Endo-siRNA:

Structured loci
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Cﬂnvergem Transcr‘iption —-—-— —i T

present in inverted onentation
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Read-through transcription of transposons _-_ _-_ — oo
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Bidirectional Transcription _ — e I
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Trans-interaction — - —EEE—- - 7:1ﬁmmmﬂu§

L
=

Duplication and inversion of a copy of a pseudogene __—_ — oo

close to another copy of a pseudogene
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Wiekszosc¢ endogennych siRNA powstaje
z transpozonow i powtorzen sekwencji DNA

Chromosom
A
14 N\
Centromer

Chr Il Chr 1l IChr A% ChrV

2000 -

Chr | -
ma’e RNA 1500 A Total loci
1000 ]
500 . 11 P sl i aiklal

transpozony 29 1ransposon/

B0 -
retrotranspozony 40 1 Ifefrﬂelemem . " | i ‘ "
— 1ol
U i s callisns - TR ey il ilusten i TP ™ |

Wysoko-przepustowe sekwencjonowanie matych RNA

Wiekszos¢ siRNA w komérce pochodzi z sekwenciji transpozonowych
| powtdrzonych. U Arabidopsis thaliana duze zageszczenie tego typu sekwenciji
wystepuje w rejonach centromerowych chromosomow.
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tasiRNA: roslinne endogenne siRNA

tasiRNA - trans-acting siRNA

» specyficzne dla roslin

« kodowane przez geny TAS

* obrébka pierwotnego transkryptu jest inicjowana przez miRNA

transkrypcja locus TAS przez polimeraze RNA Il

\ T > wigzanie przez miRNA i ciecie

@ rekrutacjia RDR6

synteza drugiej nici RNA
/ DR6 — przez RDR6 (RNA-dependent RNA polymerase)

@ 34




biogeneza tasiRNA — c.d.

dsRNA jest ciety przez DCL4 na >
serie krétszych dsRNA,
uwalniajgc wiele czasteczek
tasiRNA z jednego genu TAS.

Arabidopsis — 4 rodziny genow TAS

*TAS1 i TASZ2 tasiRNA — PPR

« TAS3 tasiRNA — czynniki transkrypcyjne ARF

* TAS4 tasiRNAs — czynniki transkrypcyjne MYB

35



Z jednego genu TAS
powstaje wiele czasteczek tasiRNA

w ETETETEIN.

TAS1h lr A0+ 3 L'-:-.+} k| D:i[-u IDdre) DS+ I
1
5°  CULRSUEADTDODC AR CRAG CoAR R SRR AU RN T D G TR LT LIRS CORTITIC .?.CL‘-..J-.""I:I‘.'L' CASR O AR .-\.?I. DA RO A OGRS AT A OO CORASOCCAA CADASCATATU T AR IOCARCAITASCOO, 32
LEELTTT
3" CACURAMIAGNIACOUDCITUD & LA A DURAASEUDEUAL CEWT

miR173 . c;-r.ll ‘
tasiRNA moga siR1796
T powstawac

L. . z obu nici RNA
miejsce ciecia

pierwothego
transkryptu przy @ v DCL4 przesuwa
udziale miRNA sie wzdtuz
kluczowe dla ! {\' dsRNA,
Zapewnienia ID2(+) dmi .
specyficznosci tasiRNA; @: S o n:uerzajqc
DCL4 zaczyna ciaé 1 tngc
prekursor doktadnie FD2()
w tym miejscu i tnie it
w odstepach 21nt
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Zaburzenia biogenezy tasiRNA
— zaburzenia rozwoju

24 -
21-

24 -
21-

21-

24 -
21-

24 -
21 -

24 -
FY.

24 -

mutacja rdr6-15:

Papp— . "7 brak tasiRNA

T —— N Zio-1 (Aco7).
JRRE— brak TAS3 tasiRNA

21—

24 -
21-

J—

1

2

W —

e

3 4

AS3 Mutacje rdr6 i zip,
podobnie jak dcl4 i tas3,
HIH) przyspieszaja zmiany
rozwojowe

Col-0

Northern

przyspieszone przejscie z fazy juwenilnej
do dorosfej: wydtuzone liscie, wywiniete
pod spod brzegi blaszek lisciowych
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natsiRNA: roslinne endogenne siRNA

natsiRNA - natural antisense-transcript derived siRNA
cis-acting
pochodzg z zachodzacych na siebie transkryptow gendw zwigzanych ze stresem

zachodzace na siebie sekwencje

'\ ‘\\ A\VA\VLA\VA\ A\ Y } \ sasiadujacych genow

) |
/\//_-\\/\

komplementarne wzgledem
siebie transkrypty NAT

(natural antisense)

5 ; tworza dsRNA
wyciszenie W
LA ' AGO
w « ‘-.l 1T ‘
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natsiRNA: roslinne endogenne siRNA

syntetyzowane w odpowiedzi na stres
np. wysokie zasolenie gleby

biogeneza:

DCL2 i/lub DCLA1,

RDRG6 (polimeraza RNA zalezna od RNA),
SGS3 (biatko wiazace RNA)

I polimeraza RNA IV

24 nt natsiRNA - ciecie jednej z nici
MRNA, druga stuzy jako matryca do
syntezy 2-rzedowych 21nt natsiRNA
przez RDR6

A. thaliana: 1siRNA (long siRNA)
30-40nt

rowniez powstajq z transkryptow NAT
inne biatka uczestnicza w biogenezie

natsiBNA

Constitutive transcription

—

Stress induced transcription

l. PollV SGS3 ¢

JLLLLLL

MI s, @D -
2 -0-ma

natsifMAs  #w-0-2 l

@’
!

Target HNA cleavage
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Roslinne polimerazy RNA

RNA T
polimeraza RNA
DNA 'ANANUN
enzym wystepowanie funkcja
Polimeraza RNA | wszystkie Eucaryota synteza rRNA
Polimeraza RNA Il wszystkie Eucaryota synteza mRNA, microRNA
Polimeraza RNA Il wszystkie Eucaryota synteza tRNA, 5S rRNA
Polimeraza RNA IV rosliny biogeneza siRNA

Polimeraza RNA V rosliny rekrutacja biatek AGO do DNA
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Transkrypcyjne wyciszanie genow (TGS):
hc-siRNA

mate RNA mogq hamowac transkrypcije okreslonych
gendw poprzez kowalencyjne modyfikacje DNA lub
biatek histonowych

transkrypcja

I >
biatka
S ()
]
o l wyciszenie
e s ) Ten rodzaj wyciszenia jest czesto

zwigzany ze stale nieaktywnym
transkrypcyjnie DNA, wiaczajac
rejony centromerowe i transpozony,
ale réwniez zachodzi w genach.
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siRNA moga wycisza¢ DNA za posrednictwem
enzymow metylujacych cytozyny
lub modyfikujacych biatka histonowe

2>

¢L
s
NH2 @oe"‘a NHz
\\
N 0’G\O N Z CH3
| < — |
J’* N - JN N
° °

~ ~

cytozyna 5-metylocytozyna

DNA moze by¢ kowalencyjnie
modyfikowany w reakcji
metylacji cytozyny

W mechanizm transkrypcyjnego wyciszania
DNA przez siRNA zaangazowane sg dwie
specyficzne dla roslin polimerazy RNA:
Pol IV i Pol V

L metylotransferaza
W DNA

b
AVAVATANY,

modyfikacja metylacja
histonow DNA
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Polimerazy RNA IV i V uczestnicza
w transkrypcyjnym wyciszaniu genow

Polimeraza RNA IV
uczestniczy w
biogenezie siRNA.

Niekodujace
transkrypty
polimerazy RNA V
nakierowuja
maszynerie
wyciszajaca do
odpowiednich
sekwencji DNA.

metlylacja
DNA
modyfikacja

histonow
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Polimerazy RNA IV i V uczestnicza

w transkrypcyjnym wyciszaniu genow

PolV

8 transcript_.5'

z

»
| @
siRNA Methylated
duplex siRNA duplex

—0

X 4 O 0
 — @ I —-
!

AGO4-RISC
s D

ethylation

Haag J.R., Pikaard C.S., (2011) Nat Rev Mol Cell Biol

Polimeraza RNA IV
uczestniczy w
biogenezie siRNA.

Niekodujace
transkrypty
polimerazy RNA V
nakierowuja
maszynerie
wyciszajaca do
odpowiednich
sekwencji DNA.
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siRNA - podsumowanie

Szlak siRNA wycisza egzogenny, ,,obcy” DNA, transpozony oraz
sekwencje powtorzone

SiRNA powstaja dzieki aktywnosci biatek typu Dicer, ktore tna dsRNA

siRNA sa wigzane przez biatka z rodziny AGO i tworza kompleksy
wyciszajace (RISC)

Kompleksy wyciszajace moga dziata¢ potranskrypcyjnie, poprzez ciecie
mRNA lub inhibicje translacji

Kompleksy wyciszajace moga zmienia¢ strukture chromatyny poprzez
metylacje DNA lub modyfikacje biatek histonowych
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microRNA - miRNA

uwaza sie, ze miRNA wyewoluowaty z siRNA - powstaja i dojrzewaja
w podobny (do pewnego stopnia) sposob

mMiRNA s3 kodowane przez specyficzne geny MIR, ale wpltywajq na
ekspresje innych gendw — sa czasteczkami regulatorowymi
dziatajgcymi

in trans

miRNA u roslin (rowniez u zwierzat) reguluja procesy rozwojowe
I fizjologiczne

v?”""”“
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microRNA - miRNA

microRNA dziataja poprzez ciecie
mMRNA lub inhibicje translaciji

AGO @ "u
AAAN

T ) <::|

o Weg Pou
x\ i AAA" : T T T T T T T T e T T T TTAAAN <: RNAPOI"

mRNA

Inhibicja ] B uaanannnnnnnngd
translacji \ J
ciecie AGO
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microRNA - miRNA

aktywna

inhibicja
inicjacji
translacji

translacja |

mG

degradacja
mRNA

inhibicja
translacji
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microRNA - miRNA

aktywna

translacja
— ) —
- — > i g : \

degradacja
mRNA

Vol 66 12 August A0 | dot 0. 1036,/ natureD9I67

Mammalian microRNAs predominantly act
to decrease target mRNA levels

Huili Gus'’, Nicholas T. Ingolia'®, lonathan S, Weissman™' & David P. Bartel'-
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Vol $86 |12 Augea A010| dot 10,1038,/ nature09I67 ML

Mammalian microRNAs predominantly act | Destabilization of target

to decrease target mRNA levels mRNA is the predominant
Huili Guc'’, Nicholas T. Ingolia'*, lonathan S, Weissman'* & David P. Bartal' - reason for reduced prOteln

~ output.

¥ C terminus

Kinetic analysis reveals successive steps leading
to miRNA-mediated silencing in mammalian cells

Julien Béthune'*, Caroline G. Artus-Revel' & Witold Filipowicz** EMBO reports VOL 13 |NO 82012

Step 1. Initial effect of miRNAs: inhibition of translation at the initiation step without mRNA
decay.

Step 2. mMRNA deadenylation by PAN2-PAN3 and CCR4-NOT complexes recruited by
miRISC as a consequence of translation inhibition that makes poly(A) tail more accessible.
Step3. Stimulated deadenylation potentiates the effect on translational inhibition and leads
to decay of target mRNAs through the recruitment of the decapping machinery. 50



Geny MIR: transkrypcja dtugich czasteczek
pri-miRNA z ktorych powstajg miRNA

 miRNA sa kodowane przez geny
MIR

» pierwotne transkrypty miRNA

(pri-miRNA) tworza drugorzedowe,

dwuniciowe struktury, ktore sa
rozpoznawane i ciete przez biatka
Dicer (u roslin DCL1)

* ni¢ mMiRNA* jest degradowana

T mRNA target mmnm

MIR gene

A\VI\VI\VU UL\ VU\VU\VO\ |

}

pri-mENA

} sl

/ \ miRNA*
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Biogeneza miRNA
u I'OS’ I i n transkrypcja

! delt null
(ambrye isibml
ciecie ”

o HYLT: >
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Mallory A., Vaucheret H. (2006)
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Biogeneza miRNA
U zwierzat

¢ Drosha+DGCRS8 (Pasha):
ciecie pri-miRNA

— pre-miRNA

@ EXPS5 (eksportyna 5):
eksport pre-miRNA
do cytoplazmy

o Dicer:
ciecie pre-miRNA

— miRNA/miRNA*

DNA XXX

transkrypcja Y
QE[J
Kk
pri-miRNA ¢ - ELR_ AAA
|
ciecie g GCF!
: Y
jadro komorkowe
_ D
pre-miRNA
—_— ] -
eksport
cytoplazma
pre-miRNA

v

ciecie
Y

miRNA/miRNA* ﬁ
w!r

tworzenie
kompleksu
RISC

Wg: Ding X.C., Weiler J., Grosshans H. (2009)
Trends in Biotechnology
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Biogeneza miRNA u roslin i zwierzat
eksport z jadra komorkowego do cytoplazmy

Plants
NUCLEUS ™ CYTOPLASM
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Mirtrony

pre-mRNA

Mature mRNA
[ et s

ojr!

Spliceasome
@
Splicing
Branched pre-mirtron
(excised intron) .
lariat
Debranchik
or
Trimming =]
5
pre-miRNA
Dicing Y
Mature miRNA

wystepuja u D. melanogaster,
C. elegans, ssakow

powstaja z intronow wycietych
z pre-mRNA podczas

sktadania mRNA

(splicing)
niezalezne od Drosha

rozciecie struktury lariatu
(debranching)

prowadzi do powstania
pre-miRNA

pre-miRNA — biogeneza miRNA
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Niektore miRNA s konserwowanymi
ewolucyjnie regulatorami ekspresji genow

Conserved miRNA target functions

Cytochrome-c Oxidase

_\ rDisease Resistance

Transcription
Factors

Superoxide Dismutase

Sulfate Transport—__

Sulfate Adenyltransferase

RMA Silencing Effector——-—_

miRMNA Biogenesis—

tasiRMA Biogenesis
Multicopper oxidase sl

]— Protein Ubiquitination

Blisko potowa sposrod gendéw
regulowanych przez miRNA to

czynniki transkrypcyjne
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Przykiady genow

regulowanych przez miRNA u roslin

rodzina miRNA

156

160

165

172

390

395
399

rodzina genéw
regulowanych przez miRNA

czynniki transkrypcyjne SPL
czynniki transkrypcyjne ARF

czynniki transkrypcyjne
HD-ZIPIII

czynniki transkrypcyjne AP2

TASS (tasiRNA —regulujg
ekspresje czynnikow
transkrypcyjnych ARF)

Transport siarczanow

Ubikwitynacja biatek

funkcja

Synchronizacja procesow
rozwojowych

Odpowiedz na auksyny,
procesy rozwojowe

Rozwydj, polaryzacja

Synchronizacja procesow
rozwojowych, floral organ
identity

Odpowiedz na auksyny,
procesy rozwojowe
Asymilacja siarki
Asymilacja fosforu

of

Wg Willmann, M.R., and Poethig, R.S. (2007) Curr. Opin. Plant Biol.



MIRNA - podsumowanie

Uwaza sie, ze miRNA reguluja wiekszos¢ procesow biologicznych
zarowno u roslin jak i zwierzat, kontrolujac ekspresje specyficznych
genow dziatajac in trans

miRNA reguluja procesy rozwojowe:
np. u A. thaliana miR156 i miR172 regulujg procesy kwitnienia;
u C. elegans wyciszenie lin-14 przez lin-4 jest potrzebne do
prawidiowego rozwoju

miRNA dziataja gtownie poprzez obnizenie poziomu mRNA,
ale rowniez poprzez inhibicje translacji




Mate RNA niezalezne od Dicer: piRNA

piRNA pathway
@ ~25-30 nt, 2’-O-metylowane konce 3’

. antisense piIBNA precursor _

----- o wystepuja u zwierzat, zidentyfikowane w liniach
komorek rozrodczych D. melanogaster

HOG" &=

® wigza sie z biatkami PIWI:

Piwi, Aubergine, Ago3 — D. melanogaster
@ MILI, MIWI, MIWI2 — mysie
HILI, HIWI1, HIWI2 — ludzkie

+ SAR p
- ﬁ i C. elegans —,,21U”RNA - 21 nt — wigze PRG-1 (Piwi-related gene 1)
¥

metylacja

@ [ *a¥ | o wyciszanie transpozondw i powtorzen DNA,
+ u ssakow metylacja DNA sekwenciji

e transpozonowych

Y sense
pIRNA precursor
polhy

Target cleavage, PTGS
chramatin moditication 59
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ping-pong model for piIRNA amplification

antisense precursadr franscript
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Male RNA niezalezne od Dicer

priRNA — primal small RNAs

zidentyfikowane u S.pombe

tworzenie/utrzymywanie heterochromatyny w
rejonach centromerowych

Triman: 3’-5’ egzorybonukleaza — obrébka
prekursorow priRNA i siRNA

Molecular Cell 52, 1-11, October 24, 2013

Argonaute and Triman Generate
Dicer-Independent priRNAs and Mature
siRNAs to Initiate Heterochromatin Formation

Mirela Marasovie,” Manuel Zoceo,! and Marle Halig' "

sSIRNAs priRNA precursors
_.__.__,--.'

Agol S /
vicer / -

\
o

. Triman
Agol-associated ”
precursors are Ago1
trimmed to mature
length by Triman l
mature Agol:sRNA Ago1
complex

Hiet Cid12 l
Rdp1 Tas3 Ag,
o1
- - -

siRNA generation and

heterochromatin formation




Podsumowanie

Wyciszanie genow za posrednictwem matych RNA odgrywa
istotng role zarowno w regulacji ekspresiji, jak i w zachowaniu
integralnosci genomow organizmow zywych.

Specyficznos¢ wyciszenia okreslonych genow zapewniona jest
dzieki komplementarnosci zasad miedzy malym wyciszajacym

wirusy i inne patogeny.

miRNA i tasiRNA reguluja m.in. ekspresje genow zwigzanych z
zegarem biologicznym, rozwojem, reakcja na stres.

RNA, a RNA ulegajacym wyciszeniu.
Za posrednictwem siRNA wyciszane sa m.in. regiony bogatej w .
powtorzenia DNA heterochromatyny, sekwencje transpozonowe,



