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Mate RNA (small RNAs, sRNAS)

sRNA — 21-30 nt

wyciszanie ekspresji genow:

LU
(gene silencing, RNA silencing)
. post-transkrypcyjne wyciszanie genow
(post-transc.riptiona/ gene S{'le.nc?ing, PTGS) ] T AAAAA
degradacja mRNA, inhibicja translacji
. transkrypcyjne wyciszanie genow T\l
(transcriptional gene silencing, TGS) @ oy -g“;']"xpo,
epigenetyczne modyfikacje chromatyny

modyfikacja histonéw, metylacja DNA
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PTGS: post-transkrypcyjne wyciszanie genow

Klasy matych RNA:
rosliny, Drosha
miRNA zwierzeta, 20-25nt (uzwierzayy  1'@nsKrypcia
(microRNA) wirusy, dDicer przez Pol lI/Pol Il
Protista

Regulacja stabilnosci mRNA
(ciecie mRNA), inhibicja
translaciji

mirtrony — pochodzace z intronéw prekursorow mRNA gendéw kodujacych biatka; wystepuja u zwierzat; niezalezne od Drosha

siRNA

(small interferring RNA) — wiekszo$¢ dziata in cis, za wyjatkiem tasiRNA

exo-siRNA fosliny, ! : Post-transkrypcyjna
(pochodzenia grz_yby, 21-24nt  Dicer Trar_lsgenlczny, L ALL o regulacja ekspresji genow,
egzogennego) ZW|e!'zeta, up-inny ggzogepny ANA obrona przeciwwirusowa
Protista
Transkrypcja
. rosliny, dwukierunkowa lub Post-transkrypcyjna i
endo-siRNA grzyby, 31t Di zbiezna, wigzanie mRNA z  transkrypcyjna regulacja
g‘:ﬂ;‘gﬁ: éz) zwierzeta, ~21 icer transkryptami ekspresji genéw, regulacja
Protista pseudogenow o aktywnosci transpozonow
przeciwnej orientacji
tasiRNA - TAS RNA cicte przez Regulacja post-
g;gx’j}actlng rosliny 21nt DCL4 miRNA transkrypcyjna
natsiRNA -
(natural antisense rosliny 24nt DCL2 Z;\?:;';ﬁ:zgwa Regulacja genow
transcripts-derived 21nt DCLA1 odpowiedzi na stres 3

SIRNA) indukowana stresem



TGS: transkrypcyjne wyciszanie genow

Klasy matych RNA:
siRNA
(small interferring RNA)
Transkrypcja
. rosliny, dwukierunkowa lub Post-transkrypcyjna i
endo-siRNA grzyby, : zbiezna, wigzanie mRNA z  transkrypcyjna regulacja
(pochodzenia . ~21nt Dicer K E K L . laci
& htchdntege) zmerzeta, trans ryptaml ekspresji genow, regulacja
Protista pseudogendéw o aktywnosci transpozonow
przeciwnej orientacji
hc-siRNA ros'liny
(heterochromatic S ,b 24-26nt DCL3 Transpozony, powtorzenia Modyfikacja chromatyny
SiRNA) g Li s
i Drosophila, - e
IRNA C. elegans, 2 niezalezne Dtugie pierwotne fregiiiacly a!<tym_mosm
(Piwi-interacting - A 4-30nt L £ transpozonow, inne
ssaki, Danio od Dicer transkrypty (?) . .
RNA) == A nieznane funkcje



Biatka Diceri Argonaute (AGO):

gidwne elementy szlaku wyciszania RNA

Dwuniciowy RNA
(double-stranded RNA, dsRNA) N

jest ciety przez Dicer S e

na krotkie dwuniciowe E
czgsteczki RNA, ' AGO
ktdre sq wigzane
przez jedno z biatek A
rodziny ARGONAUTE. wyciszenie




Wyciszanie ekspresji genow

SIRNA-post- doow) .. .
transkrypcyjne ““W \‘l L
lub transkrypcyjne \ r |
wyciszanie ekspresiji \
genéw ﬁ
L. RNA Pol
M —
MIiRNA - MIR gene
inhibicja translacji
ciecie mMRNA | AGO \\ \\ RNA Pol
J.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I.I-
\ v\ l‘
co iy DR Pol
<é‘ oa <« \ &= RNA G




Dicer 1 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.

LRI TLRT LT i
1

Struktura biatka Dicer umozliwia rownomierne rozcinanie RNA
na fragmenty o takiej samej dfugosci.
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MacRae, I.J., Zhou, K., Li, F., Repic, A., Brooks, A.N., Cande, W.., Adams, P.D., and Doudna, J.A. (2006) Science



Dicer 1 Dicer-like

mﬂm;ﬁm;m:m_;m - T o o PAZ
* | konserwatywna domena
wigzgca dsRNA

(dsRBD- dsRNA-binding domain)
oddziatuje z korncem 3’ dsRNA

o 2domeny typu
RNazy Il
aktywnosc¢ endonukleolityczna
5°P/30OH
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MacRae, I.J., Zhou, K., Li, F., Repic, A., Brooks, A.N., Cande, W.., Adams, P.D., and Doudna, J.A. (2006) Science



Argonaute

Biatka ARGONAUTE wigza
sRNA i mRNA

A. thaliana ago1 Argonauta argo

Nazwa ARGONAUTE
pochodzi od mutanta
argonautei A. thaliana; ktéry
swoim ksztattem przypomina
osmiornice zeglarka

(Argonauta).
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Bohmert, K., Camus, ., 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



Argonaute

° PAZ
Biatka ARGONAUTE wigza oddziatuje z koncem 3’ sRNA
sBRNA i mRNA

© MID (middle)
oddziatuje z nukleotydem
na koncu 5’ sRNA

° PIWI

Struktura podobna do RNazyH
w niektorych biatkach Ago:

ciecie RNA zwiazanego z sRNA
(slicer activity)
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Dicer i 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 5

Saccharomyces cerevisiae - - - -

Schizosaccharomyces pombe 1 - 1 1
Fungi

Neurospora crassa 1 - 1 3

Aspergillus nidulans 1 - 1 2

Caenorhabditis elegans Dicer + Drosha) 4

Drosophila melanogaster 2 Dicers + Drosha) -
Metazoa

Danio rerio Dicer + Drosha) -

2 (
3 (
2 (
2 (

e B N B A I )
A || |®

Homo sapiens Dicer + Drosha) -
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U roslin w biogenezie miRNA i siRNA
uczestnicza rozne biatka DCL

AtDCL1 miRNA

AiDCL2 - 4 siRNA

H_I__llates
Insects
1967 | i l.élammals
11 [— {1550
Byl
Green Algae
0 1625 T O g
i
m Monocots
O MNon-plant dicer
S 0 A -0
cl2a Arabidopsis ICOD
O decl2b 165 W
B ==
c o
B dcld O Large scale gene duplication Time in million years (My)

Rosliny majq 4 (i wigcej) biatek DCL:

wieksza niz u innych organizmdw liczba biatek
DCL umozliwia roslinom bardziej precyzyjng

i skutecznq obrone przed patogenami.

12

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
uczestnicza rozne biatka DCL

AiDCL1 miRNA

Arabidopsis thaliana:

DCL1 — 21nt miRNA — AGO1/7/10

DCL2 — 22nt siRNA

AtDCL2 - 4 siRNA DCL3 — 24nt siRNA — AGO04/6

. DCL4 — 21nt siRNA — AGO1
“ tasiRNA
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SiRNA - straznicy genomu

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

endo-siRNA:

° wyciszanie transpozonow i sekwencji
powtdrzonych

® utrzymywanie niektorych genéw
w stanie epigenetycznie nieaktywnym
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Lam, E., Kator N., and Lawton, M. (2001). Nature



Exo-siRNA: wyciszanie transgenow

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 sq wyciszane post-transkrypcyjnie i transkrypcyjnie

RISC (RNA-induced silencing complex)

Si RNA'pOSt' | AGO \\\T\\\ AAAN ' AGO d
transkrypcyjne i Y
lub transkrypcyjne \ (

wyciszanie ekspresji
gendw ﬁ
M‘



Post-transkrypcyjne wyciszanie genow u roslin

transgene-induced post-transcriptional silencing

komorka roslinna

Eksperymenty modyfikacji koloru
kwiatow petunii (Petunia hybrida)
- odkrycie mechanizmu wyciszania genow

Agrobacterium
tumefaciens

na powierzchni [
komorki roslinnej [*F

Martha Hawes, University of Arizona 16



Manipulacja ekspresja genu syntazy chalkonowej:
zmiana pigmentacji kwiatow petunii

Phenylalanine
H;N

Cinnamic acid

]

CH -_—

o]

Coumaric acid

) o ——*

CHS

_—
_—

(8]
HUW

OH
\I-
HEL=0 o]
Hu@—ﬂ OH
H.C—0

| Chalcone 5 Sinapate

P . l = . o D 7 o
Dzikie kwiaty petunii syntaza chalkonowa Ho O
zawiera?jq _ (CHS) i on
antoqy janiny enzym szlaku biosyntezy
nadajace purpurowa antocyjanin J
barwe i

antocyjaniny
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Aksamit-Stachurska et al. BMC Biotechnology 2008

Foto: Richard Jorgensen




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

translacja
i sk

transgen dodatkowa translacla
konstrukt o orientacji ,,sens”

ﬁ i i
ORF
mRNA
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...a synteza RNA o odwroconej orientacji
translacja
& &

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

zablokuje synteze barwnika

transgen tworzenie dupleksow RNA
konstrukt o orientacji ,,antysens” =P »Sens-antysens” — inhibicja

translacji
antysensowny
PRO 44O «— B @
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Nieoczekiwanie, wprowadzenie zarowno
konstruktow sens jak i antysens prowadzi
do inhibicji syntezy barwnika

rosliny zawierajgce transgen CHS

CaMV 35S pro : CHS e CaMV 35Spro: gy
antysens

Sens
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Foto: Richard Jorgensen



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

,:?. -

¥
| e

Zjawisko wyciszania zaréwno
endogennego jak i sztucznie

wprowadzonego genu nazywamy

kosupresja
transgeniczny
RNA
== ¢
90~ N B endogenny
o Ao RNA
RNase protection 1 2 - 3
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Napoli, C., Lemieux, C., and Jorgensen, R. (1990) Plant Cell



Kosupresja jest wynikiem produkcji siRNA

translacja

roslina transgeniczna kosupresja

AG‘O A
PRO __ ORF M t
konstrukt ,,sens” produkc,;\
> SiRNA -
AGO i
gen
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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

7\
polimeraza RNA
zalezna od RNA  “TTTTTTTTTTTTTTIT T T]
[TCECTTTTTTTTTT ,
] wirusowy dsRNA
wirusowy ssRNA

dsRNA jest ciety przez

DCL4 (lub DCL2) —

Wiekszos¢ roslinnych powstaja 21-22nt
wirusow to wirusy siRNA ktore wigza sie
RNA, ktérych z AGO1 — wyciszenie

replikacja odbywa sie replikacji wirusa

poprzez dsRNA
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Infekcja wirusowa powoduje akumulacje siRNA
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Sygnat wyciszajacy moze rozprzestrzeniac sie

w catej roslinie poprzez floem

Arabidopsis thaliana:

egzogenne siRNA 21 i 24nt
— wyciszanie transgenu GFP

endogenne siRNA - tylko

24nt sa mobilne
(zaangazowane gtownie w TGS
poprzez remodelowanie chromatyny,
pochodza z transpozonow i innych
zmetylowanych rejonow genomu)

W1

Shoot

Root

wyciszenie

et R
”"/ I~

del2 deld deld

inokulowany lis¢

l PallV/RDR2

1©

Chitwood D. H., Timmermans M. C. P. (2010) Nature

Voinnet, O., and Baulcombe, D. (1997) Nature
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Mutanty biogenezy siRNA sa mniej odporne
nha choroby wirusowe i patogeny bakteryjne

WT Arabidopsis Podwaojny mutant
inokulowany TRV dcl2-dcl4 inokulowany TRV

=

Wyciszanie wirusa TRV Tobacco Rattle |

Virus (wirus nekrotycznej kedzierzawki tytoniu) "
w roslinach A. thaliana dzikiego typu
zapobiega objawom choroby. Mutanty
dcl sg niezdolne do zahamowania
infekciji.

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

L - - g (il o

Navarro, L., Jay, F., Nomura, K., He, S.Y., and Voinnet, O. (2008) Science

A. thaliana dzikiego typu (La-er) i mutanty biogenezy sRNA
(dcl1-9i hent-1) inokulowane bakteriami Pseudomonas.



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 ogolnoustrojowo — u roslin moga sie przemieszczac
poprzez wiazki przewodzace

Wiekszos¢ wirusow wytwarza biatka supresorowe, hamujace szlak
wyciszania
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Exo-siRNA u zwierzat:

dsRNA - najsilniejszy inicjator wyciszania
modyfikacje genetyczne nicienia C. elegans:

Wprowadzanie do
organizmow nicieni
Caenorhabditis elegans
RNA o prawidtowej lub
odwroconej orientaciji,
oraz dwuniciowych RNA,
odpowiadajacych
sekwencji genu unc-22,
kodujacego
miofilamentowe biatko
komorek miesniowych.
Wyciszenie unc-22
powoduje fenotyp
kurczenia ciata (twitching)

\ N \
2 2 ¥

—_—— T Y

bez zmian
fenotypowych

bez zmian fenotyp
fenotypowych twitching
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Fire, A. et al., (1998) Nature



Exo-siRNA u zwierzat:

o Ussakow i C. elegans — tylko jedno biatko Dicer, odpowiada za biogeneze zaréwno
siRNA, jak i miRNA
. egzogenny dsRNA
@ Drosophila melanogaster: wirusowy dsRNA

Dcr1 — miRNA
Dcr2 — siRNA,

wigzane przez AGO2
obrona przeciwwirusowa

R2D2

o3 DCR2 > —
?
exn-siRNA v
DCR2 : :
— ' '
& i i
AGO! AGOI
o o

Le_ém 20me 20me

ciecie mRNA
obrona przeciwwirusowa
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Okamura K. & Lai E.C. (2008) Mol Cell Biol



Efekt wyciszenia jest wzmachniany
przez amplifikacje siRNA

RdRP — polimeraza RNA zalezna od RNA (RNA-dependent RNA Polymerase)

-
.

1-rzedowy .
siRNA T E{> e

Wyciszenie moze sie
rozprzestrzeniac poza miejsce infekciji
wirusowej dzieki aktywnosci RARP

(RNA-dependent RNA polymerase)
&biogenezie 2-rzedowych siRNA.

\

iﬁﬂ
&_DEIDIF
2-rzedowy siRNA J
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Efekt wyciszenia jest wzmacniany
przez amplifikacje siRNA

Amplification in worms

long dsRNA

|

DCRA

HOE-4

1°6iRNA 4_

'

target mANA

TROET | SRNA

Primary siRNA bind
‘ target and recruit RiHP

target mRMNA
¢ ."'HEFT' SIRNA

Pritvary siBNA Lind
target and recruit RdRP

largel mRNA -
* Primar indepandant synthesis
uf secondary siRNAs by RURP
farget mRNA . —
2°siRNA

Sccondary SiANAS In - L SAGO —
sacondary Argonadta complaxes SAGO

Amplification in plants

long dsRNA

v

1°siRNA

* L0
SINNA " AGT

Target cleavage followed
+ by RdRF recruitment

Cleaved larget mANA 1_
* Synthesls of dsRNA by RdRP

@—

DCL4

target mRNA

2°siRNA

NGO RGO

Ghildiyal & Zamore (2009) Nat Rev Genet




