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RNA

BE4U

Hypotéza RNA sveéta
https://www.youtube.com/watch?v=K1xnYFCZ9Yq od 3,15

Tri hlavni typy RNA v bunkach

ACG

Ribosome Amine acid

Urageil

Messenger RNA Ribosomal RNA Transfer RNA
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https://www.youtube.com/watch?v=K1xnYFCZ9Yg
https://www.youtube.com/watch?v=K1xnYFCZ9Yg

RNA

Zakladni fakta

» celkova bunécna RNA (,total® RNA) zahrnuje radu typu
RNA, které se mohou liSit svymi fyzikalnechemickymi
vlastnostmi a tedy i naroky na jejich izolaci

» 80 % bunécné RNA tvori ribozomalni RNA
1 - 5 % mediatorova ,messenger RNA (mMRNA)
<1 % transferova RNA (tRNA)

» pro izolaci mRNA za ucCelem studia genove exprese se
vyuzivaji jak metody vhodné pro izolaci celkovée RNA, tak
specifické postupy umoznujici pripravu ,Cisté® mRNA;



|ZOLACE RNA

Izolace RNA

» lzolace celkove RNA
» extrakce pomoci organickych rozpoustedel
» afinitni/adsorpéni metody

» i1zolace mMRNA
» pomoci oligo(dT) substratd — kuli€ky, kolony
» zdroj — celkova RNA nebo pfimo z bunécnych/tkanovych
lyzatu
» RNA je citliva k degradaci ribonukleazami (RNazy)

» nedotykat se vzorku, pracovat v rukavicich, pouzivat RNase-
free Spicky, zkumavky, voda

» pouzivat inhibitory RNaz, napr. guanidin isothiokyanat
(GITC) — denaturace proteinu, v€etné RNaz
» vedle proteinu je tfeba také odstranit kontaminujici DNA



|ZOLACE RNA

Extrakce RNA pomoci organickych rozpoustedel

Homogenizace a lyzace bunék

smés fenol:.chloroform:isoamyl alkohol —
inkubace a centrifugace

vodna faze obsahuje RNA, zatimco
genomova DNA a zbytky bunécného
\ materialu vytvareji uzkou vrstvu na rozhrani

Aqueous 9 vodné a organicke faze;
phase —_ =

f
Organic ik \ 5"T

solvents i

y

prenos RNA do Cisté zkumavky —
precipitace a precisténi ethanolem a
vysrazena RNA je rozpusténa ve vodé
zbavené RNaz




|ZOLACE RNA

Afinitni purifikace RNA

Lyzace bunék \

naneseni lyzatu na kolonu (obsahuje jak
D nukleové kyseliny, tak zbytky bunék)

/

i promyti ethanolem — odstrani necistoty,

/ zatimco nukleové kyseliny zGstanou
navazany na membranu

Dnaza

promyti

\« rozpusténi RNA ve

RNAse-free H,0



Srovnani metod izolace RNA

o
I
’

» Extrakce organickymi rozpoustedly
» Pouzitelna i ve velkych objemech
» Nizké naklady
» Toxicka organicka rozpoustédla
» Casova naroénost
» RNA muze byt kontaminovana DNA

|ZOLACE RNA

» Afinitni purifikace
» Vysoce kvalitni RNA,
» Nehrozi kontaminace DNA (DNaza)
» Casova uspora
» Vysoka cena




1ZOLACE RNA

Kontrola kvality a Cistoty RNA

» Nanodrop spektrofotometr Separace v agaroze
» A260 — 1.0 ~ 40 ug/ml

» A260/A280 ~ 2.0 @
Maly objem (2ul), rychlé méreni :

bez specialnich kyvet ?
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gRT-PCR -

Cycle

dynamicka regulace hladiny mRNA — detekce zmén je zasadni pro
studium zmén exprese specifickych genu;

Kvantifikace exprese proteinu podle mnozstvi molekul mRNA vyuzivajici
reverzni transkripci a PCR

Reverzni transkripce prevede mRNA na cDNA

— Primery oligoT, nahodné hexa-nona oligonukleotidy, specifické primery
pro konkrétni RNA

Kvantifikace je umoznéna pouzitim fluorescencné znaCenych molekul —
narust fluorescence po kazdém cyklu

Po kazdém cyklu je provedena detekce pfiristku = odpada nutnost
kvantifikace pomoci elektroforézy



Znaceni novych retézcu DNA

2. Emission of the
fluorescence by binding

1. Dye in solution emits
low fluorescence

» Interkalace fluorochromii vazajicich se jen
do dvouretézcové DNA (SybrGreen)
alternativa Syto9, EvaGreen...

HRM dyes http://dyes.gene-quantification.info

» Znaceni nukleotidii pomoci 32P

» Pouziti fluorescencné znacenych préb -~
(TagMan) Reporter: 6-carboxy-fluorescein

Quencher: 6-carboxy-tetramethyl-rhodamine
Reporter fluoreskuje az po degradaci quencheru
exonukleazovou aktivitou Taq polymerazy
Alternativa — Molecula Beacon probes, Scorpion
probes

TagMan® Applied Biosystems

-

-

Annealing
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Typy qRT-PCR

» One step gRT-PCR
- kombinace syntézy prvniho cDNA fetézce (reverzni transkripce) a PCR reakce
ve stejné zkumavce
+ zjednoduseni reakcniho postupu a snizeni rizika kontaminace
+ rychlejSi zpracovani velkého mnozstvi vzork
+ diky tomu, ze se amplifikuji vSechny mRNA (cDNA) dosahneme
vySSi senzitivity (staCi i 0.01 pg celkové RNA)
- mozné pouzit jen ,sequence-specific’ primery
- cela reakce je pouzita pro jedno PCR, nemoznost opakovani

Two step qRT-PCR

- nejprve se provadi reverzni transkripce z celkové RNA pomoci oligo dT
primeru za vzniku cDNA (do reakce vstupuje 1 ug celkové RNA)

- PCR probiha v novych zkumavkach (do reakce vstupuje 1,5 ul cDNA z pfepisu)
+ z jednoho prFepisu je mozné provést cca 25 PCR reakci (rizné primery)

+ moznost optimalizovat PCR s pouzitim riznych polymeraz, primeru atp.

+ srovnani exprese rliznych genul na stejném vzorku

- vySSi riziko kontaminace

- vice pipetovacich kroku




Hodnoceni kvantitativni real time PCR

» UrcCeni Ct (Cp) — manualné nebo pomoci maxima 2.
derivace - bod, kde dochazi k nejstrmejsimu stoupani
amplifikaCni krivky vzorku

» Cim vy33i Ct, tim méné& molekul mRNA bylo ve vzorku

Model of real time quantitative PCR plot

/ ARn
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Maximum 2. derivace
= nejstrméjsi teCna

Baseline No template
[ [

20 40
PCR cycle number

https://www.ncbi.|



Krivka tani (melting curve)

» Na konci reakce probéhne postupné zahrivani cele
reakce, po dosazeni bodu tani Tm dojde k degradaci
DNA (pokles fluorescence)

» Specifitu reakce ilustruje krivka tani (melting curve) —
musi mit jen jeden vrchol = jeden produkt

A KRIVKA TANI B: DERIVACE KRIVKY TANI
g § - specifické
8 % 2|  nespecificke produkty
i -
= produkty

! S< !

E I
5 gs |
. - I

i

teplota T teplota

Vice info: https://theses.cz/id/go0fw3/Bakalarska_praceEliska_Ruzickova.pdf
http://labguide.cz/metody/real-time-pcr/



Vyhodnoceni gRT-PCR

Absolutni kvantifikace — kalibra¢ni kfivka ze vzorku o znamém
mnozstvi molekul RNA
Relativni kvantifikace — srovnani s expresi house-keeping genu (HPRT)

Primér - HPRT

Name Ct prameér HPRT ACt 2"-ACt
F16 K3 31,84 31,43 31,635 36,39 -4,755 27,0021
F16 LY3 32,17 33,18 32,675 36,985 -4,31 19,8353
F16 K6 32,25 32,13 32,19 35,225 -3,035 8,1965
F16 LY6 31,83 31,84 31,835 34,97 -3,135 8,7847

F16 K9 31,16 31,01 31,085 36,34 -5,255 38,1867




RNA sequencing




RNAI

Manipulace genové exprese pomoci RNA

» Antisense oligonukleotidy

» RNA interference (post transkripéné)
— SIRNA
— ShRNA
— MIRNA

(1) (3)

Gene (2) Small-molecule
knockout Overexpression lnhlbltor
1 system
Protein

RNA )‘6

—» RNA degradation (e.g. RNase H)
Modulation of splicing
Arrest of translation

RNAi

é (5)

Antisense oligonucleotide

trends in Pharmacological Bciences




Antisense DNA oligonukleotidy

» Syntetickeé oligonukleotidy 10-20 bp

» Fosfodiesterova vazba nahrazena fosfotioatovou (pridana sira,
odolna nukleazam)

» Vazba antisense oligo zabrani ribozomové masinérii produkovat
protein, nebo rozstepi RNA pomoci RNazy H (Stépi duplexy

; RNND NA) DNA mRNA Protein
o RAVFVIU—> ™ ™ — D
An(;ilsi;;zse
i N
¢ RNase H

https://www.idtdna.com/pages/products/functional-genomics/antisense-oligos
ttps://gedtestingcenter.org/the-theory-behind-antisense-oligonucleotide-therapy



Terapie antisense oligonukleotidy

» Fomivirsen (Vitravene) (IE2) — cytomegalovirova
retinitida — injekce primo do sklivce

» Mipomersen (Kynamro) (ApoB100) — homozygotni
familiarni vysoky cholesterol — podkozni injekce

» Affinitak (PKC-a), Genasense (Bcl-2) — nadory —
injekce intratumoralné

» AV1-6002 (Ebola virus), AV1-6003 (Marburg virus) —
hemoragicka horeCka — intravenozni podani

» AP1-2009 (Trabedersen) (TGF[2) — pokrocilé gliomy
- injekce intratumoralné



RNA

Nekodujici RNA

Ribozymalni RNA katalyzuji biochemické reakce podobné jako proteiny
snRNA (small nuclear), ktera odstranuje introny pfi vyrobé mRNA

snoRNA (small nucleolar), ktera pracuje na maturaci ribosomalni RNA (metylace,
pseudouridynylace)

scaRNA (small cajal) modifikuje sSnRNA a snoRNA

siRNA (small interfering), dsRNA vede k degradaci mRNA o stejné sekvenci
(antivirova funkce)

hnRNA (heterogenous nuclear) vysokomolekularni RNA obsahujici
nezprocesovanou MRNA

Telomerazova RNA slouzi jako primer pro dosyntetizovani nukleotidi na 3 konci
dgRNA (guide) RNA editace, muzZe manipulovat s bazemi

tmRNA (transfer-messenger) bakterialni RNA ma funkci mRNA i tRNA zaroven
miRNA (mikro) blokuje translaci nékterych mRNA

PiRNA (piwi interacting) interakce s proteiny piwi — postranslacni uml€ovani

Xist — RNA umlcCujici X chromozom u zen

shRNA (short hairpin) uméle vytvofena molekula tvofici RNA induced silencing
complex



RNAI

Efektor - RISC

» RISC - RNA-induced silencing complex

» Pomoci proteinu s endonukleazovou aktivitou
Argonaut(Ago) /Piwi a proteinu TRBP dojde k pfipojeni
vedouciho retézce (guide strand, gs) do RISC

» Navigace celého komplexu k mistu komplementarnim s
gs, dicer (endoribonukleaza) vytvori kratké useky ds RNA
a Ago (Rnaza) rozstipne vznikly hybrid priblizne
uprostred jeho delky

» Vedlejsi retezec (passenger strand ps) je degradovan
nukleazami, ste " lygs

TRBP =

human immunodeficiency virus (HIV)-1
transactivating response (TAR)
RNA-binding protein

https://www.invivogen.com/review-rna-interference



RNAI

MIRNA

» mikro RNA — 21-27 b, ktera se pfirozene vyskytuje v
genomu, je prepsana podobné jako mRNA (poly A
konec, 5 CepiCka) do pri-miRNA (Drosha) — pre-miRNA
(Dicer) — miRNA — aktivace RISC

» Céastedné& komplementarni s mRNA

» Casto se nachazi v intronech

» asi 2578 (600) miRNA v lidském genomu, ovlivhuji asi 60
% genu

» Casto studovana v souvislosti s nadory a onemocné&nim
myokardu, deregulace exprese

» Jeden gen je regulovan vice miRNA, jedna miRNA
reg u I UJ ev ice g en LOJ miRNA-based therapeutics regulate targets across multiple signal transduction pathways

small molecules antibodies SiRNA miRNAs

proliferation metabolism

® ® ®

one target one target one target multiple targets



Processing miRNA

Nucleus Cytoplasm

miRNA gene

Trarslation mhibition s, ',.-b mBRNA degradaton
ALDADALX

mature miRNA

o
[

passenger sirand gunde strand
Ly Ly

YN

miRNA duphex

TITTTTTTIITI RISC
FUERINTRINENIN)
6 Cleavage
Exportin 5

pre-miRNA

HHHHINE

RNAI




Vyuziti nekodujici RNA — RNA interference

: P
> siRNA o LTI, "
[> Krétké dSRNA (20-25 bp) Schematic representation of a siRMA molecule: a ~19-
, o . . Zbasepair RMNA core duplex that is followed by a 2
[> Exogenr" pUVOd (V|ry) | nucleotide 3' overnang on each strand. OH: 3" hydroxyl;

P: &' phosphate.

endogenni puvod (centromery, repetice)

L&

’ ShRNA ShRNA r o
% Vlasenkovita struktura dsRNA ~ “" ——

RNAI

sr-c{ CTCGAGAXXXNIOCERNNNX \\m\-ﬁra
[> Cisté arteficiélnlr Struktura (plazmid) G COOOe OO O G iCT{'I_':: xxxxxxxxxxx ABAAN
» Drosha a Dicer roz§tépi v

shRNA za vzniku siRNA L ——

Hlavni problém — jak dorucit molekuly dsRNA do cytosolu




RNAI

SIRNA vs shRNA

» Stabilni nebo transientni interference
» SIRNA - transientni interference (transfekce)
» ShRNA - stabilni interference (pomoci infekce)

» Riziko — velke mnozstvi dsRNA molekul v cytoplazme
vede k off-target stépeni

» Pravidla a navod pro konstrukci oligonukleotidu
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3679364/

» In vivo RNAI

» ,naha”“ siRNA — jatra, ledviny - Invivofectamin (Invitrogen),
shRNA - Adenoviry (toxicke)

» Adeno-asociovane virove vektory — potencionalné slibné

» Terapeutické pokusy (op-shRNA)


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3679364/

op-shRNA — vytvoreni vétsi molekuly, ktera se
lépe tranfekuje

open-ended

< ' periodic shRNA
m kn e RNA
biodegradable
e e
' polycation
| m  alkyl chain
| WV PEG

. Dicer

Biodegradabilni polykation — napf. poly(beta-amino ester)
Periodicka shRNA je prepisovana jako konkatemer,
mnoho molekul v Cytoplazmé https://www.ncbi.nIm.nih.qov/pmc/articIeS/PI\/IC4923333/



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4923333/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4923333/

Bifunkcni shRNA

Cleavage Cleavage
RMNA Pol Il Trxn.
Dependent Independent Torminator
FIECIIGERE ShRNA ShRNA
N~ 7

RNAI

AAAA

Splice & Drosha

~
Bi-Functional
shRNA ? %

Pre Interfering Trreoee ) el )

RNA !
Dicer & o Dicer &
Cleavage RISC eava%ellsr(\:dependent
Interfering RNA s mcbm
Target mRINA Rapid target mRIVA
degradation over time translation repression

D.D. Rao et al. / Advanced Drug Delivery Reviews 61 (2009) 746—-759



Priklady regulace miRNA v nadorech

» Protinadorova funkce

» Role tumor supresoru

» miR-15a a16-1
» delece téchto genu je ¢asta u B lymf CLL

» Delece miRNA vede ke zvySené expresi Bcl2 a p53, tj. potlaCeni
apoptozy a zrychleny prichod b. cyklem
®» https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753332217316530?via%3Dihub

> Let7
» Mutace Let7 miRNA vede k nadmérné aktivaci genu pro Ras

RNAI

» Pro nadorova funkce

» Aktivace drah vedoucich k podpore metastazovani
» miR-21/miR-29a se vaze na TLR7,TLRS8 (jako ligand)

®» https://www.researchgate.net/publication/228105286 MicroRNAs bind to Toll-
like receptors to induce prometastatic inflammatory response

» Hypermetylace CpG ostruvku

» Umléeni miRNA vede k rozvoji nadoru
» httne'//'www <ciencedirect com/<cience/article/nii/S15747801120007908


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0753332217316530?via=ihub
https://www.researchgate.net/publication/228105286_MicroRNAs_bind_to_Toll-like_receptors_to_induce_prometastatic_inflammatory_response
https://www.researchgate.net/publication/228105286_MicroRNAs_bind_to_Toll-like_receptors_to_induce_prometastatic_inflammatory_response
https://www.researchgate.net/publication/228105286_MicroRNAs_bind_to_Toll-like_receptors_to_induce_prometastatic_inflammatory_response
https://www.researchgate.net/publication/228105286_MicroRNAs_bind_to_Toll-like_receptors_to_induce_prometastatic_inflammatory_response
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1574789112000798
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1574789112000798

Hypermetylace miRNA

A Intronic miRNA

B Intergenic miRNA

Pri-miRMA Pri-miRMA
Mormal /. Normal /

i / Exon miRNA  Exon miRMNA
H3K8me2
H3K8me3 H3K4me3
H3KZTme3
Cancer

Exon miRNA  Exon miRMNA

T Unmethylated CpG . Muclzosome with active histone marks

T Methylated CpG

. MNucleosome with repressive histone marks

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1574789112000798



RNAI

Shrnuti

» Hypotéeza sveta RNA

» MRNA se nejvice studuje v souvislosti s expresi genu
(QRT PCR)

» Antisense oligonukleotidy jsou vyuzivany i k terapii

» Nekddujici RNA jsou pouzivany jako nastroj k
posttranskripénimu umlceni genu

» Deregulace miRNA vede k progresi nadoru



