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MALE NEKODIRAJUCE RNK-NOVINE U DIJAGNOSTICI | TERAPWJI
SMALL NON-CODING RNAs — DIAGNOSTIC AND THERAPEUTIC NEWS

Gordana Koci¢

Medicinski fakultet Ni§, Srbija

Kratak sadrzaj: Nekodiraju¢e RNK predstavljaju speci-
fiénu klasu RNK koje ne sluze u procesu translacije pro-
teina. One ucestvuju u nizu razli¢itih regulatornih procesa
vezanih za proces transkripcije i posttranskripcioni nivo.
Pomenuta familija RNK sadrzi razli¢ite tipove, ali su gotovo
sve oko 20-30 nukleotida dugacke, nastale iz prekursora
vece duzine. Neke od nijih, kao $to je siRNK (mala interfer-
entna RNK) formiraju se nakon razgradnje dvostrukospiral-
nih RNK (dsRNK) i udruZzene su sa virusnom infekcijom.
Druge familije, poznate kao mikro RNK (miRNK), kodiraju
se od strane specifi¢nih gena. Glavna funkcija je inhibicija
translacije, razgradnja mRNK ili indukcija razgradnje
mRNK, poznata kao utiSsavanje mRNK. Prepoznavanije tar-
get mRNK moguce je po principu komplementarnosti
baza. Stepen komplementarnosti odreduje uspe$nost
utiavanija. Kori$¢enje iRNK u antivirusnom odgovoru pred-
stavlja novi terapijski izazov. Dok neke siRNK imaju zadatak
da suprimiraju razvoj oboljenja (virus), druge su uklju¢ene
u razvoj humanih kancera. Stoga je njihova identifikacija
vazna sa dijagnosti¢kog i terapijskog aspekta kod razlicitih
tipova karcinoma i razli¢itih stadijuma oboljenja. Neki tipovi
miRNK su udruzeni sa razvojem degenerativnih i metabo-
lickih oboljenja. S obzirom na to da pravilan razvoj nervnog
sistema, insulinska sekrecija, kao i vazni metaboli¢ki proce-
si zahtevaju preciznu kontrolu na nivou ekspresije gena,
kontrola stabilnosti i translacije mMRNK putem malih neko-
diraju¢ih RNK predstavlja dominantnu regulaciju razli¢itih
metaboli¢kih, endokrinih i neuroloskih procesa.

Kljuéne reéi: nekodiraju¢e RNK, RNAsi, mRNK

Uvod

Male nekodirajuée RNK izolovane su iz niza
eukariotskih ¢éelija: humanog ili animalnog porekla, bil-
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Summary: Non-coding RNAs represent a specific type of
RNAs that are non translated into proteins. They partici-
pate in a number of different regulatory processes con-
cerning the transcriptional and posttranscriptional level.
This family contains different types, each mainly 20-30
nucleotides long, excised from longer precursors. Some of
them, such as siRNAs (small interfering RNAs) are formed
during longer double-stranded dsRNA cleavage associated
with the viral infection. Another family, named micro RNAs
(miRNA) are encoded by specific genes. The main function
is to repress or degrade mRNA translation or to induce
mRNA degradation, know as RNA silencing. They re-
cognize target mRNA according to the sequence-specific
base pairing. The degree of complementarity directs the
outcome of the reaction. The use of RNAIi as a defence
against different viruses was documented as a new thera-
peutic tool. Some siRNAs have a potential of silencing dis-
ease (virus) specific RNAs, while miRNAs are involved in
development of human cancers. Their profiling can be
used as diagnostic and prognostic tool in different cancer
types and different cancer stages. Some of the miRNA-
associated genes are implicated in the development of
degenerative and metabolic diseases. Since the proper
development of the nervous system, insulin secretion and
important metabolic processes requires precise control of
gene expression, control of the translation and stability of
many mRNAs by the small non-coding RNAs is emerging
as an important regulator of various metabolic, endocrine
and neurological processes.
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jaka, gljivica, algi, ali i nekih DNK virusa. Po definiciji
su oznacene kao efektorni molekuli koji ucestvuju u
specifithom genetskom »utiSavanju« target nukleoti-
dne sekvence, poznatom kao RNK interferencija
(RNAI) (1-3). O aktuelnosti i znacaju otkri¢a na polju
malih nekodirajué¢ih RNK svedodi podatak da je istra-
Zivanje na ovom polju nedavno, 2006 godine, rezulto-
valo Nobelovom nagradom, koju su podelila dva istra-
zivaca, Anrew Fire i Craig Mello.
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Tabela I Tipovi RNK.

Klasi¢ne RNK koje Nekodirajuce regulatorne
ucestvuju u sintezi RNK
proteina

m(i) RNK sluzi kao
matrica za sintezu
proteina

siRNK (male interferentne
RNK) male, 20-25
nukleotida, nastaju iz
dvostrukospiralnih RNK,
reguli$u sintezu proteina.
Nastaju iz dvostrukospiralnih
RNK, najc¢esce pod
dejstvom virusa

rRNK sastojak ribonuk-
leoproteinskih partikula
ribozoma

miRNK (mikro RNK) male,
20-25 nukleotida, vrie
represiju sinteze proteina
na nivou mRNK i uti¢u

na degradaciju mRNK.
Nastaju iz jednolan¢anih
RNK

tRNK vezuju specifi¢ne
aminokiseline i prenose
ih do ribozoma

piRNK (Piwi-associated)
Male, 25-30 nukleotida,
nastaju iz jednolancanih
prekursora, vazne za
razvoj germinativnih celija

Duze nekodiraju¢e RNK
imaju od 70 do hiljade
nukleotida, uéestvuju

u RNA splajsingu

»Klasi¢ne« ribonukleinske kiseline se dele na tri
glavna tipa: informacione RNK, transportne RNK i
ribozomalne RNK. Mada transportne i ribozomalne
RNK pripadaju tipu nekodiraju¢ih RNK, jer ne sluze
direktno za sintezu proteina, poslednijih godina identi-
fikovan je veliki broj novih nekodirajué¢ih RNK. One su
male molekulske mase i imaju mali broj nukleotida,
svega 20-30. Uprkos male molekulske mase, ove nuk-
leinske kiseline imaju znacajnu regulatornu ulogu,
naj¢escée u interferenciji, naj¢e$cée inhibiciji sinteze pro-
teina. Tabela | prikazuje naj¢e$c¢u podelu ribonuklein-
skih kiselina. Veliki broj malih nekodiraju¢ih RNK je u
kompleksu sa proteinima i poznati su kao ribonukleo-
proteinski kompleksi (RNP). lako nisu direktno
uklju¢ene u proces transkripcije ili translacije, one u
velikoj meri upliviSsu na brzinu, tok i pravac ovih proce-
sa pri ¢emu najedi broj ima upliva na transkripciju, a
zatim na translaciju, strukturu hromozoma, proce-
suiranje RNK i usmeravanje ka mestu translacije (4-6).

Identifikacija malih nekodirajué¢ih RNK

Prva saznanja o uti$avanju genoma malim kom-
plementarnim RNK sekvencama do$la su sasvim
slu¢ajno, kada su istrazivaci pokusali da umnoze
genom za boju biljke petunije u Zelji da sintetiu tam-
niju boju. | dobili su obrnutu sliku. Pojedini delovi cveta

uopste nisu pokazivali boju. Ta pojava je nazvana inter-
ferencija, a po njoj je i ¢itava familija RNK nazvana
male interferentne RNK. Nakon toga su usledila
temeljna istrazivanja (7).

Sinteza razli¢itih malih nekodirajuéih

RNK u celiji

Sofisticiranim tehnikama izolacije ribonukleinskih
kiselina, a zatim metodama hibridizacije malih RNK,
ustanovljeno je da humani genom kodira preko hiljadu
malih RNK. Ustanovljeno je da male nekodiraju¢e RNK
nastaju procesom degradacije dugolan¢anih RNK, koje
mogu biti dvostruko spiralne, kada nastaje siRNK tako
$to se komplementarni DNK lanac transkribuje u RNK
sekvencu. Pomenuto stanje se naj¢e$c¢e dogada u toku
replikacije virusa, koji stvaraju »sense« i »antisense«
polinukleotidni lanac, ali u isto vreme iniciraju sintezu
siRNK. Sinteza ovih RNK u enzimskom smislu veoma
podseca na sintezu mRNK, $to znadi da je RNK
polimeraza Il odgovorna za proces transkripcije. Male
interferentne RNK nastaju iz dvostrukospiralnih RNK,
koje su postale kao sense i antisense deo virusne RNK.
Enzimski kompleks koji razdvaja taj kratkolancani deo je
poznat kao RNaza Dicer. Novonastali kompleks je poz-
nat pod imenom RISC (RNA-induced silencing kom-
pleks), odnosno kompleks prigusiva¢a (8—10). U njemu
je RNKi vodi¢ ka pravom mestu na mRNK, kako bi
doslo do digestije target mRNK. Nasuprot tome,
miRNK nastaju sa ciljnih, transkripciono aktivnih mesta
na genomu, pa u pocletku podseéaju na ukosnicu,
odnosno na dvostrukospiralnu RNK. Enzim ima naziv
Drosha u jedru, a Dicer u citoplazmi (Slika 7). U obavlja-
nju funkcije pomazu mali proteini sa endonukleaznom
aktivno$céu, poznati kao Argonaut proteini. Funkcija Piwi
RNK je sli¢na, a razlika je u tome $to u endonukleaznoj
aktivnosti ucestvuju Piwi proteini, esencijalni u razvoju
germinativnih celija (11-12).
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Slika 1. Sinteza malih nekodiraju¢ih RNK i funkcija u Zeliji.
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Mehanizam ostvarivanja efekata
malih nekodiraju¢ih RNK u éeliji

Male nekodirajuée RNK mogu obavljati svoju
funkciju kada prepoznaju komplementarni region na
informacionoj RNK ili nekoj drugoj (virusnoj) target
RNK. Efektivnost odgovora upravo je proporcionalna
stepenu komplementarnosti sekvenci. Komplementar-
nost je »perfektna«, odnosno potpuna, kada se male
RNK sintetiu kao odgovor na stranu RNK, kakav je
slu¢aj sa odgovorom na virus i stvaranjem malih inter-
ferntnih, siRNK. Tada nastali dupleks mRNK-malaRNK
»puca po sredini«, $to znaci da se razlaze u centralnom
delu. Ali kada su u pitanju mikro, odnosno miRNK, za
ocekivati je da se homologija sekvenci ne moze uvek
postici sa velikom matemati¢kom verovatno¢om. Stoga
se priroda »pobrinula« da male nekodiraju¢e RNK mo-
gu vezati za sebe i usmeriti specifi¢ne proteine sa endo-
nukleaznom aktivno$¢u prema ciljnoj mRNK. Ti protei-
ni su dobili naziv prema organizmu u kome su prvi put
pronadeni, Arabidopsis mutants, koji pripada argonaut
fenotipu (AGO), a nazivaju se Argonaut proteini. Meto-
dama kristalografije X zracima ustanovljeno je da se
male RNK vezuju za Argonaut proteine svojim 5’ kra-
jem i da ulaze u mali »dzep« koji je baznog karaktera,
tako da elektrostatski priviaci kiseli fosfatni ostatak male
RNK. Zatim se veza ostvaruje preko tirozina i jona
Mg**. U uslovima fizioloske homeostaze Celije, po-
menuti proteini su uklju¢eni u normalni proces degra-
dacije mRNK, nakon zavrietka translacije. Za razliku od
RNKi, miRNK pocinju degradaciju mRNK od poliade-
nilnog repa (1-5, 13). Imajudi u vidu dinjenicu da je
verovatnoc¢a pronalazenja komplementarnih sekvenci
malo verovatna u mnostvu nukleotidnih kombinacija,
¢ini se jednostavnijim da se sinteza proteina blokira na
samom pocetku, na nivou DNK genoma, odnosnho
samog procesa transkripcije. To je pitanje koje je kom-
plementarno pitanju koliko ima smisla izucavati, pratiti
i/ili sintetisati male nekodiraju¢e RNK u nekom terapij-
skom smislu? Ali podatak da one deluju na vec stvorene
mRNK ukazuje na veliku efikasnost delovanja, jer ne
dozvoljavaju sintezu proteina na osnovu vec stvorenih
mMRNK. Uz to, eksperimenti na nekim vrstama ribljih
embriona su pokazali da specificne miRNK, poznate
kao miR-430 mogu da deluju munjevito na preko stot-
inu RNK i tako omogucavaju razvoj i diferencijaciju
embriona u predvidenom roku. Pored toga, male RNK
mogu delovati direktno na genom, tj. na DNK molekul.
To je pokazano na nekim vrstama biljaka i gljivica. One
ne deluju tada direktno na genom, vec se kompleksira-
ju sa histonima, ¢ime transkripciono-aktivni deo, poznat
kao euhromatin prevode u transkripciono neaktivni-he-
terohromatin. U nekim nizim eukariotskim celijama je
pokazano da mogu uticati i na rearanziranje genoma,
mada je kod sisara uloga mimo transkripcije jo$ uvek
enigma za istrazivace. Pokazano je da male nekodira-
ju¢e RNK ne moraju da vr$e samo prigusivanje, ve¢ da
u nekim slu¢ajevima mogu vrsiti i aktivaciju genske tran-
skripcije. Takav je slu¢aj sa miR-122, koja je neophodna
za replikaciju hepatitis C virusa (2, 4, 14).

Bioloska uloga i zna¢aj malih
nekodiraju¢ih RNK u ¢eliji

S obzirom da su miRNK prvi put otkrivene u jed-
nostavnijim organizmima koji se brzo diferentuju, kao
$to je C. elegans, zatim nekim embrionima riba (Zebra-
fish), za ocekivati je i Cinjenica da je uloga MiRNK
dominantna u procesu razvoja i diferencijacije. Njihova
ekspresija je zavisna od stadijuma razvoja, ali pokazuju
i znaajnu tkivhu specifi¢nost. Stoga je poremecaj
ekspresije markantan narocito u karcinomu, ali i u ne-
kim degenerativnim oboljenjima. U biljaka, sinteza
miRNK, odnosno RNAI je esencijalna u antivirusnom
odgovoru. Kod beski¢menjaka i biljaka, one mogu
utiSavati genetske sekvence koje se aktiviraju putem
transpozona-mobilnog genetskog materijala, koji moze
da »skace« po genomu. Tako je postavljena hipoteza
da utiavanje genoma putem malih nekodiraju¢ih RNk
predstavlja svojevrsni mehanizam »imunske zastite
genomac (14). Ukoliko bi se postavilo pitanje zbog
¢ega postoje, odgovor bi bio da je to najverovatnije
evolutivna konsekvenca nastala kao posledica zastite
od stranih nukleinskih kiselina koje su mehanizmom
retrovirusnih insertovanja u genom »obogadivale«
humani genom nepozeljnim konsekvencama tokom
evolucije. Masinerija utiavanja je najverovatnije razvi-
jena evolucijom kao svojevrsni prekida¢ koji ¢e zaus-
taviti sve one informacione RNK koje ne bi odgovarale
humanoj celiji (1-4).

Male nekodirajuée siRNK nemaju uvek restrikciju
za Celiju u kojoj su nastali. Zahvaljujuci maloj molekul-
skoj masi, mogu predi u ekstracelularni prostor i vasku-
laturu i tako imati ulogu u sistemskom imunitetu.Za raz-
liku od njih, miRNK familija je stacionarnog tipa (6, 7).

Revolucionarno u otkricu malih nekodirajudih
RNK je ¢injenica da u ovom trenutku one predstavlja-
ju jedino genetsko oruzje protiv virusa i protiv kancer-
skih celija. Ali od ovih saznanja do efektivne terapije
predstoji dug put (15, 16).

Dijagnosticki zna¢aj

malih nekodirajuéih RNK

Zahvaljujuéi munjevitom napretku tehnologija
koje na brz i precizan nacin vrse identifikaciju miRNK i
RNKsi, male nekodiraju¢e RNK neopisivom brzinom
ulaze u svet dijagnostike i polako uzimaju primat naj-
novijih i najpouzdanijih markera malignih, degenerativ-
nih, naslednih oboljenja druge patogeneze, kao i virus-
nih oboljenja (16, 17).

O znacaju miRNK u malignom procesu svedoci
podatak da se na osnovu njihove kvantitativne i kvalita-
tivne zastupljenosti moze vrsiti procena stadijuma obol-
jenja, pa imaju prediktivni i terapijski znacaj. Pokazano
je da su target delovanja tumor supresorni geni ili
onkogeni, kao i fragillna mesta na hromozomima.
Neke od njih, kao naprimer, miR-17-92, miR-155,
miR-21, pokazuju povedanu ekspresiju u tumorskom
procesu, imaju onkogeni potencijal, a target delovanja
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su tumor supresorni geni, koje utiSavaju. Svaki tip
tumora ima svoju »paletu« miRNK koje se pojac¢ano ili
smanjeno kodiraju, $to svakom malignom procesu, sa
ovog aspekta, daje originalnost. Dva specifi¢na tipa
miRNK i to miR-221 i miR-21 se povecano eksprimi-
raju u glioblastomu. O tome koliki je njihov znacaj
svedoci eksperiment: ukoliko se blokira produkcija MiR-
21, celije glioblastoma simulatno ulaze u apoptozu,
kao posledicu aktivacije kaspaza. Nasuprot tome, poka-
zano je da miR-128, miR-181a, miR-181b i miR-18"c,
pokazuju slabu ili gotovo nikakvu ekspresiju u glioblas-
tomima. U karcinomu pluca ustanovljen je direktni lo$
prognosti¢ki znacaj nekih miRNK, izraZzen odsustvom
nekih miRNK. | Dicer protein je pokazano da odsustvu-
je u nekim tipovima karcinoma pluéa sa lo$im ishodom.
Kod tumora dojke povedana koli¢ina miRNK usmerena
je na tumor supersorne gene. Tako je miR-125b i miR-
21 gotovo odsutna. Ekspresija miR-145 pokazuje ten-
denciju metastaziranja tumora i angiogenetski potenci-
jal, dok je miR-9-3 suprimirana. U karcinomu kolona
smanjena je ekspresija miR-143 | miR-145. One su
smanjene i u karcinomu cerviksa, prostate, dojke,
limfnog tkiva, a ne samo kolorektalnog tumora. U
leukemijama B Celija pokazana je povecana ekspresija
miR-155 i miR-17-92. U hroni¢nim leukemijama je
ustanovljeno da se ovo tkivo razlikuje od normalnih
Celija u ekspresiji ¢ak 25 tipova miRNK (15, 18-20).

U dijagnostici virusnih oboljenja od znadaja je
identifikacija za sada oko desetak vrsta RNKi, koje se
javljaju kao odgovor na prisustvo virusa u éeliji, kao $to
su herpes, polio, citomegalo, Epstajn-Bar i retrovirusi.
Uglavnom je njihova ekspersija vezana za onkogene
tipove virusa. Novija istraZivanja svedoce da se oko pet
potencijalnih tipova RNKsi stvaraju kao odgovor na
prisustvo HIV virusa (21-24).

Kod neurodegenerativnih oboljenja, kakav je slu-
¢aj sa spinalnom misi¢cnom atrofijom, ustanovljeno je
da se menja tip i koncentarcija nekih miRNK. U kojoj
meri imaju uticaja na razvoj oboljenja perostaje da se
dalje ustanovi. | neke urodene kardiomiopatije imaju za
posledicu (ili uzrok) pojavu razli¢itog spektra miRNK u
tkivu miokarda. Kod nekih tipova mentalnih retardaci-
ja ustanovljen je poremecaj na nivou proteinskog kom-
pleksa koji je deo RNKi aparata (Fragile Mental Retar-
dation protein 1).
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