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Cesta od DNA
k RNA a proteinu

tok genetické informace:
1.

centralni dogma

pfenos genetické informace z generace na generaci

2.
fizeni fenotypu:
genova exprese
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DNA TTT
DNA TTT replikace . AAA
o DNA-dependentni
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transkripce Zpétna transkripce
DNA-dependentni RNA-dependentni DNA-polymeraza
RNA-polymeréza (zpétna transkriptaza)
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mRNA LI}
translace

slozity proces,

do kterého jsou zapojeny
ribozomy, tRNA
a jiné molekuly

polypeptid A ANANSN\S\N/ Phe

= fenotyp je vysledkem
funkce enzymd, tj. proteinu

= proteiny jsou syntetizovany
podle genetické informace:
transkripci a translaci

= kazda porucha toku
informace se muze projevit
defektem v tvorbé proteinu
a fenotypovou zmenou



Prepis z DNA do RNA:
transkripce

pfevedeni informace ze sekvence deoxyribonukleotidl jednoho z vlaken
DNA do sekvence ribonukleotidl v RNA (transkriptu)

informace si v RNA udrzuje podobnou chemickou povahu jako v DNA

koduje-li transkript protein, podrobi se translaci v ribozomech, tj. informace
se prevede ze sekvence ribonukleotidi do poradi aminokyselin v proteinech
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Transkripce a regulace
genove exprese

gene A gene B

transkripci a translaci lTRANSCRIPTION l TRANSCRIPTION
S ruznou ucinnosti messsssssmmm RNA mssssssssssss RNA
[
S — |
s provozni (,housekeeping")
geny se exprimuji trvale lTRANSLATION TRANSLATION

= VetSina genu se exprimuje
jen, kdyz je potreba




Transkripce

u prokaryot a eukaryot

EUKARYOTES PROKARYOTES
"DNA  Promoter > tructural gene
| Operon |
TRANSCRIPTION
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Transkripce a translace
u prokaryot

= prim arni transkript je ekvivalentni molekule mRNA

= MRNA se podrobuje translaci v ribozomech, které jsou diky
absenci jaderné membrany snadno dostupné
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Transkripce a translace
u eukaryot

,,-__-ﬁ’; ]ENﬁ
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Fre-mREMa

& mRENA l RNA processing
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Ribozame

Folypeptide

Translation

= franskripce a translace jsou prostorovée
| Casove oddéleny

= v jadre vznika primarni transkript (pre-
MRNA) obsahujici prfepisy exonu i intronu

= pre-mRNA se na obou koncich modifikuje
a zbavuje prepisu intronu

= po Upravach se mRNA exportuje do
cytoplazmy, kde se podrobi translaci



Specialita genu eukaryot:

introny

introny: nekodujici sekvence
exony: exprimovaneé sekvence

objeveny v roce 1977 diky
rozvoji sekvenacnich technik

sekvence zahrnujici introny
| exony se prepisuji do
pre-mRNA

nekodujici sekvence

se nasledné vystepuji
sestrinem ("splicing") ve
specialnich komplexech
spliceozomech

DNA

RNA
transcript

mRNA

Intron
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Exon

o A gene composed of exons and introns is

Exon

Intron

‘transcribed to RNA by RNA polymerase.

Processing involves ribozymes and proteins in the
nucleus to remove the intron-derived RNA and
‘splice together the exon-derived RNA into mRNA.

After further modification, the mature

mRNA travels to the cytoplasm, where it
directs protein synthesis. /

Cytoplasm
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Transkripce a tipravy RNA probihaji v jadre. Translace probiha v cytopl;

TRANSKRIPCE TRANSLACE

CYTOPLAZMA

ribozom

Eukaryota

e SRECER ¢
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polypeptidovy
fetézec

tpravy RNA ) -

transkriptti jaderny por

= jaderna membrana oddéluje
prostor pro transkripci a sestfih
(jadro) od prostoru translace
(cytoplazmy)

zasoby aminokyselin,
__ ribozomové podjednotky rRNA, ribozomovych
“““““““““ » podjednotek
\ x
v cytoplazmé

= existuje nékolik typl RNA,
vétSinou se uplatiuji mimo R |
jadro, nutny export jadernymi

péry )

=
N
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jaderna membrana

—————— Stépeni represe
mRNA translace




Funkce molekul RNA

vSechny zapojeny do genove exprese:

mediatorova RNA (mMRNA)—prenasi genetickou informaci z DNA
do ribozomu

transferova RNA (tRNA)—adapter spojujici aminokyseliny

a kodony v mRNA

ribozom ova RNA (rRNA)—strukturni a katalyticka slozka
ribozomu

malé jaderné RNA (snRNA )—strukturni slozky spliceozomu,
ucast na sestfihu pre-mRNA

micro RNA (miRNA )—kratke jednoretézcove RNA, které blokuji
translaci komplementarnich mRNA

small interfering RNA (siRNA)—kratké dvouretézcove RNA,
které selektivné rozkladaji komplementarni mRNA a tak
znemozAuji jejich translaci

dalSi nekodujici RNA (ruzné funkce, napf. slozka telomerazy)
10



RNA

jedno retézcova molekula

sklada se do specifického tvaru (parovanim bazi uvnitr téze
molekuly) podobné jako polypeptidovy fetézec proteinu

je méné stabilni nez DNA (atom kysliku v riboze zvySuje jeji
reaktivitu)

ribose

I
3'end




Transkripce ma néekolik stejnych
rysu jako replikace DNA

zacina rozvoln eénim malé oblasti dvouSroubovice DNA:

obnazeni nékolika bazi obou retézcu

jeden z fetézcu DNA slouzi jako templat pro syntézu

komplementarniho viakna (RNA)

vybér zaclenovaného nukleotidu vyplyva z principu parovani

komplementarnich bazi
novy nukleotid je do rostouciho vlakna
zaClenén kovalentni vazbou

vznikla RNA je pfesnou komplementarni
verzi templatoveho retézce

syntéza RNA probiha ve sméru 5’23’

DNA

5: . -~ -~ ::- ~ ~ ~ N - ~ : 3,
".ll llm-II
3'\' ) \' ﬁ' . w' w' . \'

template strand

5!

l TRANSCRIPTION

5/ 'FWB’

RNA
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Odlisnosti

i transkripce a replikace

prekurzory jsou ribonukleozidtrifosfaty
a ne deoxyribonukleozidtrifosfaty
prepisuje se jen jedno viakno DNA
syntéza RNA iniciovana de novo
vznikly freteézec RNA nezustava
pripojen vodikovymi vazbami k DNA,

ale odviji se od néj, ¢imz umoznuje
obnoveni ds struktury DNA

transkripty se z templatu uvolnuji jako
jedno retezce

velikost transkriptu je podstatné
mensi nez velikost genomu

transkripci zajistuje DNA-dependentni

RNA-polymeraza , zatimco replikaci
katalyzuje DNA-dependentni
DNA-polymeraza

Growing
Aming

A=l
%‘Lﬁ#ﬁ?ﬁ%
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Odlisnosti
RNA- a DNA-polymeraz

= odliSna chemicka povaha substratu a produktl reakce

= RNA-polymerazy mohou katalyzovat tvorbu RNA za
nepfitomnosti primeru

= RNA-polymerazy jsou méné presné nez DNA-polymerazy
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Pro transkripci se vyuziva
jen jedno viakno DNA

které vlakno je templatove urCuji signalni sekvence (promotory)

templatové viakno
netemplatové viakno

oA ¥ RRNINIVNA

\ = ~
\ . ~
\ = e
\ = ~
\ h b ~
syntéza \ templatové viakno > <
RNA KBCGTATGCTAGTCCGATTGCGE
5-GCATACGATCAGGCTAACGC-3'
netemplatové viakno
\/

ImMRNA 5% —lEl— 3

smyslové vlakno RNA




RNA-polymerazy

3’-koncova cast
vznikajiciho
vlakna RNA
5'-konec

pfivadény ribonukleozidtrifosfat

smér prodluzovani
fetézce 5°- 3

vlakno DNA
templatu

guanin

cytozin

adenin

guanin

3'5' direction of DNA double
RNA polymerase transcription helix

ribonucleoside

triphosphates
o

\

] S ribonucleoside
RNA exit active site triphosphate

/3" channel uptake channel
newly synthesized short region of
RNA transcript DNA/RNA helix

katalyzuji tvorbu fosfodiesterovych
vazeb mezi nukleotidy a vytvareji
tak linearni fetézec

pohybuji se podéel DNA, postupné
rozvijeji dvousroubOV|C| obnazuji
templatovy retézec pro parovani s
komplementarnimi bazemi

vznikajici retézec RNA se
prodluzuje ve smeéru 5°-3°

substraty polymerace jsou
nukleozidtrifosfaty ATP, CTP, UTP
aGTP

nutnou energii poskytuje hydrolyza
makroergickych vazeb
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Prubéh transkripce - strucny
prehled

Promoter Region Gene

e ——

= RNA-polymeraza se vaze na specifickou nukleotidovou sekvenci

DNA, tzv. promotor

Rc_c,o%n'\ Yionn sires

AN

Travsevibed vegionn

Prownotrer

ANA
polymexose

"N Sin q\e-stranded Yemplote

ONA

DNA

ONA
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Prubéh transkripce
- strucny prehled

prvni baze transkriptu neodpovida prvni bazi kodujici sekvence
soucasti transkriptu je kratka 5°-nekoédujici oblast

RNA transkript je komplementarni templatovému vlaknu a ma
analogickou sekvenci jako kodujici viakno

ANA
polymexose

Cod‘mg shcand

1 v

Templode stond

ONA

BNA

Codivioy Strond

RNA [0l AlDc
Teveplote Strand
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Proces transkripce je rychly

vznikla RNA se rychle uvoliuje z templatu

transkripce téhoz genu muze byt zahajena jesSté pred dokonéenim
transkripce predchozi

stejny gen muze byt podroben ¢asto opakované transkripci

RNA-polymeraza se pohybuje rychlosti 20 nukleotidt za sekundu
(u eukaryot), resp. 40 nukleotidd za sekundu (u prokaryot)

za hodinu se muaze vytvorit vice nez 1000 transkriptl téhoz genu

vznik molekul rRNA
a jejich spojeni s
ribozomovymi proteiny
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Faze transkripce

B0
o Iniciace Fetézce RNA.

RNA-polymeréza

" iniciace: rozeznani promotoru
RNA-polymerazou, vazba na DNA,
rozvinuti dvousSroubovice v misté
startu transkripce, zahajeni
syntezy RNA e

o Elongace fetézce RNA.

5-konec RNA

= elongace: pokraCovaniv synteze
transkriptu podle informace v
DNA-templatu

rostouci retézec RNA
RO
. ) v ’ z o Terminace fetézce RNA.
" terminace: ukonceni syntezy P

transkriptu, uvolnéni RNA-
polymerazy z templatu

vznikajici molekula RNA




Terminologie transkripce

Transkrip €ni jednotka

= Usek DNA, ktery zacina prvnim a konci poslednim prepisovanym
nukleotidem

= muZze a nemusi byt ekvivalentni genu (u prokaryot bézné zahrnuje
nékolik genu)

I——Transcription unit—‘
Initiation Termination
site (/) sit(I (2)

DNA

I8 e

Primary RNAL__\_/—\_/,
transcript I I




Terminologie transkripce

"Upstream " (proti sm éru)
a "downstream " (po sm éru)

= oblasti transkriptu RNA, které
jsou umistény smérem k 5°-
konci (upstream, minus) nebo
3"-konci (downstream, plus)
vzhledem k urcitému
referenénimu bodu

= terminy se pouzivajii pro
ekvivalentni sekvence DNA

= Mmisto iniciace transkripce se
znaci +1

041

361
a0

421
1o

4a1
130

Sd1
150
BO1
661

721

781
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Transkripce u prokaryot:
RNA-polymeraza

vicepodjednotkovy proteinovy komplex (5 polypeptidu, z toho dva
jsou identicke) — kompletni enzym = tzv. holoenzym

jadro enzymu obsahuje podjednotky a2, 3, 3’

podjednotky a napomahaji sestaveni jadra RNA-polymerazy
podjednotka [ obsahuje vazebné misto pro rinobukleozidtrifosfaty
podjednotka 3" obsahuje vazebné misto pro templatovou DNA

podjednotka o (sigma faktor) se UcCastni iniciace transkripce (po
dokonceni iniciace a zahajeni elongace se z komplexu uvoliuje) -
zajistuje specifickou vazbu RNA-polymerazy na promotor
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Iniciace transkripce prokaryot

k jadru enzymu se pfipojuje sigma faktor a vznika tak holoenzym

RNA-polymerazy

komplex klouze po molekule DNA
pokud pfi pohybu po DNA narazi na
promotor, navaze se na néj pevnéji
promotor predstavuje startovni bod
transkripce

za rozeznani promotoru zodpovida
sigma faktor RNA-polymerazy, ktery
vytvari specifické kontakty s bazemi
promotoru

o factor

promoter
== ,I :
@ DNA
a:'; %«.,,J
y

RNA polymerase




Iniciace transkripce prokaryot:

INITIATION
Template recognition: RNA polymerase binds to duplex
DNA

3 kroky

vazba holoenzymu RNA-polymerazy do
promotorové oblasti DNA (uzavreny
komplex )

lokalni rozvinuti vlaken DNA, obnazeni bazi

templatu v promotoru (vCetneé mista startu
transkripce), aby se mohly parovat s volnymi
ribonukleotidy (otev reny komplex )

RNA-polymeraza katalyzuje tvorbu
fosfodiesterovych vazeb mezi nékolika
prvnimi nukleotidy vznikajiciho viakna RNA

po spojeni cca 10 prvnich nukleotid U se
oslabuje vazba mezi RNA-polymerazou a
promotorem a mezi jadrem enzymu a sigma
faktorem, iniciace konci, zac€ina elongace

Very shart chains
are synthesized and released

ELONGATION:
Polymerase synthesizes RNA

TERMINATION:
RNA polymerase and RNA are released

NANANANANANANAVAVAY




Struktura
prokaryotickych promotoru

= kratke konzervativni sekvence vzdalené 35 a 10 nukleotidu proti
sméru transkripce od mista startu pro vazbu sigma faktoru
" sekvence -35: TTGACA

= sekvence -10: TATAAT (Pribnowulv box, bohaté zastoupeni AT,
misto prvotniho rozvijeni dvousroubovice)

franskripce
sekvence 10 —_—
templatové vlakno S
enzyme
y " strand ) i
ARETCT < fotgpp —m DNA  TTGACA TATAAT Gene
SI : 3’ r..__._-._ P [ e e e e e
T -35 -10 +1
A A | ]
- r z T by .
netemplatové vliakno AT B Promoter region

-~—— sekvence proti sméru transkripce ————{=— sekvence po sméru transkripce
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Elongace transkripce

u prokaryot

katalyzovana RNA-polymerazou po
uvolnéni o faktoru

prodluzovani RNA tvorbou kovalentnich
vazeb mezi ribonukleotidy
RNA-polymeraza se pohybuje po
templatu a postupné rozviji DNA

za polymerazou se obnovuje

dvousSroubovice DNA, tim se vytésnuje
vznikajici vlakno RNA

oblast pfechodného parovani mezi DNA
a RNA je velmi kratka (cca 3 pary bazi)
rychlost: 40 ribonukleotidu za sekundu

K DNA je navazana RNA-polymeraza a kovalentné prodluzuje retézec RNA.

misto pro pfivadéné
ribonukleozidtrifosfaty

rostouci fetézec RNA /

dvousroubovice DNA

\

kratka oblast
Sroubovice DNA/RNA

misto opétného
splétani

(a) l

misto rozvijeni

pohyb RNA-polymerazy

/ Weubovice RNA

misto opétného splétani misto rozvijeni

(b) RNA-polymeraza se pohybuje po sméru transkripce z mista znazornéném
v (a) a postupné prodluzuje vznikajici fetézec RNA.




Terminace
transkripce u prokaryot

elongace transkripce pokracuje dokud enzym nezaznamena
ve struktufe DNA termina €ni signal (terminéator)

v miste terminatoru se pohyb RNA-polymerazy zastavi, prerusi se
vodikové vazby mezi DNA a RNA a transkripcni komplex se rozpada

dojde k uvolnéni fetézce RNA

uvolnéna RNA-polymeraza muze znovu asociovat se sigma faktorem
a opét zahajit transkripci
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Typy bakterialnich terminatoru

terminatory zavislé na p (Rho) - vyzaduji spoluti¢ast proteinu

terminatory nezavislé na Rho - funguji bez ucasti proteinu
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Terminatory zavislée na Rho

Tervawnokor
ANA
DNA ok
encodes Rne
. Lo b'\hd\'\h% site %

protein Rho se vaze k e
syntetizované RNA ve
specifickém misté umisténem Rio foctor
proti proudu transkripce od XN
terminatoru a pohybuje se po "ok
ni ve sméru5’- 3’ 4

polyrmexase

Tromsexiprion
op pom‘\‘

ONA

na terminatoru se pohyb RNA-polymerazy zpomali,
protein Rho ji dostihne a zajisti uvoln  éni vlakna RNA
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Terminatory nezavislé na Rho

obsahuji sekvence bohaté na GC,

po kterych nasleduje Sest nebo
vice paru AT

po prepisu do RNA v dusledku
Intramolekularniho parovani bazi
GC vznika vlasenka

tato viasenka zpomaluje pohyb
RNA-polymerazy, coz vede k
terminaci transkripce v prilehlé
oblasti AU a uvolnéni transkriptu

/

Teviminotovr

fe

ANA
polymexase

ODNA

5'- CCCACAGCCGCCAGTTCCGCTGGCGGCATTTTAACTTTCTTTAATGA -3
3'- GGGTGTCGGCGGTCAAGGCGACCGCCGTAAAATTGAAAGAAATTACT

DNA

.................................

RNA-transkript 5'- CCCACAGCCGCCAGUUCCGCUGGCGGCAUUUU OH-3

slozena RNA

r—r=—r=r’
5-CCCAC

> 0000000 C

l rychlé skladani RNA

Slozeny fetézec RNA
napomaha terminaci fetézce.

e o o 0 0 0 0 o
>OG)G)OG)OCOO

UUUU OH3

- 51




prokaryot translace
navazuje na transkripci

transkripty (RNA) genu podiéhaji translaci
na mnoha ribozomech souc¢asné

s

smeér transkripce

ribozomy
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Take home message

syntéza RNA probiha ve tfech fazich : iniciace, elongace a
terminace

RNA-polymerazy jsou slozité vicepodjednotkove proteiny, které
katalyzuji syntézu viakna RNA komplementarniho templatovému
vilaknu DNA

kovalentni prodluzovani fetézcu RNA probiha uvnitf oblasti
lokalniho rozvinuti DNA

elongace konc€i v mistech, kde RNA-polymeraza zaznamena
signal pro terminaci transkripce
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Transkripce a upravy
RNA u eukaryot

odliSnosti od prokaryot:

= RNA je syntetizovana v jadre, ale proteiny v cytoplazmé
= transkripty jsou monogenni

= populace primarnich transkriptt obsahujicich prepisy
IntronU a exonu se oznacuje heterogenni jaderna RNA
(hNRNA, pre-mRNA)
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Transkripce a upravy
RNA u eukaryot

odliSnosti od prokaryot:

3 typy RNA-polymeraz (I, Il, lll), které jsou strukturné podobné, ale
prepisuji ruzné typy genu

primarni transkripty gent kodujicich polypeptidy podiehaji pred
transportem do cytoplazmy tfem modifikacim

- na 5°-konce primarnich transkriptu se vaze 7-metylguanozinova
cepicka

- na 3"-konce primarnich transkriptu se vazou useky poly(A)

(t]. sekvence 20 - 200 A)

- z primarnich transkriptu se pred translaci vyst Fihuji introny
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Modifikace eukaryotickych
transkriptu

intron
'—/\—|
DNA
transkripce
pre-mRNA —
OH /CH3
+
NT N
[
H NS N
o
H O—HP o Q o P”o CH bé RO,
o I R TR 7 NG et
iy o o O o K'5'konci
0 A se pipojuje
7-metylguanozin 0 25_CH 7-MG Ceplcka.
I
0=i|’—0— riboza
& Y
5-cepicka
8o -
© Frivojuie -AAAAA(A) 150 AAAACH
\ se tsek -
[ polya).
5'-Gepicka sk 3'-poly(A)
RO,
0 Intron
se vyStépi.
Y
5'-Cepicka tsek 3"-poly(A)
Y

mRNA  5'-Cepicka m——  (j5ck 3 -poly(A)



Tri typy RNA-polymeraz
eukaryot

odliSnost v typu pfepisovanych genu:
= RNA-polymeraza | : geny kodujici rRNA (5,8S, 18S a 28S)

= RNA-polymeraza Il : geny kodujici mRNA (proteiny), miRNA, siRNA

a vetsSinu snRNA

= RNA-polymeraza lll : geny kodujici tRNA, rRNA (5S), nékteré snRNA

a dalsi malé RNA

TABLE 11.1

Characteristics of the Three RNA Polymerases of Eukaryotes

Enzyme Location Products Sensitivity to a-Amanitin
RNA polymerase | Nucleolus Ribosomal RNAs, excluding 5S rRNA No sensitivity

RNA polymerase I Nucleus Nuclear pre-mRNAs Complete sensitivity
RNA polymerase lll Nucleus tRNAs, 5S rRNA, and other small nuclear RNAs Intermediate sensitivity
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Viastnosti eukaryotickych
RNA-polymeraz

obsahuji 10 nebo vice podjednotek

pro spravnou funkci nutnd pomoc vétsiho poctu transkripcnich
faktoru

jednotliveé typy se liSi citlivosti k houbovému jedu a-amanitinu,
ktery funguje jako inhibitor RNA polymerazy Il a Il

producentem a-amanitinu je nékolik muchomuarek (Amanita):
- RNA-polymeraza | je zcela rezistentni

- RNA-polymeraza Il je citliva i k nizkym koncentracim

- RNA-polymeraza lll je citliva k vySSim koncentracim
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Iniciace transkripce eukaryot

= narozdil od prokaryot zavisla na pomocnych proteinech,
které se vazou na promotory a ucastni se tvorby iniciacnhiho komplexu

= teprve nasledné se k DNA pfipojuje RNA-polymeraza
=  RNA-polymerazy I, Il a lll pouzivaji rizné promotory

TATA box a CAAT box jsou pfitomny u promotord vétSiny gent RNA-pol |

oktamerovy GC CAAT GC TATA

box box box box box poCatek
transkriEc_e_>

220 -100

' 140

ATTTGCAT GGGCGG  GGCCAATCT GGGCGG TATAAAA
konzervativni konzervativni  konzervativni konzervativni konzervativni
sekvence sekvence sekvence sekvence sekvence
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Hlavni slozky eukaryotickych
promotoru RNA-pol I

2 hlavni konzervativni elementy:

TATA box:
= konzervativni sekvence TATAAAA v netemplatovem viakné
= umistén v oblasti -30

= dllezity pro spravne umisteni transkripcnich faktoru vzhledem
k pocatku transkripce

CAAT box:

= konzervativni sekvence GGCCAATCT v netemplatovém viakné
= umistén v oblasti -80

= ovliviuje ucinnost iniciace transkripce
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Zakladni transkripcni faktory

uvadéji RNA-polymerazu presné na promotor a ke startovacimu
nukleotidu

podileji se na rozvolnéni fetézcu DNA pred zacatkem transkripce

uvoliuji RNA-polymerazu z promotoru pfi pfechodu z iniciace do
elongace

funguji na temér vsech promotorech RNA-polymerazy Il

oznacuji se TFIIX (Transcription Factor for Polymerase Il, kde X je
pismeno specifické pro dany faktor)
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Iniciace transkripce

RNA-pol. II

zakladni TF musi s promotory
reagovat ve spravnem poradi:

TFIID (a nékolik malych proteinu)
rozeznava a vaze TATA box

nasleduje vazba TFIIA a po ném
TFIIB

-50

-30 -10 +10

+30)

| | I
1—> misto pocatku

+‘1 transkripce

R0,

© o TATA box
se vaze TFIID.

+R O

o K iniciaénimu

komplexu se pfipojuje TFIIA. l
[— >

R0,

o K iniciatnimu

komplexu se vaze TFIIB. l




Iniciace transkripce
RNA- pol. I

TFIIF se nejdfive spoji s RNA-pol Il a
25, or o 2N S RINATE N
spolecne se pripojuji k iniciaCnimu komplexu i R
ktery ma rozplétaci aktivitu;
zaroven se pfipojuje

TFIIF ma schopnost lokalné rozvinout DNA polymeraza Il

odminka iniciace ,
¢ ) .‘l ‘
AT LTI TTTT NPT 1T T Ty

pripojuje se TFIIE

o K iniciacnimu
komplexu se vaze TFIIE.

k TFIIE se pak pfipojuji TFIIH a TFIIJ o, o l |

TFIIH ma helikazovou aktivitu a pohybuje se
béhem elongace podél DNA s RNA-
polymerazou Il — tvori transkripcni bubliny

TFIIH rovnéz fosforyluje RNA-polymerazu ll,

‘ RNA-polymeréza |l

¢imz meéni jeji konformaci, uvoliuji se
zakladni transkripcni faktory a zacCina
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RNA-pol. |l spolupracuje
s dalsimi proteiny

= aktivatory transkripce: vazou se
do specifickeho mista DNA
(,enhancer*) a pritahuji RNA-
polymerazu Il k promotoru

= Mmediatorovy komplex
zprostredkovava interakce mezi
aktivatory, RNA-polymerazou Il a

zakladnimi transkripcnimi faktory
= chromatin remodelujici

komplexy a enzymy : usnadnuji

pristup DNA v chromatinu

— activator protein

M . [ H H H e ——
1
enhancer L start of
(binding site for BINDING OF transcription
activator protein) GENERAL TRANSCRIPTION

FACTORS, RNA POLYMERASE,
MEDIATOR, CHROMATIN REMODELING
COMPLEXES, AND HISTONE ACETYLASES

chromatin
remodeling
complex

histone-modifying
enzyme

TRANSCRIPTION BEGINS
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Pri elongaci transkripce
eukaryot se RNA upravuje

nastava po uvoln éni inicia €nich cytoplasm
faktor i, RNA-pol Il se uvolnuje z nucleus
iniciacniho komplexu introns

C-koncova doména RNA-pol Il se
fosforyluje a tim méni konformaci
a méni se spektrum proteinu, se
kterymi interaguje

gene

primary RM& transcript l TRAMSCEIPTION
| I I S . .

l ADD 5 CAP AMD

REMNA Cap POLYCAY TAIL

B
l EM& SPLICING

mRNA (. 4444

| EXPORT

RNA-polymeraza Il se spojuje s
elongacnimi faktory

Y
s £z _: AT mRNA (e A A
v rane fazi elongace se modifikuje | TRansLaTIon
5°-konec transkriptu ¢epickou protein
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i Modifikace koncu transkriptu

pripojeni Cepicky na 5°-konec (,,capping®)
= pripojeni polyadenylacniho signalu na 3"-konec

= UmMozAuji bunce vyhodnotit, ze jsou oba konce k dispozici a ze
transkript je intaktni pred svym transportem z jadra do cytoplazmy

PIOCAEYOURC MENA coding noncoding
- sequence sequence 3
e
I DN
proteina protein proteiny
eucaryotic mRNA coding noncoding
sequence sequence
S 2 3’
PPP AAAAA ;50250
I
CH, 1
I |
5" cap S —
protein




iModifikace 5 -koncu transkriptu

nastava po syntéze prvnich cca 25-30 nukleotidi mRNA
pripojeni 7-metylguanosinu (Cepicky) na 5 -konec

7-methylguanosine

1
HO OH

5’ end of

primary transcript
1 1

5.’
CH,—P—P—P—CH,
5'

CH,

triphosphate £
bridge
CH,
OH
2

OH
5'-to-5'

P

CH

OH
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Modifikace 5 -koncu

transkriptu

= probih&a ve 3 navazujicich krocich:

- fosfataza odstranuje fosfat z 5°-
konce vznikajiciho transkriptu

- guanylyltransferaza na konec
navaze GTP (vazba 5°-5")

- metyltransferaza na guanozin
navaze metylovou skupinu

Rané stadium transkripce genu RNA-polymerazou |l.

RNA-polymeraza Il

pre-mRNA
5" T-MG" !

', 5'-Cepicka
\

) CH3—GpppNﬁJNp =

TCH3
2'-O-metyltransferaza
CH,~GpppNpNp ==

T guanin-7-metyltransferéza
GpppNpNp ==
w= PREP
7 | |
i guanylyltransferaza

N
~- GTP

5’- konec primarniho oppNpNp ==

transkriptu




K cemu je dobra cepicka?

Cepicka (,cap“)

pomaha bunce odliSit mMRNA od jinych typtd RNA

predstavuje vazebné misto pro ,,cap-binding complex®,
ktery napomaha sestfihu a exportu transkriptu z jadra

J€ast na iniciaci translace — rozeznavana iniciacnimi proteiny

ochrana transkriptd pfed nukleazami
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Terminace transkripce
a pridani poly(A)

= transkripce probiha za misto, které se stane
3"-koncem transkriptu

RNA-polymeraza ||

= v mist& vzdaleném 10-30 nukleotid po proudu| s &\\7“ o~ o
transkripce od konzervativni sekvence ¥ ‘ ; \‘ I
AAUAAA dochazi k endonukleolytickemu . /3%l
§tépenl' PR AAUAAA \bohaté na GU

RO,
{-of Stépeni endonukleazou. endogltlé(g)teec:ytické
= po rozstépeni RNA se pripojuje k 3"-konci

transkriptu usek cca 200 e i ————
adenozinmonofosfatovych zbytk( - poly(A); AR

katalyzovano poly(A)-polymerazou G P oo l
poly(A)-polymerazou.
Vyznam polyadenylace: . I
- zvyseni stability transkriptu e ——
- UCast na transportu transkriptu do Jsek poly(%)

cytoplazmy
50



Editace RNA

posttranskripcni Upravy mRNA
vyjimka z pravidla, Ze se geneticka informace v prubéhu exprese neméni

zmeéna informace v transkriptu:
= Vv dUsledku zmény struktury jednotlivych bazi
= inzerci nebo deleci zbytkd uridinmonofosfatu
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Editace RNA zmenou bazi

vzacna, objevena pfi studiu exprese genu pro apolipoprotein

apolipoproteiny zajistuji transport nékterych tukt v krvi

NH, 0
(é\N — (U NH
v jatrech mRNA apoB kdduje velky protein (4563 AK) N/&O N/J\O
H H

ve stfevé mMRNA apoB kdduje mensi protein (2153 AK)

dusledek premény C na U vedouci k terminaénimu kodonu UAA uvnitf
pre-mRNA apoB

premeéna C na U katalyzovana sekvencné specifickym proteinem,
ktery zajiStuje oxidativni deaminaci cytozinu
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Editace RNA zmenou bazi

5' CAA 5'
S RO |

DNA 3
Liver Tg ans{qr iption t Intestine
and splicing ou L
of intron sequences RNA-binding
Unedited deaminase
mRNA
5= ( A A === 3' 5 @ 3

RNA editing:
oxidative
deamination
of cytosine

Edited

mRNA

l Translation
Y

COOH
H,N COOH

H,N

Apolipoprotein Apolipoprotein
4563 amino acids long 2153 amino acids long



Editace inzerci nebo deleci
zbytku uridinmonofosfatu

i

= popsana u mitochondrii Trypanosom (puvodcu spavé nemaoci)
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Editace inzerci nebo deleci
zbytku uridinmonofosfatu

transkripty se pozménuiji inzerci (vzacnéji deleci) zbytkt uridinmonofosfatu
nasledkem je zména kodujiciho smyslu transkriptu

zprostredkovano vedoucimi (guide) gRNA , coz jsou produkty transkripce
specifickych mitochondrialnich genu

uréita komplementarita mezi vedoucimi RNA a useky pre-mRNA, které maji
byt editovany umoznuje jejich ¢aste¢né parovani

nékteré baze A v gRNA zustavaji po vazbé na pre-mRNA nesparovany
editaci katalyzuje multiproteinovy komplex: editozom , ktery se pohybuje po
castecné dvouretézcovem hybridu pre-mRNA-gRNA

kdyz narazi na nesparované nukleotidy (A), gRNA slouzi jako templat, podle
kterého se do pre-mRNA zaclenuji U (komplementarni k nesparovanym A v
gRNA)

pozustatek davného svéta RNA?
primitivni zpusob regulace genové exprese?
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Editace inzerci nebo deleci
zbytku uridinmonofosfatu

Addition of Uracil to ENA

DNA
‘ Transcription ofDNA to Fre-edifed RNA
CAGCUGCCAATUTGCGCATTCCAACCGGATAC GLG .. Pre-edited
ENA
fruide ANA gives template forediting
UCGACGOIIAACGAACGIIALGAGIILGGCCILAILG oRN&
GAGCUIGCCAATTGE GCAUDUC CAACCGGAUAC .. Pre-edited
ENA

l Editing of pre-mRNA
e G L UG L L2 A N LG LG Ca UL L 8 Ll b Edited RNA

|

Translation o profein or other pathvay



Prerusovane geny eukaryot

= 1977: objev nekddujicich sekvenci — intron U (,intervening sequences”)
- které prerusuji sekvence s kodujici funkci - exony (exprimovaneé
useky)

Richard J. Roberts
(*1943)

Phillip Allen Sharp
(*1944)

=06 NEW ENGLAND

"BioLabs

vedouci pracovnik
biotechnologické

Nobelova cena za fyziologii a
mediCinu V roce 1993 f|rmy New Eng|and

Biogen ldec Biolabs

spoluzakladatel firmy
biotechnologické firmy
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Prerusovane geny eukaryot

= pocetintronu a jejich délka u raznych gena znacné kolisa
= exony i introny jsou podrobeny transkripci za vzniku hnRNA

= prepisy intronu jsou nasledné z hnRNA odstranény sestfihem
za vzniku zralé mRNA

= teprve zralda mMRNA se transportuje do cytoplazmy,
aby se podrobila translaci

mRNA R e
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Biologicky vyznam intronu

vliv na genovou expresi (vazebna mista pro regulatory)
poskytuji evolucni vyhodu zvySenim rychlosti,

se kterou se mohou exony preskupovat rekombinaci
podil na alternativnim sestfihu

zdroj regulaénich RNA
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Odstranéni intronu:

sestfih (,splicing“) RNA

= pozadavek vysoké presnosti
(na 1 nukleotid)

= na hranicich intron/exon jsou
konzervativni sekvence;

exon-GU....intron....AG-exon

[DNA

I{)rimérni
ranskript

[MRNA

[polypeptid

5 exon1 intron A exon 2 intron B exon3 3
[ I |
VRN ! ’ ’
kodon n . kodon n + 1

intron B

NTIRRY

¢ transkripce

¢ dpravy RNA

..exon1 exon2 exon3 .’
I [ I

kodonn n+1

¢ translace

NANAAANAAANANS
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Typy intronu

= introny jaderné pre-mRNA
= typické dinukleotidy na hranicich intron/exon
= konzervativni sekvence v blizkosti 3"-konce

= nhetvori zadnou charakteristickou sekundarni strukturu
= VyStépuji se pomoci spliceozomu

= introny v organelach (mitochondrie, chloroplasty)

vyStépuji se z RNA autokatalyticky (,auto-splicing®, ,self-splicing®,
samosestrih)

= nepozaduji proteinovou enzymovou aktivitu
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Odstranéni intronu:
tFi ruzné mechanismy

= introny prekurzoru tRNA se vystepuji presnym endonukleolytickym
Stépenim, po kterém nasleduje ligace

= introny nekterych prekurzoru rRNA se vysteépuji autokatalyticky
(bez UCasti proteinu)

= introny prekurzoru jadernych mRNA se vystepuji dvoufazovou
reakcl, kterou zajisStuji ribonukleoproteinové ¢astice spliceozom u
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Sestrih prekurzoru tRNA

faze 1.
sestrihova endonukleaza navazana k jaderné membrané prerusi

1. Endo- 2. Phospho-

2'3 l:!.rl:lu:
nuclease phosphate  diesterase

3. Kinase (ATP)  Spliced

Intron of 4. Ligase (ATP)  RNA
10-20 + 5. Phosphatase
nucleotides

O

Excisedintron

prekurzorovou tRNA presné na koncich intronu
na specifité reakce se podili trojrozmérna struktura RNA

faze 2:

sestfihova ligaza spoji pfislusné dva fragmenty tRNA k sobé za
vzniku zralé tRNA
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Autokatalyticky sestrih
prekurzoru rRNA (samosestrih)

nevyzaduje externi zdroj energie
nevyzaduje katalytickou aktivitu proteinu

probiha formou serii prenosu fosfoesterovych vazeb;
zadna noveé nevznika, ani nezanika (transesterifikace)

pozadavek na guaninovy nukleotid s volnou 3"-OH
skupinou (GTP, GDP nebo GMP)

intron se postupnym prenosem fosfoesterovych vazeb
se zapojenim volného G vyStépuje a cirkularizuje
(vznika lasovita struktura) " Thomas R. Cech

sekundarni struktura intronu zajisti pozadovanou (1947)
blizkost obou spojeni intron-exon

mechanismus objeven u prekurozord rRNA Tetrahymena thermofila,
ale probiha rovnéz u dalSich nizSich eukaryot a u prekurzoru rRNA,
tRNA a mRNA mitochondrii a chloroplastu raznych druht
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) exon 2

prekurzor rRNA 5P OH 3

*_Ro,f_
° Fosfoesterova vazba
se pfenese ze spojeni

Samosestrih
e pri tvorbe

exonem 1 a intronem
e rRNA

5' P — ks

intron

807
a Fosfoesterova vazba
se pfenese ze spojeni
intron-exon 2 na 3’-konec
exonu 1, exony 1 a 2 se spoji.

vyStépeny

sestfizena rRNA 5 P — = OH 3' 0 intron

e Intron se cirkularizuje
pfenosem vnitini
fosfoesterové vazby.

+ uzavieny

intron

fragment
intronu

Op4
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Sestrih pre-mRNA
zajist'uji spliceozomy

Spliceozom

= komplex cca 40 protein i a
RNA pfipominajici ribozom

= obsahuje malé molekuly RNA,
tzv. snRNA (U1, U2, U4, U5, U6)

= neéktere z nich se spojuji s proteiny za vzniku snRNP
(small nuclear ribonucleoproteins)
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Funkce snRNP pri sestrihu

SnRNP Ul a U2 se
vazou na 5" -sestfihové
misto (GU) a A uvnitf
intronu v misté
budouciho vétveni

podileji se na sestaveni
spliceozomu, preruseni
cukr-fosfatove kostry v

5- sestrihovém misté

5'

exon 1 intron exon 2
A A
| I I |
GU A AG
) N '
5'- sestfihové misto vétveni 3'- sestfihové
misto misto

@‘

RO
0 snRNP U1 se vaze na 5'- sestfihové misto
a snRNP U2 se vaze na misto vétveni.

RO,
0 Sestavuje se Uplny spliceozom
a Stépi transkript v 5'- sestfihovém misté.

Stépené
5'- sestfihové misto




Funkce snRNP pri sestrihu

vytvoreni vazby mezi koncovym G
a vnitrnim intronovym A

vznika lasovita struktura
ze spliceozomu se uvoliuji Ul a U4

Stepi se 3" -sestfihové misto, exony
se spoji obvyklou 5°- 3°
fosfodiesterovou vazbou

5'- sestfihové misto

5|

Stépené

exon 1

\):?\O,f_
e 5’- konec intronu se pfipojuje
k Av misté vétveni za vzniku
lasovité struktury, uvoliiuji se U1 a U4.

B0z
o Stépi se 3'- sestfihové misto
a 5'- konec exonu 2 se pfipojuje
k 3'- konci exonu 1. Intron se uvolfiuje
ve tvaru lasa spolu s snRNP U2, U5 a U6.

|
/ exon 2

] 3

sestfizena mRNA




Alternativni — — = ————
|

sestrih st ; ,,;a__a

Altemative

Splicing #/ | \
= rUzné spojovani stejnych exonu

= odhad: 95 % gentl podiéha BT D

alternativnimu sestrihu e |

= zdroj rozmanitosti izoforem
proteintl kddovanych stejnymi @ @ bpwn
geny (u Clovéka cca 20 000 genu,

150 000 proteinu)

= funkce proteinovych izoforem se mohou podstatné liSit

= varianty sestfihu mohou byt preferovany podle aktualnich podminek,
tkanove specifity, apod.

= UCast regulacnich proteinu, které se vazou na DNA

(enhancery, silencery) a napomahaji sestfihu v urcité varianté
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Sestrih proteinu

= objeven v roce 1990 (Anraku a Stevens)

= jiny mechanismus, stejny princip jako u sestfihu RNA
= vyStépeni vnitfni ¢asti proteinu (inteinu)

= fuze zbyvajicich €asti proteinu (exteinu)

= popsan u bakterii, archei, rostlin, kvasinek i ¢lovéka

released

S intein
intain |

protein splicing
'l
Nl ® [ ﬁ
- —

N-extein C-extein
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Take home message

intronoveé sekvence se vystépuji z transkripttl RNA pred transportem
do cytoplazmy

introny prekurzoru tRNA se vystépuji postupnym pusobenim
sestfihove endonukleazy a ligazy
introny nékterych typt RNA podléhaji autokatalytickému sestrihu

introny jadernych pre-mRNA se vyStépuji pusobenim
ribonukleoproteinovych struktur zvanych spliceozomy

vysStépeni intronu musi byt presné na urovni jednotlivych nukleotidu,
aby bylo zajiSténo spravné cteni exonovych kodonu pfi translaci

variabilita produktu alternativniho sestfihu zvySuje Cetnost
proteinovych variant vytvoFenych expresi téze genetické informace

Teling afendanee in Hhe genome

Here
Absent) [ hbsent ) Here)
, - <
°° P© h C x*)

http:#/biocomicals.blogSpokcom 7 1




