Silenciamento génico:

RNA interferente (RNAI)



Dogma central da
biologia molecular

RNAs regulatérios
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*CRISPR RNAs (crRNAs)
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*siRNAs

*long non-coding RNAs




RNASs sao estabilizados por pareamentos de
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RNASs sao estabilizados por pareamentos de
bases nao canonicos
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Plasticidade e complexidade estrutural permitiu o
surgimento de RNAs cataliticos

Ribozimas TABLE 4.3. Examples of modern RNA roles
Function Type of RNA Role of RNA
23S rRNA peptidil transferase
Translation mRNA Product of DNA transcription
Introns auto-cataliticos tRNA Ipvolved in lmn_‘slali.on of the geneti.c code
rRNA Serves as part of a ribosomal subunit
DNA replication RNA primers Replication of the lagging DNA
strand initiates with an RNA primer
Telomerase RNA Needed at the ends of linear
chromosomes
Splicing and RNA Small nuclear RNA (snRNA) Involved in splicing
processing Small nucleolar RNA Required for posttranscriptional
(SnORNA) processing of rRNA
RNase P Essential for tRNA processing
Translation quality tmMRNA Targeting aberrant protein products
control for degradation in bacteria
Protein translocation Signal recognition A component of the signal recogni-
particle (StpDRNA) tion particle (SRP)
NA interference (RNAi) Many types Involved in regulating RNA stability
and translation in euykaryotes

Transcription regulation 65 Regulates the function of bacterial
RNA polymerase




RNAs tem papéis regulatérios no controle da expressao
génica e na organizacao da estabilidade do genoma
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Interferéncia de RNA (RNAI)

E 0 mecanismo de silenciamento da expressdo génica mediado por moléculas de pequenos RNAs dupla-fita (dsRNA)

Presente em plantas e animais

siRNA
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Primeira observacao

* Enzima chalcona sintase
responsavel pelo pigmento roxo

da petdnia.
Transformagdo com ,)ﬁ
Chc:lco_nc: sintase  Agrobacterium l
s

A7

Plantas de petunia foram transformadas
com o gene da chalcona sintase visando
intensificar a coloracao roxa das flores.

No entanto, algsumas plantas transgénicas
apresentaram flores brancas, ou seja, o
oposto do efeito esperado!




FenOmeno observado em plantas depende da formacao
de RNAs dupla-fita (dsRNA)

dsRNA
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Excesso de mRNA produzido pelo transgene
em plantas pode ser reconhecido pela RNA-
Dependent RNA Polymerase (RdRP), que
converte o RNA fita simples em RNA de fita
dupla (dsRNA).

Por que o RNA fita dupla (dsRNA) causa
silenciamento génico?



Compreensao do mecanismo foi feito em estudos com
Caenorhabditis elegans
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Compreensao do mecanismo foi feito em estudos com
Caenorhabditis elegans
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J— 2002 (Medicina): Morte celular programada
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' 2008 (Quimica): Aplicacdo do uso do GFP
2024 (Medicina): Descoberta dos microRNAs
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Compreensao do mecanismo foi feito em estudos com
Caenorhabditis elegans

The Nobel Prize in
Physiology or Medicine

Andrew Z. Fire Craig C. Mello

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2006 was awarded jointly to

Andrew Z. Fire and Craig C. Mello "for their discovery of RNA interference -

gene silencing by double-stranded RNA"
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Interference!
Twterferéncia = silenciamento

RNA senso
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Also Interference!
(Guo and Kemphues, 1995)

 How could both "Sense" and "Antisense" RNA produce interference?
Is the interfering RNA a "contaminant" with stable structure?




Compreensao do mecanismo foi feito em estudos com
Caenorhabditis elegans

Gel (agarose) de RNA

MW  sense Anti-sense

MW: molecular
weight

“Contaminante” era o responsdvel. Eventualmente, descobriram que era um
dsRNA formado

Possivel razdo da formagdo de dsRNA: Se durante a transcricdio do RNA
sense houver resquicios de molde DNA com promotor inverso (por exemplo,
T7 em uma dire¢do e SP6 na outra), a RNA polimerase pode sintetizar
acidentalmente o RNA da fita oposta também. Isso gera sense e antisense
na mesma reacdo, que podem se parear espontaneamente — formando

dsRNA.

Tamanho esperado dos RNAs sense ou anti-sense

Isolaram esse RNA e repetiram experimento: ndo observavam silenciamentol




Compreensao do mecanismo foi feito em estudos com
Caenorhabditis elegans

Silenciamento de unc-22 causa fendtipos de alteragdo de movimento (twitching)

unc-22 unc-22 unc-22
Sense RNA Antisense RNA Double-stranded RNA
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Técnica de RNAI é amplamente utilizada na biologia

C. elegans
TN tong /@/ DNAFORM C. elegans RNAi Clones
E. coli \\ / >150 bp Whole RNAI library which consists of 19,960 clones is available, as well as individual clones.
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Media reports: First RNAi drug, based on Craig Mello discovery,
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Mecanismo de silenciamento

dsRNA HH

Membrang celular
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siRNAs
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degradagdo

amplificagdo

Apos a entrada do dsRNA, no citoplasma, a enzima Dicer cliva o dsRNA em
pequenos fragmentos chamados siRNAs (small interfering RNAs).

Esses pequenos RNAs sao incorporados ao complexo RISC (RNA-Induced
Silencing Complex), que desemparelha as fitas de RNA, mantendo uma fita.

O complexo RISC atua de 3 maneiras principais:

-Inibicao _da traducao: blogueando a sintese da proteina sem degradar o
MRNA.

-Degradacao do mRNA: impedindo que ele seja traduzido em proteina.

-Amplificacao da resposta: gera novas moléculas de RNA interferente para
potencializar o silenciamento.




youtube.com/watc
h?v=CEpthRSDYOU



http://www.youtube.com/watch?v=CEpthRSDYOU
http://www.youtube.com/watch?v=CEpthRSDYOU

Por que existiria uma maguinaria dessas nas nossas
celulas?
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Por que existiria uma maquinaria dessas nas nossas
celulas?

Duas razoes:

1) Defesa contra RNAs exdgenos (virusl) viral dsRNA viral dsRNA
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Outros mecanismos surgiram para
reconhecer e responder a presenga
de dsRNAs (e.g., Interferon)

®o . Aqtivi:ngS.tat'e: o Antiviral State



Por que existiria uma maquinaria dessas nas nossas
celulas?

Duas razoes:

2) RNAs regulatérios (microRNAs) endégenos agem por uma host dsRNA viral dsRNA
maquinaria similar (@i AN

A . . . lin-4 and lin-14 mutants l l
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MmICroRNAS

-Pequenos RNAs (18-22nt) codificados no genoma

-Genoma humano possui cerca de 2.600 miRNAs

-Eles tem complementariedade com regido 3’'UTR de mRNAs levando & sua degradagdo

-Um Unico microRNA pode ter vdrios mRNAs como alvos ¥
@i
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MICroRNAS
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Pri-miRNA
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gy miANALy [mMIRNA miRNA
Pri-miRNA
| Drosha Drosha )
Pre-miRNA ——>  ~70nt
Exportina 5 Nicleo
‘ Citoplasma

~N

Genes codificadores de miRNA estdo espalhados pelo
genoma em regioes intergénicas ou intrénicas

O primeiro produto transcrito é o pri-miRNA que pode ter
milhares de nucleotideos que é cortado, gerando o pré-
miRNA - molécula de 60-70 nucleotideos em forma de
hairpin

O pré-miRNA é exportado do nicleo para o citoplasma
por uma proteina chamada Exportina-5



MICroRNAS

Exportina 5 ‘ Nucleo

Citoplasma

Dicer ‘

ad Yo miRNA:MIRNA® duplex
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RISC
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Translational repression mRBNA degradation
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Sequéncias seed

No citoplasma, o pré-miRNA é processado pela
Dicer, produzindo um duplex de miRNA com
duas fitas complementares de cerca de 22
nucleotideos cada.

Uma das fitas do duplex (a fita guia) é
incorporada ao RISC. O miRNA age por
complementaridade de sequéncia, geralmente na
regido 3' UTR (Untranslated Region) do mRNA.

O RISC pode bloquear a tradugdio ou degradar o

mRNA diretamente.

Ainteragao entre o microRNA e o mRNA -
alvo depende de pequenas regides de

complementaridade (6 a 8 bases) s30 curtos ,

na extremidade 5" do microRNA 3 microRNAs

Sequencias “seed”

Como os “seeds”
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