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1. Uvod

Vysledky vysokokapacitnich sekvenacnich metod
ukazaly, ze velka cast lidského genomu je transkribovana
do RNA, které nekoduji zadny protein. Tyto tzv. nekoduji-
ci RNA (ncRNA) jsou déleny na dlouhé ncRNA (> 200 az
300 nt) a kratké (< 200 nt) ncRNA. Byly nalezeny
v ruznych organismech od archaebakterii a bakterii, pies
eukaryotni mikroorganismy az po vyssi rostliny a riizné
savce' . Je ziejmé, Ze vétSina, ne-li viechny maji dileZitou
regulacni roli. Jsou dulezitymi regulatory rznych bunéc-
nych procest, jako je remodelace chromatinu, transkripce,
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posttranskrip¢ni upravy a intracelularni transport. Tim se
vyznamné uplatiuji v regulaci vyvoje iv patogenezi riz-
nych onemocnéni, zejména rakoviny a autoimunitnich
onemocnéni’. Navic se ncRNA mohou $ifit do jinych bu-
nék nebo jader, coz rozsituje jejich pole ptisobnosti i mimo
jedinou buiiku'.

Obrovsky rozvoj zkoumani téchto molekul byl inicio-
van objevem siRNA (zangl. small interfering RNA)
amiRNA (z angl. microRNA), které¢ reguluji genovou
expresi jako transkripéni aktivatory nebo represory, kon-
troluji stabilitu RNA, ¢i jeji specifickou degradaci a fidi
posttranskrip¢ni modifikace RNA. Existuji jest¢ dalsi krat-
ké RNA, jejichZz pfesny mechanismus plisobeni dosud
nebyl objasnén. Jako ptiklad mizeme uvést piRNA
(z angl. Piwi-interacting RNA, 26-30 nt), tasiRNA (z angl.
trans-acting siRNA), hc-siRNA (nebo hetsiRNA; z angl.
heterochromatic siRNA), scnsRNA (z angl. small scan
RNA) nebo qisRNA (QDE2 — zangl. quelling-defective
interacting small RNA; pozn.: quelling je vyraz pro umlce-
ni genové exprese u plisni)'. Déle v rostlinach phasiRNA
(z angl. phased siRNAs) a easiRNA (z angl. epigenetically
activated-siRNAs). Zajimavym rysem je, ze na rozdil od
zivo€icht jsou vSechny malé RNA v rostlinich modifiko-
vany na 3' konci 2'-O-methylaci. Detailnéjsi ptehled ma-
lych ncRNA pfinasi Kapitola 2.

Dlouhé nekddujici RNA (IncRNA) mtzeme dle struk-
tury rozdélit do nékolika podskupin jako cirkularni RNA
(circRNA), ptirodni antisense transkripty (NAT), transkri-
bované ultrakonzervované regiony (T-UCR), dlouhé neko-
dujici RNA (z angl. long enhancer ncRNA), dlouhé mezi-
genové ncRNA (lincRNA) a pseudogeny. Dlouhé nekodu-
jici RNA mohou regulovat genovou expresi prostiednic-
tvim interakce s jinymi RNA, ¢imz dochazi k ovlivnéni
stability mRNA. Také Casto interaguji s DNA a proteiny
za vytvofeni komplexni struktury, kterd mize vyznamné
regulovat genovou aktivitu'. Pro informaci o IncRNA lze
doporugit napi. prehledovy ¢lanek®.

2. Rozdéleni malych nekodujicich RNA podle
jejich funkeci

2.1. RNA interference

Vzhledem k moznému terapeutickému a technologic-
kému potencialu jsou nejprostudovanéjsi skupinou endo-
genni miRNA a siRNA. Tyto regula¢ni RNA jsou vétSinou
produkovany pouze v ur€itych stadiich bunééného vyvoje
a diferenciace nebo jako odpovéd na vnéjsi podnét. Oba
tyto typy RNA reguluji posttranskripéni uml¢ovani gent,
agkoliv jejich biosyntéza a zpiisob regulace jsou odlisné’.
Je obecné uznavano, ze se RNA interference vyvinula
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nejprve jako obranny mechanismus proti RNA virim
a cizorodé RNA a pozdéji byly tyto mechanismy modifi-
kovany pro regulaci exprese endogennich gent.

2.1.1. siRNA

Dvojtetézcové molekuly siRNA o velikosti 20-25 nt
jsou pievazné exogenniho pivodu (vznikaji napt. pfepisem
dsRNA virti) a napomahaji pfi ochrané proti expresi cizo-
rodé (zejména virové) genetické informace. siRNA zpro-
sttedkovavaji degradaci mRNA specifickym navedenim
endonukleasy v komplexu RISC (z angl. RNA-induced
silencing complex) do cilové oblasti’. Jakmile se ptivodné
dvojfetézcova molekula stane soucasti RISC komplexu,
jeden fetézec je uvolnén a siRNA se tak stava aktivni jed-
nofetézcovou formou hledajici komplementarni mRNA.

Genova interference byla nejprve objevena u rostlin,
jimz slouZzi jako soucast piirozené obrany proti transgenni
a virové DNA. Pozdéji byly sekvence pro siRNA nalezeny
v centromerach, transposonech a v dalSich repetitivnich
genomovych sekvencich i jinych organismd, avSak u rost-
lin jsou jejich funkce popsany nejpodrobnéji. Kromé vlivu
na rast, vyvoj a udrzeni integrity genomu hraji siRNA
klicovou roli také v rostlinné odpovédi na stres. Rostliny
reaguji na zmény v environmentalnich podminkach modi-
fikaci genové exprese prostifednictvim aktivity malych
RNA. Mnoho rostlinnych gentl je regulovano stresovymi
faktory, jakymi jsou sucho, sil, chlad, teplo, svétlo a oxi-
dativni stres®.

Rostlinné endogenni siRNA jsou odvozené z dvojte-
tézcovych prekurzorli a obvykle byvaji déleny do tii sku-
pin zahrnujicich a) hc-siRNA, které navozuji tvorbu tran-
skrip¢né inaktivniho heterochromatinu, b) sekundarni siRNA
a c) piirodni antisense transkripty siRNA’. Kromé siRNA
s miRNA obsahuji rostliny jeSt¢ hpRNA (z angl. hairpin
derived), coz jsou jednofetézcové molekuly, které maji
strukturu vlasenek.

Mezi sekundarni siRNA patii napt. tasiRNA. Jedna se
o polyadenylované molekuly tvofici sekundarni vlasenko-
vou strukturu. V kontrastu s béZznymi siRNA, které cili na
stejny lokus, ze kterého byly odvozeny (cis-acting RNA),
tasiRNA cili mRNA jiného lokusu’. Prib&h biogeneze
sekundarnich siRNA je stimulovan jinou malou RNA.
Napf. miRNA fidi vystfizeni primarniho prekurzorového
transkriptu pfi upravé polyadenylovanych TAS transkrip-
t. Ten nasledné slouzi jako templat pro syntézu komple-
mentarniho vldkna pomoci RNA-dependentni-RNA-poly-
merasy 6 a RNA vazebného proteinu, nazvaného supresor
genového umlCovani 3. Vznikla dsRNA je nasledné pie-
ménéna na sekundarni siRNA, jedinecnou 21 nt dlouhou
tasiRNA (cit.”). Ta specificky navadi RISC na cilovou
sekvenci v mRNA, ktera je posléze degradovana’. Napfi-
klad miR390, spoustéjici syntézu TAS3 rodiny sekundar-
nich siRNA, produkuje dv& téméf identické tasiRNA,
které cili na ,,Auxin Response Factor 3 (ARF3) a ARF4.
Tato interakce hraje klicovou roli v regulaci polarity orga-
nl, v ¢asovani vyvoje a v diferenciaci meristému. DalSim
pfikladem je miR828 indukujici produkci sekundérni
tasiRNA lokusu TAS4. Jejim cilem je mRNA transkripéni-
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ho faktoru MYB a ovliviluje tak produkci antokyanu.
U dvoud¢loZznych rostlin jsou geny kontrolujici rezistenci
k nemocem indukovany sekundarnimi siRNA, jejichz pro-
dukce je vyvolana jinymi nekddujicimi RNA ze superrodi-
ny miRNA miR482/miR2118 (cit.”).

NAT-siRNA jsou tfeti skupinou siRNA. Na rozdil
od ostatnich typa siRNA, tvofenych z prekurzorti synteti-
zovanych RNA-dependentni-RNA-polymerasou, prekur-
zory NAT-siRNA vznikaji hybridizaci samostatné tran-
skribovanych komplementarnich RNA. Oddélené RNA
mohou byt komplementarni, protoze bud’ vznikly tran-
skripci opacnych vlaken stejného lokusu, tzv. cis-NAT-
-siRNA, nebo vzajemnou hybridizaci RNA transkriptti gend,
které se nepiekryvaji, tzv. trans-NAT-siRNA. V rostlinaich
byly doposud popsany pouze cis-NAT-siRNA, existence
trans-NAT-siRNA nebyla zatim prokdzdna a je pouze
hypoteticka’.

Studie role NAT-siRNA, odvozené z paru cis-anti-
sense prekryvajicich se transkriptt gent SR05 a PSCDH,
prokazala dualezitou roli NAT-siRNA ve zvladani oxidac-
niho stresu a osmotickych zmén v Arabidopsis sp. PSCDH
gen je exprimovan konstitutivné, zatimco exprese SR0S5
genu je indukovéna stresem zpiisobenym zvySenou kon-
centraci soli. Pfi vystaveni vysokym koncentracim soli
jsou produkovany 24 nt a 21 nt dlouhé siRNA zodpovédné
za degradaci transkriptu PSCDH. SniZzena exprese genu
P5CDH (koduje delta-1-pyrrolin-5-karboxylatdehydro-
genasu) potom vede k akumulaci prolinu, ktery je nutny
pro toleranci zvysenych koncentraci soli®.

Prvni endogenni siRNA, u které bylo potvrzeno zapo-
jeni do rostlinného biotického stresu, byla NAT-
-siRNAATGB2, ktera reguluje R-geny zprostiedkovavajici
imunitu’. Tato siRNA je specificky indukovand pomoci
Pst DC3000 efektoru rostlinného patogenu Pseudomonas
syringae a potlacuje expresi negativniho regulatoru imuni-
ty. Byla také objevena nova tiida endogennich siRNA, tzv.
IsiRNA (long siRNA). Tyto molekuly jsou 30—40 nt dlou-
hé a jsou indukované bakterialnimi infekcemi nebo speci-
fickymi riistovymi podminkami®.

2.1.2. miRNA

Na regulaci obrovského mnozstvi procesti ve vSech
typech lidskych bun€k se podileji miRNA (22-25 nt).
V soucasné dobé zname téméf 2000 sekvenci miRNA,
které figuruji ve vice neZ deseti vetejnych databazich pro
predikci vazebnych mist na cilové mRNA. Pro ptiklad
uved’me alespoii volné dostupnou databazi LimiTT (cit.®)
zahrnujici genomy 26 druhii organismi, ¢i databazi
miRNAWalk2.0 (cit.”), zamé&fenou na genom cloveka,
mysi a potkana.

Existuji hypotézy, ze az 60 % lidskych genti koduji-
cich proteiny miiZze obsahovat cilové misto pro vazbu miRNA
(cit.'%). S tim souvisi role miRNA ve vzniku obezity, dia-
betu, neurodegenerativnich onemocnéni a rakoviny’.
miRNA jsou zpravidla produkovany RNA-polymerasou II
jako primarni prekurzory (tzv. pri-miRNA), které zaujima-
ji sekundarni strukturu ve formé vlasenek se smyckou.
Pri-miRNA jsou v jadfe posttranskripéné modifikovany
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podobné jako mRNA (Cepickou na 5" konci
a polyadenylaci na 3’ konci). Nasledn¢ jsou oba konce
Stépeny RNasou Drosha s kofaktorem Pasha na prekurzo-
rovou miRNA (pre-miRNA), kterd je exportovana z jadra.
V cytoplasmé je pre-miRNA Stépena nukleasou Dicer na
efektorovou miRNA®. Jednofetézcové produkty miRNA
pak kontroluji genovou expresi posttranskripéné tim, ze se
vazou ke komplementarnim sekvencim na cilové mRNA
a zprostiedkovavaji navazani efektorovych proteinii kom-
plexu RISC. Uplna komplementarita mezi miRNA a cilo-
vym usekem mRNA se u savcl vyskytuje velice ziidka,
ale k potlaceni genové exprese postacuje komplementarita
pouze mezi 6 parynt (cit.''). S vyjimkou nékterych
miRNA, u kterych bylo prokazano, ze dokazou zvysit ex-
presi cilovych gent, zastavuji miRNA genovou expresi
inhibici translace, pfipadné iniciaci degradace mRNA
(cit.")). miRNA zpravidla blokuji translaci vazbou na ne-
translatovanou 3’ koncovou sekvenci mRNA, ale neni
vzacna ani vazba na kodujici sekvence mRNA, nebo na
jeji 5" konec. Degradaci mRNA mohou miRNA fidit dvé-
ma mechanismy (obr. 1). Témi jsou St€épeni mRNA pomo-
ci endonukleas nebo deadenylace a nasledné odbourani
mRNA pomoci exonukleas. Druhy z uvedenych mechanis-
mu je dominantni u savctl. Pfimé rozstépeni nastava pouze
tehdy, je-li komplementarita mezi mRNA a miRNA témér
perfektni, coz je Castéjsi pro rostliny”.

Rada biotechnologickych spolegnosti na zakazku
dodava siRNA proti jakékoli mRNA, coz piedstavuje
mocny nastroj molekularni biologie a potencialné i geno-
vych terapii. U nich vSak existuje jeSt¢ fada limitaci spoje-
nych napft. s neti¢innou dopravou do cilové tkané. Situaci
jesté komplikuje skutecnost, Ze jedna miRNA miize zaro-
ven ovliviiovat expresi n€kolika genti. Bylo napf. zjisténo,

DEADENYLACE
(nasledovana degradaci)
Q

miRNP

PROTEOLYZA
(degradace vznikajiciho peptidového fetézce)

Referat

ze stejnd miRNA miize inhibovat rozvoj jednoho typu
nadoru, ale podporovat rust jiného. Napf. miR-221
a miR-222 jsou homologni RNA, které vykazuji onkogen-
ni aktivitu v jaterni tkédni potlaenim exprese fosfatasy
pusobici jako supresor tumoru, zatimco v leukemickych
burikach potlacuji expresi KIT onkogenulz. Jsou znamy
i dalsi pripady podobného dualniho efektu (pro prehled
viz'?). Slozitost sité regulaci ukazuji ptipady, kdy jedna
mRNA je cilem n€kolika miRNA. Navic existuje urcita
kooperace mezi aktivitou jednotlivych miRNA, kdy napf.
miR-22 podporuje metastazovani karcinomu prsu umlce-
nim exprese miR-200, kterd mé anti-metastatickou funkci.
Mechanismus tohoto uml¢eni spociva primarné ve snizeni
exprese enzymu zodpoveédného za inaktivaci (demethylaci)
promotoru miR-220 (cit."?).

2.2. Regulace transkripce

2.2.1. TSSaRNA

TSSaRNA (z angl. Transcription Start Site associated
RNA) eukaryotnich organismi i bakterii'* jsou transkribo-
vany v oblastech blizko aktivnich promotort". Jejich dél-
ka je variabilni a zavisi na druhu organismu. U c¢loveka se
pohybuje v rozmezi 13-26 nt (cit."*).

V eukaryotnich kmenovych bunikdch se specificky
vazou na sekvence lezici cca 250 nt pted a 50 nt za pocat-
kem transkripce kontrolované CpG ostrovy. Pfestoze neni
mechanismus regulace jeSté detailné objasnén, soucasna
data naznacuji, Ze vazba TSSaRNA na cilovou sekvenci
v jednom nebo druhém vldkn€ mtze ovlivnit smér, kterym
se bude pohybovat RNA-polymerasa II pii transkripci'®
a zaroven tato vazba udrzuje v aktivni form¢ promotorové
oblasti genii kodujicich proteiny'”.

INHIBICE INICIACE
(inhibice pfipojeni malé podjednotky ribosomu,
inhibice vazby CBP)

CBP  elF4E

< Q

miRNP

INHIBICE ELONGACE
(zpomaleni translace, pred¢asna terminace)

Obr. 1. Mechanismy posttranskrip¢ni represe geni zprostfedkované miRNA. miRNP — mikroribonukleoproteiny, elF — eukaryotni

exonukleasa, Cervené kolecko — 7-methylguanosinova Sepicka. (Upraveno dle®®)
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2.2.2. nro-RNA

Jaderna run-on RNA (nro-RNA, z angl. nuclear run
on RNA) je dal$i malo prozkoumand ncRNA, kterd byla
zatim nalezena pouze u &loveka'. nro-RNA se podili na
regulaci iniciace transkripce RNA-polymerasou II a umi
fidit orientaci transkripce podobé jako TSSaRNA'.

2.3. Regulace posttranskripcnich modifikaci RNA

2.3.1. snRNA

Molekuly snRNA jsou malé nukledrni RNA, které
tvofi velmi bohatou nepolyadenylovanou skupinu nekodu-
jicich transkriptd, jejichz funkce se uplatituje v nukleo-
plasm&'’. Tyto snRNA jsou spolu s péti az deseti proteiny
zakladem ribonukleoproteinovych castic (snRNP, z angl.
small nuclear ribonucleoprotein particles), nazvanych Ul,
U2, U4, US a U6. Ty spolu interaguji diky vzajemné kom-
plementarit¢ snRNA na povrchu ¢astic. snRNA hraji za-
sadni roli pfi tvorbé spliceosomu a jeho umisténi na kom-
plementarni sekvence intronu (U1 se vaze na 5" konec, U2
na polypyrimidinovy usek pobliz 3’ konce intronu (misto
vétveni, které 2'-hydroxylovou skupinou iniciuje prvni
transesterifikaci) a trimer U4, U5 a U6 pak spojuje cely
spliceosom). Vysledkem je pfiblizeni jednotlivych domén
intronu k sobé. Samotny sesttfih probiha ve dvou transeste-
rifika¢nich reakcich iniciovanych nukleofilnim atakem
hydroxylti na ribose'®. Bylo zjisténo, 7e se n&které pod-
jednotky ucastni i dalSich bunéénych procesi. Napt. Ul
TFIIH podili na iniciaci transkripce RNA-polymerasou 1II
(cit.”).

Pozdéji byl objeven dal§i, minoritni typ intrond
s jinymi konsensus sekvencemi v donorovém a akceptoro-
vém misté sestiihu; 5’-AU-AC-3" misto 5-GU-AG-3" mo-

H/ACA box snoRNA
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tivu bézného u vétSiny introni. Diky tomuto motivu ziska-
ly pivodni nazev ATAC introny. Pozdéji byly zjistény
minoritni introny s jinymi konsensus sekvencemi, které
jsou nazyvany introny typu Ul2. Ponékud se li§i také
vzdalenost mezi 3’ mistem sestfihu a mistem vétveni. Spli-
ceosomy tohoto typu se sklddaji ze ctyf specifickych
snRNP: Ul1, Ul12, U4atac a Ubatac, obsahujicich snRNA
stejnych nazva. Jediny snRNP spolecny obéma typtim
sesttihu je U5 (cit.'®).

U7 snRNP patii mezi vzacné se vyskytujici malé ri-
bonukleoproteinové komplexy Sm tiidy. V jedné savéi
buiice se t&chto komplexti vyskytuje zhruba 10° kopii na
rozdil od cca 10° kopii ostatnich ribonukleoproteinovych
castic'®. U7 snRNP muze mit délku od 57 do 74 nt. Po
transkripci je U7 snRNP exportovan do cytoplasmy, kde
jeho RNA podléha posttranskripénim Gpravam, a nasledné
je transportovan zpét do jadra. U7 v komplexu
s polyadenylacnimi faktory reguluje posttranskripéni mo-
difikaci histonové mRNA, konkrétn& $tépeni 3’ konce'**°.

2.3.2. snoRNA

Malé jadérkové RNA (snoRNA) tvoii skupinu ne-
translatovanych RNA molekul variabilni délky. Jejich
lokalizace v jadérku predurcuje jejich funkci. Vétsina
snoRNA se totiz podili na posttranskripéni modifikaci
ribosomalni RNA (cit.>"). Jsou znamy dva evoluén& konzer-
vované typy oznacované jako C/D box snoRNA a H/ACA
box snoRNA (cit.").

C/D box snoRNA obsahuje C a D sekvence (C box:
R-UGAUGA a D box: CUGA) pobliz 3’ a 5" konct a stej-
né sekvence oznacované jako C' a D' (viz obr. 2). snoRNA
se komplementarn¢ vaze pobliz methyla¢nich mist na
pre-rRNA a umistuje do nich methyltransferasu a tim re-
guluje specifickou methylaci rRNA (cit."”).

C/D box snoRNA

5
3
pseudouridinaéni box D’ box C’
vdut 0X 0X
Cilova Wy vyau Cilova ¥ 7
RNA 7
RNA S methylace
3 A _E_ I/ \ =
> —
3’ v
2 Cilova
box C box D A
H-box ACA-box
5 ANANNA 3 5 3 =

Obr. 2. Kratké jadérkové RNA zodpovédné za zrani a posttranskripéni modifikace rRNA. (vlevo) H/ACA box snoRNA obsahuje
ACA triplet na 3.-6. nt od 3’ konce a H-box ve stfedni ¢asti, ktera spojuje dvé funkéné podobné vlasenkové domény. Kazda vlasenka
tvofi dva 4—10 nt dlouhé duplexy s rRNA. (vpravo) C/D box snoRNA je tvofen jednim az dvéma sety kratkych konzervativnich sekvenci
nazyvanymi boxy C a D, a boxy C' a D'. Tyto boxy se nalézaji blizko sebe a tvoti motiv C/D boxu. Tyto RNA vytvaieji 10-21 nt dlouhé

duplexy s rRNA. (Upraveno dle*®)
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H/ACA box snoRNA se podobné¢ vaZe pobliz mista
uréeného k pseudouridylaci, tj. isomeraci uridinu na pseu-
douridin (¥). Nazev je odvozen od konsensus sekvenci;
Hboxu (ANANNA) a jednofetézcové sekvence (ACA
box) umisténé pouze tfi nukleotidy pfed 3’ koncem. Tato
RNA zaujima typickou sekundarni strukturu sestavajici ze
dV01171 vlasenek, jedné smycky a dvou vyduti (viz obr. 2,
cit.' ).

2.3.3. scaRNA
scaRNA (z angl. small Cajal body-specific RNA) jsou
specifickou  skupinou malych RNA  obsazenych

v jadernych sub-organelach (Cajalovych téliscich), ktera
hraji rizné role pfi transkripci a posttranskripénich modi-
fikacich RNA (cit."”). scaRNA zpravidla obsahuji C/D
i H/ACA box. Utastni se biogeneze snRNP modifikaci,
zejména methylaci a pseudouridylaci, spliceosomalnich
snRNA U1, U2, U4, U5 a U12 (cit.?).

2.3.4. 7SK RNA

Lidska 7SK RNA je hojny 331 nt dlouhy nuklearni
transkript generovany RNA-polymerasou-III (cit.”*). 7SK
RNA je evolu¢né konzervovana u obratloved a homologni
sekvence mohou byt nalezeny také u krouzkovci, mékky-
St a hmyzu. Tato RNA se sklada do nékolika vlasenek,
které slouzi jako specifické platformy pro navazéani protei-
nu, s nimiz tvoii snRNP, ktery interaguje s transkripénim
elonga¢nim faktorem P-TEFb. Navézini 7SK RNA
k proteinovému komplexu HEXIM1/2 zplisobi pfeménu
tohoto komplexu v inhibitor elonga¢niho faktoru P-TEFb,
&imz dojde k zastaveni elongace transkriptu®.

2.3.5. gRNA

Ridici RNA (gRNA; z angl. guide RNA) jsou malé
asi 60 nt dlouhé RNA, které slouzi jako templaty pro edita-
ci, tj. fizenou posttranskrip¢ni modifikaci tRNA, rRNA,
mRNA i miRNA eukaryot, archei a prokaryot. Piesny
mechanismus role gRNA v editaci mRNA neni dopodrob-
na popsan®*. Piedpoklada se, ze &ast 5’ konce gRNA vy-
tvoii kratky intermolekularni duplex s pre-mRNA. Nasled-
né editovani pre-mRNA zvySuje komplementaritu dvoj-
vlakna. Nadbyte¢né puriny v sekvenci gRNA tedy slouzi
jako templat, ktery specifikuje inzerci uracilu(it), zatimco
nadbytecné uracily v pre-mRNA sekvenci jsou z duplexu
odstranény. K editaci miize dochazet v jadre, mitochondri-
ich i plastidech™.

2.3.6. piRNA

piRNA jsou nejvétsi tiidou zivocisnych malych ncRNA
s délkou 24-30 nt. Od miRNA a siRNA se piRNA lisi jak
svou velikosti, tak i sekundarni strukturou a ptivodem.
piRNA vznikaji z jednovlaknovych prekurzoru, které po-
chazeji predevdim z repetitivnich sekvenci v genomu®.
Jejich komplexy s proteiny Piwi (nazev odvozen od angl.
P-element induced wimpy testis, pozn. P-element je trans-
poson) maji roli jak v epigenetické, tak v posttranskripcni
kontrole genové exprese”. Piwi proteiny patii do skupiny
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Argonaut proteint, které jsou soucasti RISC komplexu,
kli¢ového u riiznych typti genové interference”. piRNA
specificky navadi komplexy Piwi proteind pii regulaci
exprese genl kodujicich retrotransposony, gend reguluji-
cich spermatogenezi a gentl Ucastnicich se regenerace or-
gani’®™.

rasiRNA (z angl. repeat associated small interfering
RNA) tvoii podskupinu piRNA (cit.”®). Jsou odvozeny
zriznych  repetitivnich  elementd  genomu  (napf.
z centromerového nebo telomerového heterochromatinu)
a podileji se na vytvareni audrzovani struktury hetero-
chromatinu a kontroluji transkripci repetitivnich sekvenci
a uml&ovani transposont véetné retrotransposonti>’.

2.3.7. vault RNA

vault RNA jsou ncRNA, které spolu se tfemi typy
proteint tvoii soudkovité vault ¢astice, v nichz vault RNA
predstavuji asi 5% celkové hmoty®’. Castice vault jsou
nejvetsimi ribonukleoproteinovymi komplexy, které byly
dosud objeveny. Pocet a délka (80—150 nt) vault RNA se
lisi v riznych organismech®’. Jejich role sice neni zatim
objasnéna, ale je zfejmé, ze reguluji napf. bunécnou po-
hyblivost a diferenciaci. Existuji rovnéz dikazy, ze se
podileji na rezistenci nadorovych buné¢k k 1ékim. V soula-
du s tim byly nalezeny vysoké hladiny MVP (z angl. major
vault protein) v tkanich organisma chronicky vystavenych
plisobeni xenobiotik?’.

2.3.8. SRP RNA

SRP RNA (n€kdy téz nazyvana 7SL) je soucasti ¢asti-
ce SRP (z angl. signal recognition particle) a napoméha
jeji interakci s ribosomem pii blokovani elongace translace
do doby, nez dojde k interakci s receptorem SRP na povr-
hu endoplasmatického retikula. Dalsi funkci spojenou
s GTPasovou aktivitou je nasledné uvolnéni SRP od jejiho
receptoru na povrchu ER. U savcl je syntetizovana
RNA-polymerasou III jako cca 300 nt dlouhy transkript,
ktery spolu s n€kolika proteiny tvoti SRP ¢astici. Pocet
SRP proteint se 1isi podle druhu organismu. U savcu je
SRP slozena ze Sesti proteini SRP9, SRP14, SRP19,
SRP68, SRP54, SRP72 a molekuly SRP RNA (cit.?®).

2.3.9. tiRNA

tiRNA (z angl. tRNA-derived stress-induced small
RNA) jsou malé RNA (30—40 nt) odvozené od tRNA.
Vznikaji v disledku ptisobeni stresem aktivované ribonuk-
leasy angiogeninu, ktery §tépi zralé tRNA v antikodonové
smyéce na 5'-a 3'-tiRNA (cit.”’). Nejprve byly objeveny
v bakterii Escherichia coli, kterou chrani pred bakteriofa-
govou infekci. Pozdgji byly dalsi tiRNA identifikovany
v fadé organismi®. tiRNA se podileji na indukci apoptosy
u bunék, v nichz byla stresem poskozena DNA vice, nez
dokdzou zvladnout opravné mechanismy. Vnesena
5'-tiRNA inhibuje translaci proteinli v nddorovych buil-

(eIF) 4B, 4E a 4G z m’G konce mRNA (cit.”).
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2.3.10. Y RNA

Y RNA je dalsi kratkou ncRNA. Riizné varianty (hY],
hY3, hY4 a hY5) cca sta t&chto lidskych ncRNA byly na
zakladé in vitro studii navrzeny jako faktory regulujici
replikaci chromosomdalni DNA. V bezbunééném systému
jsou zasadni pfi tvorbé replikagni vidlice’'. Y RNA jsou
soucasti Ro ribonukleoproteinové castice (Ro RNP), kde
spolu s proteiny Ro60 (60 kDa), Ro52 (52 kDa) a La pro-
teinem kontroluji kvalitu a zajiStuji stabilitu malych
ncRNA. Vyzkumy také ukazuji, ze Ro hraje roli pfi
ochrané proti UV zéfeni a jeji snizend hladina napf. vaz-
bou anti-Ro60 protilatek ma souvislost se vznikem systé-
mového autoimunitniho onemocnéni lupus erythematodes®'.

2.4. Bakterialni ncRNA s dudalni funkci

Soucasné znalosti ukazuji, Ze u mikroorganismii pre-
vladaji z 80-95 % sekvence kodujici proteiny a ncRNA
jsou minoritni. Piesto bylo zji§téno™, e v ¥adé bakterii
maji ncRNA dilezitou regula¢ni roli. Primérny bakterialni
genom koduje pfiblizn¢ 100-300 malych RNA. Jejich
zastoupeni se mize zna¢né list nejen u rtznych rodi, ale
dokonce i mezi ptibuznymi kmeny. Kromé ncRNA s pou-
ze regulacni funkci byly identifikovany i takové, které
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obsahuji malé oteviené Cteci ramce (ORF) translatovatelné
do funkénich peptidd. Tyto malé RNA s ,,dvoji funkci
mohou pusobit zaroven jako komplementarni, antisense
RNA i jako mRNA (cit.*?). Jednou z nejprostudovanéjsich
RNA s dvoji funkci je RNAIII patogenni bakterie Staphy-
lococcus aureus, jejiz funkce je blize znazornéna na
obr. 3.

Studie poslednich let ukazaly, Ze malé RNA hraji
klicovou roli v bakteridlni odpovédi na stres a regulaci
faktort  dilezitych pro  virulenci’’.  Dohromady
s regulacnimi proteiny a signalnimi drahami spoluptisobi
ncRNA na zvladnuti zmén environmentalnich podminek
a regulaci nepfeberného mnozstvi stresovych odpovedi™.
Hlavni typy bakteridlnich ncRNA zahrnuji pravou antisen-
se RNA syntetizovanou z templatového vldkna komple-
mentarntho k mRNA, kterou reguluji. Déle jsou to
ncRNA, které pro svoji regulacni funkci vyuzivaji také
parovani s cilovou RNA, ale maji sni pouze castecnou
komplementaritu a malé RNA, které vazbou na proteiny
meéni jejich aktivitu napt. tvorbou RNP (cit.***%). V mnoha
druzich bakterii je k parovani mezi ncRNA a jejich cilo-
vou mRNA potieba chaperon Hfq homologicky s centralni
doménou eukaryotniho spliceosomu spiSe nez s proteiny
Gcastnicimi se RNA interference u eukaryot™.

vazebné q@ <—— vysoka koncentrace bunék

o hemolysin & ~ produkce cytokind

= pro akutni infekci

misto TF transkripce RNAIII
O
RNAIII H2/3
gen hfq @ —Tr—— ©,% hemolysin a
4 27 jla mRNA
@ _RNAIIH4 —
b) — o 11 (Ma
) @ map mRNA

aktivace zanétlivych signalu

RNAIIl 3'doména

O - T
d)/lthmRNA

= RNAIII H7/H13
1 1111 ——

e)
f) O rot mMRNA

RNAIIIl 3 'dome A
m%’na—i &0 s inhibice syntézy

spa, Sa1000, Sa2093,

T RNAII H2/13
e
mgrA mRNA

stabilizace transkripcniho faktoru,
zvySeni virulence a ucinnosti RNAIII

—— inhibice syntézy

autolysinu

P @; — inhibice syntézy

transkripéniho faktoru Rot
0

povrchovych virulentnich faktoru

Sa2353, sbi, coa, ItaS mRNA

Obr. 3. Regulaéni aktivita 514 nt dlouhé RNAIII, hlavniho virulentniho faktoru lidské patogenni bakterie Staphylococcus aureus.
Tato SRNA s dualni funkei je tvofena 14 smyckami (znaceny H1-H14), které jsou odpovédné za regulaci 12 riznych mRNA, a zaroven
obsahuje ORF kodujici cytotoxicky peptid hemolysin 6, ktery lyzuje hostitelské buiiky. RNAIII potlacuje expresi gend ¢asné virulence
a povrchovych proteinti a zaroven usnadiuje produkcei toxint dialezitych pro pozdni infekci. Aktivacni funkce RNAIII je zaméfena na
a) mRNA pro hemolysin o (hla mRNA), b) mRNA pro hlavni histokompatibilni komplex t¥idy II (Map protein), c) mRNA pro traskripéni
regulator MgrA. Inhibice translace a nasledna degradace mRNA je cilena na d) mRNA pro autolysin, ¢) mRNA pro represor mnoha toxi-
ni (transkripéni faktor Rot), f) mRNA pro povrchové virulentni faktory (spa — povrchové proteiny, Sa — sekrecni antigeny a proteiny

vazajici fibrinogen, sbi — protein vazajici imunoglobulin, coa — koagulasa, /taS — synthasa lipoteichové kyseliny). (Upraveno dle

37)
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3. Zavér

Pres pomérné kratky vyzkum v této oblasti je ziejmé,
ze ncRNA hraji velkou roli pfi regulaci bunéénych procesti
a ovlivnéni jejich hladiny ¢i mechanismu piisobeni mize
byt mocnym nastrojem k ovlivnéni fyziologického stavu
ruznych typl organismd. Navic se ukazuje, Ze zejména
miRNA mohou slouzit jako prostfedek k diagndze nékte-
rych onemocnéni. V nasledujicim ¢isle Chemickych Listh
bude uvetejnén ¢lanek popisujici vyznam téchto molekul
s vybranymi ptiklady.

Prace byla zhotovena za podpory projektu OPPK CZ
2.16/3.1.00/24503 a NPU I LO1601.

Seznam pouzitych zkratek

ARF Auxin Response Factor
circRNA circular RNA

dsRNA double-stranded RNA
easiRNA epigenetically activated-siRNAs
elF eukaryotni inicia¢ni faktor
gRNA guide RNA

hc-siRNA heterochromatic siRNA
hpRNA hairpin derived

lincRNA dlouhé mezigenové ncRNA
IncRNA long non-coding RNA
IsiRNA long siRNA

miRNA microRNA

MVP major vault protein

NAT nature antisense transcripts
ncRNA non-coding RNA

nt nucleotides

nro-RNA nuclear run on RNA

ORF otevieny Cteci ramec
phasiRNA  phased siRNAs

piRNA Piwi interacting RNA

Piwi P-element induced wimpy testis

pre-miRNA  prekurzorova miRNA
pri-miRNA  primary transcripts of miRNA

qisRNA quelling-defective interacting small RNA
rasiRNA repeat associated small interfering RNA
RISC RNA-induced silencing complex

snRNP small nuclear ribonucleoprotein particles

scaRNA small Cajal body-specific RNA
scnsRNA small scan RNA

siRNA small interfering RNA

snoRNA small nucleolar RNA

snRNA small nuclear RNA

SRP signal recognition particle

T-UCR transkribované ultrakonzervované regiony
tasiRNA trans-acting sSiRNA

tiRNA tRNA-derived stress-induced small RNA

TSSaRNA transcription start site associated RNA
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K. Spurn4, J. Viktorova, and T. Ruml (Department
of Biochemistry and Microbiology, University of Chemis-
try and Technology Prague): An Overview of Small
Non-coding RNAs

Although the existence of small molecules of RNA
that do not encode any amino acid chain has been proven
two decades ago, their significance and extensive effect on
cellular processes is still amazing. Many new studies fo-
cused on finding new non-coding RNAs and the clarifica-
tion of their functions in the organism are continuously
published. This paper summarizes the current knowledge
of small non-coding RNAs and their functions, both in
prokaryotic and eukaryotic organisms.

Keywords: miRNA, short interfering RNA, regulation of
transcription



