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INTRODUCTION




Rich Jorgensen a kolegové vlozili gen
produkujici

pigment do petunii (pouzili silny
promotor)

Misto silné pigmentace se objevily rostliny

variegované a dokonce bilé

Jorgensen pojmenoval tento fenomén
"cosuppression”

Napoli et al., Plant Cell, 1990
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Ruzné typy a projevy kratkych
RNA v bunce

Cytoplazmatické siRNA: dsRNA predstavujici napr. intermediatni
stavy replikace viru

miRNA: negativni regulace specifickych mRNA (genu)

siRNA mediated supression of transcription - potlaceni transkripce
prostrednictvim siRNA




Jaky je rozdil mezi miRNA a
siRNA?

Funkce obou je regulace exprese
siRNA je puvodem dsRNA

siRNA souvisi s cizorodou RNA (obvykle virovou) a je
100% komplementarni

miRNA je puvodné ssRNA, ktera formuje vlasenkové
dsRNA struktury

miRNA reguluje post-transkripcni genovou expresi




RNA interference (RNA1)

 post-transkripCni utiSovani genu (gene silencing)
* dsRNA je rozStipana na 21-23 nt segmenty
(“small interfering RNAs”, ,,microRNAs)
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microRNA (miRNA)

* Regulace genové exprese
* Mechanizmus podobny jako u siRNA

* Obecné zabranuje vazbé k ribozomtum
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RNA interference

* Na zakladé homologie siRNA nebo miRNA k
mRNA zpusobi RISC komplex degradaci




RNA 1interference

* sSiIRNAs nebo miRNA je inkorporovana do
,, RNA-1nduced silencing complex* (RISC)

RNAI Silencing
Complex

siIRNA
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Denli and Hannon, Trends in Biochemical Sciences, 2003




Pouziti RNA interference

e Studium funkce geni

— Knock-out nebo knock-
down genu

* Terapeuticka suprese




Mechanizmus SIRNA RNAIi

DVA kroky:

Iniciacni krok

— Generovani siRNA molekul

Efektorovy krok
— Degradace cilové RNA




Iniciacni krok
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Efektorovy krok
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RISC

o2 RNA binding
proteins

e RNA/DNA
Helicase

e RNA-
Dependent RNA
Polymerase
(RdRP)




b Absrrant AMA, de nove sllencing

sSiIRNA

Baulcombe D, Nature, 2004
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MIRNA and RNAI

He anHannon, Nature Reviews Genetics, 2004




miRNA
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Common in plants

mRNA degradation

RNAI

Common in animals Common in yeast and plants, and possibly animals.

Translational regulation Transcriptional regulation

Active chromatin
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l Histone methylation
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Silent chromatin




Jak vytvorit siRNA pro ucely
genetického inzenyrstvi

* Chemicka syntéza

* Vektor exprimujici sSIRNA

— Virove a plazmidové vektory




Tvorba siRNA

* Pocatecni uzivané dlouhé dsRNA vedly k
nespecifickym interakcim (velké zmény v expresi
proteinu = apopto6za)

* Pozdéji zjiSténo, Zze RNAI je zprostredkovana 21 a
22 bp dlouhymi RNA molekulami




Exprese siRNA

* Pro prechodnou expresi: do bunky musi byt
dopravena duplexova RNA

* Pro stabilni expresi: do bunky dopraven
vektor zodpovédny za vznik vlasenkové
(hairpin) RNA

* Vektorem muze byt plasmid, retrovirus,
adenovirus




Chemicka syntéza siRNA

e Sekvence

— 50-100 bp od start kodonu smérem do genu
(downstream)

— Kolem 21 nucleotidu: AA(N,o)TT

e GC content: 30-70%




Vectors expressing sSiRNAS
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RNA- directed DNA methylation
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Matzke and Birchler, Nature Reviews Genetics, 2005




RNA interference-mediated heterochromatin assembly

Greval and Rice, Current Opinion in Cell Biology, 2004




Silencing of unpaired DNA during meiosis
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Matzke and Birchler, Nature Reviews Genetics, 2005




RNA jako molekularni prepinac

Small modulatory RNA — smRNA
(Kuwabara et al., Cell, 2004)

Puvodné objeveny u mysi:

Vyskytuji se u vSech obratlovcu
Interaguji s regula¢nimi proteiny
Preméni transkripcni represor v aktivator




Rozdily mezi rostlinnymi a zivociSnymi miRNA

Nachazi se:

Shluky miRNA:

Mechanismus
pusobeni:

Misto vazby
na mMRNA:

Vazebna mista:

Rostliny Zivoéichové
intergenové oblasti  intergenové oblasti, introny
vzaché bézné
MmRNA-stépeni represe translace
otevreny cCteci ramec 3'-konec

jedno nékolik




Historie

Britten a Davidson navrhli, Zze RNA muze slouzit

19697  jako regulator genové exprese

1972~ Dvouretézcové RNA izolovany z lidskych bunék

1990~ Kosuprese u rostlin

19937 Prvni microRNA (lin-4) izolovana u had’atka

1995— Sense i antisense RNA Kkonstrukty inhibuji expresi
u had’atka




Historie

19981 dsRNA efekt u had’atka
| Objev RNAI in
1999 kratkych vitro
RNA rostlin
2000 | Purifikace RISC komplexu
2001 Identifikace Dicer
RNAI pouzito proti HIV

33334 miRNA funguji jako onkogeny

Dnes  Plosny ,screening® odhaluje, Ze aZ
polovina gent je regulovana miRNA




