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Nekodujici molekuly RNA
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Nekodujici molekuly RNA

o INcRNA
SF CircRNA
..'. ‘.-' Pseudogene (( /
&F ALY /
£3 “{435? (DIncRNA
&3 A b

ore
>3
> -
> -9
s d
. |
b e
4 -
* -9
4
¢ 3
@ d
e s
e s
L <
b
.-
. -
o =
o
H
p ==
° -
Te

Babak Myeloma Group
Department of Pathophysiology
Faculty of Medicine, Masaryk University

Protein

i

Pre-mRNA

NcRNA

...'...'.ll..‘iol......’...
L] (23
ot? .

s00d0dnse e
a® .‘...IOQUOQ --......... [T
Lars® tdg

. miRNA
PIRNA

. SiRNA

=~

NCRNA \
é \snm \

snoRNA NcRNA
RNA  NeRNA
DNA Nucleus

'... 'o..
.'.' .‘I
". ...
."' ...
- -~
-~
e
.
%%
- s
- s
o L]
L3 .
%
s
=
' J lk -
(B &
- J 3
{ tRNA

Cytoplasm

e
PPosssernaressneeett?

ee®
e

= =

m
O =



Babak Myeloma Group
Department of Pathophysiology

Nekodujici RNA predstavuji novou uroven
regulace genové exprese v biologickych
systémech

Komplexnost organismu narusta s
mnozstvim nekodujicich RNA

Faculty of Medicine, Masaryk University

=

=

m
O =



Genome

“ Transcriptome

Non-coding \

e

RNAs (>80%) |

Co dmg

Long ncRNAs

A \

|{2EIIZI nuclent;desj

i Wonras I incvias P circnias
mmm
piRNAS.

|>20L‘I nuclectldesl

RNAs .' MRNA ===p Protein

Babak Myeloma Group
Department of Pathophysiology
Faculty of Medicine, Masaryk University

= =
m e
O =



o

Kédujici molekuly RNA

Homo sapiens

Drosophila melanogaster
Caenorhabditis elegans
Arabidopsis thaliana
Saccharomyces cerevisiae
Escherichia coli
Mycobacterium tuberculosis

Archaeoglobus fulgidus
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Sana et al, 2012
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Obecna charakteristika ncRNA

* Protein-kodujici geny - pouze asi 1,5 % lidského genomu
 Vice nez 90 % genomu transkripcné aktivni

e Nekddujici oblasti - junk DNA

e Evolucné nahromadény odpad bez funkce?
e Dnes: funkce pri mnoha biologickych procesech (proliferace, apoptdza,...)

* Nejznaméjsi rRNA, tRNA

Stein et al, 2004
Taft et al, 2010
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Klasifikace ncRNA

e Kratké ncRNA
e miRNA, piRNA, snoRNA, pyknony...
e VsSechny eukaryota vCetné Cloveka

* Dlouhé ncRNA
* |incRNA, intronické RNA...
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Kratké nekédujici molekuly RNA

mikroRNA
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Jak to zacalo?

= =
m e
O =



Caenorhabditis elegans

e 1998 sekvence znama
* Snadno se chova
* D4 se zamrazit

e Lehce se rozmnozuje

e 1031 bunék u dospelého samce

e 19 000 genu
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mikroRNA

e Studium gend regulujici vyvojova stadia C. elegans

V laboratofri Dr. Horwitze - Dr. Ambros a Dr. Ruvkun (1979-1983)

Lin-4 - inaktivacni mutace - zasadni vyvoj. vady

Lin-14 - mutace zvrati efekt inaktivace lin-4

Lin-4 - nekdduje protein (Ambros)

Lin-14 regulovan posttranskripcné na 3’UTR (Ruvkun)

1992 — transkript lin-4 reguluje posttranskripcné lin-14 vazbou na 3’UTR (Cell, 1993)

2000 - let-7 Ruvkun (lethal-7)
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mikroRNA

e 18-25 nt, jednoretézcové molekuly

e posttranskripcné reguluji genovou expresi

e 2694 lidskych miRNA (miRBASE v 22, bfezen 2018) — 2200 lidskych gent pro miRNA
* evolucné konzervované

*1-2 % genomu

e geny pro miRNA na vsech lidskych chromozomech kromé Y

 regulace exprese az 50 % protein-kddujicich genl

 jedna miRNA muze regulovat desitky az stovky cilovych mRNA
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Lee et al., 1993
Krol et al., 2010
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mikroRNA

2004 2007
1993 First demanstration of the miRNA profilingdistinguishes
FirstmiRNA lin-4 role of miRNAs in between DLBCL subtypes
discoveredinC. hematopoiesis (Chen et al.) {Lawrie et al.) 2008
elegans (Lee et al) miRNAs distiguish
between DLBCL and FL
e 2008 {Roehle et af.)
. 2002 . Release of miRBase Circulating miRNA
mlRN:As are found Imvolved (Sanger Institute) detected in body fluids.
in hematological

I ¥ : miRNA signatures in
malignancies (Calin etol.) serum/plasma relatedto
diagnosis/prognosis
(Lawrie et al., Chen et ol.)

B miRNA

m miRNA Cancer

1993 2002 2004 2005 2006 2007 2008 2015
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mikroRNA - klastry a rodiny

e miRNA casto tvori klastry (miR-17-92) nebo sekvencni rodiny (let-7)

 miRNA klastr: skupina miRNA, jejichz geny jsou kddovany na stejném

chromozomu velice blizko sebe

miR-17-92 17 18a 19a 2

(13931.3)
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miRNA rodina: skupina miRNA ze stejného predchudce: let-7

Consensus

cel-let-7
dme-let-7
xtr-let-Ta
dre-let-Ta
gga-let-Ta
cfa-let-Ta

mmu-let-7a

hsa-let-Ta

Evoluéné konzervovana
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e Podobné fyziologické funkce
e Nemusi mit konzervovanou strukturu

e J|et-7 rodina: 401 miRNA

e u Drosophil a nematod 1 izoforma

e ulidi 9 isoforem

Seed sequence — sekvence v pozici 2-7 na 5’konci miRNA, kterou se vaze k
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Hsa-let-7 rodina

Consensus
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Nazvoslovi mikroRNA

Nazvy prirazené validovanym miRNA pred publikaci

miR-25 — Cislo -poradi objevu

mir — pre-miRNA

miR- maturovana forma

Pokud blizka homologie — miR-27a, miR-27b

e Organismus puvodu — hsa-miR-27a

e Nékdy 2 formy — predominantni miR-56, druha forma miR-56*

e Pokud neni zrejmé, 2 formy -5p, -3p podle raménka stem cell loop

Babak Myeloma Group
% Department of Pathophysiology
Faculty of Medicine, Masaryk University

https://www.mirbase.org/help/nomenclature.shtml
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Distribuce genu pro miRNA v lidském genomu

e Na vSech chromozomech krome Y

* 50 % genu v podobé klastru (u clovéka 55 klastru) — prepis jako polycistronni transkripty

* miRNA v jednom klastru spriznény-genovou duplikaci?

e Ale nemusi byt v Zddném vztahu — podobna funkce cilenim stejnych nebo podobnych gent v

jedné signalni draze
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Distribuce genu pro miRNA v lidském genomu

* Mezigenové : zhruba 50 % - monocistronni nebo polycistronni

 Intronové - zhruba 40 % - v intronovych oblastech kédujicich genli nebo genl pro nekdéduijici
RNA

e Exonové — na prechodu exonu a intronu v ramci genu pro nekdédujici RNA — z promotoru

hostitelského genu — maturace vede k inaktivaci transkriptu
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Biogeneze miRNA
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Kanonicky model biogeneze

Prepis pomoci RNA polymerazy Il (1)

Primarni transkript — pri-miRNA

Sestrih na kratké 70 nt vldasenkové pre-miRNA
(Drosha, Pasha)

Do cytoplasmy pomoci exportinu 5 maturované
dvouretézce (Dicer), rozvinuti

Guide strand — do mi-RISC komplexu (Argonaut)
Passenger strand uvolnén a degradovan (miRNA*)

Podle nové nomenklatury — 5p, 3p

Babak Myeloma Group
% Department of Pathophysiology
Faculty of Medicine, Masaryk University

Biosynthetic pathway of microRNA
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Kanonicky model biogeneze

* Obecné — geny pro miRNA produkuji jen 1 dominantni retézec miRNA

e Pomér miRNA/miRNA* rlzny v rGznych tkanich, vyvojovych stadiich a maligni transformaci

e Maturovana miRNA vazba na neuplné komplementarni mRNA (3’UTR)

e 3’UTR kontroluji transport, lokalizaci, translaci i stabilitu mRNA (vazebna mista pro proteiny
a miRNA)

e Ale i vazba na 5’UTR i kddujici oblasti
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Kanonicky model biogeneze

* miRNA inhibuji expresi cilového genu post-transkripcné
* mi-RISC- Argonaut AGO1-4, GEMIN3 a GEMIN4
e Uplnd komplementarita miRNA s mRNA — degradace pfes AGO?2

* Neuplna komplementarita — inhibice translace

Babak Myeloma Group
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RISC komplex

* Dicer (Rnaza) — stépi dsRNA na 21-23 nt dlouhé fragmenty s 2 nukleotidovym
previsem na 3" konci

e Tyto dsRNA fragmenty se dostanou do RISC komplexu
* Fragment s méné stabilnim 5°’koncem je guide strand a proteinem Argonaut se dostane
do RISC komplexu
e Druhy fragment je degradovan

e RISC targetuje komplementarni 3’ neprekladanou oblast (UTR) mRNA
transkriptu pomoci W-C parovani
e Degradace mRNA (protein Slicer, Ago rodina) - rostliny

e Destabilizace mRNA zkracenim polyA konce
 Translacni represi

Babak Myeloma Group
% Department of Pathophysiology
Faculty of Medicine, Masaryk University
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mikroRNA

v nadorové biologii



miRNA 175 756
mMiRNA and cancer 83 053
9.12.2024
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Pocet publikaci

Number of publications

Number of publications relatedto miRNAs and

cancer according to Scopus

B538

7139 7284

£425

5905
5466

3192

2917
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MIRNA vstupuji do nadorové biologie

# miRs located at Fragile sines
& miks located in other genomic regions
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Calin et al, PNAS, 2004
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miRNA fungu

increased
tumorigenesis

tumor
suppressor
miRNA
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mikroRNA a nadory

e Carlo Croce — Ohio State university, vyzkum Burkittova lymfomu, akutnich leukemii

e George Calin — miRNA u CLL

e 2002 PNAS — nadorové supresorova funkce miR-15 a miR-16 u CLL

e 2006- prvni hybridiza¢ni Cip pro expresi miRNA- srovnali 540 vzorku 6 typu solidnich nadoru

a nenadorovych tkani

e Vyznamné rozdily v expresi mezi nadory a nenadorovou tkani

e Carlo Croce: H index 244, 279 482 citaci
e George Calin: H index 153, 144 001 citaci

Babak Myeloma Group
% Department of Pathophysiology
Faculty of Medicine, Masaryk University
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mikroRNA jako biomarkery

v onkologii



Croce 2006

e Expresni profil 6 typl solidnich nadort a parovych nenadorovych tkani

* Prvni prace, ktera ukazala vyznamné zmény v expresi miRNA

* Vice nez 1000 citaci

e Od té doby stovky studii definujici nadorova onemocnéni na zakladé profilu miRNA

e Znamé profily ale nejsou definitivni — nové miRNA stale objevovany

e Robustni vysledky u nddoru s vysokou incidenci — nadory prsu, karcinom plic, kolorektalni

karcinom

Babak Myeloma Group
% Department of Pathophysiology
Faculty of Medicine, Masaryk University
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MiRNA jako biomarkery

e Post-transkripéni regulace genové exprese supresorl a onkogend

 Specifické profily v nadorové tkani

e Markery predikce, prognozy a diagnostiky

e |dealni biomarkery:

e \ysoka stabilita

e Snadna detekce

 Siroky dynamicky rozsah

e Korelace se znamymi faktory

Babak Myeloma Group
Department of Pathophysiology
Faculty of Medicine, Masaryk University
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Tkanové miRNA

e Zmény v expresnich profilech miRNA mnoha nadoru

e VétSinou pokles globalni exprese miRNA ve srovnani se zdravou tkani

e Porovnani expresnich profili mRNA a miRNA — u epitelidlnich nadoru lepsi rozliSeni u miRNA
 miRNA vypovidaji vice o charakteru onemocnéni nez genové exprese

* Vhodnéjsi pro molekularni klasifikaci nadoru
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Tkanové miRNA

e Snadnéjsi identifikace
e Stabilita (i z parafilmovych blocku) — obrovskeé retrospektivni studie

 Specifické asaye na RT-PCR velice citlivé jen 10-25 ng celkové RNA

Babak Myeloma Group
% Department of Pathophysiology
Faculty of Medicine, Masaryk University
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miR-17-92,miR155, A
miR-221, miR-222 [0
miR-29, Let-7

miR-21,221 —
miR-22,29,124,
203,122,125a
Liver Cancer
V.4
miR-196a,
miR-196b,
miR-21
Pancreatic Cancer

miR-155, miR-21
miR-145, miR-125b,
miR-10b

Breast Cancer

miR-21, miR-155,
miR-17-3p, miR-92,
miR-31, miR-96,
miR-135b, miR-183
miR-143, miR145

Colon Cancer

Leukemias
(CLL/AML)

CLL

miR-155, miR-17-92,
miR-15a/16-1, miR-29b,
miR-181b, miR-203, miR-10a
ALL

miR-17-92, miR-10a, miR-10b,
Let-7, miR-29, miR-155
miR124a, miR-204, miR-181

Figure 1. Deregulated miRNA in cancer: red represents increased miRNA, and blues are decreased miRNA.

Nana-Sinkam 2010 Anna NY Academy of Science
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mikroRNA v patogenezi nadoru



Nadorova onemocheéeni

* VVznik a vyvoj nékolikastupnovy proces

e Poskozeni normalnich bunék

Babak Myeloma Group
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Sustaining proliferative
signaling

Resisting
cell death

Inducing
angiogenesis

Enabling replicative
immortality

Hallmarks of cancer — 44 115x citovano

Evading growth
sSuppressors

Activating invasion
and metastasis

Hanahan a Weinberg 2000



Hallmarks of cancer - the next generation
(79 063x citovano)

Deregulace energetického metabolismu

Emerging Hallmarks
Unik pfed imunitnim systémem

Deregulating cellular Avoiding immune

Genomova nestabilita a mutace g (A Fe e o

Nadorem vyvolany zanét

Genome instability % Tumor-promoting
and mutation Inflammation

L(Enabling Characteristics)—/

Weinberg and Hanahan, 2011




NEW DIMENSIONS (2022)
(6232X CITOVANO)

Sustaining Evading
proliferative signaling growth suppressors

oIy

Nonmutational
epigenetic reprogramming

Unlocking
phenotypic plasticity

Deregulating
cellular
metabolism

Avoiding immune
destruction

Resisting cell Enabling
death replicative
immortality

. Gell'tpme Tumor-promoting
instability & inflammation
mutation
Polymorphic
| 3 T
Senescent cells microbiomes
Inducing or accessing Activating invasion &
vasculature metastasis

Hanahan 2022



Hallmarks of cancer and microRNA

Cell cycle arrest ‘ Proliferation

Apoptosis _ Angiogenesis

Damage repair \\ R .
Tumor suppres Invasion

response |
(miR-15a/16~

Immune (
surveillance
Babak Myeloma Group
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Faculty of Medicine, Masaryk University
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MiRNA network in solid tumors

miR-1304
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N\ | D miR-26a . w0 mR-330-5p| miR-212
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: miR-125a-5p

- miR-26b miR-325 miR-328 miR-324-5p

miR-224 miR-223 — MIR-150~ i 155

iR-191
7 minaod miR211 -
WSS mR3es S [ 24 miR-342.3p
miR-126 miR-200¢ -~y miR-149
miR-13% r4 m —
iR-200b [mir2s] ™
208" / m.R.ao& Q -
rmR 23b
miR-141 miR 96 ‘miR- 101]
miR-136 miR-122 miR-29¢
[ miR-129-
miR-135a miR-29b miR-29a
miR-196a

Babak Myeloma Group Volinia 2010
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MIiRNA u mnohocetného myelomu

Genomic instahility:

miR-137, mik-155,
miR-22, etc.

. Immune regulation:
. mik-Z9%, miR-10h,
|| miR-34a, mif-194,
' miR-125b, cic,

~

Babak Myeloma Group
Department of Pathophysiology
Faculty of Medicine, Masaryk University

Were

Methylation:
miR-203, mik-375,
mik-155, miR-215,
miR-342-3p, edc,

miR-27b-3p, ete.

Drug resistance: | =N
. . miR-29h, miR-202, - b
fen_ miR-27a, miR-197, .
* miR221222, etc. .
"
.-'II b
N\
/ Target therapy:
- miR-221/222, miR-
34a, miR137, miR-
A 125h, etc )
I.If -\I
Prognosis:
mil-15a, miR-19a,
miR-94, mik-153,
I& miR-T44, etc, _/I ,//
—\._\I K/-'
Microenvironment: ~
miR-202, miR-21, miR- ~
233, miR-19b, miR-138, -~
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Cirkulujici miRNA



Cirkulujici miRNA

e Ve vSech télnich tekutinach

e Sérum, plasma, mogc, sliny, materské mléko

e Stabilni, resistentni ke stépeni, odolné vuci extrémni teploté i pH

e Stabilni i po opakovaném rozmrazeni

e Funkce neobjasnéna

* Profily exprese koreluji s patologickymi stavy (malignity, diabetes, posSkozeni tkani)

e Biomarkery infarktu myokardu (miR-208a), sepse (miR-223)

Babak Myeloma Group
% Department of Pathophysiology
Faculty of Medicine, Masaryk University
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Cirkulujici miRNA

e 2008- sérové hladiny miRNA u pacientl s B-lymfomem — zvyseni miR-21 (Lawrie et al)
e Mitchell — plasma —miRNA jako volné struktury

e Chen — profily sérovych miRNA jako markerl nadoru, diabetu a zdravych jedincu

e Celkem v 11 télnich tekutinach

 Nadory mocového méechyre — miR-126 a 182 v moci

e Nadory ustni dutiny — miR-96 a 183 ve slinach

Babak Myeloma Group
% Department of Pathophysiology
Faculty of Medicine, Masaryk University
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Cirkulujici miRNA

e Diagnostické biomarkery
e U nddorl bez markeru — renalni karcinom
* VylepsSeni specificity a sensitivity testu

e Molekularni klasifikace nadoru
e Minimalné invazivni marker

e Hladina miR-375 a miR-141 lze identifikovat rizikové pacienty s karcinomem prostaty

Babak Myeloma Group
% Department of Pathophysiology
Faculty of Medicine, Masaryk University
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Cirkulujici miRNA -vznik

Pasivni uvolnéni z poskozenych, weroparscies ) Lowdensiylpoproin L\ minw

(s Exosomes

nekrotickych nebo apoptotickych bunék b i

{Ago2, NPM1)

% High density lipoprotain

Aktivni sekrece cestou bunécnych vezikul

Vezikuly z kultivovanych bunék nebo
periferni krve obsahuji miRNA
Transportni mechanismu pro doruceni

MiRNA



Cirkulujici miRNA- stabilita

e Chranény zabalenim do mikrovezikul
e Vazbou na jiné proteiny

* Modifikace

 Mozna kombinace vsech ale zatim neprokazano

Babak Myeloma Group
% Department of Pathophysiology
Faculty of Medicine, Masaryk University

=

=

m
O =



Exozomy

Extracelularni vacky o velikosti 30-100 nm
VyluCovany vsemi bunécnymi typy

Nachazi se ve vsech télnich tekutinach
Obsah: DNA, RNA, proteiny, lipidy

Role v mezibunécné komunikaci

Aktivni sekrece z bunék

Meéni genovou expresi, signalizaci v bunkach

Udrzuji resistenci k chemoterapii

Podporuji tumorigenezi — predavani miRNA
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MiRNA jako terapeutické cile



mikroRNA jako terapeutické cile

e /'yznamne pozmeénéna exprese- nador-zdrava tkan

e Funkce jako supresor nebo onkogen

e Terapeutické cile?

* miRNA- schopnost regulovat desitky az stovky genu v rdémci jedné signalizacni sité -

ucinny regulator fyziologickych procesu ale i maligni transformace
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mikroRNA jako terapeutické cile

* Inhibicni strategie

 Substitucni strategie
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Inhibicni strategie

e Nizkomolekularni inhibitory ribonukleaz nebo proteint zapojenych do biogeneze a
funkce miRNA (inhibice citlivejsi u nadorové bunky)
e Specificka skupina antagonistlt (anti-miR)- tlumeni exprese miRNA v nadoru s

patologickou aktivaci
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Farmaceutickeé spolecnosti zabyvajici se miRNA

e Santaris Pharma- Miravirsen
e Regulus Therapeutics
* Mirna Therapeutics

 MIRagen Therapeutics
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Miravirsen

e Usp&&né ukonéeni faze Il klinického testovani
e Lécba hepatitidy C
e LNA-antimiR cilici miR-122, specificka pro jaterni buniky a nezbytna pro replikaci viru

e Ovlivhuje hostitele ale ne virus — nizka pravdépodobnost vzniku resistence
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Substitucni strategie

* U nadoru globalni snizeni miRNA — zaméreni na miRNA se snizenou expresi v nadoru

* MiRNA mimics — dvouretézcové oligonukleotidy- stejna sekvence s endogenni miRNA —
regulace stejného souboru gen(

* Chemické modifikace ke zlepseni farmakokinetickych vlastnosti

* Modifikace do passanger retézce — neovlivni se regulacni potencial vedouciho retézce

* Naklonovat prekurzor do adenovirového vektoru
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Transportni systémy pro miRNA

e Nutné zajistit stabilitu a specificitu oligonukleotidu pfi podani

e Predpoklad nezadoucich ucinku- hepatotoxicita, imunitni odpovéd, nespecificka regulace
exprese necilovych genu
e Virova strategie

 Nevirova strategie — chemické modifikace, liposomy, biopolymery, nanocastice...
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Metody detekce miRNA



Identifikace novych miRNA

e Pfima genetika — analyza mutantnich genu

e Klonovani miRNA- knihovny cDNA, sekvenovani

e Sekvenovani nové generace — kratké sekvence

* Bioinformatika — doplnujici metoda — predikce novych miRNA
* miRscan

e miRank
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Identifikace cilovych genui miRNA

* Vazebnda mista pro miRNA v 3’ UTR mRNA
e Kratka oblast (6-8 nt) v 5’ konci maturovanych miRNA je klicova pro interakci mRNA-miRNA
e Kratka délka parovani - spousta faleSné pozitivnich vysledku

e TargetScan

e miRANnda

e PicTar
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Databaze miRNA a jejich cilu

e MiRBase microrna.sanger.ac.uk

» TarBase diana.cslab.ece.nuta.gr/tarbase
* miRWalk www.ma.uni-heidelberg.de

* miRecords mirecords.biolead.org

e 21 264 miRNA —release 19 (srpen 2012)
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Metody detekce miRNA

* Northern blot

* |n situ hybridizace

e qRT-PCR

e Microarrays - profilovani miRNA

* NGS
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RNA interference

e 1990- Jorgensen — petunie — zména barvy zvysenim hladiny enzymu pro barvu

 VVysledek: snizeni hladiny jak endogenniho tak vlozeného genu

e U zivoCichu- Cornell university C.elegans 1995

e 1998- Fire, Mello RNA interference — soucasné podavani sense i antisense RNA aditivni
efekt- nutné pouzit dsRNA

e 2006 Nobelova cena za fyziologii a medicinu
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RNA interference

post-transkripcni utiSovani gen( (gene silencing)
dsRNA je rozstipana na 21-23 nt fragmenty

e small interfering RNA
e mikroRNA

* enzymem Dicer

SiRNAs nebo miRNA je inkorporovana do ,RNA-induced silencing

complex” (RISC)
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RNA interference

@ The Nobel Prize in Physiology or * 1998 —Fire a Mello na C. elegans

Medicine 2006
e RNAI- obrana proti virim? dsRNA

"for their discovery of RNA interference - gene silencing by
double-stranded RNA"

meziprodukt pfi replikaci vir(
e Specificka degradace cilovych mRNA
e Post-transkripcni regulace genové

exprese

o! L. Cicero/Stanford

Andrew Z. Fire Craig C. Mello

@ 1/2 of the prize @ 1/2 of the prize



SiRNA — small interfering RNA

e dsRNA, 19-23 nt, cizoroda
e Muze byt i endogenni (prepisem centromerické nebo repetitivni oblasti DNA)
 \/yuziti v in vitro pokusech

 Synteticka siRNA do bunék — specifické umlceni exprese jakéhokoliv genu

Noll et al., 2011
Marinez et al., 2002
Wang et al., 2011
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siRNA silencing

dsRNA

HENEEEEEERENEENERENEEEE

siRNA
duplex

Formation of
RISC

siRNA / mRNA-
complex

sliced
mRNA

| @icer

"TIIIIITIIIT,

“SILENCING”
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Dalsi typy kratkych ncRNA

PiRNA (piwi associated RNA)
e Délka 24-32 nt
e PIWI proteiny (jaderné proteiny, pfibuzné Ago)
e Mechanismus biogeneze neznamy

e Tumorigeneze

snoRNA
e Délka 60-300 nt

e Jadérko
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Dalsi typy kratkych ncRNA

e paRNA (promotor associated RNA)
e Délka 18-200 nt
e Regulace exprese protein-kédujicich gend umlcovanim
epigenetickych komplexu
e Lokalizace v blizkosti promotoru

Pocet genll paRNA koreluje s aktivitou promotoru

* RNA interagujici s centromerickymi repeticemi
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Dlouhé nekdédujici molekuly RNA

IncRNA
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Dlouhé nekddujici molekuly RNA

e >200nt

* Intergenové, intronove, ...

e VétSinou v jadre

e Transkripce RNA polymerazou Il (lll)

e Post-transkripcni modifikace

e Nepritomnost otevrenych ctecich rémcu (ORF)
e Tkanoveé specificka exprese

* Regulace genové exprese
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LncRNA u nadoru

« U&ast na mnoha biologickych procesech, véetné tumorigeneze
e Zmény exprese u ruznych nador

e Nékteré specifické pro dany typ nadoru — PCA3 u karcinomu prostaty
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Molekularni podstata funkce IncRNA

« Aktivace transkripce gen SIGNAL ] 'NAVNADA N
. o IncRNA ; : ip&ni aktor ¢
e Represe transkripce genu

| Aktiv

anskripcni
r
atorj

* Modifikace funkce chromatinu a histonu

R&VODCE
IncRNA
_ Modifikatory histon{

Re
jge Z = 4

ex prese

Mercer, 2009
Derrien, 2012
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LncRNA v nadorech

e U¢ast v mnoha procesech véetné tumorigeneze
e Zmény exprese u ruznych nadord
* Nékteré specifické pro dany typ nadoru
e PCA3 u karcinomu prostaty
* Onkogeny — HOTAIR vysoka exprese v nadorech prsu
e \Vznik metastaz a progndza — HOTAIR

e Supresory — MEG3 — stimuluje transaktivaci p53
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lincRNA

e Délka 100-10 000 nt

* Lokalizace mezi geny

 \Vysoky stupen evolucni konzervace

* VVice nez 3000 lidskych lincRNA

e Funkce: genomovy imprinting, vyvoj, tumorigeneze
* Prognostické a terapeutické markery, cilena terapie?

o ,MiRNA houby” -> redukce hladiny miRNA
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Dlouhé intronické ncRNA

* Lokalizace v intronech
 VVysoky stupen evolucni konzervace
e Regulace genové exprese

* Tumorigeneze

Louro et al., 2008
Rearick et al., 2011
Tahira et al., 2011
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Dalsi typy ncRNA

* S telomerami asociované ncRNA
e Délka 100 bp — 9kb
e Lokalizace genl v telomerickych oblastech
 Regulace telomerazové aktivity
e Eukaryontni organismy vcetné clovéka

e Dlouhé ncRNA s dualni funkci
e Regulacni funkce + kddovani proteini

Isken et al., 2009
Schoeftner et al., 2008
Ulveling et al., 2011
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Take home message

e Nekodujici molekuly RNA — zajimavy typ molekul

e Ucastni se fyziologickych i patologickych dé&jii v burice

* Mohou se vyskytovat jako cirkulujici formy v periferni krvi
* Velky potencial jako markery nemoci

e Terapeutické targety?
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Dékuji za pozornost
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