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Streszczenie: W sekwencji ludzkiego genomu zapisana jest informacja na temat budowy i funkcji całego 
organizmu. O charakterystycznych cechach poszczególnych komórek i tkanek decydują mechanizmy regulacji 
ekspresji genów, w których istotną rolę odgrywają niedoceniane dotąd długie, naturalnie występujące, 
antysensowne transkrypty NAT (ang. Naturally occurring Antisense Transcripts, NATs).  NAT wykazują pełną lub 
częściową komplementarność względem funkcjonalnych genów, kontrolując ich ekspresję na poziomie 
ukierunkowanej metylacji DNA, transkrypcji pre-mRNA, różnicowego składania transkryptu pierwotnego jak 
również  redagowania RNA, transportu i zlokalizowanej translacji białek. W przeciwieństwie do grupy krótkich, 
niekodujących RNA (sncRNA) takich jak mikroRNA, długie niekodujące RNA (lncRNA), będąc najliczniejszą grupą 
transkryptów NAT, wykazują zwykle większe dopasowanie sekwencji, a tym samym specyficzność działania 
względem docelowych genów. Wiązanie tych cząsteczek do DNA i RNA może przesłaniać elementy 
regulatorowe lub wpływać na stabilność funkcjonalnych struktur takich jak G-kwadrupleksy i wewnętrzne 
miejsca wejścia rybosomów (elementy IRES). Nowe technologie sekwencjonowania całych genomów i 
przeszukiwania bibliotek cDNA umożliwiły ustalenie, że ok. 20% ludzkich i mysich genów współdzieli sekwencje 
z innymi genami, a ich transkrypty tworzyć mogą komplementarne pary sens-antysens. Chociaż fizjologiczne 
znaczenie większości tych par pozostaje niejasne, zidentyfikowano i opisano antysensowne transkrypty, które 
regulują ekspresję genów związanych z podstawowymi procesami takimi jak wzrost, proliferacja, różnicowanie, 
apoptoza, metabolizm jak również cykl okołodobowy. Zaburzenie ekspresji NAT stwierdzono w przebiegu wielu 
chorób, w tym nowotworowych, co wskazuje na potrzebę ustalenia ich roli na poszczególnych poziomach 
przepływu informacji genetycznej. Niniejsza praca dokonuje przeglądu aktualnej wiedzy w zakresie regulacji 
ekspresji genów przez długie RNA wykazujące aktywnosć NAT. Zdolność do tworzenia par sens-antysens i 
aktywacji mechanizmów kontroli ekspresji docelowych genów, stanowiła podstawę zaproponowanej definicji i 
strukturalno-funkcjonalnej charakterystyki tej niejednorodnej grupy transkryptów.    

Słowa kluczowe: długie naturalnie występujące antysensowne transkrypty - NAT, G-kwadrupleks, komórki 
nowotworowe, lncRNA, pseudogeny. 

Summary: Human genome sequence contains information about structure and function of the whole organism. 
However, specific features of individual cells and tissues are determined by gene expression regulation 
mechanisms, in which long naturally occurring antisense transcripts (NATs) may play a substantial role, largely 
underestimated so far. These molecules show full or partial complementarity to functional genes and may 
control their expression on the level of RNA-directed DNA methylation, pre-mRNA transcription, alternative 
splicing as well as RNA editing, transport and localized protein translation. In contrast to a group of short non-
coding RNAs (sncRNAs) such as microRNA, the NATs including long non-coding RNAs (lncRNAs) usually exhibit 
the higher complementarity, and hence the higher specificity towards target genes. Binding of these molecules 
to DNA or RNA may obstruct regulatory elements or influence the stability of some functional structures such 
as G-quadruplexes and internal ribosome entry sites (IRES elements). The new technologies of whole genome 
sequencing and screening of cDNA libraries revealed that about 20% of human and mouse genes overlap 
resulting in formation of potential sense-antisense pairs. Though, the physiological relevance of most of the 
pairs remains obscure, there are a number of identified and annotated antisense transcripts that are known to 
regulate expression of genes involved in cell growth, proliferation, differentiation, apoptosis, metabolism and 
circadian cycle. NATs expression have been found to be aberrant in the course of various diseases including 
cancers that indicates the need for understanding the roles of these transcripts at each step in the flow of 
genetic information. This paper provides a review of current knowledge on gene expression regulation by long 



 
 
2  

 
      A. MASTER, A. NAUMAN  

RNAs showing NATs activity. Moreover, a definition as well as structural and functional characteristics of the 
heterogeneous group of transcripts has been proposed on the basis of the NATs’ ability to form sense-
antisense pairs and the subsequent potential to activate mechanisms controlling target gene expression. 

Keywords: cancer cells, G-quadruplex, long naturally occurring antisense transcripts - NATs, lncRNA, 
pseudogenes. 

Wykaz zastosowanych skrótów: NAT, naturalnie występujące, antysensowne transkrypty (ang. Naturally 
occurring Antisense Transcripts, NATs); lncRNA, długie niekodujące RNA (ang. long non-coding RNA); sncRNA, 
krótkie niekodujące RNA (ang. short non-coding RNA); NR1D1, gen kodujący transkrypt Rev-Erbα (cis-NAT); 
GB.ac.no., NCBI GeneBank accession number; NCBI, Narodowe Centrum Informacji Biotechnologicznej w USA 
(ang. National Center for Biotechnology Information); GeneBank, Bank informacji o genach NCBI. 

I. WSTĘP 

Długie, naturalnie występujące antysensowne transkrypty NAT (ang. Naturally occurring Antisense 
Transcripts) stanowią niejednorodną klasę endogennych cząsteczek RNA (>200nt), które łączy funkcjonalna 
zdolność do komplementarnego i zwykle specyficznego wiązania się z docelowymi cząsteczkami sensownych 
kwasów nukleinowych (DNA, RNA). Takie pary (sens-antysens) uruchamiać mogą szereg mechanizmów 
prowadzących do zmiany ekspresji docelowych genów położonych w tym samym locus (cis-NAT) lub w 
oddalonych loci (trans-NAT) [51, 75]. Funkcję transkryptu NAT mogą pełnić zarówno długie niekodujące białek 
RNA (lncRNA), transkrypty pseudogenów, jak i cząsteczki RNA kodujące funkcjonalne białka, które rozpoznają 
inne cząsteczki RNA. Aktywność NAT wykazują także niektóre dojrzałe mRNA, tworzące kompleksy 
dwuniciowego RNA (dsRNA) z innymi mRNA [8, 45]. Odrębną klasę endogennych transkryptów NAT stanowią 
krótkie niekodujące RNA (sncRNA, zwykle < 90nt), tj. szeroko opisywane w literaturze mikroRNA, tRNA, rRNA, 
snRNA, snoRNA, piRNA oraz komórkowe siRNA i saRNA [17]. 

Komplementarność długich transkryptów cis-NAT względem docelowych RNA najczęściej nie jest 
przypadkowa i może wynikać z dwukierunkowej transkrypcji genów, prowadzonej jednocześnie na sensownej 
(kodującej) i antysensownej (matrycowej) nici DNA (

→
←). Transkrypcja dwukierunkowa prowadzić może do 

powstania dwóch częściowo pokrywających się cząsteczek transkryptu pierwotnego (pre-RNA), których 
komplementarne dopasowanie nie pozostaje bez wpływu na kolejne etapy przepływu informacji genetycznej. 
W przeciwieństwie do cis-NAT, długie cząsteczki trans-NAT wymagają dłuższych odcinków pełnej 
komplementarności, która umożliwia efektywne ich wiązanie do sekwencji DNA i RNA odległych loci [51, 75].  

Każda komórka somatyczna dysponuje pełną informacją genetyczną na temat budowy i funkcji całego 
organizmu. Komórki różnych tkanek posiadają identyczną sekwencję DNA, chociaż odmienny program ekspresji 
genów, który  prowadzi do ich zmienności fenotypowej [7]. Pierwszym poziomem kształtowania się tej 
zmienności jest transkryptom, który obejmuje zestaw wszystkich zsyntetyzowanych przez komórkę, kodujących 
i niekodujących cząsteczek RNA. Analiza genomu człowieka wykazała, że ponad 90% sekwencji DNA może 
ulegać mniej lub bardziej wydajnej transkrypcji, a niespełna 2% genomu koduje funkcjonalne białka [51], co 
oznacza, że zdecydowana większość transkryptów komórki nie koduje białek (Ryc.1). Ustalono także, że 
sekwencje długich niekodujących RNA zajmują samodzielnie 47% wszystkich poznanych dotąd loci 
chromosomów człowieka i dodatkowo 20% loci łącznie z sekwencjami mRNA (loci dwu-genowe: lncRNA-mRNA, 
Ryc.1) [51]. Co ciekawe, większość sekwencji NAT, zlokalizowanych jest w bliskim sąsiedztwie genów 
funkcjonalnych białek, zwłaszcza w pobliżu 3’-końcowej sekwencji kodującej, jak również w okolicy 
promotorowej tych genów [51]. Jednocześnie oszacowano, że ponad 20% ludzkich transkryptów może tworzyć 
pary sens-antysens i chociaż nie zbadano znaczenia większości z nich (skąd określenie ciemnej materii 
transkryptomu), wiadomo, że w skali całych sieci genetycznych ekspresja dziesiątek tysięcy (89 981 loci) lncRNA 
może odgrywać kluczową rolę w regulacji transkryptomu komórek [51]. Obserwacje te skłaniają zatem do 
rewizji dotychczasowych poglądów na temat roli długich transkryptów NAT w kontroli ekspresji genów, co z 
kolei wskazuje na konieczność analizy ich genomowego kontekstu.  

Niniejsza praca zawiera przegląd literatury prezentującej aktualny stan wiedzy na temat strukturalno-
funkcjonalnych właściwości długich, naturalnie występujących antysensownych transkryptów (NAT) oraz ich roli 
w wielopoziomowej regulacji ekspresji genów (Ryc.1). 
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RYCINA 1. Funkcjonalno-strukturalna klasyfikacja transkryptów (RNA).  

A. Szacowana wielkość transkryptomu w kontekście sekwencji genomu człowieka. Ocenia się, że ponad 90% sekwencji 
genomu (ok. 3,2 miliarda par nukleotydów, nt) ulega transkrypcji, podczas gdy niespełna 2% koduje transkrypty 
funkcjonalnych białek (mRNA). Biologiczne znaczenie większości transkryptów nie jest znane (skąd określenie ciemnej 
materii transkryptomu), choć wiadomo, że ponad 20% komórkowych RNA może hybrydyzować ze sobą tworząc pary sens-
antysens. B. Udział poszczególnych klas RNA w poznanym dotąd fragmencie 4,62% transkryptomu człowieka. Na wykresie 
kołowym przedstawiono udział procentowy liczby loci (miejsc) zajmowanych przez poszczególne klasy RNA tj: matrycowych 
RNA (mRNA), długich niekodujących RNA (lncRNA), krótkich niekodujących RNA (sncRNA), jak również loci zajmowanych 
jednocześnie przez: mRNA i lncRNA, mRNA i sncRNA, lncRNA i sncRNA oraz mRNA i lncRNA i sncRNA. Chociaż większość z 
tych cząsteczek może pełnić funkcję naturalnie występującego, antysensownego transkryptu (NAT), najliczniejszą klasę tych 
transkryptów stanowią lncRNA (>200nt), które łącznie występują w ponad 67% loci. Grupa niekodujących RNA obejmuje 
podklasę transkryptów pseudogenów (PG), które zajmują 19,39% loci przypisanych lncRNA i sncRNA.  Wartości procentowe 
odpowiadają liczbie zajmowanych loci (nie nukleotydów w sekwencji genomu). Opracowanie przygotowano na podstawie 
danych literaturowych omówionych w treści artykułu. C. Funkcjonalna klasyfikacja cząsteczek RNA. Transkrypty podzielono 
na dwie funkcjonalne klasy cząsteczek: naturalnie występujących, sensownych RNA (NST) i antysensownych (NAT), takich 
jak lncRNA i pseudogeny (PG), które w większości nie kodują białek, jakkolwiek funkcję długiego NAT może pełnić również 
cząsteczka kodującego mRNA (C.1) tj. Rev-Erbα, która jest zdolna do rozpoznania i związania innej sensownej nici RNA tj. 
TRα. Na schemacie zaznaczono również małe niekodujące RNA (sncRNA), obejmujące klasy: mikroRNA (miRNA), tRNA,  
rRNA, snRNA, snoRNA  siRNA, saRNA, piRNA, które mogą pełnić funkcję krótkich NAT. D. Kontrola przepływu informacji 
genetycznej przez cząsteczki wykazujące aktywność transkryptów NAT. Hybrydyzacja transkryptu NAT z docelową 
cząsteczką RNA, która ulega transkrypcji w tym samym locus (cis-NAT) lub odległych loci (trans-NAT) uruchamia szereg 
specyficznych dla NAT mechanizmów związanych z regulacją ekspresji docelowych genów, zwłaszcza na poziomie kontroli 
ich transkrypcji i translacji, co zostało omówione w treści artykułu. E. Wiązanie transkryptów NAT przez mRNA. Cis-NAT 
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Rev-Erbα kodowany przez gen NR1D1 ulega transkrypcji z promotora (P2) w kierunku zbieżnym do transkrypcji położonego 
w tym samym locus (17q11.2) genu THRA (P1, transkrypcja dwukierunkowa), którego mRNA TRα2 wykazuje pełną 
komplementarność w regionie 3’ z antysensowną cząsteczką Rev-Erbα, co umożliwia hybrydyzację obydwu RNA i aktywuje 
specyficzną odpowiedź NAT. Na schemacie zaznaczono również parę komplementarnych transkryptów cis-NAT Rev-Erbβ 
(NR1D2) i mRNA TRβ (THRB), oraz transkrypty: mRNA WT-1 (WT1) i antysensownej cząsteczki WIT-1 (WIT1), które ulegają 
jednak dwukierunkowej transkrypcji rozbieżnej z jednego promotora (P1) i prezentują typowy układ genów związanych z 
genomowym piętnowaniem rodzicielskim. Po środku zaznaczono transkrypt trans-NAT SRA kodowany przez gen SRA1, który 
wiążąc się z transkryptami odległych loci może zmieniać ekspresję ich genów, jak również pełnić funkcję niebiałkowego 
koaktywatora wielu czynników transkrypcyjnych w tym TRα1 i TRβ1.  

FIGURE 1. Functional and structural classification of transcripts (RNAs). 
A. Transcriptome size in the context of the human genome sequence. Although it is estimated that over 90% of the 
genome sequence can be transcribed, the cellular proteome is encoded by less than 2% of the genome. The biological 
functions of the most transcripts are unknown (dark matter of the transcriptome), however, it was calculated that at least 
20% of cellular RNAs have the potential to form sense-antisense pairs. B. Participation of various RNA classes in an 
annotated part (4.62 %) of the human transcriptome. Percentage values of gene loci number occupied by 4 categories of 
transcripts are shown in right circle graph. C. Functional classification of RNA molecules. Transcripts were divided onto two 
groups of RNAs: naturally occurring sense (NST) and antisense (NAT) transcripts including lncRNAs and pseudogenes (PGs) – 
a class of non-protein coding or non-functional protein coding RNAs. Nevertheless, the function of NATs may be also 
fulfilled by protein coding mRNAs transcribed from overlapping genes such as THRA and NR1D1 encoding TRα2 and Rev-
Erbα proteins. D. The flow of genetic information controlled by transcripts showing NAT’s activity. Complementarity of 
transcripts may be observed when their genes share the common sequence in the same locus (cis-NATs) or distant loci 
(trans-NATs) that may result from gene duplication during genome evolution. Furthermore, the long double-stranded RNAs 
(dsRNAs) can trigger specific responses at the level of transcription or translation. E. NATs’ binding to mRNAs. Cis- and 
trans-NATs can interact with various mRNA regions forming long RNA pairs such as WT-1 / WIT-1 transcribed from the same 
bidirectional promoter, TRα / Rev-Erbα with overlapping 3’UTR regions or SRA affecting the expression and function of the 
thyroid hormone receptors (TRs).  

II.1. PSEUDOGENY STANOWIĄ NATURALNE ŹRÓDŁO CZĄSTECZEK NAT 

Naturalnym źródłem długich, antysensownych RNA są pseudogeny, czyli zmienione kopie genu 
powstałe podczas ekspansji rodziny genowej, wykazujące ok. 75%-80% homologii z funkcjonalnym genem. 
Pseudogeny powstają przez duplikację genu lub jego fragmentu, jak również przez retrotranspozycję 
obejmującą proces odwrotnej transkrypcji genu, po której następuje integracja z genomem w odwrotnym 
kierunku, czemu towarzyszą zwykle niewielkie zmiany w ich sekwencji [46]. Długie antysensowne transkrypty 
mogą znajdować się zarówno na nici plus (+) jak i minus (-) DNA pseudogenów, ale również w sekwencji 
intronów, eksonów, promotorów, enhancerów, sekwencji miedzy genowych i regionów nieulegających 
translacji [38, 46]. Obecnie, liczbę pseudogenów szacuje się na ok. 20 tysięcy. Nie jest to jednak ich ostateczna 
ilość, która może przekroczyć liczbę genów kodujących białka [46]. W najnowszych badaniach wskazuje się na 
proces duplikacji genów, jako kluczowy mechanizm powstawania funkcjonalnych trans-NAT, co przynajmniej w 
części tłumaczyć może dlaczego w toku ewolucji te bezużyteczne geny (jak wcześniej określano pseudogeny) nie 
zostały wyeliminowane [51]. Funkcjonalne znaczenie  NAT w regulacji ekspresji genów kodujących białka 
obrazować może doświadczenie, w którym wykazano, że mysi transkrypt pseudogenu Mkrn1-ps1 (ang. 
Makorin1-p1) odpowiada za stabilizację mRNA homologicznego genu kodującego białko Mkrn1 (ang. Makorin1) 
[27]. Zablokowanie transkrypcji tego pseudogenu powoduje destabilizację mRNA Mkrn1 i zahamowanie 
syntezy białka, którego niedobór objawia się wielotorbielowatością nerek i deformacją kości myszy [27].  

II.2. DŁUGIE NIEKODUJĄCE RNA TWORZĄ NAJLICZNIEJSZĄ KLASĘ  
FUNKCJONALNEJ GRUPY TRANSKRYPTÓW NAT 

Transkrypty pseudogenów stanowią naturalną podklasę cząsteczek długich niekodujących RNA 
(lncRNA, ang. long non-coding RNA), które obok długich kodujących antysensownych RNA (np. Rev-Erbα , Rev-
Erbβ, SRA) i krótkich niekodujących RNA  (sncRNA, ang. short non-coding RNA) takich jak mikroRNA (miRNA), 
należą do funkcjonalnej grupy naturalnie występujących antysensownych transkryptów NAT (Ryc.1). Badane 
ostatnio mechanizmy kontroli transkrypcji wskazują na niedocenianą dotąd rolę długich niekodujących 
transkryptów, które oprócz wpływu na proces metylacji [56] i modyfikacji chromatyny [56], mogą również być 
wiązane przez czynniki transkrypcyjne i pełnić funkcję korepresorów lub koaktywatorów transkrypcji [59], 
blokować transkrypcję przez wiązanie się do komplementarnych sekwencji kodujących cząsteczek mRNA [46], 
jak również kierować procesem alternatywnego składania eksonów [70]. Chociaż molekularny mechanizm ich 
działania nie został dotąd dobrze poznany [64], coraz więcej prac naukowych łączy zmiany ekspresji lncRNA z 
występowaniem chorób związanych z zaburzeniem kontroli transkrypcji i translacji białek [55, 30].  

http://pl.wikipedia.org/wiki/Duplikacja
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II.3. GENY CIS-NAT WSPÓŁDZIELĄ SEKWENCJE DNAZ KONTROLOWANYMI PRZEZ NIE GENAMI  
TEGO SAMEGO LOCUS 

Funkcjonalny podział NAT związany jest z docelowym miejscem ich działania. Długie antysensowne 
transkrypty syntetyzowane w obrębie jednego locus, które wykazują przy tym komplementarność względem 
sensownej nici kodującego mRNA tego samego genu lub genów w obrębie jednego locus, nazywane są 
naturalnie występującymi antysensownymi transkryptami cis (cis-NAT) [75]. Przykładem tego typu interakcji są 
geny WT1 i WIT1, ulegające transkrypcji w przeciwnych, rozbieżnych kierunkach z jednego promotora [19], jak 
również gen NR1D1, położony w jednym locus, tuż za genem THRA, który koduje dwie funkcjonalnie 
antagonistyczne izoformy receptora jądrowego trijodotyroniny - właściwy receptor TRα1 oraz receptor TRα2, 
którego wydłużony C-końcowy łańcuch aminokwasów uniemożliwia zależną od T3 aktywację transkrypcji 
docelowych genów [10, 52]. Chociaż NR1D1 i THRA ulegają transkrypcji z dwóch różnych promotorów 
znajdujących się w jednym locus, transkrypcja odbywa się w przeciwnych, zbieżnych kierunkach, co powoduje, 
że końce 3’ transkryptów Rev-Erbα (NR1D1) i TRα2 (THRA), nakładają się częściowo i są względem siebie 
komplementarne [45], hamując tym samym powstawanie izoformy białkowej TRα2 na korzyść TRα1  [22, 54].  

II.4. TRANS-NAT WYMAGAJĄ DŁUŻSZYCH ODCINKÓW DOPASOWANIA WZGLĘDEM DOCELOWYCH 
TRANSKRYPTÓW ODLEGŁYCH LOCI 

Jeżeli długie NAT wykazują komplementarność i regulują aktywność odległych genów, położonych 
poza własnymi loci, takie cząsteczki klasyfikowane są w grupie antysensownych, naturalnie występujących 
transkryptów trans (trans-NAT) [46]. Skuteczna regulacja „na odległość” wymaga od cząsteczek trans-NAT 
dłuższych odcinków komplementarności względem regulowanych transkryptów w porównaniu do cis-NAT, 
choć najczęściej takie dopasowanie nie jest pełne (<100%) [46]. W przeciwieństwie do cząsteczek mikroRNA, 
zaliczanych do grupy krótkich trans-NAT i regulujących aktywność mRNA głównie na poziomie translacji, trans-
NAT kontrolują przede wszystkim etap transkrypcji na różnych jego poziomach (Ryc.1). Jednym z takich długich 
niekodujących RNA jest omówiony powyżej aktywator RNA receptorów steroidowych SRA, który działając „na 
odległość” pełni funkcję niebiałkowego koaktywatora wielu czynników transkrypcyjnych [35, 48], w tym TRα i 
TRβ [70]. 

II.5. NAT KONTROLUJĄ EKSPRESJĘ GENÓW NA WIELU POZIOMACH  
PRZEPŁYWU INFORMACJI GENENTYCZNEJ 

Aktywność długich, naturalnie występujących transkryptów NAT streścić można do funkcji 
komplementarnego oddziaływania (interferencji) z różnymi elementami regulatorowymi sekwencji DNA jak i 
RNA, które decydują o kierunku, wydajności i szybkości procesów replikacji, transkrypcji i translacji białek [38]. 
Funkcjonalny potencjał tych cząsteczek związany jest także z ukierunkowaną metylacją wysp CpG i 
epigenetyczną regulacją struktury chromatyny [16].  

II.5.1. NAT WYCISZAJĄ TRANSKRYPCJĘ GENÓW 

Mechanizm ten opisano szczegółowo dla procesu inaktywacji jednego z chromosomów X ssaków płci 
żeńskiej [63]. Zasadniczą rolę w tym procesie odgrywa układ długich niekodujących transkryptów typu cis-NAT: 
antysensownego Tsix i sensownego Xist, który odpowiada za modyfikację struktury chromatyny przez 
naprowadzanie i rekrutację kompleksów wyciszających transkrypcję, metylację histonu H3 oraz metylację wysp 
CpG promotorów genów chromosomu Xi przeznaczonego do wyciszenia. Zwiększona ekspresja transkryptu Tsix 
na aktywnym chromosomie Xa neutralizuje sensowny transkrypt Xist zarówno przez komplementarne wiązanie 
antysensownego Tsix jak również zależną od niego metylację promotora Xist, którego mechanizm nie został 
jednak dobrze wyjaśniony, jakkolwiek odpowiada on również za proces piętnowania genomowego [63]. W 
podobny sposób wyciszana jest transkrypcja pojedynczych genów, których ekspresja regulowana jest przez 
selektywne rozpoznawanie i wiązanie się cząsteczek NAT, najczęściej w regionach promotorów tych genów [17, 
13].    

II.5.2. NAT BIORĄ UDZIAŁ W METYLACJI DNA I REGULACJI AKTYWNOŚCI PROMOTORÓW GENÓW  

W wielu przypadkach cząsteczki RNA są czynnikiem inicjującym ukierunkowane dziedziczenie 
epigenetyczne, prowadzące do wzmocnienia lub wyciszenia określonych sekwencji DNA [63]. Proces wyciszania 
transkrypcji odbywać się może przez zależną od długich niekodujących RNA (lncRNA) rekrutację białkowych 
kompleksów wyciszających transkrypcję. Transkrypty NAT takie jak lncRNA mogą kierować te kompleksy do 
odpowiednich regionów genomu lub sekwencji DNA tak w obrębie własnego locus (regulacja cis) jak i 
oddalonych loci (regulacja trans) [16]. Mechanizmy metylacji DNA kontrolują istotne procesy związane z 
rozwojem organizmów, w tym inaktywacją jednego z chromosomów X embrionów żeńskich, jak również z 
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ekspresją genów istotnych z punktu widzenia embriogenezy (np. WT1, IGF2) [56]. Zaburzenie tych procesów 
może prowadzić do chorób nowotworowych [66].   

Klasycznym przykładem wyciszania ekspresji genów przez metylację DNA jest inaktywacja jednego z 
chromosomów X ssaków przez transkrypt Xist [63]. Zasadniczą rolę w tym procesie odgrywa rejon zwany XIC 
(ang. X-inactivation center), obejmujący gen XIST, który koduje długi, podlegający splicingowi i poliadenylacji 
RNA Xist (ang. X inactive-specific transcript) oraz położony na 3’ jego końcu gen TSIX. RNA Tsix pełni funkcję 
długiego antysensownego transkryptu NAT, częściowo komplementarnego do RNA Xist, który w nieobecności 
Tsix hybrydyzuje z sekwencjami DNA przeznaczonymi do wyciszenia. Zależna od Xist modyfikacja struktury 
chromatyny polega m.in. na rekrutacji enzymatycznych kompleksów wyciszających transkrypcję, które 
przeprowadzają metylację lizyny w pozycji 9 i 27 histonu H3 a następnie metylację wysp CpG promotorów 
chromosomu X przeznaczonego do wyciszenia. Wyższa ekspresja transkryptu Tsix na aktywnym chromosomie X 
neutralizuje sensowny transkrypt Xist zarówno przez komplementarne wiązanie antysensownego Tsix jak 
również przez zależną od Tsix metylację promotora Xist, którego jednak mechanizm nie został dotąd 
wystarczająco opisany [63].  

II.5.3. NAT KONTROLUJĄ SKŁADANIE ALTERNATYWNYCH WARIANTÓW mRNA 

W najnowszych badaniach, podkreśla się niedocenianą dotąd rolę cząsteczek NAT zarówno w 
ukierunkowanym składaniu specyficznych wariantów mRNA [39], jak i regulacji biosyntezy białek [38]. 
Cząsteczki długich antysensownych RNA mogą oddziaływać z intronowymi i eksonowymi sekwencjami pre-
mRNA [46], wpływając na obserwowaną często korelację między ekspresją poszczególnych wariantów mRNA a 
poziomem długich antysensownych transkryptów typu NAT [53, 50]. Zaburzenie tej regulacji może towarzyszyć 
rozwojowi wielu chorób, w tym neurodegeneracyjnych [55] i nowotworowych [30, 66]. Szacuje się, że ok. 15% 
ludzkich chorób genetycznych związanych jest z zaburzeniem różnicowego składania transkryptu pierwotnego 
[50], w którym istotną rolę odgrywać mogą długie antysensowne transkrypty NAT [30, 76]. Długie transkrypty 
NAT mogą oddziaływać z pre-mRNA i ukierunkowywać proces wycinania intronów oraz alternatywnego 
łączenia eksonów, który często rozpoczyna się w fazie elongacji transkrypcji [2]. Eksony tworzą ciąg sekwencji 
kodującej (CDS) oraz regulatorowe regiony nieulegające translacji (UTR, ang. UnTranslated Regions), położone 
terminalnie, na 5’ końcu (5’UTR) oraz 3’ końcu (3’UTR) cząsteczki mRNA [3, 18]. W wyniku różnicowego łączenia 
eksonów powstają alternatywne warianty mRNA, które mogą różnić się między sobą w zakresie sekwencji 
kodującej izoformy białkowe, lub też w regionach nieulegających translacji 5’UTR [42] i 3’UTR [3]. Zarówno 
alternatywne składanie eksonów jak i proces potranskrypcyjnej modyfikacji RNA mogą być regulowane przez 
NAT [45, 67], prowadząc do powstania odmiennych białek, modyfikowanych dodatkowo w procesie 
potranslacyjnej obróbki, co zwiększa bioróżnorodność makrocząsteczek różnych typów komórek [49].  

II.5.4. NAT UCZESTNICZĄ W PROCESIE REDAGOWANIA RNA 

Redagowanie RNA, nazywane także edycją RNA (ang. RNA editing) polega na modyfikacji informacji 
genetycznej przez enzymatyczne wprowadzanie drobnych zmian w sekwencji RNA, które prowadzić mogą do 
syntezy odmiennego białka lub degradacji zmodyfikowanego RNA [57]. Modyfikacje te obejmować mogą 
deaminację adenozyny do inozyny (A→I), deaminację cytozyny do urydyny (C→U), jak również małe insercje 
lub delecje, które zmieniają zwykle ramkę odczytu (ORF) [32]. Długie Antysensowne transkrypty, które w jądrze 
komórkowym rozpoznają komplementarne fragmenty sensownych RNA, pełnią kluczową rolę w konwersji 
adenozyny do inozyny, rozpoznawanej następnie przez aparat translacyjny w cytoplaźmie jako guanozyna [16]. 
Powstające w jądrze komórkowym dupleksy antysensownego RNA i sensownego mRNA aktywują deaminazę 
adenozyny dwuniciowego RNA - ADAR lub ADAT (w przypadku edycji tRNA), która przeprowadza zmianę (A→I), 
znakując w ten sposób dupleksy RNA. Modyfikacje te mogą zmieniać sekwencję białka lub uruchamiać proces 
degradacji znakowanych inozyną dupleksów RNA. Zmodyfikowane w wysokim stopniu dwuniciowe RNA, 
akumulowane są w jądrze i degradowane przez nukleazy specyficznie rozpoznające inozynę [16]. Mechanizm 
ten wskazuje na kolejną funkcję NAT, związaną z regulacją transportu jądrowego i kontrolą poziomu 
specyficznych mRNA [16]. Akumulacja w jądrze komórkowym antysensownego RNA, a w konsekwencji również 
jego sensownego partnera, jest częstym zjawiskiem obserwowanym w warunkach stresu komórkowego, 
hipoksji i zwiększonej ilości  nadtlenku wodoru [16].   

Modelowym przykładem zależnej od NAT edycji RNA jest przeprowadzana przez  deaminazę ADAR 
konwersja A→I w mRNA 4f-rnp, inicjowana przez związanie antysensownego transkryptu sas-10 muszki 
owocowej (Drosophila melanogaster) [16]. ADAR przeprowadza podobną edycję w mRNA podjednostki GluR-B 
receptora kwasu glutaminowego typu AMPA. Zmiana pojedynczego aminokwasu Gln (CAG) na Arg (CGG) w 
eksonie 11, obniża przepuszczalność wapnia przez kanały jonowe zawierające tę podjednostkę GluR-B [57]. 
Uważa się, że redagowanie przez ADAR odbywa się przed etapem alternatywnego składania eksonów, o czym 
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świadczyć może wykazany udział intronów pre-mRNA w wyznaczaniu specyficznych miejsc edycji tego RNA. 
Oprócz edycji eksonu 11 (zmiana Gln/Arg), redagowanie GluR-B obejmuje także intron 11, jak również ekson 13 
(zmiana Arg/Gly) oraz intron 13. Eksony wraz z intronami towrzą wewnątrzcząsteczkowe pary dwuniciowego 
RNA ekson-intron (sens-antysens), stanowiącego substrat deaminazy ADAR [57]. Wykazano także, że 
redagowanie prze-mRNA GluR-B determinuje proces różnicowego składania tego transkryptu, jak również, że 
edycja regionów UTR wpływa na stabilność mRNA i wydajność jego translacji [57].  

Inny typ modyfikacji C→U przeprowadza rodzina deaminaz APOBEC/AID. APOBEC-1 redaguje mRNA 
apolipoproteiny B czego wynikiem jest wprowadzenie dodatkowego kodonu stop i skrócenie białka  100kDa → 
48kDa [32]. Deaminaza cytydyny indukowana aktywacją limfocytów B (AID) odpowiedzialna jest za tworzenie 
zmienności genów przeciwciał przez wprowadzanie mutacji do jednoniciowego DNA [32]. W linii komórek 
wątrobowych zakażonych wirusem HBV wykazano, że AID  bierze udział w modyfikacji RNA, jak również 
modyfikaji DNA tego wirusa, gdzie stwierdzono zmiany C→U oraz G→A [40]. Chociaż mechanizm edycji G→A 
nie jest znany, sugeruje się że zmiana ta może być wynikiem modyfikacji prowadzonej przez białko z rodziny 
APOBEC/AID na antysensownej nici dwuniciowego RNA [20, 21]. Zmianę G→A zaobserwowano także w mRNA 
HnRNP-K. Wynikiem edycji RNA tej rybonukleoproteiny jest specyficzna dla raka jelita grubego modyfikacja 
G274A, prowadząca do zmiany Ala92Thr na końcu domeny KH1 białka hnRNP-K [31]. Innym przykładem 
antysensownego transkryptu, który w mitochodnriach kinetoplastów bierze udział w edycji RNA jest gRNA (ang. 
guide RNA). Pełni on funkcję wzorca blokowych insercji i delecji urydyn, wprowadzanych do edytowanego RNA 
[32].  

II.5.5. NAT MOGĄ TAKŻE WZMACNIAĆ EKSPRESJĘ GENÓW 

Aktywator RNA receptorów steroidowych (SRA), kodowany jest przez gen SRA1 (ang. Steroid Receptor 
RNA Activator) [35], jest klasycznym przykładem trans-NAT, który pełni funkcję koaktywatora wielu czynników 
transkrypcyjnych [48]. Pierwotnie SRA został zidentyfikowany jako poliadenylowany, ulegający alternatywnemu 
składaniu, niekodujący transkrypt, będący koaktywatorem hormonów steroidowych (progesteronu, 
estrogenów, androgenów i glukokortykoidów), co tłumaczy jego nazwę [35]. W późniejszym jednak czasie 
wykazano, że na matrycy tego samego genu powstaje alternatywny, kodujący wariant mRNA, którego białko 
(SRAP) [29] może działać antagonistycznie względem SRA, jako korepresor hormonów steroidowych, co 
obrazuje złożoność regulacji dwu-funkcyjnych genów takich jak SRA1 [48]. Obecnie, w bazie NCBI Gene 
opublikowane są dwa kodujące (GB.ac.no.: NM_001035235.3, NM_001253764.1) i dwa niekodujące warianty 
transkrypcyjne (NR_045586.1, NR_045587.1), które różnią się alternatywnym miejscem składania eksonów w 
regionie 5’ genu SRA1. Zaburzenie właściwego stosunku tych wariantów, wykazujących zwykle aktywność 
korepresorów (białka SRAP) i koaktywatorów (lncRNA SRA) transkrypcji, może zmieniać fenotyp komórek 
nowotworowych, w tym raka piersi z ekspresją jądrowych receptorów progesteronu i estrogenów [17]. Jak 
wykazano w 2004r, niekodujący transkrypt SRA może być wiązany przez receptory jądrowe trijodotyroniny 
(TRα1 i TRβ1) za pośrednictwem domeny wiążącej RNA zlokalizowanej w sąsiedztwie domeny wiążącej DNA (C) 
i mocno wzmacniać aktywność transkrypcyjną tych receptorów [70].  

Innym przykładem pozytywnej roli NAT w ekspresji genów może być układ dwukierunkowej 
transkrypcji w obrębie genu HIF1A, kodującego podjednostkę α czynnika indukowanego w hipoksji (HIF-1α). 
Układ ten prowadzi do syntezy dwóch cząsteczek RNA: sensownego mRNA i długiego antysensownego 
transkryptu (NAT), komplementarnego względem regionu 3’ HIF-1α [68]. Związanie mRNA kodującego białko 
HIF-1α przez transkrypt NAT powoduje zwiększenie stabilności mRNA HIF-1α, co tłumaczy się zablokowaniem 
destabilizującego motywu tego mRNA [68]. Ze względu na aktywację transkrypcji genów związanych procesami 
angiogenezy przez HIF-1, regulacja ekspresji tego czynnika transkrypcyjnego przez NAT może mieć szczególne 
znaczenie w badaniach nowotworowych. Podobny efekt wzmocnienia ekspresji przez zwiększenie stabilizacji 
mRNA obserwuje się w przypadku dwukierunkowej transkrypcji genu BACE1, kodującego β-sekretazę, chociaż 
w tym przypadku stabilizacja mRNA wynika z zablokowania przez NAT miejsca wiązania destabilizującego 
mikroRNA [68]. W badaniach regeneracji, z wykorzystaniem modelu psich płuc poddanych pneumonektomii 
wykazano, że jednoczesna ko-transkrypcja sensownego RNA sEPO-R i antysensownego asEPO-R prowadzi do 
zwiększenia ilości białka receptora erytropoetyny (EPO-R) i przyspieszonej regeneracji, obejmującej 
powiększenie, wzrost i rearanżację zachowanego płuca. Wyniki tych badań mogą stanowić przykład synergizmu 
działania pary transkryptów sens-antysens w podnoszeniu wydajności syntezy białka [74].     

II.5.6. TRANSKRYPTY NAT REGULUJĄ SYNTEZĘ BIAŁEK  

Kontrola translacji jest jednym z końcowych mechanizmów regulacji ekspresji genów, który na 
poziomie proteomu decyduje o charakterystycznych cechach fenotypowych komórki [25]. Szybkość oraz 
wydajność syntezy niektórych białek może być bezpośrednio regulowana przez komplementarne transkrypty 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001035235.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_001253764.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_045586.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_045587.1
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NAT, których związanie zmienia strukturę przestrzenną mRNA wpływając na dostępność miejsc wiązania 
czynników inicjacji, wydłużania łańcucha polipeptydowego i terminacji translacji [38]. Ponieważ inicjacja 
translacji jest etapem limitującym szybkość syntezy białek [47], szczególnie istotną dla tego procesu może być 
komplementarne wiązanie cząsteczek NAT przez sekwencje 5’UTR mRNA. Alternatywne warianty 5’UTR nie 
mają wpływu na sekwencję białka (nie kodują odmiennych izoform białkowych), chociaż mogą decydować o 
trwałości mRNA, lokalizacji subkomórkowej jak również o końcowej wydajności syntezy białek [47]. W 
regionach UTR znajdują się regulatorowe elementy cis (ang. cis-acting elements), rozpoznawane przez czynniki 
trans (ang. trans-acting elements) takie jak transkrypty NAT, wchodzące w skład rybonukleoprotein ITAF (ang. 
IRES trans-acting factor) [37], które rozpoznają wewnętrzne miejsca wejścia rybosomów IRES (ang. Internal 
Ribosome Entry Site) [33], czy też krótkie, niekodujące mikroRNA (sncRNA), rozpoznające swoiste miejsca 
wiązania w sekwencji 3’UTR [28]. NAT mogą pośredniczyć w interakcji mRNA z rybosomem i czynnikami  
inicjacji translacji. Wchodząc w skład kompleksów ITAF, obejmujących m.in. heterogenną grupę jądrowych 
rybonukleoprotein (hnRNP), zwykle stymulują translację niezależną od czapeczki 5’ (zależną od elementu IRES) 
[37]. Oddziaływanie mRNA-NAT (sens-antysens) prowadzi do rearanżacji przestrzennej struktury 5’UTR, co 
ułatwia związanie małej podjednostki rybosomu 40S z sekwencją IRES i dopasowanie jej do kodonu start, bez 
potrzeby skanowania całego 5’UTR [33]. 

II.5.7. NAT MOGĄ KONTROLOWAĆ TWORZENIE FUNKCJONALNYCH STRUKTUR DNA I RNA  

Kontrola ekspresji niektórych genów realizowana jest przez wpływ na proces formowania struktur 
przestrzennych regionów regulatorowych DNA (promotorów, intronów) [2] i RNA (UTR) [4]. Najnowsze badania 
wskazują, że szczególną rolę w tym procesie mogą odgrywać czteroniciowe struktury kwasów nukleinowych 
nazywane G-kwadrupleksami (ang. G-quadruplex), które charakteryzuje zwykle obecność motywu czterech 
tetrad guanidynowych (GGG) rozdzielonych przez trzy pętle 1-7 dowolnych nukleotydów d(G3+N1-7G3+N1-7+G3+N1-

7G3+) [2, 5]. Tworzą one wielowarstwowe, równoległe lub antyrównoległe struktury stabilizowane jonami metali 
i wiązaniami wodorowymi. G-kwadrupleksy składają się z jednej lub z wielu cząsteczek kwasów nukleinowych, 
które formują dynamiczne struktury przestrzenne, zmieniające się w trakcie progresji cyklu komórkowego [2]. 
Obecność G-kwadrupleksów wykazano w sekwencji promotorowej wielu genów odgrywających istotną rolę w 
cyklu komórkowym i procesach nowotworowych, w tym: MYC [14], HIF1A [60], oraz innych [2].  

Jak wykazała analiza bioinformatyczna genów THRA i THRB (Materiały uzupełniające), promotory tych 
genów zawierają sekwencje zgodne z sekwencją konsensusową G-kwadrupleksu: GGGCCGGGGCGGGCCGGG 
(TRHB) oraz GGGGCCAGGGGGGTGCTG GGGTAATTAGGG (THRA), co wskazuje że mogą one formować 
funkcjonalne struktury przestrzenne, jak zaprezeontowano na schematycznym modelu G-kwadrupleksu (Ryc.2). 
W przypadku THRB, na tworzenie tej potencjalnej struktury może wpływać komplementarny względem 
sekwencji promotorowej tego genu, antysensowny transkrypt LOC644990, co jednak wymaga weryfikacji w 
badaniach bezpośrednich. Podobny model regulacji zaproponowano dla tworzącego struktury G-kwadruplexu 
promotora ludzkiego genu RFP2, kontrolowanego przez niekodujący antysensowny transkrypt RFP2OS [61]. 

Obecność G-kwadrupleksu stwierdzono także w sekwencji 5’UTR transkryptów genu THRA, gdzie 
zidentyfikowano ciąg tetrad guanidynowych (GGGCCTGGGTGGCAGGGGGT GGG) odpowiedzialnych za 35% 
zahamowanie syntezy jądrowego receptora trijodotyroniny TRα [1]. Najnowsze badania wskazują, że obecne w 
regionie 5’UTR G-kwadrupleksy mogą pełnić zasadniczą rolę w przełączaniu alternatywnych mechanizmów 
inicjacji translacji [5]. Wykazano, że charakterystyczne dla kwadrupleksów wielowarstwowe struktury mogą z 
jednej strony hamować translację zależną od czapeczki 5’, a z drugiej ułatwiać inicjację translacji niezależnej od 
czapeczki 5’ (zależnej od elementów IRES) [5]. Kwadrupleksy RNA mogą również powstawać w ciągu powtórzeń 
trinukleotydowych STR (ang. Short Tandem Repeats) takich jak: CGG, AGG i UGG, które zależą jednak silnie od 
sąsiadujących sekwencji RNA jak i od warunków środowiska [4]. W zależności od położenia i konformacji, 
struktury kwadrupleksów mRNA mogą hamować inicjację translacji zależnej od czapeczki 5’ lub wzmacniać 
syntezę białek inicjowaną w wewnętrznych miejscach wejścia rybosomów (IRES) [5]. Przestrzenną konformację 
5’UTR modyfikują dodatkowo wymienione wcześniej rybonukleoproteiny ITAF [33, 37]. NAT mogą ułatwiać lub 
utrudniać proces formowania się bogatych w guaninę, funkcjonalnych struktur G-kwadrupleksów przez 
komplementarne oddziaływanie z sekwencją konsensusową samego kwadrupleksu lub jego otoczenia, zarówno 
w RNA [5, 51] jak i w nici kodującej lub matrycowej DNA [23, 60].  

W komórkach eukariotyczncyh mogą tworzyć się także trójniciowe kompleksy RNA lub RNA-DNA [6]. 
Tripleksy mogą być rozpoznawane i regulowane przez białka takie jak rybonukleoproteiny HnRNP, białka IF, 
białka HMG, różne białka cyklu komórkowego, czynniki transkrypcyjne i białka naprawy DNA [6]. Typowym 
przykładem regulacji przez trójniciową strukturę DNA-DNA-RNA jest kontrola ekspresji genu DHFR przez długi 
niekodujący transkrypt, którego transkrypcja inicjowana jest z alternatywnego promotora, położonego powyżej 
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głównego promotora DHFR [6]. Niekodujący transkrypt oddziałuje z właściwym promotorem, z którym tworzy 
trójniciowy kompleks. Chociaż główny promotor odpowiada za 99% transkrypcji DHFR, utworzenie 
trójniciowego kompleksu powoduje dysocjację kompleksu pre-inicjacyjnego i hamuje transkrypcję DHFR [6].  

W ostatnim czasie zwraca się uwagę na potencjalną rolę NAT w promowaniu zjawiska zmiany 
translacyjnej ramki odczytu, nazywanej również ślizganiem się rybosomów (ang. ribosomal frameshifting), 
które natrafiając na różnego rodzaju przeszkody natury strukturalnej, obecne w sekwencji poślizgowej (ang. 
slippery sequence) np. UUUAAAC, mogą przesuwać się z pominięciem tej przeszkody w inne miejsce mRNA, w 
tej samej lub innej ramce odczytu [15]. Mechanizm ten zmienia pierwotne znaczenie kodu genetycznego i 
prowadzi do zwiększenia bioróżnorodności białek [15].  

Wszystkie wymienione powyżej etapy ekspresji genów mogą być kontrolowane przez długie, 
naturalnie występujące antysensowne transkrypty NAT [38], których komplementarność względem docelowych 
cząsteczek DNA i RNA może prowadzić do selektywnego wzmocnienia lub osłabienia ekspresji poszczególnych 
genów na różnych poziomach przepływu informacji genetycznej.   

II.6. GENY lncRNA ZAWIERAJĄ WIĘCEJ SEKWENCJI STABILNYCH G-KWADRUPLEKSÓW  

Badania in silico opublikowanych dotąd sekwencji długich niekodujących RNA (lncRNA), które stanowią 
najliczniejszą podklasę NAT, wykazała, że ok. 60% lncRNA może tworzyć G-kwadrupleksy, których pętle 
(rozdzielające tetrady GGG) zawierają zwykle jeden lub dwa nukleotydy (najczęściej A lub T), co wskazuje na 
charakterystyczną dla nich cechę formowania bardziej stabilnych kwadrupleksów i wyróżnia spośród innych 
klas RNA [8, 39]. Chociaż obecna wiedza na temat znaczenia zwiększonej częstości występowania 
kwadrupleksów w sekwencjach lncRNA jest ograniczona, wiadomo że mogą one wiązać białkowe czynniki trans, 
które kontrolują proces transkrypcji i translacji mRNA [26]. Wykazano, że G-kwadrupleksy obecne w sekwencji 
aptamerów DNA i RNA umożliwiają swoiste rozpoznanie specyficznych białek i stabilizację ich wiązania, 
podobnie jak ma to miejsce w przypadku stosowanych powszechnie przeciwciał monoklonalnych [26].  

 

 
RYCINA 2. Schemat oddziaływania NAT z  modelową strukturą G-kwadrupleksu.  
A. Model wewnątrzcząsteczkowej struktury G-kwadrupleksu w konformacji antyrównoległej, opracowany na podstawie 
wytypowanej in silico sekwencji  promotora genu THRB (GGGCCGGGGCGGGCCGGG), zgodnej z sekwencją konsensusową 
stabilnego G-kwadrupleksu. Na matrycowej nici DNA (w kolorze ciemo-zielonym) zaznaczono pozycje kolejnych 
nukleotydów guanylanowych w czterech powtórzeniach GGG, rozdzielonych przez trzy pętle dowolnych nukleotydów (tu: 
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CC, GC, CC), które łącznie tworzą trzy płaszczyzny oddziaływania czterech fragmentów tej samej nici. B. Powiększenie 
pojedynczej płaszczyzny stabilizowanej jonem metalu (M+, np. K+) i wiązaniami wodorowymi guaniny. Rzymskimi cyframi (I, 
II, III, IV) oznaczono kolejne pozycje G w pojedynczej płaszczyźnie, zgodnie z kierunkiem przebiegu nici DNA. C. 
Schematycznie zaznaczony transkrypt cis-NAT (LOC644990), który mógłby zaburzać tworzenie struktury G-kwadrupleksu 
przez komplementarne oddziaływanie z nicią matrycową DNA sekwencji promotorowej THRB. 
 

FIGURE 2. Scheme of interaction between NATs and G-quadruplex structures.  
A. Intermolecular G-quadruplex structure in an antiparallel conformation. The model was designed on the basis of a G-
quadruplex consensus sequence found in silico in THRB gene promoter (GGGCCGGGGCGGGCCGGG). B. Magnification of a 
single G-quadruplex plain, cooperatively stabilized by a metal ion (M+) and hydrogen bonds of guanine (G). The G-
quadruplex structure could be disturbed by a cis-NAT (e.g. LOC644990) that is complementary to this promoter region.   
 

II.7. WYCISZANIE HAMUJĄCYCH NAT MOŻE WZMACNIAĆ EKSPRESJĘ GENÓW  

W badaniach in vivo wykazano, że wyciszenie długich antysensownych transkryptów może prowadzić 
do zwiększenia wydajności transkrypcji i translacji genów [44]. Zastosowanie cząsteczek siRNA skierowanych 
przeciwko konserwatywnemu, antysensownemu transkryptowi BDNF-AS, który zwykle hamuje ekspresję 
czynnika BDNF (ang. Brain-Derived Neurotrophic Factor), powoduje wielokrotne zwiększenie wydajności 
transkrypcji i translacji tego czynnika, co podkreśla znaczenie długich, antysensownych RNA w pozytywnej 
regulacji ekspresji genów [44].   

Znane są również cząsteczki dwuniciowego RNA (dsRNA), które wykazując homologię do sekwencji 
promotorowych, uruchamiają transkrypcję docelowych genów [24]. Cząsteczki te aktywują zjawisko RNAa (ang. 
RNA activation) i nazywane są saRNA (ang. small activating RNA) [24], przez analogię do przeciwnie 
działających siRNA (ang. small interfering RNA) i zjawiska RNAi (ang. RNA interferencje). Cząsteczki saRNA 
działają przeciwnie do epigenetycznego wyciszania transkrypcji, jak wykazano na przykładzie aktywacji genu 
NANOG, związanego z ewolucją komórek nowotworowych, którego aktywacja za pomocą saRNA, specyficznych 
dla sekwencji promotorowej tego genu, zwiększyła wydajność transkrypcji i hamowała indukowane przez kwas 
retinowy różnicowanie ludzkich embrionalnych komórek nowotworowych linii NCCIT [65]. Chociaż mechanizm 
działania saRNA jest słabo poznany, jedna z hipotez zakłada oddziaływanie tych cząsteczek z długimi 
antysensownymi transkryptami, wykrywanymi w rejonie promotorowym [71], co może wskazywać, że saRNA to 
siRNA, które wyciszają hamujące NATs.  

Hipotezę tą potwierdzają wyniki badań, wskazujące, że długi antysensowny transkrypt wiążący się do 
sekwencji promotorowej receptora progesteronu (PR) pełni zasadniczą rolę w rozpoznaniu i wiązaniu zarówno 
hamujących jak i aktywujących agRNA (ang. promoter-directed antigene RNAs) [58]. Cząsteczki agRNA, jak 
zostały nazwane przez autorów pracy [58],  to krótkie (19nt) dwuniciowe RNA (dupleksy RNA), 
komplementarne do sekwencji promotorów i wykazujące aktywność saRNA lub siRNA. Jak wykazano na linii 
T47D i MCF7 komórek raka piersi, rzeczywistym miejscem wiązania agRNA okazał się nie sam promotor, ale 
wiążące się do niego długie (do 70 000 nt) antysensowne transkrypty (NAT), komplementarne do promotora PR 
[58]. Poziom transkrypcji tych NAT (AT1, AT2-T47D, AT2-MCF7) był 10-1000 krotnie niższy od ekspresji RNA 
samego receptora PR, co wskazuje, że niewielki posiom NAT może kontrolować ekspresję docelowego genu 
[58]. Zaproponowany przez autorów mechanizm tej regulacji obejmuje kolejno: związanie agRNA z NAT, 
zależną od agRNA rekrutację białka AGO, przesunięcie lokalizacji rybonukleoproteiny hnRNP-K z DNA na RNA, 
włączenie polimerazy RNA II oraz białka heterochromatyny HP1γ [58]. Wyniki tych badań rzucają światło na 
nieznany dotąd mechanizm, w którym aktywność promotorów może być regulowana przez małe, dwuniciowe 
RNA takie jak saRNA/siRNA/agRNA, za pośrednictwem wiążących je długich NAT, komplementarnych do tych 
prmotorów.   

Z drugiej strony, proces transkrypcji może być wzmocniony bezpośrednio przez naturalnie występujące 
antysensowne transkrypty [43, 48]. Wykazano również, że zastosowanie antysensów może destabilizować 
hamujące elementy takie jak G-kwadrupleksy w promotorach genów MYC lub HIF1A, a w konsekwencji istotnie 
podnosić poziom transkrypcji [14, 60].  

II.8. DŁUGIE TRANSKRYPTY NAT MOGĄ BRAĆ UDZIAŁ W ODPOWIEDZI NA STRES KOMÓRKOWY 

Wysoki poziom białek C/EBP, regulujących m.in. ekspresję genów na szlaku Rev-Erbα/TRα, stwierdza 
się także w odpowiedzi na stres komórkowy i nieprawidłowo sfałdowane białka (ang. Unfolded Protein 
Response, UPR), w wyniku aktywacji szlaków: IRE1/XBP1 [69], PERK/ATF4 [70] jak również kinazy PKR (ang. 
double-stranded RNA-activated protein kinase) [19]. PKR rozpoznaje dwuniciowe RNA (dsRNA) o długości >30 
nukleotydów, które powstaje np. przez komplementarne związanie cząsteczek wirusowych transkryptów [19]. 
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Zależna od dsRNA aktywacja PKR umożliwia dimeryzację i autofosforylację tego białka [19], co w dalszej 
kolejności prowadzi do fosforylacji podjednostki α czynnika inicjacji translacji eIF2, zahamowania inicjacji 
translacji zależnej od czapeczki 5’ i uruchomienia interferonu (IFN) na szlaku IκB/NFκB/IFN [19]. Procesy te 
mogą zatrzymać cykl komórkowy, a przedłużający się stres siateczki śródplazmatycznej może aktywować 
również zależną od PKR apoptozę [19].  

Podobny, 269-nukleotydowy odcinek całkowicie komplementarnego, dsRNA tworzą w regionie 3’UTR 
również dojrzałe transkrypty Rev-Erbα i TRα2 [22]. Chociaż brak jest bezpośrednich badań potwierdzających lub 
wykluczających udział tych długich endogennych cząsteczek NAT w stresie siateczki śródplazmatycznej (ER) i 
odpowiedzi UPR, wiadomo, że podobne efekty biologiczne (zwykle niepożądane) wywołuje wprowadzenie do 
komórek dwuniciowych cząsteczek siRNA lub antysensów RNA, których długość przekracza 30 nukleotydów 
[19]. Wiadomo również, że specyficzny dla mysich neuronów dopaminergicznych, antysensowny lncRNA Uchl1, 
wzmacnia translację białka UCHL1 jedynie w pewnych warunkach stresu komórkowego [9]. Antysensowny 
transkrypt Uchl1 (cis-NAT) i mRNA genu Uchl1 (ang. Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1) związanego z 
chorobami neurodegeneracyjnymi, kodowane są w tym samym locus przez geny, które ulegają 
dwukierunkowej transkrypcji, tak że ich dojrzałe transkrypty pokrywają się w regionie 5’ na długości 72 
nukleotydów. Antysensowny Uchl1, podobnie jak znaczna część niekodujących ncRNA akumulowana jest w 
obszarze jądra komórkowego. Niemniej, w warunkach stresu komórkowego wywołanego przez rapamycynę 
(inhibitora kompleksu mTORC1 i translacji zależnej od czapeczki 5’) dochodzi do translokacji antysensownego 
Uchl1 z jądra do cytoplazmy, gdzie po utworzeniu pary sens-antysens z mRNA Uchl1 następuje aktywacja 
polisomów zwiększających wydajność translacji UCHL1 [9]. Obserwowany w stresie komórkowym efekt 
wzmocnienia translacji specyficznego białka wymagał obecności w regionie 5’ cis-NAT odwróconego elementu 
SINEB2 i komplementarnej sekwencji, umożliwiającej utworzenie fragmentu dsRNA [9]. Podobne struktury 
długich dsRNA mogą powstawać przez hybrydyzację cząsteczek mRNA oraz ich antysensownych transkryptów 
[9, 46], biorąc udział w procesach fizjologicznej apoptozy towarzyszącej morfogenezie narządów i tkanek [13, 
62]. 

W komórkach eukariotycznych mogą tworzyć się trójniciowe kompleksy RNA (tripleksy RNA), które 
biorą udział w po-transkrypcyjnej obróbce RNA [6]. Sugeruje się również, że tworzenie tripleksów może 
zabezpieczać komórki przed hamowaniem wzrostu oraz stresem komórkowym, jaki indukuje PKR w odpowiedzi 
na zakażenie dwuniciowym RNA wirusów [6]. Jak wykazano, utworzenie potrójnej helisy między dwuniciowym 
RNA i oligonukleotydem formującym tripleksy - TFO (ang. Triplex-Forming Oligonucleotide) istotnie 
zahamowało wiązanie PKR i jej aktywację, co może częściowo tłumaczyć dlaczego w warunkach fizjologicznych, 
pomimo komplementarności wielu komórkowych transkryptów, zwykle nie dochodzi do aktywacji PKR [6]. TFO 
wiążą się do nici bogatej w nukleotydy purynowe dwuniciowego RNA za pośrednictwem wiązań wodorowych 
Hoogsteen’a [6].  

II.9. NAT REGULUJĄ CYKL OKOŁODOBOWY 

Natruralne transkrypty antysensowne stanowią integralną część zegara biologicznego, sterującego 
rytmem okołodobowym, co wykazano po raz pierwszy na modelowym organizmie Neurospora crassa [34]. W 
dzikim szczepie tego grzyba, zegar biologiczny dostrajany jest do światła aktywującego transkrypcję 
antysensownego RNA frq (frequency), którego ilość w ciemności spada na korzyść sensownego transkryptu frq. 
W zmutowanym szczepie, w którym światło nie może indukować antysensownego frq, czas wewnętrznego 
zegara jest opóźniony, czemu towarzyszy zaburzenie ekspresji genów związanych z cyklem okołodobowym [34]. 
NAT frq uczestniczy w regulacji pętli sprzężenia zwrotnego między transkrypcją RNA i translacją białek 
bezpośrednio zaangażowanych w zależną od czasu regulację ekspresji genów [34].  

W regulacji cyklu okołodobowego człowieka bierze udział opisany wcześniej gen NR1D1, którego 
ekspresja w cyklu okołodobowym zależy ściśle od innych, sprzężonych czynników transkrypcyjnych tj. 
BMAL1/CLOCK [41]. Gen NR1D1 koduje antysensowny transkrypt Rev-Erbα (NAT), który reguluje stosunek 
izoform białkowych receptora jądrowego trijodotyroniny TRα1/TRα2 genu THRA [36]. Dobowe wahania 
transkrypcji Rev-Erbα mogą wpływać na cykliczność zmian poziomu ekspresji TRα1/TRα2 [72], a w 
konsekwencji komórkowej odpowiedzi na T3.  

II. PODSUMOWANIE 

W latach ubiegłych, uwaga naukowców skupiała się głównie na podstawowych badaniach liniowego 
przepływu informacji genetycznej DNA→RNA→białko. W erze post-genomowej pojawiła się możliwość 
sekwencjonowania całych genomów, analizy transkryptomów, proteomów i fenomów pojedynczych komórek, 
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co zmieniło rozumienie znaczenia regulacji ekspresji genów, które wymaga systemowego ujęcia wzajemnie 
powiązanych ze sobą układów biologicznych funkcjonalno-strukturalnej organizacji komórki. Poznanie zatem 
słabo opisanych dotąd mechanizmów regulacji przepływu informacji genetycznej przez długie, naturalnie 
występujące antysensowne transkrypty NAT wydaje się koniecznością. Ludzki genom wciąż kryje tajemnice 
związane z nieokreślonym nadal znaczeniem transkrypcji nieulegających translacji cząsteczek RNA, w tym 
niedocenianych dotąd pseudogenów, które w całości lub w części wykazują komplementarność względem 
genów w pełni funkcjonalnych. Jak wskazują ostatnie badania, co najmniej część z tych RNA może oddziaływać 
z docelowymi sekwencjami regulowanych genów na poziomie replikacji DNA, modyfikacji struktury 
chromatyny, transkrypcji i translacji białek. Zaburzenie ekspresji tych cząsteczek wykazano w patogenezie wielu 
chorób, w tym nowotworowych, co wskazuje na potrzebę ustalenia roli NAT w regulacji ekspresji 
poszczególnych genów. 
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 MATERIAŁY UZUPEŁNIAJĄCE  

I. ANALIZA SEKWENCJI THRB I THRA 

W analizie sekwencji wykorzystano ogólnie dostępne oprogramowanie i bazy danych NCBI (ang. National 
Center for Biotechnology Information, U.S.): Map viewer, Gene, Genome, Nucleotide, BLAST, Epigenomics, EST, 
GEO Profiles, SRA, Pubmed, ACEDB, ACEWiew, jak również: Neural Network Promoter Prediction, RNAhybrid 
2.2.  

II. IDENTYFIKACJA ELEMENTÓW REGULATOROWYCH W REGIONIE 5’ GENU THRB, 
KTÓRYCH FUNKCJE MOGĄ BYĆ ZABURZONE PRZEZ ANTYSENSOWNE CZĄSTECZKI TYPU NAT  

Zakres analizy: region analizy obejmował zaną sekwencję promotorową +/- 1000nt. Pozycję elementu 
określono względem miejsca inicjacji transkrypcji najdłużeszgo znanego eksonu 1a, zdefiniowanego w 
wariancie F TRβ1 (NCBI Nucleotides, Acc.no. : AY286470.1).   

o II.1. Analiza sekwencji regionu 5’ genu THRB wykazała także czteroniciowe struktury DNA nazywane G-
kwadrupleksami (ang. G-quadruplex), zgodne z motywem czterech tetrad guanidynowych (GGG) 
rozdzielonych przez trzy pętle 1-7 dowolnych nukleotydów d(G3+N1-7G3+N1-7+G3+N1-7G3+): 

o W sekwencji bogatej w guaninę GGAGGGAGGAGCGCTGCGGCACGGGTCGGGCCGGTCGGGCCGGGCAA 
zidentyfikowano element spełniający kryteria G-kwadrupleksu GGGTCGGGCCGGTCGGGCCGGG, 
położony w sekwencji promotorowej w pozycji -881 od miejsca inicjacji wariantu F TRβ1 (NCBI 
acc.no. : AY286470.1) 

o W sekwencji bogatej w guaninę: 
CCCGGGAAGCGGGCCGGGGCGGGCCGGGCACGCGGGGGACCCGGAGAGGCGGGGAC, znaleziono 
element GGGCCGGGGCGGGCCGGG spełniający kryteria stabilnego G-kwadrupleksu (Ryc. poniżej), 
położony w sekwencji promotorowej w pozycji -132 od miejsca inicjacji wariantu F TRβ1 (NCBI 
acc.no. : AY286470.1). Sekwencja ta tworzyć może również inne struktury G-kwadrupleksów tj: 
GGGAAGCGGGCCGGGGCGGG oraz GGGGCGGGCCGGGCACGCGGG. 

o W sekwencji bogatej w guaninę: 
ACAGGGTGGGCGGGATGGTGACGGAGCGTCGCAAGAACCCGGAGGGGTGCGGGCGGCTAAGCCGAGCGCGC
GCGGGCGGGCAGGCGGGTGAGCGTGGGTGGTGGGGGT, znaleziono element 
GGGCGGGCAGGCGGGTGAGCGTGGG spełniający kryteria G-kwadrupleksu, położony w sekwencji 
pierwszego intronu w pozycji +109 od ostatniego nukleotydu eksonu 1c wariantu A TRβ1 (NCBI 
acc.no. : AY286465.1). Sekwencja ta tworzyć może również inne struktury G-kwadrupleksów tj: 
GGGCAGGCGGGTGAGCGTGGGTGGTGGG oraz mniej stabilne GGGTGGGCGGGATGGT.  
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II.2. Analiza sekwencji regionu 5’ genu THRA wykazała także czteroniciowe struktury DNA nazywane G-
kwadrupleksami (ang. G-quadruplex), zgodne z motywem czterech tetrad guanidynowych (GGG) 
rozdzielonych przez trzy pętle 1-7 dowolnych nukleotydów d(G3+N1-7G3+N1-7+G3+N1-7G3+): 

o W sekwencji bogatej w guaninę GGGTGGGCAGGGTGAGTGGGGTGGGAGGACAGATGAGGCAACACAGGG 
zidentyfikowano element spełniający kryteria G-kwadrupleksu GGGTGGGCAGGGTGAGTGGG  (oraz w 
drigim wariancie sekwencyjnym GGGCAGGGTGAGTGGGGTGGG) położony w sekwencji promotorowej 
w pozycji -1975 (-1970 w drugim wariancie) od miejsca inicjacji transkrypcji TRα (zgodnie z sekwencją 
wzorcową NCBI acc.no. : NG_023345.1) 

o W sekwencji bogatej w guaninę: W sekwencji bogatej w guaninę 
GGGGAACCGGCGGGGCCAGGGGGGTGCTGGGGTAATTAGGG zidentyfikowano element spełniający 
kryteria G-kwadrupleksu GGGAACCGGCGGGGCCAGGGGGGTGCTGGG  (oraz w drigim wariancie 
sekwencyjnym GGGGCCAGGGGGGTGCTGGGGTAATTAGGG, gdzie można wyróżnić inne nukleotydy G 
które mogą aktywnie brać udział w budowaniu płaszczyzny G-kwadrupleksu), położony w sekwencji 
promotorowej w pozycji -318 (-308 w drugim wariancie) od miejsca inicjacji transkrypcji TRα (zgodnie z 
sekwencją wzorcową NCBI acc.no. : NG_023345.1) 
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