Niekodujgcy RNA

(ncRNA)

-

Molekularne Techniki Analizy RNA

Monika Zakrzewska-Ptaczek

28.10.2022



DNA translaci
ranslacja ’

.
mRNA 5'/\/W\AAAAAAAAA —— biatka
(1-5% catkowitego RNA)

housekeeping RNA
(tRNA, rRNA)

ncRNA

(95-99%) \ >200 nt
@Torowy RNA

transkrypcja

IncRNA \'T"_

sRNA —

<200 nt



circRNA

sponge T s Niekodujace RNA wptywaja
}‘O ‘ O P nion na regulacje ekspresji genow
\ mRNA poprzez ré6zne mechanizmy:

3!
microRNA S'IWWAAAAAAAA
mRNA 3 . . . :
inhibition 5,% miRNA i IncRNA mogg bezposrednio
ﬁ 4 . 7 .

regulowac ekspresje gendw przez wigzanie sie:

« zmRNA (miRNA)

* zgenem lub nowo-powstajgcym
transkryptem (IncRNA)

* 7 biatkami modyfikujacymi histony,
rekrutujac je do genu (IncRNA)

crfect IncRNA i mikroRNA moggq rowniez regulowac
direct gene . L. . .
expression siebie nawzajem poprzez tzw. mechanizm
T_ o ,gabki” (sponge effect)
protein ‘ Ci . .
scuffo|dmg ircRNA regulujg mikroRNA poprzez

IncRNA mechanizm ,,gabki” i ekspresje gendéw poprzez
T splicing mRNA.

Pannietal., BBA, 2019



Niekodujgcy RNA

-

Housekeeping RNA

Konstytutywna ekspresja

Niezbedne do normalnego funkcjonowania komorki

tRNA i rRNA — translacja

snRNA — komponenty splicesosomu, pre-mRNA splicing
snoRNA — dojrzewanie i modyfikacja rRNA

scaRNA (specyficzne dla CB)

RNA wchodzgce w sktad RNazy P i RNazy MRP —
endonukleazy: dojrzewanie tRNA i rRNA

Signal Recognition Particle SRP RNA — transport biatek do ER
tmRNA (hybrydy tRNA-mRNA)- kierowanie nowo-
syntetyzowanych biatek (nascent proteins) do degradac;ji

gRNA — guide RNA (RNA editing)
\\telomerase RNA - synteza telomeréw /

Regulatorowy RNA

Ekspresja okresowa

np. w odpowiedzi na bodziec, w okreslonej fazie rozwoju, cyklu komérkowego
Regulacja ekspresji gendw na poziomie transkrypcji

lub translacji
Eﬁm"dﬁ& [111]

SRNA: siRNA (exo-siRNAs i endo-siRNAs; ta-siRNA; nat-siRNA;
IsiRNAs); miRNA; piRNA

- dziatajg w procesach wyciszania ekspresji gendw na
poziomie transkrypcyjnym (TGS — transcriptional gene
silencing) i post-transkrypcyjnym (PTGS — post-transcriptional
gene silencing)

IncRNA — mniej poznany, przewaznie dziata
w transkrypcyjnym wyciszaniu genow (TGS)

Qoziomie chromatyny

/




Podziat ncRNA

na podstawie wielkosci
czasteczek:

short ncRNA <200nt
long ncRNA >200nt
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Tisseur et al., , Pervasive transcription — lessons from yeast.” Biochemie, 2011



M al'e R NA (small RNAs, sRNAs, smRNAs)

Specyficznos¢ wyciszenia

sRNA = 21-30 nt okreslonych sekwencji zapewniona jest dzieki
komplementarnosci zasad miedzy wyciszajgcym
wyciszanie ekspresji genéw: sRNA, a RNA ulegajgcym wyciszeniu

(gene silencing, RNA silencing)

post-transkrypcyjne

(post-transcriptional gene silencing, PTGS) T W' TTAAAAAAAAAA
degradacja mRNA, inhibicja translacji

transkrypcyjne

(transcriptional gene silencing, TGS) —_— ERRAAREAAAR AR EAN A LAALED

epigenetyczne modyfikacje chromatyny

Wyciszanie genow za posrednictwem matych RNA odgrywa
istotng role zarowno w regulacji ekspresiji, jak i w
zachowaniu integralnosci genomoéw organizméw zywych.
Za posrednictwem siRNA wyciszane sg m.in. regiony bogatej W modyfikacja histonéw, metylacja DNA
powtorzenia DNA heterochromatyny, sekwencje

transpozonowe, wirusy i inne patogeny.

miRNA i tasiRNA regulujg m.in. ekspresje genéw zwigzanych

z zegarem biologicznym, rozwojem, reakcjg na stres.



Mate RNA mogga pochodzic¢ ze struktur spinki lub dsRNA

hpRNA dsRNA
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Adapted from Axtell, M.J. (2013). Classification and comparison of small RNAs from plants. Annu. Rev. Plant Biol



Biatka Dicer i Argonaute (AGO)

dsRNA jest ciety przez DICER
na krotkie dwuniciowe czgsteczki RNA,

ktore sg wigzane przez jedno z biatek
rodziny AGO

=

X

krétkiedsRN% ‘M
L I

1 AGO

8

RISC

wyciszenie

Biatka DICER Biatka AGO

Podczas biogenezy siRNA i miRNA, tng dtugie dsRNA wigzg sRNA i mRNA

lub RNA o strukturze spinki (hairpin) na fragmenty

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

(21 — 25nt)

domena PIWI:

struktura podobna do RNazy H

w niektorych biatkach Ago - ciecie RNA
zwiazanego z sRNA (slicer activity)

MacRae, I.J., Zhou, K., Li, F., Repic, A., Brooks, A.N., Cande, W.., Adams, P.D., and Doudna, J.A. (2006) Science
Bohmert, K., Camus, I., Bellini, C., Bouchez, D., Caboche, M., and Benning, C. (1998) EMBO
J. Song, J.-J., Smith, S.K., Hannon, G.J., and Joshua-Tor, L. (2004) Science



Biatka DICER i AGO u rédznych organizmoéw

AGO-PIWI-like
Species Dicer-like RDRP
AGO PIwi
Arabidopsis thaliana 10 - 4 6 Arabidopsis thaliana:
Plantae )
Oryza sativa B |- > > DCL1 - 21nt miRNA - AGO1/7/10
Saccharomyces i i i ) DCL2 -> 22nt siRNA
cerevisiae DCL3 - 24ntsiRNA - AGO4/6
Schizosaccharomyces 1 i 1 1 DCL4 - 21nt siRNA (tasiRNA) - AGO1
Fungi pombe
Neurospora crassa 1 - 1 3 WI"HHW'"""" @""u"nm@.
Aspergillus nidulans 1 = 1 2 /r o o\
Caenorhabditis _ |
5 3 2 (Dicer + Drosha) 4 CImr  , Imr |, S0 Ry
elegans Yt S 22nt 7 24nt 2t
Drosophila .
Metazoa melanogaster 2 £ 3 (2 Dicers + Drosha) - ‘l' /_‘l'ﬁ\ 'l' 'lr
" AGO2 AGO1
Danio rerio 4 4 2 (Dicer + Drosha) - _
Homo sapiens 4 4 2 (Dicer + Drosha) -



PTGS: post-transkrypcyjne wyciszanie genéw

miRNA

(microRNA)

rosliny,
zwierzeta,
wirusy,
Protista

20-25nt

Drosha
(u zwierzat)
+ Dicer

Transkrypcja
przez Pol ll/Pol Il

Regulacja stabilnosci mRNA
(ciecie mRNA), inhibicja
translacji

mirtrony — pochodzace z intronéw prekursoréw mRNA genéw kodujgcych biatka; wystepuja u zwierzat; niezalezne od Drosha

SiRNA)

transcripts-derived

indukowana stresem

siRNA
(small interferring RNA) — wigekszos$¢ dziafa in cis, za wyjgtkiem tasiRNA
exo-siRNA rosliny, 21-24nt | Dicer Transgeniczny, wirusowy Post-transkrypcyjna
(pochodzenia grzyby, lub inny egzogenny RNA regulacja ekspresji genow,
egzogennego) zwierzeta, obrona przeciwwirusowa
Protista
endo-siRNA rosliny, ~21nt Dicer Transkrypcja Post-transkrypcyjna i
(pochodzenia grzyby, dwukierunkowa lub transkrypcyjna regulacja
endogennego) zwierzeta, zbiezna, wiazanie mMRNA z | ekspresji genéw, regulacja
Protista transkryptami aktywnosci transpozonéw
pseudogendéw o
przeciwnej orientacji
tasiRNA rosliny 21nt DCL4 TAS RNA ciete przez Regulacja post-
(trans-acting miRNA transkrypcyjna
SiRNA)
natsiRNA rosliny 24nt DCL2 Transkrypcja Regulacja genow
(natural antisense 21nt DCLA1 dwukierunkowa odpowiedzi na stres

T AAAAAAAAAA




TGS: transkrypcyjne wyciszanie genow

RRRRARAARRARRSAAARAALRAED
LU

modyfikacja histonéw, metylacja DNA

siRNA
(small interferring RNA)
endo-siRNA rosliny, ~21nt Dicer Transkrypcja Post-transkrypcyjna i
(pochodzenia grzyby, dwukierunkowa lub transkrypcyjna regulacja
endogennego) zwierzeta, zbiezna, wigzanie mRNA z | ekspresji genéw, regulacja
Protista transkryptami aktywnosci transpozonow
pseudogenow o
przeciwnej orientacji
hc-siRNA rosliny, 24-26nt | DCL3 Transpozony, powtdrzenia | Modyfikacja chromatyny
(heterochromatic S. pombe
SiRNA)
piRNA Drosophila, | 24-30nt | niezalezne | Diugie pierwotne Wyciszanie transpozonow,
(Piwi-interacting C. elegans, od Dicer transkrypty (?) inne nieznane funkcje
RNA) ssaki, Danio
rerio




MiRNA u roslin

*  miRNA s3 kodowane przez specyficzne geny MIR, ale wptywajg na
ekspresje innych gendw — sg czasteczkami regulatorowymi
dziatajgcymi in trans

*  miRNA regulujg procesy rozwojowe i fizjologiczne

* uwaza sie, ze miRNA wyewoluowaty z siRNA
— powstajg i dojrzewajg w podobny (do pewnego stopnia) sposéb

o AGO
Inhibicja \ & AAAN

rnnnnnnnanen gy
translacji

ciecie ' AGO
AGO mr‘!mmm AAAD
mRNA | .

L RN ”"”IAAA
J n T T T T T T T T TTTTAAAN
\

mRNA

microRNA dziataja poprzez ciecie
mRNA lub inhibicje translacji



aktywna translacja

MiRNA u zwierzat

degradacja mRNA

inhibicja translacji

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



aktywna translacja

MiRNA u zwierzat

degradacja mRNA

Vol 46612 August 2010|doi:10.1038/nature09267 nature

Mammalian microRNAs predominantly act
to decrease target mRNA levels

Huili Guo'*?, Nicholas T. Ingolia®*, Jonathan S. Weissman** & David P. Bartel'~

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



Vol 466/12 August 2010/doi:10.1038/nature09267 nature

Mammalian microRNAs predommantly act Destabilization of target mRNA is the predominant
to decrease target mRNA levels reason for reduced protein output.

Huili Guo'?, Nicholas T. Ingolia®*, Jonathan S. Weissman’* & David P. Bartel'~

Decapping

W 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 8| 2012

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.

Step 3 Stimulated deadenylation potentiates the effect on translational inhibition and leads to decay of target mRNAs through the
recruitment of the decapping machinery.



Geny MIR: transkrypcja dtugich czgsteczek pri-miRNA,
z ktérych powstajag miRNA

miRNA s3g kodowane przez geny MIR MIR gene
\
pierwotne transkrypty miRNA AVAAAAVAVAVAY
(pri-miRNA) tworzg drugorzedowe,
dwuniciowe struktury, ktére sg rozpoznawane l
i ciete przez biatka Dicer (u roslin DCL1) 5 ~ Pri-miRNA
3 e

ni¢ mMiRNA* jest degradowana l ‘ﬂ’

5 miRNA

3 miRNA*

miRNA / \

o mRNA target NPT e o~ X Qiiz




Biogeneza miRNA u roslin:

HYL1:
biatko wigzgce dwuniciowy RNA

HEN1:
metylotransferaza, metylacja
mMiRNA/miRNA*

HST (HASTY):
eksport miRNA/miRNA* do
cytoplazmy, homolog eksportyny 5

Mallory A., Vaucheret H. (2006), Nature Genet. Wg: Ding X.C., Weiler J.,
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Grosshans H. (2009), Trends in Biotechnology



Mirtrony

wystepujg u D. melanogaster, C. elegans, ssakow
miRNA moga powstawac z introndw wycietych z pre-mRNA

podczas sktadania mRNA (splicing)
niezalezne od Drosha

rozciecie struktury lariatu (debranching) prowadzi do
powstania pre-miRNA

pre-miRNA - biogeneza miRNA

Spliceosome

Splicing

Mature mRNA Branched pre-mirtron

T

lariat

(excised intron)

Debranchik
oriL
Trimming
L/
pre-nefNA
Dicing
¥

Mature miRNA

Kim V. N., Han J., Siomi M.C. (2009) Mol Cell Biol



Jadrowe funkcje miRNA

pNa - PP s-ﬁ![[': lll,nv N zcleolus
— lear miRIS( “miRNA st
Iranscription nucicar miki; mi storage
l ETE — s FRNA
miRNA
: \ mli\\‘

hnRNA \/\/\/

l Alternative splicing

mRNA /\/\ mMiRNA:

* obecne w jagdrze komdérkowym i jaderku

s |
Materation of non-coding RNA - |/’/ * tworzg mniejszy jgdrowy kompleks miRISC complex z
(1 |n:R'\ "\. pri-miRNA, pre TniI{\ \) - ‘/‘ biatkami AGOZ/A603; DICER; TRBP i TNRC6A (TGA)
s
./

Catalanotto et al., Int/IMolSci, 2016



Jadrowe funkcje miRNA

Transkrypcyjna aktywacja genow (TGA) Transkrypcyjne wyciszanie genow (TGS)

l Requirement for a
DNA replication phase 7
w D <

s GO
D O

Catalanotto et al., Int/IMolSci, 2016




Niekanoniczne miRNA

Non-canonical miRNA signaling
Canonical miRNA signaling

miRISC miRISC
5 UTR 3’UTR 5 UTR 3'UTR
Codhg exons \ "iF“V' Codlng exons
/ — @ / A\
Increased translation Increased mRNA stability,| Decreased mRNA stability,
increased translation translational repression
/ in arrested cells in actively cycling cells

miRISC

b miRISC
I~ . Hepatitis C genome . | Genomic locus
XRN1 5 3

|Protection from degradation Increased transcription

Maute et al, WIREs RNA., 2014



SiRNA

ochrona i utrzymywanie stabilnosci genomu

endo-siRNA:

@ ochrona genomu przed ,,obcym” materiatem genetycznym (exo-siRNA):
transgenicznym
wirusowym (VIGS —viral induced gene silencing)

Transgeny wprowadzane sztucznie sq czesto wyciszane przez siRNA;

, ) .. .. RISC (RNA-induced silencing complex)
moggq byc¢ wyciszane post-transkrypcyjnie lub transkrypcyjnie

f P\GO ARAN ; AGO d
Wyciszenie mozZe by¢ wywotane: mmm TS
* bardzo wysokim poziomem ekspresji transgenu ‘ \ r g e
* dwuniciowym RNA pochodzqcym z ekspresji transgenu A

* nieprawidfowymi RNA pochodzgcymi z ekspresji transgenu

endo-siRNA: m

@ wyciszanie transpozondw i sekwencji powtdrzonych
@ utrzymywanie niektérych gendw w stanie epigenetycznie nieaktywnym



Pochodzenie endogenne siRNA

Structured loci = e oo

Convergent Transcription —-—-— - = oo

present in inverted orientation

>
Read-through transcription of transposons _-_ _-_ —» IO

—

Bidirectional Transcription —-— — e

_—
Trans-interaction — founder gene — —jE—- > ?mnmﬁ:uﬂhn;

Duplication and inversion of a copy of a pseudogene __—_ g ST

close to another copy of a pseudogene

Ghildiyal & Zamore (2009) Nat Rev Genet



Endogenne siRNA u roslin: hc-siRNA

= heterochromatynowe siRNA

Z biogenezg i funkcja hc-siRNA zwigzane sg dwie specyficzne dla roslin polimerazy RNA

Polimeraza RNA IV uczestniczy w biogenezie siRNA

Niekodujace transkrypty polimerazy RNA V
nakierowujg maszynerie wyciszajacg do
odpowiednich sekwencji DNA

metylacja
modyfikacja DNA => mechanizm metylacji DNA zaleznej od
histonow RNA (RNA-directed DNA Methylation,

RdDM)

Ten rodzaj wyciszenia jest czesto zwigzany ze stale nieaktywnym transkrypcyjnie DNA,
wigczajac rejony centromerowe i transpozony, ale rowniez zachodzi w genach.



tasiRNA: roslinne endogenne siRNA

>

>

(trans-acting siRNA)
* specyficzne dla roslin

transkrypcja locus TAS » kodowane przez geny TAS
przez polimeraze RNA I * obrobka pierwotnego transkryptu

* jest inicjowana przez miRNA

wigzanie przez miRNA/RISC i ciecie

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

dsRNA jest ciety przez DCL4 na
serie krotszych dsRNA, uwalniajac
wiele czasteczek tasiRNA z jednego
genu TAS



Z jednego genu TAS powstaje wiele czasteczek tasiRNA

N g
‘K’ XX R K

TAS1h + sﬂ:-w 034 1 a:qf; Tpufs) I, D8
53¢ COUROOOAOOOD ST A O RS OO A AT R ORI T E R TN O TR N e, T TN, O e D O O e SR S A O R IR I D R R GO A T SO G R R O R N TR, UU’HMED”GMEIU.&E“‘LLLJD‘"HMJFMM COUR 3
= MEUMEAMEEI['D'I‘E'I'“{ oI LIRAGAUURAGIUIGOA D OO
miR173 . |
tasiRNA mogq O R1796
powstawac
T z obu nici RNA

miejsce ciecia pierwotnego
transkryptu przy udziale miRNA

kluczowe dla zapewnienia @ '
specyficznosci tasiRNA; DCL4 v N {\' DCL4 przesuwa sie
zaczyna cigé prekursor doktadnie T wzdtuz dsRNA

w tym miejscu i tnie

AAA odmierzajac i thac
w odstepach 21nt eTeajacl g

Allen, E., Xie, Z., Gustafson, A M., and Carrington, J.C. (2005) Cell
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natsiRNA: roslinne endogenne siRNA

natsiRNA - natural antisense-transcript derived siRNA
cis-acting

syntetyzowane w odpowiedzi na stres np. wysokie zasolenie gleby

zachodzgce na siebie sekwencje sgsiadujgcych genow

\/\ ‘\\ O\VLA\VA\VLa\Va \ " } \ (zwigzanych z odpowiedzig na stres)

’ komplementarne wzgledem siebie
A. thaliana: IsiRNA (long siRNA; 30-40nt) /\/\ transkrypty NAT (natural antisense)
réwniez powstajg z transkryptow NAT, inne X - tworza dsRNA
biatka uczestniczg w biogenezie ‘

| W biogeneza:
Y (AGO A - DCL2 i/lub DCL1
\ | * RDR®6 (polimeraza RNA

« zalezna od RNA)
«  SGS3 (biatko wigzgce RNA)
* polimeraza RNA IV

wyciszenie

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



Mate RNA niezalezne od Dicer: piRNA

" antisense piRNA precursor -

antisense piRISC

3’ cnsnannnns
sense

piRNA precursor

V

goby/

Target cleavage, PTGS
chromatin modification
Ghildiyal & Zamore (2009) Nat Rev Genet

~25-30 nt, 2’-O-metylowane konce 3’

wystepuja u zwierzat, zidentyfikowane w liniach
komadrek rozrodczych D. melanogaster

wiazg sie z biatkami PIWI:

Piwi, Aubergine, Ago3 — D. melanogaster

MILI, MIWI, MIWI2 — mysie

HILI, HIWI1, HIWI2 - ludzkie

C. elegans —,,21U”RNA - 21 nt — wigze PRG-1 (Piwi-
related gene 1)

wyciszanie transpozonow i powtorzen DNA; uwaza
sie, ze mogaq dziata¢ na roznych poziomach:
posttranskrypcyjnie — degradacja transkryptu

u ssakdw metylacja DNA sekwenc;ji
transpozonowych



Mate RNA niezalezne od Dicer: priRNA

priRNA — primal small RNAs

zidentyfikowane u S.pombe

tworzenie/utrzymywanie heterochromatyny w
rejonach centromerowych

Triman: 3’-5" egzorybonukleaza — obrébka
prekursoréw 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 Marasovic,' Manuel Zocco,' and Mario Halic'-*

sSiRNAs priRNA precursors
e

-_-_—u

Ago1 -
/ Ago1 \
Triman

Agol-associated ”
precursors are Ago1
trimmed to mature
length by Triman l

mature Agol:sRNA Ago1

complex

Tas3 Ago
\J

l

siRNA generation and
heterochromatin formation

Cid12
Hrr1
Rdp1



Transkrypcyjne wyciszanie ekspresji genow (TGS)

* sSiRNA moga wycisza¢ DNA za posrednictwem enzyméw metylujgcych cytozyny lub modyfikujgcych biatka histonowe

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

transkrypcja

AGO metylotransferaza -
\ "W biatka _,
\-\ histonowe -
\} DNA ‘ wyciszenie
przebudowa
modyfikacja metylacja chromatyny

histonéw DNA

EPIGENETYCZNA REGULACJA EKSPRESJI GENOW



Epigenetyczne mechanizmy regulacji ekspresji genow

przebudowa
potranslacyjne chromatyny warianty
metylacja DNA modyfikacje histonéw zalezna od ATP histonéw ncRNA

histony

chromatyna {

DNA

Dulac C. (2010) Nature



Metylacja DNA

histony

chromatyna {

DNA

Rola metylacji DNA:

cytozyna

metylacja DNA

potranslacyjne

modyfikacje histonow

5-metylocytozyna

CH3 % $

DNA moze by¢ kowalencyjnie modyfikowany

5-metylocytozyna w reakcji metylacji cytozyny u ssakéw i roslin,

ale nie u nizszych zwierzat czy drozdzy

przebudowa
chromatyny warianty
zalezna od ATP histonéw ncRNA

imprinting, inaktywacja chromosomu X, rozwdj embrionalny,

represja sekwencji powtdrzonych i transpozonéw

Dulac C. (2010) Nature



Model mechanizmu metylacji DNA zaleznej od RNA
(RADM - rna directed dna methylation)

Pol V Removal of active histone marks
transcript (histone deacetylation, H3K4 demethylation)

DDR complex

AGO4-RISC

@’ siRNA duplex Methylated
- TN SIRNA duplex

Establishment of repressive histone marks
(H3K9 methylation, H3K27 methylation)

Fedoroff N.V. (2012) Science Vol. 338, Issue 6108, pp. 758-767



Potranslacyjne modyfikacje histonéw

Modyfikacje biatek histonowych wptywajg na zmiany struktury chromatyny
W zaleznosci od miejsca modyfikacje mogg przyczyniac sie do aktywacji lub inaktywacji transkrypcji
Najczestsze modyfikacje: O P — fosforylacja
@ Me -—metylacja
O Ac -—acetylacja

przebudowa
potranslacyjne chromatyny warianty
metylacja DNA modyfikacje histonéw zalezna od ATP histonéw ncRNA

histony

chromatyna {

Konce N biatek histonowych (tzw. ogony histonowe)
wystaja poza nukleosom, sg dostepne dla enzymoéw modyfikujgcych

Dulac C. (2010) Nature



Przebudowa chromatyny

zalezna od ATP (chromatin remodelling)

Aktywnos¢ komplekséw przebudowujgcych chromatyne zalezy od ATP, w wyniku ich dziatania zmienia sie sposéb
oddziatywania histon-DNA. Kompleksy remodelujgce zaangazowane sg zarowno w aktywacje, jak i represje transkrypcji.

przebudowa
potranslacyjne chromatyny warianty
metylacja DNA modyfikacje histonéw zalezna od ATP histonéw ncRNA

histony

chromatyna {

DNA

Dulac C. (2010) Nature



Przebudowa chromatyny

zalezna od ATP (chromatin remodelling)

NNV AN

Remodeler

NI I

przesuniecie
oktameru
histonowego

usuniecie
oktameru
histonowego

rozwiniecie
nici DNA

zamiana
dimeru
H2A-H2B na
H2A.Z-H2B
(Htz1u S.
cerevisiae)

usuniecie
dimerow
H2A-H2B

odstloniecie
DNA

zZmiana
skitadu
oktameru
histonowego

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



Warianty histonéw

potranslacyjne
metylacja DNA

modyfikacje histonéw

H2ABbd enriched in active
chromatin and excluded from
inactive X

y-H2AX at
site of DNA break

CenH3
at centromere

H3.1, unmodified
H2AX throughout
chromosome

H3.3 at site of
active transcription

H2AZ at

macroH2A at

boundary of transcriptionally silent
heterochromation regions (also on inactive X)
przebudowa
chromatyny warianty
zalezna od ATP histonéw ncRNA

[ 1

histony

chromatyna [

DNA

Za wymiane réznych wariantéw histondw w oktamerze histonowym
odpowiadajg kompleksy przebudowujgce chromatyne z rodziny INO80/SWR

Dulac C. (2010) Nature



Epigenetyczne mechanizmy regulacji ekspresji genow

DNA demethylation |
' DNA methylation

< Histone acetylation |

| Histone deacetylation

Histone (de) methylation |

| Histone (de) methylation

< Histone variants >




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

| 1 f [ | [

histony 5 Cp

chromatyna {

SN AR

ncRNA




