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RNS-alapu genszabalyozas Adaptiv genomvedelem
* IncRNS Eukariotakban: piRNS

e kis nemkodolo RNS-ek

* SiRNS * Prokariotakban: CRISPR
* miRNS * CRISPR/Casg rendszer gyakorlati alkalmazasa
* DIRNS

* RNS interferencia




Nem-kodold RNS-ek Eukaridtakban |.

rRNS: riboszémak alkotorészei: 185 RNS (kis alegyséqg), 5S, 5.8S, 285 RNS nagy alegység, 161 rRNS gén
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tRNS: aminosavak szallitasa a fehérje szintézisben, 21 tRNS, 314 gén

SRP: Signal recognition particle. Citoplazmaban lokalizalt RNS-fehérje szignalfelismero része. A szekréciora
szant fehérjék mRNS-ét koti

Ribozyme: Kémiai reakciot katalizald RNS-ek. Splicing, tRNS hasitas (RNazP), viroid és szatelit RNS-ek
replikacioja (Hammerhead RNA)

Telomeraz RNS: Telomer RNS szintézisében résztvevd telomeraz (reverz transzkriptaz) komplex része

RNaz MRP RNS: RNaz MRP enzim része, mely a mitokondrialis replikacioban és a rRNS-ek (5.8S és 18S)
processzalasaban vesz részt.

Antiszensz RNS: A mRNS-sel komplementer atirddo szal, expresszids szabalyozas (ompF)
Vezet6 RNS (QRNA): mRNS érésben van szerepe. mRNS 3’ végével komplementer. (Trypanosoma)
rasiRNS: repetitiv elemekbdl szarmazo kis (17-28nt) interferald RNS-ek

| seRNS: kis citoplazmikus RNS-ek ésszefoglal6 elnevezése.

- Kis regu_lfélé ncRNS: Altaldban speciélis masodlagos strukturaval rendelkezé ncRNS-ek, melyek a
génexpresszio szabalyozasara képesek. Pl.: OxyS RNA: Oxidativ stresszvalaszért felelds E.coliban
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Nem-kodold RNS-ek Eukaridotakban |l.

tmRNS: mRNS felszabaditdsa az elakadt riboszomabdl

snRNS: Kis sejtmagi RNS, a pre-mRNS splicingban és érésben vesz részt. 47 snRNS gén

snoRNS: Kis sejtmagvacska RNS. A sejtmagvacskaban rRNS-ek processzaldsaban vesz részt.

stRNA: kis temporalis RNS. Poszttranszkripcids szabalyozas a C.elegans fejlédésben. A target gén 3" UTR-hez kotdédik.
VRNS: A Vault ribonukleoprotein komplex része, mely a drog rezisztencidban vesz részt (sejtmagpdrus transzport).

Y RNS: Ro ribonukleoprotein része. Rosszul kialakult RNS strukturakhoz 3’ végéhez kotddik. Replikacioban, rRNS-ek érésében, vesz
részt.

RRE RNS: HIV env gén altal kddolt Rev Response Elementhez kapcsolddik, amely a HIV strukturalis fehérjék mRNS-einek
expressziojahoz és exportjahoz szikséges.

RNS 6S: Kis (184 nt) hairpin strukturat felfevé RNS, mely az RNS-polimerazhoz ktédve gatolja a szigma-promadterrdl torténd atirast
(E.coli)

IncRNS: >200nt RNS-ek. Génkifejez6dés szabalyozas

miRNS:Kis (21~23nt) génkifejez&dést szabalyozd RNS-ek. A target mRNS hasitaséval vagy transzlaciés gatlassal szabalyoznak.

§iR'NA:_h’os__zabb dsRNS-ek hasitasabdl szarmazd kis RNS-ek, melyek a target-RNS hasitasat indukaljak.

PiRNA: piWi kolcsonhato RNS-ek, ivarsejt specifikus transzpozon-mobilizaciot gatolnak
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1 IncRNS-ek
>
Z TR&NSSEQRSIT_’TION
< . _ :
E InCRNS: |Ong non'COd|ng RNA Sense RNA (coding or non-coding) Circular RNA
. '. 4 A 4 romoter-Associa "‘_'FJ—""_ ’/L/‘.Z_h‘ A
8 * >200nt, valtozatos méretlek (L Lang Rl (PALRS) St il S
' 5 AN
~=) * legtdbbszorvan g'cap i
I | | 1
i - E_[.'E_EJ*—J ey
E poliA, gyakran intronok I ! " i /e b N e
L1 f = 7 <7 e
] ’ . ;e . . : nhancer-Associa 2 _./"P P
M. sokféle bioldgiai funkeid RS (RAS) % 3
8 Divergent NAT Linear/Circular Convergent NAT il
: , ’ . {head-to-head) NATSs (tail-to-tail) 2
~ng * sokféle hatasmechanizmus Long-intergenic RNA MacroRNA/
N (lincRNA) ViincRNA
¥y |
T ANTISENSE
TRANSCRIPTION
IncRNS gének:

FANTOM (functional annotation of mammalian cDNA):
35.000 nem kodold RNS 10.000 16kuszrol
_ - .' aZQnOS |I6kuszon atfedd, ellentétes iranyU IncRNS gének
.H.-L__-___._.f'el.ﬁ_é_l_’jéékédolc') génekkel atfedd szakaszokon
. '.'Iegtijb.k?)szt')r szovetspecifikus kifejez6dés

* Kevéssé konzervaltak

Gesualdo, Oncotarget, 2014.
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IncRNS-ek biologiai funkcioi

1. Transzkripcio szabalyozas

*  Transzkripcios fehérjekomplexhez kotodve befolyasolja a:

*  TF aktivitasat: co-aktivator (Evf2), co-represszor
*  transzkripciot szabalyozé fehérjék kotodését
*  Promoterhez kétédve gatolja a TF kotodését (DHFR)
*  Szomszédos vagy atfed6 gének (ellentétes orientacioju)

transzkripciojanak szabalyozasa

2. Poszt-transzkripcionalis szabalyozas
*  pre-mRNS splicing (Zeb2)
*  citoplazmatikus transzport

-« mRNS degradacié

Evfe Im:P.Nal w
M Ev‘fZ IMRNA

Minor ‘-\/M(uor
Promo'rer Promoter

IMRNA

Triple Helix

Post-transcriptional processing
e

Antisente

1cRNA Zebl
\ IRE \
rnm\:l
5 UTR e
Mo spllung
o Splicecsome

Translation

Mature Reviews | Genetics Mercer, 2009
) .

Chinnen &Tani, 2012.



IncRNS-ek bioldgiai funkcioi %?\)
~O D

BACET mRNA BACETAS RNA

3. Transzlacio szabalyozas
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*  mRNS-hez k6tédve megakadalyozza a transzlaciot

(BACE-1AS)

Amyloid

. . . ’ ” ﬂf ”E aggre
4. Epigenetikai szabalyozas Lo "Rang, Cell Reports 2014

»  Heterokromatint kialakitd komplexet iranyitja a megfelel6 DNS Fhreosiaremecibng
,-F"_-'i—-ﬂ’ RHOTAIR, Xist/RepA or Kengor!

régiohoz \

*  HOTAIR: homeotikus gének szabalyozasa

4 comp lex

*  Xist/RepA: X-kromoszoma inaktivacio

5. Imprinting: Apai vagy anyai allél aktiv
* Kcngoti

6. Apoptozis szabalyozas
: Patil, Crit Rev Biochem Mol Biol, 2013.

—2)) .Gas5: Glukokortikoid receptor csali

Heterochromatin Mercer, 2009
) .

' 7. . Sejtciklus szabalyozas

R ..

Q- 00 Q-0 ez
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siRNS Utvonal

small interfering RNAs

20-25bp hosszu kettds szalu RNS-ek

Hosszu kettds szalu RNS prekurzorok

Exogén siRNS-ek: RNS virusok elleni védelem.

A prekurzor replikalodo virus RNS.

Endogén siRNS-ek: prekurzor a genombol szarmazik.

* Transzpozon csendesités

* Génkifejezddés szabalyozas

' Konzervalt mechanizmus: allatokban, névényekben

EEELREIEEEHEREVIDEE EDCAETEDOOER RRELERD

EE———)

dsRNA or shRNAs siRNA

Processing by Dicer and
l its partners

TN
ollllllllll.l.ll

-
&

Loading of siRNA
duplex into Ago2

Loadmg of siRNA
duplex into Ago2

RISC maturation

Target recognition by RISC &

Target mRNA

Target mRNA cleavage
by RISC
AAAAA +
"'o R
Target mRNA degradation
________ LAAAAA |
rrrrrr - (. PR
m'G = = =~ ’
rrrrrrr N @
“ 2

Patil, Crit Rev Biochem Mol Biol, 2013.




siRNS Utvonal: biogenezis

Hosszu kettos szalu RNS prekurzor feldarabolasa:

Dicer-2 fehérje: dsRNS specifikus RNaz aktivitas

—)
*  Egérben, C.elegansban 1 Dicer, Drosophilaban 2 (Dcr-1, Dcr-2)  dsruacr shrnas SIRNA

Processing by Dicer and
1 l its partners

PAZ domén: dsRNS-vég felismerése
dsRBD (dsRNA binding domain) domén: dsRNS megkotése

(

Loading of siRNA
duplex into Ago2

Loading ol siRNA

RNazlll domén: RNS hasitas duplex Into Ago2
e  20-25ntsiRNS duplexek:
T

° 5’ fO SZfét RISC maturation
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* 3" hidroxil

* 2nttulnyuld vég a 3'végen

Target recognition by RISC &

v T ] T AAAAA
a ATPase/helicase DUF283 m'G
dsRBD Target mRNA
5 Target mRNA cleavage
b 5 by RISC +
AAAAA
.3 3
____________________ . _ [ D1709,E1813 Dessttl % nvs.——\f—-
Bﬂg;g . { ::," Target mRNA degradation
% J '
—— k DIS20EIS64 S @ 000 (| . MY em e e === - M
mG 8= = = ’
) ~ ,
N s

Liu & Paroo, Annu Rev Biochem, 2010. Patil, Crit Rev Biochem Mol Biol, 2013.
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2.

3.

siRNS Utvonal:biogenezis

siRNS betoltodése RISC-komplexbe: Dcr-2/R2D2

RISC komplex: (RNA induced silencing complex): Argonauta-2
(AGO2) + segédfehérjék
*  AGO2: dsRNS specifikus RNaz
*  PAZ domén: az siRNS 2nt 3’ tulnyulo végét ismeri fel
*  PIWIdomen: slicer (RNaz H) aktivitas

*  Segédfehérjék: mddositjak az AGO funkcidjat

RISC érése: Slicer figgetlen mechanizmus
* passanger szal eltavolitasa, és lebontasa: C3PO

* Guide szal 3’ végének 2'0O-metilacidja (HEN1 fehérje)

@)

dsRNA or shRNAs siRNA

l Processing by Dicer and

S
L

(

Loading of siRNA
duplex into Ago2

Lolqu of siRNA
duplex into Ago2

RISC maturation

3.

Target recognition by RISC &

AAAAA
m'G
Target mRNA
Target mRNA cleavage
by RISC
AAAAA +

Target mRNA degradation

Patil, Crit Rev Biochem Mol Biol, 2013.
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4. Target RNS felismerése:

5. Target RNS hasitasa: PIWI domén

iIRNS uUtvonal: molekularis mechanizmus

A gRNS-sel komplementer szekvenciu RNS megkotése

*  Akomplementer szekvencia 10 és 11 nt-ja kozott hasit

1 152 276 362 545 770

[ —— - Wid PV 1

Liu & Paroo, Annu Rev Biochem, 2010.

1.
0P 1 o

dsRNA or shRNAs

Processing by Dicer and
its partners

°l

Loading of siRNA
duplex into Ago2

Loading of siRNA

T

RISC maturation

3.

Target recognition by RISC &

AAAAA
m'G
Target mRNA
Target mRNA cleavage
by RISC
AAAAA +
n'G
‘_—\r_ Target mRNA degradation
________ =AAAAA
mG e = ~ "
""" £ /
\ 2

Patil, Crit Rev Biochem Mol Biol, 2013.
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ex0-siRNS-ek

Exogén siRNS Utvonal: dsRNS prekurzor kilsé ,forrasbdl”: RNS virusok
Fontos antiviralis mechanizmus.
A virus replikaciokor keletkezé dsRNS intermediereket ismeri fel.

vsiRNA: virus-derived siRNA

Virus RNS eliminacio 2 [épésben:

. " : RGN
1. Dicer-2: elhasitja a hosszu dsRNS-t
2. RISC: AGO2 elhasitja a templat RNS-t B —
Ry
— )
Viralis védelem az siRNSD Utvonal ellen: pimitve organisms use A inter: N \ ¥
; , L, ference to protect themselves from i P
" szupresszor fehérjék virus infections. Double-stranded —
Al g ey RNA from a virus activates the . *
protein complexes Dicer and RISC
and the infection is stoppod. Viral RMA degraded




endo-siRNS-ek

Endogén siRNS Utvonal: dsRNS prekurzor ,belsé
forrasbol”:

Novényekben fedezték fel, de allatokban is

muUkodik.
Novényi endo-siRNS-ek: l @—E"’ e
e casiRNS-ek: cis-acting siRNAs: transzpozonok o
repetitiv elemek, tandem repeatek csendesitése - | D>
«  tasiRNS-ek: trans acting siRNAs: miRNS kotédik _sz
a pre-tasiRNS-hez, RDR6 polimeraz o _¢ oo |
atirja>dsRNS ®¢@ ) - B T
target mRNS hasitasa: transz géncsendesités S B
* natsiRNS-ek: natural antisense derived siRNAs .
1 par, egymassal atfedo6 szekvenciaju siRNS, |
az egyik csak stressz hatasara irodik at. Allatokban: retro-transzpozonok elleni védelem
Stresszvalaszban van szerepe. 21-22 bp hossztak

testi sejtekben mUkaodik, piRNS Utvonal mellett.




SiRNS és RITS

RITS: RNA induced transcriptional silencing
Agoa

Chpa: chromodomain protein

RNS-figgd RNS polimeraz

Genomi régiok, vagy gének transzkripcionalis csendesitése

Hiszton fehérjék N-terminalis poszttranszlacios

maodositasaival valdsul meg

ﬁMP and
7 exosome

Pl: H3Kgm —>heterokromatin kialakulas

H3K9me2 or —@

Mechanizmus: H3K9me3

Centromeric
repeats

1.  RNS figgo RNS polimeraz: antiszensz mRNS-t ir at
—> dsRNS > siRNS Utvonal

2. AzsiRNS-t tartalmazo RITS komplex az atirodo
MRNS-hez kotédve metilalja a kdzvetlen
kdrnyezetében lévé hisztonokat, ami heterokromatin
kialakulast indukal (zart kromatinstruktira—=>célgén

transzkripcionalis gatlasa




siRNS Utvonal sajatossagai

__—Double stranded RNA—
* Dicer: nincs szekvenciaspecificitas [CDICER | | | [ (DICER)
1 dsRNS prekurzor: sokféle siRNS v
o s T
* A dsRNS prekurzor 3-lagos, 4-leges szerkezete befolyasolja a 21-25nt

Dicer aktivitast.

Genetic transformation, 2011

A miRNS Utvonallal kompatibilis elemei vannak

A végkimenetel nem csak target RNS hasitas lehet:

-

* transzlacid gatlas
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* kromatin szint( génexpresszid-szabalyozas

Verdel Int.J.Dev Biol., 2009.




miRNS Utvonal

micro-RNS-ek

-
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21-24bp hosszu kettOs szalu RNS-ek
Részlegesen kettds szalu RNS prekurzorok a genomban kdédolt

miRNS génekbdl szarmaznak

Funkcidja a targetgének kifejez6désének szabalyozas

Konzervalt mechanizmus: allatokban, novényekben




miRNS Utvonal

micro-RNS gének

Az Eukariota genomok legnépesebb géncsaladija
Human genom >2500 miRNS gén
Tobbnyire klaszterekben vannak jelen (miRNS klaszterek):
policisztronos elsédleges transzkript
Vannak egyedi miRNS gének is.
Mas génekkel atirddva:
* ncRNS
» fehérje kodold gének intronjaban: mirtronok
» fehérje kodold gének UTR-jében

miRNS gének azonositasa:

* Felfedezése: 1993 (C.elegans), Drosophilaban 2003.

* Kevés a molekularis klénozassal azonositott gén

» Aklasszikus génpredikcids mddszerek sokszor nem
mUkodnek: nincs CDS, exonokban, sét intronokban is

*  pri-miRNS-ek kihalaszasa, Ujgeneracios szekvenalasa

prekurzor

érett

A
miR-21 Du & Zamore, Development, 2005

7MmG(5)pppP(5)G A.AAAL

miR-17~18~19a~20~19b-1~92-1

7MG(5)PPP(5)G AL AAA,
B
miR-15a~16-1 in DLEUZ ncRNA intron
7"‘6(5’)ppp(5')GV—v\/ \ iE §E / A...AAAnL

miR-106b~93~25 in MCM7 pre-mRNA intron
7mG(5')PPp(5')G—VWWW=V=V=WV=\jgg£,—V—A._AAAH

MIiIRARR in RIMT VDI\I& v ~— T

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

MG (5)ppp(5')G -Wwv:v:v:v:v:v:v:v:\jgﬁb.v—k AAA,

miR-155 in BIC ncRNA ﬂ
7"'G(5')ppp(5')e—v—v A...AAA,
miR-198 in FSTLT mRNA 3’ UTR
‘)‘)Wﬂﬂﬂﬂﬂfjt
A B c [+] [
% £ ﬁ
] “ % o
1t £ 3 i B mian
';: ‘.EEN,,,‘H :na sn-ﬁﬁ_mnﬁs o
iR 'E‘ 5 gj -
& % b gt
A B & gt
<) g i“,.g{:m; Lau, Science, 2001.
i E——

P
R e

Homo
sapiens

256 1881

434 2588




MiRNS-ek érése

1 Transcription by RNA Pol 1T

: : miRNA Gene

1. miRNS gének atirédasa (sejtmag) E
%

-
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*  Egyedi, vagy policisztronos pri-miRNS-ek

(primary miRNA)
*  poliAfarok, RNA pol Il S / 3 NUcLEvs

CYTOPLASM

* stem-loop szerkezet

Processing by Dicer
and its pxrtmms

*  5'végen 7-metilguanozin (m’G) :

2. pri-miRNS hasitasa (sejtmag)

miRNA/mIRNA* duplex miRISC assembly
Pre-miRNA

*  Drosha (RNazlll) + segédfehérjék (pl.: Pasha: RNS-kotd) /

*  ~60-70bp-0s stem-loop kihasitasa: 5'foszfat, 3'-OH, 2nt
3'tuInyulo—> pre-miRNS (precursor miRNA)

3 : p’re-i_‘r_ni_-RNS exportja a citoplazmaba

m’G —_—

* . Exportin-5 + Ran fehérje

Patil, Crit Rev Biochem Mol Biol, 2013.



MiRNS-ek érése

1 Transcription by RNA Pol 1T

: : miRNA Gene

4. pre-miRNS-ek hasitasa E
a

-
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*  Dicer-1 (RNaz) + segédfehérjék (loquacious, Logs)

* loop lehasitasa = 22-24 nt-o0s érett miRNS: 2nt :
tulnyuld a 3' végen S / 3 suctEs

* Az érett miRNS-egyik szdla a miRISC effektor Processng by Dicer =

and its pxrtnnrs

komplexbe t6ltodik be. / ‘

* A masik szal tobbnyire lebomlik.

CYTOPLASM

miRNA/mIRNA* duplex miRISC assembly

Translation repression /

Pre-miRNA

m’G

Patil, Crit Rev Biochem Mol Biol, 2013.




E mMiRNS-ek hatasmechanizmusa
=
LLi
c
w Drosophilaban
> . a sIRNA pathway b miRNA pathway
2 Effektor komplex: miRISC: AGO-1 o s "Gopp
~< ' Long dsRNA . .“::.U;:’:_GLII —
S ¢ Abbanaz esetben, ha a miRNS duplex g és 10 | : e
. ¥ Gppp
) Y ‘ . s @ s = Pri-miliNA -« _E Br-rrh"rl
; 8 pozicioban nem parosodik tokéletesen | @- ! P
= * target mRNS megkdtése: transzlacio gatlas e == ; S '
L F l’ @ S Llea\.ag\ /cebu ching .
Y =) sty D. .- =0 e
9 Effektor komplex: siRISC: AGO-2 s e A s
m pre ESC F’Q ."‘.._‘ pre-miRNA [_E%w;i
= D!I * Abbanaz esetben, haa miRNS duplex g és 10 ! v
o . *v miRNA-mIRNA" duplex el
'- pozicioban tokéletesen parosodik & .
| SaM Loading complex ufﬁ
* target mRNS megkotése és feldarabolasa ‘/—ﬂﬁf” ¥
— O pre-RIST 5%9‘[
Eml8sokben: 4 féle AGO fehérjekomplex v 9
AGD? L.
Risc e -OCH, AGOIRISC ()
* miRNS-ek betoltodése a komplexebe kevésbbé ' N

" meghatarozott

A -'_fMind a 4 AGO részt vesz az RNS csendesitésben

Ghildyjal & Zamore, Nature, 2009
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MiRNS célszekvenciak

Magasabb rendi eukariotak mRNS-einek <50%-a
- Altalaban 3UTR
« 5UTR
- CDS
Egy mRNS-en tobb miRNS célszekvencia

-
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mMiRNS targetek azonositasa:
» Els6sorban in silico modszerekkel
+ A miRNS géncsendesitésnek nem feltétele a tokéletes bazisparosodas a célszekvenciaval
+ Keveés kisérleti adat
» kevés mutans (kis mutacids felulet)
miRNS adatbazisok
. / Z, mirBase
"-"-r;nicroRNA.orq




miRNS-ek bioldgiai funkcioja

* Egy-egy miRNS hianya ritkan okoz dramai fenotipust
* A miRNS Utvonal fehérjéi esszencialisak és konzervaltak

* Egy miRNS - sok target mRNS

-
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Egy mRNS —tobb miRNS

* Egy miRNS kifejez6dését sok fehérje befolyasolhatja
* Tobbféle hatasmechanizmus:

*  mRNS eliminacio

* transzlacid gatlas

*  mRNS destabilizalas deadenilacio altal

* transzkripcios aktivalas!

Durva vagy finom poszttranszkripcios génszabalyozas?

'+ Fejl6dés , kanalizacidja”
‘= Véletlenszer( genetikai zaj pufferelése

% e Robosztus genetikai szabalyozas

8)

Transcript levels

Declision window

Fate A

Decision
threshold

Fate B

Time

Key: — Buffered expression
— Unbuffered expression

Vidigal, 2015
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DIRNS-ek

piRNA loci

— —
B B =

o e
i piRNA precursors i
i (zngle strand) '
| i
! !
i i
e e BeR |
M2
@ 2
n Mucleu
¥ 2 Y Cytoplazm
Primary
Processing
- Secondary
S’ e
procesing
o (ping-pong cycle)
} %
O~O o
=
P Prl;twrl;. Q

e O

*Prekurzorok a piRNS klaszterekrdl szarmazo hosszu

ssRNS-ek

*Els6sorban az allati ivarvonalban mikodo kis nem-

kodold RNS Utvonal

*Elsédleges feladata az ugralo genetikai elemek

(transzpozonok) mutagén hatasanak kivédése
*transzpozonokrdl szarmazd RNS-ek eliminalasa
*heterokromatin kialakitas

*Csiravonal fejl6dés biztositasa
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PIWI asszocialt RNS (piIRNS)
utvonal

AN & -"-'p_'iwi (Drosophila): P-element induced wimpy testis, Lin, H., Spradling, A.C. (1997)
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PIWI

*ElsOsorban az allati ivarvonalban mukodd kis nem-
kodold RNS utvonal

Elsddleges feladata az ugrald genetikai elemek

' SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM

(transzpozonok) mutagén hatasanak kivedeése

*Csiravonal fejlodés biztositasa




PIWI

A piRNS alapu transzpozoncsendesités a csiravonalban

-
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» Jellegzetes citoplazma
részletek: ivari szemcsék

|I"~Juage
« elektrondensz
membranmentes citoplazma
részletek

augp  Drosophila

« Jelenlétuk altalanos az allati
- csiravonalban:
' )i piP-body, chromatoid body: egér
" _ P-body: C.elegans
— nuage: Drosophila




PIWI

A piRNS-ek
*Nincs konzervalt szekvenciajuk, sem masodlagos szerkezetUk.

*Transzpozon szekvenciakkal homoldgok.

«24-32 nt hosszuak

' SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM

*5’ végukon altalaban Uridin
9’ vég: monofoszfat, 3'veg: 2’-O-metilacio (stabilitas)

base

0 0
HO —F—0
o g 3’ OH OCH,




PIWI

A piRNS klaszter
*A piRNS-ek az allati genomokban klaszterekbe tomaorulnek.

*Néhany tiz-tobb ezer piRNS/klaszter, sok klaszter/genom.

*Méretuk: 1-200kbp.

'SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM

A klaszteren belll a piRNS-ek nem periddikus elhelyezkedésuek
-Altalaban génmentes szakaszon (kiv.: C.elegans).
*Meglétiuk konzervalt, de szekvenciajuk nem.

. _'-F('Sként a csiravonalban irodnak at klaszterenkent.

Y\ Iégismertebb PiIRNS klaszter a Drosophila flamenco I6kusz




PIWI

-
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A piRNS-ek biogenezise

*Elsddleges processzalas — e
—
*Ping-pong ciklus l
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PIWI

Elsddleges processzalas
Csiravonalban és testi sejtekben is mikaodik.
Hosszu ssRNS atirédasa a piRNS I6kuszrol

Hosszu RNS feldarabolddasa 24-32nt os kis RNS-ekre: ismeretlen mechanizmus.

' SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM

PiIRNS-ek transzpozon csendesitése: konzervalt fehérjek: PIWI (MIWI, ZIWI, XIWI, :

, . Argonaute 3 (AGO3), egyéb asszocialt fehérjek:




PIWI

-
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Elsédleges processzalas: Drosophila ovarium follikularis (testi) sejtekben

Nucleus
) A T et
plFFNA Ilf:l::l.ls . Piwi ~ Yb body
- ] 3’_5, \
Mature \ Yb
o piRNA p
Transcription Piwi Armi
3 5 Pri i
Vret rimary processing
3" Precursor 5F...,_
PiIRNA > ™

"'-.,._____..—r

Armi: RNS-helikaz

Zuc: nukleaz

Yb: Tudor domén, helikaz

Vret: Fehérje kotd, Tudor domén

follicle cells
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Ping-pong ciklus

L |

r 1 {4 -n - “
Csiravonalban mikodik ,l
3 —y
Antisense strand

piRNS amplifikacios lépés lpﬁmw

processing

AUB (Aubergine) és AQ’O3 3.0Me@
(Argonaute3d) fehérjék: AUB
Slicer aktivitas

Gernl'l line

Active transposons

piRNA clusters

(for example, 42AB locus)

/|

— | —
L 1 I |
| T
.I'
B! 5 y# 3= 5
Sense strand Antisense strand

HEN1
3' methylation
/:' truncation

Amplification loop
3'OMe % :: =0 18
5r A 3r {F"ng pong q"dﬂ) 3r U ,-_'}.

Slicer-mediated \
cleavage

3'0Me@ﬁ_@
/

3 truncation

HEN1
3" methylation

N
Slicer-mediated

cleavage

O

AUB




Ping-pong ciklus

-
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1. Elsddleges piRNS (5’U)
betoltédése AUB fehérjébe.

2. AUB fehérje megkoti a
pPiIRNS-sek komplementer
transzpozon elemet (TE) és
elhasitja a TE-t.=>
masodlagos piRNS (10A)

betoltddik AGO3 fehérjébe.

3. masodlagos piRNS (10A) 30Me@\
AUB

4. AGO3 megkodti az
, . antiszensz piRNS-t és
. —elhasita->5U

PIWI

Gernl'l line
" Active transposons piRNA clusters
(for example, 42AB locus)
— | —
E = | L 1 I |
I v
3! e 5 >3 % B 5
Antisense strand Sense strand Antisense strand
precatin HEN
P 9 3' methylation

N _ %
A 4 3' OMe
/5” truncatc-n

30Me Amplification loop
5r A'_'?’ 3r

(ping-pong cycle) 3 A

/] N
Slicer-mediated / Slicer-mediated

cleavage cleavage
3'OMe e—
/3 truncation

AUB

HEN1
3" methylation




PIWI

¢ Ping-pong cycle in mouse prospermatogonia

-
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TE transcripts (sense) pi-body
5' U U U 73
~ Primary processin
MILI ~ AUB yprocessing s ] L oNA
MIWI ~ AGO3 TE transcripts {5*3“5@:'
{antlsense} ) 3 OMe
3’ 5

AN

Slicer-mediated cleavage

@ _ % Secondary piRNA
3'OMe - 3'OMe (antisense)

piP-body

Amplification loop \
(ping-pong cycle) DNA methylation
TE transcripts
//3_' (sense)

Slicer-mediated cleavage




PIWI
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A piwi utvonal szabalyozasa

Fehérjekomplexek

v Eger B @D @D G
TORD1 @ @ & € 0 ++ - +
— Tudor domént tartalmazo TDRD2 (WO + + +
fehérjék. TDRD4 [ C ol - _ o
o TORDS (T X O T O T O  © . B .
— Nem-Tudor fehérjék: TORD7 (O Corep D - z +
CErsre @ 9 _
« ARMI ~ MOV10L1 L _ e Ak
. Vasa ~ MVH < Drosophila
. TUD @ o o oo aEruapN i
« Zucchini SPNE (CCICrer  @r 0 ND o+ ND
FS(ygyB X 0 + ND ND
KRIMP  ( - ND ND ND
Tejas o (R ND + ND

CBTudor (CDKH (CODDEXDc CBHELICc/Helicase
CBMYND (DRING CBHA?  (CDTejas
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PIWI/piRNS tobbrétli szerepe a
transzpozonok elleni harcban...

-
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1. TE csendesités
. . , L, Nucleus
2. Heterokromatinkialakulas és a s
fenntartas (hiszton modositas) |
PIRNA biogenesis via the
3. DNS metlléC|é andt?é?gén;%%zgissmn
Heterochromatin formation {Drosophila): {conserved)

Piwi recruits HP 1 and is required for H3K9 methylation g Eanalization

(Drosophila)

...6s a csiravonal fejl6désben:

b
1. Anyai MRNS-ek lebomlasanak R
szabalyozasa a MZT (maternal-to- gostentitestantotos
2ygotic (ransition) alatt: nanos (OO
2.  mRNS-ek kifejez6désének de novo DNA Methylation (mouse)

Required for transposon repression

szabalyozasa: cisz
3. Poliszomak pozitiv regulacioja:

/- “transz génszabalyozas 7 il and i ssoteith o (nouse
4. - Magi/citoplazmas lokalizacié d it
aranya subjnc: gumm” D G G
: i (Drosophila) T SomeC;T:NAS are processed from 3'UTRs (conserved)

Annu. Rev. Genet, 201




PIWI

RNS klaszterek kialakulasa: Drosophila hibrid diszgenezis

=4

-
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a Hybrid dysgenesis cross b Reciprocal cross A

Female Male Female Male
No P-element P-element P-element No P-element Q x Q x

w Har Har w!

/ '

w! X Har Har x w'
sterile fertile

dysgenic hybrids reciprocal hybrids

egg production

ik

w
o—~nvwpro3B8R
v

= rerere-res

# of eggs per female

3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
age (indays)

o

hatch rates
100 I 3y o b—omg i pg P i

% eggs hatched

P-element active P-element silenced £ = 5 m m B %
Flies sterile Flies fertile 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21
Khurana, 2014 age (in days)
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Evolucios vonatkozasok:

« A funkcio (TE csendesités), a ping-pong
mehanizmus konzervalt az allatvilagban.

» Az effektorfehérjék szintén konzervaltak.

' SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM

« PIWI-szerl (de nem PIWI) fehérjek megtalalhatok
novenyekben, gombakban sét baktériumokban is.

‘= A piRNS-ek nem konzervaltak,de a piRNS
- klaszterek helyzete igen.
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Transzpozon elemek és piRNS utvonal koevolucidja:

-
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magas TE aktivitas
—>erbsebb piRNS kifejezddés
-2 piRNS klaszterek duplikalodasa

- 2PIWI és PIWI asszocialt fehéerjék evolucidja
= _gyorsabb evolucio, mint az immungének esetén

_— alternativ kodonhasznalat, de as. szinten nincs valtozas> expresszié fokozasa




PIWI

pPiRNS klaszterek kialakulasa:

-
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Mehanizmus nem ismert.
« Véletlenszer(, ott tomorulnek ahol, nem zavarnak annyira?

~ * Van TE-beepulesnek preferenciaja?
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Kis nem-kodold RNS-ek

IENTIA

Prekurzor RNS

kettésszalu, hairpin

Erett ki SRNS hossz
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L=0=)

RISE
loading
complex

AGOL
pre-RISC

Target cleavage

hairpin

22nt

e, miRNA-mRMA" duglex

b miRNA pathway

Gppp. . _
Q
s Eppp /

i

\ip|ic.ng

Branched

{: [pre-mirtron)

cleewag\
) W- o C_}f:DplaSm
e =
¥
=] ﬁ N

=g
-

¥

Lesading eomplex
¥

AGON pre-RIST @
¥

AGO RISC (\‘T;\
\

Translational repression mRNA destabilization

egyesszalu

24-32nt

Lariat
debranching
Mucleus —

€ piRNA pathway

Antisense piRMNA precursor

Sense piRISC

oS-

Antisense piRISC
P omeee e e c s u s ¥
Transposon
mRMNA *

MNature Reviews | Genetics




nem-kodolo RNS-ek gyakorlati alkalmazasa: RNSi

-
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p.u)
=z
n

i: RNS interferencia

poszttranszkripcids géncsendesités

mMRNS-ek lebontasa

transzlacio gatlasa

siRNS vagy miRNS utvonalon hat

Fenokopia (fenotipus helyett)

Elterjedt funkcionalis genomikai eszkoz: génkittés
poliploid szervezeteknél kiemelt jelent6séqU

Gyogyaszati jelentdség

pari felhasznalas

WHAT IS RNAI?

Q ~ 4 ~

RNA No Protein

Double-stranded
RNA is destroyed




Az RNSi felfedezése

NYEGYETEM

Table 1 Effeats and mbked RNA of
Gene  sagment Size Enjached ANA
[Edobases)
= Exon 2 -22 2 Zengs
Anlisanss
Sanga + Brilanss
u< [T o Tenme
Arilisenas e
Sench = ANiSEnse Srang Merers (1009%)
/ E Exon 21=221 TS Sonea - onlsanss Strong twil chars {100%)
feen-1 Farr--nul mwtanis: lemal [no speem]
szmény AR y s e,
. ingn g, =
El6zmények: [ Fatrile (729%)
famiB  Inrond =1 Sansa + aniBenss Harmaphrodite (= 56%)
1980-as évektdl: mMRNS ,kititralasa antiszensz RNS-sel: Al L s
Exon G 576 Sense Wild typa [ 100%)
. TR Antisanss Wild type (10088}
hibridizaciéos modell - Shie X britensd e ] | S
EsonE 851 Senes Wil o 100G
Arnanss Wild ype [100%)
y — Songa -+ Brilsanss Faralyzed (00
. . . UAESIC Expn 1-B 1016 Bifida = AMBERSE At embeyas And ke (100%)
Cel!. 15_384 Apr,36(£f)._1007j15. ) Nature. 1985 Feb 21-27;313(6 ,ncep promotar - it s WK type Y0078
Inhibition of thymidine kinase gene expression by Production of phenocopies | s a1 a8 Sensa + antizanse Vil type [100%)
anti-sense RNA: a molecular approach to genetic injection into Drosophila enq 2% 13 B A0 T SHSINN T "'“”"T‘“m' —
. . . -l I UCEnLE lum (5=
analysis. Rosenberg UB, Preiss A, Seif = S _%m:wwgw;
. L) <
lI'z‘ant JG, Weintraub H. el Lok o
55 Sanga + anlisarce Loy-dpy larvae [~E0%)1
) Sensa + ANCEnse Liry-dpy laniae (=300
[ 0080 + OnIEsons Wkl Ry (2% -y}
Makes nuciear GEP In body muscle
T Sense Huzlear GFP-LacE pattem of parent strain
Arilizanss Hugiear GFP-LacE patterm of parent stran
Sanga + aritsanse Muciear GFP-LacZ absent in 25% of cals
v Plant Cell. 1990 Apr'2(4)'279-289 mefL Exon i2-14 &0 Sensa + anlisenss Mucizar GFF-LacZ absantin »05% of cals
Introduction of a Chimeric L0G  Bxonszs =0 Sense Miochongsl G pareof paentsiin
H AN Mitcchond TP patiermn ng {
Chalcone Synthase Gene into Senca antisense MaBchandrEHGEP ahasntIn 7% o1 il
Petunia Results in Reversible Co- it S L

Suppression of Homologous
Genes in trans.
Napoli C, Lemieux C, Jorgensen R

Nature 1998, 806-811
Potent and specific genetic
interference by double-
stranded RNA

in Caenorhabditis elegans
Andrew Fire & Craig C. Mello
Nobel-dij: 2006

Transgenote

Transgenote
21838
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siRNS utvonalon keresztiil

Néhany szaz bp hosszd dsRNS
Dicer-2 feldarabolja ~21nt-os darabokra
Sokféle siRNS képz&dik egy dsRNS-rél

Off-target hatas jelent6sebb

Szinte mindig van géncsendesitd hatas

Fenotipus sorozatok

Az RNSi hatasmechanizmusa

a siRNA pathway

Long dsRNA Structured locl

V
S —

o
=

@

SIRMNA
duplex -
RISE . @
scing (R
complex _— v,

e »* L%
AGO2 ,r’KGo'r\) g
pre-RISC G Sa,

AGO? gl .
RSC e £ OCH,

Target cleavage

"o miRNA-eiRMA® duglex

b miRNA pathway

mGppp
—

Gppp- / \‘hn ng
pr-miRNA 1 Branched
" {pre-mirtron)

gg\

A BAA Drosha Lariat
cleavage debranching
— N.Jclcus =

Cytoplasm

‘%

id

Fas
Loading complex [

A\
AGO pre-RISC “ACOT Y
g
AGOTRISC - 1
A\

Translational repression mRMA destabilization

miRNS utvonalon keresztiil
mestreséges miRNS gén

21 nt targetspecifikus szakasz
teljesen komplementer a
célszekvenciaval

Bekapcsolodik az siRNS utvonalba
Egyféle géncsendesitd si/miRNS
képzbdik

Off-target hatas kisebb, jobban
prediktalhaté

~lgen/nem fenotipus

\ GGAC,
MccYscuucssatacauacyucuuuAuaLSSec aual %
...............................
GG EEEACUEU,UEALSARGAAALGIA | EUAYL &
(— o A G 4 UC

Human miR-1




dsRNS bejuttatasa a sejtekbe vagy kifejeztetése transzgénroél

-
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A. dsRNS vagy dsRNS gént kodold plazmid bejuttatasa (exogén dsRNS): tranziens dsRNS kifejez6dés I — J
+ traszfekcio: dsRNS (gént kodolod plazmid) bejuttatasa (sejtvonalak). Sejteket kompetensé kell tenni! ‘ -
+ injektalas (Drosophila, vagy gerinces embridk)
* génpuska (n6vényi sejtek) (a
+ etetés (C.elegans) 7

+ transzdukcio: dsRNS gén bejuttatasa virusfertézéssel: klinikai jelentéség

mRNAs bearing
complementarity
to siRNA

AN
ANV
PavAYAZ
AN

DCGRS,. Drosha

LTINS, 3 shRNA

vV
vV

vV
vV

3333

( ~ RISC

Transfection

siRNA




dsRNS bejuttatasa a sejtekbe vagy kifejeztetése transzgénrdl

B. dsRNS-t (vagy miRNS-t) kodold transzgén kifejeztetése

A transzgén a genomba épitve:

Inwverted repoat of
* Folyamatos kifejezédés: allandéan mikodd promoter (Actsc, U6) PR
» Egy meghatérozott kifejezédési mintazat szerint: jol ismert expresszios — -
mintazaty gén promoterével [ szabalyozd elemeivel meghajtva
transcription in e [heat shock)
* Indukalhato:

* stresszhatasra bekapcsold génkifejezédés (pl h6sokk promater)

* kémiai/fény indukcid indukcio (Tet rendszer)

UAS-GAL4 rendszer: UAS-szabalyoz6 elemmel ellatott transzgén

hairpin dsRNA

Szovetspecifikus promoterrel ellatott GAL4

transactivator construct

ATA a Driver

=] transgene D

Effector

I Tissue-specific P I

responder construct




RNSi sajatossagai

Akkor mUkodik hatékonyan, ha az effektor fehérjék jelen vannak

A géncsendesitd hatas korlatozott, ha a célgén fehérjeterméke stabil

-
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Milyen gyorsan hat?
FUgg a targetgén fehérjetermékének turnoverétdl
UAS-GAL4 rendszeren keresztUl: Drosophilaban korai embrioban nem mkadik
Meddig aktiv?
Drosophila embridba injektalva w dsRNS ->adult fenotipus
RNSi fenotipus menekitése:
. inszenzitiv transzgénnel: pl kdzeli rokon fajbdl

. RNSiaz UTR ellen
Modification of D. melanogaster H1

250 E 7507 10007

I SUTR
-, X ¥
His1 shRNA_U2 // \
Protein sequence ... A K v T A A K P .... V v A K A S K ...
Criginal Dmel H1 ...GCG ARA GTG ACT GCA GCG AAG CCA....GTA GTA GCG AAA GCG TCA BAG...

Modified Dmel H1 ...GCA AAG GTA ACG GCG GCA AAA CCA....GTT GTC GCA AAG GCT AGC AAA...




RNSi screenek allati modellekben

C. elegans, Scmidtea mediterranea

* mikroinjektalasa

* dsRNS-ek etetése

* dsRNS expresszalo E.coli etetése

-
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D. melanogaster

* dsRNS injektalasa

* dsRNS transzgének (UAS-GAL4)
* mesterséges miRNS transzgenek (UAS-GALj)

Danio rerio, Xenopus
* nem igazan elterjedt, helyette morpholinok

. Emlés modellek

— [»" Els8sorban sejtvonalakon

- » Kolénbdz8 indukalhaté rendszerek

— s+ Beuvitel: liposzémak, nanopartikulumok, elektroporalas,
-~ virusok
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RNSi orvosi alkalmazasai

L
=
>
11
; Génterapia: Rendellenesen kifejez6d6 transzkriptek csendesitése Antiviralis alkalmazas:
S . T , . HIV
' RNSi (siRNS) bevitele viralis vagy virus mentes modon ,
_ E Kanyaro
(o) Allati modelleken: Hepatitis-A, -B
£ * Alzheimer's disease influenza
E * Amyotrophic lateral sclerosis
| * Huntington's disease
8 * spinocerebellar ataxia
4 L) * anxiety
;: H « depression
~\N * neuropathic pain
' * encephalitis
* glioblastoma.
Gya ko rI at b an h aszna |t Condition Study type Study design Studied RNA CIini(faITrials.gov Sponsor Ref.
Makuladegeneracio ik sy
" | Alzheimer's disease Observational Cross-sectional case miRNA 107 NCT01818545 China 2013a
trol
Amyotrophic lateral sclerosis Observational ;?gsrsemive cohort miRNA expression NCTO1992029 France 2013c
Mild cognitive impairment Intervention Behavioral: 3 months Role for myokines and miRNAs NCT02253732 Slovakia 2014
Alzheimer disease, Parkinson exercise intervention
disease program
Glioma, neurofioromatosis type 1 Observational Prospective case-only miRNA expression patterns NCT01595139 USA 2012

Wen, Front. Mol. Neurosci, 2016




RNSi biotecnologiai alkalmazasai

Haszonnovényben anyagcsere Utvonal

-

gatlasa

"'SZEGEDI TUDONMANYEGYETEM

* Nikotin mentes dohany
* Koffeinmentes kavé
* Allergén mentes gabona

* PPO (polifenol oxidaz) mentes alma

* Mérgez6 anyagcseretermék szintézisének
gatlasa
Inszekticidek
| Transzgenikus SiRNS-t termeld névény

..{_. -

.ntozes siRNS tartalmu vizzel

IE eddlg nincs engedélyezett RNSi-n alapulo
GMO noveny
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Morpholino

Nem RNSi, de valami olyasmi

Phosphorodiamidate Morpholino oligomer (PMO)
~25nt hosszU modositott DNS mesterséges oligomerek
A bazisok foszfat csoport helyett foszforodiamidat
csoporton kereszil kapcsolodnak egymashoz
targetgén mRNS-ével komplementer

siRNS és miRNS utvonalaktdl figgetlen hatas

Elssorban zebradanid, egér, tengerisin modellekben

Transzgenikusan nem termeltethet6




Morpholino hatasmechanizmus

* Exon-intron hatarra tervezve: gatolja a splicingot

* 5'UTR-re tervezve : transzlaciot gatolja

-
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Eukaryote Gene Expression Blocking Translation Blocking Splicing

Eqyéb felhasznalas:

* RNS-ek blokkolasa: pl. miRNS-ek

* Fluoreszcens jelolés: fluoreszcensen jelolt Morpholino: target mRNS nyomonkovetése

* Fehérje-RNS kolcsonhatasok gatlasa
' Nasevicius & Ekker, Nature Genetics, 2000

" /s Transzlacids frameshift ; d
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Osszefoglalas

Kis nem kodold RNSek
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* SIRNS: virusok elleni védelem , génszabalyozas, RITS )
» érés: Dcr-2, effektor: Ago-2
. , , , > RNSi
 mMIiRNS: génszabalyozas
. Erés: Dcr-1, effektor; Ago-1 vagy Ago-2
S

* pIRNS: transzpozon csendesités f6ként ivarvonalban
» Docr fuggetlen érés, effektor: AGO-3/Aub

(+ Morpholino)
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