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Jednym z najistotniejszych osiagniec biologii w drugiej potowie XX wieku bylo poz-
nanie podstaw molekularnych procesu ekspresji informacji genetycznej. Powstaty
woéwczas precyzyjny i, jak sadziliémy, caloSciowy schemat opisujacy funkcjonowanie
organizmo6w zywych, w sposob szczegdlny koncentrowat sie na DNA, jako no$niku infor-
macji genetycznej oraz biatkach bedacych zaréwno produktami koricowymi, jak i regula-
torami procesu ekspresji genéw. Czasteczkom RNA przypisywano jedynie drugoplano-
we role, posrednika w procesie biosyntezy biatka (mRNA, tRNA), szkieletu spajajacego
multienzymatyczne kompleksy (rybosomy, spliceosomy), pozostato$ci po pierwotnych
organizmach powstalych w praoceanie pokrywajacym abiotyczna Ziemie. Poglad ten naj-
dobitniej wyraza teoria ,,$wiata RNA”, zakladajaca, iz to wlas$nie kwasy rybonukleinowe
daly poczatek pierwszym formom majacym cechy materii ozywionej, nastepnie jednak
zostaly zastapione przez lepiej wyspecjalizowane biomolekuly, czyli DNA i bialka.

Inna istotna cecha stworzonego w XX wieku modelu opisujacego proces ekspres;ji
informacji genetycznej byla jego uniwersalnos$é. Uwazano, ze dzieki tym samym mecha-
nizmom wlaczane i wylaczane sg geny w komoérkach roslinnych i zwierzecych. Réwno-
cze$nie wierzono, iz istnieje prosta zaleznos$¢ miedzy stopniem zlozonosci danego orga-
nizmu a liczba genéw obecnych w genomie jadrowym. Ze zdziwieniem przyjeto wiec
wiadomosc, ze w genomie Homo sapiens obecnych jest nie ponad 100 tys. genéw, jak
to wczesniej oczekiwano, lecz zaledwie okoto 25 tys., podobnie jak w niewielkim geno-
mie modelowe]j rosliny Arabidopsis thaliana. Co wiecej dalsze analizy dowiodly, ze
zaréwno u ssakéw, jak i roslin rejony kodujace biatka stanowia jedynie niewielka czesé
genomu, zwykle zaledwie kilka procent. Prowadzone réwnolegle badania zjawiska zwa-
nego alternatywnym splicingiem pokazaly, ze nieprawdziwg byla takze zasada, w mysl
ktoérej z jednego pre-mRNA powstaje zawsze taki sam mRNA, a nastepnie takie samo
biatko. Okazalo sie wiec, ze zakodowana w genach informacja moze by¢ odczytywana
na wiele réznych sposob6w. Ostatecznym argumentem, ktéry zmusit nas do zmiany po-
glad6éw na temat mechanizmoéw regulujacych podstawowe procesy komérkowe, byto od-
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krycie tzw. niekodujacych RNA (ncRNA, ang. noncoding KNA), w tym szczegélnie
matych regulatorowych RNA (srRNA, ang. small regulatory RNA). Dowiodlo ono, ze nie
tylko biatka, lecz takze czasteczki RNA decyduja o czasie, miejscu oraz kolejnosci wia-
czania i wylaczania genéw. Ponadto dowiedzieliSmy sie, ze u poszczegélnych organiz-
moéw udziat RNA w regulacji przeplywu informacji genetycznej moze byc r6zny, a zatem
schemat opisujacy funkcjonowanie genomu nie jest tak uniwersalny, jak poczatkowo
sadziliSmy.

Przedstawione powyzej fakty zmuszaja nas do glebokiej rewizji dotychczasowych
pogladéw na temat funkcjonowania genoméw eukariotycznych. W rezultacie, jednym
z najpowazniejszych wyzwan stojacych obecnie przed biologami stato sie stworzenie
nowego, precyzyjniejszego modelu opisujacego proces ekspresji informacji genetycznej.

Niekodujace RNA

Pod pojeciem niekodujace RNA kryja sie takie czasteczki kwasu rybonukleinowego,
ktére nie stanowig matrycy do syntezy biatka. Nie oznacza to jednak, ze nie niosg one
zadnych informacji czy tez ze nie pelnia zadnych funkcji. Ostatnie badania wykazuja, iz
duza cze$é sekwencji genomowych organizméw wyzszych przepisywana jest na ncRNA,
ktére poddawane sa enzymatycznej obrébce, prowadzacej do powstawania regulatoro-
wych lub katalitycznych RNA [1]. Okazuje sie, ze okolo 97-98% wszystkich transkryptéw
genomu ludzkiego to ncRNA [2-4], zakodowane zaréwno w obrebie niektérych genéw
[5, 6], jak i w rejonach miedzygenowych, ktére wcze$niej uwazane byly za obszary nie-
ulegajace transkrypcji [7, 8]. Analizy z wykorzystaniem mikromacierzy oligonukleoty-
dowych ujawnily, ze poziom ekspresji ludzkich chromosoméw 21 i 22 jest o rzad wiel-
ko$ciwyzszy, niz okreslany tylko na podstawie obecno$ci eksonéw [9]. Ponadto znaczna
cze$é transkryptéw zidentyfikowanych w bibliotekach cDNA myszy to niekodujace RNA,
wiele z nich jest ewolucyjnie konserwatywna [10, 11]. Szacuje sie, ze catkowita liczba
transkryptéw u myszy jest co najmniej o jeden rzad wielko$ci wyzsza niz liczba genéw.

Wszystkie produkowane w organizmie czasteczki RNA mozna podzieli¢ na kodujace
iniekodujace bialek [12-14]. W obrebie drugiej grupy wystepuja RNA, ktérych geny ule-
gaja ekspresji konstytutywnej. Odgrywaja one bardzo istotne role w prawidlowym funkcjo-
nowaniu komorek, tak jak np.: rybosomalne RNA (rRNA), transferowe RNA (tRNA), mate
jadrowe RNA (snRNA), male jaderkowe (snoRNA), RNA telomerazowe, RNA pehiace
istotne funkcje podczas kontroli procesu translacji u bakterii (tmRNA) czy tez bedace
komponentami komplekséw rybonukleoproteinowych (4.5S RNA, vRNA).

W ostatnich latach uwaga badaczy skoncentrowana zostala w szczegélny sposob na
niekodujacych RNA pehiacych funkcje regulatorowe i im tez po$wiecona zostata dalsza
czesc¢ pracy. Czasteczki takie zidentyfikowano zaréwno u Prokaryota, jak i Eukaryota.
U Eukaryota, wiekszo$¢ z nich przypomina mRNA, sa transkrybowane przez polimeraze
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RNAII, posiadaja czapeczke na koricu 5’ i sa poliadenylowane, ale nie posiadaja otwar-
tych ramek odczytu (ORF, ang. open reading frame, sekwencje stanowiace matryce
podczas procesu translacji).

TRANSKRYPTY

niekodujace

kodujace

RNA regulatorowe

RNA konstytutywne

RNA telomerazy 4,56S RNA, 7SL RNA regulatory regulatory )
dystrybucji RNA posttranskrypcyjne
przewodniki RNA rRNA, tRNA, tmRNA regulatory modulatory

transkrypcji | | aktywnosci biatek

| snRNA, snoRNA RNaza P | | barytkowe RNA|

Ryc. 1. Transkrypt pierwotny jako Zrédlo wielu réznych typéw czasteczek RNA

Jedna z funkcji niekodujacych RNA jest regulacja ekspresji genéw poprzez udziat
w epigenetycznej modyfikacji chromatyny. Dzieki temu czasteczki RNA wplywaja na
strukture konkretnych domen chromosomalnych, a takze calych chromosoméw. Naj-
prostsza forma regulacji epigenetycznej jest metylacja/demetylacja reszt cytozynowych
w regionach promotorowych genéw, prowadzaca do wlaczenia/wylaczenia transkrypcji.
Ze zjawiskiem takim mamy do czynienia podczas ekspresji genu kodujacego kinaze sfin-
gozyny (SPHK1). SPHK1 jest enzymem katalizujacym powstanie fosforanu sfingozyny,
zaangazowanego w wiele proceséw biologicznych, np.: mitogeneze i zapobieganie apop-
tozie [15]. Rézne tkankowo-specyficzne izoformy SPHK1 powstaja na skutek wykorzys-
tania alternatywnych miejsc startu transkrypcji genu Sphakl. Proces ten jest kontrolo-
wany przez wyspe CpG dlugosci 3700 pz, w obrebie ktérej zlokalizowany jest w réznym
stopniu zmetylowany region T-DMR (ang. tissue-dependent differentially methylated
region). Poziom metylacji regionu T-DMR jest regulowany przez antysensowy trans-
krypt o dlugosci 1290 nt (Khps1), ktéry pokrywa sie z regionem T-DMR, a takze z dwo-
ma eksonami Sphkl. Wyspa CpG genu Sphkljest zatem matryca do syntezy sensowego
i antysensowego transkryptu, mozna wiec sadzic, ze zawiera ona kilka promotoréw,
z ktérych traskrypcja zachodzi w obu kierunkach. Stwierdzono, zZe pojawienie sie Kphs1
indukuje demetylacje miejsc CG oraz metylacje cytozyn, tzw. non-CG, zlokalizowanych
w poblizu T-DMR. [16].
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Innym przyktadem epigenetycznej regulacji ekspresji genéw jest inaktywacja chro-
mosomu X. Wiadomo, ze samice ssakow maja dwa chromosomy X, podczas gdy samce
tylko jeden. W rezultacie u samic mogloby dochodzi¢ do podwojenia akumulacji produk-
téw kodowanych przez geny umiejscowione na chromosomie X. Problem ten rozwiaza-
ny zostal poprzez wyciszenie transkrypcyjne jednego z chromosoméw X w komérkach
samic [17]. Kluczowa role w tym procesie odgrywa rejon DNA zwany XI/C (ang. X-inacti-
vation center), z ktérego ekspresji ulega dtugi, podlegajacy splicingowi i poliadenylowa-
ny Xist RNA (ang. X inactive-specific transcript). Xist RNA znaczy miejsce wyciszania
poprzez hybrydyzacje do DNA, dzieki czemu dochodzi do przylaczania biatek odpowie-
dzialnych za modyfikacje i remodelowanie chromatyny [18, 19]. Ekspresja Xist RNA
z allelu matczynego zalezy od ekspres;ji innego niekodujacego RNA - Tsix, ktéry czes-
ciowo pokrywa sie z Xist w orientacji antysensowej. Tsix najprawdopodobniej hamuje
transkrypcje Xist, indukujac modyfikacje chromatyny [20].

Wedlug podobnego mechanizmu zachodzi regulacja ekspresji genu receptora insuli-
nopodobnego czynnika wzrostu typu 2-IgfZr (ang. msulin-like growth factor type-2 re-
ceptor). U myszy ekspresja Igf2ri dwéch innych genéw (SIc22a2, Slc22a3), zlokalizo-
wanych na chromosomie 17, zalezna jest od obecno$ci elementu kontrolujacego im-
printing (ang. imprinting control element, ICE), zwanego Regionem 2, o dlugosci 3,7
kpz. Jest on zlokalizowany w drugim intronie [gfZri posiada metylowana wyspe CpG,
ktéra stuzy jako promotor do transkrypcji antysensowego Air RNA (ang. antisense IgfZr
RNA). Air RNA ma dlugo$¢ 108 kz i ulega ekspresji tylko z allelu ojcowskiego [21]. Obej-
muje on okoto 30 kz genu [gfZr, jego promotor rozciaga sie na 70 kpz powyzej genu. Air
RNA jest wymagany nie tylko do represji [gfZr, ale takze do wyciszania Scl22a2i Scl22a3,
zlokalizowanych 110 i 155 kpz ponizej genu [gf2r. Zaproponowano, ze Air RNA funkcjo-
nuje jako dwukierunkowy wyciszacz, poniewaz rejony promotorowe regulowanych genéw
zlokalizowane sa po obu stronach startu transkrypcji Air RNA [22].

Regulatorowe RNA moga takze wplywac na lokalizacje mRNA, szczegélnie w komor-
kach charakteryzujacych sie wysokim poziomem specjalizacji [23]. BC1i BC200 RNA
(ang. brain cytoplasmic 1/200 RNA) sa mézgowo-specyficznymi transkryptami synte-
tyzowanymi przez polimeraze III RNA. 152-nukleotydowy BC1 RNA po raz pierwszy
zidentyfikowany zostal w komérkach nerwowych hipokampa, podczas poczatkowych eta-
pOw tworzenia synaps, a pozniej takze w rybonukleoproteinach (RNP) ekstrahowanych
z mé6zg6w gryzoni. Gen kodujacy BC1 RNA powstat prawdopodobnie na skutek retro-
pozycji genu tRNA™. Gen BC200 RNA powstal niezaleznie przez retropozycje mono-
merycznego elementu Alu w locus, ktérego ekspresja zachodzita w neuronach. Mimo
réznego pochodzenia obie czasteczki RNA wykazuja podobieristwa strukturalne i fun-
kcjonalne [24]. Zaré6wno BC1, jak i BC200 zapewniajg dendrytyczna lokalizacje wybra-
nych mRNA. Najprawdopodobniej uczestnicza w tym procesie takze biatka, ktére razem
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z RNA tworza kompleksy rybonukleoproteinowe (BC1/BC200 RNP) [25]. Stwierdzono,
ze za dendrytyczng lokalizacje odpowiedzialny jest krétki rejon zlokalizowany przy
koricu 5’ RNA, do ktérego wiaza sie przej$ciowo biatka pura i pur (regulatory relikacji
i transkrypcji DNA) [26]. Kolejnym biatkiem specyficznie wiazacym BC1 i BC200 jest
translatyna. Pura i purf uczestnicza najprawdopodobniej w procesie przytaczania BC1
RNP do mikrotubul, nastepnie oddysocjowuja od kompleksu, a ich role przejmuje
translatyna [27]. Niedawno wykazano, ze BC1 i BC200 RNA uczestniczg takze w regu-
lacji translacyjnej, wplywajac na lokalng synteze biatka w dendrytach [28].

Istnieja réwniez ncRNA regulujace translacje wybranych mRNA. Czasteczka taka
jest zidentyfikowany u £. coli, 87-nukleotydowy DsrA RNA, zaangazowany w obrone
komorek przed szokiem wywolanym niskimi temperaturami (ang. cold shock response).
O ile szok powodowany wysokimi temperaturami prowadzi do zwiekszonej produkcji
bialek (szaperony i proteazy), o tyle w przypadku obnizenia temperatury uaktywnione
zostaja specyficzne RNA i bialka wiazace RNA. DsrA RNA wiaze dwa rodzaje mRNA.
Pierwszy koduje czynnik sigma polimerazy RNA (¢°*) - RpoS (ang. RNA polymerase
sigma factor), odpowiedzialny za globalng aktywacje transkrypcji, drugi koduje H-NS
(ang. histonelike nucleoid structuring protein) — antagoniste RpoS [29]. Miejsce wiaza-
nia w RpoS jest zlokalizowane w 5’UTR (ang. untranslated region), okoto 70-80 nukleo-
tydéw powyzej kodonu start, w rejonie stabilnej spinki zbudowanej m.in. z sekwencji
RBS (ang. ribosome binding site). DsrA RNA, wigzac RpoS mRNA, odblokowuje
RBS, przez co indukuje translacje RpoS. Natomiast wigzanie H-NS mRNA w rejonie
3’15’UTR powoduje hamowanie translacji. W efekcie dochodzi do zwiekszenia i zmniej-
szenia poziomu odpowiednio RpoS i H-NS w komérkach [29, 30]. Na aktywno$§¢é DsrA
wplywa takze biatko opiekuricze wiazace RNA - Hfq. Jest ono niezbedne dla regulacji
ekspresji H-NS i RpoS zaleznej od DsrA [31].

micFjest genem odpowiedzi na czynniki stresowe u E. coli i innych bakterii. Row-
niez i on koduje RNA biorace udzial w regulacji translacji. 93-nukleotydowy micF RNA
wiaze produkt transkrypcji genu ompF (ang. outer membrane porin protein F). Obnize-
nie akumulacji biatka ompF jest gléwnym mechanizmem odpowiedzi komdérek na tok-
syczne warunki §rodowiska, gdy zmniejszenie przepuszczalnosci blony komérkowej umoz-
liwia przetrwanie. Sekwencja micF RNA jest czeSciowo komplementarna do ompF mRNA.
Regulacja ekspresji kodujacego go genu odbywa sie przez inhibicje translacji i indukcje
degradacji docelowego mRNA. Stwierdzono, ze ekspresja genu micF jest kontrolowana
zaréwno przez stres Srodowiskowy, jak i wewnatrzkomoérkowy. Znane sa ponadto cztery
regulatory wigzace specyficznie rejon promotorowy mickFiaktywujace jego ekspresje [32].

Niekodujace RNA moga takze posrednio wplywac na ekspresje genéw jako modu-
latory aktywnosci czynnikéw transkrypcyjnych. SRA RNA (ang. sterord receptor activa-
tor RNA) jest jednym z pierwszych odkrytych ncRNA wplywajacych na aktywnos$é
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czynnikéw transkrypcyjnych. Zostat on zidentyfikowany jako poliadenylowany, ulegajacy
splicingowi transkrypt, bedacy koaktywatorem hormonéw steroidowych (progestyn,
estrogendéw, androgendéw, glukokortykoidéw) [33]. SRA RNA wystepuje w kilku warian-
tach powstalych na drodze alternatywnego splicingu, wszystkie posiadaja wspélny kon-
serwatywny trzon, otoczony przez zmienne sekwencje flankujace. Stwierdzono, ze mu-
tacje zaburzajace strukture drugorzedowa trzonu redukuja aktywnos¢ SRA RNA [34].
SRA RNA wykazuje powinowactwo do subrodziny bialek wiazacych RNA (p72/68),
posiadajacych kasete DEAD, ktéra najprawdopodobniej posredniczy w taczeniu SRA
RNA z SRC-1 (ang. steroid receptor coactivator 1) [35]. SRA RNA wiaze ponadto indu-
kowany hormonami transkrypcyjny represor SHARP (ang. SMRT/HDACI associated
represor proteins). Jest to biatko odpowiedzialne za dobér odpowiednich deacetylaz
histonowych. Wspélzawodnictwo miedzy aktywatorem a represorem moze stanowic
podstawe regulacji ekspresji genéw kodujacych hormony [36]. Czasteczka SRA RNA to
réwniez przyklad na to, ze z jednego genu moga powstawac¢ dwa rézne koncowe pro-
dukty, jednym jest mRNA, z ktérego powstajg funkcjonalne biatka, drugim jest ncRNA.

Kolejnym przyktadem niekodujacego RNA, posrednio wplywajacego na proces trans-
krypcji, jest 6S RNA zidentyfikowany u E.coli. Wiaze on holoenzym polimerazy RNA 0"
1w ten sposéb reguluje ekspresje genéw podczas przej$cia komorek z fazy wzrostu eks-
ponencjalnego do stacjonarnego. Stwierdzono, ze 6S RNA akumuluje sie w miare osia-
gania przez komérki fazy stacjonarnej wzrostu i poSredniczy w specyficznych zmianach
zwiazanych z przejéciem z jednej fazy do drugiej. Hamuje ekspresje genéw z pro-
motorow zaleznych od 6"’[37]. Najwazniejsze dla aktywno$ci tej czasteczki RNA jest
jednoniciowe centralne wybrzuszenie, ktére otoczone jest strukturami dwuniciowymi
[38].

Nowy mechanizm regulacji ekspresji genow

Pierwsze sugestie dotyczace istnienia nieznanego mechanizmu regulacji ekspresji
genéw pojawily sie na poczatku lat 90. ubieglego wieku wraz z rozpoczeciem masowych
badani roslin transgenicznych. Czesto, aby polepszy¢ cechy uzytkowe jakiejs ro$liny,
wprowadzano do jej genomu dodatkowsa kopie istniejacego juz wczeéniej genu (genu
endogennego). Ku zaskoczeniu badaczy, zamiast wydajniejszej syntezy biatka, zwykle
obserwowano wyciszenie obu genéw [39]. Wyjasnienie tego zjawiska przyniosty prze-
prowadzone osiem lat péZniej badania zmierzajace do selektywnego wylaczenia genéw
w modelowym organizmie zwierzecym Caenorhabditis elegans. Wykazano, iz wprowa-
dzenie do komérek C. eleganskrétkich (okoto 20-nukleotydowych) dwuniciowych czas-
teczek RNA, homologicznych do wybranego genu, prowadzi do jego catkowitego wyci-
szenia [40]. Stwierdzono, iz gen jest transkrybowany, jednak powstajacy mRNA ulega
degradacji w cytoplazmie. Podobne zjawiska zaobserwowano u Neurospora, a takze u Dro-
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sophila[41, 42]. Réwnolegle wykazano, ze w zainfekowanych wirusami roslinach docho-
dzi do specyficznej degradacji wytwarzanych przez patogena RNA [43-45]. Poczatkowo
sadzono, iz odkryty zostat unikalny mechanizm potranskrypcyjnego wyciszania genéw,
polegajacy na selektywnym trawieniu mRNA. Kolejne badania pokazaly jednak, iz za-
obserwowane zjawisko, zwane interferencjag RNA (RNAI), stanowi niewielka cze$c nie-
zwykle skomplikowanego mechanizmu regulacji ekspresji genéw, w ktérym kluczowa
role odgrywaja niewielkie czasteczki RNA (srRNA; ang. small regulatory RNA).

Ogdlny schemat biogenezy krétkich regulatorowych srRNA jest podobny dla wiek-
szo$ci tego typu czasteczek. Dwuniciowe RNA sa ciete, w wyniku czego powstaja okoto
21-28-nukleotydowe dupleksy [46, 47]. Posiadaja one dwa niesparowane nukleotydy na
koncu 3’. Ciecie przeprowadzane jest przez posiadajace kilka aktywno$ci enzymatycz-
nych biatko, nazwane Dicer. W kolejnym etapie krétki dupleks RNA jest przenoszony
od kompleksu biatkowego RISC (ang. RNA induced silencing complex). Jedna z nici
dupleksu jest nastepnie usuwana [47, 48], a druga funkcjonuje jako sonda umozliwiajaca
rozpoznawanie docelowej czasteczki mRNA [49, 50]. Po sparowaniu z nig moze docho-
dzi¢ do ciecia wiazania fosfodiestrowego w mRNA, polozonego miedzy 10.1 11. nukleo-
tydem dupleksu srRNA/mRNA [51]. Trawienie mRNA ma miejsce tylko wtedy, gdy
wieksza cze$é sekwencji srRNA paruje z sekwencja mRNA, tworzac przynajmniej jeden
skret helisy A [52, 55]. Fragment 3’ powstaly po cieciu mRNA jest hydrolizowany w cy-
toplazmie przez endonukleaze Xrnl, a fragment 5’ jest degradowany przez egzosom za
pomoca egzonukleaz 3’~5’ [56]. U roslin i zwierzat do powstalego w wyniku ciecia
fragmentu 5° mRNA moze zosta¢ dobudowywany krétki ogon poliurydynowy (poli(U))
na koricu 3’. Jest to zwigzane z procesem usuwania struktury czapeczki i hydrolizy za
pomoca egzonukleaz w kierunku 5’-3’. Wydaje sie zatem, iz moga istnie¢ co najmniej
dwie alternatywne drogi degradacji w egzosomie [57].

Podczas niepelnego parowania krétkich RNA z czasteczkami docelowymi nie docho-
dzi do hydrolizy mRNA, ale do hamowania translacji [58, 59]. Jednakze wiazanie poje-
dynczej czasteczki srRNA nie jest wystarczajace do efektywnej inhibicji, w zwiazku
z tym najczesciej kilka krétkich RNA wiaze jedna czasteczke mRNA [60]. Wykazano, ze
krotkie RNA, w kompleksie z biatkiem Ago2, moga uczestniczyé w przenoszeniu mRNA
z cytozolu do miejsc degradacji, zwanych ciatkami P (processing body) [61, 62]. W ciat-
kach P najprawdopodobniej dochodzi do usuwania struktury czapeczki z kornca 5’ i hy-
drolizy mRNA. Dodatkowo cialka P zapewniaja izolacje matrycowego mRNA od rybo-
somoéw i w ten spos6b uniemozliwiaja translacje. Postuluje sie istnienie dwéch drog
degradacji mRNA w ciatkach P. Pierwszej, polegajacej na powolnej hydrolizie mRNA,
w zwiazku z czym moze on by¢ zawracany do cytoplazmy i uczestniczy¢é w translacji.
Drugiej - szybkiej, podczas ktérej enzym Dcpl/2 usuwa czapeczke z mRNA, po czym
nastepuje jego trawienie przez egzonukleaze Xrnl.
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Przeprowadzone w ostatnich latach badania pozwalaja zdefiniowa¢ srRNA jako
19-28-nukleotydowe czasteczki wycinane przez specyficzne rybonukleazy z dwunicio-
wych fragmentéw wiekszych prekursorowych RNA. srRNA wiaczane sa do komplekséw
biatkowych, w ktérych stuza jako sondy umozliwiajace specyficzne i selektywne rozpoz-
nanie odpowiedniej czasteczki DNA lub RNA. W zaleznosci od budowy, sktadu i loka-
lizacji utworzonego kompleksu rybonukleinoproteinowego moze on: (i) wplywac na
strukture genomuiw ten sposéb decydowac, ktére jego fragmenty ulegaja transkrypcji;
(i) powodowac selektywna degradacja mRNA; (iii) selektywnie hamowacé translacje
wybranych czasteczek mRNA. Z dotychczasowych obserwacji wynika, ze srRNA odgry-
waja szczegolnie istotna role w przechodzeniu komérek z jednego stanu funkcjonalnego
Ww inny, a wiec w procesach zwiagzanych z rozwojem organizmu i réznicowaniem sie
komorek, funkcjonowaniem komérek macierzystych, apoptoza czy transformacja nowo-
tworowa. W éwietle dostepnych obecnie informacji srRNA jawia sie zatem, jako czas-
teczki o wielkim potencjale, zdolne regulowac proces ekspresji informacji genetycznej
praktycznie na wszystkich jego poziomach (ryc. 2).

srRNA
modyfikacja transkrypcyjne selektywna hamowanie
struktury wyciszanie  degradacja mRNA translacji
genomu genow (TGS) (PTGS) (TR)

transkrypcja translacja
DNA J» mRNA ———————P BIALKO

| przeptyw informacji genetycznej \,:’

Ryc. 2. Udziat RNA w regulacji ekspresji informacji genetycznej

Odkrycie srRNA przyczynilo sie takze do diametralnej zmiany naszych pogladéw na
temat licznych proceséw chorobowych. Obecnie wiemy, iz wiele z nich jest konsek-
wencja m.in. zaburzeri w ekspresji i dziataniu srRNA. Wykazano istotny udziat srRNA
w etiologii choréb nowotworowych i neurologicznych. Dodatkowo istnieje wiele obser-
wacji wskazujacych, iz srRNA uczestnicza nie tylko w regulacji ekspresji genéw, lecz
réwniez w obronie komérki przed infekcja wirusowa, szczegélnie w przypadku wiruséw
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RNA. Replikacja ich genomu wymaga bowiem tworzenia dlugich czasteczek dwunicio-
wych (dsRNA) powstajacych zaréwno podczas syntezy nici (-), jak i w trakcie replikacji
nici (+). Dwuniciowe produkty przejSciowe, powstajace podczas kopiowania wirusowych
czasteczek RNA, sa doskonalym substratem dla rybonukleazy Dicer. Wytworzone przez
nig siRNA wlaczane sg do kompleksu RISC, w ktérym stuza jako sonda umozliwiajaca
specyficzne rozpoznawanie i selektywna degradacje wirusowych RNA. Dodatkowo wy-
kazano, iz substratem dla Dicer moga by¢ réwniez dwuniciowe struktury typu spinki do
wloséw, wystepujace w obrebie wirusowych RNA, lub cze$ciowo komplementarne trans-
krypty powstajace w oparciu o genomowe czasteczki zaréwno wiruséw RNA, jak i DNA.
W rezultacie okazato sie, iz sSrRNA moga stuzy¢ do obrony organizmu nie tylko przed
wirusami RNA, ale i przed retrowirusami oraz wirusami DNA.

Analizy krétkich regulatorowych RNA doprowadzily do podzielenia ich na kilka klas,
w zalezno$ci od pochodzenia lub sposobu dziatania. Znaczna cze$é srRNA jest kodowana
w genomie, ich Zrédlem moze byc tez obcy material genetyczny, np.: wirusowy. Krétsze
czasteczki (20-23 nt) uczestnicza w degradacji mRNA i hamowaniu translacji, podczas
gdy dluzsze (24-28 nt) wplywaja na modyfikacje struktury DNA. Obecnie wyréznia sie
nastepujace klasy krétkich srRNA: siRNA (ang. small interfering RNA), tasiRNA (ang.
trans-acting small interfering RNA), rasiRNA (ang. repeat-associated small interfering
RNA), tncRNA (ang. tiny noncoding RNA), mikroRNA (ang. microRNA, miRNA).
W ostatnim czasie zidentyfikowano réwniez piRNA (ang. Piwi-interacting RNA).

Mate interferujace RNA (siRNA) maja dlugos¢ okoto 22 nukleotydéw, tworzone sa
z dlugich dwuniciowych czasteczek prekursorowych o réznym pochodzeniu. siRNA moga
powstawac pod wplywem wprowadzenia do organizmu dsRNA lub na skutek ekspresji
transgenéw. Wydaje sie, ze istnieje stosunkowo niewiele endogennych Zrédet siRNA.

U roslin funkcja siRNA jest ochrona organizmu przed infekcjami wirusowymi i eks-
presja transgendw, uczestnicza one takze w organizowaniu struktury chromosomoéw
iwyciszaniu ekspresji genéw na drodze metylacji DNA [63, 64]. Pokazano, iz w obronie
przed wirusami uczestniczy takze kodowana przez rosliny polimeraza RNA zalezna od
RNA. Syntetyzuje ona dsRNA, wykorzystujac wirusowy RNA jako matryce. Powstaly pro-
dukt jest nastepnie trawiony przez Dicer [65]. W rezultacie powstaje duza liczba siRNA
skierowanych przeciwko wirusowym RNA [66].

siRNA biora takze udzial w modyfikacji chromatyny. Na przyktad gen FWAu A. thalia-
na posiada dwa powtérzenia tandemowe, ktére sa niezbedne w metylacji DNA de novo.
Endogenny FWA moze przyjmowac dwa stany — metylowany, czyli wyciszony, badZ nie-
metylowany, czyli aktywny. Stwierdzono, ze w regulacji ekspresji genu FWAuczestnicza
siRNA poprzez mechanizm zaleznej od RNA metylacji reszt cytozynowych [67]. Wyka-
zano takze, ze u drozdzy S. pombe kompleks RITS (ang. RNA induced transcriptional
silencing), w sklad ktérego wchodza miedzy innymi biatka Argonaute, rybonukleaza
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Dicer i polimeraza RNA zalezna od RNA oraz siRNA, jest niezbedny do tworzenia hete-
rochromatyny. Metylacja reszty lizyny w pozycji 9 histonu H3 (H3-K9) powoduje wia-
zanie RITS do chromatyny, pozwalajac maszynerii RNAi dziala¢ w ukladzie cis [68].

tasiRNA zidentyfikowano u roslin jako endogenne siRNA, kodowane przez geny
jadrowe 7AS. Sekwencje poszczegdlnych tasiRNA sasiaduja ze soba w genomie, ale na
siebie nie nachodza. Znajduja sie one miedzy sekwencjami kodujacymi bialka i trans-
krybowane sa najprawdopodobniej przy udziale polimerazy RNA III [69]. Stwierdzono,
ze w tworzenie tasiRNA zaangazowane sa miRNA, a takze RDR6, SGS3 (ang. suppres-
sor of gene silencing 3) oraz DCL4 (ang. Dicer-like protein 4). Wykazano, ze specyficz-
ne miRNA rozpoznajac TAS mRNA, doprowadzaja do ich degradacji. Powstale w ten
sposéb czasteczki stuza jako matryca dla roslinnej polimerazy RNA zaleznej od RNA
(RDR6). Po dobudowaniu drugiej nici, powstaly dsRNA jest ciety przez rybonukleaze
Dicer, tworzac tasiRNA. Uczestnicza one w degradacji innych mRNA niz te, z ktérych
powstaly, stad ich nazwa — siRNA dzialajace w ukladzie trans[63].

Wykazano miedzy innymi, ze tasiRNA transkrybowane z genu 74.53sa komplemen-
tarne do transkryptéw ARF 1, 2, 3 (ang. auxin response factor 1, 2, 3) [69]. Stwierdzo-
no takze, ze tasiRNA transkrybowane z genu 74S52uczestnicza w regulacji ekspres;ji ge-
noéw kodujacych biatka z rodziny PPR (ang. pentatricopeptide repeat protein) [70].

rasiRNA powstaja u roslin i nizszych organizméw zwierzecych najprawdopodobniej
w wyniku degradacji dlugich komplementarnych transkryptéw. Réznig sie od pozos-
talych krétkich regulatorowych RNA dlugo$cia wynoszaca 24-28 nukleotydéw.

U Drosophila rasiRNA zapewniaja stabilno$¢ genetyczna przez wyciszanie retro-
transpozonéw i sekwencji powtérzonych. Stwierdzono, ze rasiRNA zwiazane z biatkami
Piwi (ang. P-element induced wimpy testis) oraz Aub (ang. aubergine) — nalezacymi do
rodziny biatek Ago — powstaja z nici antysensowej, natomiast te zwigzane z Ago3 - z nici
sensowej retrotranspozonéw. Zaproponowano model, wedlug ktérego za tworzenie kori-
c6w 5’ czasteczek rasiRNA odpowiedzialne sa rasiRNA utworzone z nici antysensowej,
przy udziale biatek Slicer oraz PIWI. W powstawanie rasiRNA u Drosophila najprawdo-
podobniej nie jest zaangazowana ani rybonukleaza Dicer-1 (tworzy miRNA), ani Dicer-2
(zaangazowana w produkcje siRNA) [71].

U A. thaliana rasiRNA powstaja przy udziale polimerazy RDR6 i DCL3 (ang. Dicer-
like protein 3). W kompleksie z bialkiem Ago4 uczestnicza one w modyfikacji hetero-
chromatyny na drodze zaleznej od metylotrasferazy KYP (ang. kryptonite histone H3
lysine 9 (H3K9) methyltransferase) metylacji histonéw oraz zaleznej od metylazy CMT3
(ang. chromomethylase3) i metylotransferazy DRM (ang. domains-rearranged methy!-
transferase) metylacji reszt cytydynowych w DNA [72].

tncRNA zostaly zidentyfikowane u C. elegans. Badajac cDNA krétkich niekoduja-
cych RNA, stwierdzono, ze niektdre z nich przypominaja miRNA, poniewaz wywodza
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sie z rejonéw niekodujacych, jednak r6znia sie od nich struktura drugorzedowa, w zwiaz-
ku z czym sklasyfikowano je jako odrebna grupe. Stwierdzono, ze tncRNA zaleza od
aktywnos$ci rybonukleazy Dicer. Przypuszcza sie, ze przynajmniej cze$c z nich powstaje
z dtugich jednoniciowych badZ dwuniciowych RNA oraz ze niektére tncRNA moga byé
syntetyzowane jako bardzo krétkie pierwotne transkrypty, maja ok. 20-22 nt dlugosci.
Kilka z nich moze tworzy¢ struktury drugorzedowe przypominajace spinki do wltosow.
Nie stwierdzono, by tncRNA byly zachowawcze ewolucyjnie, co moze podawaé w wat-
pliwoscich istotnosc jako czasteczek regulatorowych. Wykazuja one jednak bardzo inte-
resujace czasowe profile ekspresji, sugerujac, ze moga uczestniczyé w $ciezkach rozwo-
jowych. Wykazano, ze tncRNA sa antysensowe wobec sekwencji niektérych cDNA, co
sugeruje, iz moga to by¢ czasteczki siRNA-podobne. Do tej pory nie zostala jednak
poznana funkcja tncRNA [73].

miRNA sa najpowszechniej wystepujacymi w komdérkach roslinnych i zwierzecych
i zarazem najlepiej poznanymi krétkimi regulatorowymi RNA. Ich przecietna dtugos$é
to 22 nukleotydy (ale waha sie miedzy 19 a 25 nt). Geny miRNA s3 transkrybowane
gléwnie przez polimeraze RNA II [60, 74]. Pierwotne transkrypty miRNA, zwane pri-
miRNA, posiadaja czapeczke (ang. cap) na koricu 5’ oraz ogon poli(A) (ang. poly(A) tail)
na koricu 3’. W jadrze komdérkowym podlegaja wstepnej obrébce przy udziale kom-
pleksu enzymatycznego zwanego Drosha/Pasha. W rezultacie powstaja pre-miRNA, kt6-
re przenoszone s3 do cytoplazmy przez eksportyne 5. W wyniku ciecia kolejnym enzy-
mem - Dicer - powstaja dojrzale czasteczki miRNA [75].

Rozmieszczenie genéw miRNA w genomie nie jest przypadkowe. Ponad polowa
zidentyfikowanych miRNA zakodowana jest w sekwencjach intronowych, ale kodowane
sa takze w eksonach [13, 74, 76-79]. Stwierdzono, ze zaréwno lokalizacja niektérych
intronowych miRNA, jak i poziom ich ekspresji jest ewolucyjnie zachowawczy. Na
przyklad mir-126 jest zlokalizowany w intronie genu £GFL 71 ulega ekspresji na podob-
nym poziomie w komoérkach srédbtonka serca i naczyn krwiono$nych u myszy, cztowie-
ka i tropikalnej ryby Danio rerio [80]. Taka wysoka homologia sugeruje wazna i zacho-
wawcza role miRNA. Wykazano réwniez, ze niektére ssacze miRNA pochodza z sekwen-
cji powtdrzonych, gtéwnie transpozonéw [81]. Cze$é miRNA powstaje takze z pseudo-
genéw [82]. Niektére z genéw miRNA podlegaja ekspresji konstytutywnej na stalym
poziomie w trakcie catego cyklu rozwojowego organizmu, inne transkrybowane sa tylko
w Scisle okreslonych warunkach, w pewnym etapie rozwoju.

Wykazano, ze miRNA pelnia bardzo istotne funkcje w procesach rozwojowych, pod-
czas podzialéw i réznicowania komérek [13, 83, 84]. Stwierdzono, ze wszelkim zmia-
nom zachodzacym w komdrkach (zaréwno fizjologicznym, jak i patologicznym) towa-
rzyszg istotne zmiany w sktadzie krétkich regulatorowych RNA. Wzér ekspresji genéw
miRNA rézni sie znacznie w komérkach zdrowych i w poszczegélnych typach komérek
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nowotworowych [85-87]. Profile akumulacji miRNA okazaly sie bardzo informatywne
w diagnostyce medycznej, stwierdzono bowiem, ze nowotwory wywodzace sie z tego
samego typu tkanki maja podobne profile miRNA. W rezultacie, analizujac profile eks-
presji genéw miRNA, mozna identyfikowac rézne rodzaje nowotworéw.

piRNA s3a to jednoniciowe czasteczki RNA o dlugosci 26-31 nukleotydéw. Do tej
pory zidentyfikowano od 100 do 200 loci dla genéw piRNA u myszy, szczura i czlowieka.
Mechanizm powstawania piRNA nie jest jeszcze poznany, do tej pory nie zidentyfikowano
zadnych dwuniciowych prekursoréw tych czasteczek. Wedtug jednego z modeli piRNA
moga powstawac z dlugich transkryptéw trawionych na krétkie fragmenty. Diugosé piRNA
sugeruje jednak, ze w ich tworzenie nie jest zaangazowana rybonukleaza Dicer.

Po raz pierwszy piRNA zidentyfikowano w kompleksach z biatkiem Miwi [88] i Riwi
[89] (mysie i szczurze odpowiedniki ludzkiego Piwi). Rodzina bialek Piwi uczestniczy
w mejozie i podtrzymaniu linii zarodkowych komérek macierzystych, jednak ich rola nie
jest jeszcze w pelni znana. Geny piRNA wykazuja zr6znicowana lokalizacje w genomie,
przewaznie polaczone sa w grupy o dlugoéci od 20 do 90 kpz. Zazwyczaj tylko jedna z
nici DNA koduje piRNA, moze sie jednak zdarzy¢, ze sa one takze kodowane na drugiej,
komplementarnej nici. Jak dotad, funkcja piRNA nie zostala poznana. Jednakze
prawdopodobna wydaje sie byc hipoteza, iz uczestnicza one w gametogenezie [88].
Sugeruje sie, ze produkcja piRNA jest wysoce konserwatywna, jednak sekwencyjnie nie
sa one zachowawcze. Wspiera to model, wedlug ktérego piRNA wplywaja na ekspresje
tych samych loci, z ktérych powstaja [89].

Podsumowanie

Przedstawione powyzej fakty sprawily, iz w ostatnim dziesiecioleciu nastapit praw-
dziwy przelom w naszym mysleniu o roli, jaka kwasy rybonukleinowe odgrywaja w orga-
nizmach zywych. Dzisiaj wiemy juz, ze sa one nie tylko szkieletem spajajacym biatka czy
adapterem umozliwiajacym translacje, lecz takze enzymem bezposrednio zaangazowa-
nym w biosynteze bialka, kofaktorem umozliwiajacym zaj$cie wielu przemian bioche-
micznych, dezaktywujacym enzymy inhibitorem, czynnikiem wplywajacym na strukture
genomu, regulatorem transkrypcjii translacji. Obserwujac wysitki, jakie obecnie podej-
muja naukowcy na calym $wiecie, latwo mozna dostrzec, ze jednym z ich gtéwnych ce-
16w jest jak najszybsze i jak najpelniejsze wykorzystanie praktyczne nowo odkrytych
wlasciwosci RNA. Szczegdlne nadzieje sa wigzane z zastosowaniem matych regulatoro-
wych RNA w genomice funkcjonalnej, biotechnologii oraz medycynie. Coraz powszech-
niej akceptowanym jest poglad, ze jednym z gtéwnych czynnikéw ksztaltujacych rozwdj
nauk biologicznych i biomedycznych beda w najblizszych latach badania RNA, zaréwno
te charakterze podstawowym, jak i aplikacyjnym.
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New face of the “RNA world”

For a very long time, RNA was considered just the medium by which information flows from
DNA into the cell. The model proposed in the 1960s assumed that proteins are the main
products and regulators of the gene expression process. In this context, the results of the
Human Genome Project and the discoveries of RNA interference and small regulatory RNAs
(srRNAs) came as a true surprise. The first ones demonstrated that less than 5% of the human
genome encodes proteins. The second showed that RNA, especially 20-30 nt-long molecules
should be placed among the most important factors controlling gene expression. srRNAs are
capable of affecting the release and flow of genetic information in many different ways. They can
induce changes in the genome structure, inhibit transcription, mediate mRNA degradation and
repress translation. Interestingly, in different organisms, different pathways are used to regulate
gene expression. It has recently been estimated that, in humans, the expression of 35-40% of
genes is controlled by srRNA. As a result, RNA is currently believed to be a central molecule
in many biological processes.

Key words: non-coding RNA, small regulatory RNA, gene expression, RNA world







<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000500044004600206587686353ef901a8fc7684c976262535370673a548c002000700072006f006f00660065007200208fdb884c9ad88d2891cf62535370300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef653ef5728684c9762537088686a5f548c002000700072006f006f00660065007200204e0a73725f979ad854c18cea7684521753706548679c300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020b370c2a4d06cd0d10020d504b9b0d1300020bc0f0020ad50c815ae30c5d0c11c0020ace0d488c9c8b85c0020c778c1c4d560002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken voor kwaliteitsafdrukken op desktopprinters en proofers. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents for quality printing on desktop printers and proofers.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
    /PLK ()
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure true
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /NA
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


