.
* * * e ..F =
* * ] O N/
- * * ' 4
e *
evropsiy [N :
socialni - MINISTERSTVO $KOLSTVI, OP Vzdalavani
v fond v CR EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Regulacni mechanismy
zprostredkovane malymi RNA

Milan Bartos

Prednaska Molekularni biologie 2012






V V V VYV VY V V VYV VY V
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Nekodujici malé RNA v bunce

Co to je RNA interference

Mechanismus RNA interference

siRNA a miRNA, biogeneze, shody, rozdily
Uloha miRNA v ontogenetickém vyvoji
PiRNA, aRNA a dalsi ...

Vyuziti RNAI ve farmacii

RNA interference u prokaryot

Novinky



Interferujici RNAI

» Objeveny v roce 1998 u Caenorhabditis elegans

» Nobelova cena v roce 2006 (Andrew Fire a Craig
Mello, University of Kansas, USA)




Prvni historické zminky
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Fenomén ,,kosuprese*

» Rich Jorgensen a kolegové vlozili gen produkujici
pigment do petunii

» Misto silné pigmentace se objevily rostliny
variegované a dokonce bilé

» Jorgensen pojmenoval
tento fenomeén “"cosuppression”

Napoli et al., Plant Cell, 1990



Nekodujici ,,malé” RNA v bunce

» TSK snRNA (ovliviuje transkripci u cloveka vazbou na
elongacni faktory)

» SRP RNA (ovlivneni translace, jsou soucasti SRP
“signal recognition particle”)

» soucast telomerazy (uloha pri replikaci)

> XIST RNA (inaktivace X chromozému)
> gRNA (uloha pfri editaci RNA)

> microRNA (miRNA)

> siRNA



Interferujici RNAI

N

siRNA MiRNA pPIRNA
shRNA (short hairpin)

RNA interference = posttranskripcni
umléovani genu, tzv. ,,gene silencing*



Protismysina RNA — antisense RNA

> je komplementarni k primarnimu transkriptu
a vazbou na nej jej inhibuje
> prepisuje se z pozitivhiho DNA-retéezce

- + antisense
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T A —Ff—p A RNA
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Struktura a funkce siRNA a miRNA

siRNA miRNA
CG
G C
T A
AT
> primy vliv

» transport virovymi casticemi



Paradigma interferujici RNAI

Jev RNA interference koliduje s koncepci
transkripcnich faktoru

Transkripcni faktory sice spusti viastni
transkripci, ale interferujici RNAi rozhodnou
o tom, ktere transkripty budou pouzity




Jak vznikl mechanismus RNAIi?
Primitivni imunitni systéem
Obrana bunky proti virove infekci

Virus = dsRNA

Bunka detekuje dsRNA
= POZOR, muze to byt VIRUS !



Adaptace RNA interference

Vznikly mechanismus obrany proti virum byl
nasledné adaptovan u eukaryotickych bunek,
u kterych slouzi jako requlacni mechanismus
rychlého zablokovani translace u aktualne
,hepotirebnych* transkriptu

To umoznuje ontogeneticky vyvoj

Byla RNAI evolucni fenomén vedouci
kK mnohobunecnym?



Cesta RNAI od signalu k akci

transgenni

prekurzor dsRNA Virovs

dsRNA

In vitro transposonova
syntéza dsRNA
dsRNA

heterochromatinova
dsRNA

~ =

Denli AM and Hannon GJ, Trends in Biochemical Sciences, 2003
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Mista ucinku RNAI

Transkripce

siRNA
metylace sekvenci v promotoru

PosttranskripCni procesy

siRNA, miRNA, piRNA
degradace mRNA

inhibice uprav mRNA
zablokovani translace
aktivace interferonu ?



Jak vznikaji a funguji siRNA ?

transkript delsi sekvence dsRNA (stovky bp)

stepeni na kratke useky (24 az 26 bp)

/\

vazba na promotor vazba k

l 3"- konci mMRNA

metylace

_ stabilizace dsRNA




Jak vznikaji miRNA?
Objeveny jen u rostlin, zivocichu a hub

A

miR21 7 pri-miRNA

mG(5)ppp(5')G A..AAA, A4 = I é
(stovky az tisice bp)
miR-17~18~19a~20~19b-1~92-1
mG(5)ppp(5)G - AAA,
B
miR-15a~16-1 in DLEUZ ncRNA intron
mG(5)ppp(5')G A AAA,

miR-106b~93~25 in MCM7 pre-mRNA intron

e e AL

miR-155 in BIC ncRNA j-F

7’“G(-"")F’F‘D(S')(’f!—v—\/ A...AAA,

» koordinovana transkripce

miR-198 in FSTLT mRNA 3’ UTR
o AR AR AR s hnRNA




Jak vznikaji miRNA = lI?

RNA polymeraza ll
pri-miRNA (100s-1000s bp)

RNaza lll - DROSHA l
odstépeni okraju a vznik
pre-miRNA (70 bp, vilasenka)

l LRSS | S
Cyro PE Egn;— -

export do cytoplasmy

RNaza lll - DICER \

uprava na dsRNA = miRNA/miRNA* (21 bp)




RNA interference |

siRNAs nebo miRNA je inkorporovana do
»,RNA-induced silencing complex“ (RISC)

RNAI Silencing
Complex



RNA interference Il

Na zaklade homologie siRNA nebo miRNA
k mRNA zpusobi RISC komplex degradaci
této mRNA

3-HD p-5
'mGpppG ARA.A



Struktura miRNA a interakce s cilem

A

5'- CUGUUAAUGCUAAU
ARARRARRARRN

3’- GACAAUUACGAUUA

CGUGA

-UAC -

UAGGGGUU
LTET T

AUCCUCAG

-UUUG C

UCAACC

C

u

5- UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGG - 3

C

miR-155 3'- GGGGAUAGUGCUAAUCGUAAUU -5’

C

hAT1R mRNA 5'.... UUCACUACCAAAUGAGCAUUAG.... 3’

gen pro miRNA-155
(pre-miRNA-155)

zrala miRNA-155

interakce miRNA-
155 s cilovou
sekvenci



Jaky je rozdil mezi miRNA a siRNA?

» oboji reguluji expresi

siRNA ma puvod v dsRNA

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

>
>

» MIRNA pochazi z molekul ssRNA, ktera
formuje vlasenkové dsRNA struktury

» MIRNA reguluje post-transkripcni genovou
expresi



Dalsi rozdily mezi siRNA a miRNA

siRNA
dsRNA

ochrana pred viry a
transpozony

ochrana pred nadprodukci

zpusobuji degradaci cilovych
molekul

absolutni komplementarita s
cilovou sekvenci

MiRNA
ssRNA (vlasenky)

regulace ontogeneze a
vyvojovych procesu

nezpusobuji degradaci, jen
blokadu translace

komplementarita s cilovou
sekvenci neni absolutni

vznikaji cinnosti RNA
polymerazy i



Rozdily v biogenezi miRNA

rostliny
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Rozdily mezi Zivocisnymi a
rostlinnymi miRNA

Rostliny Zivoéichové
Nachazi se: intergenové oblasti  intergenové oblasti, introny
Shluky miRNA: vzacné bézné
Mechanismus
pusobeni: mRNA-Stépeni represe translace

Misto vazby
na mRNA: otevieny cteci ramec 3'- konec



Shrnuti RNA interference

- = : KVASINKY.
ROSTLINY ZIVOCICHOVE ’
03 OCICHO ROSTLINY,

zivocichové
degradace regulace regulace
MRNA translace transkripce
Common in plants Common in animals Common in yeast and plants, and possibly animals.
mRNA degradation Translational regulation Transcriptional regulation

Active chromatin

Silent chromatin




Pole ptusobnosti RNAi
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miRNA pusobi v ontogenezi
Zivocichu

> Regulace presmyku exprese genu z materské mRNA
do mRNA zygoty (viz. skripta)



miRNA a imunitni systém u rostlin

» Indukce imunitni odpovédi u rostlin

1) Po ataku pseudomonadami transkripce
specifickych miRNA (miR393)

2) Ty inhibuji expresi receptoru pro auxiny a tim
auxinoveé signalni drahy

3) To vede ke snizeni citlivosti k bakterialni infekci

Existuje ale i alternativni systém mimo miRNA



miRNA ptisobi v ontogenezi rostlin

> Pusobi jako signal béhem éasnych vyvojovych fazi.
Tento signal se zapamatuje i pro pozdéjsi vyvoj
prostrednictvim na RNAI zavislych epigenetickych
mechanismech jako je napriklad tvorba
heterochromatinu.

» U rostlin se miRNA podileji na funkci meristému,
vzniku organové polarity, vyvoji vaskularnich
struktur, vyvoj kvétu a odpoveédi na hormonech.

» Témeér polovina transkripcnich faktoru je cilovou
molekul miRNA.



PIRNA = Piwi-interacting RNA
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PIRNA = Piwi-interacting RNA

objeveny v mysim spermatu

vyskytuji se u obratlovcu i bezobratlych

tvori komplexy s Piwi proteiny

pusobi na ontogenezi (nejsou-li transkribovany
nevznikaji spermatické bunky)

transportuji miRNA k cilovym sekvencim !!!

délka 26 az 31 bp

in silico analyzou bylo popsano 52 934
kandidatnich molekul piRNA u mysi, 52 099 u
Clovéka a 47 024 u krys

vznikaji z nékolika malo clusteri mimo genové
oblasti jako ssRNA



Predpokladané funkce piRNA

» moduluji transkripci ?
» podileji se na skladovani RNA v
procesnich téeliskach ?

? » spekuluje se téz o jejich mozném
podilu na prenosu dedicné
informace jinymi mechanismy nez
je replikace DNA ?
mohou pusobit na urovni histonu,
DNA nebo RNA ?
mozna stepi cilové sekvence nebo
meni strukturu chromatinu ?




Vyuziti siRNA a miRNA

Analyza funkce genu
Nové genove terapie

Noveé antivirove vakciny

V. V VYV VY

Transgenni organismy s docasneé
vyblokovanou funkci urcitého genu

> Pouziti iRNA nespada pod nakladani s GMO

> Pouziti kazet produkujicich iRNA ale ano !



1)

2)

3)

Terapeuticke aplikace RNAI - I

Primarné - RNAI jako antivirové latky, blokuji
replikaci virového genomu a expresi virovych genu.
Nejcastéji uvazovanym cilem RNAI terapie je virus
HIV.

Kontrola genové exprese ovlivihovanim
epigenetickych zmeén v lokalni strukture chromatinu.

Predpoklada se, ze 35% az 70% lidskych genu je
prepisovano do transkriptit hnRNA, které podléhaji
alternativnimu sestrihu. Defekty v procesu
alternativniho sestrihu vedou k radé onemocneéni.
RNAI by mohla byt pouzita k zablokovani defektné
sestfizenych struktur a v dusledku toho k inhibici
exprese defektniho genu.



4)

o)

Terapeutické aplikace RNAI - I

RNAi mohou byt zacileny proti genum, které jsou
spojeny s metabolickymi poruchami. Napriklad v
lecbé diabetes mellitus typu Il, kde centralni roli v
rezistenci k inzulinu hraji poruchy signalizace v
disledku zmén v expresi genul.

Genové , knock-outy“ v genomu puvodce malarie,
Plasmodium falciparum, mohou slouzit ke studiu
jeho zivotniho cyklu a k vyhledavani novych
terapeutickych cilti, kromé toho, ze terapeutikem by
mohly byt samotné RNA..



Molekuly RNAa aktivuji geny |

» Popsany v listopadu 2006 skupinou z ,,University of
California, San Francisco, USA“

» Tento jev byl pro védeckou komunitu prekvapivy,
protoze ho po objevu siRNA, miRNA, piRNA aj., uz
nikdo nepredpokladal

> Nejedna se pritom o neprimy ucinek spocivajici ve
vypnuti genu, coz ve svych dusledcich vyvola aktivaci
genu jiného, ale o vliv prfimy

» Mechanismus ucinku RNAa ale doposud nebyl
objasnen — novinky v listopadu 2007!

» RNAI vypinaji geny zpravidla na dobu 5 az 7 dnu,
RNAa aktivuje geny na dobu 13 dnu



Rok 2007



Obecné schéema degradace mRNA

B Quality control

A Gene regulation
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Propojeni funkce miRNA a siRNA

Autori ¢lanku vyslovili predpoklad, ze regulace translace
prostrednictvim castic microRNP osciluje mezi represi a
aktivaci v zavislosti na fazi bunec¢ného cyklu

» v proliferujicich bunkach reprimuiji translaci

> ve fazi G1/G0 (ktera casto predchazi diferenciaci)
translaci aktivuji

Vasudevan et al. (2007): ScienceXpress, November 29, 1-4



Molekuly RNAa v terapii

1) Jako lecivo mohou byt vyuzity samotné RNAa

2) To, ze mala interferujici RNAi muze pusobit nejen jako
negativni ale i pozitivni regulator znamena, ze pfri
jejich pouziti se musi zvazovat hledisko nejen
ocekavaného vlivu na terapeuticky cil (ve smyslu
negativni regulace), ale také mozne vedlejsi ucinky na
geny jiné (ve smyslu jejich mozné aktivace)



RNA interference u bakterii a Archae?

Prvni zminka v roce 20077

Sheilagh Molloy (2007): First evidence of prokaryotic RNAi?
Nature Reviews Microbiology 5, 329.



CRISPR systém

V roce 2008 byl popsan RNAIi analogicky systém
urceny k degradaci virovych NA

» Vyuziva interni ,,antivirové“ sekvence zacleneneé v
obracenych repeticich (CRISPR)

» CRISPR = clusters of regularly interspaced short
palindromic repeats

» Po transkripci téeto sekvence dochazi k jejich
postupnému stepeni Cas proteiny

» Vysledné produkty interferuji s nukleovou kyselinou
vstupujiciho viru

Brouns et al. (2008): Small CRISPR RNAs Guide Antiviral Defense
in Prokaryotes, Science 321, 960-964



Struktura CRISPR

Ke konci roku 2008 byly CRISPR popsany u asi 40%
sekvenovanych eubakterii a témeér vsech archei

Vsechny obsahuji kratke repetice o delce 24 az 48
nukleotidu a mezernik o priblizné stejné délce

Marraffini a Sontheimer (2008): Science 322, 1843 - 1845

repetice

mezerniky

Edgar (2007): BMC Bioinformatics 8:18



CRISPR omezuji horizontalni prenos
DNA u Staphylococcus

Mezernik v oblasti CRISPR kéduje crRNA

Sekvence crRNA je homologicka ke genu nickase, ktery
se vyskytuje témér ve vSech konjugativnich plasmidech
rodu Staphylococcus

Vazba crRNA k nickase brani konjugaci a transformaci
plasmidu

K interferenci dochazi na urovni crRNA-DNA, nikoli
crRNA-mRNA

CRISPR ve svém dusledku brani Sireni rezistence k
antibiotikum
Marraffini a Sontheimer (2008): Science 322, 1843 - 1845



CRISPR interference

Viruses Plasmids

N\

¥ DNA target

Immunity

CRISPR/Cas systems
Y Regulation

3

A .
Viruses [ A . Plasmids
< ..o »

RNA target

Chromosomal sequences
(including prophages, transposons...)

P. Horvath et al., Science 327, 167-170 (2010) AVAAAS




Mechanismus ucinku

A Cas9 A) Nukleaza Cas9
m\ rozpoznava
et A @ Mt cilovou sekvenci
/IREREREREERERRNER llllll!::!::‘!::!!i w = ”
prostrednictvim
S11INNNENN RN A
2 - crRNA a tracrRNA

IIIII

B) Procesu stepeni
se ucastni celkem
5 Cas proteinu;
Cas3 je nukleaza
a helikaza

Brouns, SJJ (2012): Science 337: 808-809 %




Dalsi novinky
Rok 2008



Prosinec 2008 — objev pasRNA

pasRNA = promotor associated RNA

Transkripcéneé aktivni je
oblast mezi
nukleozémy

_ transkripce hnRNA

Kratkée RNA vznikaji transkripci v obou smérech

Buratowski (2008): Science 322, 1804-1805



Prosinec 2008 — objev pasRNA

> pasRNA je vlastné jednoduchou antimediatorovou
RNA

» vznika soucasné s transkripci hnRNA
» syntetizuje je RNA polymeraza li

» pasRNA porusuje koncept promotoru ?

» Proc existuji promotory, kdyz dochazi k expresi vice
nez 90% ?

» Jsou dosud nepoznané promotory na 3 - konci
transkripcni jednotky ?

» Jedna se o abortivni transkripci z nespecifickych
promotoru ?



Model semidiskontinualni transkripce

» Vytvoril jsem na zakladé modelu replikace
DNA

» Transkripce a replikace RNA jsou evolucne
starsi nez replikace DNA

» Replikace DNA obsahuje prvky replikace RNA
jako evolucni relikt



Replikace DNA

vedouci
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Transkripce — model prosinec 2008

3 RNA polymeraza li
po sméru transkripce

B-Okazakiho fragmenty <l B
RNAi typu PROMPT,

promotor-associated RNA
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Dalsi ¢cteni

www.evolucnigenomika.cz



Rok 2009 a 2010 ?
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Hlavni objevy

» Dlouhé interferuji molekuly RNA (IncRNA)
> Interference pfri vyvoji mozkove tkane

» Souhra transkrip¢nich faktoru a RNAI

> Nové enzymatické funkce RNA

IncRNA jsou predpovezené B-
Okazakiho fragmenty

%@é




Jak vznikaji IncRNA?

Ch.P. Ponting et al., Cell 136, 629-641 (2009)



Funkce IncRNA v regulaci transkripce
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Regulacni sit’ MiR-124
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Principy regulace TF a miRNA

Transcription factors miRNAs
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Rok 20117
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Koncept ceRNA

1) Hypoteza, ktera se snazi osvetlit jak mRNA,
transkripty pseudogent a IncRNA interaguiji
prostrednictvim tzv. ,microRNA response
elements” (MRE)

2) Vytvari uplné novy komunikacni jazyk

3) Vnasi termin ,,competing endogenous RNA*
(ceRNA)

4) Snazi se vysvetlit patologickeé procesy, napr.
Vyvoj hadoru

Salmena L. et al. (2011): Cell 146, 353-358, August 2011



Koncept ceRNA

A
Conventional RNA logic ceRNA logic
LA PR E L S
ey LS A A A mewv " na s
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: Competing RNAs
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' D
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Salmena L. et al. (2011): Cell 146, 353-358, August 2011



Koncept ceRNA

Konvencni ceRNA
logika logika
A Conventional RNA logic ceRNA logic
SR AR A Mﬂ TR

Vztah mezi mMRNA a miRNA je
reciproky, hladina jedné mRNA
ovliviuje hladinu aktivitu jiné mRNA

b

=,

Salmena L. et al. (2011): Cell 146, 353-358, August 2011



Koncept ceRNA

Konvencni ceRNA
logika logika

Molekuly RNA vzajemneé interaguji
prostrednictvim MRE elementu, vétsi
pocet sdilenych MRE znamena Sirsi
komunikaci a koregulaci

e @ A A A
S MRE N ﬁ’ﬁ‘ Sty
a8 “The letters of the code”
Competing RNAs
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Koncept ceRNA

Konvencni ceRNA
logika logika

3 -UTR oblasti molekul RNA
obsahuji MRE, které mohou byt
regulovany mechanismem cis, tedy
ovlivhovat sebe sama, nebo
mechanismem trans, tedy |
prostrednictvim miRNA ovlivinuji jiné
RNA
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Viiv miRNA na polidsténi opice

1) Vyvojove profily miRNA a
jejich cilovych gent
vykazuji 3-5x vyssi rychlost
zmeén u lidi nez u Simpanzu

2) miR-92a, miR-454, a miR-
320b jsou pravdepodobne
ty regulatory, kterée jsou
zodpovedné za specificky
VYVOj nervove soustavy u
lidi

Somel et al. (2011): MicroRNA-Driven Developmental Remodeling in the
Brain Distinguishes Humans from Other Primates, Plos Biology 9 (12), e1001214,
December 2011



