Molekularni biologie

4. Transkripce

Transkripce (prepis) genetické informace z DNA do RNA
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Osnova

1. Transkripce (prokaryotického) bakterialniho
genomu

2. Transkripce eukaryotického genomu

3. Posttranskripcni upravy RNA a mechanizmy
sestrihu



Replikace vs. genova exprese Y.
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Pfenos genetické informace: TRANSCRIPTION l DNA
. . _ , e W
* replikace (prenos z DNA do DNA, z generaci na generaci), l mRNA
. . . : Ribosome
* z DNA do proteinu (2 kroky: transkripce a translace — TRANSLATION | o ~—
exprese genetické informace/genova exprese). polypeptide

Replikace vs. transkripce

Transkripce (syntéza RNA) katalyzovana RNA polymerazou je v mnoha ohledech podobna

syntéze DNA (replikaci).

Hlavni rozdily:
1. Prekurzory jsou ribonukleozidtrifosfaty misto deoxyribonukleozidtrifosfatu.
2. RNA polymerdza misto DNA polymerazy.

3. Pouze 1 vlakno DNA (transkript) slouZi jako templat (predloha) pro syntézu

komplementdrniho viakna RNA.

4. Transkripce zacina navdzanim RNA-polymerdzy na specifickou sekvenci - promotor

(replikace zacind nasednutim primeru).



Transkripce obecne

Transkripce je prenos genetické informace z DNA do RNA; translace je pfenos z RNA

do proteinu.

Pouze 1 vlakno DNA (transkript) slouzi jako templat (prfedloha) pro syntézu

komplementarniho vlakna RNA pomoci enzymu RNA-polymeraza.

RNA-polymerdaza se vaze na specifickou sekvenci (promotor — pocatek transkripce)
spolu s transkripénimi faktory. Vznika transkripcni bublina: lokalni rozvinuti DNA
pomoci RNA-polymerazy.

Syntéza RNA probiha v smére 5= 3" z promotoru pfipajenim ribonukleozidtrifosfatl

na zakladé komplementarity: pravidla o parovani bazi.

Pravidla o parovani bazi jsou stejné jako pfri replikaci az na jeden rozdil: v._ RNA se

adenin paruje s uracilem (v DNA se adenin paruje s tyminem).

Vznikla molekula RNA je komplementarni k templatové DNA.
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RNA

(ribonukleova kyselina)

5 hlavnich typti RNA: mRNA (messengerova; mediatorova), rRNA (ribozomova), tRNA

(transferova), snRNA (mala jaderna), miRNA (mikroRNA).

Jenom mRNA podléha translaci do proteintli. Ostatni typy RNA jsou jiz konec¢né funkéni

produkty.
Transkripci strukturnich genti vznikd mRNA.

Funkce mRNA: funguji jako spojky prenasejici genetickou informaci z DNA do ribozom, kde

probihd proteosyntéza (samotny vznik proteina).
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Transkripce
prokaryot versus eukaryot

Zakladni rysy transkripce jsou stejné, ale v mnoha detailech se lisi.

Prokaryota Eukaryota

Misto transkripce: v cytoplazmé. Misto transkripce: v jadru.

Transkripce a translace jsou

Simultanni transkripce a translace. " y v
oddéleny Casove i mistne.

MRNA je prfimo pfepisovana z Z templatu DNA jsou vytvoreny pre-
templatu DNA bez uprav. MRNA, které jsou dale upravovany.

RNA-polymeraza se sklada z 5

sodiednotek. Jen jeden typ RNA-polymeraza se sklada z 10-17

podjednotek. 5 typl polymeraz.

polymerazy.
RNA-polymeraza spolu se sigma RNA-polymeraza rozpoznava
faktorem se pfimo vazou na promotor pomoci transkripcnich

promotor. faktoru.



Transkripce prokaryot



Transkripce prokaryot

Cast DNA pfepisovana do RNA se oznacuje jako transkripéni
jednotka — muzZe zahrnovat az nékolik genu.

Vznikla RNA je tzv. primarni transkript, ktery je Casto
polygenni/polycistronni (typické pro bakterie).
3 faze transkripce: (1.) iniciace nového retézce RNA, (2.)

elongace retézce a (3.) terminace transkripce uvolnénim
vzniklé RNA.

Kompletni RNA-polymeraza (holoenzym) — jeden typ s 5
podjednotkami.

Sigma
factor

Core enzyme RNA polymerase
(Holoenzyme)



o factor promoter
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3 faze iniciace: = —
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1. vazba holoenzymu RNA polymerazy na promotor na DNA, \ |
-

2. lokalni rozvinuti obou viaken DNA pomoci RNA-
polymerazy — vznik volného templatového viakna DNA,

3. tvorba prvnich osmi aZ deviti fosfodiesterovych vazeb. & 2
.

Po 3. kroku iniciace se pak uvolni sigma faktor a 3/
RNA-polymeraza zahaji fazi elongace.

RNA




Promotor je specificka sekvence DNA, ktera je soucasti
transkripcni jednotky, naseda na néj RNA-polymeraza.

. Lisi se urcitymi specifickymi sekvencemi, co ovliviuje miru
afinity k RNA-polymeraze.

- Silny/slaby promotor - vysokda/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 /

-39 Box -10 Box -1 +1 Transcribed Region

DNA

17(+1) b
TTGACA |e—arr

Consensus

TATAAT

Consensus

A 4

Optimal Inter-base Distance



Transkripéni jednotka (operon) je cast DNA
prepisovana do RNA slozena z promotoru,
operatoru a genu. Je rizena promotorem a
také regulacni oblasti — operatorem.

Na operator se muze vazat regulacni protein
represor, ktery zastavuje transkripci.

OPEFION

Regulatory Promoter Operator Lactose-utilization genes

/ ~—RNA polymerase
Active cannot attach to
Protein repressor promoter

Operon turned off (lactose absent)

mRNA




Shineova-Dalgarnova sekvence

. Je konzervativni sekvence v prokaryotickych
MRNA, ktera je komplementarni k sekvenci v
blizkosti 5' konce 16S rRNA.

- Nachazi se mezi promotorem (popf. za
operatorem) a prvnim strukturnim genem.

. ZajiStuje vazbu na ribozom a nepieklada se.

Shineova-Dalgarnova sekvence: 5' AGGA 3’
Sekvence na ribozomu: 3" UCCU 5

- Pokud primarni transkript neobsahuje S-D sekvenci,
nemuze se vazat k ribozomu a pusobi jako funkéni RNA.

Shine-Dalgarno sequence

Prokaryotic mRNA 5/ AGCAGGUUUGACCUAUG 13

16S rRNA 3’ 5



2. Elongace  —

. Elongace (prodluzovani) retézce /“,\\5
RNA nastava po uvolnéni sigma faktoru z
RNA-polymerazy v misteé transkripcni  — oy,

_—
— pa—

oubliny. T

. RNA-polymeraza pfi svém pohybu v smére **

5' = 3' po DNA prubézné rozviji DNA a po

prepise obnovuje jeji vinuti.

. Vznikajici RNA retézec je vytésnhovan z
templatového DNA vlakna.

. Oblast prechodného parovani bazi mezi

rostoucim retézcem a templatem DNA je kratka,
pouze tri pary bazi.




3. Terminace

. Nastava v okamziku, kdy RNA-polymeraza
zachyti terminacni signal - rozpad
transkripcniho komplexu, uvolnéni vzniklé
RNA.

. 2 typy terminatoru transkripce:
A) nezavislé na rho-faktoru,
B) zavislé na rho-faktoru.



A) Terminatory nezavislé na rho

Tento typ terminatoru obsahuje oblast bohatou na
GC, za kterou nasleduje Sest a vice paru bazi AT
(oblast slabych vodikovych vazeb).

Oblasti bohaté na GC obsahuji invertovaneé repetice,
které se po transkripci paruji na zakladé
komplementarity a vytvareji vlasenkové struktury.
Vlasenky zpomaluji pohyb RNA-polymerazy po DNA —
prodluzovani je preruseno. Hairpi oop
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B) Terminatory zavislé na rho

Soucasti je rovnéz tvorba vlasenkové struktury, ktera
zastavuje RNA-polymerazu.

Terminatory zavislé na rho navic obsahuji sekvenci rut
(rho utilisation) v blizkosti 3' konce transkriptu,
zajistujici vazebné misto pro protein rho.

Rho se navaze na sekvenci rut a pohybuje se s RNA-
polymerazou.

Kdyz RNA-polymeraza narazi na vlasenku, zastavi se
a protein rho projede vlasenkou a svou helikazovou
aktivitou uvolni parovani mezi bazemi DNA a RNA (za
spotreby ATP) = uvoleni transkriptu.
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Prokaryoticka mRNA

 posttranskripcné se neupravuije a slouzi primo pro tvorbu polypeptidu.
« U prokaryot jsou geny polycistronni (vice genli na jednom transkriptu mRNA).
* Rozpad béhem nékolika minut ucinkem ribonukleazy (RNazy) ve sméru 5' - 3'.

* Translace mMRNA na ribozomu probiha soucasné s jeji transkripci. Polypeptidovy
retézec se zacne syntetizovat jesté pred ukoncenim transkripce.

* Rychlosti: 40 nukleotidl za sekundu; 13 aminokyselin za sekundu; az 15 iniciaci
transkripce za minutu u jedné transkrip¢ni jednotky.

Direction of
. o . o transcription RNA
Polyribozom: vice ribozomu na . /F”:“W,mm,5“E
jedné mRNA urychluje translaci. \
e e _________-"""‘-..
b
Spojeni transkripce s translaci }Polyrlhnsome
umoznuje efektivni syntézu GQ
proteint (napf: 15 molekul G
mMRNA, kazda pokryta 30 B e
ribozomy). ——
T RNA Polypeptide

Reprinted with permigsion frem O. L. Miller . Jr., B. &, Hamkalo, and C. & . Thomas, Jr.
Science 160 (1870):382, Copyright © 1570 American Associabon for the Advancemant of Scienca
1080 Addson Waealey Longman, nc



Prokaryoticka rRNA

e \/ytvari spolu se specifickymi bilkovinami bunécnou strukturu — ribozom.

* Geny pro rRNA na chromozomu v 5-9 kopiich.

» Kazda transkripcni jednotka ma 2 promotory (P1, P2) a 2 termindatory (T1, T2)
* Mezi nékterymi geny jsou vmezereny geny pro tRNA

* Nejprve prepis do pre-rRNA: sedimentacni koeficient 30S

* 30S jsou Stépeny RNazou lll na sekvence 5S, 16S a 23S

geny
~~_ tRNA
promotory l "\ /’
transkripce terminatory
pre-rRNA

W
posttranskripéni Gprava

{vystepeni funkénich produkti)

16S-rRNA tRNA  23S-rRNA  5S-rRNA tRNA

Jednotka S (Svedberg) - sedimentacni koeficient
(veli¢ina uddvd Cas, za ktery probéhne sedimentace dané makromolekuly pfi jeji ultracentrifugaci)



Prokaryoticka tRNA

e Zajistuje prenos aminokyselin pro zaclenéni do polypeptidového retézce pfri
translaci.

* jen jeden promotor, posledni gen je strukturni (napf. pro elongaéni faktor EF-Tu)
* strukturni gen umoznuje vazbu na ribozom, protoze obsahuje Shineovu-Dalgarnovu sekvenci

pre-tRNA l

posttranskrip€ni Gprava
(vystépeni funk&nich produkti)

T
oFo ofe  ofo ofo sgm mRMA 4

tRNA tRNA {RNA tRNA ==




Transkripce eukaryot



Transkripce eukaryot

Slozitéjsi — RNA se syntetizuje v jadre — vznik
primarnich transkriptl - mRNA se musi prenést k
ribozomum do cytoplazmy.

Kazda molekula eukaryotické mRNA obsahuje oblast
pouze 1 genu (jsou monogenni) - monocistronni
mRNA (u prokaryot polycistronni).

5 riznych RNA polymeraz.

Pre-mRNA podléha 3 zakladnim post-transkripcnim
modifikacim.

Soubor primarnich transkriptl v jadre se nazyva
heterogenni jaderna RNA (hnRNA).

RNA-transkripty uz béhem syntézy pokryvaji RNA-vazebné proteiny, které jich
chrani béhem udprav a transportu pred ribonukledazami.

Polocas rozpadu eukaryotické RNA: cca 5 hodin, u prokaryotické RNA: cca 5 minut.
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3 modifikace RNA

1. K 5'-koncum primarnich transkriptl se
pripojuji 7-metylguanozinové cepicky.

2. Ke 3'-koncum se pripojuji Useky poly(A) -
polyadenilaci vznikaji polyadenozinové
ocasky (20-200 nukleotidu).

3. Pokud jsou pritomny introny, probiha jejich
vystepeni. 1

L



Typy RNA

Kédujici RNA
- Informace z DNA je prenesena pomoci mRNA do
ribozomu, kde je prelozena do sekvence
aminokyselin tvoricich proteiny.
- Tvori asi jen 3% vsech transkriptu.
. Patri sem exony v pre-mRNA: prekurzorova mRNA
(téz hnRNA).

Nekddujici RNA
. Cca 97% transkriptld — regulacni funkce.
- Tvori ji zejména introny vystrizené z mRNA, rRNA,
tRNA a regulacni RNA (snRNA, miRNA, siRNA atd.).




Regulacni RNA

Jsou to kratké molekuly RNA se sekvenci
komplementarni k urcitym castem mRNA
nebo DNA.

- Maji schopnost inhibovat genovou expresi vazbou na mRNA.

- PUsobi mechanismem RNA interference (RNAi) — dvouvldknova RNA
brani expresi genu , ktery je alespon ¢astecné homologni s touto RNA.
- Patri sem:
— miRNA (microRNA)
} regulace genové exprese
— siRNA (small inhibitory RNA)

The Nobel Prize in
Physiology or Medicine
2006




miRNA
Kratké interferujici RNA, 21-22 nukleotidu,
vznika z pre-miRNA.
Funkce: RNA silencing a post-transkripcni
regulace genové exprese.

RNA silencing: Stépeni retézce mRNA na dva kusy (endonukleazami),
destabilizace mRNA zkracenim poly(A) konce (drivéjsi degradace exonukledazami).

Post-transkripcni regulace genové exprese: parovani s komplementarnimi
sekvencemi mRNA — sniZeni ucinnosti translace do proteinu na ribozomu (fyzicky

blokuje).
siRNA

Mala inhibi¢ni RNA, 20-25 nukleotidu.

Funkce: post-transkripcni RNA silencing.



5 typu RNA-polymeraz

- Slozitéjsi, pro zahajeni transkripce vyzaduji pomoc
proteinl: transkripcnich faktoru.

. Kazda ma svuj specificky promotor (bakterie: jeden
typ RNA-polymerazy a jeden typ promotoru)

RNA-polymeraza | Jadérko rRNA, kromé 5S rRNA
RNA-polymeraza ll Jadro Jaderné pre-mRNA
RNA-polymeraza lll  Jadro ggﬁl’;’s (RG]
RNA-polymeraza IV Jadro (rostlina) x?é?\lig;eﬁer“j RN
Nékteré siRNA +
RNA-polymeraza V Jadro (rostlina) nekodujici transkripty

siRNA



1. IniCiace (RNA-polymeraza Il)

Navazani transkripcniho faktoru (TF) na
promotor DNA - vytvoreni iniciacniho
komplexu pro navazani RNA-pol. Il.

Transkripcéni faktory

Vyzaduje spoluticast nékolika zakladnich (bazalnich)
transkripcnich faktoru (TF).

U&innost iniciace ovliviuji dal3i TF a regulaéni sekvence
zesilovace (enhancers) a tlumice (silencers).

Pro efektivni iniciaci musi zakladni TF interagovat s
promotory ve spravnim poradi.
Vsechny zakladni TF se oznacuji TFIIX.



Promotory (RNA-pol. i)

Konzervativni krdtké sekvence na DNA rozpoznavany TF.

1. TATA-box (téZ Hognesstivbox): TATAAAA
- Nejblize k mistu zacatku transkripce (nuleotid +1).
- Ma ddlezitou ulohu pri za¢atku transkripce: vazba TFIID - specificky rozeznavan
RNA-polymerazou ll.

2. CAAT-box: GGCCAATCT
- Nukleotidy -75 az -80.
- Vazba TF CTF/NF1, zvysuje silu promotoru (enhancer).

3.GC-box:GGGCGG
- nukleotid -90.
- vazba TF SP1, zvysuje silu promotoru (enhancer).
- je fosforylovan proteinkinazou vazanou na DNA - stimulace tvorby
predinicia¢niho komplexu

obecné bazalni

- umozn uje vaz bu TFIID na TATA-box. transkripéni faktory transkripcni startovact

faktor

4. Oktamer: ATTTGCAT

Y e, T—TATAAAA—|PyAPyPyPyPyPy
-vaze se na konstitutivni TF OCT-1

ATTTGCAT — GGGCGG—GGCCAATC

- \ -100 80 <75 -30

- Inr-element

. . . o, konventni sekvence elementt eukaryotického promotoru ?igﬁ:i%tor]
5. Startovaci nukleotid: Iniciator (Inr-element) L , )

ey Promotory ruznych genu se lisi poctem, Provozni geny maji jen

- Obvykle A Uvnltr Useku S umisténim a kombinaci téchto elementu. inr-element bez
AT ’ . . Véechny promotory vSak musi obsahovat TATA-b_oxgox}
pyrimidinovymi bazemi (C nebo T) juden nelbb vice element, aby mohly zahi- (Hognessuv box).

iit bazalni transkripci.



DNA E * S‘BT}D t
1. In IClaCeé (RNA-polymeraza 1) Q TriDbinss 1o l/./}_ )
1. Navazani TFIID na promotorv = c.ceee |- ® @

misté TATA-boxu.

2. Postupné navazovani dalSich TF
(TFIIA+B+D+F+E+H).

3. Vytvoreni iniciaéniho
transkripcniho komplexu:
zacatek elongace pre-mRNA.

Vyznam transkripcnich faktoru:

"Umoznuji rozeznat mista, kam se mad navdzat RNA-
polymerdaza Il a aktivuji ji."




2. Elongace a pripojeni cepicky na 5'
konec RNA

. RNA-polymeraza Il elonguje retézec RNA
stejnym mechanizmem jako u prokaryot.

. Na pocatku elongace se modifikuji 5' konce
pre-mRNA pridanim 7-metylguanozinové
cepicky.

. Funkce cepicky: ochrana pred degradaci a

Primary RNA iranscript

iniciace translace. Exon 1 PNTETRESEEERTER Exon 3
l RNA processing

Spliced RNA
Exon1l Exon2 Exon 3 AAAAAAA
5 cap \ / Poly-A tall

5" untranslated 3" untranslated
region region



3. Terminace a pridani poly(A) na
3' konec RNA

. 3" konec RNA vznika endonukleazovym
Stépenim primarniho transkriptu (nikoli
terminaci transkripce):

®* Posméruv misté vzdaleném 11-30 nukleotidl od polyadenylacniho signalu (AAUAAA).
®*  Proti sméru v misté bohaté na GC na konci transkripc¢ni jednotky.

. Po vytvoreni 3' konce RNA: poly(A)-polymeraza
pridava na 3' konec az 200 zbytku
adenozinmonofosfatu - polyadenylace.

Funkce poly(A) konce: e
ochrana pred degradaci, export |
z jadra do cytoplazmy. o ——

Vznik pre-mRNA. A

;
5’ cap U,[ AAUAAA AAAAAAAAAAA ...

Poly(A) tail



Post-transkripcni upravy RNA a
mechanizmy sestrihu



Post-transkripcni upravy RNA

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

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

- uprava 5'-konce pre-mRNA tzv. cepickou

- polyadenylace 3'-konce pre-mRNA

b) Gprava primarni struktury: sestrih (vystfizeni intronu

), ed |ta ce. Primary transcript (pre-mRNA)
5’ Exon Intron Exon Intron Exon 3
1 30 31 104 105 146
Intron (intragenic region): nekodujici sekvence RNA uvnitf genu, kterd je l Introns excised and
vystfiZena exons spliced together

Exon (expressed regions): kddujici sekvence RNA, preloZzend do proteinti
mRNA | m’G cap Poly(A) tail

1 146

= 2012 Pearson Education, Inc.



Sestrih RNA

3 mechanizmy sestrihu:

1. Introny pre-tRNA se vystepuji presnym
endonukleazovym stépenim - ligace.

2. Introny pre-rRNA se vystepuji autokatalytickou
reakci samotni molekulou RNA.

3. Introny pre-mRNA (hnRNA) se odstranuji
pomoci spliceozomov v jadre.

Sekvencni signaly pro sestrihy se nachazeji na
koncich intronu.



Sestrih pre-tRNA

2 faze:

1. Transkript se sestrihne na konci intronu
sestrihovou endonukleazou vazanou na
jaderni membrané.

2. Sestrihova ligaza spoji dve casti tRNA, vznika
zrala forma tRNA bez intronu.

Specifita reakci je dana v trojrozmeérné strukture pre-tRNA, ne v sekvenci.

Sestrih pre-rRNA

Intron se vystepuje bez ucasti enzymu — autokatalyticky sestrih
(samosestfrih).



Sestrih pre-mRNA

. Sestrih pomoci komplexu RNA (snRNA) a
proteinu — ¢astice snRNP, které tvori

spliceozomy.
. Primarni struktura intronu urcuje misto sestrihu.
. Vlastni sestrih probiha pomoci chemické reakce:
transesterifikace (pFeména fosfitového esteru v jiny bez hydrolyzy za nepfitomnosti ATP nebo

GTP).

intron— *
o m— o] § 7.\ 4 P
' CUAAC (Y),NCAG G
AAG GUAAGU Fy T
T 3'-misto sestiihu
5'-misto sestfihu
misto vétveni

R = purinovy nukleotid Nukleotid poskgfuﬁcf
Y = pyrimidinovy nukleotid skupinu 2-OH.
N = jakykoliv nukleotid
A_ A nebo C pyrimidinovy tusek _
i Oblast bohatd na pyrimidinové nukleotidy.

Sekvence a nukleotidy zakreslené do Sedého ramecku
Jsou vysoce konzervativni (Cetnost 100 7).
Ostatni sekvence se vyskytuji v éetnosti 70 - 95 %,
Sekvence uvedené pod schématem intronu a exonu jsou sekvence, které

byly zjistény u savca.



Splice site Splice site

Exon 1 / Intron \ Exon 2
5" (] 5 A AG I ;¢

[ ]
€ U1 snRNP binds to pre-mRANA, T
c z L /
@ Py
£ © U2 snRNP binds to pre-mRANA.
y /

Komplex proteinu a RNA, ktery
katalyzuje sestrih intront z
primarnich transkriptu (pre-
MmRNA) jadernych genu
eukaryot.

I0opapglg g

® 2012 Pearson Education, Inc.



Spliceozom

RNA

Spliceosome
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Konstitutivni vs. alternativni sestrih (splicing)

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

b) Alternativni: vznika vice druhl molekul mRNA = rzné izoformy protein(:
funkéné pribuzné proteiny, lisi se v primarni strukture.

- regulace exprese,

- regulace poméru izoforem.
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Alternativni sestfih

Skipped exon Splicing
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Posttranskripcni upravy genoforu mitochondrii

* Nepodléhaji uprave 5'-konce Cepickou
* Zacinaji vedoucim kodonem AUG.
* Nejdllezitéjsi upravou je polyadenylace.

Editace RNA
Stdn
* Probiha v mitochondriich trypanzom, vyssich rostlin a v genu pro

apolipoprotein savcd. §

* Cilena inzerce, delece nebo substituce nukleotidu mRNA s cilem
pozmeénit vysledny protein.
Video — animace transkripce a translace:
https://www.youtube.com/watch?v=4SIZ15yf-Qk

* Kryptogen: strukturni gen s moznosti editace mRNA.
* Proces regulovan tzv. gRNA (guide RNA).
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