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Raznolikost RNA 









ncRNA podatkovne baze 



So ncRNA ključne pri povečanju 

kompleksnosti organizmov?  



Evolucijski pogled na razmerje med 

nekodirajočim in kodirajočim delom genoma 

Mattick (2004) Nature Reviews Genetics 5: 316-323. 



Ohranjene regije v enem intronu CFTR 

Pheasant & Mattick, Genome Res. 17: 1245-1253 (2007) 



Kaj so miRNA? 



Lastnosti miRNA 

• Male nekodirajoče RNA 

• Dolžina 19-22 nt 

• Utiša izražanje komplementarne mRNA 

• Uravnavajo izražanje ~30% sesalčjih genov 

• Prisotne so pri živalih, rastlinah, glivah. 

• Mnoge so ohranjeni med vretenčarji in nevretenčarji. 

 

• 1 miRNA -> stotine mRNA 

 s spremembami samo ene miRNA lahko spremenimo cel fenotip 

 

• 100+ miRNA -> 1 mRNA 

     eno mRNA lahko regulira tudi do več sto miRNA. Odvisno od 

 dolžine 3‘UTR. 

 

  

  

 



Homologija med 

miRNA človeka in 

nematode 

Lim (2003) Genes & Dev. 17: 991-1008 



Zgodovina miRNA 
• lin-4 - prva miRNA. Odkrita pri C. elegans. Pomembna vloga pri razvoju 

iz larve v odraslo nematodo. 

• Tudi let-7 je bil odkrit pri C. elegans (Reinhard BJ et al, 2000). 

Pomemben pri uravnavanju diferenciacije.  Zmanjšano izražanje let-7 je 

pri človeku povezano s rakom in matičnimi celicami raka. Človeški let-7 

je tumorski supresor, ki sodeluje pri končni diferenciaciji celic. 

• Fire in Mello (1998) sta prva pokazala, da je v primerjavi s protismisleno 

RNA („antisense RNA“) dvoverižna RNA (dsRNA) bolj učinkovita pri 

utišanju izražanja genov. To je bil začetek razumevanja vloge miRNA pri 

razvoju in regulaciji genov. (Nobelova nagrada za fiziologijo in medicino, 

2006). 

 

 

doi:10.1038/nbt0607-631 



RNA interferenca 

Mello in Fire sta injicirala kratko dvoverižno RNA (dsRNA) v C.elegans in 

ugotovila, da pride do utišanja izražanja genov, ki vsebujejo komplementarno 

zaporedje. To je vodilo do odkritja RNAi – ki je sedaj zelo pomembno orodje v 

bioloških raziskavah ter biotehnologiji in razvoju terapij. 



Nobelova nagrada za medicino 

Craig C. Mello 
Univ. of Massachusetts, USA & 

„za odkritje RNA interference – utišanja genov z dvoverižno RNA" 

Andrew Z. Fire 
Stanford University, USA 



protein RNA DNA 
transcription translation 

replication 

Roger Kornberg 

Nobelova nagrada 2006 

Arthur Kornberg 

Nobelova nagrada 1959 

Watson & Crick 

Nobelova nagrada 1962 

Fire & Mello 

Nobelova nagrada 2006 

 RNA interferenca ustavi 

translacijo mRNA tarčnih genov 

in vodi do utišanja izražanja teh 

genov.  

"mehanizem biološke sinteze 

deoksiribonukleinske kisline (DNK)"  



http://dx.doi.org/10.1016/j.tibs.2007.02.006 

Genomski viri miRNA 

a) miRNA gen – lasten promotor. Npr. miR-1–1 in miR-133a-2, ki ju 

regulirata transkripcijska faktorja SRF in MyoD.  

b) Intronski miRNA enako obrnjeni kot pre-mRNA v katerem se 

nahajajo. Npr. miR-208, je v intronu težke verige srčnega α-miozina 

– izražanje v srcu. 

c) Večina eksonskih miRNA je v 5′ ali 3′ UTR. Npr. miR-198 pri mRNA 

za protein ‚follistatin-like 1‘  

 

 



a) mir: nezrelo zaporedje (pre-miRNA). Npr. hsa-mir-203 

b)  miR: končno miRNA zaporedje.  Npr. hsa-miR-203 

  - a/b: paralogni miR, razlika v 1-2 nucleotidih.  

   Npr. hsa-miR-9a, hsa-miR-9b 

  - 1-2: Identični miR, različni viri. 

   Npr. hsa-miR-19b-1, hsa-miR-19b-2 

  - 5p-3p: končnir miR izvira iz 5’ (ali 3’) konca. 

   Npr. hsa-miR-17-5p  

  - *: Manj pomembno (sopotniško) zaporedje 

komplementarno končni miR. Npr. hsa-miR-33a*  

Nomenklatura miRNA (miRBase) 



Biogeneza miRNA 



Proteini biogeneze miRNA 

 



Biogeneza miRNA 

Filipowicz (2008) Nature Review Genetics 9:102-112. 

-V jedru pride do transkripcije primarnega 

zaporedja miRNA (pri-miRNA), ki je dolg 

nekaj kb. Vsebuje 5’ kapo in poli(A) rep. 

 

-Encim Drosha reže pri-miRNA v jedru. 

Dobimo vmesno 70nt dolgo pre-miRNA, ki 

ima obliko lasnice. 

 

-Prenos pre-miRNA iz jedra v citoplazmo 

gre skozi jedrne pore s pomočjo proteina 

Exportin 5. 

 

-V citoplazmi se lasnica cepi z encimom 

Dicer (RNase III). Dobimo 19-22 nt dolgo 

dsRNA. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18197166?dopt=Citation
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18197166?dopt=Citation
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18197166?dopt=Citation
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18197166?dopt=Citation
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18197166?dopt=Citation


 

Biogeneza miRNA 

 Bratkovič T, Biotechnology Advances 2012 



Pre-miRNA tvorijo lasnične zanke 



Prenos pre-miRNA v citoplazmo 

• Exp-5/RAN-GTP/pre-miRNA kompleks gre v citoplazmo skozi jedrno poro. 

• Hidroliza GTP na RAN-GTP z RAN-GAP sprosti pre-miRNA. 

• Exp-5 in RAN potujeta nazaj v jedro. 

  DOI: http://dx.doi.org/10.2741/4068  



Procesiranje pre-miRNA 

• PAZ domena Dicerja prepozna 2 nt dolg podaljšek na 3‘ delu pre-

miRNA. 

• dsRNA vezavna domena (dsRBD) omogoča natančno lokalizacijo 

obeh domen RNase III 

• RNase III domeni odrežeta zanko. 

 
 DOI: http://dx.doi.org/10.2741/4068  



Tvorba mRISC 
• RLC vsebuje Dicer, 

TRBP in Ago2. 

• Dve poti tvorbe 

miRISC. 

• Pri levi pride do 

disociacije dsRNA in 

vezave vodilne verige 

na Ago. 

• Pri desni Ago2 reže 

komplementarno 

(sopotniško) verigo 

pred rezanjem z 

Dicerjem. Vmesna 

oblika je Ac-pre-miRNA 

(Ago2-clived pre-

miRNA). 

 DOI: http://dx.doi.org/10.2741/4068  



DOI: 10.1002/wrna.1122 

Mirtroni 

a) Standardna miRNA 

biogeneza.  

b) Mirtronska biosinteza: lasnične 

zanke pre‐miRNA se tvorijo pri 

izrezovanju intronov iz 

pre‐mRNA in preskočijo 

Drosho. 

c) Mirtroni z repom - izvirajo iz 

večjih intronov in imajo 

podaljšan rep na enem koncu 

(v tem primeru 5‘). 

Eksonukelaza reže konec. 

Mirtron nadaljuje v sintezo 

miRNA po standardni poti. 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/wrna.1122/full#fig1


Atipična biogeneza miRNA 

a) Mirtroni kratkih intronov. 

b) Mirtroni s 5‘ repom. 

c) Mirtroni s 3‘ repom. 

d) miR‐320 in miR‐484 pri‐miRNA ne 

vsebujeta zaporedij, ki jih prepoznava 

Drosha. 

e) Neke miRNA izvirajo iz snoRNA. 

Sekundarne strukture snoRNA so podobne 

Dicer substratom.  

f) miRNA iz 3‘ koncev tRNA. 

g) miRNA iz MHV68 virusa - struktura 

podobna tRNA.  

h) Endogene siRNA (endo-siRNA).  mRNA 

trankripti se lahko vežejo na protismiselne 

transkripte in tvorijo dsRNA. 

i) Simtroni (splicing independent mirtron-like) 

– potrebujejo protein Drosha, ne pa 

izrezovanja, DGCR8 ali Dicerja.  

j) Pri‐miR‐45 je lasnična zanka krajša kot bi 

jo prepoznal Dicer. AGO2 izreže miRNA.  

k) tRNAseZ lahko odreže 3′ konec tRNA 

prekurzorjev brez Dicerja. 
DOI: 10.1002/wrna.1122 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/wrna.1122/full#fig2


siRNA in miRNA 



 Regulacija miRNA biogeneze 

 



Razgradnja miRNA 

• miRNAs se lahko razgradijo z obeh koncev. 

• Eksoribonukleazi XRN1 in XRN2 pomagata pri disocijaciji 

miRNA z miRISC in režeta miRNA v smeri 5′ → 3′. 

• PNPT1 reže miRNA v smeri 3′ → 5′. 

DOI: 10.1002/wrna.1114 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/wrna.1114/full#fig1


Delovanje miRNA 



Interakcija med miRNA in tarčno mRNA 

• Tarče miRNA se nahajajo predvsem na 3‘UTR mRNA. 

• V ‚seed‘ delu (nt 2-7) pride do popolne komplementarnosti. 

• Centralni nekomplementarni del onemogoči rezanje z Ago2 (tega ni pri 

siRNA). 

• Za dobro stabilizacijo miRNA/mRNA dupleksa je potrebna 

komplementarnost nekaj nt v 3‘ koncu miRNA.  

• Prisotnost A na poziciji 1 in/ali A ali U na pozicij 9 na mRNA poveča 

učinek miRNA. 
 DOI: http://dx.doi.org/10.2741/4068  



Kategorije tarčnih mest 

• Standardna mesta 

– 7-8nt komplementarnost na 5‘ koncu 

miRNA (6 ‚seed‘ mest in mesta 1 in/ali 8). 

• Marginalna mesta 

– 6 nt komplementarnost (‚seed‘ ali mesta 

3-8). 

• Atipična mesta 

– Komplemetarnost tudi na 3‘ koncu 

miRNA. 

 DOI: http://dx.doi.org/10.2741/4068  



Proteini mRISC kompleksa 



Načini uravnavanja izražanja z miRNA 



RBP uravnavajo aktivnost miRISC 

a) RBP lahko povečajo utišanje. Npr. FMRP pomaga in stabilizira vezavo 

miRISC. 

b) Do povečanega utišanja lahko pride tudi s pojačanjem vpliva miRISC. 

c) RBP lahko zmanjšajo utišanje z inhibicijo vezave miRISC na tračno 

mesto. Npr. DND1 in HuR.  

d) Do zmanjšanja utišanja lahko pride tudi z zmanjšanjem vpliva miRISC. 



Drugi dejavniki, ki uravnavajo aktivnost miRISC 



Izražanje miRNA ima časovno in prostorsko 

odvisnost z izražanjem tarče 

Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 2007.23:175-205 



Detekcija miRNA 



Detekcija miRNA 



Kako odkrijemo miRNA gene? 

• Biološki pristop 

– Kloniranje malih miRNA in 

identifikacija novih. 

• Večina miRNA je tkivno specifična. 

miR-124a se izraža samo v možganih in 

hrbtenjači.  

miR-1 je v mišicah in srcu. 



Human, rat, mouse 

Human, rat, mouse,  

dog, chimpanzee, etc 

Human, multispecie 

Human, rat, mouse 

miRNA mikromreže 



Analiza kvalitete miRNA 



miRNA Q-PCR 





Podatkovne baze miRNA 



miRBase 

49 

miRBase vsebuje dva dela:  

 

• miRBase Sequences – je baza vseh objavljenih miRNA, 

njihovih genomskih lokacij in drugih podatkov. 

 

• miRBase Registry – zaupni portal, ki dodeli imena novim 

miRNA genom pred objavo njihovega odkritja. 

http://microrna.sanger.ac.uk/sequences
http://microrna.sanger.ac.uk/sequences
http://microrna.sanger.ac.uk/sequences
http://microrna.sanger.ac.uk/registry
http://microrna.sanger.ac.uk/registry
http://microrna.sanger.ac.uk/registry


miRBase 

http://www.mirbase.org/ 



Pregled po vrstah 
2013 2014 



Človeške miRNA 









microRNAViewer 
http://people.csail.mit.edu/akiezun/miRviewer 



microRNAViewer: družina mir-124 



microRNAViewer: poravnava mir-124-1 



Predikcija tarč miRNA 



• parjenje baz med miR ‚seed‘ regijo in 

tarčno mRNA. 

• Ohranjenost trače med vrstam. 

• Število vezavnih mest na 3’UTR 

določenega gena. 

• Prosta energija vezave miR s tarčo. 

• Dostopnost vezavnega mesta. 

• Sekundarne strukture miRNA in tarče. Bartel D. Cell 2009. 

Algoritmi za predikcijo tarč 



Orodja za predikcijo tarč 

• Targetscan 

• MicroCosm 

• DIANA 

• miRWalk 



TargetScan  

(Lewis et al., Cell 2003) 

• TargetScan predpostavi biološke tarče miRNA z iskanjem 

ohranjenih 8 in 7 – nt dolgih mest, ki ustrezajo ‘seed’ regiji 

vsake miRNA. Dodatna opcija je napoved neohranjenih mest. 

 

• Določijo se neujemanja v ‘seed’ regiji, ki se kompenzirajo z 

ohranjenim 3’ parjenjem.  

 

• Pri sesalcih so napovedi rangirane po predvideni učinkovitosti 

iskanja komplementarnega zaporedja. TargetScanHuman 

upošteva tiste napovedi, ki ustrezajo anotiranim človeškim 

UTR in njihovim ortologom, kot je določeno z UCSC 

poravnavami celih genomov.  

 

http://www.targetscan.org/ 

 







MicroCosm 
http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/ 





 



 



DIANA TOOLS 

 

http://diana.imis.athena-innovation.gr/DianaTools/index.php / 



 



miRWalk 
http://www.umm.uni-heidelberg.de/apps/zmf/mirwalk/index.html 







Validacija miRNA tarč 



Validacija miRNA Tarč 

• in vitro metode s katerimi se validira funkcija miRNA: 

• RNA interferenca (siRNA ali shRNA) 

• Analiza izražanja proteinov z metodo SILAC 

 

•SILAC – Če prav analiza izražanja mRNA lahko prikaže spremembe 

glede na miRNA, ne prikaže pa posledice inhibicije translacije. 

• Izražanje proteinov močno korelira s spremembami v izražanju 

miRNA.  

• Uprablja se kombinacija SILAC (stable isotopic labeling by amino 

acids in cell culture) metode z masno spektrometrijo. 

• SILAC je zasnovana na vključitvi ‘lahkih’ ali ‘težkih’ amino kislin v 

proteine. Omogoča ugotavljanje razlik med celičnimi 

populavijami. Npr. primerjava normalnih celic in celic z enim 

utišanim miRNA. 



SILAC 

 



Eksogene miRNA 



Biogeneza sesalčjih, rastlinskih in virusnih miRNA 



DOI: 10.1002/wrna.1127 

Virusne miRNA uravnavajo izražanje sesalčjih genov 



DOI: 10.1002/wrna.1127 

RNAi vnos s hrano 



DOI: 10.1002/wrna.1127 

Rastlinske miRNA uravnavajo izražanje človeških 

genov 



miRNA in bolezni 



miRNA vplivajo na vse! 



miRNA uravnavajo celično proliferacijo in smrt 



Onkogeni ali tumor-supresorske miRNA 

Zhang et al Dev Biol. 2007 Feb 1;302(1):1-12 



Croce Nat Rev Genet. 2009 Oct;10(10):704-14 

Onkogeni ali tumor-supresorske miRNA 



Onkomirji 

Croce Nat Rev Genet. 2009 Oct;10(10):704-14 



Patološka regulacija miRNA pri rakih 

Croce Nat Rev Genet. 2009 Oct;10(10):704-14 



miRNA pri nevroloških boleznih 



miRNA in terapija 







Terapevtski pristopi uravnavanja miRNA 

pri rakih 
 





Vnos terapevtskih miRNA 



SCA1 transgena miška (Burright et al., Cell, 1995)  

V Purkinjevih celicah v malih možganih izraža človeški gen ataxin-1 z 82 

CAG ponovitvami. 

Miška kaže napredujočo ataksijo (nekoordiniranost gibov). V jedrih 

Purkinje celic so agregati mutiranega ataxina-1. 

Uporaba RNAi pri poliQ bolezni 

Spinocerebelarna ataksija tip 1 (SCA1) 



Izbira RNAi proti mutiranemu ataxin-1 

Človeški SCA1 ORF, ki kodira za ataxin-1 

F2 F3 F5 F1 F6 CAG F7 F10 F11 F8 F9 

CAG 

Ataxin-1(Q30) 

Actin  

Xia et al, Nature Medicine, 2004 



Razgradnja 

ataxin 1 mRNA 

shRNA se veže na  

ataxin 1 mRNA 

Rekombinantni virus izraža 

RNA v obliki kratkih lasnic 

(shRNA) 

The Lancet Neurol 3(3):145-149, 2004  



Testiranje dostave in vivo 

Rekombinantni AAV1 pride v večino Purkinjevih celic. 

Xia et al., (2004) Nat Med 10:816 
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Untransduced       shSCA1            shLacZ            shSCA1 

SCA1 Wildtype 

ShSCA1.F10 zniža izražanje ataxin-1(Q82)  

in vivo 

Xia et al., (2004) Nat Med 10:816 



Povzetek rezultatov pri miški SCA1 

• Utišanje izražanja proteina Ataxin-1 z uporabo RNAi. 

 

• Zmanjšanje inkluzij, atrofije dendritov in ataksije. 

 

• Miške dobro prenesejo virusno dostavo shRNA. 

 

• Predklinične raziskave je potrebno prenesti v klinične raziskave. 

 



RNAi animacija 

• Vir: Nature Reviews Genetics 



 



• RNA interferenca — RNAi — je celični proces za utišanje specifičnih genov. 

Proces onemogoči sintezo proteinov. V RNAi so lahko vpletene različne 

vrste malih RNA. Pri najbolj znanem procesu RNAi male RNA poiščejo 

svojo tarčno mRNA v citoplazmi. 



• V evkartiontskih celicah se geni prepišejo z RNA polimerazo II (RNAPII). Pri 

procesiranju primarnega transkripta v zrelo mRNA se izrežejo introni in 

doda kapa na 5‘ konec RNA.  



• mRNA potuje iz jedra v citoplazmo skozi jedrno poro. Jedrna pora je eden 

največjih proteinskih kompleksov v celici in je sestavljena iz več kopij 

približno 30 proteinov. Filamenti na citoplazemski strani pore usmerjajo 

mRNA proti ribosomu. 



• Translacija poteka na ribosomih, ki so sestavljeni iz proteinov in RNA – 

rRNA. Polipeptidna veriga se  lahko delno zvije med translacijo, glavno 

mesto, kjer se zvijajo proteini pa je  endoplazemski retikulum. Mnogi 

ribosomi so  vezani na ER. RNAi mora delovati na mRNA, da se prepreči  

sinteza proteinov. 



• Utišanje genov z RNAi se široko uporablja v laboratorijih za ugotavljanje funkcij 

genov, najbolj pogosto z RNA lasnico. Danes so na voljo specifične siRNA za 

utišanje skoraj vseh genov v človeških kulturah ali modelnih organizmih. Z siRNA naj 

bi popravili nepravilno izražanje genov pri človeku. Pri terapijah z RNAi je zelo 

pomembno odkriti način, kako učinkovito dostaviti molekulo na ustrezno mesto – 

specifično tkivo. 



• Dicer je ribonukleaza iz družine proteinov Rnaza III, ki cepi dvoverižno 

RNA. Pri cepitvi z Dicerjem večinom nastanejo dvoverižne siRNA, dolge 21 

nukleotidov. Na 3‘ koncu imajo 2 nukleotida dolg štreleči konec, fosfat na 5‘ 

koncu in 3‘ hidroksilno skupino. (model na sliki je približek človeškega 

Dicerja, mesta niso popolnoma pravilna) 



• Argonaute katalizira cepitv mRNA blizu sredine regije, kjer se nanjo veže 

siRNA. Različni Argonaut proteini so pri različnih vrstah, npr. več kot 25 

Argonautov je pri črvu C. elegans, 5 pri Drosophili in 4 pri človeku. 



• siRNA preprči sintezo proteinov s tem, da sproži razgradnjo mRNA. Danes 

se večinom uporabljajo v laboratorijih za utišanje genov, ki jih raziskujejo. V 

prihodnosti pa naj bi jih uporabljaji kot zdravilo za zmanjšanje produkcije 

proteinov, ki ne delajo pravilno. 



• Pri živalih se pri-miRNA cepi z endonukleazo RNAza III, ki se imenuje 

Drosha in nastanejo 60–70 nukleotidov dolgi prekurzorji miRNA (pre-

miRNA). Drosha je protein, ki se veže na dvoverižno RNA. Pri mušicah je 

imenovan Pasha, pri rastlinah pa protein DCL1 opravlja funkcije Droshe in 

Dicerja.  



• pre-miRNA je v obliki lasnice z dvoverižno regijo in zanko, na 3‘ koncu ima 

2 nt dolg štrleči konec, na 5‘ koncu pa fosfatno skupino. Pri živalih se veže 

na eksportin 5, s pomočjo katerega potuje skozi jedrno poro v citoplazmo. 



• Pri živalih Dicer v citoplazmi cepi  pre-miRNA tako, da nastanejo male 

dvoverižne RNA. Te verige so označene kot miRNA and miRNA*. Dicer 

deluje v kompleksu z drugimi proteini. 



• Ena veriga je izbrana, da ostane vezana na protein Argonaut, ki vodi protein 

do tarčne mRNA. Katera veriga se izbere za vezavo na Argonaut je odvisno 

od več faktorjev (npr. termodinamična stabilnost koncev verig v RNA 

dupleksu). 



• Pri mušicah in sesalcih se večina miRNA pari s tarčno mRNA le z delom 

zaporedja. Pogosto je to regija na 5′ koncu, imenovana 'seed‘ regija. To pomeni, 

da se miRNA lahko veže na več mRNA. Večina miRNA vezavnih mest na mRNA 

je v 3‘UTR, včasih pa so tudi v kodirajoči regiji ali v 5‘UTR. Pri rastlinah so sprva 

domnevali, da se vsa miRNA veže na tarčo, sedaj pa so pokazali, da se pari lahko 

tudi manjši del miRNA.  



• Kako miRNA povzročijo utišanje še ni popolnoma znano. Najverjetneje se 

inhibira translacija, odstani poliA rep, prekine kapa-rep interakcija in 

razgradi mRNA z eksonukleazo. 



Kratke dvoverižne RNA v jedru 

• piRNA – RNA, ki interagirajo s PIWI: te RNA se vežejo na proteine Argonat, 

imenovane PIWI. piRNA so dolge 25-30 nukleotidov in so jih našli pri večini metazoa.  

• Endogene siRNA so pri rastlinah in glivah pomembne pri formiranju heterokromatina. 

Pri živalih vloga siRNA v jedru še ni dobro raziskana.  

• Tudi vloga miRNA v jedru ni še poznana. 



• http://www.nature.com/nrg/multimedia/rnai/animation/index.html 

 

http://www.nature.com/nrg/multimedia/rnai/animation/index.html
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