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Mi is az az RNS interferencia (RNAI)?

= ,géncsendesites”

> elso megfigyelések novényi rendszereken voltak...
> 1993: elso kis RNS ,.lelet” (lin-4 mIRNS, gatolja a lin-14-t)
> 1998: elso bizonyiték a dsRNS hatasara

(Fire és Mello; Nobel dij, 2006)

» géncsendesitési komplexek jellemzoi:
rovid (~20-30 nt) RNS molekulak, egy komplexben
az Argonaute fehérjecsalad egy képviselojével

» RISC: poszttranszKkripcios csendesités
» RITS: transzkripcios csendesités > EPIGENETIKA
» siRNS / miRNS / piRNS /... => dllati szervezetek
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Ghildiyal and Zamore, Nat Rev Genet (2009) 10:94.




A mechanizmusok részletesen...




RNAI - Poszt-transzkripcios hatasok

- allati siRNS (néhany miRNS is...)
novényi miRNS, siRNS

Mitol fiigg? :

»Kkomplementaritas
»kodolo — nem kodolo régiohoz
»ribonukleoprotein-kornyezet

= allati miRNS
(néha transzlacio serkentés...)




Egy tipikus eukariota mRNS szerkezete

The structure of a typical human protein coding mRNA including the untranslated regions (UTRs)

Coding sequence (CDS)

Forras: Wikipedia




mRNS szerkezete a sejtben
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Molecular Biology of the Cell, 2002, Figure 6-75.




1. Az siRNS-ek vilaga




siRNS hatas — mRNS degradacio
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mRNS lebomlasi utvonalak a sejtben
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Lehetséges lebomlasi utvonalak

. Deadenilaciéo - 3’-5’ lebomlas (exoszoma)

. 5’-sapka eltavolitas = 5°-3° lebomlas (XRN1)

. Lebomlas az endonukleazos hasitasi ponttol

. Specialis utvonal? (pl. RISC altal)




A riporter gének szerkezete
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Duplaszalu RNS csokkenti a cél-mRNS szintjét

Mtn-hNXF1




A duplaszala RNS a mRNS fél-életidot csokkenti

Mtn-adh, no dsHNA Min-adh + adh dsRNA
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A riporter gének szerkezete

targeted h].r dsRHA (nt 284-580)
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A 3’-fragmentumot az XRN1 bontja le
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A 3’-fragmentumot az XRN1 bontja le

Min-adh + (adh + GFP) dsRNAsgaaMin-adh + (adh + XRN1) dsRNAs
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A 3’-fragmentumot az XRN1 bontja le

endonucleolytic
cleavage
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5’-fragmentumot az exoszoma bontja le,
de a folyamathoz a Ski-komplexum is sziikséges

endonucleolytic
cleavage
m/GpppG M— a

exosome +
SKI complex




Mas lebontasi utvonalak szerepe
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Az siRNS altal kivaltott mRNS degradacio
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Orban and Izaurralde, RNA (2005) 11:459.




Az siRNS-ek felhasznalasa

. Mit jutassunk a sejtekbe?
Drosophila > dsRNS
Human - inkabb siRNS-t!
(dsRNS itt: nem specifikus hatas, interferon valasz!)

. Nem specifikus ( ) hatasok > terapia!

. Hogyan/mit juttassuk be?
vagy (expresszios vektor)? P ¢=veervas |
shRNS: miRNS-szeru, teljes komplementaritas ~
= Droshavagas

. Hogyan mérjuik ?
RNS? Fehérje? Funkcio? > Féléletidok kérdése is!




2. A miRNS-ek vilaga




miRNS képzodés diverz vilaga...
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A miRNS-ek képzodése, szerkezete 1.

a
Solo miRNA
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A miRNS-ek képzodése, szerkezete 2.
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A mirtronok és a pre-miRNS mindkét szala

mirtron = intron

xon

transcription

hsa-miR-877:
emlos mirtron

Schamberger et al.,
RNA Biology (2012) 9:1177.




Példak a miRNS-ek kotodésére

a Arabidopsis thaliana SCL6-1II

S'UTR 3'UTR

SCL6-llexon > GGAUAUUGGCGCGGCUCAAUCAC 3

miR171 3 CUAUAACCGCGCCGAGUUAGU g,

b Caenorhabditis elegans lin-14

- | A komplementaritds valtozékonysaga
lin-14 3'UTR 5-'.-U—UC UAC CUCAGGGA};;E;
lin-4 miRNA S'AGUGU% AGAGUCCCUS,
A

c
CUC

¢ Caenorhabditis elegans lin-41

S'UTR 3'UTR

5.'.UU GUU A 3

lin-41 3'UTR UUAUACAACC CUAC CUCa”
-7 mi GAUAUGUUGG GAUG GAGU,
let-7 miRNA 3 UU AU 5

Py predikcios nehézségek!
5'UTR 3'UTR

5'cea.ac accd
Raptor 3'UTR Rue®Ceaccecauace
miR-124 GU__GUGGCGCACGG

3 ACC AA ARUG,

e Mus musculus Oct4

SUTR[ [ Coding ] 3'UTR

O i S’égggguggggg;gggggzgﬁf Pasquinelli, Nat Rev Genet (2012) 13:271.

3 5




A miRNS-ek effektor funkcioja

1. mRNS degradacio

2. transzlacios gatlas a mRNS-en




miRNS Kivaltott mRNS degradacio allatokban

Endonukled. os hasitas? \

UGA
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1. deadenilacio

2. sapka eltavolitds
3. 5'>3' lebontds (XRNI?)




miRNS-Kivaltott transzlacio gatlas

RL-3xBulge
C. elegans:
let-7 miRNS jelenlétében
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Pillai et al., Science (2005) 309:1573.




miRNS-Kivaltott transzlacio gatlas

..€s még mas mechanizmusok...
©




A Inhibition of translation elongation

B Co-translational protein degradation
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3. A piRNS-ek vilaga




RNS interferencia: a piRNS-ek vilaga

» nagyobb méret (~24-31 nt)

» mas ,, Argonautak”, a Piwi-csalad:

Piwi, Aub, Ago3 (Drosophila melanogaster)

»> alt. egy hosszi RNS prekurzorrol képzodnek
»> foleg a csiravonal sejtjeiben expresszalodnak
> a csirasejtek (,,germline”’) genomialis védelme

» védelem transzpozonok ellen




pPiRNS-ek képzodese: ketféle ut
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A flamenco ¢és a ping pong...
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—> ahova >1,5 millié piRNS
térkepezheto!

- retrotranszpozonokat szabalyoz
(pl. gypsy, ZAM, ldefix)

Lin, H., Science
(2007) 316:397.




Ujdonsagok a piRNS-ekrol

1. Szex determinacio (Bombyx mori lepkefaj)
2. Sajat — nem sajat megkiilonboztetés (C. elegans)

3. PIWI-piRNS-¢ek szerepe a memoria folyamatokban
(Aplysia)

4. Fokozott HIWI expresszio daganatsejtekben??




