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MikroRNS-ek: a genom ,,sotét anyaga”

Rovid, kb. 22 nt hosszusagu nem kodold RNS-ek =P DONA ~ ’ Wa . Wiis
e ez . s W g "
Gatoljak a mRNS-ek transzlaciojat — TrraonpHon
.. v
A génszabdlyozas egy Uj formaja gl WRNA " S —
miRNA = Translation
Emberben >2000 miRNS b ot \g
1 miRNS - tobb tucat-szaz célgén
e altaldaban enyhe csendesités egy célgénen (33%) *
e Tobb célgén egy jelatviteli dton
FU N
A fehérjekodolo gének tobbségét szabalyozzak
Jelent8s befolyasuk van a sejt transzkriptdmjara MIRNA
és protedmijara
e Fontos szerep fizioldgias folyamatokban és TT T 1 T 1 oroteins
betegségekben

miRBase Release 17: April 2011



A mikroRNS-ek felfedezése

1993: a lin-4 gén Caenorhabditis elegans-ban a
larvafejl6dés idbzitéséért felelGs

- de ez a gén nem fehérjét, hanem egy rovid
RNS-t kddol, amely egy fehérjekddold gént
szabalyoz a 3’"UTR-en keresztil

2000: let-7 (,Lethal-7"): a masodik rovid
funkcionalis RNS

— Konzervalt: C.elegans-ember

2001: Rovid, funkcionalis RNS-ek szazait fedezik
fel novényekben, férgekben, rovarokban,
gerincesekben
— avalaha taldlt legkonzervaltabb gének
— nagy képiaszamban vannak a sejtekben
— fejlédési stadium- és szovet-specifikus
kifejez6dést mutatnak

2001: A hivatalos név, ,mikroRNS” bevezetése
— Robbandsszerd fejlédés
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Lee et al., Cell, 1993
Sonkoly et al., J Cell Mol Med, 2009




A miRNS-ek minden tobbesejtl él6lényben
megtalalhatoak

—Caphakbchordate

k‘A c NN N 5” Lamprey .
A o A ¥ Chordate| _ H. sapiens (Human)
§ &, . AR Craniate M. musculus (Mouse)
y LI v Faco” Vertebrate G. gallus (Chicken)
5 E X. lasvis (Frog)
i i ¥ D. rerio (Zebrafish) |- Dev.
R ¢ g ¢ -Ufochordate—[As idian C- intestinalis (Sea squirt)
gl v U A | cidian 7" curvata
Hemichordate S. kowalevskii (Acorn worm)
g ¢ g% § ¢ Echinoderm S. purpuratus (Sea urchin) -~ Dev.
o A v® Y o Brachiopod
E E 37 é c | Mollusc H. asinina {Abalone) i
e AU R P. sibogae (Nudibranch) —- Dev.
g5 Annelid H. elegans (Polychaete) —~ Dev. »Lophotrochozoan
C. elegans D. melanogaster  H. sapiens chr22 Nemertine
Platyhelminth
©2012: tébb mint 25,000 miRNS @ hropod D. melnogaster ~+-Devl . .
oy Nematode C. elegans ~~Dew. :
9
4 V4 (U
elet-7 azonos a hengeresférgektdl az T | Gtenophore
izeltlabuakon at az emberig P camea (Jellyfish) —
Cridarian N. vectensss (Sea anemone) =
- é (rjnillea’om &goralﬂ -
. . .o . .. . - ea ora -
* miR-1 egyetlen nukleotidban kulénbdzik a Soriforan O. tenis (Sponge) =
oriferan g naira (épgng%e A

C. elegans, Drosophila, Homo sapiens kozott

* miR-203 egyetlen nukleotidban kilonbozik

, - (Pasquinelli et.al., Nature, 2000, 408,86)
zebrahal és ember kozott



A MIKRORNS-EK BIOGENEZISE ES MUKODESI
MECHANIZMUSA



A miRNS-ek biogenezise és hatasmechanizmusa

e A DNS-r6l irédik at a primer miRNS (pri-
miRNS) (RNS-polimeradz 1)

e Ebbdl vagddik ki a miRNS prekurzor (pre-
mikroRNS) a sejtmagban (Drosha)

* Acitoplazmaban, a kétszalu RNS-eket I
egy Dicer-nek nevezett enzim 21-25 nt e e
hosszu dsRNS darabokra vagja CYIoPLASM

syNnesis onclor Induce MRNA degrodation

Sonkoly et al, J. Cell. Mol.Med. 2009

e A dsRNS egyik szala valik ,érett” miRNS-
sé és beépul egy ribonukloprotein
komplexbe:

e RISC =, RNA-Induced Silencing Complex”

e A miRNS hatarozza meg, hogy mely
MRNS-ek 3’"UTR-éhez fog a RISC kotédni

e mMRNS destabilizacié/transzlacié gatlasa



A pri- és a pre-miRNS-eket a Drosha és a Dicer
RN-az lll-enzimek processzaljak

Iy(A
Pri-miRNS gF gF gF EX)AyL(JA)AA)
' L (A)n

5" Cap

Drosha/DRG8

"‘Gtsﬁppp’f‘:)(.l’a

’ ” L]
orosha Dicer v ,erett” miRNS g
. Illli Tim\]fﬂ:f’:ﬂo ‘ I I I ' : | 1] .nl
Pre-miRNS g - u “A’ L LU
s miRNS*
[
H mMiIHNA cuplex .
: I | mikroRNS duplex
3-A.LAAA pre-miRNA
pri-miRMNA I

e Drosha: felismeri és kivagja a a pri-miRNS-eken 1évé hajtli-strukturakat: pre-miRNS

— 11 nt-ra azok elejétél; sejtmag
e Dicer: a =70 nukleotidbdl allé pre-miRNS-rél kihasitja a miRNS-duplexet; citoplazma

e microRNA duplex: altaldban csak az egyik szal ("érett miRNS”) épul be egy
ribonukleoprotein komplexbe (,,RNA including scilencing complex”): RISC



Mi hatarozza meg, hogy a miRNS duplex melyik szala
épul be a RISC-be?

5 a C ac ugaaca
] .. ccuacu agaguacauacuucuuuaugu ccaua u
Pre-microRNA (hairpin) LD TECEE T T T T rer 1|
ggaugg uuuuauguaugaagaaaugua gguau a
3 ¢ u -a cguaac
Dicer v
’ ES ’
5" acauacuucuuuaugu ccaua 3
- LEETrrrerrrrrrer 1l
microRNA duplex 3’ uauguaugaagaaaugua ggu 5§’
-a
\L Dicer/Ago2 v

29359 reads, 30 experiments

# of reads
(deep
sequencing)

e Alegtobb miRNS duplexben a két RNS szal nem 100%-ban komplementer egymashoz
— - termodinamikai aszimmetria

e A duplexnek az a szala keriil be a komplexbe, amelyiknek az 5’ végénél lazabb a
bazisparosodas




A RISC-komplex

g | Sy

A B miRNA ¢
Preorganized miRNA
nuclecfides 2-8
—
8mer match
mANA E n D
Pairing to miRNA
nucleotides 13-16
Translational repression
/ mRNA destablization

siRNA

|

Cleavage

e Az RNS interferencia kdozponti mikodési egysége a RISC ribonukleoprotein komplex

e Az Argonauta fehérje megkoti és prezentalja az érett miRNS-t

e Az elcsendesitendd mRNS-t felismerését a megkotott miRNS-sel vald szekvencia
komplementaritas teszi lehetévé a RISC szamara

* miRNS ,,seed”: miRNS 5’ végétdl szamitott 2-7 nukelotid

e Els6dleges fontossagu a miRNS-ek specificitasanak meghatarozasaban
e A miRNS-ek hatdasanak alapja

David P. Bartel Cell 136, (2009)



A miRNS-ek altal kozvetitett génszabalyozas
mechanizmusai

Novényi miRNS-ek, siRNS-ek

100% komplementaritas a célhoz
A Small RNA

’11Tl'r'rr'rrrn'rrrrruu

Lilhi)
Target RNA

uu

5~ -CGUACGCGGAAUACUUCGAYY -3 ~
_ ..................Q _
3 AGUGCAUGCGCCUUAUGAAGCUUUACA-S
Luciferase siRNA and target
S “ -UAGGUAGUUUCAUGUUGUUGGG - 3
] R LI
3 ~ ~-CUUAUCCGUCAAAGUACAACAACCUUCT

miR-196a and HOXES mRNA (H. sapiens)

S~ -UCGGACCAGGCUU uce--.3-

. ~:......'........".. _
3 UUAGCGCCCUGCGUCCGCGAAGCGUAGGGCUUAGU -5
miR-166 and PHAVOLUTA mRNA (A. thalana)

Az mRNS hasitdsa

Allati miRNS-ek

Részleges komplementaritds

B »Small RNA ,
m: im <™
NNy

Target RNA
S " ~UGUUAGCU“ " UGAAAACTT-3
Sesesesseee .........
SCCACAAUCGAAACACUUUUGAAGGC-5

(»k"\
&
LSl .
A G
5 8 Za e T JGAG UGt IGA~-3
) oooo..oo sssse i
3 UCCAGGGACUCAACCAACACUCAA-S

lin-4 miRNA and lin-74 mRNA (C. etegans)
* mMRNS-deadenilacid/ destabilizacio
* transzlacio-iniciacio, vagy
* elongacio gatlasa



A miRNS-ek csoportositasa: miRNS-csaladok
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Definicid: a miRNS-ek amelyek ,, seed” szekvencidja megegyezik, egy csaladot alkotnak
— A ,seed”-en kivili szekvencia kiilonb6zhet
Néha egyutt irddnak at (,,cluster”), de akar egy vagy tobb masik kromoszéman is lehetnek
Kifejez6déstik koordinalt
Feltételezhetd, hogy hasonld géneket szabalyoznak és egymassal egylittmikodnek

Habar egy miRNS-nek altalaban enyhe hatasa van a célgénre, (kb. 33% csokkenés) tobb miRNS
teljesen elcsendesithet egy mRNS-t (8 kot6hely — 25X-géncsendesités)

miRNS-csalad: Szekvenciajuk és (feltételezhet6en) funkcidjuk alapjan hasonlé miRNS-ek
csoportja



SiRNS-ek és miRNS-ek:
- hasonlo m(kodési mechanizmus, de eltérd biogenezis

és funkcio

Role

Source or target RNAs

No. of intended target
genes

Complementarity to mRNA
target

Degree of gene silencing
per small RNA

Effect on target mRNA

Neutralization of
foreign nucleic acids
(i.e. viral infection)

Exogenous
1

Perfect

High

Endonucleolytic
cleavage

Regulation of gene
networks

Endogenous

Multiple (hundreds)

Imperfect
(6-8 nts/22)

Low

Destabilization of
transcript /repressed
translation



Gén-halozatok szabalyozasa:
- transzkripcios faktorok vs. miRNS-ek

Transcription factors miRNAs
/ @ \ T
| IS DNA ~
BlBiahe 111171 1| \
Py Target #1 l Target #2 Target #1 / mRNA
Target #2
Target #3 Target #3
/—__'I?a?get #1 /—\'nrr L1
. . Cell type #1 m:m:mﬁmn ETTLTE T TITTT Tt i1 1
Combinatorial Target #1
and
cooperative
activit
 J Cell type #2 ﬂ & Target #2 TTIT TT
Target #2
. mT T
ibili anw uumu.u.um.—'m"ﬂﬂj
Accessibility IO ALLLLIRLLLRARLLLRERRARERLIL -
Secondary
Nucleosomes mRBNPs structure
R \ati Processing Modification Processing Editing
egulation > — P ———> TTT—— ™M
] ] @ A ,
Network /_\"‘ Example: m /\"T‘ar et
motifs .\—__._—Jargel feedforward loop \_/ g




Az miRNS-ek mindig csak gatolnak?




The EMBO Journal (2008}, 1-11 | € 2008 European Molecular Biology Organization | Some Rights Reserved 0261-4189/08 THE
www.embojournal.org

EMBO
JOURNAL
microRNA-122 stimulates translation of hepatitis C EMBO
virus RNA open ®
A
HCV 5-UTR 1]
| =
| =0 HCV 3’-UTR
) VR 3X
3 <&
W /1
Lo Core Fluc , ,
A IV--.E f4/ S UG 3
ACACUCG  CACUCC AcACUCC
cAGUGUGAGG.s,

A
AUGGUGUUUG-3’ miR-122



A miRNS-ek tulnyomo tobbsége az mRNS-ek 3’UTR-
éhez kotodik

Translational control Subcellular localization Stability
Hairpi IR
airpin ES \ Polyadenylation
> v ' / \
Antisense RNA
@ Coding sequence [ Zip cod AAUAAA-

Protein

...............................................

3’UTR: meghatdrozza az mRNS-ek stabilitasat és a transzlacio hatékonysagat



Minden miRNS-nek tobb szaz target génje van

Hogyan lehet azonositani a miRNS-ek
célgénjeit?



A miRNS:mRNS interakcio legfontosabb szabalyai

A miRNS-medialt génregulacié hetékonysagat
meghatarozza:

e A ,seed” tipusa:
— A komplementaritas mértéke; 6nt, 7nt, 8nt, stb.

— A ,seed” region kivili bazisparosodas a miRNS és az UTR
kozott

A miRNS-kot6helyek szama a 3’UTR-en belll

A miRNS-kot6helek egymastdl vald tavolsaga (Egymashoz
kozeli miRNS-kot6helyek szinergizalnak)

AU%

— Aleghatékonyabb miRNS kot6helyek feldusulnak az AU-
gazdag régiokban

A miRNS-kot6hely elhelyezdkedése az UTR-en belll
— Legaldbb 15 nt-ra a STOP-kodontdl
— Tavol a hosszu UTR-ek kozéps6 részeitdl

Seed match

——

6mer site NNNNNN

NNNNNNA

7mer-m8 site NNNNNNN

8mer site NNNNNNNA

WRRAAR

o
o

b
876543

Atypical sites

F 3-supplementary site
(atypical elaboration of the 6mer, 7mer and 8mer sites)

Supplementary

NN "\" "_\‘\N-S' mIRNA

pairing  1-5nt Seed
(234 pairs) 100p  match
T
NNNNNNNNNN, - NNNNNNNN-5 miRNA
191817 NN N87654321
) Seed
G 3-compensatory site
Compensatory
pairing 5nt Seed
(24-5 pairs) loop  mismatch
TR
NNNNNNNNNN,, FNNNNNNNN—5’miRNA
191B1716151413123 N ;876543211
' Seed

Grimson et al., Molecular Cell, 2007

D.P. Bartel , Cell 136, 2009



MRNS-miRNS parokat kereso6 algoritmusok

Name

Target species”

Algorithms

Performance

Distinguishing feature

DIANA-microT Any

Thermodynamics

EIMMo Humans, mice, Bayesian method
fishes, flies, worms
miRanda Flies, vertebrates Complementarity
MirTarget2 Humans, mice, SVM classifier
rats, dogs,
chickens
miTarget Any SVM classifier
PicTar Vertebrates, flies, Thermodynamics
worms
rna22 Any Pattern recognition
RNAhybrid Any Thermodynamics
statistical model
TargetScan Vertebrates Seed complementarity
TargetScanS Vertebrates Seed complementarity

Precision: 66%"°

Sensitivity: 0.8;
specificity: 0.95°

FPR: 24-39%(Fly)

FPR: 22-31%; precision
rate is 80% when the
recall rate is below 20%
An area under the ROC
curve of 88.7% with

the complete feature set
FPR: 30%

FPR: 19-25.7%
Sensitivity: 83%

SNR: 2.9:1 (vs 3.2:1°%);
run-time: 13-181 times
faster than RNAfold®
FPR: 31% (human,
mouse, rat), 22%
(pufferfish, mammal)
FPR: 22% (mammal);

Target structure comes before
seed complementarity

Infers the phylogenetic
distribution of functional target
sites for each miRNA

Also provides the expression
profile of mMIRNA in various tissues.
Microarray transcriptional
profiling dataset is used for
algorithm training

Training data is derived from vali
dated miRNA targets from
literature survey

Uses cross-species comparisons
to filter out false positives
Eliminates the use of cross-
species conservation filtering,
and leads to putative targets
sites in 5 UTRs and ORF

An extension of the classical
RNA secondary structure
prediction algorithmf

Mainly searches for the presence
of conserved 8- and 7-nt seed
matches

Requires 6-nt seed match and
conserved Adenosine

*Organism(s) for which the program is best suited:; *Selbach et al., 2008; ‘Representative values (For the full ROC curve, refer to the reference); “Lewis et
al., 2003; *Hofacker, 2003; ‘Zuker and Stiegler, 1981.



Target Prediction by TargetScan

TargetScanHuman

Prediction of microRNA targets Release 6.2: June 2012

Human JUN 3'UTR

v

4
N 0.1k 0.2k 0.3k 0.4k 0.5k 0.6k 0.7k 0.8k 0.9k 1k 1.1k 1.2k
Gene
Human JUN NM_002228 3° UTR length:1254
Conserved sites for niRNA fanilies broadly conserved anong vertebrates
miR-200bc/429/548a miR-216h/216b-5p
| | |
miR-139-5p
|
Conserved sites for niRNA fanilies conserved only anong nannals
miR-758
|
Poorly conserved sites fa A fanilies conserved anong nannals or vertebrates
miR-24/24ab/24-3p miR-495/1192 miR-139-5p miR-9/9ah miR-203 miR-370 miR-340-5p
| | | | | | | | |
miR-25/32/92ahc/363/363-3p/367  miR-495/1192 miR-490-3p miR-340-5p miR-542-
| | | | |
miR-592/599 miR-141/200a miR-494 miR-543
| | | | | |
miR-342-3p
|
nEa A —— L . Key:
\:9-!:& Conserved sites f:r‘n iRNA fgn ilies c.?rt,ervec only among mammals] ) Sites with higher probability of preferential conservation
[Hide poorly conserved sites for miRNA families conserved among mammasls or vertebrates] . .
[Show sites for poorly conserved miRNA families) M smer |l 7mer-m8 |l 7mer-1A |l 3' comp
Rv:f_: Z,_i 'f;srfi'; ii_"::"' sites] Sites with lower probability of preferential conservation
i i e e o B émer Wl 7mer-m8 [l 7mer-1A 3 comp*

[View human genome browser (Feb 09)]

e Minden miRNS-nek tdbb tucat, (tobb szaz) célgénje lehet
e Minden mRNS-t tobb miRNS szabdlyozhat

e A predikcok nem helyettesitik a kisérletes megerésitést, csak segitenek az érdekes célgének

azonositasaban



MiRNS célgének azonositasa kisérletes uton

e Microarray
— a célgén mRNS-ek szinte csokken miRNS-ovexpresszalod sejtekben

— a célgének mRNS-szintje emelkedik miRNS-inhibitorral kezelt sejtekben

e mMIiRNS:mRNS-Ago2-komplexek izolalasa imunoprecipitacioval
— Deep sequencing
e 3’UTR luciferaz riporter gén-kisérletek

— Célgén-3’UTR-luciferaz fuzidés konstrukcidk tesztelése
— A prediktalt miRNS-kot6hely mutacioja



A MIRNS-EK FIZIOLOGAS SZEREPE



A miRNS-ek élettani szerepei (1)

e Geénjeink tobbségét szabalyozzak

e Minden eddig tanulmanyozott bioldgiai folyamatban szerepiik van:
— Egyedfejl6dés szabalyozasa
e Szerv -, szovetfejlédés, differenciacio
— Ossejtek érése
— Sejtosztdodas és sejthalal
— Immunvalasz
— Anyagacsere-homeosztazis

e MIiRNS-ek hianyaban osszetett szervezetek nem képesek tulélni

A legtobb miRNS élettani szerepe ismeretlen



A miRNS-ek élettani szerepei (2)

e Jelatviteli utak szabalyozasa
— Forward-loop
— Negativ visszacsatolas

e Fejl6édési ,kapcsoldk” (,,developmental switch”)

— Szervek, szovetek fejl6désének szabalyozasa (szovetspecifikus miRNSek)

— Fenotipus kialakitasa és fenntartasa

— Adifferenciacié egy-iranyusaganak, a transzdifferenciacio megakadalyozasanak
biztositasa

e A genetikai program robosztussagnak és pontossaganak biztositasa;
védelem a véletlenszer( transzkricpicé kovetkezményeitdl

— Puffer-szerep,
— ZajcsOkkentés-funkcio



Jelatviteli utak szabalyozasa miRNS-ekkel (1)

DNA damage Oncogene stress Other stress
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* MiRNS-ek és a transzkripcids faktorokkal

egyuttmikodve szabalyozzak ugyanazt a Reprimo Post-transcriptional <NG;D
bioldgiai funkciot gene silencing “———‘\
< FAS
e | e .o 7 l —’/
e Kuléndsen alkalmasak a valasz ey
/E @thers
& —

robosztussaganak novelésére: DK4 CDKa G)
CyclinE2)

— Szamos cél-gén, ugyanazon a jelatviteli uton C l\/ l
beldl 'l'

Cell proliferation Survival Apoptosis
Nature Rev Cancer (2007)




Jelatviteli utak szabalyozasa miRNS-ekkel (2)
- egyszerl negativ visszacsatolas

¢ single-negative feedback

— A jelatviteli ut aktivalodasa indukalja a
miRNS-t, amely gatolja a jelatviteli utat

Transcription

factor

— Pl.: transzkripcios faktor aktivalja a miRNS-t, I//
amely gatolja a transzkripcids faktort I

— Jelentdség:

— - —

e A nyugalmi allapot visszaallitasa N
e Zajszlirés: random aktivacio N

kovetkezmeényeinek csokkentése S~o
e Noveli a rendszer stabilitasat

e A miRNS-ek kiiléndsen alkalmasak
visszacsatolas addasara kis késéssel az
eredeti aktivacio utan:

e Gyorsabb biogenezis, mint egy fehérjéé

e Szamos cél-gén, ugyanazon a jelatviteli uton
beliil



mMiRNS-ek az immunvalasz szabalyozasban:
- példak a negativ visszacsatolasra

______ N e TLRs (Toll-like receptors)
Hipproteing el N receptorok: a velesziiletett
Mannans LPS Flagellin »7 Poly(l:C) CpG DNA \\ . oy 7 V7 .
/ \ immunitas érszemei
TLR1/6 TLR2 TLR4 TLRS ,I TLR3 TLRO \ ;. ,
: \ e baktériumok, virusok
1 . Y
\ ; Jel.leglzetes. molekglarls
' / mintazatait ismerik fel
o 210N / rea- 7" y e
e WA B W ! / e Perceken belil aktivaljak az NF-kB
e S 4 . s . .
ik A /’/\ i / jelatviteli utat
// N\, = ~ \\
s AR T: \\7,41 R L 7 e gyulladasos citokinek
s N \\\ \\ / 77 7 7
e | N 1 - termel8dését
// 77 \\ : //  ~< e N : //
i 7 AV TSseel A VP e ezltal a velesziiletett, majd
= 74 S~ )
miR-125b / nfxBl 0000000000 T=—— —| MiR-155 - 7 s
/ s A azt kovetGen az adaptiv
( i\ o W Immunitast
e 7
\\\ ‘/ x ‘// "/////
~ : o = « 7] . . 7. 7
il . e Bakterialis TLR-ligandok aktivaljak a

miR-146a-t, amely célgénjein
keresztil szuprasszalja az NF-kB-
jelatviteli utat

miR-146a knock-out egerek: autoimmunitas

Sonkoly et al., Semin. Cancer Biol., 2008 18(2):131-40



A miRNS mint fejlédéstani kapcsold
- dupla-negativ visszacsatolas
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e “bistable switch”

e A kblcsdnhatas eredménye két, stabil,
egymast kolcsondsen kizard

kifejez6dés, illetve fejlédési program —
e Hatékony genetikai , kapcsolo” a program “A

sejtdifferenciacio soran

<

Developmental
program “B”

e Meghataroz, illetve stabilzal bizonyos
genetikai programokat

— pl. epitelidlis-meyenchymalis tranzicio,
epidermalis differenciacio, stb.

Myeloid cells (PU.1)

Graf & Enver, Nature 462, 587-594



A miRNS, mint a sejt dnazonossaganak alappilére:
szovetspecifikus miRNS-ek

Many miRNAs are expressed in a tissue-,
developmental stage, or differentiation-specific
manner

—  miR-1/muscle

—  miR-122/liver

—  miR-203/skin

— miR-367/embryonic stem cells

Each tissue- and cell-type has a characteristic
mMiRNA signature

Overexpression of a muscle-specific miRNA in
Hela cells shifts the transcriptome towards
,muscle-direction”

— Caninduce transdifferentiation

MiRNAs regulate maintenance of tissue identity

zebrafish medaka mouse fly
miR-124a @ il 3 3 &
iR. - .’ ‘h./ Y
miR-1 . — \) “D
..

miR-206
(expressed in all skeletal muscle cells)

Kloosterman et al. 2006, Nat Methods



A miRNS-ek kulcsfontossaguak a sejtdifferenciacio

kimenetelének meghatarozasaban

Stem Cell

@ Structural
\ ® | Chondrocyte
Erythroid L Osteoblast
$ Signaling
va Beta cell

=

Neural
Hematopoiesis Astrocyte

B-cells Microglia
Macrophages Myogenesis Stl]lg(odendrfcyte
T-cells Cardiomycyte otoreceptor

Smooth muscle

- kanalizacié”

“Weddington’s Epigenetic Landscape” (1953)

(

Terminalisan differencidlt sejtek, szovetek

1. A miRNS-ek fontos szerepet jatszanak az dssejt-differenciacio , kanalizacié”-jaban

(,,canalisation”)

2. A miRNS-ek fontos szerepet jatszanak a sejt epigenetikus tajképének kialakitasaban

A sejt miRNS-profiljanak megvaltozasa a sejt identitasanak megvaltozassat eredényezi!

Mitchell KJ (2007) PLoS Biol 5(4)
http://www.systembio.com



Transz-differenciacio: Borsejtbdl neuron

Via Transcription Factors

\ Transdifferentiation \«%

Fibroblast Brn2, Ascll, Mytl1 Neuron

Via MicroRNAs
iX /(,«
\ Transdifferentiation \.;*g:
Fibroblast miR-9 and miR-124 Neuron

miR-9/9* + miR-124

Via Transcription Factors

+ MicroRNAs

Ay
A/

MicroRNA-mediated conversion of human \ Transdifferentiation ’:‘ ’ “'vf
fibroblasts to neurons Fibroblast AT T Neuron
Andrew S. Yoo't*, Alfred X. Sun®*, Li Li**

, Aleksandr Shche%lontov" Thomas Portmann®, Yulong Li®, Chris Lee-Messer”,
Ricardo E. Dolmet ch®, Richard W. Tsien® & Gerald R. Crabtree

Yoo, A. S., etal. (2011). Nature476(7359): 228-31.



Transgenic
mouse

De-differenciacio: terminalisan
differencialt sejtbdl Gssejt s

c _ +miR-302/367
d Antibiotic selection

==

Growth in culture

A —iPS cell line

Normal Normal mouse
blastocyst

. I . 7 ’ v
miR-302/miR-367 Cinaeic 24 %

" Normal

Sequence o
mmu-miR-302a UAAGUGCUUCCAUGUUUUGGUGA
mmu-miR-302b UAAGUGCUUCCAUGUUUUAGUAG
mmu-miR-302¢c UAAGUGCUUCCAUGUUUCAGUGG
mmu-miR-302d UAAGUGCUUCCAUGUUUGAGUGU
mmu-miR-367 GAAUUGCACUUUAGCAAUGGUGA

Anokye-Danso et al., Cell Stem Cell. 8(4):376-88. (2011)



A miRNS-ek mint genetikai ,,zaj-csokkentdk”

T
A genom jelentds része detektalhatdan !“ “ ‘ ‘I e N 1] . I l I —

atirodik RNS-sé |||

=lll=¢ == e
Sejtjeinkben tomegével vannak jelen random 5 o
atirédo, ,nemkivanatos” mRNS-ek ’ TR , "I pemendll T "| o D
B o = pu—

A szdvetspecifikus miRNS-ek i = C Il = C

meghatarozhatjak, hogy mely mRNS-ek NEM l l l '” w— [ I I l =
fognak fehérjét kédolni o~ —

Zajcsokkentés — ezaltal robosztussa téve a
sejt genetikai programanak megjelenését

A miRNS-ek fontos szerepe van a sejtek
fenotipusanak kialakitasaban,
fenntartsasaban és stabilizalasaban.




Az RNS-ek altal kozvetitett génszabalyozas megjelenése és
a komplex élélények megjelenése a fejlédéstorténet soran

1+ Multicellular world
Fungi

L R I " Multicellular
volution o -regulatory networks | . , o otes

Sponges

P
2
ol
=
Q
O

Entry and expansion of introns, evolution of the splicesome

Unicellular world
Evolution of subcellular structures Single-cell eukaryotes (protista)
Eubacteria

Archaea

T

-2,000
Time (mya)

T
-1,000

Mattick (2004) Nature Reviews Genetics 5: 316-323.



MI REGULAJA A REGULATOROKAT?



A miRNS-ek szabalyozasa

Tobb szintli szabalyozas:

e Transzkripcio
— Transzkripcios faktorok: p53,
NF-kB, Myc, stb.

Epigenetika

— Promoter-metilacid

Pre-miRNA

— Hiszton-mddosulasok

Poszt-transzkripcio
— Biogenezis: Drosha, Dicer
— Export a sejtmagbdl a sejtplazmaba

Mutacioé
— Delécid, amplifikacio, transzlokacié

Kompeticid a miRNS-koét6helyekért

Alternativ 3’UTR-ek

(29] start and termination sites

Pri-miRNA

Mature-miRNA Selection of hairpin arm

miRNA genes

Alternative transcription Intron retention or overlap L

Promoter methylation

with coding region

3

Microprocessor (Drosha) processing

10000s

Potential conserved

RNA folded structures

(31, 32]

Postprocessing
20

A-to-I editing Processed by

k\v ml/ o

Export to the cytoplasm
~ )
[37] —~ (24]

Subcellular localization

Dicer processing
(40—43]
RISC assembly

Translation attenuation, mRNA cleavage, or reduced mRNA stability

Functional expressed
miRNAs in a given

adult tissue

Shomron et al. J Biomed Biotechnol. 2009



Osszefoglalds

A génmiikodés szabalyozasanak egyik alapvetd
maodja

Az ember génejinek 3-5%-a

Gatoljak a génkifejez6sést
— a poszttranszkripcionalis szinten

Minden miRNS-nek szamos célgénje van
— Feldusultak a szabalyozé génhaldzatokban
— Gyarkran transzkripcids faktorok

Szamos miNRNS szovetspecifikussan fejezddik ki
és szlikséges a differenciacidohoz

A miRNS-mRNS kapcsolatot elsGsorban a “seed”
hatarozza meg

Szinte minden bioldgiai folyamat
szabalyozasdban részt vesznek

miRNS kifejez6dés tobb szinten szabalyozott

Megvaltozott kifejez6désiik betegségekhez
vezethet

Protem -coding gene <-—|
gt TN

Transcription
5 of mMRNA

/ Pri-microRNA —

/
!
I
E Processing Q&
1
1
1

fpn microRNAs
to pre-microRNA

S o

o , Pre.microRNA —

)
‘\ansport of

pre-microRNA mt&‘i\

the cytoplasm

Cytoplasm

mRNA degradation

mnnnEnrmnem

( ExpomnS )
\_/

MicroRNA gcne
'\ﬁ‘;‘\b

Transcription ofpn -microRNA

e Ran- crp P

.-

Translational repression

N

aﬁ;

v

UL L AL L

/I
Nucleus

Processing of
pre-microRNA into
small RNA duplexes

-7 JOILI

b= An

Delivery of
RISC-microRNA
S~==" complex

Chen et al,,

New Eng. J. Med



The emergence of miRNAs will not make the

understanding of regulatory networks easier...
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