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Svet RNA

» co bylo drive - DNA nebo proteiny?
* RNA je geneticky materidl i katalyzdtor (Crick 1968)

» katalyticka aktivita RNA (Cech 1982)

* RNA svet (W. Gilbert 1986)
jednoduché polymery - replikatory, RNA

evoluce

autonomni organizmy jsou bunécné
slozitd biochemie: DNA - RNA - protein

Funkéni specializace:
» uchovani genetické informace - nukleové kyseliny

» strukturni a katalytickd funkce - bilkoviny
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Dukazy RNA svéta

1. Dllezitd role RNA v realizaci genetické informace dnes
(MRNA, tRNA, rRNA, peptidyltransferazova aktivita,
snRNA, RNdzaP, snoRNA, aj.)

2. RNA viry, retroelementy, telomery
a konzervativni mechanizmus jejich replikace

Kritéria testujici zda RNA je reliktem svéta RNA:
1. Katalytické vlastnosti

2. Vsudypritomnost

3. Centralni postaveni v metabolismu
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Rozdily

mezi RNA a DNA:
Ribosa (2'-OH skupina)
Uracil misto thyminu (absence

methylu v poloze 5)

used in ribonucleic
acid (RNA)

0
I

used in RNA

S

used in deoxyribonucleic
acid (DNA)

O

Chemicka struktura RNA

Dusledky:
- Vétsinou jednoretézcova Sroubovice s kratsimi
dvouretézcovymi Useky

- Variabilita prostorové organizace druhého a
dalsich radu

- Komplexni trojrozmérna struktura
RNA miZe mit i strukturni a katalytickou funkci




POCATKY SVETA RNA
SVET PRED RNA




Nucleotide structure
NH2
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Pocatky svéta RNA f\f; e

OH H Sugar

Ribéza: formozova reakce z formaldehydu (Butlerow 1861), smés pentéz a
hexdz, nestabilita ribozy, Pb-katalyza, Ca-boratova stabilizace, alkalické pH

Puriny: syntéza z HCN a formamidu, adenin v chondritech

Pyrimidiny: reakcemi mezi molekulami kyanoacethylenu nebo
kyanoacetaldehydu, vyssi vytézky v pritomnosti mocoviny, vytézky lze zvysit
zmrazovdnim nebo v podminkdch vysoké energie (hydrotermadlni prameny)

Nukleozid: vazba bdzi na cukr, beta-orientace, slaby bod hypotéz

Nukleotid: fosforylace nukleozidu v roztoku CaP (hydroxylapatitu, vysokd
teplota, mald Géinnost), syntéza polyfosfatu, vyznam trifosfatd.
Racemickd smés nukleotidl: alfa a beta a L a D-izoformy

Polymerizace: pomald a spontanni, nespecifickd, racemickd smés, pouze 5-3
fosfodiesterovd vazba mezi beta-D-nukleotidy byla funkéni a byla prodluzovana
pri nizkych teplotdch (led) katalyzovdno ionty kovl, v hydrotermadlnich
pramenech




Podatky svéta RNA - tvorba cukri
(formozova reakce)

Ribdéza: - formozova reakce z formaldehydu (Butlerow 1861), smés tetroz,

pentdz a hexdz, nestabilita ribozy

- Pb-katalyza, Ca-boratova stabilizace (pentdz), alkalické pH
- Tautomerizace: aldehydy - ketony

—— formaldehyd

glyceraldehyd

H 20
|
H—C—OH
CH,OH

1

Tetrézy, pentézy, hexdzy

glykolaldehyd
CHzOHsCHO

2 CHROHCHO for'maldehyd

CH,OH—CHOH—CHOH— CHO CHoOHs CHOH*CHO
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tetrdza
© glycegaldehyd

FIG. 1. The simplest hypothetical autocatalytic formose reac-
tion cycle. In each turn of the cycle. a glycolaldehyde molecule
facilitates the synthesis of a second glycolaldehyde molecule
from two formaldehyde molecules. The stereochemistry at the
asymmetric carbon atoms (marked with asterisks in the diagram)

Is not specified.




Pocatky svéta RNA
- tvorba purind a pyrimidinu

Syntéza adeninu: z kyanovodiku
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FIG. 2.  Steps in possible prebiotic syntheses of adenine from HCN. (a) The formation of the HCN tetramer. (b) The conversion of
HCHN tetramer to AICN. {¢) The formation of purines from AICN or from its hydrolysis product 4-amino-imidazole-5-carboxamide
(111}

Nizka efektivita a
specifita syntézy
nukleotidd vedla k navrzeni
alternativnich genetickych
systému

cyanoacetylén
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FIG. 3. Steps in proposed prebiotic syntheses of cytosine.
{a) The hydrolysis of cyanoacetylene to cvancacetaldehyde.
i{h) The reaction between cyanocacetylene and two molecules
of cyanic acid. (¢) The condensation of cyanoacetaldehyde with
urea.

Syntéza cytosinu:
- Z cyanoacetaldehydu
nebo cyanoacetylenu




Abioticka syntéza nukleotidi

a polynukleotidu

1. Syntéza nukleozidl: vazba bdzi na ribézu

. : . e
2. Tvorba nukleotidl: fosforylace nukleozidi (racemat) u :\/E
H 'Cy—Cp
3. Tvorba polynukleotidt - tvorba fosfodiesterové vazby fo o
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Neenzymaticka replikace RNA

a tvorba dvouretézcovée RNA

Zrod replikace (4mld)- komplementarita - neenzymaticka syntéza dle templatu
Vétsina aktivovanych nukleotidt tak ¢ini jen velmi neochotné

Tvorba dvojvldknovych i trojvldknovych struktur

Uloha kovovych katalyzdtord, zvlé$té Pb2*, montmorillonitu, uranylovych iontt
Koevoluce RNA molekul ha minerdlu, pozdéji enkapsulace v membrané?
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Kondenzace oligoG podle polyC templatu -
dvou- nebo troj-vldknové komplexy

Ligaéni reakce - zvyhodnéni vazeb 5'-3'

Nejlépe je-li dsSRNA v A-formé




Spontdnni syntéza prvnich RNA a

syntéza prvni DNA

Ribonucleotides
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Predchudci molekul RNA
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-Genetické systémy bez fosfatl (jind pdter):

*homoDNA - zaloZena na 2,3-dideoxy-D-glukéze
* pRNA - zaloZenad na pyranosylu

- TNA (threose nucleic acids) - tvori dvousroubovici
* PNA (peptide nucleic acids) - achirdlni, smés pravo- i e 2
levo’rocnvych helixd, tvori dvousdroubovici s NA - prechoc or "

* Mineraly, jily (Calrns Smith 1982)
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PNA

Alternativni genetické systémy - pRNA
(Pyranosovy analog RNA)

- Furanosovd forma ribosy nahrazena pyranosovou

- Watson-Crickovské parovdni stabilnéjsi nez u RNA

- Mensi pravdépodobnost tvorby viceretézcovych struktur

- Stabilnéjsi nez RNA

- Pozvolnéjsi stoupdni dvousroubovice => snadnéjsi separace retézcl
pri replikaci

- Geneticky systém - skvéla volba

- NemoZznost postupného prechodu na geneticky systém zaloZeny na
RNA

Alternativni genetické systémy - PNA
(Peptidova nukleova kyselina)

- Nenabity a achirdlni analog NA

- Monomery spojeny peptidovou vazbou

- Tvori stabilni heteroduplexy s RNA i DNA

- Prokdzan prenos informace PNA->RNA i RNA->PNA
- MoZny postupny prechod na RNA svét

- Aktivované monomery ochotné cyklisuji; obtizny vznik oligomerd
v prebiotickém svété




Alternativni genetické systémy:

Svet polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAH)

Molekuly RNA:
- chemicky nestabilni
- strukturné slozita

At

P
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AU

PoZadavky na primitivni sysh:k.m: ¥
- strukturni jednoduchost -
- schopnost pdrovéni G
- stabilita G T




RNA KATALYZATORY - RIBOZYMY




Katalyticka RNA

Objev:

- Thomas Cech - intron L. typu v 26S rRNA u Tetrahymena, samosestrih (1982)
- Sydney Altman - RNasa P u Escherichia coli, zrdni tRNA (1983)

-1989 - Nobelova cena za chemii

Ribozymy:

- molekuly RNA oplyvajici katalytickou aktivitou

- obecné analogy bilkovinnych enzymi

- aktivni v nékolika zdkladnich reakcich metabolismu RNA a syntézy bilkovin
- pozlstatek z RNA svéta ?

(A} A ribozyme that is also a coding molecule (B) A ribozyme that synthesizes coding molecules
Adaptor RNA e v, Ribonucleotides
v 7
Coding component Riazym , \
Ri
tﬂ:;;::“ IIIIIIIIIIII ijlnl m
Adaptor RNA \ Amino acids

(a) Kodujici RNA je (b) Ribozym '
soudsti ribozymu syntézu kodujici




Co dokazi RNA katalyzatory

Katalyzované reakce - substratem vétSinou RNA:
1. nejéastéji mistné specifickd hydrolyza fosfodiesterovych vazeb
a) endonukleasa
b) cis-reakce - ribozym i substrdt ptvodné soucdsti jediné molekuly
c) trans-reakce - ribozym i substrdt plvodné rizné molekuly
2. obrdceny smér - syntéza fosfodiesterovych vazeb
RNA ligasa, RNA polymerasa (mala procesivita), nukleotidyltransferasa
3. transesterifikace

sestrih, editace

Substrdtem neni RNA !
1. hydrolyza aminoacylesterovych vazeb
2. syntéza peptidové vazby - 28S rRNA




RIBOZYMY: 3 archetypy

1. .Hammerhead" ribozym
Odvozené typy:

» Vldsenkové ribozymy

> Hepatitis & virus ribozym

> replikace genomové RNA rostlinnych
viroidu (vldsenkové ribozymy) a viru
hepatitidy & u savcl mechanismem
valivé kruznice

> VS ribozym (Neurospora crassa)

> vznik monomerl ssRNA, templati pro
reverzni tfranskripci RNA

Varkud satelit plazmid (mt u N. crassa)
150b, transkript, ligace a stépeni

2. Introny I. typu
Odvozené typy:
» Introny II. typu
> samosestrih
> U6 snRNA
> spliceosomdlni sestrih

3. M1 RNA (RNA slozka
RNasy P)
Odvozené typy:

» RNA slozka RNasy P jinych
organismil




.Hammerhead" ribozymy | Isiisiechs popsand forma

- popsdn v ssSRNA genomech
: , Loop Il rostlinnych patogend, viroidu a
N-N virusoidu, satelitni DNA olkd
HElbsI E _ E l - replikace mechanismem valivé
Helix Il AA-U 3 kruznice
-l'."--‘ﬁ A o
! T T T T G H - stépeni konkatemeru
| -+
l‘.x NN NN, CN - N - katalyzuji i opacny smér
Loop |I G GU E B E Helix | reakce - ligaci
A - pFirozena aktivita v ¢is, v
Cﬂ;g:)éttﬂ 1 !‘: Loop | umélych molekuldch i v trans

- tri dvousroubovice stykajici se v
konzervovaném jddre 13 nukleotidu

krystalova
struktura - tvar . Y"




Vldsenkové (hairpin) a VS ribozymy

- vldsenkovd struktura, odvozené z ribozymt hammerhead
- antivirové aplikace, HIV-1, ligaza pri manipulacich s RNA
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Ribozymy: introny I. skupiny

- v genech pro tRNA, rRNA i mRNA
- mt hub, cp Fas, bakterie, bakteriofdgy

- .homing", gen kédujici ,homing endonukledzu (HEG)"

- dvoukrokova transesterifikace, bez energie

1982 - Thomas Cech: sestrih

pre-rRNA prvoka Tetrahymena
thermophilia
- samosestrih

. / pax
- guanosinovy kofaktor s
. . V4 V4 v / 4 Q s :
- manipulace aktivniho mista umozni #rans reakci -Eef
e b
Seit-splicing introns s @i T
(3 El{u , , . = = yE
e A Sekunddrni struktura intponu a O C
internal guide sequence (LGS) nton
3 Z
HO~ (¢ i 1 '
p, HO . by 1 Zivotni c‘yklus Precursor RNA
= — == —_— a homing
. ™~
. Precise los / \ Intron invasion
¥ ' recise loss / "\ and fixation
/" Intron loss Homing
| ‘*
o Precursor RNA & |
s i ¥ - —
OH oH
' '
/
F \\H‘H HEG degeneration #f,,/
i F' A e L
a ther, g i Loss of HEG function
TRENDS in Genetics




Ribozymy: introny II. skupiny

- méneé rozsirené, odvozené, bakterie, organelové genomy eukaryot
- adenosinovy kofaktor

- .retrohoming” -

2' 6'-Phosphodiester bond

To 3" end

Adenosine in the lariat
structure has three
phosphodiester bonds.

Sestrih

inserce do alel bez intronu, reverzni transkripce

Reverzni sestrih

S splice siie

tnLron branch site

Pf/‘

A" exon “Xen

1st step 5 splice_- site cleayage
and lariat formation

OP'A #}jl .'!-'!.J.Irl'.[,'f_-' site

N
) |
—EH_/»‘

2nd step l exon ligation

s

RMA q
exan

RT C‘“—--" _:NAtalg t site

Reverse
splicing

-

Antisense

H INtra
RMA
strand
cleavage - .

#

cDNA
synthesis

Recombination
/Repair




Introny I. a II. skupiny:
.Homing™ a ,retrohoming”

Reversae transcriptase copies the intron into a new site

Exon Intran Exon Targel site
: S - SN TN AN SNV NN
An intron codes for an endonuclease that initiates its transfer '" l'
Exon Intron Exon Target site - .
e RNA SN N
i o ¢
° Diouble-strand break ‘
provides priming end
l Homlng TN AN AN
RNA Endonucleasef
e Reverse transcriptase e

l cOMA grows from 3-0H )

Endonuclease  cleaves target site i el
SINONS NN

Retrohoming -/ lﬁ
SN ANV

-
‘ DNA replaces RNA ~.]
3

IANAN N AN AN AN

Intron copied into double-strand break

v E2rQIo. com Intron recombines virtumtiest w2 co




RNaza P
Zrani tRNA:
odstépeni 5'-leaderu za vzniku zralé tRNA (1983 S. Altman)

3
A

Specifické vlastnosti: Ip A t '
kutecny enzym - opakovana aktivita v frans -

Rozpoznani substrdtu na zakladé struktury a tvaru (ne dle parovdni bazi)
Nukleofilem je hydroxylovy ion OH-

RNaza P osahuje RNA i proteinovou slozku:
E. coli:RNA + jedna bilkovina, katalytickd aktivita ¢isté RNA prokdzana
H. sapiens: RNA + 1Fi bilkoviny, katalyticka aktivita RNA neprokdzana

RNase P
Recognition

“92-!-

: 3 3 / N4 —5' leader
5 I 0.
1/ 0

ul g s
9—0—P,
o ot
pre-tRNA tRNA P 0

. H 4

T ER, . RNasePRNA

RNase P Holoenzyme




DNAzymy - enzymaticky aktivni DNA

- pripraveny /n vitro selekénimi metodami (SELEX)

- ,10-23" deoxyribozym, katalytické centrum (15bazi) + dvé ramena
vazici substrat, stépi RNA

- vyhody DNA: tvorba DNAzymu rezistentnich k nukledazam, sekvencni
specificita

- tvorba molekul DNA podobnych proteiniim (bdze s postrannimi AK
retézci, OBR.)

- antivirové, proti HIV-1 RNA,

- cilené proti .rakovinovym" geniim
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SELEX: ,evoluce /n vitro "

A.

In vitro Selection of an RNA-Aptamer

DNA synthesis:

primer 1_ random
7 primer 2

roim.
in vitro-
transcription__\x_
7 |
- . ! HH@ %E‘

,h - seﬁction

— — {z.B. nitrocellulose filter binding,
{ binding to immobilised

amplification by PCR proteins etc.)

{m utaﬁas is)

cloning
sequencing

-
- reverse transcription
using primer 2

B.

- viry pro genovou terapii

- mutace plast’ového proteinu
- rezistence k protilatkam

- produkce supervird

EVOLUCE:
1. dédicnost
2. variabilita
3. selekce




Osud RNA katalyzatoru po prevzeti
jejich funkce proteiny

1. Vymizely:

2. Prevzaly nové funkce:

- preména ribozomt a tRNA dcastnicich se replikace na souc¢dsti translacni
masinérie

- protospliceosom mél ptivodné Ulohu v rekombinaci, bimolekuldrni sestrih

3. Zachovaly si vysoce konzervativni funkce:
- sSnoRNA - procesing rRNA

- RNAza P - procesing TRNA

- SNRNA - sestrih intront v mRNA

- Tyto funkce vysoce konzervativni, zachovaly se u eukaryot
- ztrdta nékterych RNA reliktl u prokaryot, proteiny jsou GU¢innéjsi
- podpora predstavy progenitora podobného eukaryotim




PRIKLADY RELIKTU SVETA RNA




Predstavitelé reliktu svéta RNA

1. tRNA - od replikace k proteosyntéze

. Ribozom

. Sestrih a snRNA

. Maturace rRNA a snoRNA

. Maturace tRNA a RNazaP

. Signdlni rozpoznadvaci ¢dstice a srpRNA
. Editace RNA a ridici RNA (gRNA)

. Telomeraza a telomericka RNA

. Vault RNA (VRNA)

\O 00 N O Ol b W N




Starobylé struktury:

Ribozom - proteosyntéza, Gicast rRNA, tRNA a mnoha
proteinu (puvodné replikace)

Spliceozom - sestrih pre-mRNA, Ucast snRNA a mnoha
proteini  (puvodné rekombinace)

Snorpozom - sestrih pre-rRNA, dcast snoRNA a mnoha
proteinu




1. Role tRNA a ribozému: od
replikace k proteosyntéze

Dneéni translace - sloZitd koordinovand sit’ interakci RNA a proteind -
vyvinula se z mnohem jednodusSich systémi existujicich jesté ve svété
RNA (RNA-RNA interakce), dllezitd schopnost replikace

Prvotni funkce ribozomi - polymerizace nukleotidl - RNA replikace

Plvodni role ribozomu v replikaci:

- Ribozomalni protein S1 a translacni elongaéni faktor Tua Ts - jsou
podstatnou slozkou replikdzového komplexu faga QB

- Elongaéni faktory jsou slozkami replikdazovych komplext nékterych
rostlinnych RNA vird

Hypotéza genomovych znacek:

Molekuly primitivnich tRNA fungovaly jako zna¢ky molekul RNA uréenych k
replikaci RNA ribozymy, TLS (tRNA-like structures) - na 3-konci Qbeta
Aminoacylace tRNA - dalsi znacka




Pozustatky replikaéni role tRNA v
dnesnich genomech

1. Telomeradza:
kratky fragment RNA funguje jako templat pro RT

2. Retroelementy:
tRNA funguje jako primer syntézy cDNA pri reverzni transkripci

3. RNA viry:
struktury podobné tRNA na 3-koncich genomové RNA
TLS (1RNA like structure) jsou aminoacylovdny histidinem, valinem
nebo tyrosinem a funguji jako primery replikace RNA,
jen 3-koncové CCA nebo CCCA jsou potrebné pro replikaci




2. Ribozomy: ribozymy stabilizované

proteiny
S1-rolev

replikdzovém
komplexu fdgu

G ROSIIRNA 21 proteini
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M [ L* prevzal PT roli




2. Ribozomy: ribozymy stabilizované
proteiny

Dnesni ribozom:

- RNA-RNA interakce: tRNA - 23S rRNA

- peptidyltransferdzova aktivita rRNA

- u nékterych organizmi prevzal tuto roli ribozomdlni protein L2

Protoribozom:

- predstava ribozomu tvoreného pouze RNA, in vitro experimenty
- plvodné odlisna funkce, replikace

- velikost 7500 nukleotidu (Eigentv limit)

- plivodné moznd vice ribozymu

- RNA je schopna aminoacylace tRNA




3. Sestrih, spliceozom a snRNA

Spliceozom: - ” 3

- posttranskripcni dprava pre-mRNA (hnRNA), vystFiZeni intronu

- obsahuje RNA struktury podobné intronum II. skupiny a hammerhead
- RNA-RNA interakce _

- starsi nez translace - puvod v rekombinaci molekul RNA

- bimolekuldrni trans-splicing molekul ssSRNA

5' splice site 3' splice site
RNA transcript (pre-mANA) ) UlsnRnp Y2 SnRNP 3
| S exon N\ intron - /3 axon
Exon 1 Intron Exon 2 Sequence )/ Iseriuence >\ "\,I J  sequence
5 : : i 3 - Praclnsor

mAMNA molecule

SPLICEQSOME

= —— \\'\-\___-F-}'}
Protein —— .
snRNA - - Other proteins US, U4/UE, etc. ASSEMBLY OF
i .

, \ : T
snANPs » '.j
Y

STEP1
LARIAT FORMATION

AND 5" SPLICE SITE
CLEAVAGE

I o5 | . f 'hl
- . L i
- L p -
; . Ut
/ b\ 3' SPLICE SITE
I ﬁ& ) CLEAVAGE AND
|} | EXON SEQUEMCE
B, : === LIGATION
N’ P :

Spliceasome

%
“\_H_\:__ o fid H'\'\'I,
= |'( “ excised intran sequence
I ', WY | fall in the form of a lariat

Splicossome _‘_____,-". \\_Rh ‘\R__ __J' . {3 iwill be degraded in nucleus)
companents e, ue \_ OH

" Excised

¥ intran +
FRANA 5 g Mature mANA
om | {ligated exon
Exon 1 Exon 2

SEuUancas)




Malé jaderné RNA (snRNA)

- nachdzeji se v jadre eukaryot

- UCastni se sestrihu pre-mRNA a udrzovdni telomer

- tvori nukleoproteinové ¢dstice (snRNP = snurps), kazda s vice proteiny

- jsou kédovadny introny

- U1, U2, U4, U5, U6

- U4+U6 se padruji spolu
a U6 je katalyticka

Roles of snRNPs

'.' * Ul snRNP binds 5 splice site
—@\ * U2 snRNP binds to branch point
* U3/U6 snRNP. snRMNAz are base
(% paired. Ut is catalytic
* US snRNP contacts the D'splice
gite
- farmz tri-en kMNP complex with
L PRl

Assembly of the spliceosome

D Erach point
%@i\—:
? fg splice site

Stplice site J UZ snR kP

A

4 U snR P
Nt

O U1 snRNA

3.
om
3 = -?UCCAUUC.&U.& cap &'
s

sm

) J U
UzsnRNA = ¢

A—LU
G—L

A,-\L.U.-ﬁ.—IJ";x.:.f-.a'-‘-Gl.',A cap 5’
&

Py

o Pre-mRBRNA
= |

..n::_r_ = ™A ,E —3"
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Malé jaderné RNA (snRNA)

bg




4. Maturace rRNA a snoRNA

snoRNA (malé jadérkové RNA):

- (¢ast pFi maturaci rRNA a ribozému

- velky funkéni komplex - snorpozém

- kédovany introny nékterych gent - ribozomdlnich a heat shock gent

- 8 rlznych snoRNA kédovdno 8 introny jednoho genu

- u savcl nejméné 30 rtznych snoRNA, u kvasinky 26 snoRNA délky 5426 b
(ancestrdlni snorpozom)

- homologie snoRNA s rRNA (18S a 28S), intra- i intermolekularni kontakty
(kroslinkovant)

- nekteré snoRNA potrebuji spliceosom ke své maturaci

Prokaryota:

- absence snoRNA u prokaryot je zdhadou

- maturace rRNA jen za Géasti protein

- objev U3snoRNA u archebakterie Su/folobus acidocaldarius




Malé jadérkové RNA (snoRNA)

- jsou soucdsti snoRNP (snorpozomu)
- snoRNA hybridizuje k cilové sekvenci rRNA, modifikuje, stépi prekurzorovou
RNA, sbaluje do tercidlnich struktur
- geny pro snoRNA se nachdzeji v intronech (potrebuji sestrih, spliceozom)
- U€astni se modifikace rRNA a dalsich RNA genl (napr. metylace)

W S_rr,uk-l-ur-(] rRNA

1

EXON INTRONIC snoRNA EX0
snoRNA fﬂldingl
EXON f EXON
snoRNP A, J
core ,@&"
_ proteins | 53 ( N

?

dCCessory

e .ﬁ fib
proteins

-\h'.
Nudeﬂﬁlas’m
@_ 58 \ = Nucleolus
155 ) (.;:Ej_c,;;
S fib oy = (1N

f
|

snoRNP transport a0 |
| N V<. -l
vorba snoRNA . jadérko




A K 4 \ 4

Introny jsou nékdy dulezitéjsi nez
exony (snoRNA v intronech)

- gen UHG (U22 host gene) obsahujici v 8 intronech 8 riznych snoRNA
- sestrihem vznikd mRNA, kterad je vSak degradovana

- mMRNA je mdlo konzervativni mezi ¢lovékem a mysi

- hlavnim funkénim produktem UHG genu jsou tedy molekuly snoRNA

Tycowski et al (1996): A mamalian gene
with introns instead of exons generating
stable RNA products. Nature 379: 464-

466.




5. Maturace tRNA a RNazaP

tRNA:

- relikt svéta RNA - konzervativni, vsudypritomnad,
centrdlni dloha v metabolismu

- interakce s rRNA (CCA konec tRNA interaguje s
23SrRNA)

- plvodni funkce v replikaci, pozdéji v proteosyntéze
- nékteré geny pro tRNA maji introny

RNazaP (Guerrier-Takada, 1983):

- Uloha v maturaci tRNA

- je skutecnym enzymem, stépi opakované

- RNA katalyticka podjednotka (M1 RNA) -
molekuldrni fosilie

- jediny ribozym modifikujici RNA u prokaryot

RNaza MRP: RNdAzaP a jeji RNA slozka

-druhd podobna molekula vznikla duplikaci a divergenci
u eukaryot nebo endosymbidzou

- vyskyt u Giardia a Microsporidia - nemaji
mitochondrie




6. Signalni rozpoznadvaci castice a srpRNA

- RNA-proteinovy komplex zajist'ujici vazbu ribozému na ER a sekreci proteint

- RNA slozka 75 RNA u eukaryot a archei, asi 300 b

- podobna struktura a funkce, homologie s Alu sekvencemi
- stimuluje hydrolyzu GTP

- plvodné ribozym $tépici GTP

Mammalian Signal Recognition Particle

proteiny

S ula - ﬁGuu [ I UGC
0 R s e
L GiGCGiIi iCGUGIJCC GiCCIJCiCGIJCiC Ci3A DA

d

|J.T" C o i
B /
GG

srpRNA

Translation Protein Signal
Regulation Translocation Recognition

Schematic representation
of the mammalian SRP
depicting SRP9, SRP14,
SRP19, SRP54, SRP68,
SRP72 and SRP RNA. The
part of SRP comprising
SRP9/14 complexed with
RNA forms a distinct
structural domain known
as the Alu domain due to
homology of the Alu
family of RNA sequences
with the Alu family of
repetitive DNA sequences
and the small cytoplasmic
Alu RNAs (scAlus). The
Alu domain of SRP
mediates the specific
pauses(s) in the synthesis
of nascent ER targeted
proteins whose signal
sequence has been bound
by SRP54.




7. RNA editace, g-RNA, editozom

- posttrankripni dpravy - modifikace tRNA, rRNA a pre-mRNA,

- substituce, inzerce, delece, kryptogeny, templatem je guide RNA (g-RNA)

- eukaryota, mitochondrie trypanosom - inzerce Ci delece polyU

- editace je podminkou tvorby sekunddrnich struktur bez nichz nemize dojit k

maturaci TRNA RNdazou P
Pavod editace:

- u mitochondrii - reakce na asexualitu (Mullerova rohatka), korekce
- ve svété RNA - editace jako kontrolni mechanizmus exprese tRNA
- hadorovad nebo neurologickda onemocnéni (epilepsie)

kryptogen

po editaci —»

jiné poradi AK —

.5.1

.

ey

>

> et opre i oG~

Aming acil sequence ancoded

Lys V¥al Gl Asn  leu VYal -+—— ingene
L AAAGTAGAGAACCTGEGT AGG...Y DNA
Transcription
AAAGUAGAGAACCUGGU AGG..., 3 Dpreodied RNA
UUAUAUCUAAUAUAUGGAUAAUALU...S Guide RINA
BEEERENRAZEZERERNEREEEE _
AAAGUAGA G A ACCUGGUAG Q... w—(pre-edited RNA

spread out ko show alignment)

+ Editing

LAAAGUAGALUGUAUACCUGGU AGG... T Edited RNA

+Translatinn of edited RNA

Amino acil sequence
in tha protaein




8. Telomeraza

- problém replikace konct linedrni DNA u eukaryot - RNP komplexy

- RNA sloZzka jako templat pro syntézu telomerickych repetici

- RNA sloZzka tvori tercidlni strukturu,i¢ast v katalyze nejasnd

- hepritomna u prokaryot, cirkuldrni genomy

- mutace telomerické RNA vede k prodluzovani telomer

- homologie s reverzni transkriptazou

- starobylé RNA genomy byly linearni --> podpora hypotézy genomovych znacek

Telomerase

RNA
template

- y A
DNA y T 5 €

Nucleotide




9. Vault RNA

- prilepena na povrchu jaderné membrdny a asociovdna s komplexem jadernych
pért

- funkce nezndmag, spise funkéni nez strukturni (exp. odstranéni RNA)

- souvisi s rezistenci rakovinnych bunék k IéCivim

- obsahuje RNA, sekvence konzervativni

- tvori znacku pro transport NK z jadra a do jddra

- v RNA svété existovala proto-jddro a proto-plazma, aby separovaly replikaci
a transkripci, omezeni Sumu
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Provazanost ribozymu

snRNA snoRNA ____ . rRNA

—

(spliceosom) (snorposom) (ribozom)

SNRNA jsou snoRNA jsou
potreba pro potFeba pro
sestrih sestrih rRNA
snoRNA, které
se nachdzeji v
infronech
jinych gent




Fylogeneticky vyskyt fosilnich RNA

EUKARYOTA
guide RNA

ARCHEA + EUKAR
UNIVERZALNI

snRNA

tRNA mRNA rRNA
RNazaP
srpRNA

samosestrihujici
se introny

vault RNA

telomerdzova RNA




Nekodujici RNA: dulezité regulaéni funkce
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RNA regulace - nova genetika
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- podil ncRNA vzrista v evoluci
- vznik nového regula¢niho systému v dobé kambrické exploze




Nekodujici RNA

000 Transferova RNA (tRNA)

2. Ribozomalni RNA (rRNA

3. Netranslatovana oblast mRNA
4000 44, Malé jaderné RNA (snRNA)

5

6

4500 -

. Malé jadérkové RNA (snoRNA)
. Micro RNA (miRNA)

2pon J7- Guide RNA (gRNA)

8. Efference RNA

2500 9. sSrpRNA

10. pRNA

3500 -

e

2000

1300 -

1000 -

O Putative ncRMNAs with no
known function

OrRMNAs, snEMAas and other
ncRMNAs with known function

OmiRMNAS
B snoRMAS

H tRMAS

1889 2004

TRENDS in Gensiics




| Yl
Prvni RNA replikaza , @ Mo W@. e

0~ il
Molekula RNA, kterd katalyzuje svou

-
vlastni replikaci ﬁ —wg ?{

Nutné predpoklady: Wiy <5

» RNA dependentni RNA polymerasa w w
> Autoreplikace

> Syntéza potomstva musi byt rychlejsi nez degradace rodict

» Dostatecna presnost, ale ne absolutni (moznost evoluce)




Prvni protein: RNA-dependentni
RNA polymeraza (RNA replikaza)

v

RNA RNP protein

v

Proteiny zvysily Gcinnost ribozymu

- prvni geneticky kodovany protein vznikl nahodou

- kratky peptid strukturné jednoduchy

- interagoval s RNA replikonem, zvySoval jeho stabilitu ¢i zlepsoval konformaci
- syntéza potomstva musi byt rychlejsi nez degradace rodi¢t

- dostatecna presnost, ale ne absolutni (moZznost evoluce)

RNA polymeraza > Reverzni transkriptdaza




PRVNI RNA ORGANIZMUS.
: VIRY.
PUVOD PROKARYOT




Hypercykly (M. Eigen)

Kolokalizace a koevoluce, Pevodné jeden &len -
hold RNA na povrchu duplikace a mutace - dva
minerdll Cleny ...

|

semipermeabilni membrana
(pak aZ prechod k proteinim) RH,& 1 RMA-1

@

P2

RHA-Z EMA-3




Eigenuv limit: replikaéni presnost je
limitujicim faktorem
(Eigen, 1992)

* Definice:
Cim je vy frekvence chyb pri \os8St geno% :

replikaci, tim mensi genom muze projit / %
do dalsi generace

£
. Omeozeni ka‘ras'rrofick?ch g The Darwin-Eigen B
dopadi chyb replikace: Cycle g
- vice kopif (ploidie) %% 5"
. S,

- rekombinace
- fragmentace genomu do chromosomu




Prvni RNA organizmus kodujici
proteiny: Riborgis eigensis
(Jeffares 1998)
Prvni RNA genomy replikované RNA polymerazami - kddovaly 1 peptidovy retézec

Mnozstvi chyb > populace lisicich se molekul RNA - koreplikace vzdjemné
vyhodnych linedrnich molekul kédujicich:

= r'eplikézu oo @Hibmrganfsm
- ochranny pldst’ovy protein | — 107

v / . NJ‘!'L
- konformacni podjednotku. 0.95 T omme erase

ribozyme

VS ribozyme
: S i S 0.9V u* =0.053
Vznik fragmentovanych interagujicich
genoml (podobnost strukture T 0851 & airpin ribozyme
/ o /
eukaryontniho genomu - puvodni, ogo| [ W=0144

prokaryota odvozena)
0.75

0.70 =
R. eigensis ~ 15kb genom U & & &S




Dnesni viry: Funkéni relikty ¢asnych
replikonu?

Pohled na viry:

- molekuldrni paraziti, odvozeni v dusledku zplsobu Zivota

- primitivni, na hranici Zzivota podobné jako ¢asné replikatory

- funkéni relikty x funkéni modely RNA-proteinovych replikond

RNA viry:

- minimdlni kédujici kapacita

- nékteré viry stridaji faze RNA a DNA - reminiscence RNA->DNA prechodu
- primerem replikace je TRNA

Mimiviry - hranice zivota:

- velikost genomu srovnatelnd s prokaryoty (1.2Mb)
- metabolické geny (911 gent pro proteiny)

- 10% repetitivni DNA

- jen dstelnad zdvislost na hostiteli (proteosyntéza) |.

Archaea




o\

Viroidy: nejpodobnéjs
replikonum

-

- patogeny rostlin

- 200 az 10 000 kopii na burku

- malé RNA genomy (240-400 b), ssRNA, cirkuldrnt,

- nekdduji proteiny - jako replikony éry pred proteiny
- replikovany hostitelskymi RNA polymerazami

- rolling-circle mechanizmus

- multimery stépené autokatalytickymi ribozymovymi
sekvencemi

- intenzivni vnitrfni parovani bazi jejich genomické
sekvence

- tvorba sekunddrnich struktur stabilizujicich genomy

LH terminal
dormain

FPathogenic
dormain

Consetrved central
darmain

Yariable
dormain

RH terminal
dormain

C

CC CCGG

GG GLEC

@
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Svet RNA podporuje predstavu
starobylosti eukaryot

1. Mnoho reliktl svéta RNA u eukaryot (snRNA, snoRNA, gRNA,
telomerdza), jen nékteré také u prokaryot (RNdzaP, tRNA), proc
by dcinnéjsi proteiny byly nahrazeny molekulami RNA

2. Posttranskripcni dpravy mRNA a rRNA jsou rychlé a G4¢inné u
prokaryot

3. Neexistuje selekéni vyhoda pro moderni vznik sestrihu a

za 1 minutu

4. Eukaryotické telomerdzy jsou starobylé struktury, homologie s RT




Pdvod prokaryot a hypotéza
termoredukce”

- v evoluci prokaryot bylo stadium
termofilnich organizmi

- mald stabilita RNA pri teplotdch nad
50°C

- Casové i prostorové oddéleni
transkripce a translace nevyhodné -
degradace RNA

- odstranénim intrond odpadl ndarocny
sestrih

- malé RNA vymizely nebo nahrazeny
stabilnéjsimi proteiny
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Genomy prokaryot jsou mladsi a
odvozené

Derivation of the Prokaryotes
Riborgis Eukary- Prokary-
eigonsis LUCA otes otes
DNA genome — + + +
Diploid or polyploid + + + —
Telomerase RNA + + + —
Linear Genome + + + —
rRNA processing by snoRMNA + + + -
MREMNA processing by snRNA2 + + + —
IRMNA processing by RNase P + + + +
Coupled rENA franscription
& processing — - — +
Coupled transcription
& translation - - — +
Genome-encoded CCAtaill® - - — +




Genomy prokaryot jsou mladsi a

V4
odvozene
PUVODNI GENOM ODVOZENY GENOM
- linedrnf - cirkuldrni
_ fragmentovany - jedna molekula

niorycbsohel | 1| P sbsahue
- RNA molekuly potrebné g 14
pro Upravy RNA P 4

EUKARYOTA PROKARYOTA

Mechanizmus prechodu LIN — CIRK genomi na modelu retroviri:

- transkripce retroviru spolu s genem a prepsani do DNA a cirkularizace

- mnozstvi cirkuldrnich molekul s riiznymi geny, jejich rekombinace a zvétsovani
- selekéni zvyhodnéni cirkuldarnich molekul (termostabilita a rychlejsi replikace)




