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RNS alapu génszabalyozas

Henn Laszl6, Szegedi Biologiai Kutatokdzpont

Eukaridta szervezetekben szamtalan olyan RNS féleséget ismeriink, melyek fehérjét nem
kédolnak, azonban fontos biologiai funkcioval rendelkeznek. A nem-kddoldo RNS-ek egyik
ilyen fontos funkcidja a gén kifejez0dés szabalyozasa, melyben hosszi nem-kodold6 RNS-ek
(long non-coding RNA, IncRNS) és kis nem-kodoldé RNS-ek is részt vesznek.

A valtozatos hosszit nem-kddoléo RNS-ek (IncRNS) kézos tulajdonsaga, hogy 200 nukleotidnal
hosszabbak, valtozatos méretiick. Legtobbszor a mRNS-ekhez hasonléan 5° végi sapkat
hordoznak, poliadenilaltak lehetnek, illetve intronokat is tartalmazhatnak. Sokféle biologiai
funkcioval birhatnak, ¢és sokféle modon fejthetik ki hatdsukat  (kiilonbozo
hatasmechanizmusok). A IncRNS-eket hatalmas géncsalad kdédolja, a human genom példaul
kb. 35.000 IncRNS-t tartalmaz. E gének elhelyezkedésiiket tekintve is sokfélék lehetnek:
eléfordul példaul, hogy fehérje kodolo gének intronjdban helyezkednek el, vagy ilyen génekkel
atfedésben, de ellentétes orienticioban vannak jelen a genomban. Altalaban jellemzd rajuk a
szovetspecifikus kifejezddés. A IncRNS-ek szekvencia szinten kevéssé konzervaltak.

A IncRNS-ek kiilonféle szinteken szabalyozhatja célgének kifejezodését:

1. Transzkripcidé szabalyozasa: IncRNS-ek transzkripcios fehérjekomplexhez kotédve
befolyasolhatja az enhanszer elemhez vagy éppen mas transzkripcidt szabalyozo
fehérjékhez torténd kotddését. Az igy torténd szabalyozas segitheti, vagy gatolhatja
célgének kifejezddését.

2. Poszt-transzkripcionalis szabalyozas: IncRNS-ek mRNS-ekhez kotdédve gatolhatja
splicingot, befolydsolhatja a mRNS citoplazmaba torténd szallitasat, valamint a mRNS
lebomlasat.

3. Transzlaci6 szabalyozasa: mRNS-hez kétodve megakadalyozhatja a transzlaciot.

4. Szabalyozas kromatin szinten (epigenetika): A IncRNS heterokromatin kialakitasaért
felelds fehérjekompleket iranyithat a megfelelé genomi régidhoz. Emldsdkben pl. a
HOTAIR IncRNS homeotikus gének represszigjaban, a Xist/RepA IncRNS az X-
kromoszoma inaktivacidjaban vesz részt.

5. IncRNS-ek fehérjékhez kotddve szabalyozhatjak azok miikodését.

A Kkis nem-kodolo RNS-eknek 3 {6 csoportjat a kis interferal6 RNS-ek (small interfeing RNAS,
siRNS) a mikroRNS-ek (miRNS) valamint a Piwi kdlcsonhato kis RNS-ek (Piwi-interacting
RNA, piRNYS) alkotjak, ezek koziil az siRNS-ek ¢s a miRNS-ek vesznek részt a génkifejezddés
szabalyozasaban, mig a piRNS-ek {6 funkcidja a genom védelme a transzpozonok (ugrald
genetikai elemek) okozta genetikai instabilitastol.

Az siRNS-eket 20-25 bp hosszusagu kettds szali RNS-ek (dsRNS) alkotjak, melyek hossza
(tobb szaz bp-os) dsRNS prekurzorokbdl szarmaznak. A hossza prekurzor dsRNS szarmazhat
sejten kiviilrél (pl virdlis RNS). Ebben az esetben exogén siRNS-ekrdl beszéliink. A prekurtzor
viszont szarmazhat endogén forrasbol is, azaz lehet a sajat genom altal kodolt (exogén siRNS-
ek). Ez elébbiek szerepe a virusfert6zés megakadalyozasaban van, mig utdbbiak funkcidja
génkifejez0dés szabalyozasa illetve a transzpozonok elleni védelem.
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A hosszl prekurzor dsRNS-eket a Dicer-2 enzim hasitja 20-25 bp-os darabokra. A fehérje
rendelkezik dsRNS végeket felismerd in. PAZ doménnel, dsSRNS-t megkoté dsRDB doménnel,
valamint az RNS hasitast végzé RNazIIl doménnel. A hasitds végén siRNS duplexek jonnek
létre, melyek 5° végiikon foszfat, 3> véglikon hidroxil csoportot tartalmaznak, illetve 2
nukleotidnyi 3’ talnyulé végiik van.

Az siRNS duplex ezutdn az RNS indukalt csendesitd fehérje komplexbe (RNA induced
silencing complex, RISC) kotddik be, melynek kozponti fehérjéje az Argonauta 2 (AGO2)
fehérje. A RISC érése soran a siRNS duplex egyik szala eltavolitodik (passanger szal), mig a
megmaradd RNS szal (guide szal) 3’ vége 2’0 metilalodik. Az érett egyes szali siRNS-t
tartalmazd RISC képes lesz az siRNS-sel komplenter RNS szal megkdtésére és hasitasara. A
hasitasért az AGO2 fehérje RNazH aktivitasa PIWI doménje felelds.

Az endogén siRNS utvonalat novényekben fedezték fel, de allatokban is mikodik.
Novényekben 3 {6 tipusuk ismert, a casiRNS-ek (cis-acting siRNAs) szerepe a transzpozonok
csendesitésben van. A tasi RNS-ek (trans acting siRNAs) cél mRNS-ek szabalyozasdban
vesznek részt. A natsiRNS-eknek (natural antisense derived siRNAs) a stresszvalaszban van
fontos szerpiik.

Az siRNS-ek kozvetitette génekpresszios csendesités a RITS (RNA induced transcritional
silencing) komplex 4ltal valésul meg. A mechanizmus miikdodésének 1ényege, hogy a genomi
redetli prkurzor siRNS-eket a Dicer-1 feldarabolja, amelyek a RITS komplexbe kdtddnek. Az
érett siRNS-eket hordozo RITS komplex a transzkripcié soran képz6dd RNS szédlhoz kotddik
¢s a transzkripcid helyére (genomi lokusz) toborozza a heterokromatin kialakulasahoz
sziikséges faktorokat ezzel meggatolva a 10kuszrol torténd tovabbi transzkripciot.

A miRNS-ek a kis nem kédolé6 RNS-ekhez tartoznak. Jellemzden 21-24 bp hosszusagu kettds
szala RNS-ek, melyek legfébb funkcidja a célgénjeik kifejezodésnek szabalyozasa elsésorban
poszt-transzkripcionalis szinten. A miRNS szintli génszabalyozas konzervalt mechanizmus,
allatokban és novényekben egyarant megtalalhato.

A miRNS-ek a genomban kodolt miRNS génekrdl atirodo, részlegesen prekurzor dsRNS-ekbol
szarmaznak. A miRNS gének az eukariota genomok egyik legnépesebb géncsaladjat alkotjak,
példaul a human genomban kdzel kétezer miRNS gén taldlhato. E gének igen sokfélék lehetnek,
vannak policisztronos (egy gén tobb miRNS-t kddol) illetve egyedi miRNS gének. A miRNS-
ek mas génekkel is atirodhatnak, lehetnek példaul fehérje kodold gének intronjaban, vagy nem-
A miRNS génekrdl elsoként egy hosszu, jellemzden tobb szaz bp hosszusagl , részleges kettds
szalu elsédleges miRNS (pimary, pri-miRNS) az RNS polimerazIl irja at és altalaban poliA
farokkal rendelkezik, szerkezetében a hajtliszerli struktarak talalhatok. A pri-miRNS-bdl az
RNazIII aktivitasi Drosha fehérje hasitja ki a kb. 60-70 bp-os hajtli szerii stem-loop
formaciodkat, melyek 5° foszfat, 3° —OH csoportot hordoznak és 2 nukleotidos tulnyuld végiik
van a 3’ végen. Ezeket a hajtli szerkezetli RNS-eket prekurzor miRNS-eknek (pre-miRNS)
hivjuk. A pre-miRNS-ek aktiv transzporttal jutnak a sejtmagbo6l a citoplazmaba. A
citoplazmaban a pre-miRNS-ek a Dicer-1 fehérjéhez kotddik, amely hajtli szerkezetrdl a hurok
részt lehasitja, ily modon 22-24 bp-os érett kettds szalit miRNS-t hozva 1étre, melynek 3° végén
2 talnyulo6 nukleotid van. Az érett miRNS kétféle effektor fehérje komplekbe kotddhet be, attol
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fliggben, hogy az érett miRNS két szdla mennyire egymassal. Ha a két szal a 9-10. nukleotid
pozicidban nem bazisparosodik tokéletesen, a miRNS az Argonauta-1 (AGO-1) fehérjét
tartalmazd miRISC (miRNA induced silencing complex) komplexbe kétddik. Amennyiben a
két szal kozott a bazisparosodas tokéletes, a miRNS az siRNS RISC (siRISC) komplexébe
kotodik. A két komplex mitkddése eltérd: a miRISC a célgén mRNS-¢hez kotddve elsé sorban
lebomlésat eredményezi (1asd siRNS hatasmechanizmusa).
A miRNS-ek elsésorban a célgének kifejezodését gatoljak, de arra is van példa, hogy azok
szabalyozas a kdvetkez6 sajatsagok miatt meglehetdsen dsszetett rendszert alkot:
e Az eukaridta gének kb felérdl tudjuk, hogy kifejezodésiiket miRNS-ek is szabalyozzak.
A miRNS-ek 4ltaldban a cél mRNS UTR-jével komplementerek, de nem sziikséges
teljes komplementaritas.
e Egy miRNS-nek altaldban tobb célszekvencidja is van (akar tobb szaz).
e Egy mRNS-en tobb miRNSnek lehet célszekvencidja.

crer

e miRNS-ek egymas expressziojat is képesek szabalyozni.

Ezen pontok alapjan lathatd, hogy a miRNS 4altali génszabalyozéas rendkiviil bonyolult,
ugyanakkor nem elhanyagolhatd tény, hogy a miRNS-ek mutacioi ritkan okoznak dramai
fenotipust. A miRNS altali génszabalyozas elsddleges feladata a véletlenszerli genetikai zaj
pufferelése lehet igy biztositva az egyedfejlodés robosztus génszabalyozéasat (fejlodés
,kanalizacioja”).
A kis nem kodoldé RNS-ek harmadik csoportjat a PIWI kdlcsonhatdo RNS-ek (piRNS) képezik.
Jellemzben 24-32 nukleotid hosszsagi RNS féleségek, amelyek elsdsorban az allati ivarvonal
(csiravonal) transzpozonok elleni védelmében jatszanak szerepet ez altal biztositva az
orokitéanyag generaciorol generaciora torténd sériilésmentes tovabb jutasat. A piRNS-eknek
nincs konzervalt szekvenciajuk sem jellegzetes masodlagos szerkezetiik, azonban jellemzd
rajuk, hogy transzpozon szekvencidkkal homologidt mutatnak 5’ végiikon uridin talalhatéd
(5’U). A piRNS-eket kodolo DNS szekvencidk az allati genomokban altaldban piRNS
klaszterekbe tomoriilnek (néhany 10-tobb ezer piRNS), melyek valtozatos méretiiek. A piRNS
klaszterek megléte evolucidsan konzervalt, de szekvencidjuk nem, altaldban a genom
génmentes szakaszan talalhatok.
A piRNS-ek biogenezise és hatdsmechanizmusa két 1épésbdl all. Az elsddleges processzalas
testi sejtekben és ivarvonal sejtekben is végbe mehet. Ennek soran a piRNS klaszterekrol,
hosszi egyes szalu prekurzor piRNS-ek képzddnek, melyek a sejtmagbol kilépve a
citoplazmaban elhelyezkedd fehérjekomplexekhez kotddnek, amelynek tagja tobbek kozott az
Argonauta fehérjecsaladhoz tartozd6 PIWI (egérben MIWI, Zebrahalban ZIWI, Xenopusban
XIWI), amely egy RNaz H endonukleaz aktivitassal rendelkezd fehérje, tehat egyesszala RNS
hasitasara képes. Ebben a citoplazmikus fehérjekomplexben torténik meg a prekurzor piRNS-
ek hasitasa, érett kisméretii, 5’U piRNS-eket eredményezve.
A biogenezis masodik 1épése a citoplazmdban miik6dd ping-pong ciklus, amely kizarolag
ivarvonal sejtekben jatszodik le. Ennek soran:

1. Azelsédleges (5°U) piRNS Aubergine (Aub) fehérjéhez kotodik.
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2. Az Aub megkéti az elsddleges piRNS-sel komplementer transzpozon RNS-t és elhasitja
azt 10 nukleotidnyi tavolsagra az 5°U- nel komplementer adenintél: igy a transzpozon
RNS-bdl egy olyan mésodlagos piRNs keletkezik amelynek 10. nukleotidja adenin
(10A)

3. A 10A maésodlagos piRNS disszocial Aub-rdl és az Argonauta3 (AGO3) fehérjéhez
kotodik.

4. Az AGO3 olyan piRNS klaszterrdl szarmazd hosszit RNS képes megkotni, amely
komplementer a benne 1év6é masodlagos piRNS-sel. Ezt a hosszu prekurzor RNS-t a 10.
adeninnel komplementer uracilnal hasitja, tehat egy ) 5°U elsddleges piRNS-t hoz Iétre,
amely 1jbol képes az Aub-hez ktédni.

Ez a mechanizmus rendkiviil hatdsos modja a transzpozonrol szarmazd RNS-ek eliminalasanak
az ivarvonal sejtekben. Ez azért kiemelt fontossdgii az 6roklodés rendjének fenntartasa
szempontjabol, mert a transzpozonok egyik formdja a retrotranszpozonok ugy ,,ugralnak” a
genomban, hogy reverz transzkripcid segitségével RNS termékiiket a genom random
kialakulasdhoz vezetne.

A piRNS tutvonal a felvazolt mechanizmuson tudl is részt vesz a transzpozonok elleni harcban a
transzpozon RNS-ek atairodasanak megakadalyozasaval. Az érett piRNS-ek a PIWI fehérjével
kapcsolddva belép a sejtmagba, ahol a piRNS-sel komplementer, éppen atir6do transzpozon
RNS-hez képes kapcsolodni. Ekkor a PIWI fehérje kozremiikodésével az atirdédd kromatin
régioban olyan fehérjekomplex alakul ki, amely a kromatin gyors tomorédéséhez (DNS
metilacid, hisztonmoddositdsok, heterokromatin kialakulas) vezet, ami megakadalyozza a
tovabbi transzpozon expressziot. Ez a heterokromatin kialakuldssal jaré transzpozon
csendesités, a testi sejtekre is jellemzd. Ezen kiviil ismeretes, hogy a piRNS-ek példaul szerepet
jatszanak az anyai hatast (a korai embridban jelenlevd anyai eredetli) RNS-ek lebontasanak
szabalyozasaban.

A nem kodolo RNS-ek gyakorlati alkalmazasa: RNSi

Az RNS interferencia (RNS inhibicid, RNSi) poszt-transzkripcios géncsendesitésen alapulo
eljaras. Lényege, hogy a sejt valamelyik sajat kis RNS utvonalat rabirjuk, hogy semlegesitse
egy tetszéleges gén aktivitasat. Hatdismechanizmusat tekintve beszélhetiink mRNS lebontésrol,
vagy transzlacio gatlasrol. Az RNSi elterjedt genomikai eszkoze a génkititésnek. Az RNSi
jellemzden két kis RNS tutvonalon keresztiil hasznalhat6. Az siRNS tutvonalon keresztiil hat
géncsendesitésnek a beinditdja a hosszlii (jellemzden néhany szaz bp) kettds szali RNS
(dsRNS). Ennek megfeleléen a kezelni kivant sejtekbe /szovetekbe/ szervezetekbe a
csendesiteni kivant génszekvencianak megfelel6 dsRNSt-t kell juttatni, vagy ott
megtermeltetni. A miRNS utvonalat ezzel szemben révid hajtii szerkezeti egyes szali (ssRNS)-
ek inditjak be, tehat a génkiiitéshez génspecifikus, mesterséges miRNS-eket kell a sejtekbe
juttatnunk, vagy ott megtermeltetniink.

Az RNSi felhasznalhatd orvosldsban, pl. igéretes allati modellek léteznek Alzheimer-kor,
Huntington-kor, enekefalitisz stb. gyogyitdsara, valamint hasznosak lehetnek antivirdlis
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alkalmazésai (HIV, kanyard, méjgyulladas). Mindezek ellenére a RNSi alapu engedélyezett
terapias lehetdségek igen korlatozottak.
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