Biologicka dloha RNA

mRNA — kopiruje genetickou informaci z molekuly DNA,

IIII

proteinu

tRNA - preklada kod sekvence bazi do sekvence aminokyselin.
cca 80 nukleotidi, koncova sekvence —CCA,
na ni se vaze prislusna AK

rRNA — podili se (s proteiny) na struktufe ribozomu.
Prokaryota: 5S, 16S, 23S
Eukaryota: 58S, 5.8S, 18S, 28S

ribozym — (Ribonucleic acid enzyme), RNA s katalytickou funkci
23S-rRNA ve velke podjednotce ribozomu katalyzujici syntézu
peptidove vazby (peptidyl transferaza)
RNazaP — stépi RNA
RNA-+protein, in vitro - katalyticka aktivita RNA slozky
—— predstava RNA svéta v jistém stadiu evoluce, kdy byly molekuly
RNA hlavnimi biologickymi katalyzatory



Epigeneticka informace

Mitoticky 1 meioticky dédéné zmény genove exprese,
které nesouvisi se zmeénou primarni struktury DNA

Epigenetickou kontrolu zprostfedkovavaji
* modifikace makromolekul; DNA a histonu:
METYLACE DNA
MODIFIKACE (metylace, acetylace, fosforylace,
ubiquitinace) histonovych proteinu
* mal¢ a nekodujici molekuly RNA
e architektura chromatinu
Regulace aktivity a expresi genll béhem vyvoje a diferenciance,
reakce na zménéné podminky

Spojka mezi genotypem a fenotypem



Genetické a epigenetické zmény vedouci ke zméneé fenotypu

Genetic Trait Aquisition

Epigenetic Trait Aquisition
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Progenies with new phenotype increase;
no changes to the poplulation’s gene pool
{Le. no changes to genamic DNA).

Wong KSK and Houry WA,
Cell Research, 2006



Metylace DNA

Modifikace cytosinu v poloze 5, nejCastéjSi modifikace
DNA u eukaryot

Postreplikativni modifikace
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(B. Vyskot, Epigenetika, 2010)
cytozin S-metylcytozin ’ "

SAM — S-adenosyl-methionin; v transmetylacni reakci se konvertuje
na S-adenosyl-homocystein



Metylace DNA

Distribuce metylace v genomech:

Metylace C v symetrickych sekvencich — kliCové pro
dedicnost metylacniho obrazu
- CpG (dublety)
- CpNpG (triplety; rostliny)
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Metylace C v asymetrickych sekvencich
(rostliny, velice omezené u zivocichu)



Metylace DNA

Distribuce metylace v genomech:

Metylace C v symetrickych sekvencich
- CpG (dublety)
- CpNpG (triplety; rostliny)
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Metylace C v asymetrickych sekvencich
(rostliny, velice omezené u zivocichu)



UMLCENI GENU

TRANSKRIPCNI

- Inaktivni promotor

(zadny transkript
nebo pouze male
mnoZzstvi)

- metylace DNA v
oblasti promotoru

POSTTRANSKRIPCNI

- normalni transkripCni
aktivita promotoru

- nestabilni transkript

- metylace DNA v
transkribovane oblasti
(hlavné na 3 ’konci genu)



Zivolisné DNA metyltransferazy

Udrzovaci (maintenance):

msesssmsEzsumEEEn metylace hemimetylovanych

vlaken po replikaci DNA;
cytosiny v symetrickych

motivech (spravny embryonalni
vyvoj], imprinting, inaktivace chr. X)

Dnmt1

DNA Maintenance
methylation

nemetylovanych usekii;

\de novo: metylace dosud

(Bird A, Science, 1999) musi existovat podnét (tfeba
Dnmt2 - u savctl, rostlin; pritomnost regula¢nich molekul
Drosophila — slaba non-CG metylace RINA-dokazano pouze v rostlinach;
v Casnych fazich vyvoje; interakce DNA-DNA v repeticich;

S. poml?e — m}ltace, 1.(0(111] € nefunkc¢ni neobvyklé struktury DNA)
protein, ale je exprimovan : v ,
schopny de novo 1 udrzovaci metylace



Rostlinné DNA metyltransfterazy

MET1 (Methyltransferase 1) - udrzovaci metylace cytosinu v
dubletech CG; homolog Dnmt1
CMT3 (Chromomethylase 3) - metylace cytosinu v tripletech CNG;
unikatni pro rostliny
DRM2 (Domains Rearranged Methyltransferase 2) - de novo
metylace cytosinu ve vSech sekvencnich motivech, musi existovat
permanentni stimul — RNA?;
homolog Dnmt3 - jinak fazen¢ podjednotky — pfi¢ina odliSné substratove
specificity?
DRM3 - VL IX, X, I-V
Dnmt3 — 1 - VI, IX, X

(DDM1 (Decrease in DNA methylation) — koduje protein, ktery je
soucasti komlexu remodelujiciho chromatin,
role v udrzovani CG metylace)



FUNKCNI KOOPERACE MEZI
METYLTRANSFERAZAMI:

MET]1 je schopna (v kooperaci s DRM?2),
de novo metylace CG motivu

Dnmtl je takeé schopna de novo metylace CG,
tuto schopnost posiluje pre-existujici
metylace v daném lokusu



Biologicka role CpG a non-CpG metylace u rostlin

CG: zajiStuje stabilni epigeneticky obraz
(A.thaliana mutanty deficientni v udrzovani metylace CG — aktivace

alternativnich epigenetickych mechanismu — non-CG metylace,
H3K9Me?2, architektura jadra) (Mathieu O. et al, Cell 2007)

Nefunk¢éni MET1 — porusi se cely epigeneticky
obraz, fenotypicke defekty — pretrvavaji 1 po
obnoveni funkce enzymu.

rostlina
divokého typu

met1 mutant




Biologicka role CpG a non-CpG metylace u rostlin

CG: zajiStuje stabilni epigeneticky obraz
(A.thaliana mutanty deficientni v udrZzovani metylace CG — aktivace
alternativnich epigenetickych mechanismii — non-CG metylace,

H3K9Me2, architektura jadra) (Mathieu O. et al, Cell 2007)

Nefunk¢éni MET1 — porusi se cely epigeneticky
obraz, fenotypicke defekty — pretrvavaji1 po
obnoveni funkce enzymu.

Nefunk¢ni CMT3 nebo DRM?2 — bez fenotypu
Nefunk¢éni CMT3 a DRM2 - fenotypové zmény

po obnoveni funkci enzymu se metylacni 1
fenotypovy obraz vraci k normalu




Inhibitory metyltransferaz — epigeneticka terapie
Nadory - specifické zmény v metylaCnim obrazu (pokles metylace v
sekvencich pericentromerickych satelitii, hypermetylace promotort
tumor supresorovych gentl) — vyvoj novych diagnostickych

a terapeutickych nastrojt.

S-aza-cytidine, 5-aza-deoxycytidine
inkorporace do DNA, irreverzibilni e
vazba na DNA metyltrasferazu — inaktivace

,,Malé“ molekuly inhibujici DNA metyltransferazy: procain (lokalni
anestetikum), procainamide — derivaty kyseliny 4-aminobenzoove,
neinkorporuji se do DNA, vazi se na CG bohat¢ oblasti, pravdépodobné
narusuji interakce mezi metyltransferazou a cilovou sekvenci

(X jejich pusobeni je komplexni, pfimy vliv na DNA metyltrasferazy
nebyl jednoznacné prokazan).




DEMETYLACE

1. PASIVNI — ne-funkce udrZovacich metyltransferaz

2. AKTIVNI (v rostlinach)
DEMETER (DME)
REPRESOR OF SILENCING (ROS)
(DNA glykosylazova domena — odstrani 5-mC, lyaza otevie vlakno,
polymerazova a ligazova aktivita doplni mezeru)

DME — vyvoj rostliny; kontroluje parentalni imprinting
genll v endospermu — hypometylace promotort maternalnich
alel genli mea (regulator vyvoje endospermu) a fwa
(transkrip¢ni faktor, podili se na kontrole doby kveteni).

ROS — uvolnuje TGS transgenu s hypermetylovanymi
promotory



METODY STUDIA METYLACE DNA

VVVVV

CG: Hpall ™CCGG

Cfol G™CGC |
Smal CCMCGGG s
Tail AMCGT . *":

CNG: Mspl mCCGG

CHH: Sau96l GG(A/T)»CmC
(zalezi na tom, co v sekvenci nasleduje)

hypomethylated |

(Fojtova et al, Pharmacol. Res., 2006)



Metody studia metylace DNA

2. Modifikace DNA bisulfitem
cytosiny kovertovany na uracily, ™C
nereaguji.

Modifikovand DNA je namnoZena
pomoci PCR, uracily se paruji

s adeninem jako thyminy. Primery musi
amplifikovat modifikovany 1
nemodifikovany templat;

amplifikuje se kazdé vlakno zvlast —
nejsou komplementarni.

PCR produkt se klonuje a sekvenuje —
cytosiny jsou pouze tam, kde byly
ptvodné ™C.

Vyhoda analyzy:
informace o lokalizaci
metylovanych cytosini v celé
sekvenci, ne pouze v konkrétnim
restrikénim misté
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METODY STUDIA METYLACE DNA

% of cytosines methylated

P35S region

P35S

s
| |77]  CG CNG CNN

nptll region (§°end)
TSS (position 5§70)

5'nptil

HelLo1

Helol . o
(Fojtova et al, Nucleic Acids Res., 2006)



METODY STUDIA METYLACE DNA

3. Imunoprecipitace pomoci protilatek proti ™C nebo
afinitni purifikace pomoci ™C vazebného proteinu
Techniky umoznujici metylacni analyzu celého genomu,
metylovana frakce je vizualizovana hybridizaci na microarrays.

Vysledky analyzy genomu Arabidopsis:

* cca 20% cytosint v genomu je metylovanych

* nejvice ™C je v transpozonech a dalSich repeticich

e neymeéné metylované jsou promotory endogennich gent

e as1 1/3 gentl obsahuje ,,body methylation* (CG mista na 3 konci
kodujici oblasti)



RNA INTERFERENCE - SHRNUTI

Dlouha dvouvldknova RNA (dsRNA; >200 nt) muze umlcet
expresi cilovych genu v ruznych organismech (Caenorhabditis
elegans, Drosophila, rostliny). Dlouh¢ dsRNA vstupuji do
metabolické drahy nazyvane RNA interference (RNAI).
Dvouvlaknova RNA je v reakci katalyzované enzymem Dicer (z
rodiny RNaz III) rozStépena na useky dlouhé 20-25 nukleotidu,
tzv. malé interferujici RNA (siRNA). siRNAs jsou zaclenény do
komplexu obsahujici enzymy s ribonukledzovou aktivitou
zvancho , RNA-induced silencing complexes® (RISC).
Dvouvlaknové siRNA jsou rozvolnény, ¢imz dochazi k aktivaci
komplexu. siRNA navadéji RISC k molekulam RNA s
komplementarni sekvenci a dochazi ke stépeni téchto molekul, a
to blizko stfedu useku, ktery je navazan k vlaknu siRNA.



Zacalo to Cervem........,
ale na pocatku byly kytky

Guo, Kemphues, 1995
Fire, Mello, 1998 >  RNAI

Jorgensen et al., 1990
Que, Jorgensen, 1998 > PTGS

Vlastnosti procesu RNA interference:

* vlastni interferujici molekulou je dsRNA (ne antisenseRNA)
* efekt je vysoce specificky
* velice potentni (nekolik molekul dsRNA v bunce staci pro vyvolani
efektivni odpovedi)
* mobilni (je mozno indukovat interferenci v bunkach a tkanich vzdalenych od
mista injektaze)



FAREN Tw EFDY-HO LM ESCORER

Slechténi petunii —
zintenzivnéni barvy kvétii.

A lighter shade of failura? Attempts to
deepen the purple hue of petunias by
genetic modification produced
unexpected results Rathar than
heightening pigmentation. an inserted
gene switched colouwr production off,
creating variegated blooms Cinsset).

Logicky pristup — vice kopii
prislusného genu — vyssi exprese

PFTGS is now thought to be an
ancient self-defence mechanism evalved to
combat infection by viruses and trans posons

SEE R PSR e BN, BELROSWA S - 7 e DN ] e

ALE
KOSUPRESE

-pritomnost transgenu
vede k omezeni exprese Zihané rostliny az zastaveni

homolognich syntézy barviva
(trans)genu



Zacalo to Cervem........,
ale na pocatku byly kytky

Guo, Kemphues, 1995
Fire, Mello, 1998 >  RNAI

Jorgensen et al., 1990
Que, Jorgensen, 1998 > PTGS

Vlastnosti procesu RNA interference:

* vlastni interferujici molekulou je dsRNA (ne antisenseRNA)
* efekt je vysoce specificky
* velice potentni (nékolik molekul dsRNA v bunce staci pro vyvolani
efektivni odpovéedi)
* mobilni (je mozno indukovat interferenci v bunkach a tkanich vzdalenych od
mista injektaze)



INJEKTAZE C. ELEGANS

1.
+ asRNA . zablokovani
exprese
XX . analogie s pokusy
+ sense RNA - zablokovani na petuniich
CXprese 4 * saturace transla¢nich
faktoria ®
2.

+ mix sense a antisense RNA  nékolikanasobné vysSi
umlcovaci efekt

» zakladem interference je dSRNA
» existence amplifikacniho kroku




Figure 1. Effects of mex-3 RNA interference on levels of the endogenous mRNA. Nomarski DIC
micrographs show in situ hybridization of 4-cell stage embryos. (A) Negative control showing
lack of staining in the absence of the hybridization probe. (B) Embryo from uninjected parent
showing normal pattern of endogenous mex-3 RNA (purple staining). (C) Embryo from parent

injected with purified mex-3 antisense RNA. These embryos (and the parent animals) retain mex-
3 mRNA, although levels may be somewhat less than wild type. (D) Late 4-cell stage embryo

from a parent injected with dsRNA corresponding to mex-3 ; no mex-3 RNA is detected.
Each embryo 1s approximately 50 um in length.
(For details see: Fire et al. '98 "Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA
in Caenorhabditis elegans " Nature 391: 806-11)



TN

Figure 2. SOAKING WORMS WORKS ALMOST AS EFFECTIVELY AS INJECTING.
These images demonstrate the results of mex-3 in situ hybridization following an RNAi
soaking protocol (for original methods, see Tabara et al. '98 Science 282: 430-31). The left
panels show the wildtype pattern of endogenous mex-3 mRNA in untreated adults and
embryos. The right panels show loss of mex-3 staining following soaking of L4
hermaphrodites overnight in mex-3 dsRNA. Endogenous mex-3 RNA is greatly reduced,
although still faintly detectable; this experiment resulted in approximately 90% dead embryos.
Although not as effective as directly injecting dsSRNA, this approach is VASTLY EASIER and
may be good enough for analysis of most maternally acting genes.



Zacalo to Cervem........,
ale na pocatku byly kytky

Guo, Kemphues, 1995
Fire, Mello, 1998 >  RNAI

Jorgensen et al., 1990
Que, Jorgensen, 1998 > PTGS

Vlastnosti procesu RNA interference:

* vlastni interferujici molekulou je dsRNA (ne antisenseRNA)
* efekt je vysoce specificky
* velice potentni (nékolik molekul dsRNA v bunce staci pro vyvolani
efektivni odpovéedi)
* mobilni (je mozno indukovat interferenci v bunkach a tkanich vzdalenych od
mista injektaze)




Molekularni zaklad

RNA1

http://www.ambion.com/techlib/
append/RNA1 mechanism.html
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VZNIK dsRNA:

- pokud je transgen usporadan jako invertovana
repetice — transkripce pres stred IR

> <

LB nptll

P35

nptll _p3sg L‘B

e

3 'chs " I_g'chs

- aberantni molekuly mRNA - piedéasné
terminované, nespravné procesované -

substrat pro RARP (RNA-dependent-RNA-polymerase)
> katalyzuje syntézu dSRNA

(nebyla identifikovana u Drosophila a obratlovcu)




Molekularni zaklad
RNAI1

P 2 dsRNA
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DICER

* vlastni iniciator umlceni, poprve identifikovan v Drosophila

* RNase III-like enzym (N-konec:helikazova doména,
C-konec:RNaselll doména a dsSRNA vazebny motiv)

siRNA (21 - 25 nt)

* Stépeni molekul dsRNA
* evolucné konzervativni (houby, ZivoCichové, rostliny)

» ATP - dependentni nukleaza, funguje procesivng,
ATP vyuziva k translokaci podél substratu

» C. elegans s mutaci v genu kodujicim DICER — fenotypové defekty,
diukaz zapojeni RNA1 do regulace vyvojovych procestli

Zivocichové, C. elegans, S. pombe — jeden DICER protein
Drosophila — dva DICER
Rostliny — ¢tyfi!, mutace maji dramaticky vliv na vyvoj rostliny



Molekularni zaklad
RNAI1

P 2 dsRNA

Dicer

//—j_.—:,_;\ ’;.r__,./ff-:inun

RISC protein
components

.ﬁ_.""""""-'-':_]__f —~ [';-"é"-._.*--*'} RISC
o |EI L

o,

siIRMA unwinding

™) (=) :&“‘L_’ ated

Assaciation with
target mREMA

) F ",

-
— Target mRMNA
" " cleavage

e S 2Nz e Target rmRMA
e AMtizenze



RISC

* RNA-induced silencing complex, efektorovy komplex,
destrukce cilové mRNA

 soucasti procesu je odvinuti vliaken dsRNA
aktivovany RISC

* jednovlaknové siRNA - na zakladé komplementarity
bazi navadi komplex k cilovému mistu

* helikaza, nukleazy s endo- a exo- aktivitou,
protein recA (homology searching activity)

ARGONAUTE - proteinova rodina, interakce s Dicer,
soucast komplexu RICS.



Proteiny rodiny ARGONAUT (Ago)

Bazické proteiny (schopnost vazby na RNA)
PAZ doména — protein-proteinové interakce
asi prispiva i k vazbé siRNA
PIWI doména — vazba siRNA v RISC, RNaseH doména
(Stépeni mRNA)

U¢astni se produkce siRNA, jejich ,,nasmérovani“do prislusného
efektorového komplexu i vlastni degradace mRNA, u rostlin
procesu RDDM.

Multigenové rodiny (Arabidopsis — 10 ¢lenu, Drosophila — 4,
C. elegans — 3, Cclovék — 7, mys - 8).



Molekularni zaklad
RNAI1
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Dicer
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e

RDDM
(RNA-directed DNA
methylation);

v rostlinach

v rostlinach infikovanych

rekombinantnimi viroidy

nesoucimi min. 300 nt

homologii s kodujici sekvenci
— metylace a PTGS

pokud je homologie
s promotorem — TGS
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Vznik dsRNA

transkripce pres IR (RNA pol II
nebo RNA pol IV)

vznik ze sSRNA (RdRP-RDR?2)

dsRNA je procesovana DICER,

vznikajici molekuly tidi metylaci

DNA v komplementarnich

sekvencich

(MET1 CG de novo

DRM2 non-CG de novo

DRDI chromatin remodelujici
protein)

RNA nezavisly proces uchovani
metyla¢niho obrazu (kromé CNN)



KO-EXISTENCE RNAIi a metylace

Rostliny, obratlovci, Neurospora - metylovana DNA a RNA1

Drosophila, S. pombe — RNA1 a Dnmt2 (1 kdyz jen v Drosophila
je funkc¢ni)

C. elegans — RNA1, ale nema gen pro DNA metyltransferazu

S. cerevisiae — nema metylaci ani RNA1



Homology-dependent gene silencing -TERMINOLOGIE

PTGS - v rostlinach, uml¢eni indukované transgenem nebo virovou infekci.
Transkripce genu neni ovlivnéna, nestabilni mRNA.

TGS - blok na Grovni transkripce, spojeni s modifikaci chromatinu a metylaci
DNA

Transgene-induced silencing - v dusledku pfitomnosti transgenu, zavislost na
poctu kopii transgenu. Na trovni PTGS nebo TGS.

Virus-induced silencing - idukovane¢ pfitomnosti virove genomové RNA,
nezbytna je replika¢ni kompetence viru.

Cossupression - umlceni endogenniho genu v dusledku pfitomnosti transgenu.

RNAI - PTGS indukované ptimo dsRNA. Mechanisticky ptfibuzné (totoZzne?)
s PTGS u rostlin.

Quelling - PTGS v disledku pfitomnosti transgenu u Neurospora crassa.



SYSTEMOVE UMLCENI

r~ 7

- umlceni se prenasi z podnoze na roub pokud
existuje sekvencni homologie mezi uml¢enou a umlcovanou
genovou oblasti (tj. podnoz i roub obsahuji
homologni transgeny) - signal je sekvencné specificky

roub s aktivnim

transgenem Xoni ¥ i 7 i
8 - -umliceni se prenese i kdyz jsou

(napr. jednokopiova
inzerce)

podnoZ nesouci
umlceny transgen
(nap¥. usporadany
jako obracena repetice)

transgenni roub a podnoz oddéleny
az 30 cm dlouhym stonkem

z wild-type rostliny

- signal je mobilni



Dvé tridy kratkych interferujicich RNA
(v Arabidopsis)

21 - 22 nt: sekvencné specificka degradace mRNA

24 - 26 nt: systémove umlceni
metylace homologni DNA



16-18

r2

i

21

16-18

microRNA

endogenni malé molekuly RNA, kodovany
lokusy ODLISNYMI od téch, jeZ reguluji.

21 nt, vazba na parcidlné komplementdrni
mista na 3" netranslatovaném konci
cilové mRNA - represe translace.

Vznik z vldsenkového prekursoru (70 bp),
prepisovdn z intergenovych oblasti.

Zivo&ichové - jeden prekursor spole&ny pro
nekolik miRNA.

Rostliny - kazdd miRNA ma svij prekursor,
maturované miRNA jsou metylované (HEN1).



micro RNA

ROSTLINY
- degradace mRNA (AGOI)

- vysoka komplementarita s
cilovou sekvenci

-2/3 reguluji expresi
transkripcnich faktort

ZIVOCICHOVE

- represe translace cilove sekvence
spojena s jeji destabilizaci

- limitovana komplementarita
s cilovou sekvenci

-Sirokospektry ucéinek (vyvoj)



truncated RNA (tncRNA)

20 —21 nt Nevznikaji z vlasenkového prekursoru
Exprese nékterych je zavisla na fazi vyvoje organismu
Nejsou evolucné konzervativni

Funkce neni znama — jsou odvozeny z nekodujicich sekvencli,
pravdépodobné budou zacileny na modifikace chromatinu
v regulacnich oblastech



SNORNA (small nucleolar)

fidi Stépeni pre-rRNA na 18S, 5.8S5 a 18S rRNA
a jejich modifikace

SNRNA (small nuclear)

AKTIVNI souéast spliceosomu



Chromatinové stavy

Heterochromatin - vysoce spiralizovany (kompaktni) chromatin;
transkripéné neaktivni geny, repetitivni sekvence,
transpozony; oblast centromer, pericentromer a telomer
Konstitutivni a fakultativni heterochromatin

Euchromatin - rozvolnéné
usporadani, obsahuje
TranSkribUJiCi Se geny DNA Nucleosome
Y

Heterochromatin

b 5 Coactivator complexes
Histone methylation Loss of H1
Histone deacetylation Histone modifications
Corspr ssssssss p|9)|'.85 #.g. acetylation, phosphorylation, methylation

Euchromatin

¥ Histone modifications



Modifikace histoni

Melylace — napr. lysin v poloze 9 na histonu H3 (H3K9)

Distribuce euchromatinovych a heterochromatinovych znacek v Arabidopsis thaliana
a mySi (podle (Fransz et al., 2006))

A. thaliana mys
) Stupe - -
Modifika A euchromati | hererochromat | euchromati | heterochromat
lyzin ce n in n in
"l' mono - + + -
H 3 K 9 H3K9 di - + + -
histon H3 devaty lyzin od MN-konce i1 = 2 2 ==
mono - + + -
H4K20 di + - + -
tri + - _ +
Sm-C - + - +




Modifikace histoni

Melylace — napr. lysin v poloze 9 na histonu H3 (H3K9)

Lokus-specifické modifikace u kvasinek a Clovéka (podle (Hon et al., 2009))

) Lokalizace Efekt Lokalizace
Modifikace
H3K4me3 promotory aktivace euchromatin
H3K36me3 transkribovand aktivace euchromatin
oblast

Jde o druhové- a dokonce lokus-specificke,
dynamické modifikace

v



Modifikace histoni

Acelylace - pridavek acetylové skupiny, ktera kompenzuje kladny
naboj lysinovych zbytkl — oslabeni interakci mezi DNA a histony

!

Acetylovany chromatin — euchromatin
Deacetylovany chromatin — heterochromatin

Enzymy: histon acetyltransferazy
histondeacetylazy



Dédic¢nost histonovych modifikaci

PP
e
@

Semi-conservative

DNA methylation-mediated
histone modification

A4

?

Old H3/H4 new H3/H4 Covalent

dimer dimer

modification

*
" S ' = O
Modification  Histone w <
binding modifying Old histone New histone  Covalent  Methylated  Methyl-CpG Histone
; i tetramer tetramer  modification DNA binding modifying
protein activity —" activity
(Martin and Zhang, 2007)

semikonzervativni model

.piggy back" model



Vztah mezi metylaci DNA a modifikacemi histonu

1. Typicky heterochromatinova modifikace H3K9me3 rekrutuje
dalsi enzymové aktivity (histodeacetylazu, HP1, DNA metyltransferazy

——— tvorba kompaktniho usporadani a fixace heterochromatinového
stavu

2.V Arabidopsis thaliana byly vyrazeny geny pro histometyltransferazy
(SUVH4, SUVH5, SUVHO) aktivace transpozonu
spojena s jejich hypometylaci

3. Proteiny obsahujici Jumonji doménu jsou schopny odstranovat
metylové skupiny z histonu. V Arabidopsis byl identifikovan protein
IBM1 s Jumoniji doménou, ktery reguluje (snizuje) hladinu
metylace CNG v transkribovanych oblastech

4. ,piggy — back” model



SIRNA A HETROCHROMATIN

Heterochromatin obsahuje repetitivni sekvence a
transpozony, transkripné¢ umlcena oblast.

(Trans)geny inzertované do heterochromatinovych oblasti —
umlceni (Drosophila — PEV).

RNAI1 — vyznamna role ve formovani a umlceni
heterochromatinu
X

,2umlCeny* heterochromatin neni transkribovan



Typické heterochromatinové oblasti

* Centromery — sekvence odpovédne za organizaci
kinetochoru, fidi pohyb chromozomu pii déleni
bunky.

= Pericentromery — spojuji sesterske¢ centromery,
odd¢€luji centromery od ramen chromozomu.

* Telomery — nukleoproteinove struktury na
koncich linearnich chromozomu (ochrana a
stabilizace konce chromozomu, feseni problému
replikacni nedostateCnosti).



RNAI a heterochromatin

Mutantni forma kvasinky Schizosaccharomyces pombe,
blokovana RNAi (mutace v genech Dicer, Rdp1, ago)
— neschopnost tvorby heterochromatinovych struktur
v centromerach
(Volpe et al., 2002, Science)

Analogicka mutantni forma v Tetrahymena thermophila

|

molekuly siRNA jsou nezbytné pro procesy rearangementu
DNA v priitbéhu konjugace jader
(Mochizuki et al., 2002, Cell)



RNAI a heterochromatin - rostliny

"= 90 —95% endogennich siRNA odpovida
transpozonum a vysoce metylovanym _
repetitivnim sekvencim (transkripce PRES
centrum obracene repetice,v dusledku inzerce
repetice do transpozonu,..).

" FWA (koduje protein kontrolujici kveteni),
exprimovan v endospermu, ve vegetativnich
tkanich umlCen (TGS - metylace promotoru).
Inzerce transgenu FWA: umlCen ve ,,wild
type®, exprimovan v mutantnich rostlinach
(dcl3, rdr2, ago4) — pozdné kvetouci fenotyp.



Telomerove transkripty

Telomery jsou typicky heterochromatin (epigenetické modifikace,
neobsahuji geny, telomere position effect (TPE))
— transkripéné neaktivni

V savcich bunkach — TERRA (TElomeric Repeat containing RNA)
100 bp — 9 kb

v jaderné¢ frakci

UUAGGG repetice (jenom slaby signal pro CCCUAA)
pocatek transkripce v subtelomerické oblasti

aspon Cast jich ziistava asociovana s telomerami

in vitro experimenty: TERRA ovliviiyji aktivitu telomerazy

(Azzalin et al. Science, 2007; Ng et al. NAR, 2009)



RNA polymerazy

RNA pol. I — syntéza pre-rRNA 458 (28S, 18S, 5.8S rRNA)

RNA pol. II — prekursory mRNA, ncRNA, miRNA

RNA pol. III - tRNA, 5S rRNA a ostatni kratké RNA v jadie a
cytoplasmé

RNA polymerazy v mitochondriich a chloroplastech

V rostlindch — RNA polymeraza IV
transkripce heterochromatinovych oblasti (intergenove
sekvence, repetice)
vznikaji kratké transkripty (s ,,cap®, bez polyA)
substraty pro RDRP

RNA polymeraza V
transkripty zapojené do procesu RDDM



Klinicke vyuziti RNAi

vysoky potencial a specifita
dostupnost siRNA z komercnich zdrojt

prechodny ucinek v sav€ich bunkach

problémy s transfekci (méni fyziologii bunék)
- savCi bunky neprijimaji efektivné exogenni RNA
- vliv siRNA neni trvaly (6-8 bunécnych déleni)



PHARMACEUTICALS

INFOCUS I

Drug giants turn their backs
on RNA interference

A once much-touted technique faces a difficult transition to the clinic.

BY HEIDI LEDFORD

ot long ago, a technique called RNA
Ninterference (RINAi) seemed to be on

the fast track to commercial success. Its
discovery in 1998 revealed a new way to halt the
production of specific proteins using specially
designed RNA molecules, and it quickly became
a favourite tool of basic research. In 2006,
the scientists who made the discovery were
awarded the Nobel prize for medicine, and the
New Jersey-based pharmaceutical giant Merck
paid more than US$1 billion to snatch up Sirna
Therapeutics in San Francisco, California — one
of the first biotechnology companies aiming to
harness RNAi to create new drugs.

Yet all that seemed like ancient history last
week when drugs and diagnostics corporation
Roche in Basel, Switzerland — a major investor
in RNAi-based drug research — announced it
was Killing its programme after spending three
years and more than $500 million on the tech-
nique. Although part ofalarger restructuring to

Nature, 2010

A SAMPLING OF RNAI THERAPIES IN CLINICAL TRIALS

Indication Company

Age-related macular
degeneration

Diabetic macular cedema
HIV Benitec
Liver cancer Alnylamy/Tekmira
TTR amyloidosis Alnylam/Tekmira

Respiratory syncytial virus

Kyowa Hakko Kirin

than originally thought,” says Michael French,
chief executive of Marina Biotech, an RN Ai
company based in Bothell, Washington.

Of the dozen RNAi-based therapeutics in
early clinical testing, most apply the RNA mole-
cules directly to the target tissues, or aim to shut
down the production of a protein in the liver,
which takes up the RNA as it filters the blood
(see table). Several candidates also package the

Quark Pharmaceuticals/
Pfizer/Silence Therapeutics

Quark Pharmaceuticals/FPfizer

Alnylam/Cubist Pharmaceuticals/

Clinical phase | Delivery methe
Phase Il Maked RMNA

Phase I Maked RMA

Phase | Lentivirus vecte
FPhase | Lipid nanopart
Phase | Lipid nanopart
Phase Il Inhaled naked |

wary of the RNAi platform, says Josh
mer, an analyst at the investment bank |
Swann & Company in New York. “A
has a very interesting drug at this poir
Schimmer. “It’s premature to say they
very promising platform.”

Companies such as Alnylam have bu
business by enticing big pharmaceutic:
panies in as partners. That strategy hasj



RNAI delivery strategies

Strateqy Trigger Intermadiate sIRMNA
A —
dsANA ekl (19 nt)
[100-1000 bp)
dsRNA Logl L ane | \ NN
vectors M > 2 D (19 ni)
(100- 1000 bo)
synthetic —dTdT —dTdT
SIRMNA L Lippr L LI
L"lﬂ”ﬂf_l

—
veclors LTR LTR O (::) .

DE}C- (13-239 o

Applhcation

C. elegans

C. elegans

plants
mammalian embryos

mammals

mammals



RNAI1 a HIV

Klasicky pristup - kombinace 1éCiv

prodlouzeni Zivota pacientu
X— toxicita léciv, odolné varianty

viru

1. onemocnéni, na néjz byla aplikovana léCba

zalozena na RNAI

Problémy: vysoka mutacni kapacita viru
(mutanty nejsou terapii zacileny)
vneseni RNA do bunék (T-lymfocyty,
monocyty, makrofagy)




RNALI a virova hepatitida

Existuje pouze preventivni vakcina proti HVB, nic
proti HVC.

Vyzkum koncentrovan na HVC:
genomem je + RNA molekula
s 1 otevienym cCtecim ramcem kodujicim
polyprotein

siRNA terapie je zamérena na inhibici funkce
replikonu



RNAIi a nadory

Neprovadéji se klinické zkousky,
existuji nadéjné vysledky z predchoziho asRNA
V)’7Zkllmll (oligonukleotid komplementarni k mRNA

antiapoptotického genu bcl2 + chemoterapie).

Laboratorni testy - syntetické siRNA selektivné
omezily expresi onkoproteinu p210 (CML)
- inhibice proliferace bunék.




