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Mate RNA (small RNAs, sRNAs)

SRNA - 21-30 nt

wyciszanie ekspresji genow:
(gene silencing, RNA silencing)

. post-transkrypcyjne

- e T AAAAA
(post-transcriptional gene silencing, PTGS)
degradacja mRNA, inhibicja translacji

. transkrypcyjne AN
(transcriptional gene silencing, TGS) 273N S I
epigenetyczne modyfikacje chromatyny ot

modyfikacja histondw, metylacja DNA
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PTGS: post-transkrypcyjne wyciszanie genéw

Klasy matych RNA:

rosliny,
miRNA zwierzeta, 54 o5t
(microRNA) wirusy,

Protista

mirtrony — pochodzace z intronéw prekursoréw mRNA genéw K

Drosha
(u zwierzat)
+ Dicer

Transkrypcja
przez Pol lI/Pol lll

Regulacja stabilnosci mRNA
(cigcie mRNA), inhibicja
translaciji

zne od Drosha

ljgcych biatka; wy

ja u zwierzat; i

siRNA
(small interferring RNA) — wigkszo$¢ dziata in cis, za wyjatkiem tasiRNA
rosliny, :
exo-siRNA : - Post-transkrypcyjna
(pochodzenia g‘:ﬁ:!ét 5 21-24nt  Dicer r:gl::g)e/rz;::geﬁ::i{ol\w regulacja ekspresji genow,
egzogennego, 4 " o
gzogennego) Protista obrona przeciwwirusowa
Transkrypcja
! rosliny, dwukierunkowa lub Post-transkrypcyjna i
e“d:'i'R:‘_A grzyby, SO Dicer zbiezna, wigzanie mRNA z  transkrypcyjna regulacja
g;‘:fo ;enzlfe ;) 2wierzeta, transkryptami ekspresiji genow, regulacja
Protista pseudogenow o aktywnosci transpozonow
przeciwnej orientacji
ttasiRNI:‘ toclin >1nt DCL4 TAS RNA cigte przez Regulacja post-
g{;ﬁ:}ac Bl Y miRNA transkrypcyjna
natsiRNA b
(natural antisense rosliny 24nt DCL2 Zﬁ::i';%'::(]:wa Regulacja genow
transcripts-derived 21nt DCL1 odpowiedzi na stres 3

SIRNA)

indukowana stresem

TGS: transkrypcyjne wyciszanie genéw

Klasy matych RNA:
siRNA
(small interferring RNA)
Transkrypcja
i rosliny, dwukierunkowa lub Post-transkrypcyjna i
endo-siRNA grzyby, - zbiezna, wigzanie mRNA z  transkrypcyjna regulacja
(pochodzenia B ~21nt Dicer K " X Ly 7 laci
e ar D) zwierzeta, transkryptami ekspresji genow, regulacja
Protista pseudogenow o aktywnosci transpozonow
przeciwnej orientacji
hc-siRNA <Ji
(heterochromatic ?slm)’/',b 24-26nt DCL3 Transpozony, powtorzenia Modyfikacja chromatyny
SiRNA) - pombe
o Drosophila, . nm
iRNA C. elegans, niezalezne  Diugie pierwotne eoncid a!(tyv!lnoscl
(Piwi-interactin, . > 24-30nt : transpozondw, inne
RNA) 9 ssaki, Danio od Dicer transkrypty (?) nieznane funkcje
rerio




Biatka Dicer i Argonaute (AGO):

gldwne elementy szlaku wyciszania RNA

M‘

Dwuniciowy RNA M

(double-stranded RNA, dsRNA) X

jest ciety przez Dicer S g et

na krotkie dwuniciowe z
czgsteczki RNA, | AGo
ktre sg wigzane
przez jedno z biatek \|
rodziny ARGONAUTE. wyciszenie

Dicer i Dicer-like

Podczas biogenezy siRNA i miRNA, biatka
Dicer lub Dicer-like (DCL) tng dtugie

- dsRNA lub RNA o strukturze spinki

(hairpin) na fragmenty ~ 21 — 25nt.

AT

Struktura biatka Dicer umozliwia rownomierne rozcinanie RNA
na fragmenty o takiej samej dtugosci.

6

MacRae, 1.J., Zhou, K., Li, F., Repic, A., Brooks, A.N., Cande, W.., Adams, P.D., and Doudna, J.A. (2006) Science




Dicer i Dicer-like

T

o PAZ
konserwowana domena

wigzgca dsRNA
(dsRBD- dsRNA-binding domain)
oddziatuje z koncem 3’ dsRNA

o 2domeny typu
RNazy Il
aktywnosc¢ endonukleolityczna
5°P/3°OH
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MacRae, 1.J., Zhou, K., Li, F., Repic, A., Brooks, A.N., Cande, W.., Adams, P.D., and Doudna, J.A. (2006) Science

Argonaute

Biatka ARGONAUTE wigzg
sRNA i mRNA

Nazwa ARGONAUTE pochodzi od
mutanta argonaute1 A. thaliana; ktory
swoim ksztattem przypomina
os$miornice zeglarka (Argonauta).

o PAZ
oddziatuje z koncem 3’ sRNA
o  MID (middie)
oddziatuje z nukleotydem na
koricu 5’ sRNA
o PIWI

struktura podobna do RNazyH
w niektorych biatkach Ago:
ciecie RNA zwiazanego z sSRNA
(slicer activity)

A. thaliana ago1 Argonauta argo

Bohmert, K., Camus, ., Beliini, C., Bouchez, D., Caboche, M., and Benning, C. (1998) EME%

J. Song. J.-J., Smith, S.K. Hannon, G.J.. and Joshua-Tor, L. (2004) Science




Diceri Argonaute
u roznych organizmow

Argonaute-PIWI-like
Species Dicer-like RdRP
P Argonaute  PIWI

Arabidopsis thaliana 10 (AGO1-10) - 4 (DCL 1-4) 6
Plantae

Oryza sativa 18 - 5 v

Saccharomyces cerevisiae - - - -

Schizosaccharomyces pombe 1 - 1 1
Fungi

Neurospora crassa 1 - 1 3

Aspergillus nidulans 1 - 1 2

Caenorhabditis elegans 5 < 2 (Dicer + Drosha) 4

Drosophila melanogaster 2 o 3 (2 Dicers + Drosha) -
Metazoa

Danio rerio 4 4 2 (Dicer + Drosha) =

Homo sapiens 4 4 2 (Dicer + Drosha) -

9
U roslin w biogenezie miRNA i siRNA
uczestniczg rozne biatka DCL
AtDCL1 miRNA _ -
E r Merewris
AtDCL2 - 4 siRNA D g

Rosliny maja 4 (i wigcej) biatek DCL: wigksza niz u innych
organizmow liczba biatek DCL umozliwia roslinom bardziej
precyzyjng i skuteczng obrone przed patogenami.
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Margis, R., Fusaro, A.F., Smith, N.A., Curtin, S.J., Watson, J.M., Finnegan, E.J., and Waterhouse, P.M. (2006) FEBS Lett.




U roslin w biogenezie miRNA i siRNA
uczestniczg rozne biatka DCL

AtDCL1 miRNA Arabidopsis thaliana:
. DCL1 — 21nt miRNA — AGO1/7/10
DCL2 — 22nt siRNA
DCL3 — 24nt siRNA — AGO4/6
DCL4 — 21nt siRNA (tasiRNA) — AGO1

b b

=) = g

AtDCL2 - 4 siRNA

1

Bologna N.G., Voinnet O. (2014) Annu. Rev. Plant Biol.

Exo-siRNA: wyciszanie transgenéw

Transgeny wprowadzane sztucznie sg czesto wyciszane przez siRNA

Wyciszenie moze by¢ wywotane:
* bardzo wysokim poziomem ekspresji transgenu
» dwuniciowym RNA pochodzgcym z ekspresji transgenu
* nieprawidtowymi RNA pochodzgcymi z ekspresji transgenu

Transgeny sg wyciszane post-transkrypcyjnie i transkrypcyjnie

RISC (RNA-induced silencing complex)

Si RNA-pOSt- pGO AN AGO
transkrypcyjne b v
lub transkrypcyjne \ r

wyciszanie ekspres;ji
genéw ﬁ
M‘




Post-transkrypcyjne wyciszanie genow u roslin

transgene-induced post-transcriptional silencing

e

Eksperymenty modyfikacji koloru
kwiatéw petunii (Petunia hybrida)
- odkrycie mechanizmu wyciszania genéw

komorka roslinna

N 'I

‘Martha Hawes, University of Arizona

Manipulacja ekspresja genu syntazy chalkonowej:
zmiana pigmentacji kwiatow petunii

= AL -~ CAM —
— T,
CHS | -~ ¥
¥ ")
a ” o A
Dzikie kwiaty petunii syntaza chalkonowa e
zawiera_jq ) (CHS) i -
antocfyjanmy enzym szlaku biosyntezy
nadajace purpurowa antocyjanin l,
barwe '

antocyjaniny

14
et al. BMC Bi 2008
Foto: Richard Jorgensen




Oczekiwanie — synteza RNA o prawidiowej
orientacji pogtebi barwe kwiatow...

gen

translacja
mRNA
e
mRNA

transgen dodatkowa translacja
konstrukt o orientacji ,,sens”
mRNA mRNA
PRO ORF —_—a
mRNA

15

...a synteza RNA o odwrdoconej orientaciji
zablokuje synteze barwnika

gen translacja

mRNA
=
& @

transgen dodatkowa translacja
konstrukt o orientacji ,,sens”
mRNA mRNA
PRO ORF —
mRNA

transgen tworzenie dupleksow RNA

konstrukt o orientacji ,,antysens” N ,,sens-antysens” — inhibicja

antysensowny translacji

<— Zom?




Nieoczekiwanie, wprowadzenie zarowno
konstruktéw sens jak i antysens prowadzi
do inhibicji syntezy barwnika

rosliny zawierajgce transgen CHS

CaMV 35S pro : CHS [ CaMV35Spro: gHo

sens antysens
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Foto: Richard Jorgensen

W modyfikowanych roslinach nie dochodzi
do syntezy ani endogennej ani transgenicznej CHS

Zjawisko wyciszania zaréwno
sztucznie wprowadzonego genu,
jak i jego endogennego
odpowiednika nazywamy

kosupresija

| purpurowe
kwiaty

transgeniczny

RNA
<+

0 :I'-'-I"H+ endogenny
51 4 RNA

RNase protection 1 2
18

Napol, C., Lemieux, C., and Jorgensen, R. (1990) Plant Cell




Kosupresja jest wynikiem produkcji siRNA

typ dziki translacja
mRNA
e
gen mRNA
roslina transgeniczna kosupresja

mRNA i o

WA
——a -
produkcja \

SiRNA R
mRNA ol

konstrukt ,,sens”

gen

19

De Paoli, E., Dorantes-Acosta, A., Zhai, J., Accerbi, M., Jeong, D.-H., Park, S., Meyers, B.C., Jorgensen, R.A., and Green, P.J. (2009). RNA

VIGS - viral induced gene silencing

~ wirusowa
polimeraza RNA
zalezna od RNA TP T TTTTTTTTTITT]

i wirusowy dsRNA
wirusowy ssRNA

dsRNA jest ciety przez
DCL4 — powstaja

Wigkszos¢ roslinnych siRNA ktore wiaza sie z
wirusow to wirusy AGO1 — wyciszenie
RNA, ktérych replikacji wirusa
replikacja odbywa si¢
poprzez dsRNA

IR
AGO1

20
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VIGS - viral induced gene silencing

— —— .
/-: . y Obrona przeciwwirusowa
u roslin: gfdwnie na poziomie
f | E -b wyciszania RNA
B paa
]

gl gl e e el
Ihrep
gl
[l i )
L & TRV: 21-nt (DCL4), 24-nt siRNA (DCL3)
:21-nt 4), 24-nt si
T e N e IR TCV (Turnip Crinkle Virus): 22-nt siRNA (DCL2)
- ¥ degradacja wirusowego RNA: 21-nt i 24-nt siRNA
- b -
m %
S epp— e WT Arabidopsis Podwéjny mutant dcl2-dcl4
inokulowany TRV inokulowany TRV
[repp—r— Wyciszanie wirusa TRV
" Tobacco Rattle Virus

OIS (virusnekrotycane]

) kedzierzawki tytoniu)
Waterhouse, P.M. and Fusaro, A.F. (2006) Science. w rodlinach A. thaliana

dzikiego typu zapobiega
objawom choroby.
Mutanty dcl sg
niezdolne do
zahamowania infekcji. 3
Mutanty biogenegy siRNA sa mniej odporne na choroby wirusowe

Deleris, A., Gallego-Bartolome, J., Bao, J., Kasschau, K., Carrington, J.C., and Voinnet, O. (2006) Science

Infekcja wirusowa powoduje akumulacje siRNA

Mate RNA komplementarne do wirusowego RNA

sg obecne zaréwno w lisciach inokulowanych, isé fise
H . naden inokulowany dystalny
jak i w mtodszych dystalnych lisciach
o - dni po
(ale nie w lisciach kontrolnych) FIE'? 4 6 610 ino'lg"acii
-oE
v o
lis¢ inokulowany
LS ]
| .0 —
i
Northern blot
Hamilton, A.J., and Baulcombe, D.C. (1999) Science

22
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Sygnatl wyciszajgcy moze rozprzestrzeniac sie
w catej roslinie poprzez floem

¥, i Y
i i Il F.-h\-{'. ¢ v
P, ' e - ¥ i
A, L
e [ W———
Ty

Sarkies P., Miska E.A. (2014) Nat. Rev. MCB

inokulowany lis¢

egzogenne siRNA
21 i 24nt (PTGS) -

wyciszanie transgenu GFP

endogenne 24nt siRNA
(TGS poprzez remodelowanie
chromatyny, pochodza z
transpozonow i innych
zmetylowanych rejonow
genomu)

miRNA (PTGS)

23

VIGS - podsumowanie

Wyciszanie ekspresji genow za posrednictwem siRNA jest waznym
mechanizmem obrony roslin przed patogenami — wirusami i bakteriami

siRNA hamuja replikacje wirusowa u roslin (réwniez u zwierzat - Drosophila

melanogaster)

siRNA dziataja ogdlnoustrojowo — u roslin moga sie przemieszczac

poprzez wigzki przewodzgce

Wiekszos¢ wirusow wytwarza biatka supresorowe, hamujgce szlak

wyciszania

4

12



Exo-siRNA u zwierzat:
dsRNA - najsilniejszy inicjator wyciszania
modyfikacje genetyczne nicienia C. elegans:

Wprowadzanie do
organizmow nicieni RNA
Caenorhabditis elegans RNA sens antysens dsRNA
RNA o prawidtowej lub Ee——s G——
odwroconej orientaciji,
oraz dwuniciowych RNA, - TR |~ ——
odpowiadajacych
sekwencji genu unc-22, $ $ $
kodujacego
miofilamentowe biatko bez zmian bez zmian fenotyp
kow;;?skzg:;iszl::g;h- fenotypowych fenotypowych twitching
powoduje fenotyp
kurczenia ciata (twitching)

25

Fire, A. et al., (1998) Nature

Exo-siRNA u zwierzat:

U ssakéw i C. elegans — tylko jedno biatko Dicer, odpowiada za biogeneze zaréwno
siRNA, jak i miRNA

X egzogenny dsRNA
o Drosophila melanogaster. wirusowy dsRNA
Dcr1 — miRNA
Dcr2 — siRNA,
wigzane przez AGO2 —

obrona przeciwwirusowa

cigcie mRNA
obrona przeciwwirusowa

26

Okamura K. & Lai E.C. (2008) Mol Cell Biol
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Efekt wyciszenia jest wzmacniany

e —— przez amplifikacje siRNA
rozprzestrzenia¢ dzieki
aktywnosci RARP (RNA-
dependent RNA Amplificaion in worms Arnplifscation n plants
polymerase) i biogenezie il
2-rzedowych siRNA. o L mcio L
n 4
[ 1 s
T — —
e ‘ i
1°siRNA I — 1°SIRNA '+ o c— —
b . '
imary Argonaute’

.
= i

b o e o Bl St
S— ) o i e gt e _.:1_
ELE S
* ":-: :.:-:;; L SRR B Eeg
s _,._._._-..—. -
J e e i
e e e L s .
e =
' '
2°SIANA s —
2°siRNA ;
¥
— e - -

Ghildiyal & Zamore (2009) Nat Rev Genet

Endo-siRNA:

o

o,
P e pe————— _-_-_ i
Tl @ e TH PpEor S ey ___ ____ . S
e T L

e B _-_ — e

L ]

e oy

—— . - e

e e i i — S S, — = ——
P T ST P e —

28

Ghildiyal & Zamore (2009) Nat Rev Genet
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Wiekszos¢ endogennych siRNA powstaje
z transpozonow i powtorzen sekwencji DNA

Chromosom

Centromer

mate RNA ?:“ ' | | |

transpozony h '

retrotranspozony = '.-,.....,_ i

ie matych RNA

Wiekszos¢ siRNA w komoérce pochodzi z sekwencji transpozonowych
i powtérzonych. U Arabidopsis thaliana duze zageszczenie tego typu sekwencji
wystepuje w rejonach centromerowych chromosomow.

29

Kasschau, K.D., Fahigren, N., Chapman, E.J., Sulivan, C.M., Cumbie, J.S., Givan, S.A., and Carrington, J.C. (2007) PLoS Biol

Endo-siRNA u roslin:

cis-acting siRNA trans-acting siRNA natural antisense siRNA
(casiRNA, hc-siRNA) (tasiRNA) (natsiRNA)

' '
. E '_7'5\_;" ﬂ@

—_— @"_ - | @ @

| m-T e

PR L el |
oo el =

Pl =
P e

H
= e

30

Ghildiyal & Zamore (2009) Nat Rev Genet
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tasiRNA: roslinne endogenne siRNA

tasiBRNA - trans-acting siRNA

* specyficzne dla roslin

» kodowane przez geny TAS

* obrébka pierwotnego transkryptu jest inicjowana przez miRNA

gen TAS
/\v\\m transkrypcja locus TAS przez polimeraze RNA Il

AGO

% > wigzanie przez miRNA i ciecie
& rekrutacja RDR6

synteza drugiej nici RNA
przez RDR6 (RNA-dependent RNA polymerase)

RDR6_J

% 31

biogeneza tasiRNA — c.d.

v

dsRNA jest ciety przez DCL4 na
serie krotszych dsRNA,

uwalniajgc wiele czgsteczek >
tasiRNA z jednego genu TAS.

32
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Z jednego genu TAS

powstaje wiele czgsteczek tasiRNA

P N B S e

TASTSE # il
T IR TR Ak TR

T S L T

miR1Ta

]

miejsce ciecia
pierwotnego
transkryptu przy
udziale miRNA

kluczowe dla
zapewnienia
specyficznosci tasiRNA;
DCL4 zaczyna cigé
prekursor doktadnie
w tym miejscu i tnie
w odstepach 21nt

FEdrmi v

e B T e T T T T T T e e O SO ST S TR 2o

tasiRNA moga T
powstawac

z obu nici RNA

¢ ‘ DCL4 przesuwa
sie wzdtuz
v ’ ‘ I'(- R dsRNA,
s ) odmierzajac
T ﬂ - itngc

Allen, E., Xie, Z., Gustafson, A M., and Carrington, J.C. (2005) Cell

Zaburzenia biogenezy tasiRNA

— zaburzenia rozwoju

[SE I s ] i

AN i oy

0 s i

01—
]
IER——T ]

mutacja rdr6-15:

. Arabidopsis — 4 rodziny genéw TAS
brak tasiRNA

*TAS1i TAS2tasiRNA — PPR
+TAS3 tasiRNA — czynniki transkrypcyjne ARF

zip-1 (AGO7): *TAS4 tasiRNAs — czynniki transkrypcyjne MYB
brak TAS3 tasiRNA

Northern

e’ T
2] -
- ——— L
- rass |
.'* | 2 Mutacje rdr6 i zip,
¥ TANY o | n
2 - T podobnie jak dcl4 i tas3,
1 h o przyspieszaja zm.iany
EEkE = o rozwojowe
1 7 304 8 QT & B przyspi przejsci Z.Iaz‘y,‘ 7
| =— do d fe liscie,

j: ywinig
pod spo’dlbrzegi blaszek lisciowych

34

Fahigren, N., Montgomery, T.A., Howell, M.D., Allen, E., Dvorak, S.K., Alexander, A.L., and Carrington, J.C. (2006) Curr. Biol.
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natsiRNA: roslinne endogenne siRNA

natsiRNA — natural antisense-transcript derived siRNA
cis-acting
pochodza z zachodzgcych na siebie transkryptéw genéw zwigzanych ze stresem

zachodzace na siebie sekwencje

\ \ ‘\\ A\Q\A\A\A\Y } "\ sasiadujacych genow

b
W

komplementarne wzgledem
siebie transkrypty NAT

(natural antisense)

- z tworza dsRNA
wyciszenie W

NEE. o e

e

35

Wy Katiyar-Agarwal, S., Morgan, R., Dahlbeck, D., Borsani, O., Vilegas Jr. A., Zhu, J.-K., Staskawicz, B.dJ., and Jin, H. (2006) Proc. Natl. Acad. Sci. USA

natsiRNA: roslinne endogenne siRNA

o syntetyzowane w odpowiedzi na stres natsiRNA

np. wysokie zasolenie gleby

o biogeneza:

DCL2 i/lub DCL1, —%

RDR6 (polimeraza RNA zalezna od RNA),

SGS3 (biatko wiazace RNA) e i B

i polimeraza RNA IV | - L s 7
o 24 nt natsiRNA - ciecie jednej z = 2

czasteczek mRNA, druga stuzy jako - b - ®

matryca do syntezy 2-rzedowych 21nt — =

natsiRNA przez RDR6 i DCL1 l

o A. thaliana: IsiRNA (long siRNA) . ?
30-40nt
réwniez powstaja z transkryptow NAT *

inne biatka uczestnicza w biogenezie

36

Gildiyal & Zamore (2009) Nat Rev Genet
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Transkrypcyjne wyciszanie genow (TGS):
hc-siRNA

mate RNA moga hamowa¢ transkrypcije okreslonych
genow poprzez kowalencyjne modyfikacje DNA lub
biatek histonowych transkrypcja

histobr::z: @\j.’ﬂ\[ Q\_}M
t

Ten rodzaj wyciszenia jest czesto T ‘ wyciszenie
zwigzany ze stale nieaktywnym

transkrypcyjnie DNA, wiaczajac
rejony centromerowe i transpozony, m
ale rowniez zachodzi w genach.
\; o \
T

‘LY

37

Mechanizmy epigenetyczne kontroli
ekspresji genow

przebudowa

_ p i lyny warianty
metylacja DNA modyfikacje histonow zalezna od ATP histonow ncRNA

histony . o

chromatyna

DNA ¥ &

EAA

Dulac C. (2010) Nature

38
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Co oznacza “epigenetyka”?

Epigenetyczna regulacja ekspresji genow = zmiana ekspresji genu,
ktdra zachodzi bez zmiany sekwencji DNA

¢ Dostownie, stowo ,.epigenetyka”
oznacza ,,powyzej genetyki”

dotyczaca samej sekwencji, ale
kowalencyjnych modyfikacji DNA i
zmian struktury chromatyny

Y —

.--"'. Rézne epigenetyczne modyfikacje
prowadzg do réznych wzoréw
3 ekspresji genow
" nd
-~ -"'—
komorki
(organizmy)
identyczne

genetycznie

Jest to informacja pozagenowa, nie

Transkrypq

@zﬁﬂ

&

rézne
fenotypy

wyciszanie
epigenetyczne

m

W praktyce, epigenetyka opisuje
Zzjawiska, dzigki ktérym w identycznych
genetycznie komdrkach lub
organizmach dochodzi do réznego
sposobu ekspresji gendw czego
efektem sg rdznice fenotypowe.

39

siRNA moga wycisza¢ DNA za posrednictwem
enzymow metylujacych cytozyny
lub modyfikujacych biatka histonowe

42
<2’
2 @(\9@ H2
o0 CH3

N | ((\e.'d N 2 |

J‘ N ¢ N
(0} (0}

| |

~ ~

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:

L

Pol IV i Pol V

\ metylotransferaza
DNA

e
VAV N\A\' A\

modyfikacja metylacja
histonow DNA

40
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Roslinne polimerazy RNA

RNA
polimeraza RNA
DNA
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

4

Polimerazy RNA IV i V uczestnicza
w transkrypcyjnym wyciszaniu genéw

Model mechanizmu metylacji DNA zaleznej od RNA (RdDM- RNA-directed DNA methylation)

— — -—— : . y
s i

chromatin

oy @

remodelling ~ _ / A
i marha
DDR @ elongafion - i ity
factor r
dsRNA—binding/ Pl et ¥

protein

Polimeraza RNA 1V uczestniczy w biogenezie siRNA.

Niekodujace transkrypty polimerazy RNA V nakierowujg maszynerie wyciszajacq do
odpowiednich sekwencji DNA. 42
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Metylacja DNA

S
&
2 o,@o"" Hz i DNA moze by¢ kowalencyjnie modyfikowany
N &e;s‘ N2 w reakcji metylacji cytozyny:
A | — | wyst. u ssakow i roslin, ale nie u nizszych
N - N : L

o h o I zwierzat czy drozdzy
cytozyna 5-metylocytozyna

5-metylo-
cytozyna

Rola metylacji DNA:

imprinting, inaktywacja chromosomu X,
rozwoj embrionalny, represja sekwenciji
powtérzonych i transpozonow

43

Metylotransferazy DNA (DNMT)

metylotransferaza DNA 1

='¢.l | L e
B la
A BL4 =21 Pl
fe novo:
[ Tk Fac i Ceaet metylotransferaza DNA 3A
T e ] el | metylotransferaza DNA 3B

8

MET1 (METHYLTRANSFERASE1) — 5'-CG-3’ i 5’-CNG-3’

o wyciszanie transpozonow, powtorzen DNA, pietnowanie niektorych genow

CMT3 (CHROMOMETHYLASE3) — 5'-CHG-3'
o (H=A,ClubT)

o specyficzna dla roslin, moze by¢ rekrutowana przez metylotransferaze histonowa

SUVH4 (KYP), a wigc odpowiadaé na modyfikacje biatek histonowych

DRM1/ DRM2 (DOMAINS REARRANGED 1/2) — 5'-CHH-3'
e metylacja de novo — DRM2
o metylacja powtdorzern DNA wyciszanych przez siRNA

44
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Gtéwnym celem metylacji cytozyn jest wyciszenie
transpozonéw i powtérzen DNA

Nie wszystkie transpozony sa wyciszane na drodze mechanizmu RNAi

GENY A. thaliana _ TRANSPOZONY

ol

Jn’—u—ﬂ—&m_ﬂ--uw_
o oFf F & o ¥ o F o o
demetylazaH3K9 'H" '-'-'-----
Faca oo ' ] | 1ca I"'\-. ‘.f‘
o HoERmas ' neloHG T CHG @ KYP (SUVH4) — H3K9 metylotransferaza
DDM1 - ATPaza z rodziny SNF2;
o HAR e T T, H4 T HH

przebudowa chromatyny

Do zmetylowanego DNA przytaczaja sie biatka z domeng MBD (methyl-CpG binding
domain), do ktorych z kolei wigze sie kompleks deacetylazy histonowej,

co prowadzi do kondensacji chromatyny i represji ekspresji genow;

moga sie rowniez przytacza¢ metylotransferazy histonowe 45

Texeira & Colot (2009) EMBO J.

Modyfikacje biatek histonowych wptywaja
na zmiany struktury chromatyny

DNA
\_/

oktamer histonowy

Konce N biatek
histonowych
(tzw. ogony histonowe)
wystajg poza
nukleosom,

s dostepne
dla enzymoéw
modyfikujacych

NUKLEOSOM

46
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Modyfikacje biatek histonowych wptywaja
na zmiany struktury chromatyny

DNA
“h-_——”

oktamer histonowy

Modyfikacje histonow:
(kod histonowy)

o acetylacja (Ac)

o metylacja (Me)

o fosforylacja (p)

o ubikwitynacja (ub)
o sumoilacja (Su)

W zaleznosci od miejsca w/w modyfikacji moga one przyczyniac sie
do aktywacji lub inaktywacji transkrypcji

47
Known post-translational modifications Arekyigicn @
and the amino acid residues they modify ik =
L yuiest (¥ TE——
i
e (H) = 1 ]
ﬁ 3
Clsarmc acul (F} —f =]
s (5 -\_._\_1 : I ' 3
Themarinss [T -
e — K - ah =}
B = i =
3h N- GEARAKA -C
S LR
w o - - (B2
H=_ _AKEG _=C Hil WN-SEAEAEKKEFASHNAPAEKKRP =C
38 ey B8 99 8 ag
@ =8 /8 @8 = & @ | 88
H-AATEQTARESTGGRKAPAEODLATEAARESA GYEXE _-C
] .I_.-}_ - N r;i:-l r\-j
8 eaga 2R ae
H-ECAGEGOEGLOKOOGARAHAKY L ~C 48

Latham J. A., Dent S. Y. R. (2007) Nat. Struct. Mol. Biol.
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Modyfikacje biatek histonowych wptywaja
na zmiany struktury chromatyny

SIT . — : fosforylacja

fosfatazy S/IT
acetylotransferazy
histonowe (HAT) @- .
K3 > acetylacja
deacetylazy K
histonowe (HDAC)
metylotransferazy @ metvlacija
KR 3 . ylaci
demetylazy K/R

49

Acetylacja lizyny biatek histonowych

AN
seria acetylo-lizyn (bardziej obojetne niz dodatnio lizyna (K)
natadowane lizyny) na ogonach histonow ostabia
interakcje elektrostatyczne miedzy histonami a DNA,
co pozwala na rozluznienie struktury chromatyny /NN~ ~CHs
0

inne funkcje: regulacja naprawy DNA poprzez przebudowe
chromatyny; acetylowane lizyny sq wtedy miejscami
przytaczenia dla biatek przebudowujacych chromatyne
(poprzez bromodomene)

acetylowana lizyna
(KAc)

za acelylacje odpowiedzialne sa acetylotransferazy (HAT),
a donorem grupy acetylowej jest acetylo-CoA

acetylacja jest odwracalna;
deacetylacje przeprowadzaja

deacetylazy (HDAC) acetylotransferazy
histonowe (HAT) [@
K >

deacetylazy K
histonowe (HDAC)

50
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Metylacja biatek histonowych

metylacja lizyny powoduje zwiekszenie metylowana lizyna L
hydrofobowego i kationowego charakteru tej Mono (Kmel) "NHacy,
reszty aminokwasowej; w zaleznosci od

enzymu lizyna moze byc mono, di lub . v CHs
trimetylowana. Di (Kme2) AANu{g,

za metylacje odpowiedzialne sa .. CHs
metylotransferazy (HMT) zawierajace Tri (Kme3) NS N\N=CHs
domene SET, a donorem grupy metylowej CHs
jest S-adenozylometionina (SAM) lub S-

adenozylohomocysteina (AdoHcy);
metylacja H3K79 katalizowana jest przez Dot1 spoza rodziny
Set

usuniecie grup metylowych:

wymiana nukleosomow, modyfikacje

chemiczne zmetylowanych reszt

lub enzymatyczna demetylacja metylotransferazy

F demetylazy K/R
51

o

9

Fosforylacja biatek histonowych

Fosforylacje seryn H3S10 i H3S28 niezbedne sa do kondensacji chromosomow
i prawidfowej mitozy; takze pozytywna rola w aktywacji transkrypcji: hamuje
metylacje H3K9 i promuje acetylacje lizyn potozonych w jej sasiedztwie

Zidentyfikowano ufosforylowane seryny na wszystkich histonach (fosforylacja
wariantu H2A niezbedna jest w aktywacji naprawy DNA i regulacji cyklu
komorkowego po uszkodzeniu DNA)

kinazy &

F fosfatazy S/IT

52
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Przyktad — modyfikacje H3

Me Me P Ac Me Ac Ac Me Me P

| I 1 | I 1 | I 11

H3 ARTKQTARKSTGGKAPRKOQLATEKAARKS
4 9 10 14 1718 23 262728

Koniec N histonu H3 jest czesto modyfikowany (w jednym lub kilku miejscach),
co przyczynia sie do aktywacji lub inhibicji transkrypcji.

Modyfikacje biatek histonowych zmieniaja strukture chromatyny

Me P Ac
H3 K4 S10 K14
Me Me P
H3 K9 K27 S28

Inne modyfikacje biatek histonowych wystepuja w sekwencjach
genow kodujacych biatka, inne w sekwencjach transpozonowych
Analiza typu ChIP-chip
N0 IR | gon

DO T e
500 0 N N e

metylacja H3K4 wystepuje w genach
aktywnie transkrybowanych

IR 0 e ] sekeme
I (I 5||l||HIIII||| 1 e
gl

transpozon

metylacja H3K9 jest zwigzana
z metylowanym DNA (Me-C) czerwony = silna korelacja
i transpozonami Zielony = staba korelacja

54

Lippman, Z., Gendrel, A.-V., Black, M., Vaughn, M.W., Dedhia, N., McCombie, W.R., Lavine, K., Mittal, V., May, B., Kasschau,
K.D., Carrington, J.C.,Doerge, R.W., Colot, V., Martienssen, R. (2004) Nature




H3K27me3: w genach kodujacych biatka

Analiza typu ChIP-chip

H3K27me3

u A. thaliana
wystepuje

w rejonach
bogatych

w sekwencje
kodujace

niebieski = geny
czerwony =
powtérzenia DNA

zielony = H3K27me3 |
fioletowy = metylocytozyna |

55

Zhang, X., Clarenz, O., Cokus, S., Bernatavichute, Y.V., Pellegrini, M., Goodrich, J., Jacobsen, S.E. (2007) PLoS Biol.

Mechanizm dziatania modyfikacji
potranslacyjnych biatek histonowych

Dziatanie bezposrednie: zmiany w oddziatywaniach histon-DNA
i histon-histon

Dziatanie posrednie: rekrutacja biatek rozpoznajgcych okreslone
modyfikacje histonow

A = B ;
e, 8 G Eaed PG [
s=n B i3 Y 1/ _‘. s i
it 3 ) e g
b e 10 = e o 4, Sl g T .: =
K L - L L L K " K

Fepars | Feonasrssd ol Proisim fo Febossss
A Unir e el fipd P il of T - o vy Pt ] Pl el Croploe
by arth rociiiad Femicen of Sors O ard hatoew Kozaurides 2007
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Przebudowa chromatyny

zalezna od ATP (chromatin remodelling)

przebudowa

_ p i lyny warianty
metylacja DNA modyfikacje histonow zalezna od ATP histonow ncRNA

histony - d_|
=

chromatyna

Dulac C. (2010) Nature

Aktywnosé kompleksow przebudowujacych chromatyne zalezy od ATP,
w wyniku ich dziatania zmienia sie sposob oddziatywania histon-DNA.
Kompleksy remodelujace zaangazowane sg zarowno w aktywacje,

jak i represje transkrypcji.

57

Przebudowa chromatyny:

przesuniecie
I m oktameru
_ - histonowego
|
& ./
W, e I|'
y f usuniecie  ,yqioniecie
I.l | oktameru DNA
¥ llll = histonowego
APT RaDe o J'I'I
i [ ,l' i [ rozwinigcie
| | A o« nici DNA

' o zamiana
i dimeru
. 4 L f { H2A-H2B na
* S mm H2A.Z-H2B .
! | | - (Htzius, ~ 2miana
< e, W cerevisiae) sktadu
Tl " oktameru
usunigcie histonowego
L : ! !: : I ! mm‘\- dimerow
i

Sl H2A-H2B

Aktywnos¢é kompleksow przebudowujacych chromatyne zalezy od ATP, w wyniku ich
dziatania zmienia sie sposob oddziatywania histon-DNA. Kompleksy remodelujace
zaangazowane sa zarowno w aktywacje, jak i represje transkrypcji. 58

Clapier C. R., Cairns B. R. 2009 Annu Rev Biochem




Wyrozniamy cztery rodziny kompleksow
odpowiedzialnych za przebudowe chromatyny:

IWLEN
Tarmily

L1
lamily

CHIy
lamily

0
Ismaly

' o

| ———— i e - — W — |
D ——

B —

SWI2:

zawieraja bromodomene,
wszystkie rodzaje przebudowy
chromatyny

ISWI:
przesuwanie nukleosomow

CHD:
zawieraja chromodomene,
regulacja transkrypcji

INO80/SWR:
wymiana histonow

59

Clapier C. R., Cairns B. R. 2009 Annu Rev Biochem

Kompleksy przebudowujace chromatyne
sktadaja sie z wielu biatkowych podjednostek

Drozdzowy SWI/SNF:

ARPT

11 biatek

potrzebny do ekspresji genéw decydujacych o typie koniugacyjnym
drozdzy (switching), oraz ekspresji genéw regulujagcych metabolizm

sacharozy (sucrose non-fermenting)

60
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DDMH1 (decrease in DNA methylation1) :
ATPaza z rodziny SWI/SNF u A. thaliana

DDM1 jest specyficznie zaangazowana w metylacje transpozonow

GENY A. thaliana TRANSPOZONY

e gy e y o e
demetylacja H3K9 Lzniznn -._
Pl ' i 'I [} 'b“‘- f‘
o HEEmad r necHG | CHG @ KYP (SUVH4) — H3K9 metylotransferaza
& DDM1 - ATPaza z rodziny SNF2;
& HIEAme? ' macHH T CMM

remodeling chromatyny

DDM1 jest kluczowym czynnikiem {aczacym przebudowe chromatyny
i wprowadzanie/utrzymywanie metylacji DNA

61

Texeira & Colot (2009) EMBO J.

Warianty histonéw

przebudowa

_ p i lyny warianty
metylacja DNA modyfikacje histonow zalezna od ATP histonéw ncRNA

histony

chromatyna

DNA ¥ "-7'

Dulac C. (2010) Nature
Za wymiane réznych wariantéw histonow w oktamerze histonowym

odpowiadaja kompleksy przebudowujace chromatyne z rodziny
INO80/SWR

62
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Warianty histonow:
Family T Variant Function Distribution
Hd | Canonkcal Ganoma packaging _ Univarsal
Canonkcal
H3 (H3.2**) Genoma packaging Widespraad
H3 | H3.3 Replacement _ Universal
HZ& | Canonical Gename packaging Widespraad
HIB | Cananical Ganoma packaging | Univarsal
HZA H2A K DMA ds break repair Univarsal
H2A  H2AZ . Promoaber insulation . Univarsal
H3 Eﬂlﬂaicm A Cantromare |dantity Univarsal
| HZA | macroH2A X-inactivation _ Animals
Hi3 Hit TE'E'IEE--SP'E{IFIE Mammals
HZBE | THIB Testas-specific _ Marnmals
H2A H24.Bbd Unknawn Marmrmals
HIBE  HIBFAT Testas-specific | Mammals
H2A H2ALL L2 Testes-specific Marmrmals
H2A | HIABd DMNA ds break repair . Edelloids
H3 H3W Transcription termination  Trypanosomes
H4 | Hay Transcription termination | Trypanosomas
H2B H2BY Transcription [nftiathsn Trypanosameas 63
Talbert & Henikoff (2010) Nat Rev Mol Cell Biol
Histon H2A.Z: aktywacja transkrypciji
gen aktywny

gen nieaktywny >

W W

4 A =

H2A H2A. Z

Obecnos¢ odmiany histonu H2 - H2A.Z sprzyja transkrypcji.
Kompleks SWR1/SRCAP zamienia histon H2A na H2A.Z

64




Histon CENH3: centromery

centromery zawierajace CENH3
[’ .. ‘ s3 otoczone obszarem bogatym
. 4 ) w metylacje H3K9me2

(heterochromatyna przycentromerowa)

nukleosomy w
centromerach zawieraja
wariant histonu H3:
CENH3 (CENP-A u zwierzat)

65

Jiang, J., Birchler, J.A., Parrott, W.A., and Dawe, R.K. (2003) Trends Plant Sci. Elsevier.
Zhang, W., Lee, H-R., Koo, D.-H., and Jiang, J. (2008) Plant Cell

Epigenetyczna regulacja ekspresiji

genow przez ncRNA

przebudowa
B P j yny warianty
metylacja DNA modyfikacje histonéw zalezna od ATP histonéw ncRNA
histony L‘_I
; r ;’1— 1‘{'3 Fa F P
chromatyna -“]‘- lél." ,@1 \\'- _\]L . @ | _“]' LA )
- M —""k,.bk...-“l ﬂ.,.} - .
DNA ¥ &
RNA jest jedynym jak dotad poznanym czynnikiem inicjujagcym Dulac C. (2010) Nature
dziedziczenie epigenetyczne i odrozniajacym sekwencje, ktore maja
zostac wyciszone lub aktywowane
66
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Epigenetyczna regulacja ekspresji genéw
przez IncRNA u ssakow

RS 88

porn
RN o niektore IncRNA (transkrypty
Fre polimerazy RNA Il) rekrutuja
Ko s kompleksy wyciszajace transkrypcje
XKrar r!.-l-J. - - . -
rasid do odpowiednich rejonéw genomu,
zaréwno in cis, jak in trans

e i - - =l R
AnE B lod

PcG- Polycomb group proteins
G9a- metylotransferazy histonowe /H3K9/H3K27

XIST — inaktywacja chromosomu X u ssakow
(dosage compensation: wyréwnanie poziomu ekspresji genow chromosomoéw X) 67

Chen & Carmichael (2010) Wiley Interdisciplinary Reviews: RNA

Inaktywacja chromosomu X:
wyciszanie epigenetyczne

L wist
P h?—‘.-r -

—
=
Inetthve ¥
- = "| | "-\._ } ]

o,
g E+ .
— N = — |
Acteqas o A ’ - %
N ] i ]
L] FRCT . .
Aol et A o Mus musculus: u samic od wczesnego etapu rozwoju

zarodkowego na aktywnym chromosomie X ekspresja Tsix,
na nieaktywnym ekspresja Xist
John E. Froberg, Lin Yang, Jeannie T. Lee (2013) Journal of Molecular Biology

M -lnked pene
e iz BHA
Twin AMA

o  17kb (u myszy; ludzki 19kb) ncRNA XIST optaszcza chromosom X
o tzw. ciatko Barra: skondensowana forma chromosomu X, gtéwnie w postaci

heterochromatyny
i "
@ g
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Inaktywacja chromosomu X:
wyciszanie epigenetyczne

R =Rl sl =1 L e R ]
e RE SRR o 1l o e = T—
s, (P N [peenap—— - oL 1,6kb ncRNA zawierajacy
e e ihicy sekwencje rejonu 5’ transkryptu XIST
i CER- RN~ R ] § i W e B e | bezposrednio wigze kompleks PRC2
11 Bk serecy -l_I-_w 1 il o il g —
P s P
pamEET 18 fIf |

W P AN £V - W
FRE 0 Y
:":‘--*- - O [ ER-N- R
L
COMOrEOr- [
E:‘—v 'ﬂ\.,-"r e N, ] Strong PRCD wae
i PICT complan | Weak PRICT win

o]
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John E. Froberg, Lin Yang, Jeannie T. Lee (2013) Journal of Molecular Biology

Inaktywacja chromosomu X:
wyciszanie epigenetyczne

XIST ncRNA uruchamia zmiany epigenetyczne, ktore zapewniaja ,,pamie¢ komérkowa” stanu nieaktywnego:

zamiana histonu H2A na makroH2A
metylacja histonu H3:
H3K9
H3K27
deacetylacja histonu H4 (?)
metylacja DNA /juz po inaktywacji chromosomu

X = il

o s Bl

e X i
¥ 2 Xy i

e —
e CL L E Rt ]

A ot S W B d A ]

Ferrari F., Alekseyenko A.A., Park P.J., Kuroda M.I. (2013) Nat. Struct. Mol. Biol.
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Epigenetyczna regulacja ekspresji genéw
przez ncRNA

kompensacja dawki chromosomoéw piciowych (dosage compensation)
u Drosophila melanogaster — roX

o roX1/roX2 ncRNA inicjuja modyfikacje histonéw — u samcow Drosophila zwigkszenie
aktywnosci chromosomu X

e acetylacja histonow
s demetylacja H3K9

a TEX
-'HI

:'}: Y

Ferrari F., Alekseyenko A.A., Park P.J., Kuroda M.1. (2013) Nat. Struct. Mol. Biol.

X orons

siRNA - podsumowanie

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

siRNA powstaja dzieki aktywnos$ci biatek typu Dicer, ktore tng dsRNA

SiRNA sa wigzane przez biatka z rodziny AGO i tworzg kompleksy
wyciszajace (RISC)

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

Kompleksy wyciszajace moga zmieniac strukture chromatyny poprzez
metylacje DNA lub modyfikacje biatek histonowych

72
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microRNA - miRNA

® uwaza sig, ze miRNA wyewoluowaty z siRNA — powstajq i dojrzewaja
w podobny (do pewnego stopnia) sposob

* miRNA sg kodowane przez specyficzne geny MIR, ale wplywaja na
ekspresje innych genéw — sag czasteczkami regulatorowymi
dziatajacymi
in trans

® miRNA reguluja procesy rozwojowe i fizjologiczne

999999904,

73

microRNA - miRNA

microRNA dziataja poprzez cigcie
mRNA lub inhibicje translacji

@
Inhibicja G‘:m—o““” e @’ mmﬂmﬂ) <:|

translacji

| AGO
AGO AAAN
L, . T gy
x& Aay 4? X i <:| L RNAPol Il

¢
mRNA

ciecie
mRNA
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microRNA - miRNA

aktywna
translacja

inhibicja
inicjacji
translacji

inhibicja
translacji

degradacja
mRNA

Stefani G., Slack F. J., (2008) Mol Cell Biol

microRNA - miRNA

aktywna
translacja

- )
,EF‘.-"”{ ¥ r:"-\

-C.- ]
. 4 Q

—

— —

P e L L L T ]

Mammalian microRNAs predominantly act
to decrease target mRNA levels

il Gy’ . Fompbgion, T gl " °. fpnatean | Wessmpn ' L O P Berind

Stefani G., Slack F. J., (2008) Mol Cell Biol
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Mammalian microRMAs predominantly act
to decrease target mRNA levels

Destabilization of target
mRNA is the predominant
reason for reduced protein
output.

P A~ _
o “---“‘.gf N [P

o L B_ - _B_ ,
Tﬂ_' @ ; QL . e
e . o 10
Kinetic analysis reveals successive steps leading

to miRNA-mediated silencing in mammalian cells

K

Caadamylmmar -

Nliert Wevhuane' =, Carline G Amas-Revel' & Wiedd Filipowic ™ PR arpoets WENL 10 | R 1] ]

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

Step 2. mRNA 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. m

Geny MIR: transkrypcja dtugich czasteczek
pri-miRNA z ktérych powstaja miRNA

MIR gene
+ miRNA s3g kodowane przez geny W\VA\VA\Va\ . \Va\Va\ V4 \ ¥
MIR TTT
 pierwotne transkrypty miRNA l
(pri-miRNA) tworza drugorzedowe, 3 pri-iNe

dwuniciowe struktury, ktore sa

rozpoznawane i ciete przez biatka 1 ﬂ
Dicer (u roslin DCL1)
5 miRNA

+ nié miRNA* jest degradowana 3 miRNA*

miRNA / \
LU L

mRNA targetm A W b
b o
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Biogeneza miRNA

u roslin
o HYL1:
oddziatywanie z DCL1
o HENT1:

metylotransferaza,
metylacja miRNA/miRNA*

o HST (HASTY):
eksport miRNA/miRNA*
do cytoplazmy,

transkrypcja

cigcie

. e
metylacja ? E’
i
Jjadro | {4
komorkowe b
eksport -
Y -
» —
—

NI

homolog eksportyny 5 tworzenie *  mRNA e
ke lek: J
it |+ %
\ mar | ————
e Y
ciecie mRNA 79
Mallory A., Vaucheret H. (2006) —_——
Nature Genet.
mFRL
Biogeneza miRNA DNA o
u zwierzat .
pri-miRNA & AR
o Drosha+DGCRS8 (Pasha): ciecie e?
ciecie pri-miRNA v
jadro komorkowe
— pre-miRNA pre-miRNA £
IO
o EXP5 (eksportyna 5): i
eksport pre-miRNA cytoplazma L
do cytoplazmy pre-miRNA 4
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Biogeneza miRNA u roslin i zwierzat
eksport z jadra komorkowego do cytoplazmy
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miRNA - podsumowanie
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Uwaza sie, ze miRNA reguluja wigkszos¢ 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 reguluja procesy kwitnienia;
u C. elegans wyciszenie lin-14 przez lin-4 jest potrzebne do
prawidtowego rozwoju

miRNA dziataja glownie poprzez obnizenie poziomu mRNA,
ale réwniez poprzez inhibicje translacji

@

Mate RNA niezalezne od Dicer: piRNA
RANA pathreoy
o ~25-30 nt, 2’-O-metylowane konce 3’
r
"'.4:- o wystepuja u zwierzat, zidentyfikowane w liniach
[ komorek rozrodczych D. melanogaster
=
i _ o wiaza sie z biatkami PIWI:
I . Piwi, Aubergine, Ago3 — D. melanogaster
_ MILI, MIWI, MIWI2 — mysie
L HILI, HIWI1, HIWI2 — ludzkie
d_f C. elegans — ,,21U”RNA — 21 nt — wigze PRG-1 (Piwi-related gene 1)
4 Eylacia
=y koica3' | o  wyciszanie transpozondéw i powt6rzen DNA,
i u ssakow metylacja DNA sekwencji
" transpozonowych
—
- .*. g ®
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ping-pong model for piRNA amplification
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Mate RNA niezalezne od Dicer

priRNA — primal small RNAs

zidentyfikowane u S.pombe

tworzenie/utrzymywanie heterochromatyny w

rejonach centromerowych erum By Treman l
Triman: 3’-5’ egzorybonukleaza — obrobka matues sgtamia (Y
prekursorow priRNA i siRNA szrrsrs
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Dicer-Indepandent priRNAS and Mature - = =
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Podsumowanie

Wyciszanie genow za posrednictwem matych RNA

odgrywa istotng role zarowno w regulacji ekspresiji, | £

jak i w zachowaniu integralnosci genomoéw
organizmow zywych.

Specyficznos¢ wyciszenia okreslonych genow

zapewhiona jest dzigki komplementarnosci zasad
miedzy matym wyciszajagcym RNA, a RNA ulegajacym
wyciszeniu.

Za posrednictwem siRNA wyciszane sa m.in. regiony
bogatej w powtdrzenia DNA heterochromatyny,
sekwencje transpozonowe, wirusy i inne patogeny.

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