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POTRANSKRYPCYJNE WYCISZANIE GENOW U ROSLIN

WSTEP

Przedmiotem genomiki funkcjonalnej jest
badanie funkcji produktéw ekspresji genow.
Jeszcze do niedawna ogromne nadzieje na roz-
woj tej dziedziny wiazano z mozliwoScia se-
kwencjonowania genomow organizmow zy-
wych. Wydawalo sie, ze poznanie pelnej infor-
macji genetycznej pozwoli na zrozumienie mo-
lekularnych podstaw funkcjonowania i rozwo-
ju organizmu. Obecnie wiemy, ze odkrycie se-
kwencji nukleotydowych nawet wszystkich
genow jest jedynie wstepem do okreSlenia
funkcji, jaka petnia produkty ich ekspres;ji.
Jedna z metod wyjasnienia roli petnionej przez
biatko jest mutageneza insercyjna, jej wada jest
jednak czasochtonnos¢ i koniecznos¢ analizy
ogromnej liczby mutantow (KRYSAN i
wspotaut. 1999). Dobra alternatywa dla tej me-
tody jest zahamowanie ekspresji genu ko-
dujacego badane biatko i analiza spowodowa-
nych tym zmian w fenotypie (KISIEL i wspotaut.
2003). Ostatnio w genomice funkcjonalnej co-
raz czeSciej stosuje sie wyciszanie ekspresji
genu na poziomie jego transkryptu. Proces ten
polega na degradacji mRNA badanego genu, in-
dukowanej przez dwuniciowy RNA (dsRNA),
homologiczny do sekwencji tego genu. Zjawi-
sko to, powszechne u wszystkich eukariontow,
u zwierzat znane jest jako interferencja RNA
(RNAIi), u roslin jako potranskrypcyjne wyci-
szanie genow (PTGS), natomiast w przypadku
grzybow jako quelling. Coraz cze¢Sciej jednak w
celu ujednolicenia terminologii, termin RNAi
stosuje sie do okreSlenia wyciszania zarOwno u

zwierzat jak i u roSlin (KUSABA 2004). Specy-
ficznoS¢ sekwencyjna interferencji RNA jest
tak wielka, ze wprowadzenie do komorki dwu-
niciowego RNA o odpowiedniej sekwencji po-
zwala na precyzyjne wylaczenie ekspresji wy-
branego genu. Ze wzgledu na obszernosc¢ tema-
tu omowienie zaleznego od homologii wyci-
szenia genodw ograniczymy jedynie do gtow-
nych aspektow potranskrypcyjnego wycisza-
nia gen6éw u roSlin.

Efektem RNAI jest degradacja mRNA odby-
wajaca sie w cytoplazmie. Jezeli jednak dwuni-
ciowy RNA jest homologiczny do sekwencji
promotorowej genu, wyciszanie genow moze
miec miejsce rOwniez w jadrze komorkowym.
Proces ten jest wowczas definiowany jako tran-
skrypcyjne wyciszanie genow (ang. transcrip-
tional gene silencing, TGS) (SUEN i KOOTER
2000).

Zainteresowanie potranskrypcyjnym wyci-
szaniem genoéw u roslin zostato zapoczatkowa-
ne zaskakujacym wynikiem transformacji petu-
nii. U roSlin Petunia hybrida proObowano zwie¢-
kszy¢ synteze antocyjanOw wprowadzajac do-
datkowa kopi¢ genu syntazy chalkonowej
(PACAK i BARCISZEWSKA-PACAK 2003). Oczeki-
wano, ze roSliny transgeniczne beda posiadaty
intensywnie fioletowe kwiaty. Tymczasem
transformacja wywolala efekt catkowicie od-
wrotny, kolor kwiatow nie tylko nie stal sie
ciemniejszy, ale otrzymane roSliny posiadaty
najczesciej kwiaty biate (HANNON 2002). Zaob-
serwowane zjawisko nazwano kosupresja, czy-
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li procesem eliminacji zar6wno mRNA wpro-
wadzonego genu, jak i jego endogennego od-
powiednika (SIJEN i KOOTER 2000, DING 2000,
CHICAS i MACIANO 2001, SZWEJKOWSKA-
KULINSKA i wpotaut. 2003). Okazato si¢, ze mo-
lekularna podstawa kosupresji jest proces
RNAI.

Wyciszanie potranskrypcyjne zostato co
prawda odkryte u roSlin otrzymanych w wyni-

ku transformacji, ale proces ten jest przede
wszystkim naturalnym mechanizmem obrony
roSlin przed wirusami i wiroidami (FAGARD i
VAUCHERET 2000, LINDBO i wspotaut. 2001,
VIONNET 2001). Naturalna rola wyciszania jest
takze regulacja poziomu ekspresji transpozo-
néw (BRANTL 2002, VIONNET 2002, KIDNER i
MARTIENSSEN 2003).

CZYNNIKI ODPOWIEDZIALNE ZA INDUKCJE POTRANSKRYPCYJNEGO WYCISZANIA GENOW

Sygnalem do uruchomienia wyciszania po-
transkrypcyjnego jest dla komorki roslinnej
pojawienie si¢ dlugich dwuniciowych czaste-
czek RNA (SIJEN i KOOTER 2000, MATZKE i
wspotaut. 2001). Czasteczki takie moga poja-
wiac sie¢ w komoérce w wyniku zakazenia wiru-
sami (SZWEJKOWSKA-KULINSKA i wpolaut.
2003).

W przypadku wyciszania bedacego skut-
kiem transformacji (kosupresja), induktorem
moze by¢ nie tylko dsRNA (SCHIEBEL i
wspotaut. 1998, SJEN i KOOTER 2000) . W mo-
delu iloSciowym role induktora peini RNA zbu-
dowany prawidlowo, ale powstajacy w nad-
miernych iloSciach w wyniku nadekspresji
transgenu (ang. treshold model) (SIEN i
KOOTER 2000). W modelu jakoSciowym nato-
miast, uruchomienie mechanizmu nastepuje
na skutek obecnoSci abRNA (ang. aberrant),
powstajacego po niewlaSciwej obrobce RNA

lub na skutek powstania dsRNA (np. w wyniku
transkrypcji odwroconych powtorzen) (SUEN i
KOOTER 2000, SCHIEBEL i wspotaut. 1998).
Bez wzgledu na to jakie zdarzenie indukuje
wyciszanie genow, zawsze bierze w nim udziat
nukleaza Dicer. JeSli wyciszanie jest inicjowa-
ne bezposrednio przez dsRNA nukleaza Dicer
powoduje fragmentacje tych czasteczek na
krotkie 21-22 nukleotydowe fragmenty, ktore
z kolei sa catkowicie degradowane przez kom-
pleks RISC. Jesli natomiast induktorem jest
abRNA, zbyt wysoki poziom RNA lub RNA wi-
rusa, aktywacje nukleazy poprzedza dzialanie
polimeraz RNA generujacych powstanie
czasteczek dwuniciowych (DING 2000, SIJEN i
KOOTER 2000, LINDBO i wspoétaut. 2001). Inter-
ferencja RNA stanowi zatem skomplikowana
odpowiedz komorkowa, obejmujaca liczne i
nie do kofica jeszcze wyjasnione procesy.

MECHANIZMY INDUKCJI WYCISZANIA RNA — ETAP INICJACJI

INDUKCJA PRZEZ dsRNA — Dicer

W warunkach laboratoryjnych najefektyw-
niejszym sposobem potranskrypcyjnego wyci-
szania genow jest transformowanie roslin wek-
torem zawierajacym dwa przeciwnie zoriento-
wane powtorzenia transgenu rozdzielone in-
tronem (WANG i WATERHOUSE 2001, SMITH i
wspotaut. 2000). RNA, bedacy produktem eks-
presji takiej sekwencji, przyjmuje strukture
dwuniciowa. Taki transkrypt jest rozpoznawa-
ny i hydrolizowany przez specyficzny kom-
pleks nukleolityczny. Produktem trawienia
dsRNA s3 krotkie, dwuniciowe siRNA (ang.
small interfering RNA). Glownym sktadnikiem
wspomnianego kompleksu jest nukleaza Dicer
odkryta po raz pierwszy u Drosophila melano-
gaster (MOSS 2001, ECKARD 2002). Jest to en-
zym zaliczany do rodziny rybonukleaz typu III,

ktore posiadaja dwie domeny o aktywnosci hy-
drolitycznej, N-koncowa domeng¢ typu helika-
zy (zalezng od ATP) oraz motywy wigzace RNA
(MOSS 2001, SHARP 2001, HANNON 2002). Nu-
kleaza Dicer rozpoznaje dwuniciowe czastecz-
ki RNA niezaleznie od ich sekwencji (SHARP
2001). Aktywny kompleks generujacy powsta-
nie siRNA jest dimerem posiadajacym jedynie
dwa funkcjonalne centra aktywne, poniewaz
w kazdym z monomeroéw dziala tylko jedno
centrum nukleolityczne, podczas gdy drugie,
zlokalizowane centralnie, ulega inaktywacji
(HANNON 2002) (Ryc. 1). ObecnoSc¢ siRNA jest
charakterystyczna dla wszystkich przypadkow
interferencji RNA, bez wzgledu na to, czy sta-
nowi odpowiedZ na zakazenie wirusem, czy
transformacj¢ (SHARP 2001). Wsrod siRNA zi-
dentyfikowano dwie populacje: krotsze, 21-22
nukleotydowe fragmenty, ktorym przypisuje
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si¢ kluczowa role w degradacji mRNA oraz
dtuzsze siRNA, zawierajace od 24 do 26 nukle-
otydow, ktorych rola zostanie omoéwiona w
dalszej czeSci artykutu  (SZWEJKOWSKA-
KULINSKA i wpotaut. 2003, VIONNET 2002). To

Dicer

£ o
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Polimeraza cRARP rozpoznaje jako niepra-
widlowe zaré6wno czasteczki RNA krotsze lub
dluzsze od normalnego transkryptu, jak row-
niez RNA zmodyfikowany chemicznie (np. po-
przez nieprawidtowa poliadenylacje) (COGONI

P OH

HO

siRNA

HO

Ryc. 1. Degradacja dsRNA przez kompleks enzymatyczny zawierajacy nukleaze Dicer.

Kompleks przylacza si¢ do dsRNA w sposob sekwencyjnie niespecyficzny. Jasnoszarym kolorem zaznaczono
funkcjonalne centra aktywne w podjednostkach dimeru nukleazy Dicer. Przy udziale ATP nastepuje pociecie
dsRNA do siRNA. Pionowe strzatki wskazuja miejsca ciecia dsRNA przez kompleks enzymatyczny.

wlasnie odleglos¢ miedzy funkcjonalnymi cen-
trami aktywnymi decyduje o wielkoSci po-
wstajacych dsRNA. Charakterystyczna cecha
obu populacji siRNA jest obecnos¢ dwoch nie-
sparowanych nukleotydow na 3’ koncach obu
nici. Taka struktura umozliwia polaczenie
siRNA z pozostalymi sktadnikami kompleksu
enzymatycznego odpowiedzialnego za degra-
dacje mRNA w dalszym, efektorowym etapie
wyciszania.

INDUKCJA PRZEZ abRNA — cRdRP

Zdarza si¢, ze podczas transkrypcji, w wyni-
ku nieprawidtowej obrobki, powstaje abRNA.
Eliminacja takiego transkryptu przez wycisze-
nie wymaga jego konwersji do struktury dwu-
niciowej. Obecny w komorce abRNA zostaje
rozpoznany przez specyficzna, komorkowa, za-
lezna od RNA, polimeraz¢ RNA (ang. cell
RNA-dependent RNA polymerase, cRARP). Po-
limeraza ta katalizuje synteze niewielkich (do
100 nukleotydow) fragmentéw RNA komple-
mentarnych do abRNA (DING 2000, SIJEN i
KOOTER 2000, CHICAS i MACIANO 2001,
MATZKE i wspotaut. 2001, HANNON 2002). Te
krotkie czasteczki RNA nosza nazwe cRNA
(ang. complementary) (SCHIEBEL i wspotaut.
1998, SIJEN i KOOTER 2000, CHICAS i MACIANO
2001, MATZKE i wspotaut. 2001, WISNIEWSKA i
FILIPECKI 2003). AbRNA, z dobudowanymi
cRNA, ma strukture dwuniciowd i stanowi sub-
strat dla nukleazy Dicer, ktora degraduje go do
krotkich siRNA w sposob opisany wczesnie;j.

i MACINO 2000, CHICAS i MACIANO 2001,
MATZKE i wspotaut. 2001). Substratem dla tego
enzymu moze by¢ takze prawidlowo zbudowa-
ny mRNA, ale powstajacy w nadmiernej ilosci,
jako efekt nadekspresji genu.

INDUKCJA PRZEZ WIRUSOWE RNA — vRdRP

Wspomniano wczesniej, ze dwuniciowy
RNA pochodzenia wirusowego powoduje wy-
ciszanie genow. Oprocz wirusOw posia-
dajacych genom w postaci dsRNA, wyciszanie
indukuja rowniez patogeny z genomem jedno-
niciowym (ssRNA) i wiroidy, u ktérych dwuni-
ciowy RNA powstaje podczas replikacji. Synte-
za tego dwuniciowego produktu posSredniego
jest katalizowana przez wirusowa zalezna od
RNA polimeraze RNA (ang. viral RNA-depen-
dent RNA polimerase, vRARP), kodowana w ge-
nomie wirusa. Dwuniciowy RNA zostaje na-
stepnie rozpoznany przez komorkowa nuklea-
ze typu Dicer i ulega hydrolizie do siRNA. Ana-
logicznie jak w poprzednich przypadkach na-
stepuje uruchomienie kaskady reakcji pro-
wadzacych do degradacji jednoniciowego wi-
rusowego RNA i uwolnienia rosliny od patoge-
nu.

Objawy fenotypowe potranskrypcyjnego
wyciszenia wirusa sa doS¢ specyficzne.
Poczatkowo roslina wykazuje symptomy cho-
roby spowodowane intensywna replikacja ge-
nomu wirusa w zakazonych komorkach. Jed-
nak po 7-21 dniach od zakazenia nastepuje za-
trzymanie tej akumulacji i roSlina odzyskuje
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normalny fenotyp (BAULCOMBE 1999). Praw-
dopodobnie wtasnie tyle czasu potrzeba go-
spodarzowi na rozpoznanie i zniszczenie pa-
togenu w procesie wyciszania. Jest to natur-
alny i by¢ moze jeden z najstarszych typow
opornosci wirusowej. Udokumentowano wy-

ciszanie potranskrypcyjne wywotane takimi
wirusami, jak CaMV, TBRV, TRV, PVX (MA i
MITRA 2002).

DEGRADACJA mRNA PRZEZ RISC — EFEKTOROWY ETAP WYCISZANIA GENOW

Powstate na skutek aktywnoS$ci nukleazy
Dicer krotkie siRNA biora nastepnie udziat w
reakcjach prowadzacych ostatecznie do degra-
dacji homologicznego mRNA. siRNA asocjuja
z biatkiem adaptorowym, helikaza i nukleaza
(CHICAS i MACIANO 2001). Powstaje w ten spo-
sob rybonukleinowy kompleks wyciszajacy
(ang. RNA-induced silencing complex, RISC),
ktory rozpoznaje i niszczy docelowe czasteczki
mRNA.

Obecne w kompleksie biatko adaptorowe
bierze prawdopodobnie udziat w transferze
siRNA z nukleazy Dicer (CHICAS i MACIANO
2001). Rola siRNA jest kierowanie asocjacja z
wlaSciwym substratem. Uwaza sig, ze identyfi-
kacja substratu nastepuje przez tworzenie par
typu Watsona-Cricka pomiedzy siRNA a frag-
mentem mRNA, poniewaz wyciszanie genu
wymaga identycznosci sekwencji siRNA i doce-
lowego mRNA. Taki mechanizm zaktada ko-
niecznoS¢ rozplecenia dwuniciowych siRNA
przez znajdujaca sie w kompleksie helikaze.
Aktywny RISC moze wowczas asocjowac z do-
celowym mRNA, przy czym przeciecie mRNA
przez nukleaze zachodzi w rejonie komple-
mentarnym do siRNA w miejscu odpowia-
dajacym Srodkowi siRNA (HUTVAGNER i
ZAMORE 2002, WISNIEWSKA i FILIPECKI 2003,
CULLEN 2004). Po oddysocjowaniu RISC po-
wstate dwa fragmenty mRNA sa degradowane
przez egzonukleazy komorkowe (CULLEN
2004, HUTVAGNER i ZAMORE 2002) (Ryc. 2).

Jak widac¢, w potranskrypcyjne wyciszenie
genow zaangazowanych jest wiele rozmaitych
enzymow, w zaleznosci od tego, czy indukcja
procesu zachodzi transgenicznie, czy wiruso-
wo. W tabeli zostaly zebrane opisane enzymy
szlaku RNAi (Tabela 1).

P OH
MTrT—
siRNA

HO mRNA

DEGRADACIJA

Ryc. 2. Degradacja mRNA przez RISC; do kom-
pleksu nukleazy (NU), helikazy (HE) i biatka ada-
ptorowego (BA) przylaczaja sie siRNA, tworzac
RISC.

Po aktywacji przez ATP czasteczki siRNA ulegaja roz-

pleceniu, komleks asocjuje z mRNA i katalizuje jego
hydrolize.

AMPLIFIKACJA 1 TRANSMISJA POTRANSKRYPCYJNEGO WYCISZANIA GENOW

Jedna z najbardziej zaskakujacych obserwa-
cji dokonanych podczas badan interferencji
RNA jest fakt, ze nawet bardzo niewielkie iloSci

dsRNA w komorce powoduja niemal 100% wy-
ciszenie. Dzieje si¢ tak, poniewaz sygnal wyci-
szania indukowany przez dsRNA moze ulegac
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amplifikacji. W opisany uprzednio sposob po-
jawienie si¢ dsRNA prowadzi do powstania
czasteczek siRNA. Czasteczki te moga by¢ na-
stepnie wykorzystywane nie tylko bezposred-
nio do wyciszania genow, ale rowniez moga
shuzyc jako startery dla komorkowej RARP, kto-
ra katalizuje synteze nowych dsRNA. W ten

siRNA w przenoszeniu sygnalu, przy czym od-
powiednim kandydatem do pelnienia tej funk-
¢ji wydaja si¢ by¢ dluzsze, 24-26 nukleotydowe
siRNA. Czasteczki te sa na tyle dlugie, aby
wiazanie z mRNA bylo specyficzne i jednocze-
$nie wystarczajaco krotkie, zeby moc swobod-
nie przechodzi¢ przez plazmodesmy. Jednak

Tabela 1. Zestawienie enzyméw uczastniczacych w potranskrypcyjnym wyciszeniu genow u roslin.

Enzym Sktadniki kompleksu Funkcja

Dicer dimer RNazy III rozpoznanie i trawienie dsRNA do siRNA;

cRdRP komorkowa zalezna od RNA po- synteza cCRNA na matrycy abRNA
limeraza RNA

vRdRP wirusowa zalezna od RNA po- synteza dsRNA na matrycy ssSRNA w cyklu replik-
limeraza RNA acyjnym wirusa;

RISC kompleks rybonukleoproteinowy hydroliza mRNA homologicznego do siRNA

(nukleaza, helikaza RNA, biatko
adaptorowe, siRNA)

sposob pula dsRNA w komorce ulega zwielo-
krotnieniu.

Gen ulega wyciszaniu nie tylko w komor-
kach, do ktorych wprowadzono dsRNA, ale
rowniez w komorkach z nimi sasiadujacych
oraz w znacznie oddalonych (MLOTSHWA i
wspotaut. 2002, SJEN i KOOTER 2000). Dlatego
tez zasugerowano istnienie specyficznego sys-
temu przenoszenia sygnalu (transmisji) po-
przez plasmodesmy oraz floem (LINDBO i
wsplaut. 2001, SZWEYKOWSKA-KULINSKA i
wspotaut. 2003). Zjawisko przenoszenia wyci-
szania na dalekie dystanse okresla si¢ jako wy-
ciszanie systemiczne (ang. systemic acquired
silensing, SAS) (SUEN i KOOTER 2000). Jak
wspominaliSmy, wyciszanie jest procesem bar-
dzo specyficznym. Specyficznos¢ jest zachowa-
na podczas transmisji systemicznej, niezale-
znie od typu komorek. Dlatego uwaza sie, ze
czynnikiem dyfuzyjnym moze by¢ jedynie
kwas nukleinowy (MLOTSHWA i wspolaut.
2002). Mimo ze jego struktura pozostaje nie-
znana, zaproponowano kilka rodzajow czaste-
czek RNA, ktore potencjalnie moga by¢ odpo-
wiedzialne za transmisj¢ (MLOTSHWA i
wspotaut. 2002). Jeden z modeli zaktada udziat

argumentem przeciwko udzialowi siRNA w
transmisji wyciszenia jest fakt, ze inaktywacja
nukleazy Dicer, generujacej powstanie siRNA,
nie ma wpltywu na przekazanie sygnatu do ko-
morek sasiednich (CHICAS i MACIANO 2001,
MLOTSHWA i wspotaut. 2002). Efektywnym
czynnikiem dyfuzyjnym moglyby by¢ rowniez
czasteczki CRNA powstajace przy udziale poli-
merazy RARP. Za prawdziwoSscia tego modelu
przemawia fakt, ze inaktywacja polimerazy ob-
jawia sie zablokowaniem transmisji (CHICAS i
MACIANO 2001, MATZKE i wspotaut. 2001).

Liczne eksperymenty dowodza istnienia w
roSlinach mechanizmu transportu dhuzszych
fragmentow RNA (MLOTSHWA i wspolaut.
2002). Rosliny wytwarzaja specjalne biatka
funkcjonujace jako nosniki RNA i odpowie-
dzialne za przenoszenie genomu wirusOw mie-
dzy komorkami, dlaczego wiec w analogiczny
sposob nie mogltyby by¢ przenoszone indukto-
ry wyciszania? W tym przypadku ruchomym
czynnikiem wyciszajacym mogiby by¢ nawet
abRNA, znacznie wickszy od wspomnianych
siRNA oraz cRNA (MLOTSHWA i wspotaut.
2002).

WIRUSOWE SUPRESORY WYCISZENIA RNA

Krokiem milowym w poznaniu mechani-
zmu i funkcji potranskrypcyjnego wyciszania

genow u roslin bylo odkrycie w 1998 roku wi-
rusowych biatek inaktywujacych interferencje
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RNA (LINDBO i wspotaut. 2001). Istnienie su-
presorow potwierdza role wyciszania genow
jako naturalnego mechanizmu obronnego. Su-
presory stanowia roOwniez cenne narzedzie w
poznaniu catego procesu interferencji RNA
(LINDBO i wspotaut 2001).

Wirusowe inhibitory wyciszania mozna po-
dzieli¢ na trzy grupy w zaleznoSci od etapu, na
ktorym hamuja interferencje RNA (CHICAS i
MACIANO 2001, LINDBO i wspotaut. 2001).
Biatko HC-Pro (ang. helper component protei-
nase) powoduje zablokowanie akumulacji siR-
NA najprawdopodobniej inhibujac nukleaze
Dicer. JednoczeSnie HC-Pro nie wplywa na
produkcje czynnika dyfuzyjnego (CHICAS i
MACIANO 2001, MATZKE i wspotaut. 2001). W
efekcie dochodzi do zatrzymania wyciszania w
komorce zawierajacej supresor, przy zachowa-
nej zdolnosSci do transmisji sygnatu.

Druga grupa inhibitorow, do ktorej zalicza
sie biatko Cmv2b z wirusa CMV (ang. Cucumb-
er mosaic virus), blokuje z kolei transport sy-
gnalu wyciszajacego do nowych tkanek. W
komorkach, w ktorych proces degradacji
mRNA zostal juz zaindukowany wyciszanie nie
jest jednak zaktocane (CHICAS i MACIANO 2001,
LINDBO i wspotaut. 2001). Rezultatem jest je-
dynie zanik wyciszania systemicznego. Docel-
owe miejsce dziatania biatka Cmv2b nie zo-
stato ustalone, jednak analiza jego sekwencji
aminokwasowej wykazala obecnosS¢ sygnalu

lokalizacji jadrowej. Dlatego prawdopodobnie
inhibicja wyciszania za pomoca Cmv2b od-
bywa si¢ w jadrze komorkowym (MLOTSHWA i
wspotaut. 2002, LINDBO i wspotaut 2001).

Trzecim typem inhibitora RNAi jest biatko
p25b z wirusa ziemniaka — PVX (ang. Potato vi-
rus X) (CHICAS i MACIANO 2001, WAN XIANG LI i
DING 2001). Supresor ten inhibuje komor-
kowa RdARP i hamuje wyciszanie systemiczne,
ale nie wplywa na wyciszanie w komorce zain-
fekowanej przez wirusa (CHICAS i MACIANO
2001).

W przypadku zakazen wirusami Kko-
dujacymi silne supresory, po poczatkowej cz¢-
Sciowej eliminacji wirusa przez wyciszenie, na-
stepuje uruchomienie mechanizmu obronne-
go patogenu przed reakcja wyciszajaca i do-
chodzi do jego ponownej akumulacji w rosli-
nie. Jest to walka sit obronnych gospodarzaiin-
truza, w ktorej ostatecznie zwyci¢za ten ostat-
ni. Inaczej jest w przypadku stabych supreso-
row. Nie dochodzi wowczas do akumulacji du-
zej liczby wiruséw, poniewaz mechanizm wy-
ciszenia, chociaz ostabiony przez supresor, nie
jest jednak catkowicie zahamowany. Efektyw-
noS¢ wyciszania jest zbyt niska aby catkowicie
wyeliminowac obecnos¢ patogenu (BAULCOM-
BE 1999). W rezultacie utrzymuje si¢ stan row-
nowagi w walce systemOw obronnych rosliny i
wirusa.

BIOLOGICZNA ROLA WYCISZANIA GENOW U ROSLIN

Mutacje w genach, ktorych produkty sa za-
angazowane w procesie RNAi, prowadza do
znaczacych defektow rozwojowych, zwlaszcza
w tkankach rozrodczych (HUTVAGNER i
ZAMORE 2002). Dlatego tez postuluje sie, ze
oprécz wspomnianej obrony przeciwwiruso-
wej, rola enzymow uczestniczacych w interfe-
rencji RNA jest rOwniez regulacja translacji.
Wykazano bowiem, ze pewien specyficzny typ
czasteczek RNA generowanych przez nukleaze
z rodziny Dicer moze blokowac translacje nie-
ktorych transkryptow, wplywajac tym samym
na rozwoj osobniczy zaréwno u roslin, jak i u
zwierzat (VIONNET 2002, BRANTL 2002, JONES
2002). Przyktadowo, mutacja w genie ko-
dujacym nukleaze Dicer u A. thaliana objawia
sie zaburzeniem rozwoju embrionéw, opoz-

nieniem kwitnienia oraz stanowi przyczyne¢
nieregularnych podzialtéw komorkowych w
merystemach (HUTVAGNER i ZAMORE 2002,
CARRINGTON i AMBROS 2003). Ponadto ekspe-
rymenty wykonywane w celu poznania funkcji
wyciszania genéw u roslin dowodza, ze RNAi
moze by¢, obok TGS, mechanizmem odpowie-
dzialnym za wyciszanie transpozonow (TE)
(OKAMOTO i HIROCHIKA 2001). Po transkrypcji
transpozonow moga bowiem powsta¢ abRNA
lub dsRNA (gdy TE wystepuje w postaci od-
wroconych powtorzen), ktére sa nastepnie
fragmentowane na siRNA. Oprdcz opisanej
przez nas roli w kierowaniu degradacja mRNA,
siRNA shuza jednoczesnie jako czynniki kie-
rujace enzymy w procesie metylacji DNA trans-
pozonow, ktora powoduje inaktywacje TE.



Potranskrypcyjne wyciszanie genow u roslin

199

PERSPEKTYWY

Interferencja RNA, stosowana obecnie
przede wszystkim jako szybkie i skuteczne na-
rzedzie w analizie funkcji genow, jest rOwniez
wykorzystywana do pozyskiwania roSlin od-
pornych na wirusy. Wprowadzenie do roSliny
sekwencji kodujacych biatka ptaszcza wirusa
powoduje, ze komorka broni si¢ wyciszajac
obcy RNA i nabywa tym samym odpornos¢ na
dalsze zakazenie (WISNIEWSKA i FILIPECKI
2003, JONES i wspotaut. 1998). Jak opisano w

poprzednim rozdziale, interferencja RNA pelni
istotna funkcje regulacyjna, by¢ moze w
przyszioSci wykorzystanie RNAi pozwoli na
kontrolowanie rozwoju i innych procesow za-
chodzacych w roslinach.

Dzickujemy Pani prof. dr hab. Hannie Jan-
skiej za poSwiecony nam czas i tworcza kry-
tyke.

POST-TRANSCRIPTIONAL GENE SILENCING IN PLANTS

Summary

Post-transcriptional gene silencing, also known as
RNA interference (RNAi), is a natural phenomenon
which has been found to occur in a number of species.
This process is induced by double stranded RNA
(dsRNA) and results in degradation of homologous
mRNA. The silencing is triggered by viral or endoge-
nous aberrant nucleic acids. Regardless the inducing
factor the process involves dsRNA that is recognized
in induction step by the Dicer nuclease and cleaved to
small interfering RNA (siRNA). Depending of their
size the siRNA molecules may drive mRNA degrada-

tion or can be involved in the systemic silencing. The
mechanism of the post-transcriptional gene silencing
is complicated and involves a set of enzymes including
viral or cellular RNA-dependent RNA polymerases
catalysing production of dsRNA which is then recog-
nized by the Dicer nuclease.

The main function of post-transcriptional gene si-
lencing in plants is the antiviral defense. This role of
RNAI is confirmed by the fact that some viruses en-
code RNA silencing supressors.
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