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Mi is az az RNS interferencia (RNAI)?

= ,géncsendesites”

> els6 megfigyelések novényi rendszereken voltak...
> 1993: elsé kis RNS ,lelet” (lin-4 miRNS, gatolja a lin-14-t)
> 1998: elso bizonyiték a dsRNS hatasara

(Fire és Mello; Nobel dij, 2006)




RNS interferencia — Nobel-dij, 2006

Potent and specific

genetic interference by
double-stranded RNA in
Caenorhabditis elegans

Andrew Fire*, SiQun Xu*, Mary K. Montgomery*,
Steven A. Kostas*t, Samuel E. Driver} & Craig C. Mello:
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Experimental introduction of RNA into cells can be used in
certain biological ems to interfere with the function of an
endogenous gen Such effects have been proposed to result
from a simple ant se mechanism that depends on hybridiza-
tion between the injected RNA and endogenous messenger RNA
transcripts. RNA interference has been used in the nematode
Caenorhabditis elegans to manipulate gene expression™. Here we
investigate the requirements for structure and delivery of the
interfering RNA. To our surprise, we found that double-stranded
RNA was substantially more effective at producing interference
than was either strand individually. After injection into adult
animals, purified single strands had at most a modest effect,
whereas double-stranded mixtures caused potent and specific
interference. The effects of this interference were evident in
both the injected animals and their progeny. Only a few molecules
of injected double-stranded RNA were required per affected cell,
arguing against stochiometric interference with endogenous
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Mi is az az RNS interferencia (RNAI)?

= ,géncsendesites”

> els6 megfigyelések novényi rendszereken voltak...
> 1993: elsé 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: poszttranszkripcios csendesités

» RITS: transzkripcios csendesités = ,klasszikus” epigenetika
» siRNS / miRNS / piRNS /... =2 dllati szervezetek
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A mechanizmusok részletesen...




RNAI - Poszt-transzkripcios hatasok

- allati siRNS (a legtébb miRNS is...)
novényi miRNS, siRNS

Mitol fiigg? .

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

= allati miRNS
(van példa transzlacio serkentesre...)




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

targeted hyr dsHHA (nt 284-580)
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Duplaszalu RNS csokkenti a cél-mRNS szintjét

Mtn-hNXF1




A duplaszala RNS a mRNS fél-életidot csokkenti
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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 célzott mRNS lebomlasanak részletei

endonucleolytic
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exosome +
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Mas lebontasi utvonalak szerepe
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Az siRNS altal kivaltott mRNS degradacio
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exosome +
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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 mérjik ?
RNS? Fehérje? Funkcio? > Féléletidok kérdése is!




2. A miRNS-ek vilaga




miRNS képzodés diverz vilaga...

a Canonical miRNA pathway
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miRNS képzodés diverz vilaga...

a Canonical miRNA pathway
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A miRNS-ek képzodése, szerkezete 1.
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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

3 | A komplementaritds valtozékonysaga
lin-14 3'UTR 5-';J—UC UAC CUCAGGGA};;
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

e predikcidos nehézségek!
3'UTR
Raptor 3'UTR 5r'—Cs'(‘:}:‘UGGGC}’%CCG'CGUGCCGCé.B;;

o GU__GUGGCGCACGGE
miR-124 3ACC AA AAUG,

e Mus musculus Oct4

SUTR[ [ Coding | 3'UTR

g 5'%%SK§USSG%%AGG§<5§55;§§“§§j Pasquinelli, Nat Rev Genet (2012) 13:271.

miR-470 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

\J

1. deadenilacio

2. sapka eltavolitds
3. 5'>3' lebontds (XRN1?)




miRNS-Kivaltott transzlacio gatlas

RL-3xBulge
C. elegans:
let-7 miRNS jelenlétében
a riporter (RL) eltolédik a

monoszomadk irdnydba

B-actin Ij.m l

poliszéma gradiens

Pillai et al., Science (2005) 309:1573.




miRNS-Kivaltott transzlacio gatlas

..€s még mas mechanizmusok...
©
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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 (~27-31 nt)

» mas ,,Argonautak”, a Piwi-csalad:

Piwi, Aub, Ago3 (Drosophila melanogaster)

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

» védelem transzpozonok ellen




A Drosophila-modell elonyei

The piRNA Pathway Guards the Germline Genome Against Transposable Elements

Drosophila ovaries

Egymads mellett
a szomatikus
és az
ivarsejtek

somatic cells germline cells

- strand

unidirectional cluster bidirectional cluster

Fejes-Toth et al., Non-coding RNA and the Reproductive System
Book (2016) 51




pPiRNS-ek képzodeése: ketféle ut
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A flamenco ¢és a ping pong...
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- 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??




