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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)



Kodujici fetézec
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Templatovy fetézec
3
Cc C T A G
5

RNA G G A U C

Syntéza RNA probihd opét ve sméru 5— 3’



Replikace x transkripce

Replikace Transkripce
Enzymy: DNA-polymerasy RNA-polymerasy
Kde probiha: | na chromosomu v S fazi vybrany segment DNA
Zahajeni: vyzaduje RNA primer nevyzaduje primer
Prubé¢h: kopirovana ob¢ vlakna kopirovano pouze jedno
vladkno
Kontrola: polymerasa ma zpétnou polymerasa nema zpétnou

Nukleotidy:

kontrolu spravného zatrazeni
posledniho nukleotidu

dATP, dGTP, dCTP, dTTP

kontrolu spravného zatrazeni
posledniho nukleotidu

ATP, GTP, UTP, CTP




Transkripce u prokaryontu a eukaryontu

Prokaryonty Eukaryonty




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

Prokaryonty:
5 podjednotek plus sigma faktor.
Prepisuje vSechny formy RNA

Eukaryonty
4 ruzné RNA polymerasy




RNA polymerasy u eukaryontu

RNA po]
RNA po!

| I — syntézar RNA (v jadérku)
| II — syntéza mRNA (jadro)

RNA po!

|III — syntéza tRNA, 5S RNA (jadro)

RNA pol IV - syntéza mitochondrialni RNA

Maji stejny mechanismus ucinku, rozlisuji rizné
promotory




Amanitin

Inhibitor eukaryontnich RNA
polymeras (hlavné typu II)
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3 faze transkripce

* Iniclace
e clongace

e terminace



Ucinek RNA polymeras

*Syntéza nové RNA probiha ve sméru i

>3 O=P|>—O'
*K syntéze jsou potiebné ?
ATP,GTP,CTP,UTP CH base 1

*Kazdy nukleotid se paruje s
komplementarni bazi na templatovém

vlakné

*Polymerasa tvoii fosfoesterovou O O
vazbu mezi 3 -OH ribosy na rostoucim O_Pl)_o—Pf
RNA vlaknu a o-fosfatem navazanym O I,O
na 5 OH ribosy vstupujiciho Mg
nukleotidu

* energie polymerace je kryta Stépenim
NIP + PPi

* neexistuje zpétna kontrola fazeni bazi o



Rozpoznani templatu

— RNA polymerasa (RNAP) vytvoii stabilni
komplex s templdatovou DNA v misté promotoru

V misté promotoru se nachazi konvencni sekvence

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

11



Promotor u prokaryontu

V pozici ~ -10 obsahuje Pribnowiiv box TATAAT
V pozici ~ -35 dalsi sekvence TTGACA

Tyto sekvence jsou rozeznany ¢ -faktorem prokaryotickée
RNA polymerasy

———— Sekvence v promotoru Start
') prokaryontli l transkripce
Pribn
-35 - .box

TTGACA _|~15b TATAAT ~ 10b




Transkripce u prokaryontu

Iniciace:

Vazba RNA-polymerasy do promotorove oblasti DNA prostfednictvi
sigma podjednotky

Lokalni rozvinuti vldken DNA RNA polymerasou

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

» polymerasy

=X

promotor

Pocatek syntetizované RNA
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Transkripce u prokaryontu

Elongace:
Uvolnéni podjednotky sigma z RNA polymerasy

pohyb RNA polymerasy pode¢l DNA ve sméru transkripce, rozvijeni
dvousroubovice 1 opétné svinovani (vytvareni transkripcni bubliny)

Tvorba kovalentnich vazeb mezi nukleotidy

Vznikajici RNA je vyté€snovana z templatového vlakna

Terminacni signal — ukonceni elongace
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Promotor u eukaryontu (RNA
polymerasa II)

Transkripce eukaryontnich genti je mnohem komplikované;si

Je zapojena fada transkripnich faktoru, které se vazi k riznym tsekiim
DNA

Promotor obsahuje TATA box analogicky Pribnowové sekvenci
(ATATAA) — urcuje pravdépodobné misto startu — vazba bazalnich
transkrip¢nich faktort

V pozici ~ -100-200 jsou 1-2 dalsi regula¢ni sekvence (CAAT box,
GC box) — urCuje pravdépodobné frekvenci startu (promotorové
proximalni sekvence)

Vzdalene regulacni sekvence (mimo promotor) — vazou specificke
transkripcéni faktory
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Promotor u eukaryontu

Neékteré sekvence v

l promotoru eukaryontii ‘ Start

o P transkripce
e —— {}I'ATA A —
N : ~-40b , ~-25b ¢
[ :
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Bazalni transkrip¢ni faktory u eukaryontu

Musi byt navazany na RNA polymerasu pred startem
transkripce a jsou soucasné asociovany s promotorovymi
sekvencemi

Samotna RNA-polymerasa nemuze zahdjit transkripci

Jsou nezbytné pro rozpoznani promotoru a mista startu

Bazalni = jsou potfebn¢ pro transkripci vSech genu
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Bazalni transkripc¢ni faktory

TFIID — nejvétsi z bazalnich faktoru transkripce
Ma 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

18



Bazalni transkripc¢ni faktory

TFr TFI

TFII TFiI g H
TFIl

TFII /—\B - RNA polymerasa ﬁ
‘\e‘ TBP \-\
Yy "'r T ATA_'—/ ""t..:l

transkripce
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Genové specifické regulacni proteiny

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

Pusobi jako aktivatory nebo represory transkripce prislusneho
genu.

Specificke transkripcni faktory interaguji s mediatorovymi
proteiny (koaktivatory, korepresory), které jsou v kontaktu s
bazalnimi transkripnimi faktory.

Typicky gen kodujici syntézu proteinu u eukaryontii ma na
DNA vazebna mista pro fadu specifickych transkripcnich
faktort
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Specifické regulacni sekvence (enhancery, silencery,
HRE, HSRE)

* jsou na stejném chromosomu jako dany gen

 ale mohou byt vzdaleny ,,upstream‘ nebo
,,downstream* od mista transkripce

* mohou blizko promotoru, ale také né€kolik tisic bazi
vzdaleny
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Specifické transkripcni faktory

Bazalni transkripéni komplex

Specificky transkripéni faktor (Pol Il a bazalni faktory)
l <_C1D___
XX ICOCCn = = s00bn COOOCOTA B CX
Regulaéni sekvence upstream
— promotor
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Jaderné receptory hormoniti jsou specifické
transkripCni faktory

* receptory hormont se nachazi v neaktivni form¢ v jadre nebo v cytoplazmé. V
neaktivni forme vazou inhibi¢ni protein (napf. heat shock protein).

* hormon pronikne cytoplazmatickou membanou do bunky a specificky se vaze
k receptoru v cytoplazmé nebo jadre

e inhibi¢ni protein se oddéli, vznika komplex hormon-receptor, konformace
receptorove balkoviny se méni

* cytoplazmaticky komplex hormon receptor je translokovan do jadra

* v jadie pusobi komplex hormon-receptor jako specificky transkripéni faktor a
vaze se na DNA v misté specifické regula¢ni sekvence ( = hormon response
clement HRE)

sreceptor s hormonem navazany na DNA reaguje rovnéZ s koaktivatorem
(mediatorovy protein), ktery je v kontaktu s bazalnim transkripnim komplexem.
Tim se vypinad nebo zapina proces transkripce
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Uéinek kortizolu

kortisol-GR

promotor

GRE — glukokortikoid response elememnt

basalni
transkripéni
komplex
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Transkripcni faktory a zahajeni transkripce
u eukaryontu

Transkripce je zahajena teprve po navazani vSech
transkripcnich faktortu

RNA polymerasa se vaze k transkripénim faktorum a
DNA

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

Je zahgjena transkripce

Po zahajeni transkripce se vétSina transkripCnich faktoru
oddéli
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Tvorba Cepicky - capping

Probiha na pocatku elongace pomoci
specifickych enzymu

— elongation
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Cepic¢ka na 5’-konci

i
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Terminace

Proces elongace je ukonCen pi1 dosazeni
terminacniho signdlu.Transkripénéi komplex se
rozpada a uvolnuje vzniklou molekulu BNA

U prokaryontu je terminace
zavisla na p faktoru
nezavisla na p faktoru

U eukarvontu 1e o terminaci malo znamo
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RNA polymerazy délaji jednu chybu na 104 nukleotidd,
protoZe nevlastni nukleolytickou korigujici (proofreading)

aktivitu
(zaCinaji fetézec RNA bez potieby primeru)

Toto chybéni korekce (proofreading) odrazi skutecnost, Ze
transkripce nemusi byt tak presna jako DNA replikace,

protoze
RNA neni pouzivana jako trvala zasobni forma geneticke

informace.
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Uprava primarnich transkripti

Primarni transkript je presnou kopii transkripéni jednotky

Primarni transkripty tRNA a rRNA u prokaryontt 1
eukaryontll jsou posttranskripéné modifikovany
ribonukleasami

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

Eukaryontni RNA podléha rozsahlym 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) stfidany sekvencemi nekodujicimi
(introny nebo intervenujicimi sekvencemi)

Exon Intron Exon Intron Exon Intron Exon
1 | 2 2 3 3 4

o [(— s s |

nekodujici sekvence musi byt odstranény z primarni RNA
béhem Uprav (processingu)
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Uprava hnRNA v jadre

e Chemicka modifikace (navazani 7-methylquanosinu
57-5"tfosfatovou vazbou) — na ni1 se vaze komplex
proteinu, které chrani pfed piisobenim 5 exonukleas a
pomahaji pi1 zavadéni RNA pres nuklearni pory do
cytoplasmy

« Sestith (odstranéni sekvenci odpovidajich introntim)

* Polyadenylace (adice 3" polyA ) — brani ucCinku
3 exonukleas
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Sestrih hnRNA - splicing

Probiha ptusobenim jadernych enzymovych
komplexu — splicesomil

Splicesomy obsahuji pét malych RNA (U1,
U2,U4,U5 a U6)

Jsou asociovany s proteiny a tvoii snRNPs (small
nuclear ribonucleoprotein particles).

Sekvence AGGU urcuji hranice mezi intronem a
exonem.Tyto sekvence jsou rozpoznany snRNPs.

5=~ AGGU-----}AGGU------3’

exon— — INtron———exon .



Alternativni sestrih

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

Alternativni sestfih — riizné skupiny exontu z jednoho genu
tvori rizne mRNA vedouci k syntéze riiznych proteinii

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 **



Alternativni sestfih m RNA

Gen pro o-tropomyosin

gwu_um_ﬁ’

CXOny  introny

]oNA

Transkripce, sestiih

S N N e o e e 37 mRNA - kosterni sval

E’MW_ 3’ mRNA - hladky sval
’-W £

S 3" MRNA - fibroblast
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Poruchy sestrihu

Vedou ke genetickym chorobam
Pf. B - thalasemie:

B-podjednotka hemoglobinu se netvori v normalnim
mnozstvi

G na 5’sekvenci sestfihu je mutovan na A a proto je
primarni transkript sestfizen nespravné
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