Transkripce a dpravy RNA

Osnova prednasky

*Prenos genetické informace: Centrdlni dogma
‘Proces genové exprese

- Transkripce u prokaryot

*Transkripce a Upravy RNA u eukaryot
‘Prerusované geny u eukaryot: exony a introny

-Odstranéni intrond sestrihem RNA




Genova exprese:
cesta od DNA k RNA a proteinu
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Informacni kapacita DNA

bindrni kod (2 symboly)
» pocitace (O al)

 morseova abeceda ( tecka a ¢arka)

DNA: 4 symboly




Prepis genetické informace z DNA
do RNA: transkripce

prevedeni informace v podobé sekvence deoxyribonukleotidu v
DNA do sekvence ribonukleotidt v RNA (transkriptu)

informace si uchovava podobnou chemickou povahu

jedno vldkno DNA genu se pouzije jako templdt pro syntézu
komplementarniho vladkna RNA

kdduje-li transkript protein, podrobi se translaci na
ribozomech, tj. informace skryta v sekvenci ribonukleotidl se
prevede do poradi aminokyselin v proteinech




Transkripce se vyznamné podili na
regulaci genové exprese

* geny mohou byt

podrobeny transkripci @ o 2A o %" —
1:'::(.1“5'00,3 ruznou lTRANSCRIPTION TRANSCRIPTION
UC InnOSTI messssssssssss RNA — RNA
nék’rer'é pr'oTeiny se 1TRANSLATION TRANSLATION

proto tvori v
mnohondsobné vyssich
mnozstvich nez jiné

Figure 6-3 Molecular Biology of the Cell(© Garland Science 2008)




Transkripce a translace u prokaryot

Prokaryotes
| L .+ primdrni transkript je
JTANYZ NN/, N/ N/ \/4 ekvivalenti molekule
,1' Transcription mRNA
mRNA
J, Translation |+ MRNA se podrobuje

Protein I | translaci na ribozomech




Transkripce a translace u eukaryot

Eukaryotes

Nucleus

Gene
A

I i
Exon Intron Exon

CIVINY N NININYNY NN

¢ Transcription

Pre-mRNA —
RNA splicing and

Cytoplasm Transport

to cytoplasm
(A,
¢ Translation

mRNA CAP-{T

Protein |

prekurzorem mRNA je
primdrni transkript
(pre-mRNA)

pre-mRNA se na obou
koncich modifikuje a
zbavuje se prepist
intrond

po Upravdch se mRNA
IS exportuje do
cytoplazmy, aby se zde
podrobila translaci na
ribozomech




Syntéza a transport RNA u
eukaryot

Nucleus

* metoda: pulzové znaceni RNA
3H-uridinem

* nejprve se znac end RNA
nachazi vylucne v Jadr'e

+ pozdéji se znacend RNA
objevuje v cytoplazme

» Zdavér: RNA se syntetizuje v
jadre a pozdéji se
transportuje do cytoplazmy

10 pm




Introny a exony

»introny: nekdodujici sekvence pritomné v genech
eukaryot

+ exony: exprimované sekvence eukaryotickych

» sekvence zahrnujici introny i exony se transkribuji do
pre-mRNA

» nekddujici sekvence se ndsledné vystépuji
sestrihovymi dpravami ("splicing") ve specidlnich
makromolekularnich komplexech zvanych spliceozomy




Molekuly RNA

pri procesech genové exprese se uplatiiuje nékolik typi RNA

messenger RNA (mRNA)—prendsi genetickou informaci z DNA do
ribozomd

transferova RNA (tRNA)—adaptér spojujici aminokyseliny a
kodony v mRNA

ribozomadlni RNA (rRNA)—strukturni a katalytické sloZky
ribozoma

malé jaderné RNA (snRNA)—strukturni slozky spliceozomt
micro RNA (miRNA)—krdtké jednoretézcové RNA, které blokuji
translaci komplementdrnich mRNA

small interfering RNA (siRNA)—krdtké jednoretézcové RNA,
které selektivné rozkladaji komplementarni mRNA a tak
znémoznuji jejich translaci




Table 6-1 Principal Types of RNAs Produced in Cells

mRNAs
rRNAs

tRNAs
snRNAs
snoRNAs

scaRNAs
miRNAs

siRNAs

Other noncoding
RNAs

messenger RNAs, code for proteins

ribosomal RNAs, form the basic structure of the
ribosome and catalyze protein synthesis

transfer RNAs, central to protein synthesis as adaptors
between mRNA and amino acids

small nuclear RNAs, function in a variety of nuclear
processes, including the splicing of pre-mRNA

small nucleolar RNAs, used to process and chemically
modify rRNAs

small cajal RNAs, used to modify snoRNAs and snRNAs

microRNAs, regulate gene expression typically by
blocking translation of selective mRNAs

small interfering RNAs, turn off gene expression by
directing degradation of selective mRNAs and the
establishment of compact chromatin structures

function in diverse cell processes, including telomere
synthesis, X-chromosome inactivation, and the
transport of proteins into the ER




» vSechny typy RNA vznikaji
transkripci

* translaci se podrobuje jen
mRNA

* typy RNA, které nepodléhaji

translaci pIni enzymové a
strukturni funkce podobné
jako proteiny

U prokaryot:

-absence jddra

-absence sestrihu

Transcription and RNA processing occur Translation occurs in the cytoplasm.

in the nucleus.
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Prostorova struktura RNA

pres malé chemické odlisnosti je struktura RNA
podstatné odlisna od DNA

DNA je v burikdch v podobé pravidelné
dvousroubovice, RNA je jednoretézcova

retézec RNA se sklada do specifického tvaru

(pdrovanim bdzi uvnitr téZe molekuly) podobné
jako polypeptidovy retézec proteinu

ribose




Transkripce ma nékolik stejnych rysu
jako replikace DNA

zacéind rozvolnénim malé oblasti dvousroubovice DNA: obnazeni
nékolika bdzi obou retézcl

jeden z retézct DNA slouzi jako templdt pro syntézu
komplementarniho vldkna (RNA)

vybér zaclenovaného nukleotidu vyplyva z parovani
komplementdrni bdzi
novy nukleotid je do rostouciho vidkna

zaclenén kovalentni vazbou DNA
5'¢

enzymatickou reakci ‘!",,",, ﬂ )
L B

vznikla RNA je presnou 3) . l ' ila' .
komplementarni verzi temp|ate strand
templdtového retézce lTRANSCRIPTION

syntéza RNA probihd
ve sméru 5'>3’

RNA

Figure 6-7 Molecular Biology of the Cell (® Garland Science 2008)




Odlisnosti transkripce a replikace

prekurzory jsou ribonukleozidtrifosfaty a ne
deoxyribonukleozidtrifosfaty

transkribuje se jen jedno vlidkno DNA

syntéza RNA miZe byt iniciovdna de novo

vzhikly retézec RNA nezlstdvd pripojen vodikovymi vazbami k
DNA, ale odviji se od néj, ¢imz umoznuje obnoveni
dvousroubovicové struktury DNA

transkripty se z templdtu uvolfiuji jako jednoretézce
velikost transkriptl je podstatné mensi nez velikost genomu

transkripci zajist’'uje DNA-dependentni RNA polymerdza,
zatimco replikaci katalyzuje DNA-dependentni DNA polymerdza




Odlisnosti RNA a DNA polymeraz

+odlidnd chemicka povaha substratt a produkti reakce

* RNA polymerdzy mohou katalyzovat tvorbu RNA za
nepritomnosti primeru

* RNA polymerdzy jsou méné presné nez DNA
polymerdzy (1 chyba/10% nukleotidl versus 1 chyba
/107 nukleotidt)




Pro transkripci se vyuziva jen jedno
vidkno DNA

kodujici (templatové) vlidkno je urceno signdlnimi sekvencemi

- Template strand
DNA 5, WMNontemplate strand

\ ™

\ ~ e

\ o ~
RNA v Template strand ~.
synthesis tMCGTATGCTAGTCCGATTGCGES

5'-GCATACGATCAGGCTAACGC-3'
Nontemplate strand

mRNA 5" .3




katalyzuji tvorbu fosfodiesterovych
vazeb mezi nukleotidy a vytvdreji tak
linedrni retézec

pohybuji se podél DNA, postupné
rozvijeji dvousroubovici, obnazuji
templatovy retézec pro pdrovani s
komplementarnimi bazemi

vznikajici retézec RNA se prodluZzuje ve
sméru 5" -3’

substrdty polymerace jsou
nukleosidtrifosfaty ATP, CTP, UTP a GTP

nutnou energii poskytuje hydrolyza
makroergickych vazeb

3’5’ directi.on'of DNA double
RNA polymerase transcription helix
4

ribonucleoside

triphosphates
— a[\\~§7
ribonucleoside

active site triphosphate
uptake channel

, RNA exit

/ 5" channel

newly synthesized short region of
RNA transcript DNA/RNA helix

RNA polymerazy

3'terminal segment DNA
of nascent RNA template
strand strand 3°
| 5'end
i
0— II’=O
(0]
HZIC & Cytosine &
(l) OH
G Fl, B
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3" , OH OH
;. Formation of new bond
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O—FI’—O—T—O—Fl’—O—CHZ o)
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Incoming ribonucleoside triphosphate

5 to 3 -direction
of chain growth




Prubéh transkripce - strucny prehled

* RNA polymerdza se vdze na specifickou nukleotidovou sekvenci, tzv. promotor
» k tomu ji napomdhaji transkripéni faktory

* transkripce je iniciovdna v misté lokdlniho rozvinuti DNA, vznika transkripcni
bublina

RNA polymerase
 CAUGUAAAUAUUU ¢
| =S4

¥ DNA
template
strand

Locally unwound
segment of DNA




Proces transkripce je rychly

vznikld RNA se rychle uvoliiuje z templdtu

transkripce téhoz genu mize byt zahdjena jesté pred dokoncéenim
transkipce predchozi

stejny gen mlze byt podroben opakované transkripci v kratkém Case

RNA polymerdza se pohybuje rychlosti 20 nukleotidi za sekundu (u
eukaryot)

za hodinu se muze vytvorit vice nez 1000 transkriptl téhoz genu

=




Faze transkripce

o' e
o RNA chain initiation
RNA polymerase

5' end of RNA
91 Eq

o RNA chain elongation

Growing RNA chain
9 Eo g

o RNA chain termination

Nascent RNA molecule

1. iniciace: rozezndni promotoru
RNA polymerazou, vazba na DNA,
rozvinuti dvousroubovice v misté
startu transkripce, zahdjeni
syntézy RNA

2. elongace: pokracovani v syntéze
transkriptu podle informace v DNA
templatu

3. terminace: ukonCeni syntézy
transkriptu, uvolnéni RNA
polymerdzy z templatu




Terminologie transkripce

Transkripcni jednotka
» Gisek DNA, jehozZ transkripci vznika jedind molekula RNA

- mlZe a nemusi byt ekvivalentni genu (u prokaryot bézné zahrnuje
nékolik gent)

"Upstream" (proti sméru transkripce) a "downstream" (po sméru
transkripce)

» oblasti transkriptu RNA, které jsou umistény smérem k 5 konci
(upstream, minus) nebo 3" konci (downstream, plus) vzhledem k
urcitému referencnimu bodu

* ferminy se pouzivaji i pro ekvivalentni sekvence DNA

* misto iniciace transkripce se znaci +1




Transkripce u prokaryot:
RNA polymeraza

- vicepodjednotkovy proteinovy komplex (5 polypeptidu, z toho dva
jsou identické) tvori tzv. holoenzym

- obsahuje podjednotky a,, B, R, o

» podjednotky a napomdhaji sestaveni tetramerniho jddra RNA
polymeradzy

» podjednotka B obsahuje vazebné misto pro rinobukleozidtrifosfdty
» podjednotka B obsahuje vazebné misto pro DNA templat

» podjednotka o (sigma faktor) se U€astni iniciace transkripce (po
dokonceni iniciace a zahdjeni elongace se z komplexu uvolriuje) -
zajist'uje specifickou vazbu RNA polymerdzy na promotor




Iniciace transkripce u prokaryot

k jadru enzymu se pripojuje sigma faktor a vznika tak holoenzym
RNA polymerdzy
tento komplex klouze po molekule DNA

dokud se znovu nerozpadne oNA "‘g‘”’ pgLomote
pokud pri pohybu po DNA narazi na V \m . \1< DA
nukleotidovou sekvenci (promotor), | 7 ANA polymerase W
navdZe se na hi pevnéji — =y
promotor nastavuje RNA polymerazu / 2\
k startovnimu bodu transkripce

za rozezndni promotoru zodpovida ~
sigma faktor RNA polymerdz o\ /

promotoru




Iniciace transkripce u prokaryot:
3 kroky

1. holoenzym RNA polymerdzy se vaze do promotorové oblasti DNA

2. pritomnost RNA polymerdzy zpusobi lokdlni rozvinuti vidken DNA,
dojde k obnaZeni bazi templdatu, aby se mohly parovat s
ribonukleotidy

3. RNA polymerdza katalyzuje tvorbu fosfodiesterovych vazeb mezi
neékolika prvnimi nukleotidy vznikajiciho viakna RNA (po dokonceni
syntézy cca 10 prvnich nukleotidu se oslabuje vazba mezi RNA

polymerdzou a promotorem a mezi jadrem enzymu a sigma faktorem,
iniciace konci)




Struktura prokaryotickych promotoru

- kratké konzervativni sekvence v oblastech vzdalenych 35 a 10
nukleotidl proti sméru transkripce od mista startu

sekvence -10: TATAAT (bohaté zastoupeni AT usnadriuje
rozvijeni dvousroubovice)

sekvence -35: TTGACA (rozeznavaci sekvence, na kterou se vaze
sigma faktor

Transcription
—10 sequence —_—
Template strand

—35 sequence

AACTGT < 16-19bp—>

TTGACA

5' 4 g
T
A A
Nontemplate strand ¥ or
AAT G

<— Upstream sequences —= Downstream sequences

Localized unwinding




Elongace retézce RNA u prokaryot

katalyzovana RNA polymerdzou po
uvolnéni o faktoru

dochdzi k prodluzovani RNA
tvorbou kovalentnich vazeb mezi
ribonukleotidy

RNA polymerdza se pohybuje po
templatu a postupné rozviji DNA
tvorbou transkripéni bubliny

za polymerdzou se obnovuje
dvousroubovice DNA

vznikajici vlakno RNA se
vytésnuje z templatu

oblast prechodného pdrovdni mezi
DNA a RNA je velmi kratkad (cca 3
pary bazi)

rychlost: 40 ribonukleotidl za
sekundu

RNA polymerase is bound to DNA and is covalently
extending the RNA chain.
Site for incoming
ribonucleoside triphosphate

Growing RNA chain
/ RNA polymerase

WA\ \\%§

DNA double helix

Rewinding site Shortregion Unwinding site

of DNA/RNA helix

(a) l

Movement of RNA polymerase

Y/ \'-.M ON?

/ w double helix

Rewinding site Unwinding site

(b) RNA polymerase has moved downstream from its position
in (a), processively extending the nascent RNA chain.




Terminace retézce RNA u prokaryot

elongace transkripce pokracuje dokud enzym nezaznamena ve
strukture DNA terminacni signadl (fermindtor)

v misté termindtoru se pohyb RNA polymerdzy zastavi a
transkripéni komplex se rozpadd

dojde k uvolnéni retézce RNA i templatu DNA

uvolnénd RNA polymerdza mize znovu asociovat se sigma
faktorem a znovu zahdjit transkripci




Terminacni signdly u E.coli: 2 typy

»termindtory zavislé na p (ro) - vyzaduji proteinovy faktor p

* termindtory nezdvislé na p - funguji za nepritomnosti

proteinu p




Terminatory nezavislé na p

5'- CCCACAGCCGCCAGTTCCGCTGGCGGCATTTTAACTTTCTTTAATGA -3

+ obsahuji sekvence bohaté na GC,
V ’ . v DNA .
po kterych ndsleduje sest nebo 3'- GGGTGTCGACGGTCARGGCGACCGCCGTARAATTGAARGARATTACT -5
vice part AT /

DNA template strand l Transcription

. pO pF‘eplsu dO RNA Vv dasledku :I::'\scfi"-’tCCCACAGCCGcCAGUUCCGCUGGCGGCAUUUU0H-3'

in’rr'amolekulér'nfho pér'ovdnf bClZf l Rapid RNA folding
GC vznika vlasenka

uCc

Folded RNA chain
helps cause
chain termination.

» tato vldsenka zpomaluje pohyb - o1ded RNA
RNA polymerdzy, coz vede
terminaci transkripce v prilehlé —
oblasti AU a uvolnéni transkriptu eeene

aaNnaanNnPEradc
e ¢ o 6 0 o o o
nNaanNnaaacnNa

|

]
>

U U U U OH-3




Terminatory zavislé na p

sekvence dlouhé 50 - 90 pb
transkripty vzniklé jejich prepisem jsou bohaté na C

protein p se vaze k syntetizované RNA a pohybuje se po ni ve
smeéru 5" - 3" (jako by sledoval RNA polymerdzu)

jakmile se pohyb RNA polymerdzy na termindtoru zpomali,
protein p ji dostihne a zajisti uvolnéni viakna RNA z
transkripcni bubliny




Transkripce a translace je u
E. coli Casto spojena

Gene transcripts (RNA) being simultaneously
translated by many ribosomes

Direction of transcription




Take home message

syntéza RNA probihd ve trech fazich (1) iniciace, (2) elongace a
(3) terminace

RNA polymeradzy, které zajist'uji transkripce jsou slozité
vicepodjednotkové proteiny

kovalentni prodlurovani Fetézcti RNA probihd uvnitf oblasti
lokdIniho rozvinuti DNA

elongace kon¢i v mistech, kde RNA polymerdza zaznamend signdl
pro terminaci transkripce

transkripce, translokace a degradace molekul mRNA ¢asto u
prokaryot probihd v tésném sprazeni




Transkripce a Upravy RNA u eukaryot

odlisnosti od prokaryot:

RNA je syntetizovand v jddre, ale proteiny v cytoplazmé
eukaryotické transkripty jsou monogenni

populace primdrnich transkriptl v jddre se oznacuje heterogenni jadernd
RNA (hnRNA)

transkripty se pokryvaji proteiny jiz béhem své syntézy (ochrana pred
degradaci ribonukledzami)

3 typy RNA polymerazy (I, IT, ITI), které jsou strukturné podobné, ale
transkribuji rizné typy gent

primdrni transkripty gent kédujicich polypeptidy podléhaji pred
transportem do cytoplazmy trem modifikacim:

- na 5" konce primdrnich transkriptl se vaZze 7-metylguanozinova ¢epicka
- ha 3" konce primdrnich transkriptl se vdaZou sekvence poly(A)

(tj. sekvence A dlouhd 20 - 200 nukleotidt)

- z primdrnich transkriptl se vystrihuji sekvence intrond




Intron

I A I
DNA
Transcription
pre-mRNA I——
OH st
N%:["'H\>
I
HzﬂkN N
R
CH, —0—p—0—p—0—P—0 Zen, Base o ks
& o o o o ?’-MG cap
o 3 is added to
7-Methyl guanosine 0 “0—CH, the 5' end.
0=pP—0—ribose,
etc.
- l Y
5";:3;; ——
o1E, =
o Poly(A) tail |-AAAAA(A)_1950AAAAOH
isadded. == e
5'cap _——— 3- po.l-;m‘] tail
Intron is
spliced out.
5'cap 3'- poly(A) tail

mRNA 5'cap messsssssssssssssssm—— 3'- poly(A) tail




TFi typy RNA polymerdz u eukaryot

3 typy RNA polymerdzy (I, IT, ITI), které jsou strukturné
podobné, ale transkribuji riizné typy gent:

RNA polymerdza I: geny kddujici 5,85, 18S a 285 rRNA

RNA polymerdza IT: geny kédujici proteiny, miRNA, siRNA a
vetsinu sSnRNA

RNA polymerdza ITI: geny kédujici TRNA, 5S rRNA, 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 55 rRNA No sensitivity
RNA polymeraselll Nucleus Nuclear pre-mRNAs Complete sensitivity

RNA polymerase lll Nucleus tRNAs, 55 rRNA, and other small nuclear RNAs Intermediate sensitivity




Vlastnosti eukaryotickych RNA polymerdz

obsahuji 10 nebo vice podjednotek

pro spravnou funkci nutnd pomoc vétsiho poctu transkripcnich
faktord

jednotlivé typy se lisi citlivosti k houbovému jedu a-amanitinu
(producentem je houba Amanita phalloides):

- RNA polymeraza I je zcela rezistentni

- RNA polymerdza ITje citliva i k nizkym koncentracim

- RNA polzmerdza IIT je citliva k vyssim koncentracim

a- amanitin lze pouzit pro uréeni typu RNA polymerazy,
transkribujici urcity gen




Iniciace transkripce u eukaryot

na rozdil od prokaryot zdvislda na pomocnych proteinech, které se
vdzou na promotory a U¢astni se tvorby iniciacniho komplexu

teprve ndsledné se k DNA pripojuje RNA polymeraza
RNA polymerdzy I, IT a ITIT pouZzivaji ruzné promotory

Priklad promotoru RNA pol II: TATA box a CAAT box jsou pritomny u
promotord vétdiny gent RNA pol IT

Octamer GC CAAT GC TATA
box box box box box

Transcription
startpoint

ATTTGCAT GGGCGG GGCCAATCT GGGCGG TATAAAA
Consensus Consensus Consensus Consensus Consensus




Hlavni slozky eukaryotickych promotoru
RNA pol IT

2 hlavni konzervativni elementy:

TATA box:
konzervativni sekvence TATAAAA v netempldtovém vldkné
umistén v oblasti -30

dilezity pro sprdvné umisténi transkripcnich faktort vzhledem k
poCatku transkripce

CAAT box:
konzervativni sekvence GGCCAATCT v netempldtovém vidkné
umistén v oblasti -80
ovliviiuje UCinnost iniciace transkripce




Bazalni transkripcni faktory

uvdadeéji RNA polymerdzu presné na promotor a ke startovacimu
nukleotidu

podileji se na rozvolnéni Fetézct DNA pred zadtkem transkripce

uvoliuji RNA polymerdzu z promotoru pri prechodu z iniciace do
elongace

funguji na témér viech promotorech RNA polymerdzy II

oznacuji se TFIIX (Transcription Factor for polymerase IT, kde X
je pismeno specifické pro dany faktor)




Iniciace transkripce RNA polymerazou IT

start of transcription

TATAbox
(A)
* TFIID rozeznava a vaze TATA box ) T IO
| "
- tim se umozni vazba TFIIB (B} ‘ -
- takto oznaéené misto na DNA slouZi pro vazbu TP
P e

RNA polymerazy IT a dalich TF, které spole¢né © | <0 rue_otherfactors

\ 2908
vytvdreji iniciacni komplex . .
» TFIIH iniciaCniho komplexu ma aktivitu DNA T RNA polymerase I
o] 2 v 2y ¢ /. ’ [ A A 1
helikazy a za spotreby ATP napomaha rozvijeni et D
v . (D)
sSroubovice DNA ) -
T | T A aravon
- TFIIH rovnéz fosforyluje RNA polymerazu IT DISASSEMBLY OF MOST
VALN poly ,

E:Ei-lgg;\sl. TRANSCRIPTION
¢imz se méni jeji konformace, uvolfiuji se bazdlni =
transkripéni faktory a zaéind elongace “ | "L

RNA

TRANSCRIPTION




Iniciace transkripce u eukaryot

RNA polymerdza IT spolupracuje s dalsimi proteiny

aktivatory transkripce:
vdzou se do specifického . .

, w —— activator protein
mista DNA (.enhancer”) a b

pritahuji RNA polymerdzu . IR ool
IT k zaédtku transkripce  aciatorproteim %’}%‘é‘ﬁﬁ”ﬁgmgﬁ;Z“5‘"P"°“
medidtorovy komplex s I watone Ao e
zprostredkovavad interakce B

mezi aktivdtory, RNA /7 remoniafing
polymerdzou IT a obecnymi [~ medistor complex
transkripénimi faktory \

chromatin remodelujici N
komplexy a enzymy:
USHGdﬁUji pF‘iSTUP DNA v TRANSCRIPTION BEGINS

chromatinu

histone-modifying
l enzyme




Pri elongaci transkripce u
eukaryot RNA upravuje

* nastdva po uvolneéni iniciacnich
faktord, RNA polymerdza IT se
uvolAuje z iniciacniho komplexu

» C-koncova doména RNA polymerazy IT
(CTD) se fosforyluje a tim méni
konformaci a méni se spektrum
proteinu, se kterymi interaguje

* RNA polymerdza IT se spojuje s
elon?\a]cnlmi faktory: snizeni rizika, Ze
se DNA z genu odpoutd drive nez
dosdhne jeho konce

- v rané fazi elongace se modifikuje
5’konec transkriptu cepickou, pak
probihaji dalsi posttranskripéni Upravy

“primary RNA transcript”

EUCARYOTES

cytoplasm

nucleus
introns exons
| = - OE——

DNA
A— = = S E—

transcription unit TRANSCRIPTION

5' CAPPING
RNA SPLICING

RNA cap 3" POLYADENYLATION

\
mRNA (P AAAA

EXPORT

v
mRNA (e AAAA
l, TRANSLATION

protein

PROCARYOTES

DNA

TRANSCRIPTION
mRNA ———

‘ TRANSLATION

protein i




Modifikace koncu transkriptu

* pripojeni Cepicky na 5” konec (..capping")

* pripojeni polyadenyla¢niho signdlu na 3" konec

* umoznuji burice vyhodnotit, Ze jsou oba konce k dispozici a Ze
transkript je intaktni pred jeho fransportem z jadra do cytoplazmy

procaryotic mRNA

coding noncoding
5 sequence sequence 3
PP P ﬁ
e = ==
protein o protein 3 protein‘y
eucaryotic mRNA coding noncoding
, sequence sequence
@5 “\ .
G—P PP AAAAA 5 550
I
CH, l
5" cap -

protein




Modifikace 5" konce transkriptu

* nastavd po syntéze prvnich cca 25-30
nukleotidu mRNA

* pripojeni 7-metylguanosinu (¢epicky) na 5
konec

» probihd ve trech navazujicich krocich:

- fosfataza ods’rr'arf\uie fosfat z 5’konce
vznikajiciho transkriptu

- guanéltr'ansferéza na konec navaze GMP
(vazba 5°-5)

- metyltransferaza na na guanosin navdze
metylovou skupinu

- vdechny tri enzymy se vdzou na
fosforylovany konec RNA polymerdzy II a
.preskakuji* z néj na vznikajici 5’konec RNA

5’ end of

7-methylguanosine primary transcript
1

1
HO OH

5f
5!
/
|~|«|®
CH, 5'-to-5'

L I OH

triphosphate r
bridge |
CH,

-]

OH

OH




Vyznam modifikace 5" konce transkriptu

- pomdha burice odlisit mMRNA od jinych typi RNA

* predstavuje vazebné misto pro ,,cafv-!:)inding
complex™ (CPC), ktery napomaha sestrihu a exportu
transkriptu z jadra

* rozezndvana proteiny zapojenymi do iniciace
translace - ochrana transkriptu pred nukleazami




Transkripce a chromatin

* RNA polymeraza IT se dokdze pohybovat pres
nukleozomy s pomoci protreinoveho komplexu FACT
("facilitates chromatin transciption")

+ FACT odstratiuje dimery histontt H2A/H2B z nukleozom
pred RNA polymerazou a podili se na jejich opétném
sestaveni po pruchodu RNA polymerazy

» pohybu RNA polymerazy chromatinem napomadhd
rozvonéni chromatinu acetylovanymi histony (fizeno
enzymaticky)




Terminace transkripce

* Tfranskripce probihd za misto, které se na konec prepise
do 3" konce transkriptu

» distdlni ¢ast se odstrani endonukleolytickym stépenim

- k $tépeni dochdzi v misté vzddleném 10-30 nukleotidi po
proudu transkripce od konzervativni sekvence AAUAAA

- po rozstépeni RNA se pripojuje k 3 konci transkriptu
tsek cca 200 nukleotidovy Usek adenozinmonofosfatovych
zbytku - poly(A): katalyzovdno poly(A) polymerazou

-vyznam polyadenylace:
- zvyseni stability transkriptu
- U€ast na trasnportu transkriptu do cytoplazmy




Polyadenylace

RNA polymerasell

Transcription unit

> ?«- w_.‘%- F ,,% ;‘ "\ L‘_‘" [

AAUAAA \ sequence

V&, Endonucleolytic
Cleavage by endonuclease cleavage

5' Cqu 3’
AAUAAA

o1 Eq
Addition of poly(A) tail by
poly(A) polymerase

5 CAPPArnnon nn1ii nieiee eiiihbrik ik AAAAA (A),o5 3"

AAUAAA L |

Poly(A) tail




Prerusované geny: exony a introny

v roce 1977 prekvapivy objev: vétsina eukaryotickych gent
obsahuje nekddujici sekvence - introny (.intervening sequences") -
které prerusuji sekvence kédujici - exony (exprimované Useky)

poCet intronl a jejich délka u riznych gent znacné kolisd
exony i infrony jsou podrobeny transkripci za vzniku hnRNA

prepisy intronl jsou ndsledné z hnRNA odstranény sestfihem za
vzniku zralé mRNA

teprve zrald mRNA se transportuje do cytoplazmy, aby se
podrobila translaci




Presnéji:

» introny jsou nekddujici sekvence umisténé mezi sekvencemi

kodujicimi

-exony jsou kédujici i nekddujici sekvence, které zlstavaji ve

zralé mRNA po sestrihu

- velikost intronu je rozmanitd (od nékolika desitek po tisice

nukleotidd)

human B-globin gene

123

N/

(M

2000

(A) nucleotide pairs

human Factor VIl gene

1 5 10 14 22 25 26
| min | =y i ] [
| l\l\ i /I/I = (TR n E
I exons
(B) 200,000 nucleotide pairs




Odstranéni intronu: sestrih (,splicing") RNA

» pozadavek na vysokou miru presnosti (na 1 nukleotid)
-konzervativni sekvence jsou na hranicich intron/exon:

exon-GU....intron....AG-exon
» TACTAAC box umistény 30 nukleotidl proti sméru od 3' sestfihového mista

Gene
A

DNA

¢ Transcription

Primary 5 Exon1 _IntronA _Exon2 IntronB _Exon3 3'
transcript . L F.

Codonn Codonn+1,
. “ [ 1

’ s
¢ RNA processing

LS . ] [} rd ’
*. Exon1 Exon2 Exon3 .*

mRNA [ I ]

Codonn n+1

¢ Translation

Polypeptide [V V V.V V V. V.V




Odstranéni intronu: 3 ruzné mechanismy

- introny prekurzord tRNA se vystépuji presnym
endonukleolytickym stépenim, po kterem nasleduje ligace

+ introny prekurzord rRNA se vystépuji autokatalyticky (bez (¢asti
proteinu)

+ introny prekurzori mRNA se vystépuji dvoufdzovou reakci, kterou
zajist'uji ribonukleoproteinove castice spliceozomu




Sestrih prekurzoru TRNA

faze 1.
- sestrihova endonukledaza navdazana k jaderné

membrdné prerusi prekurzorovou tRNA presné na
koncich intronu

faze 2:
- sestrihova ligaza spoji prislusné dva fragmenty
tRNA k sobé za vzniku zralé tRNA




Autokatalyticky sestrih

* nevyzaduje externi zdroj energie
* nevyzaduje katalytickou aktivitu proteinu

* probihd formou sérii prenosu fosfodiesterovych vazeb; Zzddnd nové
nevznika, ani nezanika

* hutnad je pritomnost guaninového nukleotidu s volnou 3'OH skupinou a
jednomocné a dvojmocné kationty

* intron se prenosem fosfodiesterovych vazeb vystépuje a nasledné
cirkularizuje

-sekundadrni struktura intronu zajisti pozadovanou blizkost obou
spojeni infron-exon




Autokatalyticky sestrih

3 Exon 2

rRNA precursor 5'p OH 3’

oY Ee
Phosphoester bond
at exon 1-intron
junction is transferred
to G-OH, cleaving
the exon 1-intron

linkage. l
Exon 2

oV £,
Phosphoester bond
at intron-exon 2
junction is transferred
to 3' end of exon 1,
joining exons 1 and 2.

rd
Exon1 7 Exon2

Spliced rRNA 5' PN RGP — OH 3'
Excised
intron
V&,

l o Intron circularizes
by internal
phosphoester

& bond transfer.
+ Circularized
Intron intron
fragment

OpA




Sestrih pre-mRNA

» zprostredkovan spliceozomy
Spliceozom

- komplex cca 40 proteini a
RNA pripominajici ribozom

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

* nékteré z nich se s pojuji s
proteiny za vzniku snRNP (small
nuclear ribonucleoproteins)




Sestrih pre-mRNA

-kazdé odstranéni intronu probihd ve dvou
transesterifikacnich reakcich:

- specificky adenin v sekvenci intronu atakuje
5" sestrihové misto a prerusi cukr-fosfatovou
kostru: 5’konec intronu se timto kovalentné
(fosfodiesterovou vazbou) pripoji k A

* uvolnény 3"OH konec exonu pak interaguje se
zacatkem sousedni exonove sekvence

* oba exony se spoji a intron se uvolni v podobé
lasovité struktury

intron

5’ exon sequc—;rrlce 3’ exon
sequence HO'?:\- A sequence
s m— ™\l 5
OH A




1. snRNP se vazou na
5’sestrihové misto (GU) a A
uvnitr intronu v misté budouciho
vétveni

2. sestaveni spliceozomu,
preruseni cukr-fosfatove kostru
v 5" sestrihovem misté,
soucasné \g’rvoFeni vazby mezi
koncovym G a vnitrnim
Intfronovym A

3. vznika lasovita struktura, ze
spliceozomu se uvolnuji Ul a U4

4. stépi se 3'sestrihové misto,
exony se spoji obvyklou 5°- 3°
fosfodiesterovou vazbou

5'splicesite Branch 3' splice site

site
9 £
o snRNP U1 binds to the 5" splice site, and
snRNP U2 binds to the branch site.

3!

and cleaves the transcript at the 5'

o1 Eq
o The complete spliceosome assembles
splice site.

5!

Cleaved
5' splice site o1 E,
o The 5' end of the intron is joined to the A
in the branch site to form a lariat
structure, and U1 and U4 are released.

oY Eq
o The 3' splice site is cleaved, and the 5' end
of exon 2 is joined to the 3' end of exon 1.
The lariat-shaped intron is released along with
snRNPs U2, U5, and U6.

Exon1 Exon 2
' 3
Spliced mRNA




Take home message

- nekddujici intronové sekvence se vystépuji z transkriptti RNA pred
transportem do cytoplazmy

- introny prekurzorl tRNA se vy$tépuji postupnym plsobenim
sestrihové endonukledzy a ligazy

+ introny nékterych prekurzort rRNA podléhaji autokatalytickému
sestrihu

- introny jadernych pre-mRNA se vystépuji ptsobenim
ribonukleoproteinovych struktur zvanych spliceozomy

- vy$tépeni intronl musi byt presné na drovni jednotlivych nukleotidu, aby
bylo zajisténo sprdvné ¢teni exonovych kodonl pri translaci




