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Streszczenie: W sekwencji ludzkiego genomu zapisana jest informacja na temat budowy i funkcji catego
organizmu. O charakterystycznych cechach poszczegdlnych komérek i tkanek decydujg mechanizmy regulac;ji
ekspresji gendw, w ktérych istotng role odgrywajg niedoceniane dotad dtugie, naturalnie wystepujace,
antysensowne transkrypty NAT (ang. Naturally occurring Antisense Transcripts, NATs). NAT wykazuja petna lub
czesciowa komplementarnosé wzgledem funkcjonalnych gendw, kontrolujac ich ekspresje na poziomie
ukierunkowanej metylacji DNA, transkrypcji pre-mRNA, réznicowego skfadania transkryptu pierwotnego jak
rowniez redagowania RNA, transportu i zlokalizowanej translacji biatek. W przeciwienstwie do grupy krétkich,
niekodujgcych RNA (sncRNA) takich jak mikroRNA, dtugie niekodujgce RNA (IncRNA), bedac najliczniejsza grupa
transkryptéw NAT, wykazujg zwykle wieksze dopasowanie sekwencji, a tym samym specyficznosé dziatania
wzgledem docelowych gendw. Wigzanie tych czasteczek do DNA i RNA moze przestania¢ elementy
regulatorowe lub wptywaé na stabilnos¢ funkcjonalnych struktur takich jak G-kwadrupleksy i wewnetrzne
miejsca wejscia rybosomoéw (elementy IRES). Nowe technologie sekwencjonowania catych genomoéw i
przeszukiwania bibliotek cDNA umozliwity ustalenie, ze ok. 20% ludzkich i mysich gendw wspodtdzieli sekwencje
z innymi genami, a ich transkrypty tworzy¢ mogg komplementarne pary sens-antysens. Chociaz fizjologiczne
znaczenie wiekszosci tych par pozostaje niejasne, zidentyfikowano i opisano antysensowne transkrypty, ktére
regulujg ekspresje gendw zwigzanych z podstawowymi procesami takimi jak wzrost, proliferacja, rdoznicowanie,
apoptoza, metabolizm jak réwniez cykl okotodobowy. Zaburzenie ekspresji NAT stwierdzono w przebiegu wielu
choréb, w tym nowotworowych, co wskazuje na potrzebe ustalenia ich roli na poszczegdlnych poziomach
przeptywu informacji genetycznej. Niniejsza praca dokonuje przegladu aktualnej wiedzy w zakresie regulacji
ekspresji genow przez dtugie RNA wykazujgce aktywnos¢ NAT. Zdolnosé¢ do tworzenia par sens-antysens i
aktywacji mechanizmow kontroli ekspresji docelowych genéw, stanowita podstawe zaproponowanej definicji i
strukturalno-funkcjonalnej charakterystyki tej niejednorodnej grupy transkryptow.

Stowa kluczowe: dtugie naturalnie wystepujgce antysensowne transkrypty - NAT, G-kwadrupleks, komorki
nowotworowe, IncRNA, 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 (IncRNAs) 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
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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, IncRNA,
pseudogenes.

Wykaz zastosowanych skrétéw: NAT, naturalnie wystepujgce, antysensowne transkrypty (ang. Naturally
occurring Antisense Transcripts, NATs); IncRNA, dtugie niekodujgce RNA (ang. long non-coding RNA); sncRNA,
krotkie niekodujgce RNA (ang. short non-coding RNA); NR1D1, gen kodujacy transkrypt Rev-Erba (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. WSTEP

Dtugie, naturalnie wystepujace antysensowne transkrypty NAT (ang. Naturally occurring Antisense
Transcripts) stanowig niejednorodng klase endogennych czasteczek RNA (>200nt), ktére taczy funkcjonalna
zdolno$¢ do komplementarnego i zwykle specyficznego wigzania sie z docelowymi czasteczkami sensownych
kwaséw nukleinowych (DNA, RNA). Takie pary (sens-antysens) uruchamiaé mogg szereg mechanizmoéw
prowadzgcych do zmiany ekspresji docelowych genéw potozonych w tym samym Jlocus (cis-NAT) lub w
oddalonych loci (trans-NAT) [51, 75]. Funkcje transkryptu NAT mogg petnié¢ zaréwno dtugie niekodujgce biatek
RNA (IncRNA), transkrypty pseudogendw, jak i czasteczki RNA kodujgce funkcjonalne biatka, ktére rozpoznajg
inne czasteczki RNA. Aktywnos¢ NAT wykazujg takze niektére dojrzate mRNA, tworzgce kompleksy
dwuniciowego RNA (dsRNA) z innymi mRNA [8, 45]. Odrebng klase endogennych transkryptéw NAT stanowig
krotkie niekodujgce RNA (sncRNA, zwykle < 90nt), tj. szeroko opisywane w literaturze mikroRNA, tRNA, rRNA,
snRNA, snoRNA, piRNA oraz komdrkowe siRNA i saRNA [17].

Komplementarno$¢ dtugich transkryptow cis-NAT wzgledem docelowych RNA najczesciej nie jest
przypadkowa i moze wynikaé z dwukierunkowej transkrypcji gendw, prowadzonej jednoczesnie na sensownej
(kodujacej) i antysensownej (matrycowej) nici DNA (7). Transkrypcja dwukierunkowa prowadzi¢ moze do
powstania dwdch czesciowo pokrywajgcych sie czasteczek transkryptu pierwotnego (pre-RNA), ktérych
komplementarne dopasowanie nie pozostaje bez wptywu na kolejne etapy przeptywu informacji genetyczne;.
W przeciwienstwie do cis-NAT, dtugie czasteczki trans-NAT wymagajg dtuzszych odcinkéw petnej
komplementarnosci, ktéra umozliwia efektywne ich wigzanie do sekwencji DNA i RNA odlegtych loci [51, 75].

Kazda komérka somatyczna dysponuje petng informacjg genetyczng na temat budowy i funkcji catego
organizmu. Komorki réznych tkanek posiadajg identyczng sekwencje DNA, chociaz odmienny program ekspresji
gendw, ktéry prowadzi do ich zmiennosci fenotypowej [7]. Pierwszym poziomem ksztattowania sie tej
zmiennosci jest transkryptom, ktéry obejmuje zestaw wszystkich zsyntetyzowanych przez komérke, kodujacych
i niekodujacych czgsteczek RNA. Analiza genomu cztowieka wykazata, ze ponad 90% sekwencji DNA moze
ulega¢ mniej lub bardziej wydajnej transkrypcji, a niespetna 2% genomu koduje funkcjonalne biatka [51], co
oznacza, ze zdecydowana wiekszos$¢ transkryptow komorki nie koduje biatek (Ryc.1). Ustalono takze, ze
sekwencje dtugich niekodujgcych RNA zajmujg samodzielnie 47% wszystkich poznanych dotad loci
chromosoméw cztowieka i dodatkowo 20% loci tacznie z sekwencjami mRNA (loci dwu-genowe: IncRNA-mRNA,
Ryc.1) [51]. Co ciekawe, wiekszos¢ sekwencji NAT, zlokalizowanych jest w bliskim sgsiedztwie gendw
funkcjonalnych biatek, zwtaszcza w poblizu 3’-koricowej sekwencji kodujacej, jak réwniez w okolicy
promotorowej tych gendw [51]. Jednoczesnie oszacowano, ze ponad 20% ludzkich transkryptéw moze tworzy¢
pary sens-antysens i chociaz nie zbadano znaczenia wiekszosci z nich (skad okreslenie ciemnej materii
transkryptomu), wiadomo, ze w skali catych sieci genetycznych ekspresja dziesigtek tysiecy (89 981 loci) IncRNA
moze odgrywac kluczowga role w regulacji transkryptomu komérek [51]. Obserwacje te sktaniajg zatem do
rewizji dotychczasowych poglagdéw na temat roli dtugich transkryptéw NAT w kontroli ekspresji gendw, co z
kolei wskazuje na koniecznos¢ analizy ich genomowego kontekstu.

Niniejsza praca zawiera przeglad literatury prezentujgcej aktualny stan wiedzy na temat strukturalno-
funkcjonalnych wtasciwosci dtugich, naturalnie wystepujgcych antysensownych transkryptéw (NAT) oraz ich roli
w wielopoziomowej regulacji ekspresji gendéw (Ryc.1).
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RYCINA 1. Funkcjonalno-strukturalna klasyfikacja transkryptéw (RNA).

A. Szacowana wielkos¢ transkryptomu w kontekscie sekwencji genomu cztowieka. Ocenia sie, ze ponad 90% sekwencji
genomu (ok. 3,2 miliarda par nukleotyddow, nt) ulega transkrypcji, podczas gdy niespetna 2% koduje transkrypty
funkcjonalnych biatek (mRNA). Biologiczne znaczenie wiekszosci transkryptow nie jest znane (skad okreslenie ciemnej
materii transkryptomu), cho¢ wiadomo, ze ponad 20% komdrkowych RNA moze hybrydyzowac ze sobg tworzac pary sens-
antysens. B. Udziat poszczegélnych klas RNA w poznanym dotad fragmencie 4,62% transkryptomu cztowieka. Na wykresie
kotowym przedstawiono udziat procentowy liczby loci (miejsc) zajmowanych przez poszczegdlne klasy RNA tj: matrycowych
RNA (mRNA), dtugich niekodujacych RNA (IncRNA), krétkich niekodujgcych RNA (sncRNA), jak rowniez loci zajmowanych
jednoczesnie przez: mRNA i IncRNA, mRNA i sncRNA, IncRNA i sncRNA oraz mRNA i IncRNA i sncRNA. Chociaz wiekszos¢ z
tych czasteczek moze petni¢ funkcje naturalnie wystepujacego, antysensownego transkryptu (NAT), najliczniejsza klase tych
transkryptéw stanowiag IncRNA (>200nt), ktére tacznie wystepuja w ponad 67% loci. Grupa niekodujgcych RNA obejmuje
podklase transkryptéw pseudogendw (PG), ktére zajmujg 19,39% loci przypisanych IncRNA i sncRNA. Wartosci procentowe
odpowiadaja liczbie zajmowanych loci (nie nukleotydéw w sekwencji genomu). Opracowanie przygotowano na podstawie
danych literaturowych omdéwionych w tresci artykutu. C. Funkcjonalna klasyfikacja czasteczek RNA. Transkrypty podzielono
na dwie funkcjonalne klasy czasteczek: naturalnie wystepujacych, sensownych RNA (NST) i antysensownych (NAT), takich
jak IncRNA i pseudogeny (PG), ktére w wiekszosci nie kodujg biatek, jakkolwiek funkcje dtugiego NAT moze petnié réwniez
czasteczka kodujgcego mRNA (C.1) tj. Rev-Erba, ktdra jest zdolna do rozpoznania i zwigzania innej sensownej nici RNA tj.
TRa. Na schemacie zaznaczono réwniez mate niekodujace RNA (sncRNA), obejmujgce klasy: mikroRNA (miRNA), tRNA,
rRNA, snRNA, snoRNA siRNA, saRNA, piRNA, ktére mogg petni¢ funkcje krdétkich NAT. D. Kontrola przeptywu informacji
genetycznej przez czasteczki wykazujace aktywnos$¢ transkryptéw NAT. Hybrydyzacja transkryptu NAT z docelowa
czasteczka RNA, ktdra ulega transkrypcji w tym samym locus (cis-NAT) lub odlegtych loci (trans-NAT) uruchamia szereg
specyficznych dla NAT mechanizmdw zwigzanych z regulacjg ekspresji docelowych gendw, zwtaszcza na poziomie kontroli
ich transkrypcji i translacji, co zostato omdéwione w tresci artykutu. E. Wigzanie transkryptéow NAT przez mRNA. Cis-NAT
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Rev-Erba kodowany przez gen NR1D1 ulega transkrypcji z promotora (P2) w kierunku zbieznym do transkrypcji potozonego
w tym samym locus (17q11.2) genu THRA (P1, transkrypcja dwukierunkowa), ktérego mRNA TRa2 wykazuje petng
komplementarnos¢ w regionie 3’ z antysensowng czasteczka Rev-Erba, co umozliwia hybrydyzacje obydwu RNA i aktywuje
specyficzng odpowiedz NAT. Na schemacie zaznaczono réwniez pare komplementarnych transkryptéw cis-NAT Rev-Erbf3
(NR1D2) i mRNA TR (THRB), oraz transkrypty: mRNA WT-1 (WT1) i antysensownej czasteczki WIT-1 (WIT1), ktére ulegaja
jednak dwukierunkowej transkrypcji rozbieznej z jednego promotora (P1) i prezentujg typowy uktad gendéw zwigzanych z
genomowym pietnowaniem rodzicielskim. Po srodku zaznaczono transkrypt trans-NAT SRA kodowany przez gen SRA1, ktéry
wigzac sie z transkryptami odlegtych loci moze zmienia¢ ekspresje ich gendw, jak réwniez petni¢ funkcje niebiatkowego
koaktywatora wielu czynnikdw transkrypcyjnych w tym TRa1 i TRB1.

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 IncRNAs 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 TRa2 and Rev-
Erba 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, TRa / Rev-Erba with overlapping 3’UTR regions or SRA affecting the expression and function of the
thyroid hormone receptors (TRs).

I.1. PSEUDOGENY STANOWIA NATURALNE ZRODtO CZASTECZEK NAT

Naturalnym zrédtem dtugich, antysensownych RNA s3 pseudogeny, czyli zmienione kopie genu
powstate podczas ekspansji rodziny genowej, wykazujgce ok. 75%-80% homologii z funkcjonalnym genem.
Pseudogeny powstajg przez duplikacje genu lub jego fragmentu, jak rdéwniez przez retrotranspozycje
obejmujacg proces odwrotnej transkrypcji genu, po ktérej nastepuje integracja z genomem w odwrotnym
kierunku, czemu towarzyszg zwykle niewielkie zmiany w ich sekwencji [46]. Dtugie antysensowne transkrypty
mogg znajdowac sie zaréwno na nici plus (+) jak i minus (-) DNA pseudogendw, ale réwniez w sekwencji
intronéw, eksondw, promotoréw, enhancerdw, sekwencji miedzy genowych i regionéw nieulegajgcych
translacji [38, 46]. Obecnie, liczbe pseudogendw szacuje sie na ok. 20 tysiecy. Nie jest to jednak ich ostateczna
ilos¢, ktéra moze przekroczy¢ liczbe genéw kodujgcych biatka [46]. W najnowszych badaniach wskazuje sie na
proces duplikacji genéw, jako kluczowy mechanizm powstawania funkcjonalnych trans-NAT, co przynajmniej w
czesci ttumaczy¢ moze dlaczego w toku ewolucji te bezuzyteczne geny (jak wczesniej okreslano pseudogeny) nie
zostaty wyeliminowane [51]. Funkcjonalne znaczenie NAT w regulacji ekspresji genéw kodujgcych biatka
obrazowaé¢ moze doswiadczenie, w ktérym wykazano, ze mysi transkrypt pseudogenu Mkrnl-psl (ang.
Makorin1-p1) odpowiada za stabilizacje mRNA homologicznego genu kodujgcego biatko Mkrn1 (ang. Makorin1)
[27]. Zablokowanie transkrypcji tego pseudogenu powoduje destabilizacie mRNA Mkrnl i zahamowanie
syntezy biatka, ktérego niedobdr objawia sie wielotorbielowatoscig nerek i deformacjg kosci myszy [27].

11.2. DLUGIE NIEKODUJACE RNA TWORZA NAIJLICZNIEJSZA KLASE
FUNKCJONALNEJ GRUPY TRANSKRYPTOW NAT

Transkrypty pseudogendw stanowig naturalng podklase czasteczek dtugich niekodujagcych RNA
(IncRNA, ang. long non-coding RNA), ktére obok dtugich kodujgcych antysensownych RNA (np. Rev-Erba , Rev-
ErbB, SRA) i krotkich niekodujgcych RNA (sncRNA, ang. short non-coding RNA) takich jak mikroRNA (miRNA),
nalezg do funkcjonalnej grupy naturalnie wystepujgcych antysensownych transkryptéw NAT (Ryc.1). Badane
ostatnio mechanizmy kontroli transkrypcji wskazuja na niedoceniang dotad role dtugich niekodujgcych
transkryptéw, ktére oprdocz wptywu na proces metylacji [56] i modyfikacji chromatyny [56], mogg rowniez by¢
wigzane przez czynniki transkrypcyjne i petni¢ funkcje korepresoréw lub koaktywatordow transkrypcji [59],
blokowa¢ transkrypcje przez wigzanie sie do komplementarnych sekwencji kodujacych czgsteczek mRNA [46],
jak rowniez kierowaé procesem alternatywnego sktadania eksonéw [70]. Chociaz molekularny mechanizm ich
dziatania nie zostat dotagd dobrze poznany [64], coraz wiecej prac naukowych faczy zmiany ekspresji IncRNA z
wystepowaniem chordb zwigzanych z zaburzeniem kontroli transkrypcji i translacji biatek [55, 30].
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11.3. GENY CIS-NAT WSPOLtDZIELA SEKWENCJE DNAZ KONTROLOWANYMI PRZEZ NIE GENAMI
TEGO SAMEGO LOCUS

Funkcjonalny podziat NAT zwigzany jest z docelowym miejscem ich dziatania. Diugie antysensowne
transkrypty syntetyzowane w obrebie jednego locus, ktére wykazuja przy tym komplementarnos¢ wzgledem
sensownej nici kodujgcego mMRNA tego samego genu lub genéw w obrebie jednego locus, nazywane s3
naturalnie wystepujacymi antysensownymi transkryptami cis (cis-NAT) [75]. Przyktadem tego typu interakcji s
geny WT1 i WIT1, ulegajace transkrypcji w przeciwnych, rozbieznych kierunkach z jednego promotora [19], jak
rowniez gen NR1D1, potozony w jednym Jlocus, tuz za genem THRA, ktéry koduje dwie funkcjonalnie
antagonistyczne izoformy receptora jgdrowego trijodotyroniny - wiasciwy receptor TRal oraz receptor TRa2,
ktérego wydtuzony C-koncowy tancuch aminokwaséw uniemozliwia zalezng od T3 aktywacje transkrypcji
docelowych gendéw [10, 52]. Chociaz NRID1 i THRA ulegaja transkrypcji z dwdch réinych promotoréw
znajdujgcych sie w jednym locus, transkrypcja odbywa sie w przeciwnych, zbieznych kierunkach, co powoduje,
ze konce 3’ transkryptéow Rev-Erba (NR1D1) i TRa2 (THRA), naktadajg sie czesciowo i sg wzgledem siebie
komplementarne [45], hamujgc tym samym powstawanie izoformy biatkowej TRa2 na korzys¢ TRal [22, 54].

I.4. TRANS-NAT WYMAGAJA DtUZSZYCH ODCINKOW DOPASOWANIA WZGLEDEM DOCELOWYCH
TRANSKRYPTOW ODLEGLYCH LOCI

Jezeli dtugie NAT wykazujg komplementarnos¢ i reguluja aktywnos$é odlegtych gendw, potozonych
poza witasnymi loci, takie czasteczki klasyfikowane sg w grupie antysensownych, naturalnie wystepujacych
transkryptéw trans (trans-NAT) [46]. Skuteczna regulacja ,na odlegtos¢” wymaga od czgsteczek trans-NAT
dtuzszych odcinkéw komplementarnosci wzgledem regulowanych transkryptéw w poréwnaniu do cis-NAT,
choé najczesciej takie dopasowanie nie jest petne (<100%) [46]. W przeciwienistwie do czgsteczek mikroRNA,
zaliczanych do grupy krétkich trans-NAT i regulujgcych aktywnos¢ mRNA gtdwnie na poziomie translacji, trans-
NAT kontrolujg przede wszystkim etap transkrypcji na réznych jego poziomach (Ryc.1). Jednym z takich dtugich
niekodujgcych RNA jest omdéwiony powyzej aktywator RNA receptoréw steroidowych SRA, ktéry dziatajgc ,na
odlegtos¢” petni funkcje niebiatkowego koaktywatora wielu czynnikéw transkrypcyjnych [35, 48], w tym TRa i
TRB [70].

1.5. NAT KONTROLUJA EKSPRESJE GENOW NA WIELU POZIOMACH
PRZEPLYWU INFORMACJI GENENTYCZNE)

Aktywnos¢ dtugich, naturalnie wystepujgcych transkryptdow NAT strescic mozna do funkcji
komplementarnego oddziatywania (interferencji) z réznymi elementami regulatorowymi sekwencji DNA jak i
RNA, ktére decydujg o kierunku, wydajnosci i szybkosci proceséw replikacji, transkrypcji i translacji biatek [38].
Funkcjonalny potencjat tych czasteczek zwigzany jest takze z ukierunkowang metylacja wysp CpG i
epigenetyczng regulacjg struktury chromatyny [16].

1.5.1. NAT WYCISZAJA TRANSKRYPCJE GENOW

Mechanizm ten opisano szczegétowo dla procesu inaktywacji jednego z chromosoméw X ssakow pfci
zenskiej [63]. Zasadniczg role w tym procesie odgrywa uktad dtugich niekodujgcych transkryptéw typu cis-NAT:
antysensownego Tsix i sensownego Xist, ktory odpowiada za modyfikacje struktury chromatyny przez
naprowadzanie i rekrutacje kompleksdw wyciszajacych transkrypcje, metylacje histonu H3 oraz metylacje wysp
CpG promotoréw gendw chromosomu X; przeznaczonego do wyciszenia. Zwiekszona ekspresja transkryptu Tsix
na aktywnym chromosomie X, neutralizuje sensowny transkrypt Xist zaréwno przez komplementarne wigzanie
antysensownego Tsix jak réwniez zalezng od niego metylacje promotora Xist, ktérego mechanizm nie zostat
jednak dobrze wyjasniony, jakkolwiek odpowiada on réwniez za proces pietnowania genomowego [63]. W
podobny sposéb wyciszana jest transkrypcja pojedynczych gendw, ktorych ekspresja regulowana jest przez
selektywne rozpoznawanie i wigzanie sie czasteczek NAT, najczesciej w regionach promotordéw tych gendw [17,
13].

11.5.2. NAT BIORA UDZIAt W METYLACJI DNA | REGULACJI AKTYWNOSCI PROMOTOROW GENOW

W wielu przypadkach czasteczki RNA sg czynnikiem inicjujgcym ukierunkowane dziedziczenie
epigenetyczne, prowadzgce do wzmocnienia lub wyciszenia okreslonych sekwencji DNA [63]. Proces wyciszania
transkrypcji odbywaé sie moze przez zalezng od dtugich niekodujgcych RNA (IncRNA) rekrutacje biatkowych
kompleksdw wyciszajacych transkrypcje. Transkrypty NAT takie jak IncRNA mogg kierowac¢ te kompleksy do
odpowiednich regionéw genomu lub sekwencji DNA tak w obrebie wtasnego locus (regulacja cis) jak i
oddalonych Joci (regulacja trans) [16]. Mechanizmy metylacji DNA kontrolujg istotne procesy zwigzane z
rozwojem organizmow, w tym inaktywacjg jednego z chromosomow X embrionéw zenskich, jak rowniez z
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ekspresja genoéw istotnych z punktu widzenia embriogenezy (np. WT1, IGF2) [56]. Zaburzenie tych proceséw
moze prowadzi¢ do choréb nowotworowych [66].

Klasycznym przyktadem wyciszania ekspresji gendw przez metylacje DNA jest inaktywacja jednego z
chromosoméw X ssakéw przez transkrypt Xist [63]. Zasadniczg role w tym procesie odgrywa rejon zwany XIC
(ang. X-inactivation center), obejmujacy gen XIST, ktory koduje dtugi, podlegajacy splicingowi i poliadenylacji
RNA Xist (ang. X inactive-specific transcript) oraz potozony na 3’ jego koricu gen TSIX. RNA Tsix petni funkcje
dtugiego antysensownego transkryptu NAT, czesciowo komplementarnego do RNA Xist, ktéry w nieobecnosci
Tsix hybrydyzuje z sekwencjami DNA przeznaczonymi do wyciszenia. Zalezna od Xist modyfikacja struktury
chromatyny polega m.in. na rekrutacji enzymatycznych komplekséw wyciszajacych transkrypcje, ktore
przeprowadzajg metylacje lizyny w pozycji 9 i 27 histonu H3 a nastepnie metylacje wysp CpG promotoréw
chromosomu X przeznaczonego do wyciszenia. Wyzsza ekspresja transkryptu Tsix na aktywnym chromosomie X
neutralizuje sensowny transkrypt Xist zaréwno przez komplementarne wigzanie antysensownego Tsix jak
rowniez przez zalezng od Tsix metylacje promotora Xist, ktorego jednak mechanizm nie zostat dotad
wystarczajgco opisany [63].

1.5.3. NAT KONTROLUJA SKLADANIE ALTERNATYWNYCH WARIANTOW mRNA

W najnowszych badaniach, podkresla sie niedoceniang dotad role czasteczek NAT zaréwno w
ukierunkowanym skfadaniu specyficznych wariantéow mRNA [39], jak i regulacji biosyntezy biatek [38].
Czasteczki diugich antysensownych RNA moga oddziatywac z intronowymi i eksonowymi sekwencjami pre-
mRNA [46], wptywajgc na obserwowang czesto korelacje miedzy ekspresjg poszczegdlnych wariantéw mRNA a
poziomem dtugich antysensownych transkryptéw typu NAT [53, 50]. Zaburzenie tej regulacji moze towarzyszyc
rozwojowi wielu chordb, w tym neurodegeneracyjnych [55] i nowotworowych [30, 66]. Szacuje sie, ze ok. 15%
ludzkich chordb genetycznych zwigzanych jest z zaburzeniem réznicowego sktadania transkryptu pierwotnego
[50], w ktérym istotng role odgrywac¢ mogga dtugie antysensowne transkrypty NAT [30, 76]. Dtugie transkrypty
NAT mogg oddziatywa¢ z pre-mRNA i ukierunkowywaé proces wycinania introndw oraz alternatywnego
taczenia eksondw, ktory czesto rozpoczyna sie w fazie elongacji transkrypcji [2]. Eksony tworzg cigg sekwencji
kodujacej (CDS) oraz regulatorowe regiony nieulegajace translacji (UTR, ang. UnTranslated Regions), potozone
terminalnie, na 5’ koncu (5’UTR) oraz 3’ konicu (3'UTR) czgsteczki mRNA [3, 18]. W wyniku réznicowego tgczenia
eksondéw powstajg alternatywne warianty mRNA, ktére mogg rézni¢ sie miedzy sobg w zakresie sekwencji
kodujgcej izoformy biatkowe, lub tez w regionach nieulegajgcych translacji 5’UTR [42] i 3'UTR [3]. Zaréwno
alternatywne sktadanie eksondw jak i proces potranskrypcyjnej modyfikacji RNA mogg by¢ regulowane przez
NAT [45, 67], prowadzagc do powstania odmiennych biatek, modyfikowanych dodatkowo w procesie
potranslacyjnej obrébki, co zwieksza bioréznorodnos¢ makroczasteczek réznych typéw komoarek [49].

11.5.4. NAT UCZESTNICZA W PROCESIE REDAGOWANIA RNA

Redagowanie RNA, nazywane takze edycjg RNA (ang. RNA editing) polega na modyfikacji informacji
genetycznej przez enzymatyczne wprowadzanie drobnych zmian w sekwencji RNA, ktére prowadzi¢ mogg do
syntezy odmiennego biatka lub degradacji zmodyfikowanego RNA [57]. Modyfikacje te obejmowaé mogg
deaminacje adenozyny do inozyny (A->1), deaminacje cytozyny do urydyny (C->U), jak réwniez mate insercje
lub delecje, ktére zmieniajg zwykle ramke odczytu (ORF) [32]. Dtugie Antysensowne transkrypty, ktore w jadrze
komérkowym rozpoznajg komplementarne fragmenty sensownych RNA, petnig kluczowa role w konwers;ji
adenozyny do inozyny, rozpoznawanej nastepnie przez aparat translacyjny w cytoplazmie jako guanozyna [16].
Powstajgce w jadrze komérkowym dupleksy antysensownego RNA i sensownego mRNA aktywujg deaminaze
adenozyny dwuniciowego RNA - ADAR lub ADAT (w przypadku edycji tRNA), ktéra przeprowadza zmiane (A=),
znakujgc w ten sposob dupleksy RNA. Modyfikacje te mogg zmienia¢ sekwencje biatka lub uruchamia¢ proces
degradacji znakowanych inozyng dupleksdw RNA. Zmodyfikowane w wysokim stopniu dwuniciowe RNA,
akumulowane sg w jadrze i degradowane przez nukleazy specyficznie rozpoznajgce inozyne [16]. Mechanizm
ten wskazuje na kolejng funkcje NAT, zwigzang z regulacjy transportu jadrowego i kontrolg poziomu
specyficznych mRNA [16]. Akumulacja w jgdrze komérkowym antysensownego RNA, a w konsekwencji rowniez
jego sensownego partnera, jest czestym zjawiskiem obserwowanym w warunkach stresu komarkowego,
hipoksji i zwiekszonej ilosci nadtlenku wodoru [16].

Modelowym przyktadem zaleznej od NAT edycji RNA jest przeprowadzana przez deaminaze ADAR
konwersja A->1 w mRNA 4f-rnp, inicjowana przez zwigzanie antysensownego transkryptu sas-10 muszki
owocowej (Drosophila melanogaster) [16]. ADAR przeprowadza podobng edycje w mRNA podjednostki GIuR-B
receptora kwasu glutaminowego typu AMPA. Zmiana pojedynczego aminokwasu Gln (CAG) na Arg (CGG) w
eksonie 11, obniza przepuszczalno$¢ wapnia przez kanaty jonowe zawierajgce te podjednostke GIuR-B [57].
Uwaza sie, ze redagowanie przez ADAR odbywa sie przed etapem alternatywnego sktadania eksondéw, o czym
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$wiadczy¢é moze wykazany udziat intronéw pre-mRNA w wyznaczaniu specyficznych miejsc edycji tego RNA.
Oprécz edycji eksonu 11 (zmiana GIn/Arg), redagowanie GIuR-B obejmuje takze intron 11, jak réwniez ekson 13
(zmiana Arg/Gly) oraz intron 13. Eksony wraz z intronami towrzg wewnatrzczasteczkowe pary dwuniciowego
RNA ekson-intron (sens-antysens), stanowigcego substrat deaminazy ADAR [57]. Wykazano takze, ze
redagowanie prze-mRNA GIuR-B determinuje proces réznicowego skfadania tego transkryptu, jak réwniez, ze
edycja regionéw UTR wptywa na stabilnos¢ mRNA i wydajnos¢ 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 skrécenie biatka 100kDa -
48kDa [32]. Deaminaza cytydyny indukowana aktywacjg limfocytéw B (AID) odpowiedzialna jest za tworzenie
zmiennosci genéw przeciwciat przez wprowadzanie mutacji do jednoniciowego DNA [32]. W linii komdrek
watrobowych zakazonych wirusem HBV wykazano, ze AID bierze udziat w modyfikacji RNA, jak réwniez
modyfikaji DNA tego wirusa, gdzie stwierdzono zmiany C->U oraz G—>A [40]. Chociaz mechanizm edycji G>A
nie jest znany, sugeruje sie ze zmiana ta moze by¢ wynikiem modyfikacji prowadzonej przez biatko z rodziny
APOBEC/AID na antysensownej nici dwuniciowego RNA [20, 21]. Zmiane G—>A zaobserwowano takze w mRNA
HNRNP-K. Wynikiem edycji RNA tej rybonukleoproteiny jest specyficzna dla raka jelita grubego modyfikacja
G274A, prowadzaca do zmiany Ala92Thr na koncu domeny KH1 biatka hnRNP-K [31]. Innym przyktadem
antysensownego transkryptu, ktéry w mitochodnriach kinetoplastéw bierze udziat w edycji RNA jest gRNA (ang.
guide RNA). Petni on funkcje wzorca blokowych insercji i delecji urydyn, wprowadzanych do edytowanego RNA
[32].

11.5.5. NAT MOGA TAKZE WZMACNIAC EKSPRESJE GENOW

Aktywator RNA receptorow steroidowych (SRA), kodowany jest przez gen SRA1 (ang. Steroid Receptor
RNA Activator) [35], jest klasycznym przyktadem trans-NAT, ktéry petni funkcje koaktywatora wielu czynnikéw
transkrypcyjnych [48]. Pierwotnie SRA zostat zidentyfikowany jako poliadenylowany, ulegajacy alternatywnemu
sktadaniu, niekodujacy transkrypt, bedacy koaktywatorem hormondéw steroidowych (progesteronu,
estrogendw, androgendw i glukokortykoidéw), co ttumaczy jego nazwe [35]. W pdiniejszym jednak czasie
wykazano, ze na matrycy tego samego genu powstaje alternatywny, kodujgcy wariant mRNA, ktérego biatko
(SRAP) [29] moze dziata¢ antagonistycznie wzgledem SRA, jako korepresor hormonéw steroidowych, co
obrazuje ztozonosé¢ regulacji dwu-funkcyjnych gendw takich jak SRA1 [48]. Obecnie, w bazie NCBI Gene
opublikowane sg dwa kodujgce (GB.ac.no.: NM_001035235.3, NM_001253764.1) i dwa niekodujgce warianty
transkrypcyjne (NR_045586.1, NR_045587.1), ktdre rdzinig sie alternatywnym miejscem sktadania eksonéw w
regionie 5’ genu SRAI1. Zaburzenie wfasciwego stosunku tych wariantéw, wykazujgcych zwykle aktywnosé
korepresoréw (biatka SRAP) i koaktywatoréw (IncRNA SRA) transkrypcji, moze zmienia¢ fenotyp komorek
nowotworowych, w tym raka piersi z ekspresjg jadrowych receptoréow progesteronu i estrogenéw [17]. Jak
wykazano w 2004r, niekodujacy transkrypt SRA moze by¢ wigzany przez receptory jgdrowe trijodotyroniny
(TRal i TRB1) za posrednictwem domeny wigzgcej RNA zlokalizowanej w sgsiedztwie domeny wigzacej DNA (C)
i mocno wzmacniaé aktywnosc transkrypcyjng tych receptoréow [70].

Innym przyktadem pozytywnej roli NAT w ekspresji gendw moze by¢ uktad dwukierunkowej
transkrypcji w obrebie genu HIF1A, kodujgcego podjednostke a czynnika indukowanego w hipoks;ji (HIF-1a).
Uktad ten prowadzi do syntezy dwdch czgsteczek RNA: sensownego mRNA i diugiego antysensownego
transkryptu (NAT), komplementarnego wzgledem regionu 3’ HIF-1a [68]. Zwigzanie mRNA kodujgcego biatko
HIF-1a przez transkrypt NAT powoduje zwiekszenie stabilnosci mRNA HIF-1a, co ttumaczy sie zablokowaniem
destabilizujgcego motywu tego mRNA [68]. Ze wzgledu na aktywacje transkrypcji gendw zwigzanych procesami
angiogenezy przez HIF-1, regulacja ekspresji tego czynnika transkrypcyjnego przez NAT moze miec szczegdlne
znaczenie w badaniach nowotworowych. Podobny efekt wzmocnienia ekspresji przez zwiekszenie stabilizacji
mRNA obserwuje sie w przypadku dwukierunkowej transkrypcji genu BACE1, kodujgcego B-sekretaze, chociaz
w tym przypadku stabilizacja mRNA wynika z zablokowania przez NAT miejsca wigzania destabilizujgcego
mikroRNA [68]. W badaniach regeneracji, z wykorzystaniem modelu psich ptuc poddanych pneumonektomii
wykazano, ze jednoczesna ko-transkrypcja sensownego RNA sEPO-R i antysensownego asEPO-R prowadzi do
zwiekszenia ilosci biatka receptora erytropoetyny (EPO-R) i przyspieszonej regeneracji, obejmujacej
powiekszenie, wzrost i rearanzacje zachowanego ptuca. Wyniki tych badan mogg stanowic¢ przyktad synergizmu
dziatania pary transkryptéw sens-antysens w podnoszeniu wydajnosci syntezy biatka [74].

11.5.6. TRANSKRYPTY NAT REGULUJA SYNTEZE BIALEK

Kontrola translacji jest jednym z koncowych mechanizméw regulacji ekspresji gendéw, ktéry na
poziomie proteomu decyduje o charakterystycznych cechach fenotypowych komorki [25]. Szybkos¢ oraz
wydajnosé syntezy niektorych biatek moze by¢ bezposrednio regulowana przez komplementarne transkrypty
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NAT, ktérych zwigzanie zmienia strukture przestrzenng mRNA wptywajac na dostepnos$é miejsc wigzania
czynnikéw inicjacji, wydtuzania faficucha polipeptydowego i terminacji translacji [38]. Poniewaz inicjacja
translacji jest etapem limitujgcym szybkos¢ syntezy biatek [47], szczegdlnie istotng dla tego procesu moze by¢
komplementarne wigzanie czasteczek NAT przez sekwencje 5’'UTR mRNA. Alternatywne warianty 5'UTR nie
majga wptywu na sekwencje biatka (nie kodujg odmiennych izoform biatkowych), chociaz moga decydowaé o
trwatosci mRNA, lokalizacji subkomdrkowej jak réwniez o koricowej wydajnosci syntezy biatek [47]. W
regionach UTR znajdujg sie regulatorowe elementy cis (ang. cis-acting elements), rozpoznawane przez czynniki
trans (ang. trans-acting elements) takie jak transkrypty NAT, wchodzace w sktad rybonukleoprotein ITAF (ang.
IRES trans-acting factor) [37], ktére rozpoznajg wewnetrzne miejsca wejscia rybosomow IRES (ang. Internal
Ribosome Entry Site) [33], czy tez krotkie, niekodujgce mikroRNA (sncRNA), rozpoznajgce swoiste miejsca
wigzania w sekwencji 3’'UTR [28]. NAT mogg posredniczy¢ w interakcji mRNA z rybosomem i czynnikami
inicjacji translacji. Wchodzac w sktad komplekséw ITAF, obejmujgcych m.in. heterogenng grupe jadrowych
rybonukleoprotein (hnRNP), zwykle stymulujg translacje niezalezng od czapeczki 5’ (zalezng od elementu IRES)
[37]. Oddziatywanie mRNA-NAT (sens-antysens) prowadzi do rearanzacji przestrzennej struktury 5’UTR, co
ufatwia zwigzanie matej podjednostki rybosomu 40S z sekwencjg IRES i dopasowanie jej do kodonu start, bez
potrzeby skanowania catego 5’UTR [33].

1.5.7. NAT MOGA KONTROLOWAC TWORZENIE FUNKCJONALNYCH STRUKTUR DNA | RNA

Kontrola ekspresji niektérych gendéw realizowana jest przez wptyw na proces formowania struktur
przestrzennych regionéw regulatorowych DNA (promotordéw, intronéw) [2] i RNA (UTR) [4]. Najnowsze badania
wskazujg, ze szczegdlng role w tym procesie mogg odgrywaé czteroniciowe struktury kwaséw nukleinowych
nazywane G-kwadrupleksami (ang. G-quadruplex), ktére charakteryzuje zwykle obecno$¢ motywu czterech
tetrad guanidynowych (GGG) rozdzielonych przez trzy petle 1-7 dowolnych nukleotyddw d(G3:N;7G3:N1.7,G3,N4.
;Gs,) [2, 5]. Tworzg one wielowarstwowe, réwnolegte lub antyréwnolegte struktury stabilizowane jonami metali
i wigzaniami wodorowymi. G-kwadrupleksy sktadajg sie z jednej lub z wielu czgsteczek kwasow nukleinowych,
ktore formujg dynamiczne struktury przestrzenne, zmieniajgce sie w trakcie progresji cyklu komdrkowego [2].
Obecnos¢ G-kwadrupleksdow wykazano w sekwencji promotorowej wielu genéw odgrywajgcych istotng role w
cyklu komorkowym i procesach nowotworowych, w tym: MYC [14], HIF1A [60], oraz innych [2].

Jak wykazata analiza bioinformatyczna gendw THRA i THRB (Materiaty uzupetniajgce), promotory tych
gendw zawierajg sekwencje zgodne z sekwencjg konsensusowg G-kwadrupleksu: GGGCCGGGGCGGGCCGGG
(TRHB) oraz GGGGCCAGGGGGGTGCTG GGGTAATTAGGG (THRA), co wskazuje ze mogg one formowac
funkcjonalne struktury przestrzenne, jak zaprezeontowano na schematycznym modelu G-kwadrupleksu (Ryc.2).
W przypadku THRB, na tworzenie tej potencjalnej struktury moze wptywaé komplementarny wzgledem
sekwencji promotorowej tego genu, antysensowny transkrypt LOC644990, co jednak wymaga weryfikacji w
badaniach bezposrednich. Podobny model regulacji zaproponowano dla tworzacego struktury G-kwadruplexu
promotora ludzkiego genu RFP2, kontrolowanego przez niekodujgcy antysensowny transkrypt RFP20S [61].

Obecnos¢ G-kwadrupleksu stwierdzono takze w sekwencji 5’UTR transkryptéw genu THRA, gdzie
zidentyfikowano cigg tetrad guanidynowych (GGGCCTGGGTGGCAGGGGGT GGG) odpowiedzialnych za 35%
zahamowanie syntezy jadrowego receptora trijodotyroniny TRa [1]. Najnowsze badania wskazuja, ze obecne w
regionie 5’UTR G-kwadrupleksy mogg petni¢ zasadniczg role w przefaczaniu alternatywnych mechanizmoéw
inicjacji translacji [5]. Wykazano, ze charakterystyczne dla kwadrupleksow wielowarstwowe struktury mogg z
jednej strony hamowac translacje zalezng od czapeczki 5’, a z drugiej utatwiad inicjacje translacji niezaleznej od
czapeczki 5’ (zaleznej od elementdw IRES) [5]. Kwadrupleksy RNA moga rowniez powstawacé w ciggu powtdrzen
trinukleotydowych STR (ang. Short Tandem Repeats) takich jak: CGG, AGG i UGG, ktdre zalezg jednak silnie od
sgsiadujgcych sekwencji RNA jak i od warunkéw srodowiska [4]. W zaleznosci od potozenia i konformacji,
struktury kwadruplekséw mRNA mogg hamowac inicjacje translacji zaleznej od czapeczki 5 lub wzmacniac
synteze biatek inicjowang w wewnetrznych miejscach wejscia rybosomoéw (IRES) [5]. Przestrzenng konformacje
5’UTR modyfikujg dodatkowo wymienione wczesniej rybonukleoproteiny ITAF [33, 37]. NAT moga utatwiac lub
utrudnia¢ proces formowania sie bogatych w guanine, funkcjonalnych struktur G-kwadruplekséw przez
komplementarne oddziatywanie z sekwencjg konsensusowg samego kwadrupleksu lub jego otoczenia, zaréwno
w RNA [5, 51] jak i w nici kodujacej lub matrycowej DNA [23, 60].

W komérkach eukariotyczncyh mogg tworzy¢ sie takze tréjniciowe kompleksy RNA lub RNA-DNA [6].
Tripleksy mogg by¢ rozpoznawane i regulowane przez biatka takie jak rybonukleoproteiny HnRNP, biatka IF,
biatka HMG, rdzne biatka cyklu komdrkowego, czynniki transkrypcyjne i biatka naprawy DNA [6]. Typowym
przyktadem regulacji przez trojniciowa strukture DNA-DNA-RNA jest kontrola ekspresji genu DHFR przez dtugi
niekodujacy transkrypt, ktérego transkrypcja inicjowana jest z alternatywnego promotora, potozonego powyzej



KONTROLA EKSPRESJI GENOW PRZEZ DtUGIE NAT 9

gtéwnego promotora DHFR [6]. Niekodujacy transkrypt oddziatuje z wtasciwym promotorem, z ktérym tworzy
tréjniciowy kompleks. Chociaz gtéwny promotor odpowiada za 99% transkrypcji DHFR, utworzenie
tréjniciowego kompleksu powoduje dysocjacje kompleksu pre-inicjacyjnego i hamuje transkrypcje DHFR [6].

W ostatnim czasie zwraca sie uwage na potencjalng role NAT w promowaniu zjawiska zmiany
translacyjnej ramki odczytu, nazywanej rowniez slizganiem sie rybosomow (ang. ribosomal frameshifting),
ktére natrafiajgc na réznego rodzaju przeszkody natury strukturalnej, obecne w sekwencji poslizgowej (ang.
slippery sequence) np. UUUAAAC, mogg przesuwac sie z pominieciem tej przeszkody w inne miejsce mRNA, w
tej samej lub innej ramce odczytu [15]. Mechanizm ten zmienia pierwotne znaczenie kodu genetycznego i
prowadzi do zwiekszenia bioréznorodnosci biatek [15].

Wszystkie wymienione powyzej etapy ekspresji gendw moga by¢ kontrolowane przez dtugie,
naturalnie wystepujgce antysensowne transkrypty NAT [38], ktérych komplementarno$é wzgledem docelowych
czasteczek DNA i RNA moze prowadzi¢ do selektywnego wzmocnienia lub ostabienia ekspresji poszczegdlinych
gendw na roznych poziomach przeptywu informacji genetycznej.

1.6. GENY IncRNA ZAWIERAJA WIECEJ SEKWENCJI STABILNYCH G-KWADRUPLEKSOW

Badania in silico opublikowanych dotad sekwencji dtugich niekodujgcych RNA (IncRNA), ktére stanowig
najliczniejszg podklase NAT, wykazata, ze ok. 60% IncRNA moze tworzy¢ G-kwadrupleksy, ktérych petle
(rozdzielajace tetrady GGG) zawierajg zwykle jeden lub dwa nukleotydy (najczesciej A lub T), co wskazuje na
charakterystyczng dla nich ceche formowania bardziej stabilnych kwadruplekséw i wyrdznia sposrdd innych
klas RNA [8, 39]. Chociaz obecna wiedza na temat znaczenia zwiekszonej czestosci wystepowania
kwadruplekséw w sekwencjach IncRNA jest ograniczona, wiadomo ze mogg one wigzac biatkowe czynniki trans,
ktore kontrolujg proces transkrypcji i translacji mRNA [26]. Wykazano, ze G-kwadrupleksy obecne w sekwencji
aptameréw DNA i RNA umozliwiajg swoiste rozpoznanie specyficznych biatek i stabilizacje ich wigzania,
podobnie jak ma to miejsce w przypadku stosowanych powszechnie przeciwciat monoklonalnych [26].

G/ [ “\ BH\E N {nG
’Lb"?' ;h/ G \ §\ > C-'
R (i) \él } LT ({BES—NAT

ro’hotor THP‘

RYCINA 2. Schemat oddziatywania NAT z modelowg strukturg G-kwadrupleksu.

A. Model wewnatrzczasteczkowej struktury G-kwadrupleksu w konformacji antyréwnolegtej, opracowany na podstawie
wytypowanej in silico sekwencji promotora genu THRB (GGGCCGGGGCGGGCCGGG), zgodnej z sekwencjg konsensusowa
stabilnego G-kwadrupleksu. Na matrycowej nici DNA (w kolorze ciemo-zielonym) zaznaczono pozycje kolejnych
nukleotydéw guanylanowych w czterech powtdrzeniach GGG, rozdzielonych przez trzy petle dowolnych nukleotyddéw (tu:
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CC, GC, CC), ktére facznie tworzg trzy ptaszczyzny oddziatywania czterech fragmentéw tej samej nici. B. Powiekszenie
pojedynczej ptaszczyzny stabilizowanej jonem metalu (M*, np. K) i wigzaniami wodorowymi guaniny. Rzymskimi cyframi (1,
Il, I, IV) oznaczono kolejne pozycje G w pojedynczej ptaszczyinie, zgodnie z kierunkiem przebiegu nici DNA. C.
Schematycznie zaznaczony transkrypt cis-NAT (LOC644990), ktéry mogtby zaburzaé tworzenie struktury G-kwadrupleksu
przez komplementarne oddziatywanie z nicig matrycowg 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 (GGCCGGGGCGGGCCGGG). 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.

I.7. WYCISZANIE HAMUJACYCH NAT MOZE WZMACNIAC EKSPRESJE GENOW

W badaniach in vivo wykazano, ze wyciszenie dtugich antysensownych transkryptéw moze prowadzié
do zwiekszenia wydajnosci transkrypcji i translacji gendéw [44]. Zastosowanie czasteczek siRNA skierowanych
przeciwko konserwatywnemu, antysensownemu transkryptowi BDNF-AS, ktéry zwykle hamuje ekspresje
czynnika BDNF (ang. Brain-Derived Neurotrophic Factor), powoduje wielokrotne zwiekszenie wydajnosci
transkrypcji i translacji tego czynnika, co podkresla znaczenie dtugich, antysensownych RNA w pozytywnej
regulacji ekspresji genow [44].

Znane s3 réwniez czgsteczki dwuniciowego RNA (dsRNA), ktére wykazujgc homologie do sekwenc;ji
promotorowych, uruchamiajg transkrypcje docelowych genéw [24]. Czasteczki te aktywujg zjawisko RNAa (ang.
RNA activation) i nazywane sg saRNA (ang. small activating RNA) [24], przez analogie do przeciwnie
dziatajgcych siRNA (ang. small interfering RNA) i zjawiska RNAi (ang. RNA interferencje). Czasteczki saRNA
dziatajg przeciwnie do epigenetycznego wyciszania transkrypcji, jak wykazano na przyktadzie aktywacji genu
NANOG, zwigzanego z ewolucjg komdrek nowotworowych, ktérego aktywacja za pomocg saRNA, specyficznych
dla sekwencji promotorowej tego genu, zwiekszyta wydajnos¢ transkrypcji i hamowata indukowane przez kwas
retinowy réznicowanie ludzkich embrionalnych komérek nowotworowych linii NCCIT [65]. Chociaz mechanizm
dziatania saRNA jest stabo poznany, jedna z hipotez zaktada oddziatywanie tych czasteczek z dtugimi
antysensownymi transkryptami, wykrywanymi w rejonie promotorowym [71], co moze wskazywad, ze saRNA to
siRNA, ktére wyciszajg hamujgce NATs.

Hipoteze tg potwierdzajg wyniki badan, wskazujgce, ze dtugi antysensowny transkrypt wigzacy sie do
sekwencji promotorowej receptora progesteronu (PR) petni zasadniczg role w rozpoznaniu i wigzaniu zaréwno
hamujacych jak i aktywujgcych agRNA (ang. promoter-directed antigene RNAs) [58]. Czasteczki agRNA, jak
zostaly nazwane przez autoréw pracy [58], to krétkie (19nt) dwuniciowe RNA (dupleksy RNA),
komplementarne do sekwencji promotorow i wykazujgce aktywnos$¢ saRNA lub siRNA. Jak wykazano na linii
T47D i MCF7 komoérek raka piersi, rzeczywistym miejscem wigzania agRNA okazat sie nie sam promotor, ale
wigzace sie do niego dtugie (do 70 000 nt) antysensowne transkrypty (NAT), komplementarne do promotora PR
[58]. Poziom transkrypcji tych NAT (AT1, AT2-T47D, AT2-MCF7) byt 10-1000 krotnie nizszy od ekspresji RNA
samego receptora PR, co wskazuje, ze niewielki posiom NAT moze kontrolowac ekspresje docelowego genu
[58]. Zaproponowany przez autorow mechanizm tej regulacji obejmuje kolejno: zwigzanie agRNA z NAT,
zalezng od agRNA rekrutacje biatka AGO, przesuniecie lokalizacji rybonukleoproteiny hnRNP-K z DNA na RNA,
wiaczenie polimerazy RNA Il oraz biatka heterochromatyny HP1y [58]. Wyniki tych badan rzucajg swiatto na
nieznany dotgd mechanizm, w ktérym aktywnos$¢ promotoréw moze byc¢ regulowana przez mate, dwuniciowe
RNA takie jak saRNA/siRNA/agRNA, za posrednictwem wigzgcych je dtugich NAT, komplementarnych do tych
prmotorow.

Z drugiej strony, proces transkrypcji moze by¢ wzmocniony bezposrednio przez naturalnie wystepujgce
antysensowne transkrypty [43, 48]. Wykazano réwniez, ze zastosowanie antysensow moze destabilizowac
hamujace elementy takie jak G-kwadrupleksy w promotorach genéw MYC lub HIF1A, a w konsekwencji istotnie
podnosi¢ poziom transkrypcji [14, 60].

11.8. DLUGIE TRANSKRYPTY NAT MOGA BRAC UDZIAt W ODPOWIEDZI NA STRES KOMORKOWY

Wysoki poziom biatek C/EBP, regulujgcych m.in. ekspresje genéw na szlaku Rev-Erba/TRa, stwierdza
sie takze w odpowiedzi na stres komdrkowy i nieprawidtowo sfatdowane biatka (ang. Unfolded Protein
Response, UPR), w wyniku aktywacji szlakow: IRE1/XBP1 [69], PERK/ATF4 [70] jak réowniez kinazy PKR (ang.
double-stranded RNA-activated protein kinase) [19]. PKR rozpoznaje dwuniciowe RNA (dsRNA) o dtugosci >30
nukleotyddéw, ktére powstaje np. przez komplementarne zwigzanie czgsteczek wirusowych transkryptéw [19].
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Zalezna od dsRNA aktywacja PKR umozliwia dimeryzacje i autofosforylacje tego biatka [19], co w dalszej
kolejnosci prowadzi do fosforylacji podjednostki a czynnika inicjacji translacji elF2, zahamowania inicjacji
translacji zaleznej od czapeczki 5’ i uruchomienia interferonu (IFN) na szlaku IkB/NFkB/IFN [19]. Procesy te
moga zatrzymac cykl komoérkowy, a przedtuzajacy sie stres siateczki $rédplazmatycznej moze aktywowac
réwniez zalezng od PKR apoptoze [19].

Podobny, 269-nukleotydowy odcinek catkowicie komplementarnego, dsRNA tworzg w regionie 3'UTR
rowniez dojrzate transkrypty Rev-Erba i TRa2 [22]. Chociaz brak jest bezposrednich badan potwierdzajgcych lub
wykluczajgcych udziat tych dtugich endogennych czgsteczek NAT w stresie siateczki srodplazmatycznej (ER) i
odpowiedzi UPR, wiadomo, ze podobne efekty biologiczne (zwykle niepozadane) wywotuje wprowadzenie do
komodrek dwuniciowych czasteczek siRNA lub antysenséw RNA, ktérych diugosé przekracza 30 nukleotydow
[19]. Wiadomo réwniez, ze specyficzny dla mysich neuronéw dopaminergicznych, antysensowny IncRNA Uchl1,
wzmacnia translacje biatka UCHL1 jedynie w pewnych warunkach stresu komérkowego [9]. Antysensowny
transkrypt Uchll (cis-NAT) i mRNA genu Uchll (ang. Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1) zwigzanego z
chorobami neurodegeneracyjnymi, kodowane sg w tym samym Jocus przez geny, ktore ulegaja
dwukierunkowej transkrypcji, tak ze ich dojrzate transkrypty pokrywaja sie w regionie 5 na dtugosci 72
nukleotydéw. Antysensowny Uchll, podobnie jak znaczna cze$¢ niekodujacych ncRNA akumulowana jest w
obszarze jadra komdrkowego. Niemniej, w warunkach stresu komérkowego wywotanego przez rapamycyne
(inhibitora kompleksu mTORCL1 i translacji zaleznej od czapeczki 5’) dochodzi do translokacji antysensownego
Uchll z jadra do cytoplazmy, gdzie po utworzeniu pary sens-antysens z mRNA Uchll nastepuje aktywacja
polisomdéw zwiekszajacych wydajnos¢ translacji UCHL1 [9]. Obserwowany w stresie komdrkowym efekt
wzmocnienia translacji specyficznego biatka wymagat obecnosci w regionie 5’ cis-NAT odwrdconego elementu
SINEB2 i komplementarnej sekwencji, umozliwiajgcej utworzenie fragmentu dsRNA [9]. Podobne struktury
dtugich dsRNA mogg powstawac przez hybrydyzacje czasteczek mRNA oraz ich antysensownych transkryptéw
[9, 46], biorgc udziat w procesach fizjologicznej apoptozy towarzyszacej morfogenezie narzgddw i tkanek [13,
62].

W komérkach eukariotycznych mogg tworzy¢ sie tréjniciowe kompleksy RNA (tripleksy RNA), ktére
biorg udziat w po-transkrypcyjnej obrébce RNA [6]. Sugeruje sie réwniez, ze tworzenie triplekséw moze
zabezpiecza¢ komorki przed hamowaniem wzrostu oraz stresem komdrkowym, jaki indukuje PKR w odpowiedzi
na zakazenie dwuniciowym RNA wiruséw [6]. Jak wykazano, utworzenie potrdjnej helisy miedzy dwuniciowym
RNA i oligonukleotydem formujgcym tripleksy - TFO (ang. Triplex-Forming Oligonucleotide) istotnie
zahamowato wigzanie PKR i jej aktywacje, co moze czesciowo ttumaczy¢ dlaczego w warunkach fizjologicznych,
pomimo komplementarnosci wielu komdrkowych transkryptéw, zwykle nie dochodzi do aktywacji PKR [6]. TFO
wigzg sie do nici bogatej w nukleotydy purynowe dwuniciowego RNA za posrednictwem wigzan wodorowych
Hoogsteen’a [6].

1.9. NAT REGULUJA CYKL OKOtODOBOWY

Natruralne transkrypty antysensowne stanowig integralng czes¢ zegara biologicznego, sterujacego
rytmem okotodobowym, co wykazano po raz pierwszy na modelowym organizmie Neurospora crassa [34]. W
dzikim szczepie tego grzyba, zegar biologiczny dostrajany jest do $wiatta aktywujgcego transkrypcje
antysensownego RNA frq (frequency), ktérego ilos¢ w ciemnosci spada na korzy$¢ sensownego transkryptu frq.
W zmutowanym szczepie, w ktdrym sSwiatto nie moze indukowaé antysensownego frqg, czas wewnetrznego
zegara jest opdzniony, czemu towarzyszy zaburzenie ekspresji gendw zwigzanych z cyklem okotodobowym [34].
NAT frq uczestniczy w regulacji petli sprzezenia zwrotnego miedzy transkrypcja RNA i translacjg biatek
bezposrednio zaangazowanych w zalezng od czasu regulacje ekspresji gendow [34].

W regulacji cyklu okotodobowego cztowieka bierze udziat opisany wczesniej gen NR1D1, ktérego
ekspresja w cyklu okotodobowym zalezy $cisle od innych, sprzezonych czynnikdéw transkrypcyjnych tj.
BMAL1/CLOCK [41]. Gen NR1D1 koduje antysensowny transkrypt Rev-Erba (NAT), ktéry reguluje stosunek
izoform biatkowych receptora jagdrowego trijodotyroniny TRal/TRa2 genu THRA [36]. Dobowe wahania
transkrypcji Rev-Erba mogg wptywaé na cykliczno$é zmian poziomu ekspresji TRal/TRa2 [72], a w
konsekwencji komdrkowej odpowiedzi na T3.

Il. PODSUMOWANIE

W latach ubiegtych, uwaga naukowcow skupiata sie gtéwnie na podstawowych badaniach liniowego
przeptywu informacji genetycznej DNA->RNA->biatko. W erze post-genomowej pojawita sie mozliwosc
sekwencjonowania catych genomaow, analizy transkryptomow, proteomow i fenoméw pojedynczych komarek,
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co zmienito rozumienie znaczenia regulacji ekspresji genéw, ktére wymaga systemowego ujecia wzajemnie
powigzanych ze soba uktadéw biologicznych funkcjonalno-strukturalnej organizacji komérki. Poznanie zatem
stabo opisanych dotad mechanizméw regulacji przeptywu informacji genetycznej przez dtugie, naturalnie
wystepujace antysensowne transkrypty NAT wydaje sie koniecznoscia. Ludzki genom weciaz kryje tajemnice
zwigzane z nieokreslonym nadal znaczeniem transkrypcji nieulegajgcych translacji czasteczek RNA, w tym
niedocenianych dotad pseudogendw, ktére w catosci lub w czesci wykazujg komplementarnos¢ wzgledem
gendéw w petni funkcjonalnych. Jak wskazuja ostatnie badania, co najmniej cze$¢ z tych RNA moze oddziatywac
z docelowymi sekwencjami regulowanych gendéw na poziomie replikacji DNA, modyfikacji struktury
chromatyny, transkrypcji i translacji biatek. Zaburzenie ekspresji tych czgsteczek wykazano w patogenezie wielu
choréb, w tym nowotworowych, co wskazuje na potrzebe ustalenia roli NAT w regulacji ekspresji
poszczegblnych gendw.
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MATERIALY UZUPEENIAJACE

I.  ANALIZA SEKWENCJI THRB | THRA

W analizie sekwencji wykorzystano ogdlnie dostepne 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 rowniez: Neural Network Promoter Prediction, RNAhybrid
2.2.

Il. IDENTYFIKACJA ELEMENTOW REGULATOROWYCH W REGIONIE 5’ GENU THRB,
KTORYCH FUNKCJE MOGA BYC ZABURZONE PRZEZ ANTYSENSOWNE CZASTECZKI TYPU NAT

Zakres analizy: region analizy obejmowat zang sekwencje promotorowg +/- 1000nt. Pozycje elementu
okreslono wzgledem miejsca inicjacji transkrypcji najdfuzeszgo znanego eksonu 1a, zdefiniowanego w
wariancie F TRB1 (NCBI Nucleotides, Acc.no. : AY286470.1).

o 1. Analiza sekwencji regionu 5’ genu THRB wykazata takze czteroniciowe struktury DNA nazywane G-
kwadrupleksami (ang. G-quadruplex), zgodne z motywem czterech tetrad guanidynowych (GGG)
rozdzielonych przez trzy petle 1-7 dowolnych nukleotydéw d(G3:N17G3:N1.7.G3,N1.7G3,):

o W sekwencji bogatej w guanine GGAGGGAGGAGCGCTGCGGCACGGGTCGGGCCGGTCGGGCCGGGCAA
zidentyfikowano element spetniajgcy kryteria G-kwadrupleksu GGGTCGGGCCGGTCGGGCCGGG,
potozony w sekwencji promotorowej w pozycji -881 od miejsca inicjacji wariantu F TRB1 (NCBI
acc.no. : AY286470.1)

o W sekwencji bogatej w guanine:
CCCGGGAAGCGGGCCGGGGCGGGCCGGGCACGCGGGGGACCCGGAGAGGCGGGGAC, znaleziono
element GGGCCGGGGCGGGCCGGG spetniajgcy kryteria stabilnego G-kwadrupleksu (Ryc. ponizej),
potozony w sekwencji promotorowej w pozycji -132 od miejsca inicjacji wariantu F TRB1 (NCBI
acc.no. : AY286470.1). Sekwencja ta tworzy¢ moze réwniez inne struktury G-kwadruplekséw tj:
GGGAAGCGGGCCGGGGCGGG oraz GGGGCGGGCCGGGCACGCGGG.

o W sekwencji bogatej w guanine:
ACAGGGTGGGCGGGATGGTGACGGAGCGTCGCAAGAACCCGGAGGGGTGCGGGCGGCTAAGCCGAGCGCGC
GCGGGCGGGCAGGCGGGTGAGCGTGGGTGGTGGGGGT, znaleziono element
GGGCGGGCAGGCGGGTGAGCGTGGG spetniajacy kryteria G-kwadrupleksu, potozony w sekwencji
pierwszego intronu w pozycji +109 od ostatniego nukleotydu eksonu 1c wariantu A TRB1 (NCBI
acc.no. : AY286465.1). Sekwencja ta tworzy¢ moze réwniez inne struktury G-kwadruplekséw tj:
GGGCAGGCGGGTGAGCGTGGGTGGTGGG oraz mniej stabilne GGGTGGGCGGGATGGT.
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I.2. Analiza sekwencji regionu 5 genu THRA wykazafa takie czteroniciowe struktury DNA nazywane G-
kwadrupleksami (ang. G-quadruplex), zgodne z motywem czterech tetrad guanidynowych (GGG)
rozdzielonych przez trzy petle 1-7 dowolnych nukleotyddéw d(Gs:N17G3,N1.7,G3,N;.7Gs,):

[e]

W sekwencji bogatej w guanine GGGTGGGCAGGGTGAGTGGGGTGGGAGGACAGATGAGGCAACACAGGG
zidentyfikowano element spetniajacy kryteria G-kwadrupleksu GGGTGGGCAGGGTGAGTGGG (oraz w
drigim wariancie sekwencyjnym GGGCAGGGTGAGTGGGGTGGG) potozony w sekwencji promotorowe;j
w pozycji -1975 (-1970 w drugim wariancie) od miejsca inicjacji transkrypcji TRa (zgodnie z sekwencja
wzorcowg NCBI acc.no. : NG_023345.1)

W sekwencji bogatej w guanine: W sekwencji bogatej w guanine
GGGGAACCGGCGGGGCCAGGGGGGTGCTGGGGTAATTAGGG zidentyfikowano element spetniajacy
kryteria G-kwadrupleksu GGGAACCGGCGGGGCCAGGGGGGTGCTGGG (oraz w drigim wariancie
sekwencyjnym GGGGCCAGGGGGGTGCTGGGGTAATTAGGG, gdzie mozna wyrdzni¢ inne nukleotydy G
ktére moga aktywnie braé udziat w budowaniu ptaszczyzny G-kwadrupleksu), potozony w sekwencji
promotorowej w pozycji -318 (-308 w drugim wariancie) od miejsca inicjacji transkrypcji TRa (zgodnie z
sekwencjg wzorcowg NCBI acc.no. : NG_023345.1)
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Streszczenie: W sekwencji ludzkiego genomu zapisana jest informacja na temat budowy i funkcji cate-
go organizmu. O charakterystycznych cechach poszczegélnych komorek i tkanek decyduja mechaniz-
my regulacji ekspresji genéw, w ktorych istotna rol¢ odgrywaja niedoceniane dotad dhugie, naturalnie
wystepujace, antysensowne transkrypty NAT (ang. Naturally occurring Antisense Transcripts, NATS).
NAT wykazuja petna lub czgéciowa komplementarno$¢ wzgledem funkcjonalnych genéw, kontrolu-
jac ich ekspresje na poziomie ukierunkowanej metylacji DNA, transkrypcji pre-mRNA, réznicowego
skiadania transkryptu pierwotnego jak rowniez redagowania RNA, transportu i zlokalizowanej translac-
jibiatek. W przeciwienstwie do grupy krotkich, niekodujacych RNA (sncRNA) takich jak mikroRNA,
dtugie niekodujace RNA (IncRNA), bedac najliczniejsza grupa transkryptow NAT, wykazuja zwykle
wigksze dopasowanie sekwencji, a tym samym specyficznos¢ dziatania wzgledem docelowych genow.
Wiazanie tych czasteczek do DNA i RNA moze przestania¢ elementy regulatorowe lub wplywac na
stabilnos¢ funkcjonalnych struktur takich jak G-kwadrupleksy i wewnetrzne miejsca wejscia ry-
bosoméw (elementy IRES). Nowe technologie sekwencjonowania calych genoméw i przeszukiwania
bibliotek cDNA umozliwily ustalenie, ze ok. 20% ludzkich i mysich genéw wspotdzieli sekwencje
z innymi genami, a ich transkrypty tworzy¢ moga komplementarne pary sens-antysens. Chociaz fizjo-
logiczne znaczenie wigkszosci tych par pozostaje niejasne, zidentyfikowano i opisano antysensowne
transkrypty, ktore reguluja ckspresje gendw zwiazanych z podstawowymi procesami takimi jak wz-
rost, proliferacja, réznicowanie, apoptoza, metabolizm jak réwniez cykl okotodobowy. Zaburzenie ek-
spresji NAT stwierdzono w przebiegu wielu chordb, w tym nowotworowych, co wskazuje na potrzebg
ustalenia ich roli na poszczegdlnych poziomach przeptywu informacji genetycznej. Niniejsza praca
dokonuje przegladu aktualnej wiedzy w zakresie regulacji ekspresji genéw przez dlugic RNA wyka-
zujace aktywnos¢ NAT. Zdolnos¢ do tworzenia par sens-antysens i aktywacji mechanizmoéw kontroli
ekspresji docelowych genow, stanowila podstawe zaproponowanej definicji i strukturalno-funkcjonal-
nej charakterystyki tej niejednorodnej grupy transkryptow.



