGICZNE 

WPŁYW NA 

DOJRZEWANIE miRNA  

 

REF. 

 

  
R

E
J

O
N

 A
P

I
K

A
L

N
Y

 

MCPIP-1 (ang. monocyte 

chemoattractant protein-

induced protein 1) 

RNaza regulująca stabilność mRNA kodującego IL-1β; 

zaangażowana w rozwój stanu zapalnego, migrację 

makrofagów; indukuje apoptozę i angiogenezę. 

Antagonista Dicer; przecina               

pre-miRNA w obrębie pętli 

apikalnej, indukując ich 

degradację. 

[367] 

RBM3 (ang. RNA binding 

motif protein 3) 

Białko wiążące RNA, indukowane niskimi 

temperaturami, zwiększa ogólny poziom translacji 

w warunkach umiarkowanej hipotermii. 

Promuje dojrzewanie miRNA; 

wiąże pre-miRNA i ułatwia ich 

oddziaływanie z Dicer. 

[378] 

TDP-43 (ang. TAR DNA-

binding protein-43) 

Białko wiążące DNA i RNA, zaangażowane 

w regulację transkrypcji oraz składania pre-mRNA; 

hamuje transkrypcję DNA HIV-1; komponent 

kompleksów Drosha i Dicer. 

Promuje dojrzewanie miRNA; 

ułatwia wiązanie i cięcie                    

pre-miRNA przez Dicer. 

[228] 
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GLD2, też: TUT2 Niekanoniczna polimeraza poli(A) o aktywności UTP-

transferazy działająca w cytoplazmie. 

Monourydylacja końca 3′ 

prekursorów miRNA grupy II 

promuje ich dojrzewanie. 

[125] 

ZCCHC6/11 (ang. zinc finger 

CCHC domain-containing 

protein 6/11), też: TUT7/4 

(odpowiednio) 

 

Terminalne transferazy urydylowe działające 

w cytoplazmie. 

Monourydylacja końca 3′ 

prekursorów miRNA grupy II 

promuje ich dojrzewanie. Zależna 

od Lin28A, poliurydylacja końca 

3′ prekursorów, w tym pre-let-7a 

indukuje ich degradację. 

[125, 362-364] 
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I-4-5. Przekazanie dupleksu miRNA/miRNA* do kompleksu białka Argonaute 

Biogeneza miRNA nie kończy się na etapie cięcia pre-miRNA przez Dicer. 

Generowany przez Dicer dupleks miRNA/miRNA* przekazywany jest do białka 

Argonaute, gdzie następuje selekcja nici. Niekiedy też końce miRNA poddawane są 

modyfikacjom chemicznym lub skracaniu, co wpływa na stabilność i funkcjonowanie 

miRNA.  

Białka z rodziny Argonaute są podstawowymi partnerami srRNA.                                

U eukariontów wyróżnia się podrodzinę białek Ago, której przedstawiciele oddziałują                

z miRNA i siRNA [380, 381], oraz podrodzinę białek Piwi wiążących piRNA [382]. 

Białka Argonaute charakteryzują się obecnością domeny N, domeny PAZ, domeny 

MID (ang. middle) oraz domeny PIWI (Rys. 1.3. C). Badania strukturalne pozwoliły 

ustalić, że RNA związany przez Argonaute kotwiczony jest w obrębie domen: PAZ 

(kieszeń wiążąca koniec 3′ RNA) i MID (kieszeń wiążąca koniec 5′ RNA) [383-385]. 

Domena N jest niezbędna w procesie załadunku i rozplatania dupleksu RNA [386], 

natomiast domena PIWI jest strukturalnie podobna do RNazy H i odpowiada za 

aktywność endonukleazową niektórych Argonaute. Spośród paralogów AGO 

zidentyfikowanych u człowieka (AGO1-4), jedynie AGO2 jest aktywne katalitycznie 

[387-389]. Wszystkie cztery białka tworzą funkcjonalne kompleksy RISC, a wyniki 

głębokiego sekwencjonownaia wskazują na istnienie mechanizmów selektywnie 

sortujących miRNA do poszczególnych białek [390, 391].  

Przyjmuje się, że transfer dwuniciowego produktu generowanego przez ludzką 

Dicer następuje w obrębie kompleksu ładującego RISC (RLC, ang. RISC-loading 

complex), w skład którego, oprócz Dicer, wchodzą również AGO i TRBP [37, 46, 266]. 

Rekonstrukcja budowy RLC wykonana na podstawie wyników obrazowania                             

z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej wykazała, że domena helikazowa Dicer 

zaangażowana jest w oddziaływanie z TRBP, podczas gdy centrum katalityczne 

enzymu znajduje się proksymalnie w stosunku do AGO [266]. Wyniki badań in vitro 

z wykorzystaniem dsRNA wskazują, że produkt generowany przez Dicer jest uwalniany 

z kompleksu Dicer•TRBP lub Dicer•PACT, a następnie ponownie wiązany                             

w odmiennej orientacji [268]. Według tego modelu, mniej stabilny termodynamicznie 

koniec dupleksu kotwiczony jest w obrębie domeny helikazowej Dicer, podczas gdy 

koniec bardziej stabilny wiązany jest przez dsRBP (tj. TRBP lub PACT). W kolejnym 
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etapie następuje transfer dsRNA do AGO, najpierw części wiązanej przez dsRBP, 

a następnie końca oddziałującego z Dicer. Proces ten jest wspierany przez białka 

opiekuńcze: HSP70 i HSP90 [48, 49], które przeprowadzają hydrolizę ATP i utrzymują 

AGO w konformacji otwartej, tj. faworyzującej przyjmowanie dsRNA. Istnieją 

sprzeczne doniesienia na temat roli Dicer na dalszych etapach funkcjonowania RISC. 

Część z nich sugeruje, że Dicer, TRBP i AGO pozostają związane [37, 331], a obecność 

Dicer i TRBP stymuluje aktywność AGO na etapie efektorowym RNAi [37, 47]. Inne 

wyniki wskazują na dysocjację kompleksu po związaniu dsRNA przez AGO [267].  

Wybór nici miRNA, która zostanie włączona do kompleksu RISC podyktowany 

jest termodynamiczną asymetrią końców oraz strukturą drugorzędową dupleksu [392, 

393]. Zazwyczaj inkorporowana jest nić bogatsza w pirymidyny i posiadająca mniej 

stabilny termodynamicznie koniec 5′. Ponadto wykazano preferencję poszczególnych 

białek Argonaute do wiązania miRNA o określonej sekwencji [393]; dzięki rozwiązaniu 

struktury krystalicznej domeny MID ludzkiego AGO2 ustalono, że pętla tworzona przez 

aminokwasy w pozycjach 523-527 odpowiada za selektywne oddziaływanie z 5′U i 5′A 

[394]. Mechanizm rozplatania dupleksu miRNA/miRNA* nie został jednoznacznie 

wyjaśniony. Wykazano, że w komórkach ludzkich oraz D. melanogaster, w przypadku 

dupleksów o niezaburzonej strukturze dwuniciowej, Argonaute 2 nacina nić pasażerską, 

która jest następnie usuwana przez endonukleazę C3PO [395, 396]. Większość miRNA 

tworzy jednak dupleksy o niepełnej komplementarności, które nie podlegają cięciu. 

Niezależnie od mechanizmu, postuluje się, że rozplatanie inicjowane jest przez domenę 

N białka AGO, która działa jak klin, wchodząc pomiędzy nici dupleksu [386]. 

Pojedynczy miRNA występuje często w postaci izoform, tzw. izomiRów, które 

są wariantami o odmiennej sekwencji i/lub długości powstającymi z tego samego loci 

genomowego [397-399]. IzomiRy dzieli się na izomiRy 5′ i 3′ oraz izomiRy 

polimorficzne, w zależności od tego, czy zróżnicowanie dotyczy sekwencji końców 

miRNA czy sekwencji wewnętrznej [400]. Najczęściej obserwuje się izomiRy 3′, 

zarówno pod względem liczby heterogennych miRNA, jak i częstości występowania 

wariantów [377, 397, 398, 401]. Heterogenność końca 5′ jest znacznie mniej 

powszechna, ponieważ pojedyncza zmiana w tym fragmencie miRNA wpływa 

radykalnie na sekwencję funkcjonalnego regionu „seed”, a tym samym – na pulę 

docelowych transkryptów. Porównanie profili izomiRów w różnych liniach 
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komórkowych oraz typach tkanek wskazuje, że biogeneza poszczególnych wariantów 

jest specyficzna komórkowo [401, 402] oraz podlega dynamicznej regulacji [377, 398].  

Heterogenność obserwowana w przypadku izomiRów jest wynikiem nie tylko 

alternatywnego/nieprecyzyjnego cięcia przez Drosha i Dicer [338, 344, 403] czy zmian 

wprowadzanych do sekwencji prekursorów przez inne enzymy [125, 126], ale także 

modyfikacji miRNA przed i po związaniu z białkiem Argonaute [404-408]. Wyniki 

analiz krystalograficznych ludzkiego białka AGO2 oraz jego kompleksu z miR-20a 

wskazują, że, w przeciwieństwie do końca 5′ miRNA, który jest zakotwiczony i ukryty 

wewnątrz domeny MID, koniec 3′, choć wiązany przez domenę PAZ, jest dostępny dla 

oddziaływania z innymi białkami i może być narażony na ataki egzonukleaz [384, 385]. 

W komórkach D. melanogaster zidentyfikowano egzonukleazę Nibbler, która 

odpowiada za docinanie końca 3′ miRNA związanego przez Ago1 [404, 405]. Mutanty 

delecyjne pozbawione Nibbler wykazują odmienny profil izomiRów 3′ oraz 

charakteryzują się sterylnością. Tożsamość egzonukleaz skracających końce 3′ miRNA 

w komórkach ssaczych nie jest znana, choć preferencja do wytrawiania końca 3′A 

w porównaniu do 3′U [408] może wskazywać na zaangażowanie w ten proces 

specyficznych deadenylaz. Podobnie jak w przypadku izomiRów zidentyfikowanych                  

u D. melanogaster, docinanie następuje po etapie selekcji nici miRNA i jest 

uwarunkowane tym, który z paralogów Argonaute wchodzi w skład kompleksu RISC 

[408]. Białka Argonaute wiążące miRNA charakteryzują się obecnością w domenie 

PAZ konserwatywnego motywu KY (313-314) zaangażowanego w oddziaływanie                  

z dwoma ostanimi nukleotydami końca 3′ miRNA. W białkach Argonaute 2 

u czworonogów stwierdzono substytucję KY→RH. Postuluje się, że zmiana ta, ze 

względu na właściwości fizyko-chemiczne histydyny (mniejszy rozmiar i brak grupy 

OH w łańcuchu bocznym), wpływa na osłabienie oddziaływania z RNA, czyniąc koniec 

3′ miRNA związanych z białkami Argonaute 2 bardziej dostępnym dla innych 

enzymów [408].  

Większość znanych transferaz nukleotydów to polimerazy 5′→3′ [409], co 

również sprzyja powstawaniu heterogenności końca 3′ miRNA. Najczęściej obserwuje 

się urydylację oraz adenylację miRNA [401]. Badania in vivo w modelu mysim 

wykazały zaangażowanie transferazy Zcchc11 w urydylację licznej grupy miRNA 

[407]. Stwierdzono na przykład, że 3′-monourydylacja miR-126-5p i miR-379, do której 
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dochodzi w komórkach wątroby nowonarodzonych myszy, skutecznie obniża zdolność 

obu miRNA do wyciszania ekspresji genu kodującego insulinopodobny czynnik 

wzrostu-1 (IGF-1, ang. insulin-like growth factor 1) – białko kluczowe dla 

różnicowania i dojrzewania tkanek [407]. Z kolei charakterystyczny dla hepatocytów 

miR-122 podlega 3′-adenylacji przez polimerazę poli(A) GLD2, co zostało 

potwierdzone zarówno w komórkach ludzkich, jak i mysich [406]. Ponadto 

w wątrobach myszy GLD2
−/−

 stwierdzono drastyczny spadek poziomu miR-122 

w porównaniu do prób uzyskanych z myszy heterozygotycznych [406]. GLD2 jest 

podstawowym enzymem odpowiadającym za adenylację końca 3′ szeregu innych 

miRNA, między innymi w liniach ludzkich monocytów [401] i fibroblastów [410]. We 

wszystkich przebadanych przypadkach modyfikacja wprowadzana przez GLD2 

wydłuża czas półtrwania miRNA w komórce. Znane są również białka zaangażowane 

w deadenylację i degradację miR-122 [411]. Badania in vitro w linii ludzkich 

hepatocytów wykazały, że miR-122 wiązany jest przez białko CUGBP1 (ang. CUG-

binding protein 1), które rekrutuje rybonukleazę PARN, prowadząc do degradacji 

miRNA. CUGBP1 wiąże także inne miRNA bogate w UG, np. miR-93                               

i miR-652–3p, indukując ich deadenylację, w konsekwencji również degradację [411]. 

Dalsze analizy biochemiczne wykazały, że związanie miRNA przez AGO2 chroni je 

przed deadenylacją, co sugeruje, że zależna od CUGBP1 i PARN degradacja miR-122 

odbywa się najprawdopodobniej już po zajściu etapu efektorowego RNAi [411]. Co 

ciekawe, 3′-adenylacja matczynych miRNA w oocytach oraz na wczesnym etapie 

rozwoju embrionów D. melanogaster jest czynnikiem destabilizującym miRNA [412]. 

Enzymem zaangażowanym w adenylację miRNA u D. melanogaster jest homolog 

GLD2 – polimeraza poli(A) Wispy. Zależny od adenylacji mechanizm usuwania 

matczynych miRNA podczas przejścia fazowego oocyt→zygota jest obecny także 

u jeżowców i ssaków [412]. Podobna strategia obniżania poziomu dojrzałych miRNA 

jest wykorzystywana także przez pokswirusy. Wykazano, że w zainfekowanych 

komórkach ludzkich i owadzich wirusowa polimeraza poli(A) VP55 przeprowadza 

poliadenylację miRNA gospodarza, a poliadenylowane cząsteczki kierowane są na 

drogę degradacji [413].  

Przytoczone przykłady pokazują, że w zależności od kontekstu komórkowego 

pozornie ta sama modyfikacja chemiczna końca 3′ miRNA może wywierać zgoła 

odmienny efekt na stabilność cząsteczki, a różnica jedynie nukleotydu w przypadku 
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kluczowych miRNA (np. miR-122 w wątrobie) może być czynnikiem determinującym 

prawidłowy rozwój i funkcjonowanie poszczególnych organów czy całych organizmów. 

Istnieje zatem potrzeba dalszych badań, które wyjaśniłyby podstawy mechanizmów 

selekcji miRNA oraz zidentyfikowałyby czynniki zaangażowane w degradację 

zmodyfikowanych miRNA. 

Poziom miRNA w komórce jest wypadkową biogenezy (regulowanej na wielu 

płaszczyznach, Rys. 1.2.), a także procesów aktywnej degradacji miRNA. Dojrzałe 

cząsteczki, szczególnie po włączeniu do kompleksu RISC są niezwykle stabilne. Okres 

półtrwania większości ludzkich miRNA liczony jest w godzinach, a nawet dniach [414, 

415] i jest zasadniczo dłuższy niż okres półtrwania mRNA [416, 417]. Badania                       

w różnych systemach modelowych pozwoliły na identyfikację determinant 

strukturalnych oraz czynników działających w układzie trans, które wpływają na 

różnice w stabilności poszczególnych miRNA. Wspomniano już o kluczowej roli 

modyfikacji chemicznych końca 3′ miRNA. Ponadto zidentyfikowano motywy 

sekwencyjne, które wpływają na szybkość degradacji poszczególnych miRNA [414, 

418, 419], np. analiza porównawcza rodziny miR-29 wykazała, że elementem 

destabilizującym miR-29b/c są urydyny w pozycji 9-11 [418]. Podobną zależność 

zaobserwowano w przypadku innych miRNA posiadająch ciąg urydyn w tej pozycji.                

Z kolei dla miR-308, motyw zaangażowany w jego degradację obejmuje sekwencję 

GGAUUCG na końcu 3′ [414]. Znanych jest również szereg czynników działających              

w układzie trans, które indukują degradację miRNA lub są w nią bezpośrednio 

zaangażowane. Oprócz wspomnanych już polimeraz poli(A) (np. Wispy, VP55), do 

grupy tej należą także: cząsteczki RNA pochodzenia wirusowego [420] oraz 

specyficzne egzonukleazy działające niezależnie [421-424] i w kompleksie egzosomu 

[414].   
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I-5. Zastosowanie aptamerów w badaniach regulacji powstawania i funkcjonowania 

miRNA 

Z uwagi na rolę, jaką miRNA odgrywają w układach biologicznych, znaczny 

wysiłek badawczy został skierowany w stronę opracowania narzędzi pozwalających 

lepiej zrozumieć powstawanie i funkcjonowanie miRNA. W badanich tych, oprócz 

metod inżynierii genetycznej pozwalających wpływać na poziom ekspresji określonych 

genów (np. DICER1 czy poszczególne MIR), wykorzystuje się również oligomery 

oddziałujące bezpośrednio z prekursorami bądź z dojrzałymi miRNA, lub też 

stanowiące ich kompetytory. Główne grupy narzędzi reprezentują: wektory do 

produkcji długich transkryptów zawierających miejsca komplementarne do miRNA 

[425, 426], oligomery antysensowe (ASOs, ang. anti-sense oligonucleotides) [427-429], 

analogi miRNA (ang. miRNA mimics) [430] oraz aptamery RNA [431, 432].  

Aptamery to krótkie, jednoniciowe cząsteczki kwasów nukleinowych 

przyjmujące ściśle określoną strukturę trzeciorzędową, która odpowiada za 

selektywność ich interacji z określonymi ligandami, np.: z kwasami nukleinowymi, 

peptydami, białkami czy związkami niskocząsteczkowymi. Selekcji aptamerów 

dokonuje się na drodze ukierunkowanej ewolucji in vitro, wykorzystując metodę 

SELEX (ang. systematic evolution of ligands by exponential enrichment) [433]. 

Zastosowanie restrykcyjnych warunków selekcji aptamerów pozwala uzyskiwać 

cząsteczki wykazujące bardzo wysokie powinowactwo i selektywność wobec 

wybranych ligandów. W badaniach dotyczących RNAi i miRNA aptamery 

wykorzystuje się przede wszystkim do precyzyjnego dostarczania innych 

funkcjonalnych cząsteczek, np. ASO [434] czy siRNA [435] do wybranych typów 

komórek. Jedynie pojedyncze doniesienia informują o zastosowaniu aptamerów jako 

samodzielnych narzędzi do interferencji w powstawanie czy funkcjonowanie miRNA. 

W nurt badawczy wykorzystujący aptamery RNA do badania biogenezy miRNA 

wpisują się działania podjęte w Zakładzie Biologii Molekularnej i Systemowej IChB 

PAN. Ich celem była selekcja i charakterystyka aptamerów RNA wiążących Dicer.                 

W efekcie przeprowadzonych badań zidentyfikowano 126 aptamerów RNA o długości 

od 50 do 80 nt będących potencjalnymi substratami i regulatorami Dicer [436]. 

Wszystkie wyselekcjonowane aptamery wykazują jednakową organizację; centralną 

~20-nt część aptameru o zmiennym składzie nukleotydowym oskrzydlają 18-nt 
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fragmenty o stałej sekwencji. Przewidywane struktury drugorzędowe tych oligomerów, 

mimo że zbliżone do typowej struktury pre-miRNA, charakteryzują się licznymi 

zaburzeniami w trzonie spinki (lub spinek), co potwierdza wcześniejsze obserwacje 

dotyczące silnie zróżnicowanej budowy cząsteczek RNA wiązanych przez Dicer [261]. 

Wyniki analiz biochemicznych jakim poddano wybrane aptamery pozwoliły 

zidentyfikować oligomery, które stanowią substrat dla Dicer i w związku z tym mogą 

być kompetytorami wobec pre-miRNA oraz cząsteczki wiązane i niecięte przez enzym, 

które najprawdopodobniej działają jak inhibitory allosteryczne rybonukleazy. Potencjał 

wybranych aptamerów do hamowania powstawania miRNA w reakcjach z Dicer był 

zależny od rodzaju użytego substratu. Spośród przebadanych oligomerów szczególną 

uwagę zwróciły dwa aptamery: ATD_13.6 (niecięty przez Dicer) i ATD_15.52 (cięty 

przez Dicer). W ich przypadku obserwowano wyraźnie selektywny wzrost potencjału 

inhibitorowego w reakcjach z jednym z testowanych pre-miRNA, tj. z pre-mir-210 

[436]. Poziom miR-210 powstającego w reakcjach z Dicer ulegał obniżeniu o >80%, 

gdy w próbie obecny był ATD_13.6 lub ATD_15.52 w porównaniu do reakcji 

kontrolnych bez ich udziału. Natomiast wpływ tych aptamerów na powstawanie innych 

testowanych miRNA był znacznie mniejszy, np. w reakcjach z pre-mir-33a 

powodowały one jedynie ~30% spadek wydajności powstawania miR-33a                    

w porównaniu do reakcji kontrolnych. Na podstawie wstępnych ustaleń ATD_13.6 

zaklasyfikowano do grupy inhibitorów allosterycznych Dicer, natomiast ATD_15.52 do 

grupy inhibitorów funkcjonujących na zasadzie kompetycji wobec substratów tego 

enzymu. Uzyskane wyniki nie pozwoliły jednak jednoznacznie wyjaśnić znaczących 

różnic w efektywności działania obu aptamerów w zależności od rodzaju pre-miRNA 

użytego w reakcji. 

W kolejnych latach pojawiły się pojedyncze doniesienia opisujące selekcję 

aptamerów oddziałujących z prekursorami miRNA. Lünse i wsp. otrzymali aptamer 

RNA wiążący policistronowy pri-mir-17~92 i hamujący jego cięcie przez Drosha 

in vitro [431]. Szczegółowe badania strukturalne, obejmujące ukierunkowaną 

mutagenezę oraz mapowanie chemiczne, wykazały, że aptamer wiązał się do pętli 

apikalnej pre-mir-18a. Dalsze badania, prowadzone in vitro z wykorzystaniem frakcji 

jądrowej lizatów komórek eukariotycznych (zawiera endogenną Drosha), potwierdziły, 

że wspomniane oddziaływanie było wystarczające do zahamowania powstawania 

wszystkich sześciu pre-miRNA kodowanych w obrębie pri-mir-17~92. Liczne 
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doniesienia wskazują na powiązanie podwyższonego poziomu ekspresji MIR-17~92 

z kancerogenezą, w tym, z rozwojem siatkówczaka [437]. Grupa Krishnakumara  

wykazała, że aptamer wyselekcjonowany przez Lünse i wsp. efektywnie hamował 

cięcie pri-mir-17~92 przez kompleks Mikroprocesora w liniach komórkowych 

siatkówczaka (Y79 i WERI-Rb1), co z kolei skutkowało obniżeniem poziomów 

dojrzałych miRNA i prowadziło do indukcji apoptozy oraz zahamowania proliferacji 

komórek rakowych [432].   

Podobną strategię regulacji dojrzewania miRNA, jednak na etapie cięcia                  

pre-miRNA przez Dicer, przyjęli Sczepanski i Joyce. Dokonali oni selekcji aptamerów 

L-RNA wiążących się do rejonu apikalnego szeregu pre-miRNA [438]. L-RNA to 

enancjomer naturalnie występującego D-RNA, z uwagi na konformację budujących go 

ryboz jest on odporny na działanie komórkowych nukleaz. Wyniki badań in vitro                    

z oczyszczoną rekombinowaną Dicer dowiodły, że utworzenie się kompleksu                       

pre-miRNA•L-aptamer uniemożliwiało oddziaływanie Dicer z pre-miRNA i hamowało 

powstawanie miRNA. Należy jednak zauważyć, że warunki rekacji (stężenie jonów 

Mg
2+

 w buforze oraz temperatura inkubacji) wpływały w istotny sposób na wartość 

stałej dysocjacji (Kd) odpowiednich kompleksów, jak i potencjał inhibitorowy danego 

L-aptameru. Największą zmianę odnotowano w przypadku cząsteczki 

wyselekcjonowanej wobec pre-mir-155; w reakcji z Dicer w warunkach 

odpowiadających przyjętym podczas selekcji aptamerów (5 mM MgCl2, 23°C) 

wydajnie hamowała ona powstawanie miR-155 (IC50 = 52 nM
1
), natomiast                           

w warunkach zbliżonych do fizjologicznych (0,5 mM MgCl2, 37°C) nie wywierała 

żadnego efektu inhibitorowego. Biorąc pod uwagę, że zarówno stężenie jonów 

dwuwartościowych, jak i temperatura w istotny sposób wpływają na strukturę 

przestrzenną RNA, wyniki uzyskane przez Sczepanskiego i Joyce’a potwierdzają 

wcześniejsze obserwacje, że za oddziaływanie aptamerów i ich ligandów odpowiada 

struktura drugo- i trzeciorzędowa tych cząsteczek. 

                                                           
1
 ang. half maximal inhibitor concentration, czyli stężenie cząsteczki, przy którym obserwowano 

obniżenie poziomu miRNA o 50% w stosunku do reakcji kontrolnej 
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II CEL PRACY 

Z przedstawionych we Wstępie informacji jasno wynika, że biogeneza miRNA 

jest wieloetapowym procesem, który podlega złożonej, kilkustopniowej regulacji. 

Dotychczasowe badania skupiały się przede wszystkim na maszynerii białkowej 

bezpośrednio lub pośrednio zaangażowanej w powstawanie miRNA. Niewiele 

natomiast wiadomo na temat udziału czynników niebiałkowych w biogenezie miRNA, 

szczególnie na etapie cytoplazmatycznym. Tymczasem wydaje się, że oligomery RNA, 

ze względu na ich potencjał do oddziaływania zarówno z substratami Dicer, jak i z samą 

rybonukleazą są predestynowane do tego, by brać udział w regulacji uwalniania miRNA 

z cząsteczek prekursorowych. Stąd, od szeregu już lat, w pracowni Biologii 

Molekularnej i Systemowej ICHB PAN prowadzone są badania zmierzające do 

weryfikacji hipotezy zakładającej, iż cząsteczki RNA są nie tylko substratami, ale                  

i regulatorami białek odpowiedzialnych za wycinanie miRNA z ich prekursorów. 

W rezultacie zidentyfikowano szereg aptamerów RNA wiążących Dicer i w różnoraki 

sposób wpływających na aktywność tej rybonukleazy. Wykazano, że krótkie cząsteczki 

RNA mogą funkcjonować jako selektywne (specyficzne dla danego miRNA) 

i nieselektywne inhibitory powstawania miRNA. Wyniki wstępnych badań sugerują, iż 

zidentyfikowane cząsteczki mogą działać na zasadzie kompetycji lub być inhibitorami 

allosterycznymi.  

Biorąc pod uwagę powyższe względy zdecydowałam, by celem mojej pracy 

było poznanie czynników decydujących o zdolności krótkich RNA do selektywnej 

inhibicji procesu powstawania wybranych miRNA. Osiągnięcie tak zarysowanego celu 

wymagało realizacji następujących zadań:  

· poznanie mechanizmu działania aptamerów RNA, które wiążą Dicer                              

i selektywnie hamują powstawanie jednego z badanych miRNA; 

· zaproponowanie ogólnego modelu selektywnej inhibicji wywieranej przez 

oligomery RNA na proces wycinania miRNA z pre-miRNA; 

· weryfikacja zaproponowanego modelu.  
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III MATERIAŁY I METODY 

III-1. Materiały 

III-1-1. Bufory i roztwory barwiące 

Bufor 10×PBS, pH 7,4 

1370 mM NaCl 

27 mM KCl 

43 mM Na2HPO4 

14,7 mM KH2PO4 

 

Bufor 10×TBE 

890 mM Tris 

890 mM H3BO3 

20 mM EDTA 

 

Bufor do reakcji cięcia RNA przez Dicer 

2,5 mM MgCl2 

250 mM NaCl 

20 mM Tris-HCl, pH 7,5 

 

Bufor do badania oddziaływań RNA z Dicer 

250 mM NaCl 

20 mM Tris-HCl, pH 7,5 

 

Bufor I do nakładania prób na żel poliakryloamidowy (LB I, ang. loading buffer I) 

0,05% błękit bromofenolowy 

0,05% ksylencyjanol 

w 10 M wodnym roztworze mocznika 
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Bufor II do nakładania prób na żel poliakryloamidowy (LB II) 

0,05% błękit bromofenolowy 

0,05% ksylencyjanol 

w 30% wodnym roztworze glicerolu 

 

Bufor do elektroforezy w żelach poliakryloamidowych w warunkach natywnych 

1×TBE 

5% glicerol 

 

Bufor do lizy komórek 

100 mM KCl  

5 mM MgCl2 

10% glycerol 

0,5 mM DTT 

0,2% NP40 

1×Complete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche) 

30 mM HEPES, pH 7,4 

 

Roztwór N-metylomezoporfiryny IX (NMM) do wybarwiania w żelach PAA kwasów 

nukleinowych o strukturze G-kwadrupleksów 

8,61 mM NMM  

w 0,2 M HCl 

 

Roztwór  Sybr Gold
®

 do wybarwiania kwasów nukleinowych w żelach PAA 

1×Sybr Gold
®  

w 1×TBE 
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III-1-2. Materiał biologiczny 

W badaniach wykorzystano linię komórek HeLa (American Type Culture Collection); 

materiał do badań stanowiła izolowana z nich frakcja cytoplazmatyczna (III-2-5). 

 

III-1-3. Oligorybonukleotydy 

W badaniach wykorzystano jednoniciowe RNA zakupione w firmach: IBA Germany 

i FutureSynthesis Sp. z o.o. RNA i DNA występujące w formie  G-kwadrupleksów 

zostały zsyntetyzowane w zespole prof. Ryszarda Kierzka z Zakładu Chemii i Biologii 

Strukturalnej Kwasów Nukleinowych IChB PAN. Sekwencje wszystkich oligomerów 

przedstawiono w Tabeli 3.1. 

Tabela 3.1. Oligomery wykorzystane w badaniach 

 

nazwa sekwencja długość 

      
2OMeAL-16-1_2* GAAUCUUAACGC 12 nt 
   
3′-ATD_15.52 GUGAGUCGUUGUGCUGCCCAUGUUAACAGUUAGCC 35 nt 
   
5′-ATD_15.52 AGGGAGAAUCAUAAGUGCGCA 21 nt 
   
AL-16-1/2OMeAL-16-1* AUUUUAGAAUCU 12 nt 
   
AL-21/2OMeAL-21* AUGAGAUUCAAC 12 nt 
   
AL-210/2OMeAL-210* GGGGCAGCGCAG 12 nt 
   
AL-33a/2OMeAL-33a* GGGUACCACCAG 12 nt 
   
ATD_13.6 GGGAGAAUCAUAAGUAGCGGUGUGUGAGUCGUGGUG

CCCCAUGUUAACAGUUAGCC 

56 nt 

   
ATD_15.52 AGGGAGAAUCAUAAGUGCGCAGUGAGUCGUUGUGCU

GCCCAUGUUAACAGUUAGCC 

56 nt 

   
G4U4 G4 GGGGUUUUGGGG 12 nt 
   
PCDH21_fr GGAAGAACAGAAGUAGAGGUGUGUGAGUC 29 nt 
   
pre-mir-16-1 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCGUUAAGAUUCUAAAA

UUAUCUCCAGUAUUAACUGUGCUGCUGAA 

65 nt 

   
pre-mir-21 AGCUUAUCAGACUGAUGUUGACUGUUGAAUCUCAUG

GCAACACCAGUCGAUGGGCUGU 

58 nt 

   
pre-mir-210 GCCCCUGCCCACCGCACACUGCGCUGCCCCAGACCCA

CUGUGCGUGUGACAGCGGCUG 

58nt 

   
pre-mir-33a GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCAUGUUCUGGUGGUACC

CAUGCAAUGUUUCCACAGUGCAUCA 

61nt 

   
QU14 GGAGGUUUUGGAGG 14 nt 
   
RNA12  AGCUUAUCAGAC 12 nt 
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nazwa sekwencja długość 

RNA14 GGGUACCACCAGAA 14 nt 
   
RNA22 CAAUGUUUCCACAGUGCAUCAC 22 nt 
   
RNA32 GUGCAUUGUAGUUGCAUUGCAUGUUCUGGUCA 32 nt 
   
RNA42 GGGAGAAUCAUAAGUAGCCUCCCCCCAUGUUAACAG

UUAGCC 

42 nt 

   
RNA52 GGGAGAAUCAUAAGUAGCCCCUCGUUCACUCCCCCC

AUGUUAACAGUUAGCC 

52 nt 

   
RNA62 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCGUUAAGAUUCUAAAA

UUAUCUCCAGUAUUAACUGUGCUGCU 

62 nt 

   
TER10 GGGUUAGGGU 10 nt 
   
TER12 UAGGGUUAGGGU 12 nt 
   
TER18 GGGUUGCGGAGGGUGGGC 18 nt 
   
TER18-2A AAGGGUUGCGGAGGGUGGGC 20 nt 
   
TER22 AGGGUUAGGGUUAGGGUUAGGG 22 nt 
   
THAP4_fr GGAGAAGCAGUAGGAGUGCAGUGAGUCGAUGAGCU 35 nt 
   
 
*ryboza każdego nukleotydu zawiera grupę metylową przyłączoną kowalencyjnie do atomu tlenu                   

w pozycji 2′ 

 

 

III-1-4. Rybonukleaza Dicer 

W badaniach wykorzystano: dostępny komercyjnie enzym Turbo Dicer
™

 (Genlantis), 

preparat rekombinowanej ludzkiej Dicer otrzymany w systemie bakulowirusowym            

(III-2-6) oraz frakcję cytoplazmatyczną lizatów komórek eukariotycznych (w dalszej 

części pracy nazywaną preparatem komórkowym) zawierającą endogenną Dicer              

(III-2-5.).  

 

III-1-5. Żele poliakrylamidowe (PAA) 

Żele analityczne do rozdziału elektroforetycznego kwasów nukleinowych w warunkach 

denaturujących 

15% akrylamid/N,N′-bisakrylamid w stosunku 29:1, 7 M mocznik w buforze 1×TBE. 

Katalizatory polimeryzacji: 450 µl 10% nadsiarczanu amonu, 30 µl TEMEDu na 80 ml 

żelu. 
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Żele preparatywne do rozdziału elektroforetycznego kwasów nukleinowych 

w warunkach denaturujących 

8% akrylamid/N,N′-bisakrylamid w stosunku 29:1, 7 M mocznik w buforze 1×TBE. 

Katalizatory polimeryzacji: 200 µl 10% nadsiarczanu amonu, 30 µl TEMEDu na 50 ml 

żelu. 

 

Żele do badania oddziaływań RNA•RNA w warunach natywnych 

12% akrylamid/N,N′-bisakrylamid w stosunku 29:1, 5% glicerol w buforze 1×TBE. 

Katalizatory polimeryzacji: 200 µl 10% nadsiarczanu amonu, 30 µl TEMEDu na 50 ml 

żelu. 

 

Żele do badania oddziaływań RNA•białko w warunkach natywnych 

8% akrylamid/N,N′-bisakrylamid w stosunku 29:1, 7 M mocznik w buforze 1×TBE. 

Katalizatory polimeryzacji: 200 µl 10% nadsiarczanu amonu, 30 µl TEMEDu na 50 ml 

żelu. 

 

III-1-6. Enzymy i odczynniki wykorzystane podczas badań 

Akrylamid/N,N′-bisakrylamid, 29:1 (Serva) 

Albumina wołowa, BSA (Promega) 

Antibiotic Antimycotic Solution, 100× (Sigma-Aldrich) 

Bio Rad Protein Assay (Bio Rad) 

Błękit bromofenolowy (BioShop) 

Bydlęca surowica płodowa, FBS (PAA) 

Chlorek magnezu, MgCl2 (BioShop) 

Chlorek potasu, KCl (BioShop) 

Chlorek sodu, NaCl  (BioShop) 

cOmplete
™

, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche) 

Ditiotreitol, DTT (BioShop) 
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Glicerol (BioShop) 

Hepes (BioShop) 

Ksylencyjanol (Sigma-Aldrich) 

Kwas edetynowy, EDTA (BioShop) 

Kwas octowy lodowaty, CH3COOH (Chemipur) 

Kwas solny, HCl (Chempur) 

L-glutamina (Sigma-Aldrich) 

Mocznik, CO(NH₂)₂ (BioShop) 

N,N,N′,N′-tetrametyloetylenodiamina, TEMED (Sigma-Aldrich) 

Nadsiarczan amonu, APS (BioShop) 

N-metylomezoporfiryna IX, NMM (Frontier Scientific) 

Octan sodu, CH3COONa (Serva) 

RNA drożdżowe (Ambion) 

RNaza T1 (Ambion) 

RPMI-1640 (Gibco/Thermo Fisher Scientific) 

SYBR
®
 Gold Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific) 

Tergitol
®
 NP-40 (Sigma-Aldrich) 

Trypsyna (Sigma-Aldrich) 

Turbo Dicer
™

 (Genlantis) 

Woda wolna od RNaz (Ambion) 

Wodorotlenek sodu, NaOH (Chemipur) 
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III-2. Metody 

III-2-1. Elektroforeza w żelach poliakrylamidowych w warunkach denaturujących 

Rozdział elektroforetyczny kwasów nukleinowych (12-65 nt) w warunkach 

denaturujących prowadzono w żelach poliakryloamidowych zawierających 7 M 

mocznik. Do celów preparatywnych stosowano 8% żele PAA o wymiarach 19×18,5 cm, 

do celów analitycznych stosowano 15% żele PAA o wymiarach 39×33 cm. Składy obu 

podano w Tabeli 3.2. Analizowane preparaty przed nałożeniem na żel denaturowano,               

w tym celu mieszano je z równą objętością LB I i inkubowano przez 3 min w 90°C,                   

a następnie przez 5 min na lodzie. Rozdział prowadzono w buforze 1×TBE. Przed 

nałożeniem prób, żel poddawano preelektrforezie: 1500 V, 50 W, 10 mA, 15 min 

Elektroforezę prowadzono w następujących warunkach: 1500 V, 50 W, 40 mA, 2,5-3 h. 

RNA znakowany radioizotopowo wizualizowano na kliszach rentgenowskich (żele 

preparatywne) lub przy użyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm) (żele analityczne). Do 

analizy uzyskanych danych wykorzystywano oprogramowanie Multi Gauge (Fujifilm). 

 

Tabela 3.2. Skład żeli poliakrylamidowych do elektroforezy w warunkach denaturujących 

 

składnik 8% PAA 15% PAA 

   

bufor TBE 1× 1× 

akrylamid/N,N′-bisakrylamid (29:1) 8% 15% 

mocznik 7 M 7 M  

APS 0,05% 0,05% 

TEMED 0,1% 0,1% 

preelektroforeza: 1500 V, 50 W, 10 mA, 15 min 

elektroforeza właściwa: 1500 V, 50 W, 40 mA, 2,5-3 h 

  

 

 

III-2-2. Elektroforeza w żelach poliakrylamidowych w warunkach natywnych 

Rozdział elektroforetyczny kwasów nukleinowych oraz kompleksów 

rybonukleopreoteinowych w warunkach natywnych prowadzono w żelach 

poliakrylamidowych, których skład podano w Tabeli 3.3. Stosowano żele o wymiarach 
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19×18,5 cm. Analizowane preparaty przed nałożeniem na żel mieszano z równą 

objętością LB II. Rozdział prowadzono w buforze 1×TBE z dodatkiem 5% glicerolu. 

Przed nałożeniem prób, żel poddawano 15 min preelektrforezie pod napięciem 120 V. 

Elektroforezę prowadzono przy takim samym napięciu przepływającego prądu przez 

8 h w 4°C. Kwasy nukleinowe znakowane radioizotopowo wizualizowano przy użyciu 

skanera FLA-5100 (Fujifilm). Materiał niewyznakowany radioizotopowowo 

wizualizowano przy użyciu tego samego skanera po uprzednim wybarwieniu żelu 

w roztworze barwiącym: SybrGold (wizualizacja całkowitego RNA) lub NMM 

(wizualizacja RNA przyjmujących strukturę G-kwadrupleksów o topologii 

równoległej). Do analizy uzyskanych danych wykorzystywano oprogramowanie Multi 

Gauge (Fujifilm). 

 

Tabela 3.3. Skład żeli poliakrylamidowych do elektroforezy w warunkach natywnych 

 

składnik 5% PAA 12% PAA 

   
bufor TBE 1× 1× 

akrylamid/N,N′-bisakrylamid (29:1) 5% 12% 

glicerol 5% 5%  

APS 0,05% 0,05% 

TEMED 0,1% 0,1% 

   
preelektroforeza: 120V,15 min 

elektroforeza właściwa: 120V, 8 h 
 

  

 

  

 

III-2-3. Znakowanie radioizotopowe końca 5′ oligomerów RNA  

Cząsteczki kwasów nukleinowych znakowano radioizotopowo przez fosforylację końca 

5′ γ(
32

P)ATP. Skład i warunki reakcji podano w Tabeli 3.4. Przed przygotowaniem 

mieszaniny reakcyjnej RNA denaturowano poprzez podgrzanie do temperatury 90°C 

i gwałtowne schłodzenie na lodzie. Produkty reakcji rozdzielano elektroforetycznie 

w 8% żelu PAA w warunkach denaturujących i oczyszczano zgodnie z procedurą 

opisaną w III-2-4. (RNA ≤ 20 nt) lub na kolumnach NucAway
™

 (RNA ≥ 20 nt) według 

protokołu dostarczonego przez producenta (Ambion). 
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Tabela 3.4. Skład mieszaniny i warunki reakcji fosforylacji końca 5′ RNA 

 

składnik stężenie początkowe stężenie końcowe 

   
bufor A 10× 1× 

RNA 10 μM 1μM 

[γ
32

P] ATP 10 μCi/μl 0,5 μCi/μl  

kinaza polinukleotydowa T4 10 U/μl 0,5 U/μl 

H2O (wolna od RNaz) do 20 μl  

   

inkubacja: 37°C, 15 min 

inaktywacja kinazy: 90°C, 5 min 

 

III-2-4. Oczyszczanie kwasów nukleinowych w żelach PAA 

Cząsteczki kwasów nukleinowych poddawano elektroforezie i wizualizowano zgodnie 

z procedurą opisaną w III-2-1. Wycięte fragmenty żelu zawierające cząsteczki kwasów 

nukleinowych o pożądanej długości rozdrabniano, przenoszono do 400 μl 0,3 M octanu 

sodu (pH 5,0) i inkubowano w 4°C przez 16 h, delikatnie mieszając. Następnie próby 

krótko wirowano (16000×g, 4°C, 1 min), pobierano supernatant, który przenoszono do 

nowej probówki. Obecne w supernatancie kwasy nukleinowe wytrącano przez dodanie 

3 objętości 96% etanolu (-20°C) i wymrażanie w -20°C przez 1 h. Po zakończeniu 

inubacji preparat wirowano (16000×g, 4°C, 30 min), roztwór dekantowano, a osad 

zawieszano w 200 μl 70% etanolu (-20°C).  Próby powtórnie wirowano (16000×g, 4°C, 

30 min), po usunięciu etanolu osad suszono i rozpuszczano w wodzie wolnej od RNaz. 

Stężenie materiału znakowanego radioizotopowo doprowadzono do 10000cpm/µl. 

Homogenność materiału po oczyszczaniu z żelu sprawdzano poprzez elektroforezę                  

w 15% PAA w warunkach denaturujących. Analizowane cząsteczki wizualizowano 

przy użyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm). 

 

III-2-5. Przygotowanie lizatów komórkowych 

Adherentne komórki HeLa hodowano w pożywce RPMI-1640 suplementowanej 10% 

płodową surowicą bydlęcą (FBS), penicyliną (100 U/mL), streptomycyną (100 µg/mL), 
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amphoterycyną B (250 ng/mL) i L-glutaminą (2 mM). Przy stanie ~80% konfluencji, 

komórki odczepiano od podłoża, stosując trypsynę (0,05 %), a następnie poddawano 

sedymentacji poprzez krótkie wirowanie (100×g, 21°C, 3 min) i przemywano 10 ml 

1×PBS. Natychmiast po usunięciu PBS, osad komórek (~8.4×10
6 

komórek)  zawieszano 

w 200 µl buforu do lizy i inkubowano w 4°C przez 20 min Następnie preparat mrożono 

przez 15 min w -80°C, po czym poddawano go powolnemu rozmrażaniu na lodzie. 

Zamrażanie/rozmrażanie preparatu powtarzano , worteksując próbki pomiedzy cyklami. 

Preparat poddawano wirowaniu różnwukrotnieicowemu (700×g, 10 min, 4°C                              

i 13000×g, 30 min, 4°C). Końcowy supernatant stanowił frakcję cytoplazmatyczną, 

która służyła jako materiał do dalszych badań (tzw. preparat komórkowy). Stężenie 

całkowitego białka obecnego w preparacie wyznaczano metodą Bradford (zgodnie 

z protokołem producenta) i doprowadzano do wartości 10 mg/ml, rozcieńczając 

buforem do lizy. 

 

III-2-6. Produkcja ludzkiej rekombinowanej rybonukleazy Dicer w systemie 

bakulowirusowym 

Otrzymywaniem Dicer w systemie bakulowirusowym i oczyszczaniem białka zajmował 

się zespół prof. Krystyny Bieńkowskiej-Szewczyk z Zakładu Biologii Molekularnej 

Wirusów w Katedrze Wirusologii Molekularnej Międzyuczelnianego Wydziału 

Biotechnologii w Gdańsku. Matrycę do syntetyzy białka w komórkach owadzich (Sf9) 

skonstruowano metodami inżynierii genetycznej z wykorzystaniem wektora 

pBlueScript (GeneCopoeia) niosącego sekwencję cDNA kodującą drugi wariant 

transkrypcyjny DICER1 (NM_030621). Przed sekwencję kodującą Dicer wprowadzono 

sekwencję znacznika histydynowego (His6) umożliwiającego późniejsze oczyszczanie 

białka. Preparat otrzymany po lizie komórek Sf9 zakażonych rekombinowanym 

bakulowirusem oczyszczano dwuetapowo: z wykorzystaniem chromatografii 

powinowactwa na kolumnie ze złożem Ni
2+

 (Ni-NTA, Qiagen) oraz chromatografii 

jonowymiennej (HiTrap Q HP, GE Healthcare). Czystość otrzymanego preparatu 

sprawdzano, dokonując rozdziału w żelach poliakryloamidowych w warunkach 

denaturujących (SDS PAGE).  
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III-2-7. Cięcie RNA przez Dicer 

Reakcje hydrolizy znakowanego radioizotopowo substratu RNA prowadzono 

w standardowym buforze reakcyjnym zawierającym jony Mg
2+

 (III-1-1.). Stosowano 

preparat Dicer otrzymany w systemie bakulowirusowym (150 nM), komercyjnie 

dostępny preparat Turbo Dicer (1 U) lub preparat komórkowy (1 µg całkowitego 

białka). Reakcje kontrolne prowadzono w obecności 5 mM EDTA lub bez dodatku 

białka (zgodnie z opisem na rysunkach). Skład i warunki reakcji podano w Tabeli 3.5. 

Produkty reakcji rozdzielano metodą elektroforezy w 15% żelu poliakryloamidowym 

zgodnie z procedurą opisaną w III-2-1.  

 

Tabela 3.5. Skład mieszaniny i warunki reakcji hydrolizy RNA przez Dicer 

 

składnik stężenie początkowe stężenie końcowe 

bufor  5× 1× 

RNA 10000 cpm/μl, 1 µM 1000 cpm/μl, 0,1 µM 

Dicer 1 U/μl,750 nM lub 10 µg/µl* 0,1 U/μl,150 nM lub 1 µg/µl 

H2O (wolna od RNaz) do 10 μl - 

   

inkubacja: 37°C, 30 min 

*w zależności od preparatu,szczegóły w tekście 

 

III-2-8. Ocena potencjału inhibitorowego oligomerów 

Potencjał inhibitorowy oligomerów oceniano w standardowych reakcjach hydrolizy pre-

miRNA przez Dicer (III-2-6.). Stężenie końcowe białka było stałe (0,1 U/µl dla 

preparatu komercyjnego, 150 nM dla preparatu z systemu bakulowirusowego, 0,1 µg/µl 

całkowitego białka dla preparatów komórkowych), podobnie, jak ilość substratu RNA 

(10000 cpm). Zmieniało się natomiast stężenie testowanego oligomeru, tak, aby 

stosunek molowy pre-miRNA:oligomer wynosił odpowiednio: 1:1, 1:10, 1:100.                     

W pierwszym etapie przeprowadzano pre-inkubację substratu i oligomeru (15 min, 

4°C). Reakcje inicjowano przez dodanie enzymu i przeniesienie prób do 37°C.                       

W przypadku eksperymentów, w których stosunek molowy Dicer:oligomer był jak 1:1, 

1:10 i 1:100, w pierwszym etapie pre-inkubowano Dicer i oligomer (15 min, 4°C),               



Materiały i metody 

 

 

67 
 

a następnie do mieszaniny dodawano pre-miRNA i próby przenoszono do 37°C. 

Reakcje kontrolne prowadzono bez dodatku białka i testowanego oligomeru (K-) lub 

jedynie bez dodatku oligomeru (K+). Wszystkie próby inkubowano w 37°C przez                

30 min. Po tym czasie reakcje zatrzymywano przez dodanie 1 objętości buforu LB I                      

i denaturację termiczną (3 min, 90°C). Produkty reakcji rozdzielano metodą 

elektroforezy w 15% żelu poliakryloamidowym zgodnie z procedurą opisaną w III-2-1. 

Żele analizowano przy użyciu skanera FLA-5100 (Fujifilm) i oprogramowania Multi 

Gauge 3.0 (Fujifilm). Dla każdej z prób określano ilość powstającego miRNA,                       

a wartości otrzymane dla reakcji z testowanymi oligomerami  normalizowano 

względem K+ (poziom miRNA uwalnianego przez Dicer pod nieobecność inhibitora 

przyjmowano za 100%). Słupki błędów na wykresach zależności poziomu 

generowanego miRNA od stosunku pre-miRNA:oligomer odpowiadają wartościom 

odchylenia standardowego wyznaczonego na podstawie przynajmniej trzech powtórzeń 

eksperymentu.  

 

III-2-9. Badanie oddziaływań RNA•RNA  

Odziaływanie RNA•RNA badano w teście spowolnienia migracji RNA w żelach 

poliakrylamidowych w warunkach natywnych (EMSA, ang. electrophoretic mobility 

shift assay). Wyznakowany radioizotopowo oligomer inkubowano ze 100-krotnym* 

molowym nadmiarem drugiej cząsteczki w standardowym buforze reakcyjnym 

zawierającym jony Mg
2+

 (III-1-1.). Skład i warunki reakcji podano w Tabeli 3.6. 

Mieszaniny reakcyjne rozdzielano metodą elektroforezy w 10% niedenaturującym żelu 

poliakrylamidowym zgodnie z procedurą opisaną w III-2-2.  
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Tabela 3.6. Skład mieszaniny i warunki reakcji do badania  

oddziaływań pomiędzy oligomerami 

 

składnik stężenie początkowe stężenie końcowe 

bufor  5× 1× 

RNA1 10000 cpm/μl, 1µM 1000 cpm/μl, 0,1 µM 

RNA2 100 µM* 10 µM 

H2O (wolna od RNaz) do 10 μl - 

inkubacja: 37°C, 15 min 

*chyba, że zaznaczono inaczej 

 

 

III-2-10. Badanie oddziaływań białko•RNA z wykorzystaniem techniki dot blot 

Wydajność tworzenia się kompleksów rybonukleoproteinowych w układzie 

trójskładnikowym: testowany RNA, pre-miRNA, Dicer badano, wykorzystując 

filtrowanie przez membranę nitrocelulozową w aparacie Schleicher and Schuell dot blot 

[439]. Membranę nitrocelulozową (Protran, Schleicher and Schuell) i nylonową 

(Hybond-N+, Amersham) oraz bibułę Watman 3 mm (Watman) nasączano w roztworze 

buforującym (20 mM Tris-HCl, pH 7,5, 250 mM NaCl). W aparacie do transferu 

umieszczano kolejno: bibułę, membranę nylonową (wiążącą RNA), membranę 

nitrocelulozową (wiążącą białka). Mieszaniny reakcyjne zawierały niezmienne stężenie 

testowanego oligomeru RNA wyznakowanego radioizotopowo na końcu 5′ (1000 cpm, 

1 µM) i Dicer (0,1 U/µl preparatu komercyjnego). W poszczególnych próbach 

zmieniało się natomiast stężenie pre-miRNA (0-600 nM), tak, by stosunek molowy      

pre-miRNA:Dicer wynosił odpowiednio: 1∶1, 5∶1, 10∶1, 50∶1, 100∶1, 300∶1 i 600∶1. Po 

pre-inkubacji testowanego oligomeru z Dicer (10 min) do mieszaniny reakcyjnej 

dodawano pre-miRNA i prowadzono dalszą inkubację w 37°C. Po 30 min próby 

nakładano na membranę nitrocelulozową i filtrowano pod ciśnieniem. Ilość związanego 

na membranie RNA analizowano z wykorzystaniem skanera FLA-5100 (Fujifilm)                         

i oprogramowania Multi Gauge (Fujifilm).   
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III-2-11. Badanie oddziaływań białko•RNA w teście spowolnienia migracji RNA                        

w żelach poliakrylamidowych w warunkach natywnych  

Wyznakowany radioizotopowo oligomer (10000 cpm) inkubowano z Dicer (500 nM)* 

w standardowym buforze do badania oddziaływań RNA z Dicer (III-1-1.). Skład                   

i warunki reakcji podano w Tabeli 3.7. Mieszaniny reakcyjne rozdzielano metodą 

elektroforezy w 10% żelu poliakrylamidowym zgodnie z procedurą opisaną w III-2-2.  

 

Tabela 3.7. Skład mieszaniny i warunki reakcji do badania  

oddziaływań pomiędzy RNA a Dicer 

 

składnik stężenie początkowe stężenie końcowe 

bufor  5× 1× 

RNA 10000 cpm/μl 1000 cpm/μl 

Dicer 500 nM* 50 nM 

H2O (wolna od RNaz) do 10 μl - 

inkubacja: 4°C, 30 min 

*chyba, że zaznaczono inaczej 

 

 

III-2-12. Hydroliza RNA przez rybonukleazę T1  

Zawieszony w wodzie RNA (znakowany radioizotopowo pre-miRNA oraz aptamer) 

denaturowano termicznie (3 min, 90°C), po czym poddawano je renaturacji poprzez 

powolne schładzanie do temperatury pokojowej. Tak przygotowany RNA 

wykorzystywano do przygotowania mieszanin reakcyjnych. W reakcjach kontrolnych 

stosowano pre-miRNA przygotowywany jak wyżej, ale bez udziału aptameru. Skład                          

i warunki reakcji podano w Tabeli 3.8. Produkty reakcji rozdzielano metodą 

elektroforezy w 15% żelu poliakryloamidowym zgodnie z procedurą opisaną w  III-2-1.  
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Tabela 3.8. Skład mieszaniny i warunki reakcji hydrolizy RNA przez rybonukleazę T1 

 

składnik stężenie początkowe stężenie końcowe 

bufor*  10× 1× 

RNA1 20000 cpm/μl 2000 cpm/μl 

RNA2 -/10 µM/ 100 µM -/1 µM/10 µM 

RNA drożdżowe 1 µg /μl 0,1 µg /μl 

T1 0,1 U/µl 0,01 U/µl 

H2O (wolna od RNaz) do 10 μl - 

   

inkubacja: 21°C, 15 min 

*dołączony do enzymu 10× RNA Structure Buffer (Ambion) 

 

III-2-13. Analiza bioinformatyczna struktury RNA 

Struktuę drugorzędową RNA analizowano przy użyciu programów z pakietu 

RNAstructure: Fold [440] oraz bifold [441-443]. Narzędzia te służą do przewidywania 

optymalnych i suboptymalnych struktur drugorzędowych pojedynczych cząsteczek oraz 

dupleksów międzycząsteczkowych tworzonych przez RNA w warunkach 1 M NaCl, 

obliczają one również energię swobodną (ΔG0) proponowanych struktur. Modelowanie 

struktury prowadzono przy wartościach domyślnych parametrów obu programów. 

 

III-2-14. Analiza bioinformatyczna transkryptomu człowieka  

Bazę danych zawierającą ludzkie sekwencje genomowe i sekwencje transkryptów 

zdeponowanych w RefSeq (ang. human genomic plus transcript database) poddano 

przeszukiwaniu z wykorzystaniem algorytmu BLASTn (ang. basic local alignment 

search tool), wersja 2.2.23+ [444], stosując jako zapytanie (ang. query) sekwencje 

nukleotydowe 120 aptamerów wyselekcjonowanych wobec Dicer (Załącznik 1.). 

Analizę prowadzono przy domyślnych wartościach parametrów oceniających 

przyrównania, tj. 2, -3 w przypadku punktów przyznawanych za 

dopasowanie/niedopasowanie nukleotydów (ang. match/mismatch) oraz 5, 2                          

w przypadku kar za, odpowiednio, otwarcie przerwy (ang. gap existence) i jej 

wydłużanie (ang. gap extension). Ponadto, za oczekiwaną wartość progową (ang. expect 
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treshold), wskazującą na istotność statystyczną dopasowań, przyjęto 100. Otrzymane 

wyniki poddano filtrowaniu ograniczającemu zbiór do dopasowań o długości                         

(ang. alignment lenght) przynajmniej 20 nt. 
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IV WYNIKI 

Analizy potencjału inhibitorowego oligomerów RNA, w tym dwóch 

wspomnianych aptamerów (ATD_13.6 i ATD_15.52), prowadzone były 

z wykorzystaniem enzymu dostępnego komercyjnie (Genlantis). Preparat ten jest 

powszechnie stosowany w różnego typu eksperymetach in vitro, w których 

wykorzystuje się aktywność rybonukleazową Dicer [325, 445-448]. Szerokie spektrum 

białek towarzyszących enzymowi komercyjnemu (Załącznik 2.) sprawia jednak, iż nie 

nadaje się on do badań mechanizmów inhibicji, w tym: analizy oddziaływań 

RNA • białko. Zaistniała zatem konieczność otrzymania preparatu o wyższej 

homogenności. W tym celu podjęto współpracę z grupą prof. Krystyny Bieńkowskiej-

Szewczyk z Zakładu Biologii Molekularnej Wirusów w Katedrze Wirusologii 

Molekularnej Międzyuczelnianego Wydziału Biotechnologii w Gdańsku. Zespół ten 

podjął się produkcji i oczyszczania ludzkiej Dicer w systemie bakulowirusowym               

(III-2-6.). W konsekwencji pierwszy etap prezentowanych badań poświęcony został 

charakterystyce uzyskanego preparatu pod kątem jego zdolności do wiązania i cięcia 

RNA. 

  

IV-1. Charaterystyka preparatu ludzkiej rekombinowanej rybonukleazy Dicer 

otrzymywanej w systemie bakulowirusowym  

Do produkcji ludzkiej rekombinowanej Dicer wykorzystano system ekspresji 

białek heterogenicznych w liniach komórek owadzich Sf9. Otrzymywaną w ten sposób 

rybonukleazę oczyszczano metodą chromatografii powinowactwa, wykorzystując 

znacznik histydynowy na końcu aminowym Dicer, a następnie metodą chromatografii 

jonowymiennej. Aktywność rybonukleazową Dicer oceniano w standardowych 

reakcjach hydrolizy wybranych ludzkich pre-miRNA: pre-mir-16-1, pre-mir-21,                  

pre-mir-33a i pre-mir-210; RNA znakowany radioizotopowo na końcu 5′ inkubowano               

z testowanym preparatem przez 30 min w temperaturze 37°C w buforze zawierającym 

jony Mg
2+

. Następnie mieszaniny reakcyjne poddawano rozdziałowi 

elektroforetycznemu w denaturujących żelach PAA. Na podstawie analizy 

autoradiogramów określano ilość miRNA powstałego w poszczególnych próbach. 

Uzyskane dane pozwoliły wyznaczyć stężenie Dicer (~150 nM), w którym wydajność 
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hydrolizy pre-miRNA jest najwyższa (Rys. 4.1.). Ponadto, zgodnie ze schematem 

zaprezentowanym na Rys. 4.2., porównano aktywność katalityczną testowanego białka 

i enzymu dostępnego komercyjnie. Uzyskane wyniki potwierdziły jednakowy wzór 

cięcia pre-miRNA generowany przez oba preparaty Dicer. 

 

             

Rysunek 4.1. Określenie wydajności hydrolizy pre-miRNA przez preparat Dicer 

otrzymany w systemie bakulowirusowym 

Wynik analizy reakcji cięcia pre-mir-21 przez Dicer. Wyznakowany radioizotopowo pre-mir-21 

inkubowano w samym buforze reakcyjnym (K-) lub z dodatkiem Dicer (w kolejnych reakcjach 

stężenie enzymu zmieniało się od 20 do 650 nM). Wykres przedstawia zależność wydajności 

powstawania miRNA (oznaczona jako stopień przereagowania substratu) od stężenia Dicer. 

Słupki błędów odpowiadają odchyleniu standardowemu wyznaczonemu na podstawie trzech 

powtórzeń technicznych. Na podstawie [449]. 

 

Zdolność Dicer do wiązania RNA badano, wykorzystując test EMSA. Wybrany 

pre-miRNA (pre-mir-21) wyznakowany radioizotopowo na końcu 5′ inkubowano 

z Dicer w warunkach inhibujących aktywność katalityczną enzymu, ale pozwalających 

na tworzenie się kompleksów rybonukleoproteinowych (4°C) [257], a następnie 

poddawano rozdziałowi elektroforetycznemu w żelach PAA w warunkach natywnych 

(Rys. 4.3.). Uzyskane wyniki pozwoliły na wyznaczenie stałej dysocjacji (Kd) 

kompleksu pre-mir-21• Dicer, która  wynosi 80±5.6 nM i jest porównywalna do 

wartości Kd kompleksów pre-miRNA• Dicer opisywanych w innych pracach [258, 302]. 

Ze względu na brak danych na temat oddziaływan Dicer z ssRNA o długości innej od 

typowych substratów (~60-70 nt) lub produktów (~21-24 nt) enzymu, stosując test 

EMSA zweryfikowano zdolność uzyskanego preparatu do wiązania szeregu ssRNA: 
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RNA12, RNA14, RNA22, RNA32, RNA42, RNA52, RNA62, o długości wskazanej               

w nazwie, tj. od 12 nt do 62 nt (Rys. 4.4.). Na podstawie uzyskanych wyników 

stwierdzono, że Dicer nie tworzy wydajnie kompleksów z oligomerami krótszymi niż 

~20nt. W przypadku ssRNA ≥ ~20 nt zaobserwowano pozytywną korelację pomiędzy 

długością oligomeru a wydajnością wiązania przez Dicer i trwałością tworzonych 

kompleksów rybonukleoproteinowych. 

 

                               

 

Rysunek 4.2. Porównanie aktywności rybonukleazowej preparatów rekombinowanej 

Dicer wykorzystanych w badaniach 

Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w których wskazane pre-miRNA (znakowane 

radioizotopowo) były trawione przez preparat otrzymany w systemie bakulowirusowym                 

(150 nM Dicer) lub preparat komercyjny (1U Dicer*). Reakcje kontrolne prowadzono 

w obecności 5 mM EDTA lub bez dodatku enzymu. Wskazano pozycję prążków 

odpowiadających pre-miRNA i miRNA. Na podstawie [449]. 

 

 

 

 



Wyniki 

 

 

75 
 

 

Rysunek 4.3. Określenie wydajności wiązania pre-miRNA przez preparat Dicer 

otrzymany w systemie bakulowirusowym 

Wynik testu EMSA z udziałem pre-mir-21 i Dicer. Wyznakowany radioizotopowo pre-mir-21 

inkubowano w samym buforze reakcyjnym (K-) lub z dodatkiem Dicer (stężenie enzymu 

zmieniało się od 20 do 650 nM) . Wykres przedstawia zależność pomiędzy stężeniem Dicer                 

a ilością pre-miRNA z nią związanego. Przerywaną linią zaznaczono stężenie enzymu, przy 

którym 50% RNA pozostaje w kompleksie z Dicer (Kd). Słupki błędów odpowiadają 

odchyleniu standardowemu wyznaczonemu w oparciu o wyniki trzech powtórzeń 

eksperymentu. Na podstawie [449]. 

 

 

     

Rysunek 4.4. Badanie wpływu długości ssRNA na wydajność jego wiązania przez preparat 

Dicer otrzymany w systemie bakulowirusowym 

Wynik testu EMSA z udziałem Dicer i szeregu ssRNA o długości od 12 do 62 nt. 

Wyznakowany radioizotopowo oligomer o wskazanej długości inkubowano w samym buforze 

reakcyjnym (-) lub z dodatkiem Dicer (500 nM), (+). Mieszaniny reakcyjne rozdzielano                    

w żelach PAA w warunkach natywnych. Na radiogramie wskazano pozycję prążków 

odpowiadających niezwiązanemu RNA oraz RNA w kompleksie z Dicer. Na podstawie [449]. 

 

 Reakcje trawienia pre-miRNA przez Dicer stanowiły układ modelowy,                        

w którym testowany był potencjał inhibitorowy wybranych oligomerów (Załącznik 3.). 

Jak zaznaczono wcześniej, badania te prowadzo z wykorzystaniem enzymu dostępnego 
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komercyjnie. Po uzyskaniu bardziej homogennego preparatu Dicer w systemie 

bakulowirusowym wszystkie uzyskane uprzednio wyniki zostały zweryfikowane.                   

W tym celu przeprowadzono serię eksperymentów, w których każdorazowo 

przygotowywano trzy mieszaniny reakcyjne zawierające odpowiedni preparat Dicer, 

pre-miRNA znakowany radioizotopowo na końcu 5′ oraz wybrany oligomer w stężeniu 

zapewniającym stosunek pre-miRNA:oligomer odpowiednio: 1:1, 1:10 lub 1:100. 

Dodakowo przygotowywano dwie mieszaniny, w których prowadzono reakcje 

kontrolne: kontrolę negatywną (K-), pozwalającą na monitorowanie integralności                 

pre-miRNA w trakcie inkubacji w samym buforze reacyjnym oraz kontrolę pozytywną 

(K+), na podstawie której szacowano ilość miRNA powstającego w reakcji z Dicer, bez 

testowanego oligomeru. Próby inkubowano w 37°C przez 30 min, a następnie 

poddawano rozdziałowi w denaturujących żelach PAA. Na podstawie uzyskanych 

autoradiogramów szacowano ilości miRNA powstającego w reakcjach z danym 

oligomerem i porównywano je do ilości miRNA powstających w reakcji kontrolnej 

(K+). Na Rys. 4.5. przedstawiono przykładowe wyniki badań przeprowadzonych dla 

preparatu bakulowirusowego (Dicer) oraz komercyjnej Dicer (Dicer*) z udziałem                 

pre-mir-16-1 i oligomeru Y. Wyniki otrzymane dla obu enzymów są spójne, tzn. 

oligomer Y w reakcjach z  preparatem otrzymanym w systemie bakulowirusowym 

hamował cięcie pre-mir-16-1 z podobną wydajnością, jak w reakcjach z komercyjną 

Dicer. Na podstawie zgromadzonych danych stwierdzono, że w doświadczeniach, 

w których badana jest aktywność rybonukleazowa Dicer, oba preparaty 

rekombinowanego białka, tj. komercyjny oraz uzyskany w systemie owadzim, mogą 

być stosowane zamiennie. 
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Rysunek 4.5. Porównanie potencjału inhibitorowego oligomeru Y w reakcjach 

z preparatami rekombinowanej Dicer wykorzystywanymi w badaniach 

Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w których pre-mir-16-1 był trawiony przez preparat 

otrzymany w systemie bakulowirusowym (Dicer) lub preparat komercyjny (Dicer*) 

w obecności oligomeru Y. Trójkątami oznaczono zmianę stężenia oligomeru Y (0,1 µM, 1 µM, 

10 µM). (K-) reakcja kontrolna bez dodatku enzymu i oligomeru Y, (K+) reakcja ze wskazanym 

preparatem rybonukleazy, bez oligomeru Y. Wykresy przedstwiają wydajność tworzenia                  

miR-16-1 w reakcjach z oligomerem Y znormalizowane względem K+ (100%). Słupki błędów 

odpowiadają odchyleniu standarowemu obliczonemu na podstawie wyników uzyskanych                  

w trzech niezależnych powtórzeniach eksperymentu. 

 

 

 

IV-2. Badanie mechanizmów inhibicji Dicer przez oligomery RNA  

IV-2-1. Badanie mechanizmu inhibicji powstawania miR-210 w reakcjach z ATD_13.6 

ATD_13.6 (56 nt), choć silnie wiązany przez Dicer (Kd = 600 nM), pozostaje 

niecięty przez ten enzym [436]. Co więcej, badania potencjału inhibitorowego tego 

aptameru wykazały, że w reakcjach z Dicer ATD_13.6 wydajnie hamował powstawanie 

miR-210, natomiast w niewielkim stopniu wpływał na wydajność tworzenia innych 

badanych miRNA [436]. By lepiej zrozumieć naturę oddziaływań pomiędzy ATD_13.6 

i Dicer oraz wyjaśnić zaobserwowaną selektywność działania aptameru zbadano wpływ 

pre-mir-210 na wiązanie ATD_13.6 do enzymu. W tym celu do mieszaniny reakcyjnej 

zawierającej Dicer (Genlantis) oraz ATD_13.6 znakowany radioizotopowo na końcu 5′ 
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dodawano pre-mir-210, a następnie próby inkubowano przez 1 h w 4°C. Bufor 

reakcyjny nie zawierał jonów Mg
2+

,
 
przez co enzym mógł oddziaływać z RNA, jednak 

jego aktywność rybonukleazowa była zahamowana. Następnie mieszaniny reakcyjne 

nakładano na membranę nitrocelulozową i filtrowano pod ciśnieniem. Ze względu na 

właściwości fizyko-chemiczne membrany białka oraz cząsteczki z nimi związane 

ulegały zatrzymaniu na jej powierzchni, podczas gdy była ona przepuszczalna dla 

wolnych kwasów nukleinowych. Ilość ATD_13.6 związanego przez Dicer szacowano 

na podstawie intensywności sygału pochodzącego od 
32

P znajdującego się na końcu 5′ 

oligomeru. Na podstawie otrzymanych wyników stwierdzono, że zwiększenie ilości                   

pre-miRNA w mieszaninie reakcyjnej powodowało wydajniejsze wiązanie ATD_13.6                

z Dicer (Rys. 4.6.). 

 

      

 
Rysunek 4.6. Badanie wpływu pre-mir-210 na wiązanie ATD_13.6 przez Dicer 

Wykres obrazujący korelację pomiędzy stężniem pre-mir-210 a wydajnością wiązania 

ATD_13.6 przez Dicer. Na rysunku umieszczono radiogram błony nitrocelulozowej wiążącej 

kompleksy Dicer i wyznakowanego radioizotopowo ATD_13.6; trójkątem oznaczono zmianę 

stężenia pre-mir-210. 

 

 

Powyższa obserwacja zrodziła przypuszczenie, że ATD_13.6 może oddziaływać 

nie tylko z Dicer, ale także z pre-mir-210, tworząc trójskładnikowy kompleks. By 

sprawdzić, czy obie cząsteczki RNA mogą ze sobą odziaływać, przeprowadzono test 

EMSA, w którym wyznakowany radioizotopowo ATD_13.6 inkubowano                        

z  pre-mir-210 w stosunku molowym 1:100, a następnie mieszaninę reakcyjną 

rozdzielono w żelu PAA w warunkach natywnych. Otrzymane wyniki jednoznacznie 

potwierdziły tworzenie się dupleksu ATD_13.6 • pre-mir-210 (Rys. 4.7. A). 
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Dodatkowo, analiza bioinformatyczna wykazała, że pomiędzy ATD_13.6 i pre-mir-210 

istnieje komplementarność sekwencji pozwalająca na stabilne wiązanie się obu 

cząsteczek (Rys. 4.7. B). Przewidywana struktura drugorzędowa tego dupleksu jest 

znacznie trwalsza pod względem termodynamicznym niż struktury zaproponowane dla 

ATD_13.6 i pre-mir-210 osobno. W celu weryfikacji uzyskanych modeli struktury 

drugorzędowej kompleksu ATD_13.6 • pre-mir-210 przeprowadzono mapowanie 

enzymatyczne struktury drugorzędowej pre-mir-210 oraz jego dupleksu z ATD_13.6. 

W badaniach wykorzystano RNAzę T1, endorybonukleazę specyficzną wobec ssRNA, 

która hydrolizuje wiązanie fosfodiestrowe po stronie 3′ G. Wyniki rozdziału 

elektroforetycznego produktów trawienia enzymatycznego RNA potwierdziły 

prawdziwość, przewidzianych in silico, modeli struktury drugorzędowej pre-mir-210 

oraz jego dupleksu z ATD_13.6 (Rys. 4.7. B-C). 
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Rysunek 4.7. Badanie oddziaływania pomiędzy ATD_13.6 i pre-mir-210  

A – Wynik testu EMSA z udziałem ATD_13.6 i pre-mir-210. Wyznakowany radioizotopowo 

ATD_13.6 poddano denaturacji termicznej oraz powolnej renaturacji i inkubowano w samym 

buforze reakcyjnym (-) lub z dodatkiem pre-mir-210 (+). Wskazano pozycję prążków 

odpowiadających ATD_13.6 oraz dupleksowi ATD_13.6 • pre-mir-210. Na podstawie [450]; 

B –Struktury o najniższej energii swobodnej (ΔG0) przewidziane dla ATD_13.6, pre-mir-210 

i dupleksu obu cząsteczek. Na niebiesko zaznaczono rejon pre-mir-210, którego rearanżacja po 

związaniu ATD_13.6 została potwierdzona w mapowaniu enzymatycznym. Autoradiogram 

przedstawia wynik rozdziału elektroforetycznego produktów trawienia przez RNazę T1 

znakowanego radioizotopowo pre-mir-210, inubowanego bez (-) lub z ATD_13.6 (+). 

Wskazanym na zdjęciu prążkom przypisano odpowiadające im miejsca hydrolizy w obrębie 

pre-miRNA (G7-G48). Trójkąt symbolizuje zmianę stężenia ATD_13.6 (1 µM, 10 µM). 
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Aby zweryfikować tezę, że za wykazane wcześniej selektywne hamowanie 

powstawania mir-210 w reakcjach z ATD_13.6 odpowiada oddziaływanie tego 

aptameru z pre-mir-210, wykonano serię dodatkowych eksperymentów z udziałem 

trzech innych prekursorów, tj.: pre-mir-16-1, pre-mir-21 i pre-mir-33a. Potencjalne 

oddziaływanie pomiędzy cząsteczkami RNA badano analogicznie jak poprzednio, tj.: 

ATD_13.6 wyznakowany radioizotopowo na końcu 5′ inkubowano z odpowiednim                    

pre-miRNA, a następnie mieszaniny reakcyjne poddawano rozdziałowi 

elektroforetycznemu w żelach PAA w warunkach natywnych. Dla każdego pre-miRNA 

przygotowano trzy mieszaniny reakcyjne, w których stosunek molowy pre-miRNA do 

ATD_13.6 wynosił odpowiednio: 1:1, 1:10, 1:100. Na podstawie uzyskanych wyników 

stwierdzono, że ATD_13.6 oddziaływał jedynie z pre-mir-210. Nie zaobserwowano 

tworzenia się dupleksów ATD_13.6  z  pre-mir-16-1,  pre-mir-21 i pre-mir-33a, nawet 

przy najwyższym zastosowanym stężeniu prekursora (10 µM), (Rys. 4.8.). Otrzymane 

wyniki potwierdziły selektywność oddziaływania ATD_13.6 i pre-mir-210 wynikającą 

z komplementarności ich sekwencji. 

 

 

 

 

                   

Rysunek 4.8. Badanie selektywności oddziaływania ATD_13.6 z pre-mir-210 

Wynik testu EMSA z udziałem ATD_13.6 i wybranych ludzkich pre-miRNA. Wyznakowany 

radioizotopowo ATD_13.6 poddano denaturacji termicznej oraz powolnej renaturacji w samym 

buforze reakcyjnym (K-) lub ze wskazanym prekursorem. Trójkątami oznaczono zmianę 

stężenia pre-miRNA (0,1-10 µM). Wskazano pozycję prążków odpowiadających ATD_13.6 

oraz dupleksowi ATD_13.6 • pre-mir-210. Na podstawie [450]. 

 

W kolejnym etapie określono wpływ poszczególnych pre-miRNA na stabilność 

kompleksu ATD_13.6 • Dicer. Do badań wykorzystano cztery pre-miRNA                    

(pre-mir-16-1, pre-mir-21, pre-mir-33a, pre-mir-210), które były obecne                                 

w mieszaninach reakcyjnych w stężeniach 1-30 µM. W pierwszej fazie reakcji, 

ATD_13.6 (wyznakowany radioizotopowo na  końcu 5′) preinkubowano z Dicer 
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(preparat otrzymany w systemie baulowirusowym) w 4°C, pozwalając na utworzenie się 

kompleksu ATD_13.6 • Dicer. Następnie do mieszaniny dodawano pre-miRNA                      

w stężeniu zapewniającym stosunek molowy ATD_13.6 do pre-miRNA, odpowiednio, 

1:10, 1:100 lub 1:300, po czym prowadzono dalszą inkubację, po zakończeniu której 

następował rozdział prób w żelu PAA w warunkach natywnych. W przypadku inhibicji 

kompetycyjnej, tj., gdy dochodzi do współzawodnictwa substratu i inhibitora o miejsce 

aktywne enzymu, należałoby spodziewać się wypierania inhibitora (ATD_13.6)                         

z kompleksu z Dicer, szczególnie w warunkach, w których do mieszaniny reakcyjnej 

dodawany jest nadmiar substratu (pre-miRNA). Natomiast w przypadku inhibicji 

allosterycznej, gdy obniżenie aktywności katalitycznej enzymu wynika ze zmiany 

konformacji białka spowodowanej przyłączeniem się inhibitora do innego miejsca niż 

miejsce aktywne, podanie pre-miRNA nie powinno powodować dysocjacji kompleksu 

ATD_13.6 • Dicer. Zaobserwowano, że w przypadku trzech spośród testowanych 

prekursorów, tj.: pre-mir-16-1, pre-mir-21 i pre-mir-33a wzrostowi stężenia pre-miRNA 

towarzyszył wzrost ilości ATD_13.6 niezwiązanego z Dicer (Rys. 4.9.).  Innymi słowy, 

pre-miRNA powodowały wyparcie aptameru z kompleksu z Dicer. Efekt ten był 

najlepiej widoczny dla pre-mir-16-1, który indukował dysocjację kompleksu 

ATD_13.6 • Dicer już w najniższym zastosowanym stężeniu  – 1 µM (stosunek molowy 

ATD_13.6 do pre-mir-16-1 wynosił 1:10). W przeciwieństwie do wymienionych                          

pre-miRNA, w próbach z pre-mir-210 na radiogramach obserwowano zanik prążka 

odpowiadającego kompleksowi ATD_13.6 • Dicer i pojawienie się migrującego wolniej 

prążka odpowiadającego najprawdopodobniej trójskładnikowemu kompleksowi 

ATD_13.6 • pre-mir-210 • Dicer. 

Uzyskane dane pozwaliły zaproponować dwa mechanizmy, według których 

ATD_13.6 może hamować proces powstawania miRNA. Pierwszy z nich zakłada 

współzawodniczenie ATD_13.6 i pre-miRNA o wiązanie z Dicer. Drugi z nich wymaga 

bezpośredniego oddziaływania ATD_13.6 z komplementarnym pre-miRNA. 

Hybrydyzacja ATD_13.6 do pre-miRNA idukuje zmiany struktury prekursora 

uniemożliwiające jego cięcie przez Dicer. Ilustracją tego mechanizmu jest przypadek 

pre-mir-210; ATD_13.6 tworzy z pre-mir-210 dupleks, który jest wiązany, ale niecięty 

przez Dicer, najprawdopodobniej ze względu na strukturę końców dsRNA. 
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Rysunek 4.9. Badanie wpływu pre-miRNA na trwałość kompleksów ATD_13.6 • Dicer 

Wynik testu EMSA z udziałem ATD_13.6, wybranych ludzkich pre-miRNA i Dicer. 

Kompleksy wyznakowanego radioizotopowo ATD_13.6 i Dicer inkubowano ze wskazanym 

pre-miRNA. Trójkątami oznaczono zmianę stężenia pre-miRNA (1, 10, 30 µM). (K-) 

ATD_13.6 inkubowany w buforze bez dodatku białka i pre-miRNA, (K+) ATD_13.6 

inkubowany z białkiem, bez dodatku pre-miRNA. Wskazano pozycję prążków 

odpowiadających ATD_13.6 oraz jego kompleksom z pre-mir-210 i/lub Dicer. Na podstawie 

[450]. 

 

 

IV-2-2. Badanie mechanizmu inhibicji powstawania miR-210 w reakcjach z ATD_15.52 

Wcześniejsze badania wykazały, że ATD_15.52 (56 nt) jest wiązany i wydajnie 

cięty przez Dicer [436]. Rybonukleaza ta hydrolizuje wiązanie fosfodiestrowe 

pomiędzy A21 i G22, prowadząc do powstania 21-nt fragmentu 5′ (5′-ATD_15.52) oraz 

35-nt fragmentu 3′ (3′-ATD_15.52), (Rys. 4.10. A). Ponieważ ATD_15.52 

najprawdopodobniej współzawodniczył z innymi substratami o miejsce wiązania                      

w centrum aktywnym Dicer, wstępnie zaklasyfikowano go do grona kompetytorów                                 

pre-miRNA [436]. Co więcej, stwierdzono, że ATD_15.52 selektywnie hamował 

powstawanie miR-210, podczas gdy jedynie w niewielkim stopniu wpływał na proces 

cięcia przez Dicer prekursorów innych testowanych miRNA. Dodatkowo 

zabserwowano, że efekt inhibicji w przypadku miR-210 nie ulegał zniesieniu w miarę 

wydłużania czasu inkubacji, mimo hydrolizy ATD_15.52 przez Dicer [436]. 

W świetle powyższych obserwacji postawiono hipotezę, że fragment lub 

fragmenty ATD_15.52 uwalniane przez Dicer mogą wpływać na aktywność 

rybonukleazy i odpowiadać za selektywną inhibicję produkcji miR-210. By 

zweryfikować te przypuszczenia przeprowadzono ocenę potencjału inhibitorowego 

fragmentów ATD_15.52 powstających w wyniku cięcia tego apatameru przez Dicer.             
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W tym celu sprawdzono, jak preinkubacja z poszczególnymi oligomerami,                           

tj. ATD_15.52, 5′-ATD_15.52, 3′-ATD_15.52, wpływa na zdolność enzymu (Genlantis) 

do generowania miR-210. Dla każdego z oligomerów oraz mieszaniny 1:1 fragmentów 

5′ i 3′ (5′+3′-ATD_15.52) przeprowadzono serię trzech reakcji, w których ilość                    

pre-mir-210 znakowanego radioizotopowo na końcu 5′ była stała, natomiast zmieniało 

się stężenie testowanego oligomeru, tak, by stosunek Dicer:oligomer wynosił 

odpowiednio: 1:1, 1:10 i 1:100. Dodatkowo przeprowadzono reakcje kontrolne: 

integralności pre-mir-210 w czasie trwania inkubacji w samym buforze reakcyjnym              

(K-) oraz cięcia pre-mir-210 przez Dicer pod nieobecność potencjalnego inhibitora 

(K+). Mieszaniny reakcyjne rozdzielano w żelach PAA w warunkach denaturujących,               

a następnie wizualizowana przy użyciu skanera materiałów radioaktywnych. Na 

podstawie otrzymanych radiogramów określano ilość miRNA w każdej z prób. 

Wydajność powstawania miRNA w reakcjach z testowanymi oligomerami 

normalizowano względem kontroli pozytywnej; poziom miRNA uwalnianego przez 

Dicer pod nieobecność inhibitora przyjmowano za 100% (Rys. 4.10. B).  

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że spadek wydajności 

produkcji miR-210 miał miejsce w próbach zawierających pełnej długości aptamer, 

fragment 5′ lub mieszaninę fragmentów 5′ i 3′ (Rys. 4.10. B). Obserwowany efekt 

inhibitorowy był najbardziej wyraźny w przypadku 5′-ATD_15.52. W reakcjach 

z najwyższym stężeniem tego oligomeru powstawało o 80% mniej miR-210 niż 

w rekacji kontrolnej (K+). Odmienne wyniki otrzymano dla 3′-ATD_15.52, który 

zasadniczo nie hamował powstawania miR-210; zaobserwowano jedynie ~15% spadek 

poziomu miRNA w reakcji z najwyższym stężeniem oligomeru w porównaniu do 

reakcji kontrolnej (K+), (Rys. 4.10. B). 
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Rysunek 4.10. Badanie wpływu fragmentów ATD_15.52 na cięcie pre-mir-210 przez Dicer 

A – Model struktury drugorzędowej ATD_15.52; podano energię swobodną (ΔG0) i zaznaczono 

miejsce cięcia przez Dicer; B – Wynik analizy reakcji cięcia pre-mir-210 (znakowany 

radioizotopowo) przez Dicer. Trójkątami oznaczono zmianę stężenia wskazanych oligomerów 

(0,1 µM, 1 µM, 10 µM). (K-) reakcja kontrolna bez enzymu i testowanego inhibitora; (K+) 

reakcja z Dicer, bez inhibitora. Wykresy przedstawiają wydajność powstawania miRNA                     

w reakcjach z testowanymi inhibitorami po normalizacji względem K+ (100%). Słupki błędów 

odpowiadają odchyleniu standarowemu obliczonemu na podstawie wyników uzyskanych 

w trzech niezależnych powtórzeniach eksperymentu. Na podstawie [450]. 

 

 

Biorąc pod uwagę powyższe obserwacje, postawiono hipotezę, że                              

5′-ATD_15.52, podobnie jak ATD_13.6, oddziałuje z pre-mir-210. W celu weryfikacji 

tego przypuszczenia, przeprowadzono  reakcje, w których jeden z trzech oligomerów 

znakowanych radioizotopowo na końcu 5′: ATD_15.52,  5′-ATD_15.52 lub                            

3′-ATD_15.52 inkubowano ze 100-krotnym molowym nadmiarem pre-mir-210                       

(10 µM). Wyniki rozdziału mieszanin reakcyjnych w żelach PAA w warunkach 

natywnych wykazały, że 5′-ATD_15.52 tworzył stabilny dupleks z pre-mir-210 (Rys. 

4.11. A). Pełnej długości ATD_15.52 również oddziaływał, choć mniej efektywnie,                 

z pre-miRNA. Natomiast w przypadku 3′-ATD_15.52 nie stwierdzono wiązania do 

prekursora. 
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Analizy in silico struktury drugorzędowej dupleksu 5′-ATD_15.52 • pre-mir-210 

sugerowały, że oddziaływanie pomiędzy obiema cząsteczkami jest możliwe dzięki 

komplementarności sekwencji 5′-ATD_15.52 oraz rejonu apikalnego pre-mir-210 (Rys. 

4.11. B, Załącznik 5.). Na tej podstawie można było założyć, że wiązanie                                

5′-ATD_15.52 do pre-mir-210 zaburza strukturę prekursora w sposób uniemożliwiający 

jego cięcie przez Dicer.  

 

       
 

Rysunek 4.11. Badanie oddziaływania pomiędzy pełnej długości ATD_15.52 oraz 

fragmentami 5′ i 3′ aptameru a pre-mir-210 

A – Wynik testu EMSA z udziałem pre-mir-210 i ATD_15.52 lub fragmentu 5′/3′ aptameru. 

Wyznakowane radioizotopowo oligomery poddano denaturacji termicznej oraz powolnej 

renaturacji bez (-) lub z pre-mir-210 (+). Wskazano pozycję prążków odpowiadających 

dupleksom pre-mir-210 z ATD_15.52 i 5′-ATD_15.52;  B – Model struktury drugorzędowej 

pre-mir-210, na czerwono zaznaczono potencjalny rejon oddziaływania z 5′-ATD_15.52. Na 

podstawie [450]. 

 

Następnie zbadano, czy ATD_15.52 może oddziaływać nie tylko z pre-mir-210, 

ale również z innymi testowanymi pre-miRNA. Uzyskane wyniki pozwoliły stwierdzić, 

że ATD_15.52 nie wiązał się do: pre-mir-16-1, pre-mir-21 i pre-mir-33a, tj. do tych                         

pre-miRNA, do których nie wykazywał dostatecznie wysokiej komplementarności 

sekwencji (Rys. 4.12.). Prążki odpowiadające dupleksowi ATD_15.52 • pre-miRNA 

widoczne były na radiogramie jedynie w próbach z pre-mir-210. 
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Rysunek 4.12. Badanie selektywności oddziaływania ATD_15.52 z pre-mir-210 

Wynik testu EMSA z udziałem ATD_15.52 i wybranych ludzkich pre-miRNA. Wyznakowany 

radioizotopowo ATD_15.52 poddano denaturacji termicznej oraz powolnej renaturacji                        

w samym buforze reakcyjnym (K-) lub ze wskazanym pre-miRNA. Trójkątami oznaczono 

zmianę stężenia pre-miRNA (0,1 µM, 1 µM, 10 µM). Na rysunku wskazano pozycję prążków 

odpowiadających: ATD_15.52 oraz dupleksowi ATD_15.52 • pre-mir-210. Na podstawie [450]. 

 

W rezultacie przeprowadzonych analiz wykazano, że fragment 5′ powstający 

w wyniku cięcia ATD_15.52 przez Dicer wiąże się do pre-mir-210, a oddziaływanie to 

indukuje zmiany struktury prekursora, które hamują powstawanie miR-210 in vitro. 

 

IV-2-3. Analiza transkryptomu człowieka pod kątem występowania sekwencji 

identycznych lub wysoce podobnych do sekwencji wyselekcjonowanych aptamerów 

Zaprezentowane powyżej dane pozwalają sądzić, że aktywność Dicer i proces 

powstawania miRNA mogą podlegać regulacji przez oligomery RNA. Postanowiono 

zatem sprawdzić, czy w transkrybowanej części genomu człowieka można znaleźć 

sekwencje identyczne lub zbliżone do sekwencji zidentyfikowanych wcześniej 

aptamerów wiążących Dicer. W tym celu zastosowano algorytm BLASTn (ang. basic 

local alignment search tool), który umożliwił poszukiwanie w bazie danych sekwencji 

genomowych i transkryptów człowieka (ang. human genomic plus transcript database) 

zadanych sekwencji nukleotydowych. Jako zapytanie (ang. query) wykorzystano 

sekwencje nukleotydowe wyselekcjonowanych wcześniej 120 aptamerów (Załącznik 

1.). W efekcie otrzymano 4189 trafień. Uzyskane dane poddano filtrowaniu, które 

umożliwiło zawężenie otrzymanego zbioru wyników do 68 transkryptów wykazujących 

najwyższe podobieństwo sekwencyjne (minimum 20 nt identycznych) do 

zidentyfikowanych aptamerów (Załącznik 4.). W puli wyszukanych transkryptów 

znalazły się między innymi fragmenty mRNA kodujących: kinazy białkowe, białka 
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wiążące DNA i RNA, czynniki transkrypcyjne, białka rybosomalne, białka strukturalne 

kanałów jonowych. Wśród 10 najlepiej ocenionych dopasowań zidentyfikowano 

sekwencje podobne do ATD_13.6 i ATD_15.52. Odpowiadały one wariantom 

transkryptów kodujących odpowiednio: protokadherynę 21 (PCDH21, 

ang. protocadherin 21, NM_033100.3) i białko THAP4 (ang. THAP domain containing 

4, NM_015963.5). ATD_13.6 wykazuje podobieństwo do 29-nt fragmentu PCDH21 (26 

nt identycznych), natomiast ATD_15.52 – do 35-nt fragmentu THAP4 (28 nt 

identycznych), (Załącznik 4.). PCDH21 należy do rodziny transbłonowych białek 

adhezyjnych, które warunkują, zależne od jonów Ca
2+

, przyleganie komórek [451]. 

Z kolei białko THAP4 wyróżnia obecność domeny THAP, wykazującej sekwencyjne 

i strukturalne podobieństwo do domeny wiążącej DNA w traspozazie oddziałującej 

z transpozonem P D. melanogaster [452].  

Następnie sprawdzono, czy fragmenty mRNA o sekwencjach zbliżonych do 

wyselekcjonowanych aptamerów mogą wpływać na proces cięcia przez Dicer 

komplementarnego do nich pre-miRNA. W tym celu przeprowadzono standardowy test 

oceny potencjału inhibitorowego oligomerów, które wykazywały podobieństwo 

sekwencji do ATD_15.52 i ATD_13.6, tj. PCDH21_fr (29 nt) i THAP4_fr (35 nt). Jako 

substratu dla enzymu użyto pre-mir-210, ze względu na jego częściową 

komplementarność do testowanych oligomerów (Rys. 4.13. C). Wyznakowany 

radioizotopowo pre-miRNA inkubowano w buforze reakcyjnym z Dicer (preparat 

bakulowirusowy) i PCDH21_fr lub THAP4_fr, stosunek pre-miRNA:oligomer wynosił 

odpowiednio: 1:1, 1:10, 1:100. Wydajność inhibicji normalizowano względem poziomu 

miRNA generowanego w reakcjach kontrolnych, w których nie były obecne testowane 

oligomery (K+). Uzyskane dane wykazały, że oba oligomery były w stanie inhibować 

cięcie pre-mir-210 przez Dicer (Rys. 4.13. A). W najwyższym stężeniu (10 µM), 

zarówno PCDH21_fr jak i THAP4_fr hamowały powstawanie miR-210 o ~60% 

w porównaniu do reakcji kontrolnej (K+). 
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Rysunek 4.13. Badanie potencjału inhibitorowego PCDH21_fr i THAP4_fr  

A – Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w których pre-mir-210 (znakowany radioizotopowo) 

był trawiony przez Dicer w obecności PCDH21_fr lub THAP4_fr. Trójkątami oznaczono 

zmianę stężenia wskazanego oligomeru (0,1 µM, 1 µM, 10 µM ). (K-) reakcja kontrolna bez 

enzymu i testowanego inhibitora; (K+) reakcja z Dicer, bez inhibitora. Wykresy przedstawiają 

wartości wydajności powstawania miRNA w reakcjach z testowanym inhibitorem po 

normalizacji względem K+ (100%). Słupki błędów odpowiadają odchyleniu standarowemu 

obliczonemu na podstawie wyników uzyskanych w trzech niezależnych powtórzeniach 

eksperymentu. B – Wynik testu EMSA z udziałem pre-mir-210 i PCDH21_fr lub THAP4_fr. 

Wyznakowany radioizotopowo pre-mir-210 inkubowano w samym buforze reakcyjnym (-) lub 

ze wskazanym oligomerem (+). Czerwonymi trójkątami oznaczono pozycję prążków 

odpowiadających dupleksom pre-mir-210 z PCDH-21_fr lub THAP4_fr. C – Model struktury 

drugorzędowej pre-mir-210, na czerwono zaznaczono potencjalny rejon oddziaływania 

z PCDH21_fr, na niebiesko – z THAP4_fr. Na podstawie [449]. 

 

By ustalić, czy testowane oligomery działały zgodnie z tym samym 

mechanizmem, jaki opisano dla ATD_13.6 i ATD_15.52 (tj. poprzez hybrydyzację do 

pre-mir-210), wykorzystując test EMSA, określono ich zdolność do oddziaływania                    

z pre-mir-210. Wyznakowany radioizotopowo pre-mir-210 inkubowano przez 15 min      

w 37°C ze 100-krotnym molowym nadmiarem PCDH21_fr lub THAP4_fr, a następnie 

mieszaniny reakcyjne rozdzielano w żelach PAA w warunkach natywnych. Uzyskane 

wyniki pozwoliły stwierdzić, że badane oligomery tworzyły dupleksy z pre-mir-210, 
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przy czym proces ten zachodził wydajniej w przypadku THAP4 (Rys. 4.13. B). Dla tego 

oligomeru na radiogramie żelu widoczny był prążek odpowiadający dupleksowi 

THAP4_fr • pre-mir-210. Z kolei dla PCDH21_fr brak wyraźnego prążka 

i charakterystyczne smużenie materiału wskazują na to, że dupleks                     

PCDH21_fr • pre-mir-210, choć powstawał, był na tyle nietrwały, że w trakcie 

inkubacji i/lub elektroforezy ulegał dysocjacji. Przewidywania struktury RNA 

wykazały, że PCDH21_fr i THAP4_fr najprawdopodobniej wiążą się do pre-mir-210              

w rejonie obejmującym ramię 5′ i część apikalną prekursora (Rys. 4.13. C). Wartości 

energii swobodnej struktur zaproponowanych dla PCDH21_fr • pre-mir-210 

i THAP4_fr • pre-mir-210 wynoszą odpowiednio: -24,2 kcal/mol i -32,3 kcal/mol 

(Załącznik 6.). Różnica pomiędzy teoretycznymi ΔG0 wyznaczonymi dla obu 

dupleksów znalazła swoje odzwierciedlenie we wspomnianych już wynikach badań 

oddziaływań RNA w teście EMSA (Rys. 4.13. B), które wykazały, że dupleks 

PCDH21_fr • pre-mir-210 tworzył się mniej wydajnie i/lub był mniej stabilny niż 

THAP4_fr • pre-mir-210. 

 

 

 

IV-2-4. Badanie wpływu 12-nt oligomerów RNA komplementarnych do rejonu 

apikalnego prekursorów na proces ich cięcia przez Dicer w warunkach in vitro  

IV-2-4-1. Badania potencjału inhibitorowego 12-merów prowadzone z wykorzystaniem 

ludzkiej rekombinowanej Dicer 

Wyniki uzyskane dla ATD_13.6 i ATD_15.52 (Rys. 4.7. i 4.10., 4.11.) 

wykazały, że oddziaływania pomiędzy pre-miRNA a innym RNA mogą wpływać na 

wydajność cięcia prekursora przez Dicer. Ponadto analizy przeprowadzone dla                 

5′-ATD_15.52 (Rys. 4.11. B) sugerują, że już zaledwie 12-nt RNA, w wyniku 

oddziaływania z cząsteczkami prekursorowymi, mogłyby hamować produkcję miRNA 

przez Dicer. By zweryfikować słuszność tej tezy,  przeprowadzono serię 

eksperymentów, w których analizowano wpływ 12-nt oligomerów RNA 

komplementarnych do rejonu apikalnego wybranych pre-miRNA na wydajność cięcia 

tychże prekursorów przez Dicer. Badania rozpoczęto od analizy bioinformatycznej 
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struktury czterech ludzkich pre-miRNA: pre-mir-16-1, pre-mir-21, pre-mir-33a,         

pre-mir-210. Na podstawie otrzymanych wyników zaprojektowano 12-nt oligomery 

RNA komplementarne do jednoniciowych rejonów w częściach apikalnych tych 

prekursorów (Rys. 4.14.). Oligomery te nazwano odpowiednio: AL-16-1, AL-21,      

AL-33a i AL-210.  

 

        

Rysunek 4.14. Regiony oddziaływania zaprojektowanych 12-nt oligomerów RNA                         

z wybranymi ludzkimi pre-miRNA 

Poniżej przewidzianych struktur pre-miRNA podano temperaturę topnienia (Tm) dupleksów 

odpowiedniego 12-nt oligomeru (AL) z pre-miRNA; na czerwono zaznaczono miejsca 

komplementarne do AL, wskazano miejsca cięcia przez Dicer. Na podstawie [450]. 

 

Potencjał inhibitorowy zaprojektowanych cząsteczek testowano                                  

w dwuetapowych reakcjach. Pierwszy etap polegał na  inkubacji pre-miRNA                            

z komplementarnym oligomerem, a drugi na trawieniu RNA przez Dicer. Dla każdego 

pre-miRNA przygotowywano trzy mieszaniny reakcyjne, w których ilość znakowanego 

radioizotopowo prekursora była stała, natomiast zmieniało się stężenie testowanego 

oligomeru, tak, by stosunek pre-miRNA:oligomer wynosił odpowiednio: 1:1, 1:10, 
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1:100. Dodatkowo przeprowadzano dwie reakcje kontrolne (K-, K+), zgodnie ze 

schematem postępowania opisanym dla ATD_15.52 (IV-2-2.).  

 

     

Rysunek 4.15. Badanie potencjału inhibitorowego 12-nt oligomerów RNA 

komplementarnych do rejonu apikalnego wybranych pre-miRNA 

Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w których pre-miRNA były trawione przez Dicer 

w obecności 12-nt oligomerów RNA (AL) komplementarnych do rejonu apikalnego 

prekursorów. Trójkątami oznaczono zmianę stężenia wskazanego oligomeru (0,1 µM, 1 µM,                     

10 µM). (K-) reakcja kontrolna bez dodatku enzymu i potencjalnego inhibitora, (K+) reakcja                    

z Dicer, bez potencjalnego inhibitora. Wykresy przedstawiają wydajność tworzenia miRNA               

w reakcjach z AL w odniesieniu do K+ (100%). Słupki błędów odpowiadają odchyleniu 

standarowemu obliczonemu na podstawie wyników uzyskanych w trzech niezależnych 

powtórzeniach eksperymentu. Na podstawie [450]. 

 

Wyniki trzech niezależnych powtórzeń eksperymentu wykazały, że AL-33a                      

i AL-210 już w najniższym testowanym stężeniu (0,1 µM) inhibowały powstawanie 

miR-33a o ~70% i miR-210 o ~80% w porównaniu do reakcji kontrolnej (K+), (Rys. 

4.15.). W najwyższym stężeniu (10 µM) oba oligomery prawie całkowicie hamowały 

powstawanie miRNA. AL-21 okazał się mniej wydajnym inhibitorem i efektywnie, tj.  

o ~90% obniżał powstawanie miR-21 jedynie, gdy był obecny w mieszaninie reakcyjnej 

w 100-krotnym nadmiarze molowym w stosunku do pre-mir-21 (Rys. 4.15.). Najniższą 

aktywność wykazywał AL-16-1, który w najwyższym testowanym stężeniu (10 µM) 

hamował uwalanianie miR-16-1 jedynie o ~50% (Rys. 4.15.). 
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Jak zaznaczono wcześniej, testowane 12-mery zostały zaprojektowane w taki 

sposób, by ich sekwencje były komplementarne do rejonów apikalnych wybranych            

pre-miRNA. Różnice w strukturze pierwszo- i drugorzędowej poszczególnych 

prekursorów, a co za tym idzie zdolność rejonu apikalnego do tworzenia wiązań 

wodorowych, mogły decydować o tym, że AL-16-1 i AL-21 były gorszymi inhibitorami 

niż AL-33a i AL-210. By zweryfikować, czy badane 12-mery są w stanie wydajnie 

oddziaływać z pre-miRNA, przeprowadzono analizę techniką EMSA. Znakowane 

radioizotopowo 12-mery inkubowano ze 100-krotnym molowym nadmiarem                        

pre-miRNA i rozdzielano w żelach PAA w warunkach natywnych. Na podstawie 

uzyskanych radiogramów stwierdzono, że AL-33a i AL-210 wydajnie hybrydyzowały 

do, odpowiednio: pre-mir-33a i pre-mir-210 (Rys. 4.16.). Dupleks                                            

AL-21 • pre-mir-21 tworzył się nieznacznie mniej efektywnie, natomiast nie 

zaobserwowano oddziaływania pomiędzy AL-16-1 i pre-mir-16-1 (Rys. 4.16.).  

 

        

 

Rysunek 4.16. Badanie oddziaływań pomiędzy pre-miRNA i komplementarnymi 12-nt 

oligomerami RNA 

Wynik testu EMSA z udziałem zaprojektowanych 12-merów (AL) i odpowiednich pre-miRNA. 

Wyznakowane radioizotopowo 12-mery inkubowano w 37°C w samym buforze reakcyjnym (-) 

lub ze 100-krotnym molowym nadmiarem komplementarnego pre-miRNA (+). Wskazano 

pozycję prążków odpowiadających wolnym oligomerom oraz ich kompleksom z pre-miRNA. 

Na podstawie [450]. 

 

Uzyskane wyniki korespondują z teoretycznymi temperaturami topnienia (Tm) 

dupleksów AL • pre-miRNA wyznaczonymi w kalkulatorze HyTher 

(http://ozone3.chem.wayne.edu). Wartości Tm obliczone przy standardowych 

ustawieniach programu wynosiły odpowiednio: 35,3°C dla AL-16-1, 47,7°C dla AL-21, 

69,5°C dla AL-33a i 76,5°C dla AL-210 (Rys. 4.14.). Zestawiając wyniki badań 

oceniających potencjał inhibitorowy oligomerów oraz wyniki rozdziału RNA w żelach 

http://ozone3.chem.wayne.edu/
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poliakrylamidowych w warunkach natywnych, a także przewidywane wartości Tm 

można zauważyć, że wydajność inhibicji jest w dużej mierze determinowana przez 

stabilność dupleksu AL • pre-miRNA. W związku z tym przeprowadzono serię 

analogicznych eksperymentów, wykorzystując w nich oligomery o sekwencjach 

identycznych jak testowane wcześniej oligomery AL, ale zbudowane w całości                       

z nukleotydów posiadających grupę metylową przyłączoną kowalencyjnie do atomu 

tlenu w pozycji 2′ rybozy (2OMeAL). 2′-O-metylacja wprowadzona do łańcucha 

polinukleotydowego zmienia właściwości fizyko-chemiczne oligomerów, wpływając 

między innymi na ich zwiększoną odporność na hydrolizę alkaliczną czy ataki nukleaz, 

a także podwyższając wartości Tm dupleksów o ~1-4°C w przeliczeniu na pojedynczą 

modyfikację [453-455]. Wartości Tm obliczone dla poszczególnych dupleksów 

2OMeAL • pre-miRNA wynosiły odpowiednio: 47,4°C dla 2OMeAL-16-1, 56,1°C dla 

2OMeAL-21, 82,0°C dla 2OMeAL-33a i 87,1°C dla 2OMeAL-210. Jeżeli parametr Tm 

jest istotnym czynnikiem decydującym o potencjale inhibitorowym 12-merów, ich                          

2′-O-metylowane pochodne powinny wydajniej hamować cięcie badanych pre-miRNA 

przez Dicer. 

Potencjał inhibitorowy modyfikowanych cząsteczek oceniano w standardowych 

reakcjach cięcia pre-miRNA przez Dicer, w których stosunek pre-miRNA:2OMeAL 

wynosił odpowiednio: 1:1, 1:10 i 1:100 (Rys. 4.17.). Zgodnie z przewidywaniami, 

wyniki tych badań wykazały zwiększoną inhibicję powstawania miRNA w reakcjach 

z 2OMeAL w porównaniu do wyników uzyskanych dla ich niemodyfikowanych 

odpowiedników. Efekt ten był szczególnie widoczny dla 2OMeAL-21. W rekacjach,                         

w których 2OMeAL-21 obecny był w stężeniu 0,1 µM i 1 µM (stosunek molowy 

2OMeAL-2 : pre-mir-21 – 1:1 i 1:10, odpowiednio) zanotowano o ~30-40% wyższy 

spadek poziomu miR-21 w porównaniu do analogicznych reakcji z  AL-21 (por. Rys. 

4.15. i Rys. 4.17.). Zwiększenie aktywności inhibitorowej nie dotyczyło jednak 

wszystkich testowanych cząsteczek. W przypadku oligomeru zaprojektowanego dla           

pre-mir-16-1, który w zaprezentowanych wcześniej badaniach z niemodyfikowanymi                

12-merami okazał się najmniej wydajnym z testowanych inhibitorów, 2′-O-metylacja 

jedynie nieznacznie (~10%) zwiększyła jego zdolność do hamowania cięcia                              

pre-mir-16-1.  
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Wpływ 2′-O-metylacji inhibitorów na wydajność tworzenia i stabilność 

dupleksów  2OMeAL • pre-miRNA oceniano w testach EMSA (Rys. 4.18.). Otrzymane 

wyniki dowiodły, że metylowane oligomery hybrydyzowały do pre-miRNA wydajniej 

niż cząsteczki niemodyfikowane. Obserwacja ta dotyczyła także pary:                           

2OMeAL-16-1/pre-mir-16-1, dla której na radiogramie uwidoczniono prążek 

i charakterystyczne smużenie materiału, świadczące o tworzeniu się nietrwałego 

dupleksu. Dla porównania, AL-16-1, w zastosowanych warunkach eksperymentalnych, 

nie tworzył kompleksu z pre-mir-16-1 (Rys. 4.16.).  

 

      

 

Rysunek 4.17. Badanie potencjału inhibitorowego 12-nt oligomerów z serii 2′-O-metylo 

Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w których pre-miRNA trawione były przez Dicer                    

w obecności 12-nt oligomerów z serii 2′-O-metylo (2OMeAL) komplementarnych do rejonu 

apikalnego prekursorów. Trójkątami oznaczono zmianę stężenia wskazanego oligomeru                      

(0,1 µM, 1 µM, 10 µM). (K-) reakcja kontrolna bez dodatku enzymu i potencjalnego inhibitora, 

(K+) reakcja z Dicer, bez potencjalnego inhibitora. Wykresy przedstawiają wydajność 

tworzenia miRNA w reakcjach z 2OMeAL w odniesieniu do K+ (100%). Słupki błędów 

odpowiadają odchyleniu standarowemu obliczonemu na podstawie wyników uzyskanych                     

w trzech niezależnych powtórzeniach eksperymentu. Na podstawie [450]. 
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Rysunek 4.18. Badanie oddziaływania pomiędzy pre-miRNA i komplementarnymi 12-nt 

oligomerami z serii 2′-O-metylo-RNA 

Wynik testu EMSA, w którym analizowano zdolność 12-merów z serii 2′-O-metylo (2OMeAL) 

do wiązania odpowiednich pre-miRNA. Wyznakowane radioizotopowo 12-mery inkubowano w 

37°C w samym buforze reakcyjnym (-) lub ze 100-krotnym molowym nadmiarem 

komplementarnego pre-miRNA (+). Na rysunku wskazano pozycję prążków odpowiadających 

wolnym oligomerom oraz ich kompleksom z pre-miRNA. Na podstawie [450]. 

 

Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, że zdolność oligomeru do 

hamowania cięcia pre-miRNA przez Dicer zależy od wydajności tworzenia się                         

i stabilności dupleksu oligomeru z pre-miRNA. W tym kontekście zastanawiająca była 

niewielka poprawa inhibicji obserwowana dla 2OMeAL-16-1 (por. Rys. 4.15.                  

i Rys. 4.17.), mimo że wartości Tm obliczone dla dupleksów AL-16-1• pre-mir-16-1                               

i 2OMeAL-16-1• pre-mir-16-1 różnią się aż o 12°C. Co więcej, biorąc pod uwagę 

wartości Tm, dupleks tworzony przez 2OMe-AL-16-1 i pre-mir-16-1 powinien być 

teoretycznie tak samo stabilny termodynamicznie, jak dupleks tworzony przez AL-21                    

i pre-mir-21 (Tm = 47.4°C i Tm = 47.7°C, odpowiednio). Mimo to,  AL-21 inhibował 

powstawanie miR-21 wydajniej niż czynił to 2OMe-AL-16-1 w przypadku miR-16-1 

(por. Rys. 4.15. i Rys. 4.17.). Powyższe obserwacje wskazują na to, że oprócz trwałości 

termodynamicznej  dupleksu inhibitor • pre-miRNA, również inne czynniki mogą 

decydować o efektywności hamowania powstawania miRNA. Aby zweryfikować 

słuszność tego twierdzenia zaprojektowano alternatywny 12-mer (2OMeAl-16-1_2) 

komplementarny do rejonu należącego do części apikalnej, ale leżącego bliżej ramienia 

5′ prekursora. Według przewidywań in silico fragment ten posiada inną aranżację niż 

miejsce hybrydyzacji dla AL-16-1; obejmuje bowiem krótki, 4-nt odcinek o strukturze 

helikalnej oskrzydlony fragmentami jednoniciowymi, podczas gdy w przypadku 

miejsca hybrydyzacji dla AL-16-1 struktura jednoniciowa występuje jedynie na końcu  
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3′ (Rys. 4. 19. A). Wartość Tm dupleksu 2OMeAL-16-1_2 i pre-mir-16-1 jest o prawie 

12°C wyższa niż w przypadku dupleksu 2OMeAL-16-1 i pre-mir-16-1.  

 

  

Rysunek 4.19. Porównanie potencjału inhibitorowego dwóch oligomerów z serii                           

2′-O-metylo komplementarnych do odmiennych fragmentów pre-mir-16-1 

A – Region oddziaływania 2OMeAL-16-1 (czerwony) i 2OMeAL-16-1_2 (niebieski)                             

z pre-mir-16-1. Zaznaczono miejsce cięcia pre-miRNA przez Dicer. Podano wartość 

teoretycznej temperatury topnienia (Tm) dupleksów 2OMeAL • pre-miRNA; B – Wyniki testu 

EMSA uzyskane dla 12-merów i  pre-mir-16-1 Wyznakowane radioizotopowo 2OMeAL 

inkubowano w samym buforze reakcyjnym (-) lub ze 100-krotnym molowym nadmiarem pre-

mir-16-1 (+). Wskazano pozycję prążków odpowiadających wolnym oligomerom oraz ich 

kompleksom z pre-miRNA; C – Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w których pre-mir-16-1 

trawiony był przez Dicer w obecności 2OMeAL-16-1 lub 2OMeAL-16-1_2. Trójkątami 

oznaczono zmianę stężenia wskazanego oligomeru (0,1 µM, 1 µM, 10 µM). (K-) reakcja 

kontrolna bez dodatku enzymu i potencjalnego inhibitora, (K+) reakcja z Dicer, bez 

potencjalnego inhibitora. Wykresy przedstwiają wydajność tworzenia miRNA po normalizacji 

względem K+ (100%). Słupki błędów odpowiadają odchyleniu standarowemu obliczonemu na 

podstawie wyników uzyskanych w trzech niezależnych powtórzeniach eksperymentu. Na 

podstawie [450]. 
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Analiza oddziaływań inhibitor • pre-mir-16-1 przeprowadzona                                        

z wykorzystaniem testu EMSA wykazała, że 2OMeAL-16-1_2  tworzył dupleks                          

z pre-mir-16-1 o wiele wydajniej niż 2OMeAl-16-1 (Rys. 4. 19. B). Zgodnie                                      

z oczekiwaniami, znalazło to swoje odzwierciedlenie w ich zdolności do inhibicji 

procesu wycinania miRNA przez Dicer; 2OMeAL-16-1_2 okazał się efektywniejszym 

inhibitorem niż 2OMeAL-16-1 (Rys. 4.19. C). Różnica pomiędzy oboma oligomerami 

była szczególnie widoczna w reakcjach, w których zastosowano 10- i 100-krotny 

molowy nadmiar 2OMeAL w stosunku do pre-miRNA; 2OMeAL-16-1_2 w stężniu 

1 µM i 10 µM hamował powstawanie miR-16-1 w ~60% i 95% (odpowiednio) 

w porównianiu do reakcji kontrolnej (K+), podczas gdy w analogicznych warunkach dla 

2OMeAL-16-1 spadek poziomu produkcji miRNA wynosił jedynie ~35% i 50%. 

 

 IV-2-4-2. Badania potencjału inhibitorowego 12-merów prowadzone z wykorzystaniem 

lizatów komórkowych 

Przedstawione tej pory wyniki jasno wykazały, że krótkie oligomery 

komplementarne do rejonu apikalnego pre-miRNA są w stanie hamować powstawanie 

miRNA w reakcjach z rekombinowaną Dicer in vitro. Ten układ eksperymentalny jest 

jednak niezwykle uproszczony w porównaniu do warunków panujących w żywej 

komórce. W związku z tym zdecydowano się sprawdzić, czy zaprojektowane inhibitory 

będą aktywne w warunkach zbliżonych do fizjologicznych, tj. w lizatach komórkowych, 

dokładniej – we frakcji cytoplazmatycznej, która zawiera większość obecnej                            

w komórkach Dicer. Do badań wybrano linię komórek HeLa (linia ludzkich komórek 

nabłonkowych pochodzących z raka szyjki macicy). Komórki hodowane                                  

w odpowiednio suplementowanej pożywce, przy stanie ~80% konfluencji zbierano                   

i poddawano lizie. W wyniku wirowania różnicowego uzyskiwano frakcję 

cytoplazmatyczną, która stanowiła materiał do dalszych badań (tzw. preparat 

komórkowy). Ocenę aktywności inhibitorowej poszczególnych 2OMeAL 

przeprowadzono w reakcjach z pre-miRNA wyznakowanymi radioizotopowo oraz 

komórkowym preparatem Dicer. Analogicznie jak dotychczas, we wszystkich reakcjach 

ilość podawanego białka (w tym przypadku, całkowitego białka oznaczonego                           

w preparacie) pozostawała taka sama, zmieniał się natomiast stosunek molowy                        

pre-miRNA:2OMeAL (odpowiednio: 1:1, 1:10, 1:100). Mieszaniny reakcyjne 
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rozdzielano w denaturujących żelach PAA, a poziom inhibicji szacowano w odniesieniu 

do reakcji kontrolnej (K+), w której pre-miRNA inkubowano jedynie w lizacie 

komórkowym (Rys. 4.20.).  

 

      

Rysunek 4.20. Badanie potencjału inhibitorowego zaprojektowanych 12-nt merów z serii 

2′-O-metylo we frakcji cytoplazmatycznej lizatów komórkowych 

Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w których pre-miRNA trawione były przez Dicer                       

w obecności 12-merów z serii 2′-O-metylo (2OMeAL) komplementarnych do rejonu apikalnego 

prekursorów. Trójkątami oznaczono zmianę stężenia wskazanego oligomeru (0,1 µM, 1 µM,                 

10 µM). (K-) reakcja kontrolna bez dodatku enzymu i potencjalnego inhibitora, (K+) reakcja                

z Dicer, bez potencjalnego inhibitora. Wykresy przedstwiają wydajność tworzenia miRNA                

w reakcjach z 2OMeAL po normalizacji względem K+ (100%). Słupki błędów odpowiadają 

odchyleniu standarowemu obliczonemu na podstawie wyników uzyskanych w trzech 

niezależnych powtórzeniach eksperymentu. Na podstawie [450]. 

 

Wyniki uzyskane w trzech powtórzeniach technicznych potwierdziły, że badane 

oligomery były w stanie wydajnie hamować proces wyzwalania miRNA przez Dicer. 

Najlepszymi inhibitorami okazały się 2OMeAL-16-1_2 i 2OMe-AL-210, które przy 

najwyższym zastosowanym stężeniu (10µM) prawie całkowicie (~95%) hamowały 

powstawanie odpowiedniego miRNA. Zależność poziomu inhibicji cięcia pre-miRNA 

od stężenia 2OMeAL w przypadku tych dwóch oligomerów była niemal identyczna,               

tj. w reakcjach, w których stężenie oligomeru wynosiło 0,1 µM, 1 µM i 10 µM 

zanotowano spadek poziomu miRNA o, odpowiednio: ~20-30%, ~75% i ~95%.                    
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W przypadku 2OMeAL-21 nie zaobserwowano znaczących różnic w wydajności 

inhibicji w poszczególnych próbach; szczególnie w stężeniach: 1 µM i 10 µM oligomer 

ten powodował spadek poziomu miR-21 o ~70-80% w porównaniu do reakcji 

kontrolnej bez jego udziału. Najmniej efektywnym inhibitorem okazał się                          

2OMeAL-33a, który w najwyższym stężeniu hamował powstawanie miR-33a jedynie                 

z ~55% wydajnością. Analizując otrzymane wyniki należy jednak zwrócić uwagę, że 

pre-mir-33a był bardzo nieefektywnie hydrolizowany przez Dicer, co może być 

związane z obecnością w preparacie inhibitorów pochodzenia komórkowego, które 

interferowały z badanym procesem [456].  

 

IV-2-4-3. Badanie selektywność działania 12-merów hamujących powstawanie miRNA 

w reakcjach z ludzką rybonukleazą Dicer 

Biorąc pod uwagę fakt, że testowane 12-mery zostały zaprojektowane, by 

oddziaływać z wybranymi pre-miRNA, a tym samym, w założeniu, selektywnie 

hamować ich cięcie przez Dicer, cechą, która obok wydajności inhibicji powinna być 

brana pod uwagę przy ocenie potencjału inhibitorowego jest także zdolność do 

interferowania w proces powstawania innych miRNA. W związku z powyższym, 

przeprowadzono serię dodatkowych eksperymentów, w których sprawdzano, czy 

testowane 12-mery wpływają na cięcie przez Dicer pre-miRNA innych niż te, wobec 

których zostały zaprojektowane. Do przeprowadzenia rekacji wykorzystano 

komórkowy preparat Dicer, a stosunek molowy pre-miRNA:oligomer wynosił 1:100. 

Otrzymane wyniki wykazały, że 2OMeAL-16-1_2, 2OMeAL-21 i 2OMe-AL-33a 

działały w sposób selektywny, tj. hamowały cięcie pre-miRNA wobec, którego były 

zaprojektowane, natomiast nie hamowały cięcia innych badanych prekursorów                     

(Rys. 4. 21.). Jedynie 2OMeAL-210 obniżał o ≥50% powstawanie wszystkich czterech 

miRNA. 

Wyniki wcześniejszych analiz wykazały, że oligomery krótsze niż ~20 nt nie są 

wydajnie wiązane przez Dicer (Rys. 4.4.), zatem zasadnym wydaje się stwierdzenie, że 

efekty inhibitorowe obserwowane w przypadku testowanych12-merów wynikają przede 

wszystkim z ich oddziaływania z pre-miRNA. By dodatkowo zweryfikować słuszność 

tej hipotezy, zbadano, czy zaprojektowane 12-merów mogą oddziaływać z Dicer. 
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Mieszaniny zawierające wyznakowane radioizotopowo 12-mery z serii 2′-O-metylo 

(2OMeAL) i Dicer (preparat bakulowirusowy) poddano rozdziałowi 

elektroforetycznemu w żelach PAA w warunkach natywnych. Otrzymane wyniki 

potwierdziły brak oddziaływania pomiędzy rybonukleazą a 2OMeAL-16-1_2, 

2OMeAL-21 i 2OMeAL-33a (Rys. 4.22.). W przypadku 2OMeAL-210 stwierdzono, że 

wraz ze wzrostem stężenia Dicer w mieszaninie reakcyjnej, na radiogramie widoczny 

jest przyrost intensywności prążków odpowiadających najprawdopodobniej 

kompleksom 2OMeAL-210 z Dicer (Rys. 4.22.).  

 

 

 

Rysunek 4.21. Badanie selektywności działania 12-nt oligomerów z serii 2′-O-metylo 

w reakcjach z Dicer obecną we frakcji cytoplazmatycznej lizatów komórkowych 

Wynik analizy mieszanin reakcyjnych, w których pre-miRNA były cięte przez Dicer                             

w obecności wskazanych 12- merów serii 2′-O-metylo (2OMeAL). Stosunek molowy 

2OMeAL:pre-miRNA wynosił 100:1. (K-) reakcja kontrolna bez dodatku enzymu 

i potencjalnego inhibitora, (K+) reakcja z Dicer, bez potencjalnego inhibitora. Wykresy 

przedstwiają wydajność tworzenia miRNA w reakcjach z 2OMeAL po normalizacji względem 

K+ (100%). Słupki błędów odpowiadają odchyleniu standarowemu obliczonemu na podstawie 

wyników uzyskanych w trzech niezależnych powtórzeniach eksperymentu. Na podstawie [450]. 
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Rysunek 4.22. Badanie oddziaływania 12-nt oligomerów z serii 2′-O-metylo z Dicer 

Wynik rozdziału elektroforetycznego prób, w których znakowane radioizotopowo 12-mery                  

z serii 2′-O-metylo (2OMeAL) inkubowano bez (K-) lub z Dicer (trójkątem oznaczono zmianę 

stężenia Dicer: 250 nM, 300 nM, 450 nM). Wskazano pozycję prążków odpowiadających 

poszczególnym oligomerom oraz kompleksom 2OMeAL-210 z Dicer. Na podstawie [450]. 

 

 

IV-2-4-4. Badanie mechanizmu działania AL-210 

Zgromadzone wyniki wykazały, że 2OMeAL-210 hamował powstawanie 

wszystkich testowanych  miRNA z co najmniej 50% wydajnością. Wbrew 

wcześniejszym wynikom wskazującym, że Dicer nie tworzy kompleksów z tak krótkimi 

cząsteczkami RNA jak 12-mery (Rys. 4.4.), analiza przeprowadzona w żelach PAA              

w warunkach natywnych wykazała, że 2OMeAL-210 jest wiązany przez Dicer (Rys. 

4.22). Zastosowane podejście badawcze nie pozwalało jednak stwierdzić, w jakiej 

formie 2OMeAL-210 był wiązany przez Dicer. 

Oddziaływanie 2OMeAL-210 z Dicer może, przynajmniej częściowo, tłumaczyć 

hamowanie przez ten 12-mer powstawania wszystkich czterech analizowanych miRNA, 

szczególnie w eksperymentach z pre-mir-16-1, pre-mir-21 i pre-mir-33a. Nie można 

jednak wykluczyć, że inhibicja cięcia wymienionych pre-miRNA wynika również, 

podobnie jak w przypadku pre-mir-210, z oddziaływania tych prekursorów                            

z 2OMeAL-210. W kolejnym etapie sprawdzono zatem, czy 2OMeAL-210 może 

tworzyć dupleks nie tylko z pre-mir-210, wobec którego był projektowany, ale także                  

z pozostałymi testowanymi pre-miRNA, czyli: pre-mir-16-1, pre-mir-21, pre-mir-33a. 

Analizy in silico wykazały, że z uwagi na częściową komplementarność sekwencji,                          

AL-210 może oddziaływać z ramieniem 3′ zarówno pre-mir-16-1, jak i pre-mir-21 

(Załącznik 7.). Aby sprawdzić, czy w przyjętych warunkach reakcyjnych dochodzi do 
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hybrydyzacji tych cząsteczek, 2OMeAL-210 oraz odpowiedni pre-miRNA 

wyznakowany radioizotopowo na końcu 5′ inkubowano przez 15 min w 37°C w buforze 

zawierającym Mg
2+

, a następnie rozdzielano w żelach PAA w warunkach natywnych. 

Wyniki tych analiz wykazały, że 2OMeAL-210 może tworzyć stabilny dupleks jedynie 

z pre-mir-210 (Rys. 4.23.). Nie stwierdzono natomiast, by w zastosowanych warunkach 

reakcyjnych oligomer ten oddziaływał z którymkolwiek z pozostałych trzech 

testowanych pre-miRNA, tj.: pre-mir-16-1, pre-mir-21, pre-mir-33a (Rys. 4.23.). 

W świetle zebranych wyników (Rys. 4.21.-4.23.) wydaje się, że prawdopodobny 

mechanizm działania AL-210 w reakcjach z prekursorami: miR-16-1, miR-21                              

i miR-33a oparty jest na potencjale tego oligomeru do oddziaływania z Dicer, nie 

wynika natomiast z bezpośredniego oddziaływania tego 12-meru z pre-miRNA. W tym 

kontekście pojawia się pytanie, w jakiej formie AL-210/2OMeAL-210 jest wiązany 

przez Dicer. Koncepcja hamowania dojrzewania miRNA przez oligomery odziałujące 

z rejonem apikalnym określonych pre-miRNA zakłada, że 12-mery występują 

w środowisku reakcyjnym w postaci jednoniciowej. Analiza bioinformatyczna 

wykazała, że testowane 12-mery, z uwagi na częściową samokomplementarnośc 

sekwencji, posiadają potencjał do tworzenia dimerów, przy czym najniższą energią 

swobodną charakteryzują się struktury przewidziane dla AL-33a i AL-210 

(Załącznik 8.). Możnaby zatem założyć, że w wyższych stężeniach, wspomniane 

oligomery występują w formie dimerów i w takiej postaci AL-210 oddziałuje z Dicer. 

 

                                    

Rysunek 4.23. Badanie oddziaływania 2OMeAL-210 z pre-mir-16-1, pre-mir-21,                         

pre-mir-33a i pre-mir-210 

Wynik testu EMSA dla 2OMeAL-210  i wskazanych pre-miRNA. Wyznakowane 

radioizotopowo  pre-miRNA inkubowano w samym buforze reakcyjnym (-) lub z 100-krotnym 

molowym nadmiarem 2OMeAL-210 (+). Zaznaczono pozycję prążków odpowiadających 

wolnym prekursorom oraz kompleksom 12-meru z pre-mir-210. 
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Aby sprawdzić, czy w  warunkach reakcyjnych stosowanych podczas oceny 

potencjału inhibitorowego 12-mery występują w formie jedno- czy dwuniciowej, 

oligomery z serii 2′-O-metylo-RNA inubowano w 37°C w buforze reakcyjnym dla 

Dicer, a następnie poddano rozdziałowi elektroforetycznemu w natywynych żelach 

PAA. Dla każdego oligomeru przeprowadzono serię reakcji, w których ilość 

znakowanego RNA była stała (10 000 cpm), natomiast zmieniało się stężenie RNA 

niewyznakowango (0,01 µM, 1 µM, 10 µM). Uzyskane wyniki pozwoliły stwierdzić, że 

2OMeAL-16-1_2 i 2OMeAl-21 w zastosowanych warunkach siły jonowej oraz 

temperatury pozostają w formie jednoniciowej (Rys.4.24.). W przypadku 2OMeAL-33a 

zaobserwowano, że wraz ze wzrostem stężenia RNA dochodzi najprawdopodobniej do 

dimeryzacji oligomeru – na radiogramie widoczne jest stopniowe zanikanie prążka 

odpowiadającego formie jednoniciowej RNA oraz pojawienie się prążka migrującego 

wolniej, mogącego odpowiadać dimerom. Dla 2OMeAL-210 na radiogramie 

stwierdzono obecność prążka ulokowanego znacznie wyżej niż należałoby się 

spodziewać w sytuacji, gdy dochodzi do dimeryzacji 12-meru (Rys. 4.24.,  prążki 

oznaczone (*)). Pozycja tego prążka pozwala sądzić, że może on odpowiadać 

strukturom wyższego rzędu tworzonym przez 2OMeAL-210. 

 

     

Rysunek 4.24. Wizualizacja 12-nt oligomerów z serii 2′-O-metylo w poddanych 

elektroforezie w żelach poliakryloamidowach w warunkach natywnych 

Rozdzielane mieszaniny zawierały wskazany oligomer wyznakowany radioizotopowo na końcu 

5′ oraz jego nieznakowaną formę w stężeniu: 0,01 µM, 0,1 µM, 1 µM, 10 µM (oznaczone 

trójkątem). Wskazano pozycję prążków odpowiadających formie jednoniciowej (ssRNA) 

i dwuniciowej (dsRNA) oligomerów oraz strukturze wyższego rzędu tworzonej przez 

2OMeAL-210 (*). 
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Biorąc pod uwagę uzyskane wyniki, zadano pytanie o to, co wyróżnia AL-210 

spośród pozostałych badanych 12-merów. Analiza sekwencji nukleotydowych 

poszczególnych AL wykazała, że AL-210 cechuje się wysoką zawartością guaniny, 

która stanowi aż 58% zasad azotowych  wchodzących w skład tego oligomeru (7/12 

reszt azotowych, Rys. 4.25.). Dla porównania w cząsteczce AL-33a guanina stanowi 

~33% zasad azotowych (4/12), natomiast w cząsteczkach AL-16-1_2 i AL-21 jedynie 

~17% (2/12). Co więcej, reszty guanozynowe nie są rozmieszczone równomiernie 

w sekwencji AL-210 – ponad połowa z nich znajduje się na końcu 5′ oligomeru, 

tworząc ciąg czterech guanozyn (GGGGCAGCCAG).  

Rysunek 4.25. Wykresy obrazujące udział poszczególnych zasad azotowych w strukturze 

wskazanych 12-merów. 

 

Powyższe cechy budowy AL-210 stanowiły przesłankę, by przypuszczać, że 

oligomer ten może przyjmować strukturę G-kwadrupleksu. W celu weryfikacji tej 

hipotezy wykorzystano barwnik – N-metylomezoporfirynę IX (NMM), tj. anionową 

pochodną porfiryny selektywnie oddziałującą z G-kwadrupleksami o topologii 

równoległej [457], charakteryzującej prawie wszystkie G-kwadrupleksy RNA [458]. 

Analizie poddano cztery  12-mery z serii RNA (AL-16-1_2, AL-21, AL-33a, AL-210) 

oraz 2OMe-AL-210. Kontrolę pozytywną stanowił oligomer QU14 – 14-nt cząsteczka 

RNA, która, zgodnie z danymi literaturowymi, tworzy stabilny G-kwadrupleks                        

o topologii równoległej [459]. 400 pmol każdego z oligomerów inkubowano w buforze 

reakcyjnym dla Dicer, mieszaninę dzielono na pół i poddawano elektroforezie                       

w osobnych ścieżkach w natywnym żelu PAA. Po zakończonej elektroforezie żel 

dzielono na dwie części; jedną z nich barwiono w roztworze SybrGold w celu 

wizualizacji całkowitego RNA, podczas, gdy drugą, zawierającą takie same próby, 

inkubowano w roztworze NMM w celu wizualizacji prążków odpowiadających                   

3 

4 1 

4 

AL-33a 

2 

7 

3 

AL-210 

A 

G 

U 

C 

4 

2 3 

3 

AL-16-1_2 

5 

2 

3 

1 

AL-21 



Wyniki 

 

 

106 
 

G-kwadrupleksom. Na  Rys. 4.26. przedstawiono wyniki analizy przeprowadzonej dla 

wyżej wymienionych oligomerów. Na zdjęciu żelu barwionego NMM widoczne są 

prążki odpowiadające G-kwadrupleksom jedynie w ścieżkach, w których rozdzielano 

AL-210 i 2OMeAL-210 oraz kwadrupleks referencyjny – QU14.  

 

                

Rysunek 4.26. Wizualizacja kwasów nukleinowych za pomocą barwnika specyficznego 

wobec G-kwadrupleksów 

Wskazane oligomery inkubowano 15 min w 37°C w buforze zawierającym Na
+
 i  Mg

2+
, 

a następnie poddawano elektroforezie w warunkach natywnych. W celu uwidocznienia kwasów 

nukleinowych, żele barwiono w roztworze SybrGold (całkowity RNA) lub                                         

N-metylomezoprofiryny IX (NMM, barwnik specyficzny wobec kwadrupleksów o topologii 

równoległej). 

 

 

IV-2-5. Badanie wpływu oligomerów RNA zawierających sekwencje bodate w ciągi 

guanozyn na proces powstawania miRNA w reakcjach z ludzką rybonukleazą Dicer 

W świetle wyników przedstawionych dla AL-210/2OMe-AL-210 nasuwa się 

pytanie, czy G-kwadrupleksy RNA mogą interferować w proces powstawania miRNA 

w reakcjach z Dicer. By odpowiedzieć na to pytanie zdecydowano się sprawdzić wpływ 

szeregu oligomerów RNA przyjmujących strukturę G-kwadrupleksów na aktywność 

katalityczną Dicer in vitro. Do analiz wykorzystano sześć oligomerów o długości od 10 

do 22 nt, odpowiadających fragmentom ludzkiego RNA telomerowego: TER10, 
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TER12, TER18, TER18-2A, TER22 oraz 12-nt oligomer G4U4G4. Strutura                          

G-kwadrupleksów tworzonych przez wymienione oligomery jest znana i została 

szczegółowo scharakteryzowana w literaturze (Załącznik 9.). W pierwszym etapie 

sprawdzono, czy w przyjętych warunkach reakcji, oligomery te przyjmują strukturę G-

kwadrupleksów. W tym celu próby zawierające 400 pmol odpowiedniego RNA 

inkubowano w 37°C w buforze dla Dicer, a następnie rozdzielano w warunkach 

natywnych w żelach PAA. Wizualizacja kwasów nukleinowych z wykorzystaniem 

roztworu NMM potwierdziła, że w zastosowanych warunkach, wszystkie oligomery 

przyjmowały strukturę G-kwadrupleksów (Rys. 4.27.). 

 

     

Rysunek 4.27. Wizualizacja oligomerów przyjmujących strukturę G-kwadrupleksów 

Wskazane oligomery inkubowano 15 min w 37°C w buforze reakcyjnym dla Dicer i poddawano 

elektroforezie w warunkach natywnych. W celu uwidocznienia kwasów nukleinowych, żele 

barwiono w roztworze SybrGold (całkowity RNA) lub w roztworze N-metylomezoprofiryny IX 

(NMM, barwnik specyficzny wobec kwadrupleksów o topologii równoległej). 

 

 

Biorąc pod uwagę dotychczasowe wyniki wskazujące, że oddziaływania 

pomiędzy pre-miRNA i oligomerami RNA mogą istotnie wpływać na proces 

generowania miRNA przez Dicer, przeprowadzono szereg reakcji kontrolnych, 

sprawdzających, czy testowane oligomery przyjmujące strukturę G-kwadrupleksów 

mogą hybrydyzować do  pre-miRNA wykorzystywanych w badaniach. Prekursory, tj.: 

pre-mir-16-1, pre-mir-21, pre-mir-33a, pre-mir-210 znakowane radioizotopowo na 
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końcu 5′ inkubowano w samym buforze reakcyjnym dla Dicer (K-)  lub razem                        

z  komplementarnym 12-merem (odpowiednio: AL-16-1_2, AL-21, AL-33a, AL-210) 

bądź testowanym oligomerem (TER10, TER12, TER18, TER18-2A, TER22 lub 

G4U4G4) dodanymi w 100-krotnym molowym nadmiarze. Próby poddano 

elektroforezie w żelach PAA w warunkach natywnych. Uzyskane wyniki wykazały, że 

w zastosowanych warunkach reakcyjnych oligomery wybrane do badań nie 

hybrydyzowały do pre-mir-16-1, pre-mir-21 i pre-mir-33a (Rys. 4.28. A-C). Jedynie 

w przypadku pre-mir-210 na radiogramie zaobserwowano prążki wskazujące na 

tworzenie się kompleksów prekursora z oligomerami odpowiadającymi fragmentom 

RNA telomerowego (Rys. 4.28. D). 

 

                

 

Rysunek 4.28. Badanie oddziaływań pomiędzy pre-miRNA a oligomerami przyjmującymi 

strukturę G-kwadrupleksów 

Wyznakowane radioizotopowo pre-miRNA miRNA (A – pre-mir-16-1, B – pre-mir-21,                             

C – pre-mir-33a, D – pre-mir-210) inkubowano w samym buforze reakcyjnym (K-) lub ze                       

100-krotnym molowym nadmiarem komplementarnego 12-meru (K+), bądź wskazanego 

oligomeru. Zaznaczono pozycję prążków odpowiadających wolnym pre-miRNA. 

 

W kolejnym etapie przystąpiono do sprawdzenia wpływu wyselekcjonowanych 

oligomerów na reakcję hydrolizy wybranych ludzkich pre-miRNA przez Dicer. Dla 

każdego pre-miRNA (pre-mir-16-1, pre-mir-21, premir-33a, pre-mir-210) 

przygotowywano trzy mieszaniny reakcyjne, w których poziom znakowanego 

radioizotopowo prekursora był stały, natomiast zmieniało się stężenie testowanego 
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oligomeru przyjmującego strukturę G-kwadrupleksu, odpowiednio: 0,1 µM, 1 µM,                 

10 µM. Dodatkowo przeprowadzano reakcje kontrolne: kontrolę negatywną (K-) 

pozwalającą monitorować integralność substratu w trakcie inkubacji RNA w samym 

buforze reakcyjnym oraz kontrolę pozytywną (K+), na podstawie której ustalano 

poziom miRNA generowanego przez Dicer (Genlantis) pod nieobecność potencjalnego 

inhibitora. 

 

 

Rysunek 4.29. Badanie wpływu oligomerów o strukturze G-kwadrupleksów na proces 

cięcia pre-miRNA przez Dicer 

Potencjał inhibitorowy wskazanych oligomerów (TER10, TER12, TER18, TER18-2A, TER22, 

G4U4G4) oceniano w standarowych reakcjach cięcia pre-miRNA (A – pre-mir-16-1,                

B – pre-mir-21, C – pre-mir-33a, D – pre-mir-210) przez Dicer in vitro. Na wykresach 

przedstawiono wydajność powstawania poszczególnych miRNA obliczoną w odnienieniu do 

reakcji bez dodatku potencjalnego inhibitora. Kolorami oznaczono testowane stężenia 

wskazanego oligomeru (0,1 µM, 1 µM, 10 µM). Słupki błędów na wykresach odpowiadają 

odchyleniu standarowemu obliczonemu na podstawie wyników uzyskanych w trzech 

niezależnych powtórzeniach eksperymentu. 

 

Otrzymane wyniki wykazały, że wszystkie użyte oligomery wpływały na proces 

cięcia badanych pre-miRNA przez Dicer (Rys. 4.29.). Najwyższą inhibicję 

obserwowano w tych próbach, w których stężenia testowanych oligomerów były 

największe (1 µM i 10 µM), co może mieć związek z pozytywną zależnością tworzenia 
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się struktury G-kwadrupleksów od stężenia cząsteczki [460, 461] (Rys. 4.24, panel 

2OMeAL-210). Ta zależność może również odpowiadać za bardzo duże różnice                      

w wydajności powstawania miRNA w reakcjach, w których testowane oligomery były 

obecne w najniższym stężeniu (0,1 µM) w porównaniu do reakcji z wyższym stężeniem 

(1 µM lub 10 µM), co szczególnie wyraźnie widać na przykładzie pre-mir-33a                     

(Rys. 4.29. C). Ponadto, porównując wyniki otrzymane dla wszystkich czterech                   

pre-miRNA i testowanych oligomerów, widać wyraźnie, że poziom inhibicji 

wywieranej przez dany oligomer zależy od rodzaju substratu użytego w reakcji. 

W przypadku pre-mir-16-1 już przy najniższym stężeniu TER 18-2A, TER22 

i G4U4G4 zanotowano >50% obniżenie wydajności produkcji miRNA w porównaniu 

do reakcji kontrolnej (K+), (Rys. 4.29. A), podczas gdy w analogicznych warunkach dla 

pre-mir-33a i pre-mir-21 nie zaobserwowano inhibicji aktywności Dicer (Rys. 4.29. B-

C). W przypadku pre-mir-210, TER 18-2A i TER22 hamowały powstawanie miR-210 

jedynie o ~20%, natomiast G4U4G4 – o ~50% (Rys. 4.29. D). 

W świetle wyników wskazujących, że Dicer nie oddziałuje wydajnie                               

z oligomerami o długości mniejszej niż ~20 nt (Rys. 4.4.), szczególnie interesujące 

wydają się wartości inhibicji otrzymane dla najkrótszych z testowanych oligomerów,               

tj. TER10 (10 nt) i G4U4G4 (12 nt). Oba oligomery w najwyższym testowanym 

stężeniu (10 µM) niezwykle wydajnie (>80%) hamowały powstawanie wszystkich 

badanych miRNA (Rys. 4.29.). Na wcześniejszym etapie badań wykluczono możliwość 

oddziaływania tych cząsteczek z testowanymi pre-miRNA (Rys. 4.28.), co wskazuje na 

to, że za obserowaną inhibicję powstawania miRNA w reakcjach z TER10 i G4U4G4 

najprawdopodobniej odpowiada oddziaływanie tych dwóch oligomerów z Dicer. 

Weryfikacji tej hipotezy dokonano, przeprowadzając test EMSA z udziałem 

wspomnianych oligomerów i Dicer (preparat bakulowirusowy). TER10 i G4U4G4 

znakowane radioizotopowo na końcu 5′ inkubowano z białkiem (200 nM, 600 nM)       

w warunkach uniemożliwiających cięcie RNA (bufor bez Mg
2+

, 4°C) i rozdzielano 

elektroforetycznie w natywnych żelach PAA. Kontrolę pozytywną stanowił pre-mir-33a 

traktowany w analogiczny sposób, jak TER10 i G4U4G4. Ponadto dla każdego 

oligomeru przeprowadzo kontrolę negatywną, w której do mieszaniny reakcyjnej 

dodawano czynnik denaturujący białko (2% SDS), uniemożliwiając tworzenie się 

kompleksów rybonukleoporteinowych. Dla dwóch oligomerów (G4U4G4                   

i pre-mir-33a) przygotowano dodatkowe kontrole negatywne, w których RNA 
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inkubowano z białkiem niewiążącym kwasów nukleinowych, albuminą wołową (BSA, 

ang. bovine serum albumin) Wyniki przeprowadzonej analizy przedstawiono na 

Rys. 4.30. Na zaprezentowanym radiogramie można zidentyfikować prążki, które 

obecne są w próbach z Dicer bez czynnika denaturującego białko, natomiast nie 

występują one w próbach bez Dicer lub oraz w kontrolach z SDS lub BSA, co wskazuje 

na to, że najprawdopodobniej prążki te odpowiadają kompleksom oligomerów z Dicer. 

Uzyskane wyniki pozwalają sądzić, że Dicer posiada zdolność do oddziaływania 

z cząsteczkami kwasów nukleinowych o strukturze G-kwadrupleksów. Przeprowadzone 

analizy nie dostarczają jednak informacji na temat natury tych oddziaływań. 

 

                                 

 

Rysunek 4.23. Badanie oddziaływań oligomerów przyjmujących strukturę                                   

G-kwadrupleksów z Dicer 

Wyznakowane radioizotopowo oligomery (TER10, G4U4G4, pre-mir-33a) preinkubowano w  

buforze niezawierającym Mg
2+

 bez (-) lub z Dicer (200 nM, 600 nM; zmianę stężenia 

oznaczono trójkątami). W reakcjach kontrolnych obecny był czynnik denaturujący białko (2% 

SDS, +) lub BSA (10 µM). Wskazano pozycję prążków odpowiadających wolnym RNA oraz 

kompleksom RNA z Dicer. 



Dyskusja 

 

 

112 
 

V DYSKUSJA 

Rozwój organizmu, utrzymanie jego homeostazy i prawidłowa odpowiedź na 

czynniki zewnętrzne warunkowane są przez skoordynowaną, zarówno w czasie, jak 

i w przestrzeni, ekspresję wielu genów. Tę synchronizację zapewniają sieci 

regulatorowe, których istotnym elementem są miRNA. Odkrycie miRNA przyniosło 

falę zainteresowania biogenezą oraz funkcjonowaniem tych cząsteczek, zarówno 

w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych. Większość badań poświęconych 

regulacji powstawania miRNA skupia się na czynnikach o charakterze białkowym, 

które wpływają na aktywność podstawowych enzymów tego szlaku. Zdecydowanie 

mniej wiadomo na temat roli regulatorowej, jaką w procesie powstawania miRNA 

mogą odgrywać cząsteczki RNA. Poruszając ten problem, przede wszystkim zwraca się 

uwagę na znaczenie struktur: pri-miRNA i pre-miRNA dla wydajności i specyficzności 

cięcia przez Drosha [198, 205, 206, 211-225] i Dicer [258, 300, 355-357]. W tym 

kontekście rozpatrywano zatem poszczególne motywy sekwencyjne i strukturalne, 

charakteryzujące substraty obu RNaz, pod kątem ich znaczenia jako elementów                     

cis-regulatorowych. Jedynie w kilku pracach przedstawiono przykłady cząsteczek RNA 

działających jako czynniki trans-regulatorowe, wpływające na dojrzewanie 

pojedynczych lub większości miRNA obecnych w komórce. Badania te dotyczyły 

przede wszystkim etapu jądrowego biogenezy miRNA. Wykazano między innymi, że 

poziom let-7 w komórkach C. elegans podlega regulacji poprzez pozytywne sprzężenie 

zwrotne pomiędzy dojrzałym miRNA a pri-let-7 [225]. Z kolei dla mysiego                  

pri-mir-15a/16-1 oraz ludzkiego pri-mir-195, wykazano, że proces ich cięcia przez 

kompleks Mikroprocesora jest hamowany przez, odpowiednio, miR-709 [223] oraz 

lncRNA Uc.283+A [224], które, hybrydyzując do pierwotnych transkryptów, inicjują 

rearanżacje ich struktury i rekrutują inne czynniki regulatorowe. W przypadku etapu 

cytoplazmatycznego i cięcia pre-miRNA przez Dicer istnieją pojedyncze doniesienia 

o cząsteczkach RNA pochodzenia wirusowego, które funkcjonują jako inhibitory 

kompetycyjne rybonukleazy i prowadzą do deregulacji puli komórkowych miRNA 

[255, 342]. W ostatnim czasie postuluje się również rolę regulatorową tzw. miejsc 

pasywnego wiązania Dicer zidentyfikowanych w obrębie cząsteczek mRNA i lncRNA 

[341]. 
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Niewątpliwy potencjał oligonukleotydów do oddziaływania zarówno z Dicer, 

jak i z jej substratami, skłania do zadania pytania o rolę krótkich cząsteczek RNA 

w procesie dojrzewania miRNA. W toku badań prowadzonych wcześniej w Zakładzie 

Biologii Molekularnej i Systemowej IChB PAN w Poznaniu dokonano selekcji in vitro 

aptamerów RNA wiążących ludzką rybonukleazę Dicer oraz przeprowadzono wstępną 

charakterystykę wpływu wybranych oligomerów na aktywność tego enzymu (praca 

doktorska A. Tyczewskiej, IChB PAN, 2008). Uzyskane wyniki pozwoliły 

zidentyfikować w puli wyselekcjonowanych aptamerów cząsteczki, które stanowiły 

substrat dla Dicer i w związku z tym odgrywały rolę kompetytorów pre-miRNA oraz 

cząsteczki wiązane, ale niecięte przez enzym, które najprawdopodobniej funkcjonowały 

jako inhibitory allosteryczne Dicer. Szczególnie interesujące wyniki otrzymano dla 

dwóch spośród testowanych oligomerów: ATD_13.6 i ATD_15.52, które efektywnie 

i trwale hamowały powstawanie miR-210, podczas gdy ich wpływ na dojrzewanie 

innych testowanych miRNA był znacznie mniejszy [436]. Badanie mechanizmów 

warunkujących selektywność substratową wspomnianych aptamerów stanowiło 

pierwszy etap badań będących przedmiotem niniejszej rozprawy.  

ATD_13.6 jest wiązany przez Dicer, ale nie podlega cięciu przez tę 

rybonukleazę [436]. Testy kompetycyjne wykazały, że pre-miRNA (pre-mir-16-1,                   

pre-mir-21, pre-mir-33a) mogą wypierać ATD_13.6 z kompleksu z Dicer (Rys. 4.9.). 

Można zatem sądzić, że miejsca wiązania tego aptameru i prekursorów w obrębie 

enzymu są tożsame lub częściowo się pokrywają. Fakt, iż ATD_13.6 nie jest cięty przez 

Dicer najprawdopodobniej wynika ze struktury drugorzędowej aptameru, która, według 

przewidywań in silico, charakteryzuje się znacznie wydłużonym końcem 5′ (Rys. 4.7. 

B). Jak wiadomo, struktura końców substratu jest kluczowa dla związania cząsteczki 

RNA w orientacji umożliwiającej wydajne cięcie przez Dicer [260]. Model inhibicji 

kompetycyjnej, zakładający różne powinowactwo naturalnych substratów wobec Dicer, 

mógłby tłumaczyć wyniki wstępnych badań z udziałem ATD_13.6, tj. odmienny 

poziom inhibicji powstawania miRNA obserwowany w reakcjach z pre-mir-33a 

w porównaniu do pre-mir-210 [436]. Dalsze badania dowiodły jednak, że za znaczne 

zahamowanie cięcia pre-mir-210 przez Dicer w próbach z ATD_13.6 odpowiada 

odmienny mechanizm regulatorowy. Szczegółowe analizy oddziaływań ATD_13.6 

z Dicer i pre-mir-210 przeprowadzone techniką dot blot (Rys. 4.6.) oraz metodą 

elektroforezy w żelach PAA w warunkach natywnych (Rys. 4.9.), w połączeniu 
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z przewidywaniami in silico i mapowaniem enzymatycznym struktury drugorzędowej 

RNA (Rys. 4.7. B) wykazały, że ATD_13.6 tworzy dupleks z pre-mir-210 i w takiej 

formie jest wiązany przez Dicer. Dupleks ATD_13.6 • pre-mir-210 nie podlega cięciu 

przez Dicer, co może być podyktowane jego strukturą, która różni się znacząco od 

struktury typowych dwuniciowych substratów Dicer (Rys. 4.7. B). Brak wolnych 

końców nie stanowi przeszkody do utworzenia kompleksu z Dicer, natomiast 

uniemożliwia cięcie RNA przez enzym [288, 341, 462]. Na podstawie uzyskanych 

wyników stwierdzono zatem, że ATD_13.6 może współzawodniczyć z pre-miRNA 

o miejsce wiązania w obrębie enzymu, czyli funkcjonować na zasadzie inhibicji 

kompetycyjnej Dicer. Alternatywnie, ATD_13.6 może oddziaływać z substratami Dicer                 

i zmieniać ich strukturę, uniemożliwiając ich cięcie przez enzym. ATD_13.6 można 

zatem nazwać inhibitorem dwufunkcyjnym, tj. inhibitorem mogącym wpływać na 

proces powstawania miRNA zarówno poprzez wiązanie się z Dicer, jak i oddziaływanie 

z komplementarnymi pre-miRNA. 

Wyniki badań poświęconych selekcji in vitro i wstępnej charakterystyce 

aptamerów wiążących Dicer opublikowane w [436] spotkały się z zainteresowanie ze 

strony innych zespołów badawczych. Xu i wsp. zdecydowali się wykorzystać 

sekwencję ATD_13.6 do zaprojektowania narzędzia oligorybonukleotydowego 

inspirowanego działaniem systemu CRISPR/Cas9 [463]. Technologia CRISPR/Cas9 to 

metoda inżynierii genetycznej pozwalająca na wydajną i precyzyjną edycję genomu za 

pomocą kompleksu rybonukleinowego składającego się z endonukleazy Cas9 

i krótkiego RNA komplementarnego do wybranego fragmentu DNA [464-466]. Przez 

analogię, Xu i wsp. zaproponowali wykorzystanie kompleksu rybonukleoproteinowego 

tworzonego przez Dicer i cząsteczkę odpowiednio zaprojektowanego oligomeru RNA 

do degradacji wybranych komórkowych RNA [463]. Wspomniany oligomer zawiera 

dwa motywy funkcjonalne: motyw wiązany przez Dicer oraz motyw antysensowy, 

rozpoznający docelowe RNA. Motyw wiązany przez Dicer powinien zapewniać 

stabilne oddziaływanie oligomeru z białkiem, a jednocześnie nie ulegać cięciu przez ten 

enzym. Oba wymogi spełnia ATD_13.6, który, jak wspomniano, charakteryzuje się 

wysokim powinowactwem do Dicer (~ 600 nM), jednak nie stanowi jej substratu. 

W przytoczonych badaniach [463], Xu i wsp. wykorzystali oligomer RNA, w którym 

sekwencja motywu wiązanego przez Dicer jest identyczna z sekwencją ATD_13.6, 

natomiast sekwencja antysensowa jest komplementarna do MALAT-1                              
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(ang. Metatstasis-Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1) – lncRNA 

zaangażowanego między innymi w regulację ekspresji genów związanych z proliferacją 

i migracją komórek nowotworowych [467-469]. Wyniki badań przeprowadzonych                 

in vitro w hodowlach komórek HeLa oraz MDA-MB-231 (linia ludzkich komórek raka 

piersi) wykazały ~40% obniżenie poziomu MALT-1 w komórkach transfekowanych 

zaprojektowanym oligomerem w porównaniu do kontroli negatywnej, co wiązało się 

również ze spadkiem tempa proliferacji oraz zahamowaniem migracji tych komórek 

[463]. Dalsze badania wykazały, że obserwowane efekty były zależne od aktywności 

Dicer; w komórkach traktowanych testowanym oligomerem i shRNA hamującym 

powstawanie Dicer nie obserwowano spadku poziomu MALT-1 [463]. 

W zaprezentowanym przykładzie fragment cząsteczki odpowiadający ATD_13.6 

stanowił swego rodzaju pasywne miejsce związania Dicer umożliwiające zakotwiczenie 

rybonukleazy w sąsiedztwie transkryptu, który ma podlegać degradacji. Podejście to 

ilustruje możliwość wykorzystania wyselekcjonowanych aptamerów jako części 

składowych bardziej rozbudowanych narzędzi wpływających na funkcjonowanie Dicer 

w komórce i nakierowujących enzym na wybrane RNA. 

Drugi z aptamerów poddanych szczegółowym badaniom, ATD_15.52, na 

podstawie wyników wstępnych analiz został zaklasyfikowany jako kompetytor                      

pre-miRNA, współzawodniczący z nimi o utworzenie kompleksu z Dicer. W wyniku 

hydrolizy przez Dicer wiązania fosfodiestrowego pomiędzy A21 i G22 ATD_15.52 

generowane są dwa fragmenty: fragment 5′ o długości 21 nt i fragment 3′ o długości 35 

nt. Mimo cięcia ATD_15.52 przez Dicer, a więc obniżania poziomu kompetytora 

w mieszaninie reakcyjnej w miarę upływu czasu inkubacji, w reakcjach z pre-mir-210 

nie obserwowano znoszenia inhibicji powstawania miR-210 [436]. Dalsze analizy 

wykazały, że fragment 5′ uwalniany z ATD_15.52 przez Dicer może wiązać się do               

pre-mir-210 i hamować cięcie tego prekursora, podtrzymując inhibicję powstawania 

miR-210, wynikającą początkowo z kompetycji pomiędzy prekursorem a aptamerem 

(Rys. 4.10., Rys. 4.11. A). Przewidywania in silico wskazują, że do oddziaływania 

pomiędzy 5′-ATD_15.52 a pre-mir-210 dochodzi w części apikalnej prekursora 

(Rys. 4.11. B, Załącznik 5.). Przeprowadzone analizy wykazały również, że nie tylko 

fragment 5′ aptameru, ale także pełnej długości ATD_15.52 jest zdolny do 

oddziaływania z pre-mir-210 (Rys. 4.11. A, Rys. 4.12.). W tym kontekście ATD_15.52, 

podobnie jak ATD_13.6, może zostać zaklasyfikowany jako dwufunkcyjny inhibitor 
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procesu powstawania miRNA, tj. inhibitor wiązany przez Dicer oraz inhibitor 

zaburzający strukturę komplementarnych pre-miRNA.  

Przypadek ATD_15.52 jest przykładem sytuacji, gdy produkt metabolizmu 

inhibitora, (tu: cięcia aptameru przez rybonukleazę) posiada potencjał funkcjonalny 

i w określonych warunkach może wpływać na proces powstawania miRNA. 

W kontekście fizjologicznym, istnienie tego typu oligomerów, pozwalałoby na 

dwustopniową regulację dojrzewania miRNA, najpierw globalną, później selektywną. 

W pierwszym etapie, w wyniku związania oligomeru z Dicer, poprzez inhibicję na 

zasadzie kompetycji, regulacji podlegałaby znaczna część puli miRNA. Następnie, po 

przecięciu inhibitora przez Dicer możliwe byłoby utrzymywanie niskiego poziomu 

wybranych miRNA poprzez zahamowanie ich dojrzewania wynikające z oddziaływania 

pomiędzy uwolnionymi fragmentami inhibitora a odpowiednimi pre-miRNA. 

Niewykluczone, że tego typu fragmenty mogłyby również wpływać na biogenezę 

i funkcjonowanie miRNA za pomocą innych mechanizmów wymagających 

hybrydyzacji komplementarnych nici RNA. Istnienie opisanych powyżej regulatorów 

pozostaje w sferze domysłów, niemniej znane są przykłady endogennych RNA (mRNA, 

miRNA, tRNA), które oprócz pełnienia zdefiniowanych dla nich funkcji biologicznych, 

są również źródłem produktów degradacji określanych jako stabilne i funkcjonalne 

degradanty RNA [123, 470-472]. Degradanty tego typu powstają w wyniku przemian 

metabolicznych jakim podlegają wszystkie RNA w komórce, jednak na tle innych 

produktów degradacji wyróżnia je dłuższy czas półtrwania w komórce oraz, jak 

wskazują ostatnie badania, również potencjał funkcjonalny [473]. Jak wykazano, 

w komórkach Saccharomyces cerevisiae w warunkach stresu hipertonicznego 18-nt 

fragment pochodzący z mRNA TRM10 hamuje proces translacji poprzez bezpośrednie 

oddziaływanie z dużą podjednostką rybosomu [472]. Obniżenie tempa biosyntezy 

białek prowadzi do spowolnienia metabolizmu drożdży, co pozwala na zmianę profilu 

ekspresji kluczowych dla przeżycia genów i adaptację do niesprzyjających warunków 

solnych. U człowieka fragmenty mRNA (szczególnie odpowiadające rejonom 3′UTR), 

a także fragmenty miRNA czy tRNA identyfikowane są w puli egzosomalnych RNA 

[474-477]. Postuluje się, że po endocytozie egzosomów niektóre z degradantów mogą 

odgrywać rolę regulatorową, wpływając na lokalizację, stabilność i funkcjonowanie 

obecnych w komórce RNA [475-477]. Dodatkowo, głębokie sekwencjonowanie puli 

krótkich RNA pochodzących z ludzkich neutrofili i płytek krwi ujawniło obecność 
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w tych komórkach tzw. semi-miRNA (smiRNA), czyli cząsteczek RNA o długości 

12 nt odpowiadających  fragmentom 5′ miRNA: miR-223 i let-7 [470]. Wyniki analiz 

funkcjonalnych z udziałem smiR-223 wspierają hipotezę, że degradanty tego typu mogą 

odgrywać rolę naturalnych antysensowych RNA, wpływających na stabilność 

i aktywność komplementarnych miRNA [470]. 

Aktualny stan wiedzy na temat różnorodności strukturalnej i funkcjonalnej 

transkryptomu skłania do zadania pytania, czy w puli RNA obecnych w komórkach 

ludzkich znajdują się cząsteczki o sekwencjach wyselekcjonowanych aptamerów lub do 

nich podobne. Przeprowadzona pod tym kątem analiza in silico transkryptomu 

człowieka wykazała obecność transkryptów zawierających sekwencje o znacznym 

stopniu podobieństwa do sekwencji aptamerów regulujących aktywność Dicer, w tym 

do ATD_13.6 i ATD_15.52 (Załącznik 4.). W puli 68 transkryptów o sekwencjach 

wykazujących największe podobieństwo do wyselekcjonowanych aptamerów znalazły 

się między innymi wariant transkrypcyjny kodujący protokadherynę 21 (PCDH21) 

i wariant transkrypcyjny kodujący białko THAP4, przy czym 29-nt fragment PCDH21 

wykazuje 90% podobieństwo do ATD_13.6, natomiast 35-nt fragment THAP4 

wykazuje 80% podobieństwo do ATD_15.52. Badanie potencjału inhibitorowego 

oligomerów odpowiadających wspomnianym wyżej fragmentom naturalnych 

transkryptów (PCDH21_fr i THAP4_fr) potwierdziło ich zdolność do hamowania 

powstawania miR-210 w reakcjach z Dicer (Rys. 4.13. A). Ze względu na 

komplementarność sekwencji pomiędzy testowanymi oligomerami a użytym 

w reakcjach prekursorem (pre-mir-210), PCDH21_fr i THAP4_fr hamowały 

powstawanie miRNA poprzez bezpośrednie oddziaływanie z pre-miRNA i zaburzenie 

jego natywnej struktury, uniemożliwiające cięcie przez Dicer. Potencjalnie jednak, ze 

względu na długość obu oligomerów (~30 nt), mogą one być wiązane przez Dicer (Rys. 

4.4.), co stanowi przesłankę, by zaklasyfikować je do grona inhibitorów 

dwufunkcyjnych. 

Do tej pory brak dowodów, by endogenne transkrypty lub fragmenty 

transkryptów o długości zbliżonej do analizowanych oligomerów (~60-nt aptamerów 

czy ~30-nt PCDH21_fr i THAP4_fr) wpływały na aktywność Dicer in vivo. Wiadomo 

natomiast, że regulacja etapu cytoplazmatycznego biogenezy miRNA poprzez RNA 

oddziałujące z Dicer jest strategią wykorzystywaną przez niektóre wirusy w celu 
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obniżenia poziomów miRNA zaangażowanych w regulację odpowiedzi obronnej 

komórki oraz do ochrony własnych transkryptów niezbędnych w procesie replikacji 

[255, 342]. Ponadto doniesienia o tzw. miejscach pasywnego wiązania Dicer 

(zidentyfikowane w obrębie mRNA i lncRNA), sugerują, iż poziom aktywnego enzymu 

w cytoplazmie może być regulowany poprzez sekwestrację Dicer [341]. Dzięki 

specyficznej strukturze, RNA będący miejsem pasywnego wiązania przyłącza Dicer, nie 

jest jednak przez nią cięty. Podobnie, jak w przypadku ATD_13.6 umożliwia to 

blokowanie aktywności Dicer bez jednoczesnego generowania produktów cięcia (co 

następuje, gdy kompetytor stanowi substrat enzymu), które mogłyby interferować 

z innymi procesami biologicznymi i wywoływać niepożądane efekty.  

Istnieje wiele przykładów świadczących, iż podstawowym czynnikiem 

umożliwiającym cząsteczkom RNA pełnienie różnorodnych funkcji biologicznych jest 

ich niezwykły dynamizm konformacyjny [478]. Zmiany strukturalne (spowodowane: 

warunkami fizyko-chemicznymi środowiska [479-482], przyłączeniem specyficznych 

białek [483-485] lub czynników niebiałkowych [486] czy hydrolizą RNA [487, 488]), 

pozwalają cząsteczkom RNA pełnić funkcję binarnych przełączników sterujących 

przebiegiem wielu procesów komórkowych. Podobne efekty obserwowane są również 

w przypadku pre-miRNA. We Wstępie niniejszej pracy przedstawiono charakterystykę 

szeregu białek, które wpływają na strukturę pre-miRNA i w ten sposób promują lub 

hamują oddziaływanie prekursorów z Dicer i/lub ich cięcie przez tę rybonukleazę. 

Wyniki badań z udziałem ATD_13.6 i ATD_15.52 dowiodły, że również RNA może 

odgrywać rolę czynnika trans-regulatorowego i wpływać na proces powstawania 

miRNA zarówno poprzez sekwestrację Dicer, jak i poprzez bezpośrednie oddziaływanie 

z pre-miRNA. Wyniki otrzymane dla obu aptamerów, a także dla PCDH21_fr 

i THAP4_fr potwierdziły, że zmiany struktury pre-miRNA indukowane przyłączeniem 

komplementarnego oligomeru RNA mogą prowadzić do zahamowania cięcia tego 

prekursora przez Dicer in vitro.  

Powyższe obserwacje, a w szczególności wnioski płynące z badań z udziałem 

fragmentu 5′ ATD_15.52,  które pokazały, że do wydajnego hamowania powstawania                

miR-210 wystarczyła zaledwie 12-nt komplementarność pomiędzy regulowanym 

prekursorem a inhibitorem RNA, pozwalały sądzić, że na podobnej zasadzie można 

hamować proces powstawania innych miRNA. Aby zweryfikować tę hipotezę, 
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zaprojektowano cztery 12-nt oligomery RNA komplementarne do jednoniciowych 

rejonów obecnych w części apikalnej wybranych pre-miRNA: pre-mir-16-1,                        

pre-mir-21, pre-mir-33a i pre-mir-210 (Rys. 4.14.). Oligomery te nazwano 

odpowiednio: AL-16-1, AL-21, AL-33a, AL-210. W zaprezentowanych badaniach 

skupiono się na określeniu, czy rearanżacje struktury prekursorów indukowane 

przyłączeniem 12-merów mogą prowadzić do wydajnej inhibicji wyzwalania miRNA 

przez Dicer.  

Wyniki badań przeprowadzonych z wykorzystaniem rekombinowanego białka, 

jak również preparatu komórkowego jednoznacznie wykazały, że 12-mery 

komplementarne do fragmentów apikalnych pre-miRNA wydajnie hamowały cięcie 

tych prekursorów przez Dicer (por. Rys. 4.15., Rys. 4.17, Rys. 4.19. i Rys. 4.20.). 

Potwierdzono tym samym, że rejon apikalny pre-miRNA jest istotny dla rozpoznania 

substratu przez enzym. Jest to zgodne z doniesieniami literaturowymi wskazującymi, że 

pętla apikalna pre-miRNA jest zarówno jednym z kluczowych elementów 

determinujących interakcję z Dicer [300], jak i potencjalnym miejscem wiązania 

czynników regulatorowych [217, 228, 368-371, 378].  

Należy jednak zauważyć, że jeden spośród testowanych 12-merów, tj. AL-16-1, 

jedynie w niewielkim stopniu hamował proces cięcia przez Dicer komplementarnego 

prekursora (pre-mir-16-1), (Rys. 4.15.). Co ciekawe, już wcześniej Michlewski i wsp. 

wykazali, że oligomery komplementarne do pętli apikalnej pri-mir-16-1 nie hamowały 

cięcia tego transkryptu przez Drosha (w przeciwieństwie do oligomerów 

komplementarnych do pętli apikalnych szeregu innych pri-miRNA, między innymi               

pri-mir-18a i pri-let-7a-1) [216]. Autorzy przytoczonej publikacji postulowali, że 

obserwowany efekt wynikał z braku w rejonie pętli apikalnej pri-mir-16-1 

konserwatywnych elementów strukturalnych rozpoznawanych przez czynniki 

zaangażowane w dojrzewanie prekursora. W przypadku badań z udziałem Dicer, wyniki 

uzyskane w trakcie przygotowywania niniejszej rozprawy wskazują, że za niską 

aktywność inhibitorową AL-16-1 częściowo może odpowiadać skład nukleotydowy 

rejonu apikalnego pre-mir-16-1, w szczególności, duża zawartość AU w porównaniu do 

GC. Najprawdopodobniej z uwagi na tę dysproporcję, w zastosowanych warunkach 

eksperymentalnych (37°C) nie dochodziło do utworzenia stabilnego dupleksu                              

AL-16-1• pre-mir-16-1. W tym kontekście zastanawiające okazały się jednak wyniki 
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serii eksperymentów z udziałem analoga 2′-O-metylo AL-16-1 (2OMeAL-16-1). Mimo 

że wprowadzone modyfikacje znacząco podwyższyły teoretyczną wartość Tm dupleksu 

2OMeAL-16-1• pre-mir-16-1 (47,4°C) w porównaniu do AL-16-1• pre-mir-16-1 

(35,3°C), nie zaobserwowano znaczących różnic w zdolności 12-merów do wiązania 

pre-mir-16-1 (por. Rys. 4.16. i Rys. 4.18. C) lub hamowania procesu powstawania 

miRNA (por. Rys. 4.15. i Rys. 4.17.). Otrzymane wyniki sugerują, że projektując                

12-mer mający oddziaływać z pre-miRNA, nie można brać pod uwagę jedynie 

parametrów termodynamicznych poszczególnych cząsteczek i tworzonych przez nie 

dupleksów. Wniosek ten znalazł swoje potwierdzenie w badaniach z udziałem 

alternatywnego oligomeru, 2OMeAL-16-1_2. On również jest komplementarny do 

części apikalnej pre-mir-16-1, jednak w porównaniu do 2OMeAL-16-1, oddziałuje 

z rejonem bogatszym w GC. Miejsca hybrydyzacji dla 2OMeAL-16-1                                           

i 2OMeAL-16-1_2 różniły się nie tylko sekwencją nukleotydową, ale również 

organizacją przestrzenną łańcucha oligorybonukleotydowego (Rys. 4.19. A). Oba 

miejsca obejmowały krótki, 4-nt rejon heliakalny oraz fragmenty o strukturze 

jednoniciowej, które z założenia są łatwiej dostępne do oddziaływania z innymi 

cząsteczkami kwasów nukleinowych niż fragmenty dwuniciowe. Miejsce hybrydyzacji 

dla 2OMeAL-16-1 zawierało jeden rejon jednoniciowy (na końcu 3′), podczas gdy 

w przypadku 2OMeAL-16-1_2 zarówno koniec 5′, jak i 3′ oddziaływały z fragmentami 

jednoniciowych pętli (odpowiednio: bocznej i apikalnej). Badanie oddziaływań 

RNA•RNA przeprowadzone z wykorzystaniem testu EMSA wykazało, że                                

2OMeAL-16-1_2 wiązał się do pre-mir-16-1 znacznie wydajniej niż 2OMeAL-16-1 

(Rys. 4.19. B). Co więcej, znalazło to swoje odzwierciedlenie w efektywności działania 

12-merów; 2OMeAL-16-1_2 okazał się lepszym inhibitorem powstawania               

miR-16-1 niż 2OMeAL-16-1 (Rys. 4.19. C). Wyniki uzyskane dla 2OMeAL-16-1                            

oraz 2OMeAL-16-1_2 pozwalają stwierdzić, że oprócz siły oddziaływania inhibitora              

z pre-miRNA, również dostępność miejsca hybrydyzacji, a więc struktura cząsteczki 

docelowej, może być czynnikiem decydującym o efektywności inhibitorowej 

oligomeru.  

Powyższe obserwacje są spójne z wnioskami płynącymi z innych badań 

poświęconych kinetyce tworzenia się heterodupleksów RNA. Wykazano, że 

w przypadku hybrydyzacji krótkich, antysensowych oligomerów do dłuższych, 

ustrukturyzowanych RNA powinowactwo komplementarnych cząsteczek nie może być 
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wytłumaczone jedynie parametrami termodynamicznymi wynikającymi z długości 

i sekwencji oddziałujących RNA czy różnicami wartości energii swobodnej dupleksu 

i cząsteczek składowych [445, 489, 490]. Warunkiem koniecznym dla zainicjowania 

tworzenia się dupleksu jest brak zawad sterycznych w tzw. miejscu nukleacji, czyli 

rejonie łańcucha kwasu nukleinowego, gdzie tworzone są pierwsze wiązania wodorowe 

(tzw. oddziaływania inicjatorowe) pomiędzy zasadami azotowymi oddziałujących 

cząsteczek [490]. Istotna jest również trwałość termodynamiczna oddziaływań 

inicjatorowych, która decyduje o tym, czy dojdzie do propagacji dupleksu [490]. 

W przypadku 2OMeAL-16-1_2 potencjalnym miejscem nukleacji spełniającym 

powyższe warunki wydaje się ciąg GCG we wspomnianej wcześniej pętli bocznej                  

pre-mir-16-1. Kinetyka procesu hybrydyzacji komplementarnych lub częściowo 

komplementarnych nici kwasów nukleinowych wymaga analizy wielu czynników, 

szczególnie w sytuacji, gdy przynajmniej jedna z oddziałujących cząsteczek jest silnie 

ustrukturyzowana [491]. Złożoność tego zagadnienia ilustruje fakt występowania 

znaczących różnic pomiędzy wartościami Kd wyznaczonymi dla antysensowych 

oligomerów tej samej długości, których miejsca hybrydyzacji do komplementarnego 

RNA są przesunięte względem siebie zaledwie o jeden nukleotyd [445, 490, 491]. 

Postuluje się, że za efekt ten odpowiada drugo- i trzeciorzędowa struktura RNA, 

w szczególności organizacja przestrzenna miejsca hybrydyzacji i współosiowe 

oddziaływania warstwowe.  

Należy również zauważyć, że w środowisku komórkowym zarówno struktura, 

jak i proces hybrydyzacji komplementarnych cząsteczek RNA podlegają wpływom 

różnorodnych białek. Specyficzne helikazy czy białka opiekuńcze (ang. chaperons) 

mogą wspierać proces tworzenia się dupleksów, np.: poprzez reorganizację struktury 

cząsteczek czy fizyczne zbliżenie dwóch nici kwasów nukleinowych w przestrzeni, tzw. 

stłoczenie molekularne (ang. molecular crowding) [492, 493]. Białka tego typu mogą 

również utrudniać hybrydyzację kwasów nukleinowych poprzez sekwestrację 

cząsteczek, ekranowanie rejonów komplementarnych czy stabilizację natywnej 

struktury prekursorów. Obecnie znanych jest szereg białek wiążących się do części 

apikalnej pre-miRNA (Tabela 1.2.). Potencjalnie, mogą one konkurować 

z endogennymi RNA czy egzogennymi oligomerami o miejsce oddziaływania 

w obrębie prekursora. Co więcej, wśród czynników zaangażowanych w biogenezę 

miRNA znajdują się białka o aktywnościach opiekuńczych. Należy do nich np. 
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rybonukleoproteina hnRNP A1, która tworzy kompleksy z heterogennymi jądrowymi  

RNA i bierze udział w alternatywnym składaniu, metabolizmie oraz transporcie mRNA 

[494-496]. Wykazano również, że hnRNP A1 może oddziaływać z rejonem apikalnym 

niektórych pri-miRNA [216, 221, 222, 229] i pre-miRNA [497], wpływać na strukturę 

tych cząsteczek, a w konsekwencji, na ich cięcie przez kompleks Mikroprocesora 

i Dicer. W badaniach in vitro Roose i wsp. wykazali, że 13- i 14-nt oligomery 

komplementarne do pętli apikalnej pre-let-7a-2 nie hamowały oddziaływania hnRNP 

A1 z prekursorem, mimo że wydajnie blokowały wiązanie się w tym rejonie Lin28A, 

białka wykazującego wyższe niż hnRNP A1 powinowactwo do pre-let-7a-2 [445]. 

Autorzy przytoczonej pracy postulowali, że brak konkurencji pomiędzy testowanymi 

oligomerami a hnRNP A1 najprawdopodobniej wynika z faktu, że ich miejsca wiązania 

nie pokrywały się ze sobą.  Zastosowane podejście badawcze nie pozwalało jednak 

jednoznacznie stwierdzić, czy dochodziło do jednoczesnego wiązania się do pętli 

apikalnej pre-let-7a-2 obu czynników, tj. testowanego oligomeru i białka. 

W przytoczonych badaniach, wykorzystując test immunoenzymatyczny (ELISA,                   

ang. enzyme-linked immunosorbent assay), oznaczano jedynie poziom hnRNP A1 

związanej do pre-let-7a-2 po inkubacji z utworzonymi wcześniej dupleksami 

oligomer • pre-let-7a-2. Nie monitorowano jednak poziomu wolnego oligomeru, stąd, 

nie można wykluczyć, że w wyniku przyłączenia hnRNP A1 następowała dysocjacja 

kompleksu oligomer • pre-let-7a-2 lub też, że dochodziło do aktywnego wypierania 

testowanego oligomeru przez białko. 

W przypadku mechanizmów inhibicji zakładających oddziaływanie dwóch 

komplementarnych cząsteczek RNA (oligomeru-inhibitora i pre-miRNA), oprócz 

parametrów charakteryzujących szybkość powstawania i stabilność tworzonych 

heterodupleksów, kluczowe znaczenie mają również specyficzność i selektywność 

funkcjonowania inhibitorów. Z uwagi na fakt, że ssRNA krótsze niż ~20 nt nie są 

wydajnie wiązane przez Dicer (Rys. 4.4., Rys. 4.22.), można przyjąć, że inhibicja cięcia 

pre-miRNA przez Dicer w reakcjach z udziałem testowanych 12-merów (AL) wynika 

z oddziaływania tych ostatnich z substratami enzymu, a więc jest podyktowana 

komplementarnością sekwencji łańcuchów oligorybonukleotydowych. Na tej podstawie 

można mówić o specyficzności działania badanych 12-merów, rozumianej jako 

wywieranie efektu poprzez zdefiniowany mechanizm, w tym przypadku: oddziaływanie 

inhibitora z pre-miRNA. Jedynie dla AL-210 wykazano, że oligomer ten może wpływać 
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na proces powstawania miRNA nie tylko poprzez hybrydyzację do komplementarnego 

rejonu pre-miRNA, ale również poprzez wiązanie się do Dicer (Rys. 4.22.). Przyczyny 

i  implikacje tego faktu zostaną przedyskutowane w dalszej części rozdziału.  

Selektywność badanych 12-merów, tj. kwestia ich hybrydyzacji nie tylko do 

komplementarnych pre-miRNA, ale również do częściowo lub całkowicie 

komplementarnych rejonów innych endogennych RNA, stanowi złożony problem. 

Nadrzędną kwestią w tym przypadku wydają się: długość i skład nukleotydowy, 

ponieważ to one warunkują potencjał hybrydyzacji komplementarnych nici kwasów 

nukleinowych. Zakładając, że w przeciętnej komórce eukariotycznej występuje 

~1,2×10e4
 
transkryptów o średniej długości 2×10e3

 
nt, losowa sekwencja o długości 

12 nt ma szansę pojawić się w niej dwukrotnie
2
 [498]. Co więcej, analizując pulę 

wszystkich znanych do tej pory ludzkich pre-miRNA (1881 cząsteczek, każda 

o długości ~60 nt) można zauważyć, że (potencjalnie) najkrótsza unikatowa sekwencja 

w tym zbiorze ma długość zaledwie 9 nt
3
. W oparciu o te szacunki można 

przypuszczać, że 12-nt oligomery mogą być wystarczająco selektywne, nawet działając 

w złożonym środowisku komórkowym, by hamować cięcie wybranych pre-miRNA 

i nie oddziaływać z innymi endogennymi RNA. Ta hipoteza opiera się na założeniu, że 

do hybrydyzacji dochodzi jedynie w sytuacji pełnej komplementarności, co jest 

znacznym uproszczeniem, niemniej, dostępne dane literaturowe wskazują, że 

w komórkach człowieka akumulowane są stabilne i funkcjonalne degradanty długości 

kilkunastu nukleotydów, w tym, wspomniane już 12-nt semi-miRNA [470]. 

Dowiedziono również, że in vivo możliwe jest wykorzystanie oligomerów o długości                

≤ 15 nt jako selektywne narzędzia do regulacji biogenezy miRNA [499-501]. Co więcej, 

niejednokrotnie, krótsze cząsteczki wykazują wyższe powinowactwo i zwiększoną 

efektywność działania w porównaniu do dłuższych oligomerów, co może wynikać 

z faktu, że wydłużanie łańcucha oligonukleotydowego zwiększa prawdopodobieństwo 

                                                           
2
 Losowa sekwencja o długości N nt pojawia się w danej puli określoną liczbę razy ( ), wyrażoną jako 

iloraz złożoności danego zbioru sekwencji i 4
N
, gdzie złożoność to iloczyn liczby cząsteczek i ich średniej 

długości. W podanym przykładzie złożoność puli mRNA to         
 
nt, chcąc więc obliczyć, ile razy 

losowa sekwencja o długości 12 nt ma szansę pojawić się w tym zbiorze, należy rozwiązać równanie: 
 

       

   
   

 

 
3
 Złożoność puli pre-miRNA to          

 
nt, aby obliczyć długość sekwencji unikatowej należy 

rozwiązać równanie: 
         

  
  , co sprowadza się do obliczenia logarytmu:  o         

 . 
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tworzenia się w obrębie cząsteczek stabilnych struktur drugorzędowych oraz ułatwia 

hybrydyzację do częściowo komplementarnych RNA [445, 500, 502].   

Najbardziej obiecującym przykładem zastosowania krótkiego antysensowego 

oligomeru do selektywnej regulacji biogenezy i funkcjonowania miRNA jest miravirsen 

– eksperymentalny lek wykorzystywany w terapii zakażeń wirusem zapalenia wątroby 

typu C (HCV, ang. hepatitis C virus). Miravirsen to 15-mer komplementarny do                    

miR-122-5p, zbudowany z tiofosforanowych analogów nukleotydów DNA i LNA 

[503]. Specyficzny dla hepatocytów miR-122-5p zaangażowany jest między innymi 

 w regulację metabolizmu cholesterolu [504] czy utrzymanie homeostazy żelaza [505]. 

Oprócz tego, jest on również niezbędny do replikacji HCV [506, 507]. U pacjentów 

z chroniczną infekcją HCV, terapia miravirsenem skutecznie obniża poziom RNA 

wirusa, nawet do wartości niewykrywalnych [499]. Wykazano, że oprócz działania 

typowego dla oligomerów antysensowych (sekwestracja funkcjonalnego miR-122-5p), 

miravirsen jest zdolny również do oddziaływania z cząsteczkami prekursorowymi tego 

miRNA (zarówno pri-mir-122, jak i pre-mir-122), przez co uniemożliwia ich cięcie 

przez Drosha i Dicer [500]. Co więcej, wykazano, że dwa inne 15-mery LNA 

komplementarne do trzonu spinki prekursorów były zdolne zaburzyć dwuniciową 

strukturę tego regionu i efektywnie hamować powstawanie miR-122 [500]. Podobny 

efekt zaobserwowano dla 10-meru PNA (kwas peptydonukleinowy, ang. peptide nucleic 

acid) komplementarnego do sekwencji miR-210-5p, który poprzez oddziaływanie          

z pre-mir-210 zaburzał strukturę prekursora, uniemożliwiając jego cięcie przez Dicer 

in vitro, w hodowlach ludzkich komórek erytroleukemicznych K562 [501]. 

Model podobny do przedstawionego w niniejszej rozprawie został opisany dla 

dwóch innych układów: pri-miRNA – Drosha [216] oraz pre-miRNA – Lin28 [445]. 

W kontekście prezentowanych badań, szczególnie interesujący wydaje się ostatni 

przypadek, ponieważ dotyczy tego samego etapu dojrzewania miRNA – cięcia                    

pre-miRNA przez Dicer. Obie izoformy Lin28 zidentyfikowane u człowieka –  Lin28A 

i Lin28B – wpływają negatywnie na biogenezę miRNA z rodziny let-7 [219, 220, 372, 

373, 375], jednak wywierają ten efekt za pomocą odmiennych mechanizmów [374]; 

Lin28A jest znanym antagonistą Dicer, sekwestruje pre-let-7 w cytoplazmie 

i przyczynia się do jego poliurydylacji, a w konsekwencji do degradacji przez 

egzonukleazy, podczas gdy Lin28B występuje w jądrze, gdzie oddziałuje z pri-let-7, 
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blokując możliwość jego związania przez kompleks Mikroprocesora. W obu 

przypadkach Lin28 oddziałuje z pętlą apikalną odpowiedniego prekursora [219, 508, 

509]. Roos i wsp. wykazali, że 13-nt oligomer 2′O-metylo-RNA komplementarny do 

sekwencji w rejonie apikalnym pre-let-7a-2 rozpoznawanej przez Lin28A był w stanie 

hamować oddziaływanie tego białka z prekursorem. W konsekwencji obserwowano 

zniesienie inhibicji wywieranej przez Lin28A i podwyższenie poziomu funkcjonalnego 

let-7a-2 w komórkach. Przedstawione w przytoczonej pracy wyniki badań ilościowych 

przeprowadzonych na materiale uzyskanym z komórek transfekowanych testowanym 

oligomerem wykazały znaczący przyrost poziomu let-7a-2, co wskazuje nie tylko na 

inhibicję aktywności Lin28A, ale również na brak inhibicji endogennej Dicer. Niemniej 

jednak wyniki uzyskane metodą wysokosprawnej chromatografii cieczowej 

z odwróconym układem faz (RP-HPLC, ang. Reversed-phase high-performance liquid 

chromatography), którą wykorzystano do badania produktów cięcia pre-let-7a-2 przez 

rekombinowaną Dicer, wskazują na hamowanie aktywności rybonukleazy w reakcjach 

z testowanym 13-merem in vitro. Wyniki tych badań są zatem spójne z wynikami 

uzyskanymi dla czterech cząsteczek AL (AL-16-1_2, AL-21, AL-33a, AL-210). Jak 

wykazano, analogii 2′O-metylo testowanych 12-merów wydajnie hamowały cięcie                   

pre-miRNA zarówno w reakcjach z rekombinowaną Dicer, jak i z preparatem 

komórkowych. Co więcej, na podstawie danych uzyskanych przez Roos i wsp. nie 

można stwierdzić, czy w środowisku komórkowym Dicer wiązała i cięła heterodupleks 

pre-let-7a-2 i testowanego 13-meru, czy być może najpierw dochodziło do wyparcia 

oligomeru przez Dicer lub inne białka wspierające oddziaływanie Dicer z pre-miRNA, 

np. TRBP. Ponadto, z uwagi na fakt, że przytoczone badania skupiały się na 

prekursorze jednego miRNA (let-7a-2), nie można jednoznacznie stwierdzić, czy 

ilustrują one generalny mechanizm działania tego typu oligomerów w komórce oraz ich 

relację z Dicer.  

Niewątpliwie konieczne jest przeprowadzenie dalszych badań in cellulo 

z udziałem szerszej grupy oligomerów i pre-miRNA. Zaprezentowane wyniki pokazują 

jednak potencjał krótkich oligomerów komplementarnych do rejonu apikalnego                   

pre-miRNA do funkcjonowania jako czynniki zaburzające oddziaływanie prekursorów 

miRNA z białkami zaangażowanymi w ich specyficzne cięcie. Podejście przedstawione 

na przykładzie czterech 12-merów AL otwiera pole do opracowania nowych narzędzi 

umożliwiających badanie funkcji poszczególnych miRNA, w tym miRNA należących 
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do tej samej rodziny, a więc wykazujących wysoki stopień homologii i posiadających 

identyczną sekwencję „seed”, ale różniących się sekwencją rejonu apikalnego 

prekursorów. Stosowane obecnie techniki wykorzystujące antysensowe oligomery 

komplementarne do sekwencji dojrzałych miRNA nie zawsze pozwalają na 

rozróżnienie miRNA należących do tej samej rodziny, co może prowadzić do błędnych 

wniosków na temat roli poszczególnych miRNA. Należy również zauważyć, że 

w przypadku krótkich oligomerów komplementarnych do rejonu apikalnego                         

pre-miRNA, istnieje możliwość ich modyfikacji chemicznej pod kątem optymalizacji 

parametrów kinetycznych i termodynamicznych. Określone modyfikacje struktury 

chemicznej oligonukleotydów, wprowadzone w obrębie wiązania internukleotydowego, 

heterocyklicznej zasady czy jednostki cukrowej, mogą zwiększać selektywność 

wykazywaną podczas hybrydyzacji oraz trwałość termodynamiczną tworzonych 

dupleksów [510, 511]. W przypadku innych narzędzi oligorybonukleotydowych, jak 

siRNA czy dsRNA imitujących dupleks miRNA, z uwagi na mechanizm działania, 

wymagający ich interakcji z określonymi kompleksami białkowymi, zakres tego typu 

modyfikacji jest znacznie ograniczony [512]. Co więcej, wykazano, że modyfikowane 

oligomery o długości ≤ 16 nt mogą być dostarczane do wnętrza komórek bez nośników 

standardowo wykorzystywanych do transfekcji, co znacząco obniża ryzyko wystąpienia 

cytotoksyczności czy nieswoistych efektów biologicznych [502, 513, 514]. 

Omawiając problem specyficzności działania zaprojektowanych 12-merów, 

wspomniano, że wyniki otrzymane dla AL-210 znacząco różniły się od uzyskanych dla 

pozostałych testowanych inhibitorów. Przeprowadzone badania wykazały, że analog                

2′-O-metylo AL-210 wydajnie hamował cięcie przez Dicer nie tylko pre-mir-210, ale 

również trzech pozostałych testowanych prekursorów: pre-mir-16-1, pre-mir-21                  

i pre-mir-33a (Rys. 4.21.). Wyniki testów EMSA (Rys. 4.23.) sprawdzających 

możliwość oddziaływania AL-210 z badanymi prekursorami nie wykazały tworzenia się 

dupleksu AL-210 • pre-mir-33a, nie potwierdziły również, przewidywanych in silico 

(Załącznik 7.), oddziaływań z pre-mir-16-1 i pre-mir-21. Na tej podstawie wykluczono, 

by za obserwowaną inhibicję odpowiadała, wynikająca z częściowej 

komplementarności sekwencji, hybrydyzacja AL-210 do wymienionych prekursorów. 

Co więcej, testy EMSA z udziałem Dicer wykazały, że AL-210 jako jedyny 12-mer 

tworzył stabilny kompleks z enzymem (Rys. 4.22.), co dodatkowo wspiera hipotezę, że 

hamowanie przez AL-210 powstawania miR-16-1, miR-21 i miR-33a może wynikać 
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z interakcji 12-meru z białkiem, nie z prekursorami. W tym kontekście zastanawia 

jednak fakt, w jakiej formie AL-210 jest rozpoznawany i wiązany przez białko, skoro, 

jak już podkreślano, RNA krótsze niż ~20 nt nie tworzą wydajnych kompleksów 

z Dicer.  

Przewidywania in silico wykazały, że testowane sekwencje 12-merów 

charakteryzują się częściową samokomplementarnością sekwencji, co może sprzyjać 

tworzeniu przez nie dimerów (Załącznik 8.). Obserwacje migracji RNA w żelach PAA 

w warunkach natywnych potwierdziły, że AL-33a w przyjętych warunkach reakcyjnych 

wykazywał tendencję do dimeryzacji, a efekt ten był zależny od stężenia oligomeru 

(Rys. 4.24.). Jednocześnie stwierdzono, że AL-210 występuje w  formach, które 

poddane rozdziałowi elektroforetycznemu migrowały znacznie wolniej niż potencjalne 

dimery tego oligomeru, co wskazuje, że przyjmują one struktury wyższego rzędu. 

Porównanie sekwencji nukleotydowych testowanych 12-merów wykazało stosunkowo 

wysoką zawartość guaniny w cząsteczce AL-210 (Rys. 4.25.). Co więcej, 

nierównomierne rozmieszczenie nukleotydów guanozynowych w strukturze tego 

oligomeru (ciąg GGGG na końcu 5′) zrodziło przypuszczenie, że AL-210 może 

występować w formie G-kwadrupleksu. Dalsze analizy, w szczególności, barwienie 

RNA z wykorzystaniem roztworu N-metylomezoporfiryny IX potwierdziło, że 

wspomniane wcześniej struktury wyższego rzędu tworzone przez AL-210 to struktury 

G-kwadrupleksu. Zastosowane techniki badawcze nie pozwalają jednoznacznie 

stwierdzić, w jakiej formie – jednoniciowej, dimeru czy G-kwadrupleksu – AL-210 jest 

wiązany przez Dicer. Biorąc pod uwagę uzyskane wyniki, w tym: brak wiązania przez 

Dicer zarówno 12-merów występujących w formie jednoniciowej, tj. AL-16-1 i AL-21, 

jak również brak oddziaływania z AL-33a, który wykazuje tendencję do dimeryzacji 

oraz posiada sekwencję stosunkowo bogatą w G, zasadnym wydaje się stwierdzenie, że 

formowanie się kompleksów AL-210 z Dicer wynika z faktu, że oligomer ten przyjmuje 

strukturę G-kwadrupleksu. 

G-kwadrupleksy to rodzaj niekanonicznej struktury drugorzędowej tworzonej 

przez cząsteczki kwasów nukleinowych bogatych w reszty guanozynowe. 

Charakterystycznym elementem tych struktur są tzw. kwartery G – planarnie 

zorganizowane cztery reszty guanozynowe połączone wiązaniami Hoogsteena, przy 

czym każda zasada kwartetu jest jednocześnie biorcą i dawcą dwóch wiązań 
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wodorowych. Pojedynczy kwartet stabilizowany jest przez centralnie związany jon 

jednowartościowy (najczęściej K
+
), który oddziałuje z ujemnie naładowanymi atomami 

tlenu grup karbonylowych reszt guaninowych. G-kwadrupleksy wykazują zróżnicowaną 

topologię w zależności od: sekwencji nukleotydowej oraz liczby kwartetów G, rodzaju 

kationu zaangażowanego w stabilizowanie struktury (K
+
 lub Na

+
), konformacji 

wiązania glikozydowego (syn lub anty), liczby nici kwasu nukleinowego 

zaangażowanych w tworzenie struktury (kwadrupleksy wewnątrzcząsteczkowe, 

dwucząsteczkowe, czterocząsteczkowe), orientacji nici względem siebie (kwadrupleksy 

równoległe lub antyrównoległe) [458].  

Wyniki badań prowadzonych w ostatniej dekadzie coraz wyraźniej wskazują na 

rolę regulatorową, jaką  G-kwadrupleksy RNA odgrywają w procesie ekspresji genów. 

Wykazano ich zaangażowanie między innymi w: transkrypcję [515], transportu 

wewnątrzkomórkowy [516-519] i modyfikacje potranskrypcyjne mRNA (alternatywną 

poliadenylację [520], modyfikacje końca 3′ [521-523], alternatywne składanie mRNA 

[524-528]), a także w biosyntezę białka [529-538]. Nieliczne doniesienia wskazują 

również na znaczenie struktury G-kwadrupleksów dla biogenezy [539] 

i funkcjonowania miRNA [540]. Na podstawie wyników analiz in silico genomu 

człowieka postuluje się, że transkrypcja niektórych genów miRNA może podlegać 

regulacji przez motywy G-kwadrupleksowe zlokalizowane w promotorach tych genów 

[539] lub w bliskim sąsiedztwie sekwencji kodującej [541]. Struktury                                      

G-kwadrupleksów  zidentyfikowano również w obrębie cząsteczek prekursorowych 

miRNA. Wykazano, że w wysokim stężeniu jonów K
+
 [360, 542, 543] lub po 

przyłączeniu związków niskocząsteczkowych stabilizujących G-kwadrupleksy, np. 

pochodnych bischinolinowych albo tetraazaporfirynowych [544] może dochodzić do 

zmiany przestrzennego ułożenia łańcucha oligorybonukleotydowego pre-miRNA 

bogatych w G i przyjęcia przez te prekursory struktury G-kwadrupleksów. 

Konsekwencją tych rearanżacji jest zahamowania cięcia pre-miRNA przez Dicer, co 

potwierdzono in vitro w badaniach prowadzonych w hodowlach komórek 

eukariotycznych [360, 543, 544]. Wyniki analizy sekwencji znanych pre-miRNA 

wskazują, że ~16% ludzkich pre-miRNA posiada sekwencje bogate w G, co 

potencjalnie umożliwia tym cząsteczkom przyjmowanie w komórce alternatywnych 

struktur drugorzędowych. Co więcej, wykazano, że podanie do komórek TmPyP3, 

pochodnej porfirynowej selektywnie destabilizującej G-kwadrupleksy RNA, skutkuje 
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podwyższeniem poziomów miRNA, których prekursory mają potencjał do 

przyjmowania struktur G-kwadrupleksów, natomiast pozostaje bez wpływu na poziomy 

innych miRNA [543]. W tym kontekście postuluje się, że przejścia pomiędzy strukturą 

typu spinki a strukturą G-kwadrupleksu, wspierane bezpośrednią aktywnością 

określonych białek czy wywoływane zmianą stężenia jonów, mogą reprezentować 

kolejny funkcjonujący w komórkach mechanizm regulacji biogenezy miRNA [360].  

Autorzy przytoczonych prac monitorowali poziom miRNA, a więc skupiali się 

jedynie na aktywności rybonukleazowej Dicer, nie analizowali natomiast zdolności 

enzymu do wiązania G-kwadrupleksów. Wyniki uzyskane dla AL-210/2OMeAL-210 

wskazują, że RNA o strukturze G-kwadrupleksu może oddziaływać z Dicer i inhibować 

jej aktywność, prowadząc do spadku poziomu miRNA generowanych przez enzym. 

Wnioski płynące z badań z AL-210/2OMeAL-210 zostały następnie potwierdzone 

w badaniach z udziałem sześciu referencyjnych oligomerów RNA o scharakteryzowanej 

strukturze G-kwadrupleksów (Załącznik 9.). Wybrane do badań oligomery odpowiadają 

fragmentom RNA telomerowego (TERRA) człowieka [545-547] i Oxytricha nova 

(słodkowodny pierwotniak należący do orzęsków) [548]. TERRA to długie niekodujące 

transkrypty DNA telomerowego (o sekwencji UUAGGGn u ssaków) odgrywające rolę 

między innymi w regulacji aktywności telomerazy i formowaniu się heterochromatyny 

na końcach chromosomów [549]. W toku podjętych badań wykazano, że wszystkie 

sześć referencyjnych G-kwadrupleksów hamowało powstawanie miRNA w reakcjach 

z rekombinowaną Dicer, a stopień inhibicji był zależny od stężenia oligomeru 

(Rys. 4.29.). Zasadniczo wykluczono, by testowane oligomery przyjmujące strukturę                     

G-kwadrupleksów oddziaływały z pre-miRNA użytymi w badaniach; jedynie 

w przypadku pre-mir-210, którego sekwencja jest bogata w C, na podstawie wyników 

rozdziału elektroforetycznego stwierdzono możliwość oddziaływania z oligomerami 

odpowiadającymi fragmentom ludzkiego TERRA. W związku z powyższym można 

sądzić, że za obserwowany efekt inhibicji powstawania miRNA w reakcjach 

z testowanymi G-kwadrupleksami odpowiadało bezpośrednie oddziaływanie tych 

ostatnich z Dicer. Wniosek ten wspierają również wyniki testów EMSA z udziałem 

dwóch najkrótszych oligomerów (10-nt i 12-nt), potwierdzające zdolność tych RNA do 

tworzenia kompleksów z Dicer (Rys. 4.30.). Zastosowane metody badawcze nie 

pozwalają jednak stwierdzić, czy cząsteczki związane przez Dicer pozostają w formie 

G-kwadrupleksów. Wydaje się to jednak prawdopodobne z uwagi na wyniki 
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wcześniejszych badań, w których wykazano, że Dicer nie oddziałuje wydajnie z ssRNA 

o długości ≤ 20 nt. Ponadto potwierdzono, że wybrane do analiz oligomery, 

w stosowanym w reakcjach z Dicer buforze, przyjmują strukturę G-kwadrupleksów. 

Niemniej, konieczne są dalsze badania, które pozwolą ustalić szczegóły mechanizmu 

inhibicji aktywności Dicer przez G-kwadrupleksy oraz uzyskać odpowiedzieć na 

pytanie, czy zaobserwowana in vitro interakcja występuje również w żywych 

komórkach.  

Sekwestracja Dicer przez RNA o strukturze G-kwadrupleksów mogłaby 

zmniejszać pulę aktywnego białka w cytoplazmie i spowalniać biogenezę miRNA. 

Ponadto, biorąc pod uwagę funkcje regulatorowe G-kwadrupleksów formowanych 

w obrębie mRNA, struktury te mogłyby pełnić rolę swego rodzaju znaczników 

wyróżniających określone transkrypty i/lub ułatwiających tworzenie się kompleksów 

efektorowych Dicer w zatłoczonym środowisku komórki [550]. Na korzyść tej hipotezy 

przemawia również fakt, że warunki panujące w cytoplazmie, w szczególności 

stłoczenie molekularne, sprzyjają tworzeniu się niekanonicznych struktur kwasów 

nukleinowych, w tym G-kwadrupleksów oraz indukują przejścia strukturalne pomiędzy 

alternatywnymi typami G-kwadrupleksów czy dupleksami a strukturami wyższego 

rzędu [551]. Znaczenie potencjalnych oddziaływań Dicer z G-kwadrupleksami in vivo 

pozostaje kwestią spekulacji, niemniej, zaprezentowane powyżej mechanizmy, 

tj. obniżenie poziomu aktywnego białka, wyróżnianie określonych cząsteczek z puli 

RNA obecnych w komórce, ułatwianie organizacji w przestrzeni kompleksów 

rybonukleoproteinowych, opisano już dla innych białek wiążących G-kwadrupleksy, 

w tym dla czynników zaangażowanych w szlak biogenezy miRNA: FMRP [540, 552-

554]  i hnRNP A1 [555-558] i TDP-43 [517]. 

Liczne badania potwierdzają, że struktury G-kwadrupleksów funkcjonują jako 

znaczniki lokalizacji wewnątrzkomórkowej transkryptów neuronalnych, umożliwiające 

ich transport przez TDP-43 i FMRP [516, 517, 519, 540, 552, 559]. Z uwagi na silną 

polaryzację budowy neuronów ich wzrost i różnicowanie, a także prawidłowe 

funkcjonowanie zależą od długodystansowego transportu i lokalnej translacji szeregu 

mRNA [560, 561]. Wykazano, że wiązanie przez FMRP i TDP-43 G-kwadrupleksów 

tworzących się w obrębie mRNA ma istotne znaczenie dla fizjologii mózgu i rozwoju 

chorób neurodegeneracyjnych. Co więcej, sekwestracja TDP-43 przez RNA 
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o strukturze G-kwadrupleksów pojawiające się w następstwie ekspansji powtórzeń 

GGGGCC jest jedną z przyczyn rozwoju między innymi stwardnienia zanikowego 

bocznego [517]. W tym miejscu warto również zauważyć, że podobny mechanizm 

sekwestracji opisano dla Drosha i DGCR8 [562]. Wykazano, że wiązanie obu białek 

przez RNA zawierający wydłużone ciągi trójnukleotydowych powtórzeń CGG, 

prowadzi do zaburzenia poziomów miRNA i leży u podstaw rozwoju zespołu drżenia 

i ataksji związanych z kruchym chromosomem X (ang. fragile X-associated 

tremor/ataxia syndrome – FXTAS) [562]. Spinki RNA tworzone przez ciągi powtórzeń 

CGG są rozpoznawane i cięte przez Dicer in vitro [563]. Niemniej, zdolność Dicer do 

oddziaływania z ciągami powtórzeń przyjmującymi strukturę G-kwadrupleksów nie 

została do tej pory zbadana.  

Inne badania z obszaru neurobiologii, dotyczące molekularnych podstaw 

długotrwałej plastyczności synaptycznej warunkującej zapamiętywanie i uczenie się, 

sugerują, że regulacja syntezy białek synaptycznych w odpowiedzi na aktywację 

receptorów neurotransmiterów może być zależna od wzajemnego oddziaływania RISC, 

FMRP i G-kwadrupleksów tworzących się w obrębie odpowiednich transkryptów. 

W szczególności wykazano, że synteza PSD-95 (białko gęstości postsynaptycznej
4
, 

ang. postsynaptic density protein) – jednej z neuronalnych kinaz guanylanowych, 

podlega regulacji zarówno przez miR-125a jak i FMRP, a fosforylacja FMRP jest 

warunkiem koniecznym do rekrutacji do 3′UTR mRNA PSD-95 kompleksu RISC 

[559]. Wykazano również, że rejon rozpoznawany przez miR-125a przyjmuje 

alternatywne struktury G-kwadrupleksów, przy czym tylko jedna z nich umożliwia 

hybrydyzację miRNA. Postuluje się, że FMRP poprzez oddziaływanie                               

z G-kwadrupleksami, które powstają w obrębie wspomnianego transkryptu, stabilizuje 

struktury pozwalające na przyłączenie miR-125a, a jednocześnie rekrutuje RISC 

i umożliwia formowanie się kompleksów wyciszających w bezpośrednim sąsiedztwie 

sekwencji komplementarnej do miRNA [540]. 

Podsumowując, przedstawione w tym rozdziale informacje ilustrują złożoność 

zagadnienia funkcjonowania RNA jako czynnika trans-regulatorowego wpływającego 

na aktywność Dicer i powstawanie miRNA. Zebrane dane pozwalają na podział 

mechanizmów, za pomocą których krótkie RNA regulują proces generowania miRNA 

                                                           
4
 Sieć białek przyłączona do membrany synapsy wzbudzającej. 
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na dwie kategorie: (i) hamowanie aktywności Dicer w wyniku bezpośredniego 

oddziaływania oligomerów z enzymem (kompetytory pre-miRNA), (ii) inhibicja cięcia 

pre-miRNA przez Dicer w następstwie hybrydyzacji oligomeru do prekursora 

(Rys. 5.1.). Do grupy oligomerów funkcjonujących według pierwszego modelu zaliczyć 

można szereg wyselekcjonowanych wcześniej aptamerów wiążących Dicer [436]. 

Mimo że pod względem długości i struktury drugorzędowej cząsteczki te stanowiły 

homogenną grupę oligomerów (~56-nt ssRNA przyjmujące strukturę typu spinki), 

wykazywały one odmienny potencjał do hamowania aktywności Dicer, przede 

wszystkim ze względu na zróżnicowane powinowactwo do enzymu. W tej grupie 

regulatorów można dokonać dalszego podziału na dwa typy kompetytorów: oligomery, 

które stanowią substrat dla enzymu oraz oligomery, które, choć wiązane przez enzymu, 

nie podlegają cięciu (Rys. 5.1. Ia, Ib – odpowiednio). Oddzielną grupę regulatorów 

stanowią oligomery, które wpływają na powstawanie miRNA poprzez zaburzanie 

natywnej struktury prekursorów. Model ten zakłada komplementarność sekwencji 

oligomeru i prekursora zapewniającą ich wzajemne oddziaływanie. Powstający 

w efekcie dupleks oligomer • pre-miRNA nie jest rozpoznawany i cięty przez Dicer 

(Rys. 5.1. II i IIIa) lub, jeśli dochodzi do cięcia, jego wzór jest zmieniony 

w porównaniu do wzoru cięcia natywnego pre-miRNA (Rys. 5.1. IIIb, Załącznik 10.). 

Należy zauważyć, że mechanizm zaprezentowany na Rys. 5.1. w części II zakłada, że 

oligomery są zbyt krótkie, by były efektywnie wiązane przez Dicer, są jednocześnie 

wystarczająco długie, by selektywnie i wydajnie oddziaływać z dostępnymi do 

hybrydyzacji jednoniciowymi rejonami pre-miRNA i uniemożliwiać cięcie tych 

prekursorów przez Dicer. Przykładem tego typu inhibitorów są zaprezentowane w pracy 

12-mery komplementarne do rejonu apikalnego: pre-mir-16-1, pre-mir-21 i pre-mir-33a. 

Co ciekawe, zidentyfikowano również oligomery, które mogły funkcjonować według 

jednego lub drugiego modelu. W związku z tym nazwano je inhibitorami 

dwufunkcyjnymi, zdolnymi do wiązania z Dicer oraz hybrydyzacji do 

komplementarnych pre-miRNA. W tej grupie znalazły się 56-nt aptamery: ATD_15.52 

oraz ATD_13.6, a także: 29-nt  PCDH21_fr i 35-nt THAP4_fr. Do inhibitorów 

dwufunkcyjnych należy również zaklasyfikować AL-210, który poprzez oddziaływanie 

z rejonem apikalnym pre-mir-210 blokuje generowanie miR-210 w reakcjach z Dicer, 

jednocześnie jednak jest zdolny do wiązania się do białka, a oddziaływanie to 

najprawdopodobniej warunkowane jest przyjęciem przez AL-210 struktury                                
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G-kwadrupleksu. Badania przeprowadzone z udziałem szeregu reprezentatywnych                       

G-kwadrupleksów RNA wykazały, że testowane oligomery są w stanie wydajnie 

hamować powstawanie miRNA w reakcjach z Dicer in vitro. Na podstawie 

zgromadzonych wyników zostały one zaklasyfikowane do grona inhibitorów 

funkcjonujących według scenariusza przedstawionego w części Ib na Rys. 5.1., czyli do 

grupy oligomerów, które hamują powstawanie miRNA poprzez wiązanie się z Dicer. 

Niezbędne są jednak dalsze badania poświęcone charakterystyce oddziaływania                        

G-kwadrupleksów z Dicer, które pozwolą ustalić szczegóły mechanizmów regulacji 

aktywności tej rybonukleazy i umożliwią stworzenie bardziej precyzyjnej klasyfikacji 

inhibitorów procesu powstawania miRNA. 

Wyniki przedstawione w niniejszej pracy pochodzą z badań prowadzonych 

w warunkach in vitro. Kwestią otwartą pozostaje zatem pytanie, czy omówione modele 

regulacji biogenezy miRNA sprawdzą się w warunkach fizjologicznych. Niemniej, 

istniejące przykłady RNA działających jako czynniki trans-regulatorowe etapu 

jądrowego biogenezy miRNA [223-225] sugerują, że podobne mechanizmy mogą 

funkcjonować również na etapie cytoplazmatycznym. Ponadto, biorąc pod uwagę 

dynamikę i zróżnicowanie transkryptomu, a także coraz liczniejsze doniesienia na temat 

funkcjonalnego znaczenia degradantów RNA [473], można przypuszczać, że 

w środowisku komórkowym istnieją cząsteczki RNA zdolne do oddziaływania                             

z pre-miRNA lub z Dicer i interferencji w proces biogenezy miRNA. W kontekście 

aplikacyjnym, zaprezentowane dane wskazują na możliwość wykorzystania sekwencji 

zidentyfikowanych aptamerów lub zaprojektowanych 12-merów do opracowania 

narzędzi oligonukleotydowych regulujących aktywność Dicer i powstawanie miRNA. 

Ze względu na możliwości optymalizacji, szczególnie interesujące wydaje się 

rozwijanie technologii wykorzystujących krótkie modyfikowane oligomery. Mając na 

względzie wciąż rosnącą dysproporcję pomiędzy liczbą zidentyfikowanych miRNA 

a liczbą miRNA o poznanej roli biologicznej, narzędzia tego typu mogłyby stanowić 

cenną alternatywę w badaniach podstawowych do analiz funkcjonalnych wybranych 

cząsteczek. Ponadto, biorąc pod uwagę obecny stan wiedzy na temat powiązania 

poszczególnych miRNA z rozwojem konkretnych stanów patologicznych, oczywistym 

kierunkiem badań wydaje się opracowanie podejść terapeutycznych umożliwiających 

regulację powstawania i funkcjonowania ściśle określonych miRNA. 
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Rysunek 5.1. Postulowane mechanizmy regulacji powstawania miRNA przez oligomery 

RNA  

Kanoniczna ścieżka biogenezy miRNA na etapie cięcia pre-miRNA przez Dicer (panel lewy) 

może podlegać modyfikacji w wyniku działania różnorodnych oligomerów RNA (panel prawy). 

Cząsteczki te mogą wpływać na aktywność enzymu poprzez bezpośrednie oddziaływanie z nim 

(I) lub z jego substratami (II, III), prowadząc do zahamowania uwalniania miRNA (I, II, IIIa) 

lub powstawania odmiennych produktów cięcia (IIIb). Na podstawie [449]. 
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VI PODSUMOWANIE 

Wcześniejsze badania prowadzone w Zakładzie Biologii Molekularnej 

i Systemowej ICHB PAN w Poznaniu pozwoliły ustalić, iż krótkie cząsteczki RNA 

wiążące Dicer mogą kontrolować proces dojrzewania wybranych miRNA zarówno 

w sposób uniwersalny, jak i wybiórczy. Celem niniejszej pracy była szczegółowa 

charakterystyka wpływu krótkich RNA na proces uwalniania miRNA z ich prekursorów 

w warunkach in vitro. Postulowane scenariusze przebiegu regulacji dojrzewania 

miRNA przez oligomery RNA przedstawiono na Rys. 5.1. Poniżej zebrane są 

najważniejsze wnioski płynące z przeprowadzonych badań. 

· Oligomery RNA, które wydajnie hamują cytoplazmatyczny etap procesu 

powstawania określonych cząsteczek miRNA, mogą, ale nie muszą oddziaływać 

z rybonukleazą Dicer. 

· W genomie człowieka zakodowane są sekwencje cząsteczek, które potencjalnie 

mogą funkcjonować jako selektywne regulatory dojrzewania miRNA. 

· Zaledwie 12-nt oligomery RNA oddziałujące z  rejonami jednoniciowymi 

obecnymi w strukturze pre-miRNA mogą wydajnie i selektywnie hamować 

proces powstawania określonych miRNA in vitro zarówno w reakcjach 

z rekombinowaną Dicer, jak i Dicer obecną we frakcji cytoplazmatycznej 

lizatów komórkowych. 

· Czynnikami decydującymi o efektywności inhibitorowej oligomerów 

komplementarnych do pre-miRNA są: struktura pre-miRNA warunkująca 

dostępność miejsca do hybrydyzacji oligomeru oraz trwałość termodynamiczna 

dupleksu inhibitor • pre-miRNA. 

· Oligomery RNA przyjmujące strukturę G-kwadrupleksów są wiązane przez 

Dicer i mogą funkcjonować jako regulatory aktywności enzymu. 

Omówione w niniejszej pracy wyniki zostały przedstawione w następujących 

publikacjach i zgłoszeniach patentowych: 

1. Koralewska
 

N, Hoffmann
 

W, Pokornowska
 

M, Milewski
 

M, Lipinska A, 

Bienkowska-Szewczyk
 
K, Figlerowicz M, Kurzynska-Kokorniak A. How short 
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RNAs impact the human ribonuclease Dicer activity: putative regulatory 

feedback-loops and other RNA-mediated mechanisms controlling microRNA 

processing. Acta Biochim Pol. 2016; 63 (4), 773-783. 

doi: 10.18388/abp.2016_1339. 

 

2. Kurzynska-Kokorniak A, Koralewska N, Pokornowska M, Urbanowicz A, 

Tworak A, Mickiewicz A, Figlerowicz M. The many faces of Dicer: the 

complexity of the mechanisms regulating Dicer gene expression and enzyme 

activities. Nucleic Acids Res. 2015; 43(9):4365-80. doi: 10.1093/nar/gkv328. 

 

3. Kurzynska-Kokorniak A, Koralewska N, Tyczewska A, Twardowski T, 

Figlerowicz M. A new short oligonucleotide-based strategy for the precursor-

specific regulation of microRNA processing by Dicer. PLoS One. 2013; 

8(10):e77703. doi: 10.1371/journal.pone.0077703. 

 

4. Tyczewska A, Kurzyńska-Kokorniak A, Koralewska N, Szopa A, Kietrys AM, 

Wrzesiński J, Twardowski T, Figlerowicz M. Selection of RNA oligonucleotides 

that can modulate human Dicer activity in vitro. Nucleic Acid Ther. 2011; 

21(5):333-46. doi: 10.1089/nat.2011.0304. 

 

5. Kurzyńska-Kokorniak A., Figlerowicz M., Koralewska N., Tyczewska A., 

Twardowski T., zgłoszenie w Europejskim Urzędzie Patentowym: „An RNA 

oligomer, methods for regulating a microRNA production proces and RNA 

oligomers used as microRNA production proces regulators”, 2013, 

PCT/PL2013/000024. 

 

6. Kurzyńska-Kokorniak A., Figlerowicz M., Koralewska N., Tyczewska A., 

Twardowski T., zgłoszenie w Urzędzie Patentowym RP: „Oligomer RNA, 

sposób regulowania procesu powstawania miRNA oraz zastosowanie 

oligomerów RNA jako regulatorów powstawania miRNA”, 2012, P-398 211. 
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VII STRESZCZENIE/ABSTRACT 

Rybonukleaza Dicer odpowiada za dojrzewanie krótkich regulatorowych RNA – 

miRNA i siRNA oraz formowanie się kompleksów wyciszających (RISC), odgrywając 

w ten sposób kluczową rolę w procesie interferencji RNA. Wiedza na temat struktury 

i funkcjonowania Dicer nieustannie poszerza się, nadal jednak niewiele wiadomo na 

temat potencjalnego efektu regulatorowego, jaki na aktywność enzymu mogą wywierać 

obecne w komórce cząsteczki RNA. Biorąc pod uwagę wyniki badań pokazujących, że 

funkcjonowanie pozostałych białek zaangażowanych w biogenezę miRNA podlega 

regulacji przez różnorodne RNA, można przypuszczać, że podobne mechanizmy mogą 

zawiadywać dojrzewaniem miRNA także na etapie cięcia pre-miRNA przez Dicer.  

Celem niniejszej pracy była szczegółowa charakterystyka wpływu krótkich 

RNA na proces uwalniania miRNA z cząsteczek prekursorowych w warunkach in vitro. 

Otrzymane wyniki pozwoliły wyjaśnić mechanizmy warunkujące selektywną inhibicję 

powstawania miRNA zaobserwowaną dla dwóch wybranych aptamerów wiążących 

Dicer. Ponadto dowiedziono, że już zaledwie 12-nt oligomery komplementarne do 

rejonów jednoniciowych pre-miRNA mogą funkcjonować jako wydajne i selektywne 

inhibitory cięcia tych prekursorów przez Dicer. Wstępne badania wykazały również, że 

aktywność Dicer może podlegać regulacji przez G-kwadrupleksy RNA. 

Uzyskane wyniki pozwalają zaproponować szereg możliwych sposobów, w jaki 

oligomery miRNA mogą wpływać na etap cytoplazmatyczny biogenezy miRNA. 

Postulowane modele regulacji obejmują zarówno mechanizmy wymagające 

bezpośredniego oddziaływania oligomerów z Dicer, jak i mechanizmy wymagające 

hybrydyzacji oligomerów do pre-miRNA. W szerszej perspektywie, przedstawione 

wyniki skłaniają do przedyskutowania aktualnego stanu wiedzy na temat regulacji 

biogenezy miRNA w żywych komórkach i zredefiniowania roli cząsteczek RNA 

w procesach warunkujących aktywność ludzkiej rybonukleazy Dicer.  
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Dicer is a ribonuclease III-type enzyme that plays a pivotal role in RNA 

interference (RNAi), processing long double-stranded and hairpin precursor RNAs to 

yield short interfering RNAs (siRNAs) and microRNAs (miRNAs), respectively. The 

enzyme is also involved in subsequent assembly of RNA-induced silencing complex 

(RISC). While details of Dicer structure and functioning are being elucidated, less is 

known about the regulatory aspect of Dicer interaction with RNAs. Recent advances in 

our knowledge of the transcriptome, as well as growing evidence showing RNA-

dependent regulation of other components of RNAi pathways, all point to the possibility 

that also Dicer activity and therefore miRNA maturation might be subjected to such 

control mechanisms.  

The aim of this study was to investigate the role of short RNA oligomers in             

pre-miRNA processing by human Dicer in vitro. The collected data revealed details of 

the mechanisms responsible for selective inhibition of  miRNA maturation observed in 

reactions with two previously identified aptamers binding Dicer. Further, it was proved 

that oligomers as short as 12 nt can interact with single-stranded regions of pre-miRNAs 

and efficiently inhibit cleavage by Dicer. Finally, preliminary studies indicate that RNA 

G-quadruplexes can act as inhibitors of Dicer in vitro. 

Altogether, the obtained results suggest several possible scenarios for regulation 

of miRNA maturation at the step of Dicer. Presented data clearly show that RNA may 

affect miRNA production either by binding to Dicer or by interaction with pre-miRNA, 

which further points to a broad regulatory role of RNA in Dicer functioning, and 

induces to revisit current view on mechanism governing miRNA maturation. 
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IX ZAŁĄCZNIKI 

Załącznik 1. Plik tekstowy zawierający sekwencje 120 aptamerów wiążących Dicer 

(dostępny na płycie CD dołączonej do pracy). 

 

Załącznik 2. Wynik analizy SDS-PAGE komercyjnie dostępnego preparatu Dicer 

(Dicer*, lewy panel coomasie), oczyszczonego i zagęszczonego preparatu Dicer 

otrzymanego w systemie bakulowirusowy (Dicer, prawy panel coomasie), a także 

analizy tego ostatniego metodą immunodetekcji z wykorzystaniem przeciwciał anty-

Dicer (środkowy panel). Schematycznie zaznaczono wzorce masy cząsteczek białek 

(kDa). Strzałkami wskazano pozycję prążków odpowiadających rybonukleazie Dicer.  

 

 

 

 

Załącznik 3. Przykładowy wynik analizy potencjału inhibitorowego oligomeru RNA 

w reakcjach z Dicer i znakowanym radioizotopowo pre-miRNA. Trójkątami oznaczono 

zmianę stężenia wskazanego oligomeru (0,1 µM, 1 µM, 10 µM). K(-) reakcja kontrolna 

bez Dicer i testowanego inhibitora; (K+) reakcja z Dicer, bez testowanego inhibitora. 

Zaznaczono pozycję prążków odpowiadających pre-miRNA i miRNA. Wykres 

przedstawia wartości wydajności tworzenia miRNA w reakcjach z testowanym 

inhibitorem, po normalizacji względem K+ (100%). Słupki błędów odpowiadają 

odchyleniu standardowemu obliczonemu na podstawie wyników uzyskanych 

w przynajmniej trzech niezależnych powtórzeniach eksperymentu. 
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Na autoradiogramach żeli nie obserwowano prążków świadczących o wtórnej 

degradacji RNA czy powstawaniu niespecyficznych produktów cięcia pre-miRNA 

przez Dicer, dlatego, zgodnie z konwencją stosowaną w dotychczasowych publikacjach, 

w rozprawie zdecydowano się prezentować jedynie fragmenty zdjęć obejmujące prążki 

odpowiadające pre-miRNA i miRNA 

 

         

 

 

Załącznik 4. Tabela transkryptów o sekwencjach podobnych do wyselekcjonowanych 

wcześniej aptamerów (dostępny na płycie CD dołączonej do pracy). 
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Załącznik 5. Struktura o najniższej energii swobodnej (ΔG0) przewidziana w programie 

bifold dla heterodupleksu 5′-ATD_15.52  i pre-mir-210.  
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Załącznik 6. Struktury o najniższej energii swobodnej (ΔG0) przewidziane przez 

program bifold dla heterodupleksów wskazanych oligomerów (PCDH21_fr, THAP4_fr) 

i pre-mir-210. 
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Załącznik 7. Struktury o najniższej energii swobodnej (ΔG0) przewidziane w programie 

bifold dla heterodupleksów AL-210 i wskazanych pre-miRNA (pre-mir-16-1,                        

pre-mir-21).  

 

 

Załącznik 8. Struktury o najniższej energii swobodnej (ΔG0) przewidziane w programie 

bifold dla homodupleksów wskazanych 12-merów (AL).  
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Załącznik 9. Tabela prezentująca podstawowe informacje dotyczące oligomerów 

o strukturze G-kwadrupleksów wykorzystanych w badaniach regulacji aktywności 

Dicer. Poniżej przedstawiono schematyczne reprezentacje struktury wskazanych 

oligomerów. 

 

nazwa 

oligomeru 

długość nr dostępu 

PDB 

budowa G-kwadrupleksu ref. 

G4U4G4 12 nt - dwu-  lub czterocząsteczkowy, w zależności 

od warunków środowiska 

[548] 

TER10 10 nt 2M18 dwucząsteczkowy, dimeryzujący [545] 

TER12 12 nt 2KBP dwucząsteczkowy [545] 

TER18 18 nt - jednocząsteczkowy, dimeryzujący [546] 

TER18-2A 20 nt - jednocząsteczkowy [546] 

TER22 22 nt - jednocząsteczkowy [547] 

 

 

G4U4G4 
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TER10                                              TER12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TER18-2A                                        TER22 

 

 

 

 

 

TER18 
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Załącznik 10. Przykład ilustrujący model inhibicji powstawania miRNA, zgodnie 

z którym spadek poziomu dojrzałego miRNA wynika ze zmiany wzoru cięcia przez 

Dicer prekursora tego miRNA. Odmienny wzór cięcia spowodowany jest zmianą 

struktury prekursora, do której dochodzi w następstwie hybrydyzacji 

komplementarnego oligomeru RNA. Autoradiogram przedstawia wynik analizy 

produktów reakcji cięcia pre-mir-210 przez Dicer. Przed zainicjowaniem reakcji,                 

pre-mir-210 wyznakowany radioizotopowo na końcu 5′ inkubowano 

z komplementarnym aptamerem (ATD_15.2). (K+) – reakcja kontrolna z Dicer, bez 

aptameru. (T1) – drabinka T1 służąca jako wzorzec długości RNA, wskazanym na 

zdjęciu prążkom przypisano odpowiadające im miejsca hydrolizy w obrębie                          

pre-miRNA (G1-G48). Zaznaczono prążki odpowiadające pre-mir-210 i miR-210. Na 

czerwono wskazano prążki odpowiadające produktom powstającym w wyniku zmiany 

wzoru cięcia pre-mir-210 przez Dicer w reakcjach z ATD_15.2. 
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