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WPROWADZENIE

Zakonczone niedawno badania sekwencji ludzkiego genomu znacznie przyblizyty
perspektywe poznania normalnych funkcji genow jak réwniez ich roli w patogenezie
tysiecy znanych choréb. Stworzyly tez podstawe do opracowania nowych metod ich
terapii wycelowanej specyficznie w produkty wadliwie funkcjonujgcych genéw. W ten
Sposob osiagniety zostat pierwszy etap na drodze do realizacji wizji howoczesnej
genetycznej medycyny.

W pierwszej potowie lat 90-tych sledzgc rozwdj badan nad ludzkim genomem
wybratem kierunki wiasnych badan dotyczacych zwigzkéw miedzy genami i
chorobami. Obiektem zainteresowan mojego zespotu stato sie miedzy innymi kilka
choréb, ktorych wspdlng cechg byto ich bardzo interesujgce podtoze genetyczne -
ekspansja powtarzajgcego sie tandemowo krotkiego trojnukleotydowego motywu
sekwencji. Byt to nieznany wczesniej typ mutacji odkryty dopiero w 1991 roku. W
kolejnych latach podobne podtoze przypisano kilkunastu dalszym chorobom
genetycznym, gtdbwnie neurologicznym.

Nasze badania w tej dziedzinie podazyly w catkowicie nowym kierunku nie bedgcym
wowczas przedmiotem zainteresowan innych badaczy. Postawilismy hipoteze, ze w
patogenezie wielu z tych choréb znaczaca, a w niektorych przypadkach dominujgca
role moze odgrywac struktura RNA. Gromadzilismy dowody na poparcie tej hipotezy
badajac strukture regionow powtorzen trojnukleotydowych w transkryptach genow
zwigzanych z tymi chorobami. Okazato sie, ze struktury te dobrze ttumaczag
obserwowane zaleznosci miedzy wielkoscig ekspansji sekwencji powtarzajacej sie a
wystepowaniem objawdw choroby.

Wykorzystujagc metody bioinformatyki, genomiki strukturalnej i funkcjonalnej
poznalismy rowniez komorkowg scenerie, w ktorej zmutowany transkrypt moze w
sprzyjajacych warunkach aktywowac proces patogenezy. Mechanizm tego procesu
moze polega¢ na konfiskowaniu waznych regulatorowych biatek transkryptom
zawierajgcym powtdérzenia normalnej dlugosci przez transkrypt zawierajacy
nadmiernie wydtuzone powtorzenia. W ten sposob moze dochodzi¢ do zaburzen
metabolizmu wielu czgsteczek RNA w komdrce, ktére skutkujg choroba.
ZidentyfikowaliSmy setki ludzkich mMRNA zawierajagcych trojnukleotydowe
powtdrzenia, ktérych funkcja moze by¢ uposledzona pod wptywem mutacii.
Okreslilismy zakres zmiennosci ich sekwencji powtarzajacej sie w populacji oraz
zbadalismy poziom ekspresji tych transkryptow w roznych tkankach.

W ramach badan nad nowymi metodami terapii tych choréb naszym pierwotnym
zamystem bylo zastosowanie antysensowych oligonukleotydow i rybozymow.
Obecnie wykorzystujemy w tym celu zjawisko interferencji RNA. W wyszukiwaniu
skutecznych reagentow RNAI kierujemy sie wiedzg o przebiegu naturalnego procesu
biogenezy mikroRNA. Specyficzna eliminacja produktu zmutowanego genu
wywotujgcego neurodegeneracje w obecnosci produktu genu normalnego i ukazanie
potencjatu terapeutycznego tego podejscia jest dla nas obecnie duzym wyzwaniem.



POWTORZENIA KROTKICH MOTYWOW SEKWENCJI W LUDZKIM GENOMIE

Genom cztowieka w ponad potowie sktada sie z sekwencji powtarzajacych sie.
Nalezg do nich miedzy innymi tandemowe powtdrzenia, ktore stanowig 10%
catkowitej sekwencji DNA. Ta grupa obejmuje satelity, minisatelity oraz mikrosatelity,
roéznigce sie wielkoscig powtarzajacego sie motywu sekwencji. Znacznie mniejszg
cze$¢ genomu, bo tylko 1% zajmujg sekwencje kodujace okoto 22 tysiecy ludzkich
genodw i drugie tyle stanowig ich sekwencje regulatorowe. Sekwencje powtarzajace
sie wystepujg nie tylko w czesciach miedzygenowych lecz takze w genach, nawet w
ich czesciach kodujgcych i mogg brac udziat w regulacji ich ekspresji.

Genom cziowieka
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Mikrosatelity znane rowniez jako krotkie tandemowe powtorzenia (ang. Short
Tandem Repeats (STR) albo powtdrzenia prostych sekwenciji (ang. Simple Sequence
Repeats (SSR) sktadajg sie z powtarzajgcych sie 1-6 nukleotydowych motywoéw.
Liczba powtérzen takich sekwencji zwykle nie przekracza 10, a jesli jest wyzsza to
czesto taki cigg charakteryzuje sie polimorfizmem dtugosci w populacji. W rzadkich
przypadkach, najczesciej patologicznych, liczba powtorzen moze osiggac¢ setki a
nawet tysigce.

Wszystkie sekwencje typu STR obejmujg tacznie 3% ludzkiego genomu. Zaréwno
zawartos¢ jak i rozmieszczenie réznych powtorzen tego typu w genomie sg silnie
zréznicowane. Wiekszos$¢ sekwencji STR wystepuje znacznie czesciej w regionach
niekodujacych. Wyjatkiem sg tutaj ciggi powtorzen troj- i szescionukleotydowych,
ktore sg niemal dwukrotnie czestsze w eksonach niz w intronach i regionach
miedzygenowych. Ich pozytywna selekcja w eksonach sugeruje, ze mogq one mie¢
znaczenie funkcjonalne. Wysoka podatnosc¢ ciggow prostych powtérzen sekwencji na
mutacje i wynikajacy z niej czesty polimorfizm dtugosci czynig z sekwencji
powtarzajgcych sie bogate zrédto zmiennosci fenotypowe;j.

TROJNUKLEOTYDOWE POWTORZENIA W TRANSKRYPTOMIE CZLOWIEKA

Koncentrujgc sie na trojnukleotydowych powtdrzeniach w ludzkim transkyptomie
zadalismy szereg pytan: ile réznych mRNA zawiera takie powtérzenia w swojej
sekwencji? Jaka jest czestos¢ réznych typow tréjnukleotydowych powtdrzen? Jaka
jest dystrybucja ciggow powtérzen w réznych regionach funkcjonalnych mRNA? Jaki



jest zakres zmiennos$ci sekwencji powtarzajgcej sie w populacji? Jaki jest poziom
ekspresji czasteczek mRNA zawierajacych ciagi powtorzen w roznych tkankach? Aby
odpowiedzie¢ na te pytania, przeszukaliSmy najpierw genomowg baze danych
GenBank pod katem wystepowania transkryptow zawierajacych ciagi 20 réznych
motywow trojnukleotydowych skladajgce sie z co najmniej 6 powtorzen danego
motywu. W ten sposob znalezlismy 718 ciggdw tréjnukleotydowych powtorzen
wystepujacych w 619 roznych mRNA. Wiekszo$¢ sposrdd zidentyfikowanych
transkryptow (86%) zawierata krotkie ciagi powtorzen sktadajace sie z 6-10
powtdrzonych jednostek, transkrypty zawierajgce 11-20 powtorzonych jednostek
stanowity 11%, a te w ktorych wystepowaty ciagi zawierajgce ponad 20 powtorzen
tego samego motywu sekwencji - tylko 2%. Najczesciej wystepujgcymi motywami
powtorzonymi okazaty sie: CAG, CGG, CCG, CUG, AGG i ACC, natomiast ACG,
AUC, CUU, AGU, CGU i ACU naleza da najrzadszych w transkryptomie. Wiekszo$¢
ciggow powtorzen wystepuje w ORF (ang. Open Reading Frame) (67%), mniej w
5UTR (ang. Untranslated Region) (24%) i najmniej w 3'UTR (9%). Powtorzenia
bogate w GC przewazajg w 5’UTR, a bogate w AU sg czestsze w 3'UTR. Biorgc pod
uwage rozne dtugosci obydwu regionbw mRNA nie ulegajacych translacji czestos¢
powtdrzen jest znacznie wyzsza w sekwencjach 5UTR co moze swiadczy¢ o ich roli
w regulacji translacji.

Badajgc zakres dtugosci roznych cigagéw trojnukleotydowych powtdrzen w ludzkich
genach w normalnej populacji zadaliSmy nastepujgce pytania: Jakie czynniki
decydujg o tym, Zze niektore ciggi powtdrzen sag polimorficzne a inne nie? Jaka jest
czestos¢ zaburzen regularnosci sekwencji obrebie tandemowych powtérzen? Jakie
typy zaburzeh wystepujg najczesciej i w jakich regionach? Aby odpowiedzie¢ na te
pytania zbadalismy ciagi powtorzen w ponad 100 genach zawierajgcych najczestsze
powtorzenia CAG i CTG. Zaobserwowalismy, ze gtdwnym czynnikiem wptywajacym
na polimorfizm dtugosci jest liczba niezaburzonych trojnukleotydowych powtorzen w
najczestszym w populacji allelicznym wariancie genu. Odnotowalismy rowniez, ze
najczestszymi zaburzeniami wystepujacymi w ciggach CAG kodujgcych glutamine sg
tryplety CAA kodujgce ten sam aminokwas. Na tej podstawie stwierdzilismy, ze
presja selekcyjna dziata w wiekszym stopniu na geny i transkrypty zawierajace dtugie
niezaburzone ciggi powtdrzen niz na biatka zawierajgce ditugie ciggi zbudowane z
tego samego aminokwasu — glutaminy.

W celu lepszego poznania transkryptow zawierajgcych tréjnukleotydowe
powtdrzenia, poza okresleniem ich dystrybucji i osobniczej zmiennosci, dokonalismy
charakterystyki ekspresji duzej grupy tych czasteczek w wielu normalnych ludzkich
tkankach. Przeprowadzilismy analize bioinformatyczng dostepnych w sieci danych
pochodzacych z zastosowan metod genomiki funkcjonalnej: sekwencjonowania EST,
SAGE i mikromacierzy oligonukleotydowych wysokiej gestosci. Dane EST okazaty
sie najbardziej odpowiednie do okreslania poziomow ekspresji roznych transkryptow
w kazdej z badanych tkanek, natomiast dane mikromacierzowe do porownan
poziomow poszczegolnych transkryptow miedzy tkankami. Zidentyfikowalismy te
mMRNA, ktére wnoszg najwiekszy wkiad w obserwowane poziomy transkryptow
zawierajacych rézne typy powtdrzen. Szerszg analize przeprowadzilismy dla mRNA
zawierajgcych powtérzenia CUG oraz mRNA kodujacych biatka wigzgce sie do tych
powtdrzen w transkryptach. Wyniki tych badan znacznie poszerzajg wiedze na temat
transkryptow, ktére mogq bra¢ udziat w postulowanym mechanizmie patogenezy na
poziomie RNA w chorobach cztowieka wywotywanych ekspansijg trojnukleotydowych
powtorzen.



ROLA RNA W PATOGENEZIE DZIEDZICZNYCH CHQROB NEUROLOGICZNYCH
WYWOLYWANYCH EKSPANSJA POWTORZEN TROJNUKLEOTYDOWYCH

Ekspansja niestabilnych ciggdw powtorzen w pojedynczych genach jest przyczyng
ponad 20 roznych chordb dziedzicznych znanych pod wspdlng angielskg nazwa
Triplet Repeat Expansion Diseases (TREDs). Nalezg do nich zespot tamliwego
chromosomu X (FXS), dystrofia miotoniczna (DM), choroba Huntingtona (HD) i
szereg ataksji rdzeniowo-mozdzkowych (SCAs). Ciggi powtdrzen ulegajace
patogenicznym ekspansjom wystepuja we wszystkich regionach funkcjonalnych
genodw, zaréwno w czesciach ulegajacych translaciji, jak i w regionach niekodujacych.

5’ 3
Intron
Ekson Ekson
5UTR ORF I ORF 3'UTR
FXS FRDA SBMA PABP2 DM1
FXTAS AAG HD GCG-Ala SCA8
FRAXE DRPLA/HRS
CGGICCG CDCNT|2G sca1  COMP HDL2
ScA2 GAC-Asp CTG
SCA12 SCA10 SCA3/MJD HDL2
CAG ATTCT SCA6  CTG-Ala
SCA7
SCA17
CAG-GIn

Wiekszos¢ genow zwigzanych z TREDs zawiera powtdrzenia CAG w regionie
kodujagcym i wywotujgca chorobe liczba powtdérzen miesci sie najczesciej w zakresie
od okoto 40 do 100. Ekspansje powtorzen w regionach niekodujacych sg wieksze i
bardziej zmienne. Powszechnie uwaza sie, ze powtorzenia wystepujgce w regionach
ulegajacych translacji wywotujg patogeneze poprzez zmiany funkcji kodowanego
biatka, ktore w wiekszosci przypadkéw zawiera wydtuzone ciggi poliglutaminowe.
Jednak ich toksyczne dziatanie moze nie by¢ jedynym mechanizmem
odpowiedzialnym za zaburzenia funkcji neurondéw. Transkrypty z wydtuzonymi
powtdrzeniami w regionach niekodujacych nie powodujg jakichkolwiek zmian
jakosciowych w biatku, ale mogg ulega¢ wyciszeniu transkrypcyjnemu lub
zahamowaniu translacji jak to ma miejsce w przypadku dwdch zespotow
chorobowych zwigzanych z genem FMR7 (FXS i FXTAS). Mogg one réwniez
aktywowac inne mechanizmy patogenezy na poziomie RNA, w tym konfiskowanie
specyficznych biatek przez zmutowane transkrypty, co stanowi gtowny szlak
patogenezy w dwoch typach dystrofii miotonicznej zwigzanych z genami DMPK i
ZNF9.

Nasze badania dowiodty, ze powtorzenia CUG i CCUG, ktérych ekspansja powoduje
dystrofie miotoniczng typu 1 i 2 tworzg stabilne struktury typu spinki do wtoséw, co
oznacza ze konfiskowane przez nie biatka wigzg sie z dwuniciowymi regionami tych
struktur. Takie biatka zostaty wyizolowane przez innych badaczy i wykazano ich
kolokalizacje ze zmutowanymi transkryptami w formie skupisk jadrowych.



Nasze dalsze badania w tym zakresie zmierzaly do wykazania, ze RNA moze
odgrywac wazng role rowniez w patogenezie innych choréb z tej grupy, takze tych, w
ktorych odpowiedzialne geny zawierajg powtorzenia CAG w regionach ulegajgcych
translacji. Dowiedlismy, ze struktury typu spinki tworzone przez powtorzenia CNG
wystepujgce w transkryptach innych genéw zwigzanych z TREDs majg takg samg
architekture ja te, ktére uczestniczg w patomechanizmie dystrofii miotoniczne;.
Mogtyby one réwniez angazowac biatka wigzace sie z dwuniciowym fragmentem
spinkowej struktury RNA. Pierwsze takie biatka wigzgce sie do powtérzen CAG i
CGG zostaly juz wyizolowane i wstepnie opisane przez innych badaczy.
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WysuneliSmy tez hipoteze, ze nie tylko struktury typu spinki tworzone przez
nadmiernie wydtuzone powtorzenia lecz réwniez wysoka ekspresja transkryptow
zawierajgcych dtugie powtorzenia nalezgce jeszcze do normalnego zakresu dtugosci
moze uruchamiac proces patogenezy, albo przynajmniej go modulowac. Za szerszag
rola mechanizmu patogenezy na poziomie RNA w chorobach z grupy TREDs
przemawia neurodegeneracja wystepujaca u czesci nosicieli alleli premutacyjnych
genu FMRT7 (zespdt FXTAS, ang. Fragile X associated Tremor Ataxia Syndrome).
Badania innych autoréw dowiodty, ze fenotyp kliniczny FXTAS jest wynikiem nie tylko
wydtuzonego ciggu powtérzen CGG w transkrypcie FMR1, lecz rowniez wynikiem
podwyzszonego poziomu tego transkryptu u nosicieli premutacji.
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ANALIZA STRUKTURY RNA TROJNUKLEOTYDOWYCH POWTORZEN

Pierwszym krokiem na drodze do poznania normalnej funkcji biologicznej
trojnukleotydowych powtorzen w transkryptach i ich roli w patogenezie TREDs byto
przeprowadzenie systematycznych analiz strukturalnych odpowiednich czgsteczek
RNA z zastosowaniem zestawu sond chemicznych i enzymatycznych. WykazaliSmy,
ze sposrdéd badanych 20 modelowych transkryptow ztozonych z 17 powtérzen
wszystkich mozliwych trojnukleotydowych motywdw, 6 transkryptow tworzy struktury



spinki (CGG, CCG, CAG, CUG, CGA i CGU). Wsrod nich znalazty sie wszystkie
powtorzenia typu CNG, ktore jak wykazaty nasze analizy bioinformatyczne sg
najczestszym typem powtorzen w transkryptach. Dwa transkrypty (AGG i UGG)
tworzyty stabilne struktury tetrapleksu. Kolejne szes¢ transkryptéw (UAG, AUG, CUA,
CAU, UUA i UAA) wykazywato mniejszg tendencje do tworzenia struktur spinki, a
pozostate nie wykazywaty sktonnosci do parowania zasad.

Trzon struktury spinki tworzonej przez powtérzenia CNG skfada sie z wystepujacych
periodycznie par C-G i G-C oraz niesparowan N-N. Jesli w transkrypcie nie
wystepujg oddziatujgce ze sobg sekwencje oskrzydlajagce powtérzenia wtedy
sekwencje (CNG)n wykazujg tendencje do przyjmowania kilku wariantowych utozen.
Cecha struktury spinki tworzonej przez powtérzenia identycznego trypletu CNG jest
wzrost jej sztywnosci wraz z dlugoscia. Takie struktury tworzone przez powtorzenia
CUG i CAG przyjmujg geometrie typowg dla formy A-RNA.

Struktury RNA tworzone przez samg sekwencje powtarzajgca sie oraz te tworzone
przez powtorzenia wystepujgce w kontekscie sekwenciji transkryptu mogg sie réznic.
Nasze przewidywania struktur szeregu mRNA zwigzanych z TREDs: FMR1, FMR2,
SCA1, AR, SCA6, SCA7 i SCA12 pokazaty, ze sekwencje oskrzydlajgce region
powtdrzen mogg w istotny sposob wptywacé na stabilnos¢ struktur tworzonych przez
powtorzenia. Wyniki tych przewidywan potwierdzilismy eksperymentalnie, dowodzac
ze struktury spinki sg faktycznie gtowng formg wystepowania regionu powtorzen w
transkryptach gendéw zwigzanych z TREDs. Jesli mechanizm patogenezy na
poziomie RNA dominowatby w komdrkach oséb chorych, to zréznicowany efekt
wywierany przez sekwencje otaczajgcg powtérzenia mogtby wyjasnia¢ dlaczego w
chorobach wywotywanych mutacjami w réznych genach istniejg réznice progowe;
patogenicznej liczby powtdrzen.

ROLA ZABURZEN CIAGOW POWTORZEN W GENACH | TRANSKRYPTACH

Normalne warianty trzech gendéw zwigzanych z TREDs: SCA7, SCAZ i FMRIT,
zawierajg specyficzne zaburzenia w ciggach powtérzen, ktore nie wystepujg lub
rzadko wystepuja w zmutowanych allelach. PrzeprowadziliSmy analize regionow

FMR1
[ ] o
[ ) e
SCA1
(11}
000
SCA2 ® AhG
CAG
® CAU
CAA

powtdrzen w genach SCA7i SCAZ2w populacji polskiej i okreslilismy uktady zaburzen
w obrebie ciggodw powtorzen w tych genach. Na tej podstawie zaproponowalismy
mechanizm ekspansji sekwencji powtarzajgcej sie i zwigzek obecnosci rdéznych
wariantow polimorficznych gendéw w réznych populacjach z czestoscig wystepowania
w nich odpowiednich chorob. Obecnos¢ zaburzen sekwencji powtarzajgcej sie



wydaje sie byC strategia obronng komorki przed ekspansjg powtérzen mogaca
nastgpi¢ w procesie replikacji DNA.

Poznalismy tez role strukturalng roéznych typow zaburzeh ciggéow powtdrzen w
transkryptach stosujac chemiczne i biochemiczne sondowanie ich struktur. Nasze
analizy wykazaty, ze rola tych zaburzen polega na ostabianiu lub skracaniu struktur
spinki tworzonych przez czyste powtdrzenia, co prawdopodobnie zmniejsza ich
zdolnos$¢ do wigzania biatek oddziatujgcych z regularnymi dwuniciowymi strukturami
tworzonymi przez powtorzenia CAG i CGG. Zaburzenia, zaleznie od ich liczby i
lokalizacji w obrebie powtdrzen, mogg w roézny sposob destabilizowac strukture
tworzong przez sekwencje powtorzong. Substytucja pojedynczego nukleotydu moze
powodowa¢ powiekszenie petli terminalnej, powstawanie petli wewnetrznych lub
wymusza tworzenie sie dwoch mniejszych struktur spinkowych. Struktury RNA
zaburzonych regiondéw powtérzen CAG wystepujgce u niektorych chorych na SCA2
lepiej wyjasniajg ich fenotyp kliniczny niz dtugosci ich ciggdw poliglutaminowych.
Rowniez struktury RNA zaburzonych ciggow powtorzen CGG u nosicieli zaburzonych
alleli premutacyjnych FMR17 wydajg sie dobrze korelowac z fenotypem podobnie jak
struktury zaburzonych ciggow CAG u chorych na SCA1.

PODEJSCIA DO TERAPII TREDs Z WYKORZYSTANIEM INTERFERENCJI RNA

Wiekszos¢ choréb wywotywanych ekspansjg trojnukleotydowych powtérzen jest
warunkowana w sposob autosomalny dominujay czyli wywotuje je mutacja w jednym
z dwoéch wariantow genu. Produkt zmutowanego genu, transkrypt lub biatko, albo
obydwa sg toksyczne dla komorki. Zatem usuniecie zmutowanego transkryptu lub
biatka powinno przeciwdziata¢ chorobie. Terapia TREDs jest duzym wyzwaniem ze
wzgledu na miejsce gdzie rozwijajg sie gtdowne objawy choroby czyli centralny uktad
nerwowy oraz konieczno$¢ allelo-specyficznej eliminacji produktéw zmutowanych
gendw.

siRNA

Celem allelo-specyficznego wyciszenia ekspresji genu moze by¢ albo sam region
powtdrzen, ktory rézni sie dtugoscig i strukturg RNA miedzy normalnym a
zmutowanym wariantem mRNA, albo jak sie wydaje bardziej odpowiednie do
zastosowania RNAIi miejsca wystepowania polimorfizmu pojedynczych nukleotydéw
SNP. Znajdowanie skutecznych allelo-specyficznych reagentow RNAi (np. siRNA)
jest trudniejsze niz znajdowanie siRNA dla typowych zastosowan RNAi. Podejscie
takie wydaje sie jednak mozliwe i jest obecnie sprawdzane w naszym laboratorium.

W wyborze reagentow do RNAI positkujemy sie informacjami o biogenezie mikroRNA
z ich naturalnych komorkowych prekursorow. W ostatnich latach okazato sie ze



ponad 1% ludzkich gendéw koduje grupe mikroRNA, ktoére odgrywajg wazng role w
regulacji ekspresji znacznej czesci genow. Pierwotne transkrypty genow mikroRNA
czyli pri-mikroRNA podlegajg przeksztatceniu w jadrze komérkowym do pre-
mikroRNA o dtugosci okoto 60nt tworzacych nieregularne struktury typu spinki. Sg
one nastepnie transportowane do cytoplazmy, gdzie ulegajg dalszej obrébce przez
rybonukleaze Dicer tworzgc dojrzate mikroRNA.

Kierujac sie mechanizmem obrébki prekursoréw mikroRNA i podobienstwem miedzy
szlakami biogenezy mikroRNA i RNAi, mozna planowac¢ aktywne dupleksy siRNA.
Ustalono, ze projektowanie siRNA tak aby przypominaty dwuniciowe produkty
posrednie w biogenezie mikroRNA, pozwala uzyskaC wysoce efektywne reagenty.
Nasz wkfad w planowanie efektywnych siRNA polegat na wskazaniu mozliwosci
zwiekszenia skutecznosci tego procesu. Wykorzystujgc metody biochemiczne
okreslilismy struktury 10 ludzkich prekursoréw mikroRNA i 8 sposrod tych struktur
roznito sie od struktur przewidywanych komputerowo. Nasze wyniki pokazaty, ze
przewidywanie funkcjonalnych mikroRNA na podstawie przewidywanych struktur
prekursorow moze dawacC niejednoznaczne, a niekiedy nawet btedne rezultaty.
Skutecznos¢ tego procesu mozna zwiekszyC, biorgc pod uwage eksperymentalnie
okreslone struktury prekursorbw mikroRNA. Obecnie badamy kolejne etapy
biogenezy mikroRNA i poszukujemy zaleznosci miedzy transkryptami zawierajgcymi
trojnukleotydowe powtorzenia i komponentami szlakow mikroRNA i RNA..
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