Niekodujgcy RNA

(ncRNA)

-

Molekularne Techniki Analizy RNA

Monika Zakrzewska-Ptaczek

28.10.2022



Epigenetyczna regulacja ekspresji gendw przez ncRNA

RNA jest jedynym jak dotgd poznanym czynnikiem inicjujgcym dziedziczenie epigenetyczne
i odrézniajgcym sekwencje, ktére majg zosta¢ wyciszone lub aktywowane

1. wyciszanie transkrypcyjne przez siRNA (TGS)

2.

regulacja ekspresji przez dtugie niekodujgce RNA (IncRNA)
przebudowa
potranslacyjne chromatyny warianty
metylacja DNA modyfikacje histonow zalezna od ATP histonow
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IncRNA vs mRNA
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Funkcje IncRNA
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Mechanizmy dziatania IncRNA

Chromatin remodelling
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Mercer et al., Nat. Rev. Genet., 2007



Mechanizmy dziatania IncRNA

—
Nagano & Fraser, Cell, 2011
Kotranskrypcyjna rekrutacja czynnikdw  Chromatin nucleation Dynamiczne formowanie  Tworzenie petli chromatyny
modyfikujgcych chromatyne struktur w jadrze komorkowym: (chromatin loops)

paraspeckles, nuclear bodies
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Transcription
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*  Przewodniki (guides) dla czynnikdw modyfikujgcych chromatyne
*  Czynniki transkrypcyjne
*  Szkielet do tworzenia struktur RNP



Mechanizmy dziatania IncRNA
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Guttman & Rinn, Nature, 2012



Réznorodnosc IncRNA
w komorkach ssaczych

a. lincRNA - Jarge intervening/intergenic ncRNA

b. NAT - natural antisense transcripts

C. MALAT1 i NEAT1_2

d. sno-IncRNA — snoRNA-ended IncRNA

e. SPA-5'snoRNA-ended and 3’-polyadenylated IncRNA
f.  ciRNA —circular intronic RNA

g. circRNA —circular RNA
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IncRNA

Laurent at al, TiG 2015

Classification based on transcript length

Long noncoding RNA IncRNA
Long-intergenic noncoding RNA: large intervening noncoding RNA,  lincRNA
long-intervening noncoding RNA

ANRIL [117], H18 [147],
HOTAR (18], HOTTIP
[148], lincRNA-p21 [149],
XIST [150], Paupar [151]

e

Classification based on expression in different biological states

Very long intergenic noncoding RNA viincRNA HELLP transcript [42],
Viinc_21, vlinc_185,
vline_377, vlinc_500 [29)

macroRNA Airn, Gtl2t, KCNQOT1,
Lncat, Nespas (reviewed in
[152]), STAIR1 [28]

Promoter-associated long RNA PALR

Classification based on association with annotated protein-coding genes

Intronic ncRNA; stable intronic saquence RNA; totally intronic RNA,  sisRNA, TIN, PIN

partially intronic RNA

Circular intronic RNAs ciRNAs

Sense ncRNA

Natural antisense ncRNA asRNA, NAT BACE1-AS [153],
aHIF [154], Tsix [155]

Mirror antisense Globin antisense [67]

Exonic circular RNAs ecircRNAs cANRIL [118]

Chimeric RNAs, trans-spliced RNAs, exon juxtaposition

Stand-alone ncRNAs made from 3'UTRs uaRNA

Chromatin-interlinking RNA ciRNA

Ti iption start site iated RNAs TSSa-RNAs

Classification based on association with other DNA elements of known function

Enhancer-associated RNA aRNA

Promoter-associated long RNA PALR

Upstream antisense RNA uaRNA

PROMoter uPstream Transcript PROMPT

Telomeric repeat-containing RNA TERRA

Classification based on protein-coding RNA resemblance

mRNA-like noncoding RNAs mincRNAs

Long-intergenic noncoding RNA; large intervening noncoding RNA,  lincRNA ANRIL [117], H19 [147],

long-intervening noncoding RNA HOTAIR [18], HOTTIP
[148], lincRNA-p21 [149],
XIST [150]

Classification based on association with repeats

COT-1 repeat RNA

LINE1/2

Long interspersed nuclear element

T ibed endog iruses

Expressed Satellite Repeats

Non-coding RNA driven by promoters within repeats

Polypurine-repeat-containing RNA
Transcribed pseudogenes

viincRNAs, NASTs  Viinc_21, vlinc_185,
vlinc_377, viinc_500 [29]
GRC-RNA
PTENP1 and KRASP1 [86]

Classification based on iation with a biochemical path or stability

Nrd 1-unterminated transcript
miRNA primary transcripts
piRNA primary transcripts
Cryptic unstable transcript
PROMoter uPstream Transcript
Xrn1-sensitive unstable transcript

Stable U ized Ti pt, Stable L i Transcript
Classification based on and i

T ibed-ul ved regi

Hypoxia-induced noncoding ultraconserved transcript
Long-intergenic ding RNA: large i ing ding RNA,
long-intervening noncoding RNA

RNA-Z regions

EvoFold regions

NUT
H19 [166)

curt
PROMPT
XUt
SuT

T-UCR UCR106 [95]
HINCUT
lincRNA HOTAR (18], HOTTIP [148]

Long stress-induced noncoding transcript LSINCT

Hypoxia-induced ding ult ved t ript HINCUT

Non-A d Stem Ti i NAST

Classification based on iation with subcellul

Chromatin-associated RNA CAR

Chromatin-interlinking RNA ciRNA

Nuclear bodies associated RNAs

PRC2 associated RNAs

Classification based on function

Long noncoding RNAs with enhancer-like function; ncRNA-activating ncRNA-a ncRNA-a7 [108]

miRNA primary transcripts H19 [166]

piRNA primary transcripts

Competing endogenous RNA ceRNA PTENP1 and KRASP1
ANRIL Xist Target PRC1 or PRC1 in cis to mediate histone methylation in transcriptional

HOTAIR gene silencing for dosage compensation, imprinting and developmental gene

COLDAIR expression; ANRIL affects cell senescence

Kenqlotl

MALAT1 Sequesters SR splicing factors to regulate alternative splicing

PANDA p53-inducible, titrates away NF-YA to favor survival th during DNA damage

TERRA Controls telomerase access to telomeres in a cell-cycle manner

PRNA Targets DNMT3b in cis to the rDNA locus via an RNA:DNA:DNA triplex for DNA
methylation and gene silencing

SRA Enhances insulator function of CTCF

Gas5 Binds to glucocorticoid receptor as a decoy and titrates GR away from target
genes

lincRNA-p21 Targets hnRNP-K in trans to mediate p53-dependent gene repression

HOTTIP Bind to and localizes the MLL complex and H3K4me3 via chromosomal looping
for gene activation

1/2 SBS Pairs with mRNAs via Alu repeats and targets them into a NMD pathway

HULC H19 miRNA decoys: HULC induces PRKACB translation, H19 interferes with let-7

PTENP1 activity, PTENP1 depresesses PTEN production

LINK RNAs Cellular signalling, activate of kinases, promote protein phoshorylation

1/2-sbsRNA STAUFEN1-dependent mRNA decay, induce mRNA degradation or stabilication

TINCR

HOTAIR NRON Protein turnover, stimilate degradation of Snurportin-1 and Ataxin-1 (HOTAIR)

or HIV proteins tat (NRON_




Funkcje IncRNA

b. Xist> inaktywacja chromosomu X (XCl)

C. transkrypty Firre regulujg oddziatywania miedzy odlegtymi regionami w
genomie jn trans

d. ccari-L kontroluje tworzenie petli chromatyny miedzy enhancerami i
promotorem MYC in cis

€. IncRNAs regulujg dostepnos¢ chromatyny

f. Khps1 wzmacnia transkrypcje Pol Il poprzez tworzenie petli R (R-loops)

g. IncRNA zakidcajg transkrypcje Pol I

h. SLERT promuje transkrypcje Pol | poprzez wigzanie DDX21

i.  strukturalny IncRNA NEAT1 indukuje tworzenie paraspeckles

j. MALAT1 zmienia fosforylacje biatek SR wptywajac na splicing pre-mRNA

k. sie¢ regulacyjna sktadajgca sie z roznych typow ncRNA - Cyrano wigze miR-7

i zapobiega represji przez miR-7 jego docelowych RNA (Cdrlas circRNA)

l. IncRNA regulujg stabilnos¢ mRNA poprzez taczenie sie z biatkami biorgcymi
udziat w degradacji mRNA

IncRNA reguluja translacje

IncRNA reguluja modyfikacje post-translacyjne
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Regulacja epigenetyczna przez NAT (natural antisense transcripts)

* NAT reguluja stan epigenetyczny loci genomowych,
z ktérych sg transkrybowane (regulacja in cis).

* Specyficzna struktura drugorzedowa NAT
umozliwia oddziatywanie z réznymi enzymami
modyfikujgcymi chromatyne, koordynujgc w ten
sposob ich dziatanie i kierujgc okreslonymi
modyfikacjami epigenetycznymi pobliskiej
chromatyny.

* Specyficznos¢ regulowanego locus jest zapewniona
dzieki interakcjom (komplementarnos$¢) miedzy
NAT i DNA.



Xist ncRNA - inaktywacja chromosomu x

Xist (X-inactive specific transcript, 19 kb)
Ekspresja na nieaktywnym X
Optaszcza chromosom X

Tsix (40 kb) ekspresja na aktywnym X

Tsiv(l—-l

Xist El RepA
Jpx Tsix d d

Xite

* Dosage compensation — jedna kopia chromosomu u samic jest epigenetycznie wyciszana
* RepA (repeat element) 1.6kb ncRNA (5’ Xist) wigze kompleksy PRC2 (Polycomb)

* Tsix — chroni aktywny chromosom X przed wyciszeniem; tgczy reaktywacje X i
przeprogramowanie komorek macierzystych

* Tsix i Xite kontroluj wybor alleli i wyznaczajg aktywny chromosom X
* Jpx i RepA sg pozytywnymi regulatorami Xist



Inaktywacja chromosomu X:
wyciszanie epigenetyczne

XIST ncRNA uruchamia zmiany epigenetyczne, ktére zapewniajg ,,pamie¢ komoérkowga” stanu nieaktywnego:

zamiana histonu H2A na makroH2A
metylacja histonu H3:
H3K9

H3K27
deacetylacja histonu H4 (?)
metylacja DNA /juz po inaktywacji chromosomu

RMA Pol Il ~ Xist
Xi

H3K2Tmea 4 Hakzome1 § HaKkomezss 4
MacroH2A 4 DNA methylation 4

H3Kdme2/3 + HAK9 and HaKS, K8, K12 and K16 fac) %
Ferrari F., Alekseyenko A.A., Park P.J., Kuroda M.1. (2013) Nat. Struct. Mol. Biol.



Epigenetyczna regulacja ekspresji genow
przez ncRNA

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

*  roX1/roX2 ncRNA inicjuja modyfikacje histonéw — u samcoéw Drosophila zwiekszenie
aktywnosci chromosomu X

* acetylacja histonow

+ demetylacja H3K9

Hak18ac $

RMA Pol 1l o Xist

Haka7mes 4§ Hakzomet 4 Hakemez/s 4
MacroH2A 4 DNA methylation 4

Xi

HIKAmER!3 + HKS and HAKS, KB, K12 and K16 {ac) %
Ferrari F., Alekseyenko A.A., Park P.J., Kuroda M.1. (2013) Nat. Struct. Mol. Biol.



MALAT1/mascRNA

MALAT1:

metastasis-associated lung adenocarcinoma transcript 1
(NEAT2 w ludzkich komdrkach) — transkrypt zwigzany z
gruczolakiem ptuc

wzbogacony w strukrurach subjadrowych zwanych nuclear
speckles

przypuszczalnie reguluje alternatywny splicing (asocjacja z
biatkami SR)

mascRNA:
* w cytoplazmie, powstaje z prekursora pre-MALAT1, funkcja

nieznana

h//— ' A i—

J? RNase P Cleavage

i// I A A AAAAAAAAAAGCAAAA - AAUAAA I
6.7-kb mMALAT1 Transcript
Localizes to nuclear speckles RNase Z Cleavage
Short poly(A) tail-like moiety Addition of CCA

A

&
A (Degraded)
mascRNA
tRNA-like transcript
Exported to cytoplasm

Wilusz & Spector, RNA, 2010



MALAT1/mascRNA

*  Poliadenylowany transkrypt Pol Il, prekursor dojrzatego
MALAT1 i mascRNA

*  Obrobka prekursora przez RNaze P (5°) i RNaze Z (3’)
uwalnia 6.7 kb MALAT1 i mascRNA (podobny do tRNA),
eksportowany do cytoplazmy po dodaniu CCA

E—// — \ —

J 1
€690 6961

J? RNase P Cleavage

h// I A A AAAAAAAAAAGCAAAA C%EAAUAAA —

6.7-kb mMALAT1 Transcript
RNase Z Cleavage
Addition of CCA

Localizes to nuclear speckles
Short poly(A) tail-like moiety

A (Degraded)

mascRNA
tRNA-like transcript
Exported to cytoplasm

Wilusz & Spector, RNA, 2010



NEAT1 i MALAT1

Chen & Carmichael, WIRE RNA, 2010
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Funkcje MALAT1

e Aktywacja transkrypcji: MALAT1
oddziatuje z niemetylowang forma
biatka Polycomb 2 (Pc2), promujac
sumoilacje E2F1, jako sygnat do

aktywacji programu wzrostu komarek.

* MALAT1 kontroluje rowniez splicing
poprzez modulowanie poziomow
fosforylacji czynnikéw splicingu (SR-
proteins)

Transcriptional
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GO Pc2 \Me
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vo\\\
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-
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Nucleus

Tano & Akimitsu, Frontiers in Genetics, 2012



TE R RA = telomeric repeat-containing RNA
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TERRA
/ Rl;lﬁrjzlf TRF1 JTRF1 )| transcription
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Subtelomere
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TERRA
CEN telomere
j —— association
Subtelomere Telomere
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 RNAPI ) ESTHA teenopal
UPF1 egradation

Subtelomere

W

Telomere

w S. cerevisiae » Human ) Both == __ TERRA . Heterochromatin marks

w komadrkach drozdzowych i ludzkich

poliadenylowany transkrypt Pol I

obejmuje regiony subtelomeryczne i telomeryczne
komponent heterochromatyny telomerowej

asocjacja z telomerami i biatkami telomerowymi (Trf1, Trf2)

regulowany przez czynniki RNA surveillance (Ratl, Trf4, czynniki
NMD, RNaza H)

reguluje telomeraze (skracanie telomeréw) poprzez tworzenie
hybryd RNA-DNA

dziata w procesach przebudowy chromatyny (rozwdj i
réznicowanie)

wptyw na replikacje telomeréw

podwyzszony u pacjentow ICF (Immunodeficiency, Centromeric
region instability, Facial anomalies)

Luke & Lingner., EMBO J, 2009



Woyciszanie rDNA przez pRNA i NoRC

+1 188
spacer repeats promoter ET
Intergenic spacer
/ et oyt oy transkrypt Pol |
processed to 295 %_E 1. pRNA

.RA,“\ SNth HDACs @

SNF2h
> ' TIPS
‘ d [ , *  NoRC mammalian nucleolar remodeling complex

* wymaga asocjacji TIP5 z pRNA
*  NoRC dostarcza enzymy modyfikujgce DNA i histony - tworzenie

SNF2h—. HDACs SNF2BRL HDACS hetrochromatyny
HMTs o y 2
w r TIPS ' * metylacja CpG-133 zapobiega wigzaniu UBF = inhibicja tworzenia
T A | g kompleksu transkrypcyjnego
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Stark and Taliansky, Embo Rep., 2008; Mayer et al., Mol. Cell, 2006; Embo Rep., 2008; Schmitz et al., Gene Dev., 2010



Woyciszanie rDNA przez pRNA i NoRC

+1 188
spacer repeats promoter ET
Intergenic spacer
et TE ) w% transkrypt Pol |
rm— processed to s %} 1 pRNA
PRNA
SNF2h
| _(/L At DODATKOWE WYCISZENIE
= | ‘ I—b *  pRNA wigze sie do promotora rDNA w TO, niezaleznie od TTF-I i
innych biatek, tworzgac triplex RNA-DNA
SNF2h- il HDACS SNFZb-ll HDACS *  pRNA konkuruje z TTF-I

w d s ) *  rDNA/pRNA triplex rekrutuje metylotransferaze DNMT3b >

TNk / > hipermetylacja chromatyny i wyciszenie rDNA

yy eee

Stark and Taliansky, Embo Rep., 2008; Mayer et al., Mol. Cell, 2006; Embo Rep., 2008; Schmitz et al., Gene Dev., 2010



SLERT - transkrypcja Pol | (cztowiek)

* SLERT- IncRNA, zakoriczony boxH/ACA snoRNA

* snoRNA na obydwu kornicach SLERT sg potrzebne do
biogenezy i lokalizacji jgderkowej

* helikaza DDX21 RNA tworzy struktury

pierscieniowe wokot komplekséw Pol | = supresija
transkrypcji pre-rRNA

* SLERT wigze sie do DDX21 i moduluje pierscienie
DDX21 w celu obnizenia supresji Pol |
(wiec SLERT pozytywnie wptywa na transkrypcje rDNA)

* interakcje SLERT-DDX21 regulujg réznicowg ekspresje
rDNA

- SLERT G-

H ACA
NB

Xing et al., Cell, 2017



Réznorodnosc funkcji ncRNA

. - RBP
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mRNA degradation

%\ﬂi

microRNA decoy

RBP
RBP

RBP dECOV Organelle function

Noh at al, WIREs RNA 2018



