ncRNA

Molekularne Techniki Analizy RNA

Monika Zakrzewska-Ptaczek

https://pdb 10 I.rcsb.org/motm/98



NIEKODUJACY RNA

W TRANSKRYPTOMIE CZLOWIEKA

Human genome

QZ{ mRNAs - Translation

Long noncoding RNAs

Noncoding
transcriptome

Long noncoding RNAs (LncRNAs)

Long intervening noncoding RNAs (LlincRNAs)
Intronic long noncoding RNAs (IncRNAs)
Natural antisense transcripts (NATSs)
Enhancer RNAs (eRNAs)

Circular RNAs (circRNAs)

Other noncoding RNAs”

miRNAs
piRNAs
snoRNAs
snRNAs
tRNAs
H1 RNA
RMRP
7S5L RNA
TERC
scaRNAs
rRNAs
Y RNAs

-

-~ Germ line transposon silencing

=

-

- Translation

-

fyy

-

- Translation

e

Post-transcriptional gene regulation

RNA modification
pre-mRNA splicing

pre-tRNA processing

mtRNA processing, rRNA processing
Direction of protein traffic
Maintenance of telomere ends

RNA modification

DNA replication, small RNA maturation

Boon et al,, Journal of the American College of Cardiology, 2016



NIEKODUJACY RNA
(non-coding RNA; ncRNA)

Regulatorowy RNA

Housekeeping RNA
Konstytutywna ekspresja

Ekspresja okresowa
np. w odpowiedzi na bodziec, w okreslonej fazie rozwoju, cyklu komoérkowego itp.

Niezbedne do normalnego funkcjonowania komorki Wptyw na ekspresje genéw na poziomie transkrypcji lub translacji

* tRNA i rRNA — translacja * SRNA:siRNA (exo-siRNAs i endo-siRNAs; ta-siRNA; nat-siRNA;

* snRNA — komponenty splicesosomu, pre-mRNA splicing IsiRNAs); miRNA; piRNA — dziataja w procesach wyciszania

* snoRNA — dojrzewanie i modyfikacja rRNA, scaRNA ekspresji genow na poziomie transkrypcyjnym (TGS —
(specyficzne dla CB) transcriptional gene silencing) i post-transkrypcyjnym (PTGS — post-

« RNA wchodzace w skiad RNazy P i RNazy MRP — transcriptional gene silencing)

endonukleazy: dojrzewanie tRNA i rRNA

» Signal Recognition Particle SRP RNA — transport biatek do ER '
« tmRNA (hybrydy tRNA-mRNA)- kierowanie nowo- * IncRNAs — mniej poznany, przewaznie dziata w transkrypcyjnym

syntetyzowanych biatek (nascent proteins) do degradacji wyciszaniu genow (TGS) na poziomie chromatyny
* gRNA — guide RNA (RNA editing)
* telomerase RNA - synteza telomerow



4 PAR )

short non-coding RNAs it
— 5
%) e o '
RNA < [ SpIIRNA ] e
gL ] |8 | ——
PODZIAL ncRNA 2 | T S |
= mIRNA o
= o =
M S - = PASR PROMPT
N A PO D STAWI E -g é ( rasiRNA )\ § PROMter upstream Transcript | o
WIELKOSCI CZASTECZEK g <§— s 2
o || 2k = tiRNA TSSa-RNA
o ©
f E transcription initiation-associated [l Transcripfion Start Site-associated
short ncRNA <200nt 1 ) @
&
long ncRNA >200nt N
large non-coding RNAs - IncRNAs i Saccharomyces cerevisiae
—
lincRNA CuT MUT
long inervening ncRNA Cryptic Unstable Transcript Meiotic Unannotated Transcript
=
eRNA and
enhancer-ncRNA SUT rsSUT
enhancer-associated ncRNA Stable Unamnotated Transcript respiraion / sporulaion
\_ enhancerdike ncRNA 2 Stable Unannotated Transcript
d = TERRA —— =
Telomeric Repeat-containing RNA
lancRNA / NAT XUT TERRA |
long antisense ncRNA Xm1-sensifive Unstable Telomeric Repeat-containing RN/
Natural Antisense Transcript non-coding Transcript =
Tisseur et al., Biochemie, 201 | ~ - U e N .

\ \ v,




Mate RNA (small RNAs, sRNAs, smRNAs)

SsRNA = 21-30 nt Ll Specyficznos¢ wyciszenia
okreslonych sekwencji zapewniona jest dzieki
. . .. ; komplementarnosci zasad miedzy wyciszajgcym
wyciszanie ekspresu genow. sRNA, a RNA ulegajgcym wyciszeniu
(gene silencing, RNA silencing)

post-transkrypcyjne
(post-transcriptional gene silencing, PTGS) RRLLRMTERY MTAAAAAAAAAA
degradacja mRNA, inhibicja translaciji
transkrypcyjne
IALLIAALIRD

(transcriptional gene silencing, TGS) — RERRREARN M
LU

epigenetyczne modyfikacje chromatyny

Wyciszanie genéw za posrednictwem matych RNA odgrywa
istotng role zaréwno w regulacji ekspresji, jak i w
zachowaniu integralnosci genoméw organizméw zywych.
Za posrednictwem siRNA wyciszane sg m.in. regiony bogatej modyfikacja histon6w, metylacja DNA
w powtdrzenia DNA heterochromatyny, sekwencje
transpozonowe, wirusy i inne patogeny.

miRNA i tasiRNA regulujg m.in. ekspresje genéw zwigzanych
z zegarem biologicznym, rozwojem, reakcjg na stres.




MALE RNA MOGA POCHODZIC ZE STRUKTUR
SPINKI LUB DWUNICIOWEGO RNA

[ hpRNA

=,

dsRNA

precyzanle ) /meprecyzyjme\ /SIRNA z rejonow
wyciete wycigte miedzygenowych
- miRNA — nie MiIRNA i heterochromatyny
Z —
~ 2 =
__ =
M =& =
>
N N\ |\ /
/ trans-acting siRNA \ / phased siRNA
(tasiRNAs) S
\\\\T\\\ mmmj@um
N Yo ===

drugorzedowe SiRNA,
prekursory tworzone
przez RNA-zalezne
polimerazy RNA
(RDR)

e

w)

>

Adapted from Axtell, M.J. (2013). Classification and co

~

natural-antisense
transcript-derived
(nat-siRNA):
prekursory tworzone
przez hybrydyzacje
dwoch niezaleznych
czgsteczek RNA

e

-

r

\_ /

mparison

of small RNAs from plants. Annu. Rev. Plant Biol



Biatka Dicer i Argonaute (AGO):

gtowne elementy szlaku wyciszania RNA

M dsRNA
. . \CER
Dwuniciowy RNA M e
(double-stranded RNA, dsRNA) dupleksy RNA
jest ciety przez Dicer s o=
na krotkie dwuniciowe =

CzaSteCZki RNA, | AGO
ktore sg wigzane K_,\“ffffffff&:

przez jedno z biatek RISC
rodziny ARGONAUTE.

wyciszenie



Dicer i 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.

PAZ

konserwowana domena wigzgca
dsRNA

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

2 domeny typu RNazy Il
aktywnoSc¢ endonukleolityczna

5°P/3’0OH

Struktura biatka Dicer umozliwia
rownomierne rozcinanie RNA na
fragmenty o takiej samej diugosci. |

MacRae, I.J., Zhou, K., Li, F., Repic, A., Brooks, A.N., Cande, W.., Adams, P.D., and Doudna, J.A. (2006) Science



Argonaute

PAZ

oddziatuje z koncem 3’ SRNA

Biatka ARGONAUTE wigzg
SRNA i mRNA

MID (middle)
oddziatuje z nukleotydem na koncu 5’
SRNA

PIWI

struktura podobna do RNazyH
w niektorych biatkach Ago:
ciecie RNA zwiazanego z sSRNA
(slicer activity)

Nazwa ARGONAUTE pochodzi od mutanta
argonaute1 A. thaliana; ktéry swoim ksztattem
przypomina osmiornice zeglarka (Argonauta).

A. thaliana ago1  Argonauta argo

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



PTGS: post-transkrypcyjne wyciszanie genow

Klasy matych RNA:
miRNA rosliny, 20-25nt | Drosha Transkrypcja Regulacja stabilnosci mRNA
(microRNA) zwierzeta, (u zwierzat) przez Pol ll/Pol llI (ciecie mRNA), inhibicja
wirusy, + Dicer translacji
Protista

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

siRNA

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

exo-siRNA rosliny, 21-24nt | Dicer Transgeniczny, wirusowy Post-transkrypcyjna
(pochodzenia grzyby, lub inny egzogenny RNA regulacja ekspresji genéw,
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

transcripts-derived
SsiRNA)

indukowana stresem




TGS: transkrypcyjne wyciszanie genow

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

RNA)

ssaki, Danio
rerio




BIALKA DICER | ARGONAUTE
U ROZNYCH ORGANIZMOW

Argonaute-PIWI-like

Species Dicer-like RdRP
> 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 5 3 2 (Dicer + Drosha) 4

Drosophila melanogaster 2 3 3 (2 Dicers + Drosha) -
Metazoa

Danio rerio 4 4 2 (Dicer + Drosha) -

Homo sapiens 4 4 2 (Dicer + Drosha) -



miRNA U ROSLIN

microRNA dziataja poprzez ciecie mRNA
lub inhibicje translacji

Inhibicja

translacji

ciecie

mRNA | AGO 4; IAGO‘
k(\ ) 444, \

AAAN

L L L R YAVAVAY

mMRNA

miRNA s3a kodowane

przez specyficzne geny MIR,
ale wplywaja na ekspresje
innych genow — s3
czasteczkami regulatorowymi
dziatajacymi in trans

miRNA u roslin (réwniez u
zwierzat) reguluja procesy
rozwojowe i fizjologiczne

uwaza sie, ze miRNA
wyewoluowaty z siRNA
— powstaja i dojrzewaja
w podobny (do pewnego
stopnia) sposéb



U ROSLIN W BIOGENEZIE miRNA | siRNA
UCZESTNICZA ROZNE BIALKA DCL

AtDCL1 miRNA Arabidopsis thaliana:
DCL1 — 21nt miRNA — AGO1/7/10
DCL2 — 22nt siRNA Rosliny maja 4 (i wiecej)
DCL3 — 24nt siRNA — AGO4/6 biatek DCL;

DCL4 — 21nt siRNA (tasiRNA) — AGO1
wigksza niz u innych
organizmoéw liczba biatek DCL

9@""'!"?"”!@; I o(i"”""llll""”@r' \

umozliwia roslinom bardziej
/\ precyzyjna i skuteczna obrone

przed patogenami.

AtDCL2 - 4 siRNA / \

P11 e 1111 AP 111 A1
21nt 22nt 24 nt 21 nt

o




microRNA u zwierzat

aktywna
translacja

inhibicja
inicjacji
translacji

degradacja
mRNA

Ribosome
drop-off

inhibicja

translacji O
O

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




microRNA u zwierzat

aktywna
translacja

N

\

degradacja K
WG mRNA

Vol 466(12 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 46612 August 2010/doi:10.1038/nature09267 nature

Mammalian microRNAs predominantly act | Destabilizacja docelowego mRNA jest gléwna przyczyna
to decrease ta rg et mRNA levels zmniejszenia ilosci produkowanego biatka.

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

N

[ 5'-to-3' decay . RN

Ngwisz

N GW182
AA AA
AGO PAM2 AGO PAM2
D M2 M2
& C terminus Ctel

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

Etap I. Pierwotny efekt dziatania miRNA: inhibicja translacji na etapie inicjacji, bez degradacji RNA.

Etap 2. Konsekwencjq inhibicji translacji jest udostepnienie ogonéw poli(A) mRNA do oddzialywania z kompleksami deadenylujqcymi

PAN2-PAN3 i CCR4-NOT, ktére sq rekrutowane przez miRISC.

Etap 3. Deadenylacja prowadzi do rekrutacji maszynerii usuwajacej strukture 5’ kapu z czasteczki mRNA (decapping) i w efekcie

do degradacji docelowego mRNA.



GENY MIR: transkrypcja dtugich czasteczek
pri-miRNA z ktorych powstaja miRNA

MIR gene
miRNA s3a kodowane przez geny MIR \\ \\ \\ \\‘ \\ \\ \\ \\
pierwotne transkrypty miRNA
(pri-miRNA) tworza drugorzedowe, l
dwuniciowe strflk.tury, ktore s.a . . __ pri-miRNA
rozpoznawane i ciete przez biatka Dicer B -, W
(u roslin DCLI)
ni¢ miRNA* jest degradowana l ﬂ

5 miRNA
3 miRNA*

miRNA / \
YT YT Y

- mRNA target m o~ X (%




BIOGENEZA miRNA
U ROSLIN

HYLA1:
oddziatywanie z DCL1

HEN1:
metylotransferaza, metylacja miRNA/miRNA*

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

Mallory A., Vaucheret H. (2006)
Nature Genet.

transkrypcja
ciecie
metylacja
SITIT®
jadro
komoérkowe
eksport
cytoplazma
tworzenie
kompleksu
RISC

ciecie mRNA

‘delt null
(embryo lethal).

'

L a4
@t hypomorphic

e

r“‘

agotnul




miRNA
DNA KKK

transkrypcja l

BIOGENEZA miRNA .
U ZWIERZAT “”‘A

ciecie

jadro komorkowe
pre-miRNA
Drosha+DGCRS8 (Pasha):

Microprocessor complex S—— | _
eksport @-
ciecie pri-miRNA —> pre-miRNA

cytoplazma

EXPS5 (eksportyna 5): pre-miRNA

eksport pre-miRNA do cytoplazmy

ciecie
Dicer:
. . . . miRNA/miRNA* éf
ciecie pre-miRNA —> miRNA/miRNA*
tworzenie
kompleksu l
RISC

Wg: Ding X.C., Weiler J., Grosshans H. (2009)
Trends in Biotechnology




Biogeneza miRNA u roslin i zwierzat

eksport z jadra komorkowego do cytoplazmy

Plants

e

-

NUCLEUS \%CYTOPL}‘-.SM

( f E ) Dcli
\1—\/‘\

Dcl1
Processing Maturatlo miRISC loading
HAA
S Dcl1 Ago
pri-miRNA @ E
Ammals
L\ miRNA
. y pri-miRNA
pri-miRNA X : \ E
rocessing rb-
Dcrs | m{? mRISC
MIRTRONY Splicing | .

Spliceosome

AAA ’
miRNA*

Carthew R. W., Sontheimer E. J., (2009) Cell




MIRTRONY

@)
pre-mRNA | Spliceosome
Splicing
Mature mRNA Branched pre-mirtron . .
i - - (excidintron) wystepuja u D. melanogaster, C. elegans, ssakow
lariat powstaja z intronow wycietych z pre-mRNA podczas
Debranchik sktadania mRNA (splicing)
niezalezne od Drosha
or
Trimming rozciecie struktury lariatu (debranching) prowadzi do
| powstania pre-miRNA
pre-miRNA
W pre-miRNA — biogeneza miRNA

Dicing

Mature miRNA

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



JADROWE FUNKCJE miRNA

1
oNa PP Nucleolus
“LE_‘ | iRISC RNA st
Iranscription nuciear miRivpeL . MIRNASIOr age
l oS — rRNA
mikRNA w—
L S mRNA
MmRNA N\ S \S\S
l Alternative splicing
mRNA IS\
"o L
Maturation of non-coding RNA > \
(LncRNA, pri-miRNA, pre-miRNA) ~ Lry
f/’

miRNA:
obecne w jadrze komorkowym i jaderku

tworza mniejszy jadrowy kompleks miRISC complex z biatkami AGO2/AGO3, DICER,
TRBP i TNRC6A (TGA)

Catalanotto et al., Int/fMolSci, 2016



JADROWE FUNKCJE miRNA

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

)

Requirement for a
DNA replication phase ?

Catalanotto et al., IntfMolSci, 2016



NIEKANONICZNE miRNA

tRNA snoRNA
Non-canonical miRNA signaling Pre-miRNA
\ / Canonical miRNA signaling
v
iRISC
miRISC - t ' DICER o m
5'UTR 3 UTR 5°UTR 3'UTR
e ] e
Increased translation Increased mRNA stability,| Decreased mRNA stability,
increased translation translational repression
/ in arrested cells in actively cycling cells
miRISC miRISC
XRN1 5 &

|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)
mogq byc wyciszane post-transkrypcyjnie lub transkrypcyjnie

NGO o .‘ AGO
Wyciszenie moze by¢ wywotane: WWM . i,
* bardzo wysokim poziomem ekspresji transgenu |
 dwuniciowym RNA pochodzqcym z ekspresji transgenu
* nieprawidtowymi RNA pochodzqcymi z ekspresji transgenu

endo-siRNA: M

@ wyciszanie transpozonow i sekwencji powtorzonych
@ utrzymywanie niektorych gendw w stanie epigenetycznie nieaktywnym

| AGO

LA P P A L L




Endo-siRNA: pochodzenie endogenne

Structured loci = e

Convergent Transcription —-—-— R o — 1 111 1 1

—_
Read-through transcription of transposons _-_ _-_ —» ST

present in inverted orientation

Bidirectional Transcription —-— — s Se——————A

—_—
Trans-interaction — - > 7&:::::1@3@;

-

Duplication and inversion of a copy of a pseudogene __—_ — I

close to another copy of a pseudogene

Ghildiyal & Zamore (2009) Nat Rev Genet



Endo-siRNA u roslin:

cis-acting siRNA
(casiRNA, hc-siRNA)

Endogenous silent loci

24t sRNAs ;

H,CO-2 ~m— 2'-0CH,

{
-3

DA methylation, histone
medification at homologous leci

trans-acting siRNA natural antisense siRNA
(tasiRNA) (natsiRNA)
pre-tasiRMA Constitutive transcription

f==—
]
Stress-induced transcription

! @O
i D | @D @

natsifNAs :
Hjco_zl- 2 'OCHE

T T ‘
SAM
| @ &
21-nt tasiRMAs , l
H,CO-2 = 2-OCH,
* Target RMA cleavage
O
Target RMA cleavage

Ghildiyal & Zamore (2009) Nat Rev Genet




hc-sIRNA: roslinne endogenne siRNA

Z biogenezg i funkcjg hc-siRNA zwigzane sa dwie specyficzne dla roslin polimerazy RNA

Niekodujgce transkrypty
polimerazy RNA V nakierowuja
metylacja maszynerie wyciszajgcg do
DNA odpowiednich sekwencji DNA
modyfikacja => mechanizm metylacji DNA
SR zaleznej od RNA (RNA-directed
DNA Methylation, RdDM)

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




tasiRNA: roslinne endogenne siRNA

tasiRNA - trans-acting siRNA

transkrypcja locus TAS * specyficzne dla roslin

. » kodowane przez geny TAS
BlzeglecmerazlR et * obrébka pierwotnego transkryptu

* jest inicjowana przez miRNA

rekrutacja RDR6

AGO &
;i; > wigzanie przez miRNA/RISC i ciecie
—

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

dsRNA jest ciety przez DCL4 na seri¢
krétszych dsRNA, uwalniajgc wiele
czgsteczek tasiRNA z jednego genu TAS.




Z jednego genu TAS
powstaje wiele czasteczek tasiRNA

1111 2 ; 2 ; 2 ; 2 ;Elﬁiﬁﬁ 2 ; siR258

TAS1h + 3ﬂ:l._f+_.| Y n:-.+, 1 ﬂ-‘*{tl D+ i 18 D8,

53¢  COTROOAITOODC AN CAAG COANDEA R T CATC O IR

RARAREN
= EAE'JJMEAMEEL‘D"E'W oI

miR173

I

miejsce ciecia
pierwotnego
transkryptu przy
udziale miRNA

kluczowe dla
zapewnienia
specyficznosci tasiRNA;
DCL4 zaczyna cigé¢
prekursor doktadnie
w tym miejscu i tnie
w odstepach 21nt

TG CTR DO C A LA T D A SR O A P R ORI DO TR OO AT SO D ARG AT

AOALURASIULILA I DO

tasiRNA moga " SiR1796
powstawacé

z obu nici RNA

‘ DCL4 przesuwa
ﬂ sie wzdiuz
dsRNA,
g, odmierzajac
‘@: i i tngc

FD2-)

Allen, E., Xie, Z., Gustafson, A M., and Carrington, J.C. (2005) Cell

FROUCURACD CCRACATACGCA AT ARSI TR ACAIT AT, 3 °




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

AR W\U\L\V\V\G\Y S s

(zwigzanych z odpowiedzig na stres)

@ A. thaliana: IsSiRNA (long siRNA; 30-40nt) /\//\/\

rowniez powstajg z transkryptow NAT,
komplementarne wzgledem

inne biatka uczestnicza w biogenezie
‘ siebie transkrypty NAT
(natural antisense)

W orsa aeRNA
A :

i . AGO

/\,m ol '

« biogeneza:

wyciszenie * DCL2i/lub DCL1
°  RDRG6 (polimeraza RNA zalezna od RNA)
*  SGS3 (biatko wiazace RNA)
* polimeraza RNA IV

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

piRNA pathway

5 antisense piRNA precursor 5

HOO

Ly
[y}
-«

By

e

2°.3-0H

SAM

SAH

L

-OCH,,

Iy

3
sense
piRNA precursor

\/

goby

Target cleavage, PTGS
chromatin modification

~25-30 nt, 2’-O-metylowane konce 3’

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

wigza 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 moga dzialaé¢ na réznych poziomach:
posttranskrypcyjnie — degradacja transkryptu

u ssakéw metylacja DNA sekwencji transpozonowych

Ghildiyal & Zamore (2009) Nat Rev Genet




Mate RNA niezalezne od Dicer: priRNA

priRNA - primal small RNAs

zidentyfikowane u S.pombe

tworzenie/utrzymywanie heterochromatyny w
rejonach centromerowych

Triman: 3’-5’ egzorybonukleaza — obrobka
prekursorow 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™

SiRNAs priRNA precursors

—

Triman
Agol-associated
precursors are Ago1l “
trimmed to mature
length by Triman l

mature Agol:sRNA Ago1
complex
Hrr1
Rdp1 Tas3 4,
—— L
- \

l

siRNA generation and
heterochromatin formation

Cid12




TRANSKRYPCYJNE WYCISZANIE
EKSPRES)I GENOW (TGS)

siRNA moga wycisza¢ DNA za posrednictwem enzymdw metylujacych cytozyny lub modyfikujacych biatka histonowe

W mechanizm transkrypcyjnego wyciszania DNA przez siRNA zaangazowane sa dwie specyficzne dla roslin polimerazy RNA:
Pol IV i PolV

transkrypcja

metylotransferaza
WL ‘ \M biatka _
\ i} histonowe "

t

DNA ‘ wyciszenie
modyfikacja metylacja chromatyny
histonéw DNA

EPIGENETYCZNA REGULACJA EKSPRESJI GENOW




EPIGENETYCZNE MECHANIZMY
REGULAC|I EKSPRES]I GENOW

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

| ] [ 1 T 1 [ 1T |
P
histony (j cp
N @ @A N (7
{ gl &

chromatyna { '_.

DNA S nﬁ i o
W;CRNA

Dulac C. (2010) Nature



METYLACJA DNA

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

histony

chromatyna {

Rola metylacji DNA:
imprinting, inaktywacja chromosomu X,
rozwoj embrionalny, represja sekwenc;ji

powtorzonych i transpozonow
Dulac C. (2010) Nature



METYLACJA DNA

2
o
2 & ° H2
X
L\

04 N -« J" N DNA moze by¢ kowalencyjnie

| | modyfikowany w reakcji metylacji

~ —~ 5-metylocytozyna cytozyny u ssakéw i roslin, ale nie
T 5-metylocytozyna u nizszych zwierzat czy drozdzy

metylotransferaza DNA 1
MmDNMTI | CXXC BAH BAH DNMT |
AtMETI | BAH BAH DNMT |

o 5'-CG-3’ i 5’-CNG-3’ wyciszanie transpozonéw, powtérzenn DNA, pietnowanie niektérych genéw

AtCMT3 | BAH Chromo DNMT |
5'-CHG-3' (H= A, C lub T) specyficzna dla roslin, moze by¢ rekrutowana przez metylotransferaze histonowa SUVH4 (KYP), a wiec
odpowiadaé na modyfikacje biatek histonowych

de novo:
MmDNMT3A | PWWP ADD DNMT | metylotransferaza DNA 3A
MmDNMT3B | PWWP ADD DNMT | metylotransferaza DNA 3B

AtDRM2 | UBAUEA DB YT
5'-CHH-3" metylacja powtérzen DNA wyciszanych przez siRNA




MODEL MECHANIZMU METYLAC]I DNA

ZALEZNE] OD RNA
(RADM — RNA directed DNA methylation)

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

) iy F'é

DDR complex

- e h i
o 4 '-'-‘jlt'_- l“ Q:.L H_' Vil

siRNA duplex Methylated : . t &=
il m siRNA duplex Establishment of repressive histone marks
W’J (H3K9 methylation, H3K27 methylation)

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



POTRANSLACY]NE MODYFIKAC]JE
HISTONOW

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, sa dostepne

dla enzymow modyfikujacych
Dulac C. (2010) Nature



Acetylation
SUMOylation €9

AN

Lysine (K) Ubiquitination
X“ Biotinylation ©9 Modyfikacje biatek histonowych wptywaja na zmiany
Arginine (R) > Methylation @8 struktury chromatyny

Citrullination @
Glutamic acid (E) ——3 ADP-ribosylation @

Serine (S)
\ Phosphorylation @

Threonine (T)
Proline (P) = Cis-trans isomerization &3

A,

\

Modyfikacje biatek histonowych ludzkich i drozdzowych (*)
big f{ag) big

/ /

H2A N-. GKARAKA —C
13

@p o ale

H2B N-. AKS *H2B N—SAKAEKKPASKAPAEKKP—C
16 17
(ci fc:
® PR ,/w@‘i‘%““*@?@ﬁ? t
H3 —AHTKQTA TGGKAPHKQLATKAAF{KSA GVKK—C
14 17 18 26 27
?? jpai/pep e %’?’
H4 NNSGRGK GLG KGGAKHHHKVL
5 12

W zaleznosci od miejsca modyfikacje moga przyczyniac sig
do aktywac;ji lub inaktywacji transkrypcji

kinazy l:l
.y -y 3 . fosforylacja

fosfatazy SIT
acetylotransferazy
histonowe (HAT) m
K iy 3 : acetylacja
deacetylazy K

histonowe (HDAC)

metylotransferazy .
KIR N R metylacja

demetylazy Kl

Latham J. A., Dent S. Y. R. (2007) Nat. Struct. Mol. Biol.



MECHANIZM DZIALANIA MODYFIKAC]I
POTRANSLACYJNYCH BIALEK
HISTONOWYCH

Dziatanie bezposrednie: zmiany w oddziatywaniach histon-DNA i histon-histon

Dziafanie posrednie: rekrutacja biatek rozpoznajacych okreslone modyfikacje histonow

Q
pap, Bromp 14:3:3

& & @
Me¥  ac¥ NP

b S VR = _E__ =

BRTF
CHD1 HPI 14-3-3 Rscd FG EAE3

('fﬁ&Q(,Q CW
MY Mer MFM TAc)

K _S_H._'h'. -

_H4'

Figure 1. Recruitment of Proteins to Histones

{8} Domains used for the recognition of methylated lysines, acetylated lysines, or phosphorylated serines. (B} Proteins found that associate prefer-
entially with modified versions of histone H3 and histone H4.

Kozaurides 2007




PRZEBUDOWA CHROMATYNY

zalezna od ATP (chromatin remodeling)

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

| 1 f

histony

chromatyna {

Aktywnos¢ komplekséw przebudowujacych chromatyne zalezy od ATP, w wyniku ich
dziatania zmienia sig¢ sposob oddziatywania histon-DNA.
Kompleksy remodelujace zaangazowane sa zarowno w aktywacje, jak i represje transkrypcji.

Dulac C. (2010) Nature



PRZEBUDOWA CHROMATYNY

zalezna od ATP (chromatin remodeling)

Remodeler

przesuniecie
oktameru
histonowego

usuniecie
oktameru
histonowego

rozwinigcie
nici DNA

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

usuniecie
dimerow
H2A-H2B

odstoniecie
DNA

Zmiana
skiadu
oktameru
histonowego

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



WARIANTY HISTONOW

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

histony

chromatyna {

Za wymiang réznych wariantow histonow
w oktamerze histonowym odpowiadaja
kompleksy przebudowujace chromatyne

z rodziny INO80/SWR

Dulac C. (2010) Nature



WARIANTY HISTONOW

Family | Variant Function Distribution
H4 Canonical Genome packaging Universal

H3 ?ﬁg?znﬂ!iﬁl Genome packaging Widespread
H3 H3.3 Replacement Universal

H2A Canonical Genome packaging Widespread
H2B Canonical Genome packaging Universal

H2A H2A.X DNA ds break repair Universal

H2A H2A.Z Promoter insulation Universal

H3 gfhnel-g)(CENP—A, Centromere identity Universal

H2A macroH2A Unknown Animals

H3 H3t Testes-specific Mammals
H2B TH2B Testes-specific Mammals
H2A H2A.Bbd Unknown Mammals
H2B H2BFWT Testes-specific Mammals
H2A H2AL1,L2 Testes-specific Mammals
H2A H2Abd DNA ds break repair Bdelloids

H3 H3V Transcription termination | Trypanosomes
H4 H4V Transcription termination | Trypanosomes
H2B H2BV Transcription initiation Trypanosomes

Talbert & Henikoff (2010) Nat Rev Mol Cell Biol



EPIGENETYCZNE MECHANIZMY
REGULAC]I EKSPRES]I GENOW

DNA demethylation |
' DNA methylation

< Histone acetylation |

' Histone deacetylation

Histone (de) methylation |
| Histone (de) methylation >

< Histone variants >




EPIGENETYCZNA REGULAC]JA EKSPRES]!
GENOW PRZEZ ncRNA

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

histony

chromatyna {

DNA AASAS AN

RNA jest jedynym jak dotad poznanym czynnikiem
inicjujacym dziedziczenie epigenetyczne i odrézniajacym
sekwencje, ktore maja zosta¢ wyciszone lub aktywowane

I. wyciszanie transkrypcyjne przez siRNA (TGS)
2. regulacja ekspresji przez dtugie niekodujace RNA (IncRNA)



IncRNA vs mRNA

a lincRNAs mRNAs

Spliceosome

Co-transcriptional cleavage Co-transcriptional splicing
and premature termination and polyadenylation
b Unstable  Stable RNA
lincRNAs Nucleoplasm ' Cytoplasm m_s AAA
== > == AA e AAAA
.o OO0 > DO-CEmAA | cEEmEm AAAA e AAAA

it - ‘ Ribosome
' ‘ 5" decapping %AAAA

Tissue-specific

c !i?i(gme3 lincRNA mRNA
HaKamell '
H3K4me3

Ransohoff et al., Nat Rev Mol Cell Biol, 2017



FUNKCJE IncRNA

Cytoplasm Y
,\"\ Nucleus @ ' //
O & 8. TERRA-telomeres

9. Nuclear
stress bodies T Dt
O 2. Transcription regulation
pe— M
e 0\\
B8 O 7. Paraspeckies 1 3. Altemative splicing
_10. Unknown bodies 4. Precursor &
O of small RNAs ¢
,’/ - o \ S
— .
- ) A
a -_—
- _

5. Nuclear trafficking

. | ‘ _
e~

6. Heat shock response

i

Chen and Carmichael, WIRESRNA, 2010
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Translational control

Wapinski and Chang, TiCS, 201 |



MECHANIZMY DZIALANIA IncRNA

Chromatin remodelling

" (‘O HOTAIR, Xist/RepA or Kengotl

Heterochromatin

* ncRNA rekrutuja kompleksy
modyfikujace chromatyng -
modyfikacje biatek
histonowych (H3meK27) i
tworzenie heterochromatyny

Transcriptional control

Post-transcriptional processing

Ultraconserved element

IRE

5" UTR =_—i_,_=mRNA
[—]

@ o Spliceosome
/\io binding . _Tr_agsLa’(_io_n_ .
Triplex DHER

AV Ny AV AVAVAY

Major promoter C —r
IRES ] | R

Dixs Evi2

ZEB2 mRNA

dziataja jako represory lub enchancery
transkrypcji poprzez wiazanie do
czynnikéw biatkowych lub DNA;
moga dziataé jako ,,przynety”
miareczkujac czynniki transkrypcyjne

*  maskuja miejsce splicingu 5 ', co skutkuje
zatrzymaniem intronu, rozpoznaniem |IRE

i translacja
Mercer et al., Nat. Rev. Genet., 2007



MECHANIZMY DZIALANIA IncRNA

L IS G o ey
& e », 2 L 890
L8 ( s A (?ﬁ:r g* HO
KR 8.5 54 &z @ p & )
8406 \ 0oa, Y"{;’,?gg 4 Q%‘,Q
)-\ L, ‘ s | —
¢ l;& 3 ¥ i \ w%-a
L :
Kotranskrypcyjna rekrutacja czynnikow Chromatin nucleation Dynamiczne formowanie Tworzenie petli chromatyny
modyfikujacych chromatyne struktur w jadrze (chromatin loops)

komorkowym: paraspeckles,
nuclear bodies
»Przewodniki” (guides) dla czynnikéw modyfikujacych chromatyne

Czynniki transkrypcyjne

Szkielet do tworzenia struktur RNP

Nagano & Fraser, Cell, 201 |



MECHANIZMY DZIALANIA IncRNA

b
1+ 2=DHFR
a
1. RNA-Protein 2. DNA-RNA
T ;
\'II \ .-u-!f,"w.l-.lﬂ'w'l\. 4 1 + 3 = Hotair and Xist
3. Protein-DNA 4. RNA-RNA

1 + 4 = Ribosome

1+ 2+ 3= Telomerase

Guttman & Rinn, Nature, 2012



7 e r 7 mRNA
Roznorodnosc IncRNA - é
w komorkach ssaczych Cﬁ":u?:ug |

? e S % = Z'Qk??fé &)mascHNA

a. lincRNA - large = l

intervening/intergenic ncRNA S

| .

b. NAT - natural antisense N— o

transcripts " d

Sy e

1Sp|icing
¢c. MALAT1 i NEAT1_ 2 r , ],
- ' r—‘ —
| | / @*—{LTJL-S
d. sno-IncRNA - snoRNA-ended —_pre-mANA & &
l ncRNA l - \ | sno-IncRNA
Back-splicing
Splicing : -
e. SPA - 5' snoRNA-ended and 3’- mANA N/ &“?&fﬂ
polyadenylated IncRNA . i 5
f. ciRNA - circular intronic RNA d -
2 mRNAS | —
TS cunlieg &
g. circRNA - circular RNA debranching |
- SPA
Yao et al, Nature Cell Biology, 2019 i




IncRNA

Laurent at al, TiG 2015

A

Classification based on transcript length
Long noncoding RNA IncRNA
Long-intergenic noncoding RNA; large intervening noncoding RNA, lincRNA
long-intervening noncoding RNA
Very long intergenic noncoding RNA viincRNA
macroRNA
Promoter-associated long RNA PALR
Classification based on association with annotated protein-coding genes
Intronic ncRNA; stable intronic sequence RNA; totally intronic RNA, sisRNA, TIN, PIN
partially intronic RNA
Circular intronic RNAs ciRNAs
Sense ncRNA
Natural antisense ncRNA asRNA, NAT
Mirror antisense
Exonic circular RNAs ecircRNAs
Chimeric RNAs, trans-spliced RNAs, exon juxtaposition
Stand-alone ncRNAs made from 3'UTRs uaRNA
Chromatin-interlinking RNA ciRNA
T start site RNAs TSSa-RNAs
Classification based on association with other DNA elements of known function
Enhancer-associated RNA eRNA
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
@ S 8 Long-intergenic noncoding RNA; large intervening noncoding RNA, lincRNA
_long-intervening noncoding RNA
€
. Classification based on association with repeats
@ COT-1 repeat RNA
LINE1/2

Long interspersed nuclear llamom
T ibed endogenous

Expressed Satellite Repeats

Non-coding RNA driven by promoters within repeats

viincRNAs, NASTs

Polypurine-repeat-containing RNA GRC-RNA
Transcribed pseudogenes
Classification based on iation with a biochemical pathway or stability
Nrd 1-unterminated transcript NUT
miRNA primary transcripts
piRNA primary transcripts
Cryptic unstable transcript cut
PROMoter uPstream Transcript PROMPT
Xrn1-sensitive unstable transcript Xut
Stable L Ti pt, Stable L Transcript suT
Classification based on and ati
a T ibed-ul ved regi T-UCR
ia-induced di | ved HINCUT
lincRNA

7/‘@ Long-intergenic noncoding RNA; large intervening nomocing RNA,
/5/ long-intervening noncoding RNA

Lé RNA-Z regions
EvoFold regions

[ Category | Abbreviation _| Specific examples ___| Category

ANRIL [117), H19 [147],
HOTAIR (18], HOTTIP
[148], lincRNA-p21 [149),
XIST [150], Paupar [151]
HELLP transcript [42],
Viinc_21, vlinc_185,
vlinc_377, vinc_500 [29]
Airn, Gti2it, KCNQOT1,
Lncat, Nespas (reviewed in
[152]), STAIR1 [28]

BACE1-AS [153],
aHIF [154], Tsix [155]
Globin antisense [67]
cANRIL [118]

ANRIL [117], H19 [147],
HOTAIR (18], HOTTIP
[148], lincRNA-p21 [149],
XIST [150]

Viinc_21, vlinc_185,
wline_377, vlinc_500 [29]

PTENP1 and KRASP1 [86)

H19 [166]

UCR106 (95]

HOTAIR [18], HOTTIP [148]

[Robroiation ——Spacitc wamples

Classification based on expression in different biological states

Long mu—hduud noncoding transcript LSINCT

Hypoxia-ind noncoding ult ved transcript HINCUT

Non-A d Stem T ip NAST

Classification based on association with subcellular structures

Chromatin-associated RNA CAR

Chromatin-interlinking RNA ciRNA

Nuclear bodies associated RNAs

PRC2 associated RNAs

Classification based on function

Long ding RNAs with enh like function; ncRNA-activating ncRNA-a ncRNA-a7 [108]
miRNA primary transcripts H19 [166]
piRNA primary transcripts

Competing endogenous RNA ceRNA PTENP1 and KRASP1

“ InaRNA function

ANRIL Xist Target PRCI or PRCI in cis to mediate histone methylation in

HOTAIR transcriptional gene silencing for dosage compensation, imprinting and

COLDAIR developmental gene expression; ANRIL affects cell senescence

Kcenglotl

MALATI 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 HI9 miRNA decoys: HULC induces PRKACB translation, HI9 interferes with let-7

PTENPI activity, PTENP| depresesses PTEN production

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

1/2-sbsRNA STAUFEN | -dependent mRNA decay, induce mRNA degradation or

TINCR stabilication

HOTAIR Protein turnover, stimilate degradation of Snurportin-1 and Ataxin-|

NRON (HOTAIR) or HIV proteins tat (NRON_




Przyktady funkcji IncRNA

= @

Xist —» inaktywacja chromosomu X (XCI)

transkrypty Firre reguluja oddzialywania miedzy

odleglymi regionami w genomie in trans
CCATI1-L kontroluje tworzenie petli chromatyny
miedzy enhancerami i promotorem MYC in cis
IncRNAs reguluja dostepnoé$é chromatyny
Khpsl wzmacnia transkrypcje Pol II poprzez
tworzenie petli R (R-loops)

IncRNA zaklécajg transkrypcje Pol 11

SLERT promuje transkrypcje Pol I poprzez
wigzanie DDX21

strukturalny IncRNA NEATI1 indukuje tworzenie
paraspeckles

MALATI1 zmienia fosforylacje bialek SR
wplywajac na splicing pre-mRNA

sie¢ regulacyjna skltadajaca sie z r6znych typow
ncRNA — Cyrano wiaze miR-7 i zapobiega
represji przez miR-7 jego docelowych RNA
(Cdrlas circRNA)

IncRNA reguluja stabilnos§¢ mRNA poprzez
laczenie sie z bialkami bioragcymi udzial w
degradacji mRNA

IncRNA reguluja translacje

IncRNA reguluja modyfikacje post-translacyjne

Chromosome territory

XCl

|

Chromatin

Transcription

Post-transcription

2 d
—{ Chr.2
N Fime
4)* chr. X I
V4 _!‘ Chr. 2
il Pl ll

e HDAC3_ f

SMRT

g

Nucelosomes

L B~ ATP
i !jﬁffﬁ? Ty (;? ADP
Xist
SN0

P-TEFb
Polll

./ Elongation

~ ‘ Initiation

araspeckle| j

\
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mRNA retention
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B e,

SR proteins
IS

MALAT1

mANA PSPs |
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= S e ina STAUL /20 bx %
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REGULACJA EPIGENETYCZNA PRZEZ
NAT (natural antisense transcripts)

*  NAT reguluja stan epigenetyczny loci ggnomowych,
z ktorych sa transkrybowane (regulacja in cis).

* Specyficzna struktura drugorzedowa NAT
umozliwia oddziatywanie z réoznymi enzymami
modyfikujacymi chromatyne, koordynujac w ten
sposob ich dziafanie i kierujac okreslonymi
modyfikacjami epigenetycznymi pobliskiej
chromatyny.

*  Specyficznos¢ regulowanego locus jest zapewniona
dzieki interakcjom (komplementarnosc) migdzy
NAT i DNA.




XIST ncRNA - INAKTYWACJA
CHROMOSOMU X

Xist (X-inactive specific transcript, 19 kb)
€RC) = = > Ekspresja na nieaktywnym X
U Optaszcza chromosom X

Tsix (40 kb) ekspresja na aktywnym X

Xist El; RepA |
Ipx Tsix 4 4

Xite

Dosage compensation — jedna kopia chromosomu u samic jest epigenetycznie wyciszana
RepA (repeat element) |.6kb ncRNA (5’ Xist) wiaze kompleksy PRC2 (Polycomb)

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

Tsix i Xite kontroluja wybor alleli i wyznaczaja aktywny chromosom X
Jpx i RepA sa 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

] 2 X«

RiA Pol il s 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 ptciowych (dosage compensation)
u Drosophila melanogaster — roX

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

* acetylacja histonéw

* demetylacja H3K9

X @rondimimmrin@r@®

Hak18ac $

& . @ i
Xi M

Hakz7mes 4 Hakzome! 4 Hakemez:s 4
MacroH2A 4 DNA methylation 4

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:

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

wzbogacony w strukturach subjadrowych zwanych nuclear
speckles

przypuszczalnie reguluje alternatywny splicing (asocjacja z
biatkami SR)

mascRNA:

w cytoplazmie, powstaje z prekursora pre-MALAT 1, funkcja
nieznana
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Poliadenylowany transkrypt Pol Il, prekursor dojrzatego
MALAT1 i mascRNA

Obroébka 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

MALAT1/mascRNA
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Wilusz & Spector, RNA, 2010



NEAT1
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Chen & Carmichael, WIRE RNA, 2010
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FUN KCJ E B Transcriptional
MALAT1 =

* Aktywacja transkrypcji i splicing

SR-proteins

Tano & Akimitsu, Frontiers in Genetics, 2012



TERRA — TELOMERIC REPEAT-CONTAINING RNA
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W S. cerevisiae (» Human ) Both = ___ TERRA . Heterochromatin marks

w komoérkach drozdzowych i ludzkich

poliadenylowany transkrypt Pol Il

obejmuje regiony subtelomeryczne i telomeryczne
komponent heterochromatyny telomerowe;j

asocjacja z telomerami i biatkami telomerowymi (Trfl, Trf2)

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

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

dziata w procesach przebudowy chromatyny
(rozwdj i réznicowanie)

wpltyw na replikacje telomerow

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

Luke & Lingner., EMBO J, 2009



WYCISZANIE rDNA PRZEZ pRNA | NoRC

+1 188

258
spacer repeats promoter ET
Intergenic spacer
Pol | intergenic

PA—ts— e ) TR transcript

processed to 205 %E 1 PRNA

*  NoRC mammalian nucleolar remodeling complex

ﬂ,"\ SNF2h
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@ | * wymaga asocjacji TIP5 z pRNA
* NoRC dostarcza enzymy modyfikujace DNA i histony —

tworzenie hetrochromatyny
b T ALE %’NF HMTsH:DACS metylacja CpG- 133 zapobiega wiazaniu UBF — inhibicja
| s | tworzenia kompleksu transkrypcyjnego
: né , L4 ‘ | ‘

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



WYCISZANIE rDNA PRZEZ pRNA | NoRC

+1 188

258
spacer repeats promoter ET
Intergenic spacer
Pol | intergenic

A——to—_UcE ) S transcript

processed to 205 %E 1 PRNA

DODATKOWE WYCISZENIE
*  pRNA wiaze sie¢ do promotora rDNA w TO, niezaleznie od

jtn’\ — HDACs
o /
TTF-liinnych biatek, tworzac triplex RNA-DNA

*  pRNA konkuruje zTTF-I

SN dliDACS) o TS *  rDNA/pRNA triplex rekrutuje metylotransferaze DNMT3b
B ' ‘\T"’iig@ | — hipermetylacja chromatyny i wyciszenie rDNA

=

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



SLERT ~TRANSKRYPCJA Pol | (human)

SLERT- IncRNA, zakonczony boxH/ACA snoRNA

snoRNA na obydwu koncach SLERT sa potrzebne
do biogenezy i lokalizacji jaderkowe;j

helikaza DDX21 RNA tworzy struktury
pierscieniowe wokot kompleksow Pol | — supresja
transkrypcji pre-rRNA

SLERT wiaze sie do DDX21 i moduluje pierscienie
DDX21 w celu obnizenia supresji Pol | (wiec

SLERT pozytywnie wptywa na transkrypcje rDNA)

interakcje SLERT-DDX21 reguluja réznicowa
ekspresje rDNA

Xing et al, Cell, 2017



ROZNORODNOSC FUNKC]JI ncRNA

E mRNA translation
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Noh at al, WIREs RNA 2018



TAKE-HOME MESSAGE

Wiekszos¢ genomow eukariotycznych ulega

transkrypcji, co powoduje powstawanie roznych
RNA

Co najmniej niektore z ,,niewidocznych”
transkryptow w niektérych warunkach tworza
funkcjonalne ncRNA

Zwykle dziataja one w transkrypcyjnym wyciszeniu
in-cis lub in-trans poprzez rekrutacje enzymow
modyfikujacych (DNA, histonéw) do promotorow
lub interakcji z DNA (pPRNA)

Nieprawidtowy poziom lub aktywnos¢ ncRNA jest
zwiazany z wystepowaniem niektorych choréob
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