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Transkripce

Proces tvorby RNA na podkladu struktury DNA

Je prepisovan pouze jeden fetézec dvouSroubovice DNA —
templatovy fetézec

Druhy fetézec se nazyva kodujici (jeho sekvence bazi
odpovida transkriptu, pouze misto U je T)



Terminologie
Kodujici fetézec

DNA 5

G G A T C

Templatovy fetézec

DNA 3°

Cc C T A G

l transkripce

RNA 5

G G A U C

Syntéza RNA probiha opét ve sméru 5'— 3’



K transkripci jsou nezbytné:

Dvouvlaknova DNA
RNA-polymerasa
ATP,GTP,CTP,UTP
Mg?* ionty



Enzym zodpovédny za transkripci je DNA-
dependentni RNA polymerasa (transkriptasa)

Prokaryonty:
jedna polymerasa

(5 podjednotek plus sigma faktor, ktery se zapojuje
pouze do iniciace)

Piepisuje vSechny formy RNA

Eukaryonty

Ctyf1 rizné RNA polymerasy:

RNA pol I — syntéza rRNA (v jadérku)

RNA pol IT — syntéza mRNA (jadro)

RNA pol III — syntéza tRNA, 5S RNA (jadro)
RNA pol IV - syntéza mitochondrialni RNA

Maji stejny mechanismus ucinku, rozlisuji rizné promotory.

V¢étsina gentl u eukaryonti je pfepisovana RNA-polymerasou 11




Muchomurka
zelena

(Amanita

phalloides)

Amanitin — cyklicky oktapeptid s
neobvyklymi aminokyselinami

Inhibitor nékterych eukaryontnich
RNA polymeras (hlavné typu II)
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Ué¢inek RNA polymeras RNA

*Syntéza nové RNA probih4 ve O bézz
<o N

smeru 5’ —3 O=P-0" P/

K syntéze jsou potiebné NTP: O . ’

ATP, GTP, CTP, UTP /

*Kazdy nukleotid se paruje s Hy 0 aze 1

komplementarni bazi na
templatovém vlakné DNA

*Polymerasa tvoii fosfoesterovou
: : OH
vazbu mezi 3 -OH ribosy na H7 0 V%
rostoucim RNA vlaknu a a- 0
fosfatem navazanymna 5 -OH  _ o0— i)' —0— I =
ribosy vstupujiciho nukleotidu | 1.) \ W,
: : - O-
* energie polymerace je kryta O
Stépenim NTP

e neexistuje zpétna kontrola fazeni H—O OH
bazi



Transkripce

Ti1 faze transkripce:
* Iniciace
* Elongace

* terminace



Iniciace transkripce

SpolecCny rys pro eukaryonty a prokaryonty:
RNA polymerasy se vazou na specificke
nukleotidové sekvence - promotory

V misté promotoru se nachazi konvencni sekvence

(sekvence, které se obecné najdou v urcité oblasti
mnoha zkoumanych gent)
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Promotor u prokaryontu

V pozici cca -10 obsahuje Pribnowtv box TATAAT
V pozici cca -35 dalsi sekvence TTGACA

Tyto sekvence jsou rozeznany c-faktorem prokaryotickée
RNA polymerasy

———— Sekvence v promotoru Start ==l
') prokaryonti l transkripce
Pribn
-35 - Jbox |
TTGACA Nle TATAAT NlOb ¥ 3
| [[TTTTT] | | s
Usnadiiuje

Rozpoznavaci lokalni rozvinuti

misto



Transkripce u prokaryontu

Iniciace:

Vazba RNA-polymerasy do promotorove oblasti DNA prostfednictvim
sigma podjednotky

Lokalni rozvinuti vlaken DNA u¢inkem RNA polymerasy

Parovani bazi z ribonukleotidi s templatovym vldknem a tvorba
fosfodiesterovych vazeb mezi prvnimi ribonukleotidy Smér pohybu RNA

» polymerasy

promotor Pocatek syntetizované RNA

Antibiotikum rifampicin inhibuje bakterialni RNA polymerasu



Promotor u eukaryontu (RNA polymerasa II)

Transkripce eukaryontnich genti je mnohem komplikovangé;si

Je zapojena fada transkripCnich faktorti (proteinii), které se vazou k riznym tsekiim
DNA, transkripci ovliviiuje stav DNA a histonli v nukleosomech.

Promotor obsahuje TATA box (Hognessuv box) (sekvence TATAAAAG ve sméru
5"—3’ na netemplatovém fetézci) analogicky Pribnowove sekvenci (TATAAT) — urcuje
pravdépodobné misto startu — vazba bazalnich transkripcnich faktort

V pozici -100 az 200 jsou 1-2 dalsi regulacni sekvence (CAAT box, GC box) — urcuje
pravdépodobné frekvenci startu (promotoroveé proximalni sekvence)

Vzdalené regulacni sekvence (mimo promotor) — vazou specificke transkripéni faktory

(proteiny)
a N¢ktere sekvence v
i promotoru eukaryontl - | Start
P P transkripce
CAAT| <——— - TATA —
b 40 | | ~25h
I | I T




Bazalni transkrip¢ni faktory jsou regulacni
proteiny

Musi byt navazany na RNA polymerasu pied startem
transkripce a jsou sou€asne asociovany s promotorovymi
sekvencemi

Samotna RNA-polymerasa nemuze zahajit transkripci

Jsou nezbytn¢ pro rozpoznani promotoru a mista startu

Bazalni = jsou pottebné pro transkripci vSech gent

Existuje fada gent, kter¢ neobsahuji an1 TATA ani
CCAAT box — jedna se vétSinou o geny vyskytujici se v
kazdé bunce = housekeeping genes

Jejich exprese probiha konstatntni rychlosti
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Oznacuji se TFIIX,

Bazalni transkripéni faktory  xaexje pismeno

oznacujici konkrétni
TFIID — nejvétsi z bazalnich faktort transkripce e
M3 celkem 11 podjednotek
Jednou podjednotkou je TBP (TATA box binding protein).
TBP se vaze k TATA boxu, na ni nasedaji dalsi podjednotky TXIID.
Po t¢ se navazuji dalsi TF (TFIIA,B,F,E,H) a RNA polymerasa

TFIIH ma helikasovou aktivitu

TFII .
TFII
TFII TP g H transkripce
TFII

F

. TBP
e TAT A I
+1

D
S - p— _ TFII —. B RNA polymerasa ~ :%
“ -""'-.h‘: "‘-.,RJ-!'A ﬁ /) poly p L &
& i r a . & -.\_-\..
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=
.
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Genové specifické regulacni proteiny

Specifické transkrip¢ni faktory - proteiny, které se vazou v
regulacnich sekvencich mimo promotor, ¢asto velmi
vzdalenych.

Pusobi jako aktivatory nebo represory transkripce prisluSného
genu.

Specificke transkripcni faktory interaguji s mediatorovymi
proteiny (koaktivatory, korepresory), kter¢ jsou v kontaktu s
bazalnimi transkripCnimi faktory.

Typicky gen kodujici syntézu proteinu u eukaryontii ma na
DNA vazebna mista pro radu specifickych transkripcnich
faktoru
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Specificke transkripCni faktory

Bazalni transkripéni komplex

Specificky transkripéni faktor se vaze ke (Pol Il a bazalni faktory)
specifické relvgulaéni sekvenci

W X KX}.’\CIIIIIIIW

2 000 bp
Regulaéni sekvence upstream

— promotor

l Interakce s mediatorovymi proteiny
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Zapnuti/vypnuti transkripce



Iniciace transkripce mRNA u eukaryontu -
shrnuti

Transkripce je zahajena teprve po navazani vsech
transkrip¢nich faktort.

Kazda RNA polymerasa ma sv¢ transkripcni faktory.
RNA polymerasa se vaze k transkrip¢nim faktoriim a DNA

Dvojity helix DNA se rozviji a polymerasa je ,,sunuta“ k
mistu startu

V¢étsSina transkripCnich faktort se oddéli.

Nasleduje elongace.
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Elongace a terminace
RNA polymerasa se pohybuje po DNA, rozviji dvousroubovicovou
strukturu
Vznikajici RNA nezustava spojena s DNA vodikovymi mustku

Hned za mistem, kde byl pfidan novy nukleotid dochézi k obnoveni
dvousroubovice a vytésnéni vlakna RNA

Uvolnovani RNA z templatového fet€zce umoznuje vznik dalSich kopii
jesté pred ukoncenim syntézy prvni RNA

Podle jednoho genu muze byt soucasné transkribovano nékolik tisic
molekul RNA

5 .m7Gppp — elongation

Capping hned po uvolnéni RNA —
CE(capping enzyme), MT-methyltransferase

O terminaci u eukaryontt je zndmo jen velmi malo.
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Tvorba Cepicky u mRNA- capping

Navazani 7-methylguanosinu 5'-
5’fosfatovou vazbou — na Capku se vaze
komplex proteini, které chrani RNA pied
plsobenim 5’-exonukleas a pomahaji pti

O
H N’@ zavadéni mRNA ptes nuklearni pory do
DN\/T ” cytoplazmy
N
NH N7 N 5 5
CH: —O o— CH:

@) o) base
O

5°-5" trifosfatova

vazba @ @
CH:

Probiha hned na pocatku elongace na 5 -konci O. base
pomoci specifickych enzym1.

Capka téZ umoziuje zahajeni translace v
cytoplazmé. mRNA bez ¢apky nemuze vstoupit 19
do translace



Polyadenylace na 3°-konci

V¢étSina eukaryontni mRNA ma k 3¢-konci pripojen fetézec 40-200
poly-A

Je pripojen posttranskripén€ pomoci polyadenylatpolymerasy
Mezi jednotlivymi nukleotidy vznikaji bézné 5¢-3¢ vazby, jako pfi
transkripci, ale neni potieba zadny templat

Poly(A) konec zvySuje stabilitu mRNA (dokud ma RNA poly(A)
konec, neni zpravidla degradovdna) a napomaha transportu z jadra

do cytoplazmy
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U transkripce chybi proofreeding

Syntéza DNA - 1chyba/10'" nukleotidi
Syntéza RNA — 1 chyba/10* nukleotidu

RNA polymerazy nevlastni nukleolytickou korigujici
(proofreading) aktivitu.

Toto chybéni korekce (proofreading) odrazi skutecnost, Ze
transkripce nemusi byt tak pfesna jako DNA replikace,
protoZze RNA neni pouzivana jako trvala zasobni forma
geneticke informace.
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Souhrn procesu od genu k proteinu

Prokaryonty Eukaryonty




Upravy primarnich transkripti

Primarni transkripty jsou presnou kopii transkripcni
jednotky

Primarni transkripty tRNA a rRNA u prokaryontu 1
cukaryontl jsou posttranskripéné modifikovany
ribonukleasami

Prokaryontni mRNA je prakticky identicka s primarnim
transkriptem (k translaci slouzi jesté pred ukonCenim
syntezy)

Eukaryontni RNA podléha rozsdhlym naslednym
modifikacim — probihaji kotranskripcné
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Uprava eukaryontni mRNA

Primarni transkript je hnRNA

Je prepisem strukturniho genu, v némz jsou kodujici sekvence (exony)
sttidany sekvencemi nekddujicimi (introny nebo intervenujicimi
sekvencemi)

Na 5’konci je ¢apka (snimek 30), na 3 'konci probéhne polyadenylace.

Nekodujici sekvence musi byt odstranény z primarni RNA béhem uprav

(processingu)
Exon Intron Exon Intron Exon Intron Exon
1 1 2 2 3 3 4

o [(— s e |
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Alternativni sestrih

P11 typickém sesttihu jsou vSechny exony primarniho RNA
transkriptu spojeny dohromady za vzniku mRNA pro
syntézu specifického proteinu

Alternativni sestfith — rtizné skupiny exont z jednoho genu
tvori rizné mRNA vedouci k syntéze riznych proteint

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
. HEEN B B R '

l

Primarni
transkript
Alternativni sestiih
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 1 Exon 2 Exon 4
| ]

| |
@ Protein A @é@ Protein B



