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Cast prvni: Bakterialni transkripce
Transkripce (prepis) genetické informace z DNA (chromozomové a plazmidové) do RNA pomoci

enzymu RNA-polymerazy

RNA-polymeraza (transkriptaza)
- vaZe se na promotor
- katalyzuje syntézu dlouhych primarnich transkript

- u bakterii stejna RNA-polymeraza pro vSechny typy RNA

Primarni transkripty:
Vétsinou obsahuiji prepisy vice genl (polygenni/polycistronni).

Na DNA: promotor - geny - terminator



3 hlavni skupiny RNA

1. mRNA (mediatorova; messenger)
matrice pro syntézu polypeptid(. U bakterii nepodléhd
posttranskripénimu sestrihu

2. rRNA (ribozomova)
posttranskripéné upravovana z pre-rRNA

3. tRNA (transferova)

posttranskripéné upravovana z pre-tRNA
VazZe se na ni aminokyselina, obsahuje antikodon

O Growing peptide chain

Incoming tRNA

_‘?&\p. bound to Amine Acid
Qutgoing

empty t(RNA Y

MessengerRNA

Ribosome

Peptide Synthesis

B. Staveley, Principles of Cell Biology
Memorial University of Newfoundland
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/CBhome.html
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Faze transkripce

1. Iniciace: Navazani RNA-polymerazy na
promotor a zahajeni syntézy

2. Elongace: Pripojovani nukleozid-5'-monofosfatu
k 3'-konci RNA retézce podle matricového retézce

3. Terminace: Zastaveni elongace na terminatoru
a uvolnéni z matricového retézce

Transcription unit
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Operon:
- TranskripCni jednotka, ktera je spolu s promotorem rizena také operatorem
- Mezi promotorem a startovacim nukleotidem se nachazi regulaéni oblast - OPERATOR.

- Na operator se muze vazat regulacni protein - REPRESOR. Ten zastavuje transkripci

OPERON

Regulatory Promoter Operator Lactose-utilization genes

% \\&

\ \ RNA polymerase

] Active cannot attach to
Protein repressor promoter

Operon turned off (lactose absent)
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Operon: transkripcni jednotka rfizend promotorem a operdtorem
Oprerdtor: regulacni oblast na DNA, na niZ se muZe vdzat represor
Transkripcni jednotka: oblast na DNA, kterd se prepisuje do mRNA



Promotor:
Sekvence na DNA pred transkripcni jednotkou, naseda na néj RNA-polymerdza

- Podobné u vSech transkripénich jednotek, ale ne totozné. Lisi se mirou afinity k RNA-polymeraze.
- Silny/slaby promotor - vysoka/nizka frekvence iniciace transkripce
- Silnéjsi promotor se vice blizi konvencni sekvenci v mistech:

a) kolem nukleotidu -35: 5' TTGACAT 3'
b) Pribnowuv box* (-10): 5' TATAAT 3'
operator
Promoter Region /
-35 Box -10 Box -1 +1 Transcribed Region
DNA
17(+1) bp
TTGACA [e > TATAAT
Consensus Consensus

Optimal Inter-base Distance

Promoter DNA
r A Al

Coding -35 sequence -10 sequence Startpoint

strand — i +1
5 TTGACA TATAAT A -3’
3" AACTGT ATATTA L 5’

Template

strand Transcription

RNA *Podobny TATA boxu u eukaryot
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Bakterialni RNA-polymeraza

- Rozeznava promotory vsech transkrip¢nich jednotek
- SloZena z podjednotek (holoenzym):
- 2 a: udrzuji stabilitu molekuly
- 1 B: umoznuje vazbu ribonukleotid(i na polymerazu
-1 B": umoznuje spojeni polymerazy s matricovym DNA retézcem
-1 w (omega) stabilizuje molekulu
- 1 o (sigma faktor): podminuje vazbu RNAP na promotor. Nema katalytickou funkci, bez ni
polymeraza funguje, ale zacina na libovolném misté

THE CELL, Fourth Edition, Figure 7.1 © 2005 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.

Holoenzym: enzym se vsemi kofaktory (podjednotkami) nutnymi k jeho funkci; uplny enzym
Apoenzym: enzym, ktery vyZaduje kofaktory pro svoji funkci, ale nema je; momentdlné nefunkcni



1. Iniciace
Navazani RNA-polymerazy (sigma faktoru) na promotorové sekvence -35 (rozpoznavaci) a Pribnowtiv
box (otevira binarni komplex)

o factor

promoter
a) tvorba "Uzavfeného transkripéniho binarniho h

\‘

komplexu" (holoenzym RNA-polymerazy + promotorova b \k
v v v, v . . DNA

oblast dsDNA) - retézce dsDNA jesté nejsou rozvinuty

b) RNA-polymeraza v komplexu méni konformaci, RNA polymerase
prodluZuje se a pokryva gen v rozsahu -50 az +20 bp —

c) RNA-polymeraza se vaze na oba retézce DNA,
ale pevnéji na pozitivni-kédujici (prepisuje se podle negativniho-templatového)

d) V Pribnowoveé boxu se uvolfiuji vazby mezi pozitivnim a negativnim retézcem DNA -
otevreny binarni komplex

e) Pfi iniciaci transkripce z(stavd RNA-polymerdza na misté, ale od startovaciho Q
nukleotidu (+1) zacina katalyzovat tvorbu nového retézce RNA (fosfodiesterova N —
vazba mezi dvéma ribonukleotidy) = prvni dinukleotid

Y/

f) Otevreny transkripéni ternarni (ze tfi ¢asti) komplex = vazba tfi molekul
(1. DNA, 2. RNA-polymeraza, 3. RNA)

Latinsky: "binarius" = sloZeny ze 2 casti; "ternarius" = sloZeny ze 3 Casti RNA



2. Elongace

ProdluZovani RNA

- Katalyzovdna RNA-polymerazou bez Sigma-faktoru (uvoliiuje se po vytvoreni pocatecniho fragmentu
RNA a je nahrazen NusA-proteinem)

- RNA-polymeraza se posunuje po negativnim retézci DNA (40 nukleotidt/sek; 37°C) smérem od 3' -
5'-konci DNA

- cca 18bp dlouha rozvinuta oblast DNA; hybrid RNA-DNA dlouhy cca 2-5bp

- RNA v hybridni dvojsroubovici se pevnéji vaze k RNA-polymeraze nez k DNA

- Syntéza RNA fetézce smérem od 5' = 3'-konci

- S NusA proteinem dorazi RNA-polymeraza az k terminatoru
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Prubéh transkripce bakteridlniho genomu

3. Terminace
Zastaveni pohybu RNA-polymerazy - uvolnéni hotové RNA - uvolnéni RNA-polymerazy

A) zavisla na Rho-faktoru
B) nezavisla na Rho-faktoru

Rho-faktor: protein katalyzujici uvolnéni dokonceného RNA-fetézce z templdtového (negativniho) DNA-fetézce



3A) Terminace zavisla na Rho-faktoru

- Rho protein aktivni ve formé hexameru

- vaze se béhem transkripce na 5'-konec mRNA a pohybuje se za RNA-polymerazou

- v terminatoru se RNA-polymeraza zastavi, rho-faktor ji dostihne

- Rho-faktor katalyzuje uvolnéni mRNA z DNA-retézce a uvolnéni RNA-polymerazy (za spotreby ATP)

Rho binds to
C-rich regions.

e 4
RNA _ L\N\‘J;D
\

Translational stop

RNA is threaded
through Rho
hexamer, pulling
Rho toward RNA
polymerase.

e v,

5

Contact between Rho

and RNA polymerase

causes termination.
N 4

Rho-faktor: protein katalyzujici uvolnéni dokonceného RNA-retézce z matricového (negativniho) DNA-fetézce



3B) Terminace nezavisla na Rho-faktoru

- Tvorba vlasenky na RNA, na konci se sekvenci UUUUUU - nestabilni hybrid DNA-RNA - rozpad

- Uvolnéni NusA-proteinu
Hairpin loop

- JedinecCna sekvence

Komplementarni sekvence

Sekvence UUUUUU
predstavuje signal pro
uvolnéni polymerazy

GC-rich terminator
stem loop

Movement of
polymerase

gigﬂaﬂonal matricovy (negativni) DNA-fetézec
Contact between hairpin,
NusA protein (orange),
and RNA polymerase
causes termination.
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Strukturni geny — mRNA
Prekladaji se do polypeptidu
- Transkripci transkripéni jednotky obsahujici strukturni geny vznika mRNA

- mezi promotorem (popf. za operatorem) a prvnim strukturnim genem lezi vedouci sekvence s
Shineovou-Dalgarno sekvenci, ktera zajistuje vazbu na ribozom a nepreklada se.

Shineova-Dalgarno sekvence v mRNA: 5' AGGA 3'
- vazba na ribozom (k 16 S-rRNA podjednotky 30S): 3' UCCu 5!

- pokud primarni transkript neobsahuje Shineovu-Dalgrinovu sekvenci, nemize se vazat k ribozomu a
plsobi jako funkéni RNA

Shine-Dalgarno sequence

Prokaryotic mRNA 5| AGGAGCUUUGACCUAUG 137
16S rRNA 3//%5,

Eukaryotic mRNA
5 cap m’G( AUG 13

40S ribosomal subunit(?\_) l

5 cap m’G | AUG |3’

()

THE CELL, Fourth Edition, Figure 8.8 © 2006 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.

Ribosome scanning

Funkéni RNA: RNA, které nejsou urceny k translaci (tRNA, rRNA, miRNA, siRNA)



MRNA se strukturnimi geny

- Na 5'-konci obsahuje prepis vedouci sekvence s Shineovou-Dalgarnovou sekvenci, nepreklada se

- Na 3*-konci za stop-kodonem obsahuje neprekladanou sekvenci
- Jeden strukturni gen se preklada do jedné molekuly polypeptidového retézce
- U prokaryot jsou geny polycistronni (vice gent na jednom transkriptu mRNA)
- kazdy gen na transkriptu obsahuje sv(j start a stop kodon a svou Shine-Dalgarno sekvenci pro

vazbu ribozomu
- na DNA maji jeden spolecny promotor a jednu terminacni sekvenci na 3‘-konci. Promotor

neni soucasti transkripcni jednotky.

Shine-Dalgarno sequence Shine-Dalgarno sequence

Untranslated Coding sequence Untransla
u 4 > Y i N A B

g | \\F— o s®

Ribosome- Start codon Stop codon MRNA
binding site AUG Uﬁ?blgx\,
(a) Bacterial mRNA . Ow’
polymerase
e o — “===! DNA
f ; v

Enzymes qup) @D

B-Galactosidase Permease Transacetylase



Bakterialni mRNA

- posttranskripcné se neupravuje a slouzi primo pro tvorbu polypeptidu

- rozpad béhem nékolika minut Ucinkem ribonukleazy (RNazy) ve sméru 5' - 3'

- translace molekuly mRNA na ribozomu probiha soucasné s jeji transkripci. Polypeptidovy fetézec se
zaCne syntetizovat jesté pred ukonéenim transkripce

- rychlosti: 40 nukleotidl za sekundu; 13 aminokyselin za sekundu; aZ 15 iniciaci transkripce za minutu u
jedné transkrip¢ni jednotky

- Polyribozom: vice ribozomU na jedné mRNA urychluje transkripci

- Spojeni transkripce s translaci umoziiuje efektivni syntézu proteint (napf: 15 molekul mRNA, kazda
pokryta 30 ribozomy)

Direction of
transcription

RNA
DNA\ / polymerase
o \

Polyribosome

-

Ribosome
Polypeptide |

mRNA

Reprinted with permission from O. L. Miller, Jr., B. A. Hamkalo, and C. A . Thomas, Jr.,
Science 169 (1870):3082. Copyright © 1970 American Association for the Advancement of Science.
©1000 Addison Wesley Longman, Inc.



Bakteridlni rRNA

- geny pro rRNA na chromozomu v 5-9 kopiich

- kazda transkrip¢ni jednotka ma 2 promotory (P1, P2) a 2 terminatory (T1, T2)
- mezi nékterymi geny jsou vmezereny geny pro tRNA

- nejprve prepis do pre-rRNA: sedimentacni koeficient 30S

- 30S jsou Stépeny RNazou Il na sekvence 5S, 16S a 23S

geny

promotory

lransknpce terminatory

pre-rRNA

30S W

posttranskripéni dprava
{vyStépeni funk&nich produkti)

165-rRNA tRNA 23S5-rRNA  5S-rRNA iRNA

Jednotka S (Svedberg) - sedimentacni koeficient
(velicina uddva cas, za ktery probéhne sedimentace dané makromolekuly pfi jeji ultracentrifugaci)



Bakterialni tRNA
- u E coli 2 multigenni transkripcni jednotky s geny pro tRNA
- jen jeden promotor, posledni gen je strukturni (napt. pro elongacni faktor EF-Tu)

- strukturni gen umoznuje vazbu na ribozom, protoze obsahuje Shineovu-Dalgarnovu sekvenci

geny

promotor

transkripce

posttranskripéni Gprava
{(vy&tépeni funkénich produkti)

S |
Foob o of s

tRNA tRNA tRNA tRNA




CRISPR (Clustered regularly-interspaced short palindromic repeats)

- adaptivni (ziskana) imunita bakterii - obrana cizimu genetickému materialu (napft. viralni DNA)

- segment prokaryotické DNA se "spacer DNA" obsahujicimi ¢asti DNA vira z predeslych infekci

- pfi nové infekci je tfeba vytvofit novou "spacer DNA"

- Transkripce do crRNA (CRISPR RNA), komplementarni s virovou DNA, spolu s CAS (crispr-associated)
proteiny

- crRNA s CAS proteiny tvofri "interference komplexy"

- parovani s odpovidajici sekvenci virové DNA a jeji inaktivace

Cell membrane

/ spacer DNA
I Creation of a novel spacer/
CRISPR Array \

DD =0I¢onoieionenei—
Transcription

CECECECEGECRPED
ARA

Gy " D
CAS crRNA Y DD<]\> 2 \/
complex é\b Processed crRNAs

interference complex




CRISPR-Cas9

Velké uplatnéni v editaci lidského genomu: vhodnd guide RNA + Cas9 protein stépi DNA ve zvoleném misté
(inaktivace nebo vloZeni jiné sekvence)

Cas9 enzyme —_

Guide RNA __

Target DNA

QO <||||||||ﬂ',',}'.“',,,,,,“““..“.,’,||||||m |

Repair ‘

T T
e

bt bt




21st March 2019
at 5 PM

CRISPR-Cas9: a Bacterial Immune System Repurposed as a

Transformative Genome Engineering Technology
by Emmanuelle Charpentier
(Max Planck Institute for Infection Biology, Berlin, Germany)

Professor Charpentier is best known for her role in deciphering the molecular mechanisms of the
bacterial CRISPR/Cas9 immune system and repurposing it into a tool for genome editing. In
collaboration with Jennifer Doudna's laboratory, Charpentier's laboratory showed that Cas9 could be
used to make cuts in any DNA sequence desired
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2. Transkripce eukaryotického genomu
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RozliSujeme transkripci jadernou, mitochondrialni a chloroplastovou.

Transkripce jaderné slozky
- jaderné geny jsou na chromozomech
- tvofi primarni transkripty

Typy RNA

1. Kédujici RNA
- informace z DNA je pfenesena mRNA do ribozomu, kde je prelozena do sekvence
aminokyselin tvoricich proteiny
- asi jen 3% vsech transkript(

Exony strukturnich a funkénich genii (1,5%)

2. Nekoddujici RNA
- cca 97% transkriptd
- zejm. introny vystrizené z mRNA, rRNA, tRNA
a regulacni RNA

Introny strukturnich
a funkénich gent
(24%)

Rozptylené
repetice
(44%)

Jedinecna
nekddujici DNA
(15%)

Tandemové

kAIu repetice
sekvence (15%)

(10%)

Alu sekvence - transpozondlni DNA (schopnd ménit pozici), funkce véts. neznamad, hraje roli pri buni. déleni



Polycistronni vs. monocistronni mRNA
Na rozdil od prokaryot maji eukaryota pouze monocistronni mRNA

Eukaryoticka mRNA
- obsahuje kédujici sekvenci pouze pro jeden polypeptid (monocistronni)
- jeden iniciacni a jeden terminacni kodon

Prokaryoticka mRNA
- obsahuje kédujici sekvenci pro nékolik genu, vétSinou jedné metabolické drahy
- mRNA transkript obsahuje hodné inicia¢nich a terminacnich kodon

(@) Prokaryotic polycistronic transcription unit (b) Eukaryotic simple transcription unit
Start site 50 kb _,
a b < >
\l a b Capsite ¢ d Poly(A) site
trp operon — & =6 el ea T — ! Ly ! | |
f globin % v
Control Boobin b T —
region \/ Exon 1 Exon2 Exon 3
ions A N
trp MANA | = I 5 o e Control regions N i
{polycistronic) ) j 7 N
5 3 B globin mRNA
1 kb B! 3'

200 bp
||

http://www.majordifferences.com/



Typy RNA

1. Kodujici RNA

- pre-mRNA: prekurzorova mRNA (téZ hnRNA - heterogenni jaderna RNA)
- primarni transkript obsahujici prepisy strukturnich gen
- je upravovan do mRNA

2. Nekddujici RNA
- pre-rRNA: prekurzorova ribozomova RNA
- posttranskripéni Upravou se Stépi na a) 5,8S5-rRNA, 18S-rRNA a 28S-rRNA u savcl
b) 5,85-rRNA, 16S-rRNA a 25S-rRNA u rostlin

- pre-tRNA: prekurzorova transférova RNA
- Stépi se na ruzné druhy tRNA

- 55-rRNA: tvofi se transkripci genid pro 55-rRNA

- Malé RNA: Nizkomolekularni stabilni RNA (80-300 nukleotidu)
- fidi sestfih a posttranskripéni Upravy pre-RNA (katalyzovany RNA-polymerazami Il a lll)
a) malé jaderné RNA (snRNA)
b) malé jadérkové RNA (snoRNA)
c) malé cytoplazmatické RNA (scRNA)
d) regulacni RNA (miRNA a siRNA)

SnRNA se ucastni sestrihu pre-mRNA ve spliceazomu



Transkripcni faktory (TF)

- regulacéni proteiny

- vazou se na regulaéni oblasti promotoru nebo zesilovace (enhancer) transkripce
- nutné pro zahadjeni transkripce

- pusobi ve skupiné, nasednou na promotor a na né se vaze RNA-polymeraza

Typy TF:

1. Obecné TF: ve vétsSiné eukaryot, geny potrebné pro zakladni funkce vSech bunék
2. Specialni TF: vyskytuji se v urcitych tkanich v urcity cas

Transkripcni aktivita = rychlost syntézy RNA: pocet primarnich transkriptd za minutu

1. Bazalni transkripcni faktory:
- nizka aktivita, minimalni pozadavky bunky
- umoznuji zahajeni transkripce

2. Konstitutivni transkripcni faktory:
- zvysSena aktivita
- konstitutivni TF se pridavaji k bazalnim TF

3. Indukovatelné transkripcni faktory:
- Uprava transkrip¢ni aktivity v reakci na vnéjsi podminky
- vyznam pfi diferenciaci



Eukaryotické DNA-dependentni RNA-polymerazy
Kazda ma svij specificky promotor (bakterie jeden typ RNA-polymerazy a jeden typ promotoru)

1. RNA-polymeraza |
- katalyzuje syntézu pre-rRNA
- pouze v jadérku*

2. RNA-polymeraza Il
- syntéza mRNA (strukturni geny) a malych RNA
- v jadre

3. RNA-polymeraza
- syntéza pre-tRNA, 55-rRNA a malych RNA
- v jadre

Coding
Strand

Template
Strand

*v jadérku se sklddaji ribozomy z proteint a rRNA



Promotor pro RNA-polymerazu Il obsahuje kratké sekvence

1. TATA-box (téZ Hognessliv box): TATAAAA

2.CAAT-box: GGCCAATCT

3. GC-box:

-34 az -26 od startovaciho nukleotidu
- vazba TF TFIID - specificky rozeznavan RNA-polymerazou Il

obecné bazalni

ipc transkripénifstartovaci
transkripéni faktory fakto?‘ nukleotid

v
- nukleotidy -75 az -80 r@@@.@ 1
-80

i TTTGCAT — GGGCGG—GGCCAATCT+TATAAAA—1| PyAPYPyPYPyPy
- vazba TF CTF/NF1, zvysuje A

\ -100 75 -30 I
’ - Inr-element
silu promOtOFU (enha ncer) konvenéni sekvence elementl eukaryotického promotoru '{linlcié{or}
Promotory riznych gent se lisi poctem, Provozni geny maji jen
GGGCGG u::isténig; a kombinaci téchto elementil. inr-element bez
Viechny promot?ry vé?f_r mgsf obgg{h::g; (Ho?n];'i-sb&?gorj
i j bo vice elementt, aby mo - .
- nukleotid -90 Jeden né jit bazalni transkripci.

- vazba TF SP1, zvysuje silu promotoru (enhancer)

- je fosforylovan proteinkinazou vazanou na DNA - stimulace tvorby
prediniciacniho komplexu

- umoznuje vazbu TFIID na TATA-box

4, Oktamer: ATTTGCAT

- vaze se na konstitutivni TF OCT-1

5. Startovaci nukleotid: Iniciator (Inr-element)

- obvykle A uvnitt Useku s pyrimidinovymi bazemi (C nebo T)

Tyto se vyskytuji ve vétsiné promotort RNA-polymerdzy Il



Iniciace transkripce polymerazou Il

- Transkripcni faktor TFIIF umoznuje umistnéni RNA-
polymerazy na promotor (3.)

- Uzavreny transkripcni komplex je jesté inaktivni (3.)

- Transkrip¢ni komplex je aktivovan az TFIIH tak, ze
fosforyluje RNA-polymerazu (4, 5)

- VSechny TF kromé TFIID a TFIIA se uvolni a aktivni
RNA-polymeraza elonguje pre-mRNA (hnRNA) (5.)

Vyznam transkripcnich faktoru:

"UmozZnuji rozeznat mista, kam se md navdzat RNA-
polymeradza Il a aktivuji ji."

Pokud promotor nema TATA-box, zacind transkripce na Inr-elementu

Core promoter
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Transcription begins
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Terminace transkripce polymerazou i

Polyadenylacni signal: TTATT T na negativhim
retézci DNA

- do pre-mRNA prepsan jako AAUAAA
- oznacuje terminaci transkripce

- sekvence je rozeznana endonukleazou - stépi 10-30
nukleotidUl za signdlem

- poly(A)-polymeraza katalyzuje polyadenylaci 3'-konce

- helikaza rozdéli zbytek hybridni DNA-RNA a zbytkova
RNA je rozstépena exonukleazou

Video: Eukaryoticka transkripce

Exonukledza: stépi nukleotidy od kraji
Endonukledza: stépi nukleotidy od prostredku
Helikdza: oddaluje retézce DNA nebo RNA

poly(A}-polymeraza endonukleaza

N\ T

o Iy(A)

RNA-

N ™™ A polymeraza,
==TTATTT © "
—AATAMA———\ 3
helikaza exonukledza
_5.
==TTATTT
—AATAAA 3
s

RNA-
polymeraza


https://www.youtube.com/watch?v=icZjgZozkB8
https://www.youtube.com/watch?v=icZjgZozkB8
https://www.youtube.com/watch?v=icZjgZozkB8
https://www.youtube.com/watch?v=icZjgZozkB8
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AP Biology GTP mature mRNA AAAAAAAA

RNA polymerdza nasedd na TATA box
UTR - untranslated region
Eukaryotické mRNA jsou monocistronni - obsahuji kodujici sekvenci pouze pro jeden polypeptid

Translace:
- zacind na mMRNA na "sekvenci Kozakové" CAAAAUG (coz na DNA odpovida sekvenci TAC)

- kon¢i na mRNA na stop kodonech UAG (Amber), UGA (Opal), UAA(Ochre) - na DNA odpovida (ATC, ACT, ATT)

www.fatespace.com



Regulacni RNA

- kratké molekuly RNA se sekvenci komplementarni k uritym ¢astem mRNA nebo DNA

- pisobi mechanismem RNA interference (RNAI)
- typicky inhibuji genovou expresi vazbou na mRNA

- 2006 Nobelova cena za fyziologii a medicinu pro A. Fire a C. Mello za vyzkum RNAI
- epigeneticka posttranskripcni regulace exprese a téz obrana bunék proti parazitickym

nukleotidovym sekvencim (napf. RNA vir(im)

- hraji roli téz ve vyvoji

- s tzv. Argonaute proteiny tvori komplex zvany RISC (RNA-induced silencing complex)
- vyuzivana ve vyzkumu pro supresi exprese specifickych gend

1. miRNA (microRNA; 22 nukleotid()

- endogenni plvod, transkripci genomové DNA

2. siRNA (small inhibitory RNA; 20-25 nukleotidt)
- exogenni plvod (napf. virovy)

SiRNA a miRNA jsou si velmi podobné
Epigeneticka reqgulace genové exprese

The Nobel Prize in
Physiology or Medicine
2006

Andrew Z. Fire Craig C. Mello

Prize share: 1/2 Prize share: 1/2

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"

he Nobel Foundation



1. miRNA (microRNA; 21-22 nukleotidi)

- vlasenka pri-miRNA je stépena RNAazou
"Drosha" na pre-miRNA (70 nukleotid()

- export pre-miRNA do cytoplasmy - Stépeni

Dicerem na miRNA 21-22 nukleotidu

- spolu s proteiny tvofi tzv. miRISC (miRNA-
induced silencing complex)

% /SN SIS, (,\ CYTOSOA

0 Transcription
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>
e Cleavage e Export and
cleavage

miRNA

prl-mmNA pre-miRNA

NUCLEUS /
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-
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Inhibition of Messenger RNA

translation degradation
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1. miRNA (microRNA; 21-22 nukleotidi)

- Funkce: RNA silencing a posttranskripcni regulace genové exprese
- parovani s komplementarnimi sekvencemi mRNA (nemusi byt 100% komplementarni)
- mechanismy silencingu:
a) Stépeni retézce mRNA na dva kusy (endonukledzami)
b) destabilizace mRNA zkracenim poly(A) konce (dfivéjsi degradace exonukledzami)
c) snizeni ucinnosti translace do proteinu na ribozomu (fyzicky blokuje)
- vyskytuje se nejprve ve formé shRNA (short hairpin RNA) - Sstépena enzymem zvanym "Dicer"
- lidsky genom kdéduje pres 1000 miRNAs - evolucné konzervované



2. siRNA (small inhibitory RNA; 20-25 nukleotidti)

- Funkce: posttranskripéni RNA silencing
- dvojretézec (Stépena také enzymem Dicerem)
- exogenni pavod

- spolu s proteiny tvofi tzv. siRISC (siRNA-induced
silencing complex)

- jeden fetézec degradovan

- vazba siRISC na cilovou mRNA

- pfi 100% parovani s cilovou sekvenci se mRNA Stépi

Double-stranded RNA

LLLLEELE
AL LU L

o Dicer cleaves double-stranded <
RNA into an siRNA about D Dicer

21-22 base pairs in length.

TITTTTTTTITTTITTTITIIII
siRNA LU

@ The siRNA is combined RISC proteins
with RISC proteins. /‘ (including Slicer)
0 One of the two RNA \“»
strands is degraded. Q all

@ siRISC enters nucleus
\ and binds to DNA.
‘
1

' /
e Inhibition of

A
===» | transcription

mRNA @
Exactly e " Partly
complementary V complementary

Degradation Inhibition of
of mRNA mRNA translation

® siRISC binds to mRNA.
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3. Posttranskripcni upravy RNA a mechanizmy sestrihu



Posttranskripcni upravy

Primarni transkripty jsou dlouhé molekuly a musi byt zkraceny, aby mohly byt transportovany z jadra
do cytoplasmy

a) modifikace, které neovliviuji primarni strukturu
- tvorba komplexu jaderné pre-mRNA s proteiny

- Uprava 5'-konce pre-mRNA tzv. Cepickou
- polyadenylace 3'-konce pre-mRNA

b) Uprava primdrni struktury (sesttih; editace; vystfizeni intron()

Primary transcript (pre-mRNA)

5’ Exon Intron Exon Intron Exon 3’
m’G cap Poly(A) tail
1 30 31 104 105 146

Introns excised and
exons spliced together

mRNA | m’G cap Poly(A) tail

1 146

© 2012 Pearson Education, Inc.

Intron (intragenic region): nekddujici sekvence RNA uvnitr genu, kterd je vystfizena
Exon (expressed regions): kddujici sekvence RNA, preloZend do proteint



Modifikace, které neovliviuji primarni strukturu

Tvorba komplexu jaderné pre-mRNA s proteiny
- proteiny, které se vazou na pre-mRNA se oznacuji RNP-proteiny
- komplex RNA s RNP-proteiny nazyvame spliceozom

Funkce: RNA-proteiny uvadéji RNA do stavu pristupného k posttranskripénim upravam

Uprava 5'-konce &epickou

HsG O
- Cepicka: m’G </N&) | NH
RO N A
- 7-metylguanozin se vaze na mRNA ve sméru 5' - 5' 0 A
Funkce: Cepicka vaze proteiny nezbytné pro iniciaci translace
OH OH

7-Methylguanosine
hnRNA (heterogenous nuclear RNA) je synonymum pro pre-mRNA
RNP - ribonucleoprotein



Modifikace, které neovliviuji primarni strukturu

Polyadenylace 3'-konce

- K polyadenylacnim signalu AAUAAA na 3'-konci pre-RNA se pripoji sekvence 50 - 250 nukleotidt (A)
- katalyzovdna poly(A)-polymerazou

Funkce: ochrana proti U¢inku exonukleaz (dyl trva nez se dostanou pres AAAA ke kddujici sekvenci)

/
’ ’
5’ cap | /// AAUAAA = G/U |3

\
\

Clea\?age 10-35 nucleotides
downstream from AAUAAA
sequence

/ L
’
5’ cap [/ /T "AAUAAR |

) Poly(A) polymerase

V Video: m7G a polyadenylace

/L
5' cap [[] /T "AAUAAR AAAAAAAAAAA ...

e i
Y

Poly(A) tail



https://www.youtube.com/watch?v=DoSRu15VtdM
https://www.youtube.com/watch?v=DoSRu15VtdM
https://www.youtube.com/watch?v=DoSRu15VtdM

Sestfih pre-mRNA (hnRNA) > mRNA

- Uprava primarni struktury RNA

transripca

primarni transkri
hnRNA pt

saIfih

mR

Intron (intragenic region): nekddujici sekvence RNA uvnitr genu, kterd je vystfizena
Exon (expressed regions): kddujici sekvence RNA, preloZend do proteint



Sestfih pre-mRNA - mRNA

Objev intron:

- pfi hybridizaci DNA s mRNA pod elektronovym mikroskopem
- urcité casti na DNA prebyvaly (introny)

- tvorba smycek DNA (na obr. A az F)

T
3

T m"ﬁ';\;;g e g
(P AT o B &z Sy , %5 T
s o\ G &N .-.: i.,;;;s}.‘: : & %3(\__? <

o
:

Intron (intragenic region): nekddujici sekvence RNA uvniti genu, kterd je vystfiZzena
Exon (expressed regions): kddujici sekvence RNA, preloZzend do proteint



Konstitutivni vs. alternativni sestrih
a) Konstitutivni: po sestfihu vidy stejna molekula mRNA - stejny protein

b) Alternativni: vznika vice druhG molekul mRNA - rtzné izoformy proteind

- regulace exprese LD

- regulace poméri izoforem R P --

primarmi transkrip
f i i o R, ETLEQ e ._ EEED.;.- -:J* ."I-h
1, 3, 5 = konstitutivni exony 3, 4 = potencialni exony
2,4 =introny 1, 5 = konstitutivni exony
nebo 2 = intron
konstitutivni sestfih alternativni sestfih

izoforma proteinu

Intron (intragenic region): nekddujici sekvence RNA uvnitr genu, kterd je vystfiZzena
Exon (expressed regions): kodujici sekvence RNA, preloZend do proteint
- konstitutivni exon: pfi vSech posttranskripcnich upravdch pusobi jako exon
- potencidlni exon: pfi nékterych posttranskripcnich upravdch pisobi jako exon, jindy jako intron
Izoformy proteini: funkéné pribuzné proteiny, lisi se v primdrni strukture



Alternativni sestrih

Skipped exon Splicing

-
_____

~ - -~ -
% . = =
L P . .-

________
_________
.........

........
~~~~~~~~

_____________
-----------
.............

T B T =T T T[]
"""" potencialni exony - T ]
pre-mRNAs mRNAs
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13 variant alternativniho sestfihu u genu SYNGAP1

Alternative Splicing Database (ASD) splice patterns (5P) for SYNGAP1 Gene
= A A A E E R E R R E R EER
5F1:

5FZ: -

=xvns: [ R T e e ae e 22 exont (pismeny ozna&eny exonové jednotky)

SEL: Aintron
fEf : . spojeni dvou exonovych jednotek
a3t
5E4:
5E5;:
SE&:
3=
5F=:
SEG: - - -
SE10: -
SE11:
SE1Z:
SE13: -
Relevant External Links for SYNGAF1 Gene

Genel oc Bxen Structure for SYNGAP1
ECgene alfemative splicing isoforms for SYNGAP1



Mechanismus sestfihu mRNA

- Uprava primarni struktury mRNA - pouze za U&asti spliceozomu

- Proces fidi sSnRNP castice (komplex snRNA- a protein() - tvofi spliceozom
- primarni struktura intronu urCuje misto sestfihu: GU-AG

- Intron: 5'-konec GU; 3'-konec AG; uprostred misto vétveni A

- Vlastni sestfih probiha pomoci chemické reakce: Transesterifikace

AAG GUAAGU

T 3'-misto sestfihu
5'-misto sestfihu

misto vétveni

R = purinovy nukleotid Nukleotid poskytujict
Y = pyrimidinovy nukleotid skupinu 2%-0OH.
N = jakykoliv nukleotid
A idi y (sek
=A nebo C pyrimidinovy Use < ]
¢ nene Oblast bohatd na pyrimidinové nukleotidy.

Sekvence a nukleotidy zakreslené do Sedého rdmecku
jsou vysoce ko}r:zervatfvnf (¢etnost 100 %).
Ostatni s:{vence se vyskytufi v éetnosti 70 - 95 %.
Sekvence uvedené pod schématem intronu a exonu jsou sekvence, které

byly zjistény u savcil.



Transesterifikace v sestfihu pre-mRNA > mRNA
- pfeména fosfatového esteru v jiny bez hydrolyzy za nepritomnosti ATP nebo GTP
- energie fosfodiesterové vazby z(istavd zachovana

Fosfodiesterova
vazba

_ NH-,
SN
I |C|) 9 N | )% - A
HO—P~0~P-0-P-0 N "0
& 5 o O S =\
B-N- glykosidova \ />
OHOH vazba N

T
Nucleosid (cytidin)

L |
T
Cytidin monofosfat (CMP)
L |

Cytidin trifosfat (CTP)

Pentdza

HodH, O~ on

OH [OH]

Ribdaa jAMA)

$h a
H H

HO%H, O~ on
N H WA
1A A

Nt

on [H]

Dooxyribéza [DNA)

Fosfat

nnnnnn

Dusikata baze DNA [A, G, C,T) RNA (A, G, C, U)

rrrrr

lllll

pppppp

N
7\ )
E

Estery: organické slouceniny, ve kterych je -OH skupina nahrazena organickym zbytkem vzniklym z alkoholu po odstépeni

vodiku.

Esterifikace: chemickd reakce, pri které ester vznikd
Nukleové kyseliny jsou polymery: vidkno nukleotidi navzdjem spojenych fosfodiesterovou vazbou. Dusikata bdze (A, T/U,

C, G) + cukr — pentoza (riboza/deoxyribdza) + fosfat (mono- v retézci, tri- volné)



Transesterifikace v sestrihu pre-RNA - mRNA

Prvni transesterifikace:

- spojeni exonul a intronu pres OH-
skupiny

- odpad z vazby (H,0) je pouZit na

Yeni 3'- 5[ eoxont |
zakonceni 3'-konce exonu 1 (OH) a -Q/ 3.

zakonceni 5'-konce intronu (H) | .
i Prvni transesterifikace
lasovita intronexonova RNA (prvni prenos OH-skupiny).
A
Druha transesterifikace: [ exon2 |7
- spojeni obou exonl do vysledné mRNA
b : yseans ot ]o |
- intron se odpoji ve formé lasovité RNA [ Druha transesterifikace
(druhy pfenos OH-skupiny).

lasovita intronova RNA

Sekvence pro transesterifikaci jsou \_
rozezndvany snRNP-Casticemi a tvori OH
e s v. . : . _ . lasovita
komplexy katalyzujici sest¥ih - Spliceozom 5[ exont | exon2 |3 intronexonova RNA
q 2
A
0 A
— 3
OH
0=Pr0— FETINA - 3
oH 2



Spliceozom

- velka elipsoidni ¢astice, sedimentacni koeficient 60S

- uvnitf jadra

- funkce: odstraniuje introny z pre-mRNA (katalyzuje sestfih

mRNA)

- tvofen komplexem 5 snRNA (U1, U2, U4, U5, U6) a rlznymi

proteiny

- slozitosti podobny ribozomim, pozorovatelny elektronovym

mikroskopem

Lariat - laso

Splice site Splice site

Exon 1 / Intron \ Exon 2
s’ I GU A AG I 3/
€D U1 snRNP binds to pre-mRNA. T

Branch-point sequence

A ac [

e U2 snRNP binds to pre-mRNA.

A AG [T

W © u4/us and

U5 snRNPs bind.

Spliceosome

0 RNA is cleaved at 5’ splice site
and lariat structure is formed. [ T—g l

Lariat
structure

the two exons are joined, and an }

O RNA is cleaved at 3’ splice site,
EJC (exon-junction complex) is added. 1

Exon1 Exon2

Messenger RNAT -

© Excised intron is degraded. |- \

Excised
intron
lariat

I0opagply o
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Spliceozom

RNA

Spliceosome
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MRNA je vysledkem spojeni exont na stejné molekule primdrniho transkriptu (vyjimecné
dvou rtiznych molekul - bimolekuldrni sestrih)

Video: mRNA sestrih (splicing)



https://www.youtube.com/watch?v=YgmoHtLGb5c
https://www.youtube.com/watch?v=YgmoHtLGb5c
https://www.youtube.com/watch?v=YgmoHtLGb5c
https://www.youtube.com/watch?v=YgmoHtLGb5c
https://www.youtube.com/watch?v=YgmoHtLGb5c
https://www.youtube.com/watch?v=YgmoHtLGb5c

Posttranskripcni upravy pre-rRNA

- transkripce RNA polymerazou |

- pre-rRNA obsahuje prepisy genl pro 5,8S, 18S a 28S rRNA

- geny jsou lokalizovany v DNA jadérka, kde probiha téz jejich transkripce do pre-rRNA
- introny jsou vystépeny, ale exony se nespojuji

- Stépeni pomoci endonukleaz

- 3 jednotky rRNA jsou vyuzity ke stavbé ribozomU spolu s ribozomovymi proteiny

Nontranscribed spacer Transcription unit
s N N

= I Em: _u I =mm:i N I =Eu3:5 N = |

/ <

(a) Tandem array of DNA  ~ ~

transcription units // Transcribed R
v spacer e
7 g -
7/ ~
(b) One DNA 18s [ s.es] 28s

transcription

Transcription by
RNA polymerase |

(e Pre<aNA (455) [ NRESIN S IS

RNA processing

(cleavage) Transcribed spacers
degraded
(d) Mature rRNA _
il 1] [ ]
18S 5.8S 28S

rRNA rRNA rRNA
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Posttranskrip¢ni upravy pre-tRNA
jednotlivé tRNA uskutecnriuji prenos jednotlivych aminokyselin

3' 3[

o o

@ Removal of leader sequence Ul @ Replacement of |A|

Is = N % nucleotides with CCA %

5'|G|U|U|/A|U|C|A|G|U/U|A[AlU|U|G R A

(GIU]UAIU[CTATGIU[U[ATATU[UGAy | & B

| A 5 P—{Cl|:i|G

ANt ! 3G Processing 0l [Al

1. Odstranéni vedouci sekvence na G| [
! i EEEE ﬁii:E
5 -kOﬂCI EEE? EE
i |Gl:::[ C]

1G|:::(C

2. nahrazeni dvou nukleotid( na 3'-
konci sekvenci CCA (tam se pfipoji @ chemical

modification <

AM K) of bases

3. chemicka modifikace vybranych
bazi - tvorba "neobvyklych bazi"*

4. vysttizeni intron(

@ Excision of intron
(purple region of loop)

(a) Primary transcript (precursor) for yeast tyrosine tRNA (b) Mature tRNA, secondary structure
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*neobvyklé bdze zpresriuji syntézu proteinu (4-thiouridin, dihydrouridin, 1-methylguanozin...)



Posttranskripcni upravy genoforu mitochondrii

- nepod|éhaji upraveé 5'-konce cepickou
- zaCinaji vedoucim kodonem AUG
- nejdllezitéjsi Upravou je polyadenylace

Editace RNA

- probihd v mitochondriich trypanzom, vyssich rostlin a v genu pro apolipoprotein savcu

- cilena inzerce, delece nebo substituce nukleotidu mRNA s cilem pozménit vysledny protein
- Kryptogen: strukturni gen s moznosti editace mRNA

- proces regulovan tzv. gRNA (guide RNA)



Zajimavosti o RNA

- vétSina molekul mRNA rychle degraduje

- bakteridalni mRNA ma polocas rozpadu v radu minut

- eukaryoticka mRNA ma polocas rozpadu v fadu hodin az dni
- tRNA a rRNA jsou stabilnéjsi nez mRNA

- transkripce umoznuje amplifikaci genetické informace diky mnozstvi kopii mRNA



