Transkripce

prepis genetické informace z DNA do RNA, pri které
DNA slouzi jako matrice pro syntézu RNA. Reakci
katalyzuje RNA-polymeraza (transkriptaza)

Zpétna transkripce (reverzni transkripce: RT) - prepis
genetické informace z RNA do DNA. Reakci katalyzuje
zpétna (reverzni) transkriptaza



Transkripce sekvence DNA do sekvence RNA

DNA 3’ TACC AACGCGAATTC
AUGG

5 ey 3
RNA

v

3 TACCCAACGCGAATTC
RNA AUGGGUUG
5" m—p 3



Znaceni retézcu DNA podle jejich funkce

5" — 37
kodujici (pozitivni)
[neprepisujici se]

o SRR 3’ 5" GATC 3°

3 e A 3" CTAG 5°
antikodujici (negativni) (-DNA)
[prepisujici se]
transkripce

o SRR 3’ 5° GAUC 3°



Smer syntézy mRNA pri transkripci, smer
translace mRNA a smér syntézy polypeptidu

5 > 3"

smér transkripce

>3'

smer translace

5 pohyb ribozém

Syntéza polypeptidi
N-konec ..... C-konec




Transkripce u prokaryot je sprazena s translaci,
u eukaryot jsou tyto procesy oddeleny

Prokaryota Eukaryota

NN W*L_\ I AYA\V\V/

RNA polymerase
J Menocistronic mRNA
(5') RS

Polycistronic e
mRNA — Poly{A) Addifion
(5) AAAAAA (3)
Tail
mRNA is translated —— Nucleus
while it is still /\( il
being transcribed mRNA must exit from

Nuclear pore
P the nucleus before

(5 it can be translated
(5') R AAAAAA (3]




Srovnani prokaryotické a eukaryotické mRNA

Prokaryotni mRNA
kédujici nekddujici
sekvence sekvence

Polygenni mRNA

protein o protein protein y

Eukaryotni mRNA

kédujici nekodujici
sekvence sekvence

3
. AAAAA Monogenni mRNA

CH, | l
5' -&epidka __,

protein

(A)



Srovnani prokaryotickych (jednoduchych) strukturnich gent
s eukaryotickymi (slozenymi) geny

kodujici oblast

bakteridlni gen

kédujici oblasti nekddujici oblasti
(exony) (introny)

N

eukaryontni gen




Geny mohou byt transkribovany z obou retézcu;
jako templat je na daném useku DNA vyuzivan
obvykle jen jeden z retézcu

RNA-transkripty

I DNA z chromosomu E. coli ih anti-sense RNA

gend gene

genc gen f th .g |

5000 nukleotidovych pari



Typy RNA vznikajici p¥i transkripci u r iznych typa organismi

Total RNA

|

suolinl - 96% of total

TR
(hnRNA)

| PFG-ERN,A P"EtRNA snRNA snoRNA scRNA tmRNA and
" :. various
other t)’pe s

Y | “
n TRNA| | RNA

KEY

All Organisms
:’ Eukar‘yotes only
|| Bacteria only




Molekularni druhy

molekul RNA vytvaiené

transkripci u eukaryot

Transkripce a ipravy RNA probihaji v jadre.

@

T e

T ET{ 1RNA

ribozomavé podjednotky

PR

.-'
£

/ /\_/' ’/
k,ﬂ r

= U

“ / nebn

T ha v eyt
TRANSKRIPCE TRANSLACE
JADRO CYTOPLAZMA
ribozom
geny v DNA |

1

| transknpce

v

zasoby aminokyselin,
rRNA, ribozomovych
podjednotek
v cytoplazmé

e

@%\\\

’.

amlnokysshny

C]

miRMNA

\ =
" |-~ mRNA AAAA
~ e
e == slépeni represe
mRNA translace
{a)
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Enzymy katalyzujici transkripci

A. DNA-dependentni RNA-polymeraza (RNA-polymeraza, transkriptaza)
matrici je retézec DNA (prokaryota, eukaryota, DNA-viry)

B. RNA-dependentni DNA-polymeraza (zpétna/reverzni transkriptaza)
matrici je retézec RNA (retroviry, retrotranspozony, retroelementy)

Primarni transkripty tvorené na retézci DNA
O prepisy strukturnich gent (mRNA, pre-mRNA/hnRNA)
O prepisy genl pro funkcni typy RNA
® pre-rRNA
® pre-tRNA
® malé RNA (snRNA, snoRNA, scRNA, miRNA, ...)
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Funkce podjednotek RNA-polymerazy u E. coli

podmi Auje
vazbu 44—
ribonukieotid U

na polymerazu

podmi Auje vazbu
RNA-polymerazy

udruje stabilitu K promotoru

molekuly

v
podmi fuje spojeni
RNA-polymerazy
S matricovym fetézcem



Struktura RNA-polymerazy

j i DNA double
jaws in closed ‘ RNA-polymeraza Il

—— ; fetézec
T RNA
\

configuration

RNA polymerase _Ilr-selix

DNA
rewinding

: ribonucleotide w
7 triphosphates

direction of
transcription = ¢

flap in
closed
position

ribonucleotide
active site triphosphate
tunnel

RNA exit
*5’ channel

newly synthesized short region of
RNA transcript DNA/RNA helix
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Strukturni gen prokaryot s vyznacenim signalu

pro transkripci a translaci

transkrip&né regulané signaly

P

translatné regulatné signaly

~

oblast
-35

rozpoznivacia sekvencia

pre RNA-polymerazu

TGTTGACA

~ F

DNA
12

-

PRIBNOWQV BOX  inici4cia SD iniciaény
-10 transkripcie koddn
— < > 4 ’
+1 '
vidzbaové miesto védzbové miesto I
pre RNA-polymerizu pre ribozém \
' - ( TGA
TATAATG B TAAGGAG ATG )
13+2 7 4-9 3-9 oblast k6dujica termingény termindtor
< - polypeptidovy  kodon| transkripcie
18-129 refazec
MRNA
. v 1 v
protein

Sekvence po swrru transkripce (downstream) a proti sméru transkripce (upstream)

>

<

T




Zakladni schéma typu transkripcnich jednotek bakterialniho genomu

Neoperonova transkripcni jednotka a operony

NEOPERONOVA TRANSKRIP CNi JEDNOTKA
. Startovaci nukleotid

strukturni gen strukturni gen

terminator

promotor
opelrétor OPERONY

strukturni gen

operator
prekryvajici se
S promotorem

Operator: regula¢ni sekvence, na kterou se vaze reguai protein

15



Transkripce strukturnich genu u bakterii

Schéma bakterialni mRNA a transkripéni jednotky obsahujici
strukturni geny

v

le— transkrip €ni jednotka
(vyjad Fena v negativnim DNA- Fetézci)
strukturni geny ————¥

4

startovaci nukleotid

N "l
promotor | vedouct Tac ATC[TAC ~ ATC|TAC  ATcferminator
AGGA |AUG UAG|AUG  UAG|AUG  uag|koncova
sekvence
o <+—Na ribozomu se p feklada jen tento Usek —» 3
MRNA >

Useky obsazené geny A, B, C jsou mnohonasobn & delsi neZ ostatni!
Schéma upozor ruje jen na slozeni transkrip  éni jednotky a mRNA.
Neupozor fiuje na délku jednotlivych usek a.
Shineova-Dalgarnova
sekvence

mRNA je multigenni

Slouzi bezprostredné jako matrice pro syntézu proteint
velmi rychle se rozklada ribonukleazou (1-2 min)



Funkcni elementy bakterialniho promotoru

-35 -10 +1(A,G)

| | FRNE

TTGACAT 16 - 18 bp TATAAT |5-7Dbp +1

Pribnowuv startovaci
silny box nukleotid

promotor< o |
slaby box = kratka sekvence 0 stejné funkci

transkripce

sekvence —10 —_—
templatové viakno
TTA —— 'Em
sekvence -35 i ‘1;9 o
—N— A
3 5

ABCTOT — 15-195p —a

TTGACA
5 1 A
ik
A A
netemplatové viadkno v L
AAT G

-+— sekvence proti sméru transkripce ———————|= sekvence po sméru transkripce

lokalni rozvijeni



Sekvence prirozenych a hybridnich promotoru

Hybridni promotory tac =lac x trp
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Transkripce bakterialniho genu RNA-polymerazou

1. Iniclace

2. elongace

3. terminace

pocatek gen konec

v

promotor termindtor

RNA-polymeraza zacatek
syntézy RNA

templatovy fetézec

sigma-faktor

rostouci fetézec RNA

Lo

terminace a uvolnéni polymerazy
a hotového Fetézce RNA

znovunavazani
sigma-faktoru

Lo

19



Vytvareni molekul mRNA na prokaryotické transkrip ¢ni jednotce
a sprazeni transkripce a translace u prokaryot

transkripty (RNA) gent podléhaji translaci
na mnoha ribozomech soucasné

o S-S

ribozom

smeér transkripce

20



Vyména podjednotek vazajicich se na RNA-polymerazu v pribéhu

transkripce

sigma-faktor _ g aﬁ . RNA-polymeraza

O o/lo

o- faktor rozeznétva’lI sekvenci -35 na promotoru.
Po skon €eni této funkce se z RNA-polymerazy

uvol nuje. RNA-polymeraza katalyzuje transkripci
bez sigma-faktoru, ktery je v pr~ ubéhu elongace

nahrazen NysA-proteinem
B
Ot;x NusA

Terminace
RNA-polymeraza se z terminatoru uvolni
a NusA-protein je op 6t
nahrazen sigma-faktorem.

Obr. 148
Vzajemné vym ény sigma-faktoru a NusA-proteinu na RNA-polymeraze

Terminace transkripce nezavisla na Ré-faktoru

Zastaveni pohybu RNA-polymerazy
Uvoln éni hotové RNA

Uvoln éni RNA-polymeréazy z DNA

21



Vazba prokaryotické RNA-polymerazy na promotor

RNA-polymeraza |
{holoenzym) :

o, - stabilita holoenzymu

B - vazba rNTP na polymerazu
B’- spojeni s matricovym
retézcem

G - vazba k promotoru

+20  bp

RNA-polymeriza zméni tvar i velikost
. po rozpoznani promotoru
sigma-faktorem.

uzavieny binarni komplex

Obr. 144a
Iniciace transkripce

50 40 (3 20 20 @@ 0 20 bp

Denaturace v oblasti +1

otevieny binarni komplex

i oblast bohata na pary A:T
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Iniciace transkripce

-40 @ -30 -20 @ 0 +10 +20 +30 bp

S \nascentnl’ RNA

vazba sigma-faktoru
na -35

Pri zakon éeni faze iniciace a vstupu do
faze elongace m éni sigma-faktor i
RNA-polymeraza svou konformaci, coz
se projevuje zm énou Vv jeji velikosti i
o tvaru.

Sigma-faktor se uvol fiuje Y
z RNA-polymerazy.



Iniciacni faze transkripce u prokaryot

negativni (templatovy)
retézec

24



Typy terminatoru transkripce u prokaryot

sekvence terminatofi prepsané do mRNA

uu G ) A=U
(=
a) (y @ 6= b)

=G U=A
G=C A=U
Sekvence =G| = — rase;g;;______.% U=A
e CEG se SmyCckou GE(
bohata na GC| | [¢=¢ U=A
.EfCL G=C|!

(T T T 4T T TTTT T S UTTT T

UAACA Uuuuuuy UACCAU CAAUCAA

.%
Terminatory: a) nezavisly na rho faktoru b) zBvisa rho

Strukturni rozdily mezi dvéma typy
prokaryotickych terminatortd (jejich transkripti)

25



Struktura terminatoru nezavislych na ro-faktoru
a jejich prepis do mRNA

jedinecna
sekvence negativni

3 ’ e | ATGG TCGGGCGGATTCCTCGCCC DNA-fetézec
vlasenka

se
smyckou

26



Struktura transkrip éniho terminatoru nezavisleho na rho faktoru

9'- CCCACAGCCGCCAGTTCCGCTGGCGGCATTTTAACTTTCTTTAATGA -3
3-GGGTGTCGGCGGTCAAGGCGACCGCCGTAAAATTGAAAGAAATTACT -¥%

O

templatovéviakno DNA transkripce

DNA

T T T T T T T T R R T T T T T T T
RNA-transkript 5'- CCCACAGCCGCCAGUUCCGCUGGCGGCAUUUU OH-3

rychlé skladani RNA

Slozeny fetézec RNA

slozend RNA napomaha terminaci fetézce.

.
™
OO cCcOom®

Z o000 0>rnC
=
[ ]

A p—p——
B<iC G CAC UUUU OH-3

27



Terminace transkripce mRNA

mRNA

parovani A:U
napomaha
uvolnéni RNA

vlasenka

Uuuuu

28



I. RECOGNITION

Terminator

II. ELONGATION
SIGMA IS RELEASED

II1I. NusA IS PICKED UP

_DNA

Wé{%“
W

IV. TERMINATION

_DNA.

~ RNA polymerase is released

( Niii ii from DNA
ee for

<
sl recognition

Sigma displaces NusA

Vymeéna sigma faktoru a NusA
proteinu na RNA-polymeraze

- Sigma faktor: iniciace

- NusA protein - terminace

29



Terminace transkripce za ucasti Rho faktoru

Elongaéni faze transkripce

Pripojeni Rho-faktoru a jeho
pohyb po mRNA

Pripojeni Rho-faktoru
k sekvenci terminatoru

Rho faktor rozmotava
hybridni DNA-RNA

Uvolnéni Rho-faktoru,
RNA-polymerazy a mRNA

30



Terminace transkripce zavisla na Rho-faktoru

®Rho-faktor je rozeznavan NusA-
M ~T FA proteinem, ktery je prechodnou
Elonga:nl faze sowasti RNA-polymerazy. Rho-
faktor katalyzuje po vazbé na tento
protein odvijeni mMRNA z DNA-
b ietézce a uvoléni RNA-
2 polymerézy. K tomu je zapo¥ebi
ATP, ktery je hydrolyzovan Rho-

RNA

Rho

DNA
faktorem vyznadujicim se aktivitou
ATPazy.

Rho-faktor se pohybuije za \""\

RNA-polymerazou

Jakmile se RNA-polymeraza zastavi na
terminatorové vlasence, Rho-faktor ji dostihne
a oddli RNA od DNA (Rho = helikaza)

31



Transkripce transkripcni jednotky pro rRNA
(rrn operony)

P [pd HEERNE RN/ RNA RNA RNA BE L
N NS
promotory terminatory

transkripce

pre-rRNA

posttranskripCni uprava
(vystépeni frn ¢nich produktu)

0
NIl |
NS\ C%HLS NSNS 6 Ls

. '54. )§5 \-—" g-.z

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

32



Transkripce transkripcni jednotky pro tRNA

geny

promotor )
NE E EEy EF-Tu |

DNA ‘

transkripce
pre-tRNA

M/\Lf\_/\_bv

posttranskrip €ni Uprava
(vySt épeni funk €nich produkt )

tRNA tRNA tRNA  tRNA

33



Transkripce a uprava geni pro rRNA u bakterii a savcu

Bakterie Savci
gen pro rRNA gen pro rRNA
[ 1 l |
BNCSANONZNONUNUNONINONININTNO\N DNESANONYNONONONONINININONTNONINTNO\N
transkripce
prekruzor Y . primami transkripce
rRNA30S | ] transkript
Stépent — prekurzor
endoribonukleazami RNA45S | < 13000 nukleotidd ~ ——————»|
Y 5 ppp IOH 3
prekurzor  4S prekurzor prekurzor
16S rRNA ItRNAI 23S IRNA 5S rRNA rozlozené oblasti '
ME— : | — primarniho transkriptu lpravy RNA
druhotné Stépeni
endoribonukleazou
a zkraceni exoribonukleazami nulllae-g‘tli dé nuk?g(?ti di
5 3 5 3 & 4718 nukleotidu 3
| I—— I [ ] o | ]
16S 48 23S 55 18S 5,88 288
(a) rRNA  tRNA rRNA rRNA (b) rRNA  rRNA RNA
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Uprava pre-tRNA u E. coli

() ()
() — Q)
Q— Q)
O — O
O — 0

5/ -0-0-0 — 0~0-0-0-0~-0-0-0-0—Q

RNase P

NEREEN

* probiha
plsobenim
enzymu

RNase D

jor

A E

é =150 nucleotides
I

¢ RNase E/F

tRNA-nukleotidyltransferaza -
dodatecéné pripojeni ACC
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Transkripce u eukaryot

cytoplasma

bunééné jadro

introny

primarni RNA-transkript ITRANSKRIPCE
= | N B e .

1 PRIDANI 5' -CEPICKY |
gepitka RNA
=

1 SESTRIH RNA

A POLY(A)-KONCE
AAAA
mRNA (D AAAA
l EXPORT

_ e
- mRNA (@ AAAA

1 TRANSLACE

protein =




Eukaryotické DNA-dependentni RNA-polymerazy

Matrici pro syntézu RNA je u vsech téchto polymeraz negativni
DNA-retézec. Existuji tri druhy téchto RNA-polymeraz:

RNA-polymeraza |, ktera katalyzuje syntézu pre-rRNA. Nachazi se v ja-
dérku a neni citliva k a-amanitinu Geny |. tridy

RNA-polymeraza Il, ktera katalyzuje syntézu hnRNA a nékterych malych
rRNA. Je citliva k a-amanitinu. Vyskytuje se v karyoplazmé. Sestava
priblizné z 10 protomeru, z nichz tri _nejvéetsi jsou homologické s
protomery a, B a B prokaryotické RNA-polymerazy. Protomer B vaze
volné ribonukleotidy, B" se vaze k DNA a a spojuje protomery navzajem.
Ostatni protomery se nelisi od protomert polymeraz | a lll. Geny Il. tridy

RNA-polymeraza Ill, ktera katalyzuje syntézu pre-tRNA, 5S-rRNA a
nékterych malych RNA. Citlivost k a-amanitinu je druhové specificka.
Vyskytuje se v karyoplazmé. Geny lll. tridy

Kazda z uvedenych tri RNA-polymeraz vyzaduje svij specificky
promotor, na ktery se vaze. To je rozdil proti prokaryottiim, ktera maji
jen jeden typ RNA-polymerazy a jeden typ promotoru

21



Elementy eukaryotickeho promotoru (Pol II)

® +1 (startovaci nukleotid + Inr-element) - iniciator
® TATA-box (Hognessuv b.) -34 az -26 - TATA-box

® CAAT-box -75az -80 | Elementy proti srru

® GC-box -90 > transkripce

® Oktamer ATTTGCAT | (upstream elements)

oktamerovy GC CAAT GC TATA

box box box box box poCatek
transkrii)c_e*

140 120 -100

+1

ATTTGCAT GGGCGG  GGCCAATCT GGGCGG  TATAAAA
konzervativni konzervativni  konzervativni konzervativni konzervativni

sekvence sekvence sekvence sekvence sekvence
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Struktura promotoru RNA-polymerazy Il

obecné TBP bazalni
transkripéni faktory transkrlpcm startovaci
faktor nukleotid

M@ B

ATTTGCAT — GGGCGG—GGCCAATCT—TATAAAA—|PyAPyPyPyPyPy

K =100 -90 -75 - 30
konvenéni sekvence elementt eukaryotického promaotoru Iﬁ:ﬁ;g%er?t
Promotory raznych genu se lisi poétem, Provozni geny maji jen

umisténim a kombinaci téchto elementu. Inr-e /q ment bez

Viechny promotory vSak musi obsahovat TATA-boxu
jeden nebo vice elementu, aby mohly zaha- (Hognessuv box).

jit bazalni transkripci.
Poznamka

Promotory RNA-polymerazy Il u nékterych gent nemaji
ani TATA-box ani Inr-element. Transkripce téchto gent
muze zacit z riznych mist sefazenych za sebou.
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Vazebna mista eukaryotickeho promotoru pro RNA-polane 1|

Promoter

—» Startpoint

40



Iniciace transkripce eukaryotnich genti RNA-polymerazou Il
za Ucasti obecnych transkripcnich faktoru

zalatek transkripce

TATA-box [

] o e e e e |

pro zahajeni transkripce
je nutné navazani TF
na TATA-box ana
RNA-polymerazu

© t—e ATP
RNA -polvmeraza je
- fosforylovana TFITH
(+ATP), méni konformaci
a zahajuje transkripci

UTP, ATP
CTP, GTP

TRANSKRIPCE ZACINA



-50 -30 -10 +10 +30
[ [ 1 \ |

ey Iniciace transkripce RNA-polymerazou Il

+£0¢
© NaTaTAbOX
se vaze TFIID.

~ TFIID obsahuje TATA-vazebny protein
7 l (TBP), kterym se vaze k TATA-boxu

e
© «iniciaénimu
komplexu se pfipojuje TFIIA.

20
o Kiniciatnimu
komplexu se vaze TFIIB,

B0
o Ke komplexu se piipojuje TFIIF,
ktery ma rozplétac aktivitu;
zaroved se pfipojuje
polymeraza I,

———————

+B0r
© «iniciagnimu

komplexu se vaze TFIIE.

42

™ RNA-polymeraza I



Posttranskripcni upravy hnRNA

Upravy koncti
5" -konec: pripojeni cepicky (angl. cap)
3" -konec: polyadenylace

Upravy vnitfni sekvence

Metylace
Sestrih

Editace (redakc¢ni Uprava)
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Posttranskrip¢ni Uprava transkript @ strukturnich geni eukaryot

intron

I—A—l

TNUNUNINONONINTINONTNUNTINONTN TN ONO\N

pre-mRNA

l franskripce

G

2 + A
g ety

E L

. . i A
HZN \N/ N

:':If"

0 (0] 0
Il Il Il

8 g
[ NCH, —0—P—0—P—0—P—0 —CH, o bz
| | 2_Dh

‘OH HO |
. o o o
o d
7-metylguanozin o ‘o—CcH
|
=i
o Rl i
~~~~~~~~~~ T -
5'-gepicka

20,

o Pfipojuje
se Usek
poly(A).

5'-Cepicka

807

o Intron
se vystépl.

5'-gepitka

Ke'

4207

© «5-onci

se pfipojuje

7-MG &epitka.

-

lsek 3"-poly(A)

Usek 3"-poly(A)

mRNA  5'-Cepitka m—————  (i5ck 3"-poly(A)

3.

Piipojeni
cepicky

Hipojeni
(poly)A
konce

Sedtih
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Struktura Cepicky

3 krnec ?H ?:3
o=
A -1

H

m’G> ppp> -mRNA

Rané stadium transkripce genu RNA-polymerazou Il

RNA-polymeraza Il

transkripéni jednotka

AR

51
31
pre-

A} - L \_h
', 5-Cepicka -

~

L CHS—GpppN;[JNp =

TCH3
'—O-metyltransferaza
CH,-GpppNpNp ==

T guanin—7-metyltransferaza
GpppNpNp ==
== PR+P
guanylyliransferaza

- GTP

5’- konec primarniho pppNpNp =

transkriptu
(b) Biosynteticka draha 7-MG ¢epicky.
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Pripojeni sekvence poly(A) k 3"’ konci mRNA

RNA-polymeraza |

transkripCni jednotka
3 /‘\l/\&’\\&‘\l/\lf\\é%\lf\ i

i
i

"sekvence

5'- Cepicka — ‘
AAUAAA \bohata na GU
*BO{__ |
o Stépeni endonukleazou. endonukleolytické
Stépeni
5'- epicka — .
AAUAAA
Or s ..
*”Rof‘ Pridani tseku poly(A)
poly(A)-polymerazou.
9'- Cepicka Pp— AMAAA (A),q. 3
AAUAAA L

usek poly(A)
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Schema polyadenylace 3 "-konce hnRNA

gdst proti sméru transkripce ¢4st po sméru transkripce
hnRNA e ARUARN
sestaveni komplexu
ostatni proteiny
~ o ~ komplexu
Prepis
polyadenylacniho
signalu faktor Fozpoznévaci poly (A) - polymeréza
prepis polyadenylaéniho
signalu
$tépeni

Tato ¢ast se rozloZf
exonukledzou

A5 POlyA-konec \

7



Proces vytvareni polyA konce na mRNA

RNA p9| merase

O —

poly-A polymerase

P |

poly-A-binding \
protein

CPSF

AAUAAA AAAAAAAAAAAA

AAUAAA AAAAAAAAAAAAA © 8

200, -

]
]
I

Signaly na DNA pro
uvolnéni mRNA a
pripojeni polyA konce

Pripojeni dalSich
faktord, uvolnéni
MRNA

Pripojeni dalSich
proteinl vazajicich se
na polyA

CstF - cleavage
stimulation factor F
CPSF - celavage and
polyadenylation
specificity factor

Hotovy 3 "- konec mRNA
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Transport hotové eukaryotické mRNA z jadra do cytoplazmy

initiation factors for
protein synthesis
[ 1
elF-4E

elF-4G

nuclear pore

complex
(;) (@ TRANSLATION
DO D~
4,4
CYTOSOL ARRRR

Nékteré z proteinl zlstavaji v jadre, jiné jsou transportovany
spolu s mMRNA do cytoplazmy a zajist'uji jeji stabilitu a iniciaci
translace
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SesfFih (splicing) — proces, [fi némz jsou odstraiovany introny

Intron: nekodujici sekvence uvnitt genu

Objev:

1977:. v genu adenovid

1978:B-globin, imunoglobulin, ovalbumin, tRNA and rRNA.

Zname typy introfi

Intron type

Where found

GU-AG introns
AU-AC introns
Group |

Group I

Group i
Twintrons
Pre-tRNA introns
Archael introns

Eukaryotic nuclear pre-mRNA

Eukaryotic nuclear pre-mRNA _
Eukaryotic nuclear pre-rRNA, organelle RNAs, few bacterial RNAs
Organelle RNAs, some prokaryotic RNAs

Organelle RNAs

Organelle RNAs

Eukaryotic nuclear pre-tRNA

Various RNAs
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tronu v genu pro ovalbumin

Dukaz pritomnosti in

51

DNA
MRNA

Splicing diversity

mRNA heteroduplex.
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Schéma intronu s vyznacenim konzervativnich
sekvenci

sekvence potrebné pro vystépeni intronu

e T

5 (( —
HGUAAGU —-\ \- - UAAC-—_UAG] fiﬂsi’r’i’;tf“'h“
& \/ 7/ | Y
exon 1 intron =30 nukteotidu exon 2

L» odstranéni intronu

31

usek
mRNA

exon1 exon?2
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Schéma struktury intronu v hnRNA

: intron >
5 ' 3 5!7 ' : i} . 3 5
: C CUAAC

AAG TG UAAGU (I) “&CAG G
5'.misto sestfihu ‘ 3-misto sestfihu
: misto vétveni

R = purinovy nukleotid Nukleotid poskytujici
Y = pyrimidinovy nukleotid skupinu 2-0H,
N = jakykoliv nukleotid
é: AneboC pyrimidinovy Usek

‘ Oblast bohata na pyrimidinové nukleotidy.

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

byly zjistény u savcu.

3'

54



Schéma transesterifikace pri sestrihu hnRNA

intron

Transesterifikace
l Prvni transesterifikace = pFeména jednoho
(prvniprenos OH-skupiny). - fosfatového esteru
v jiny probihajici
prenosem OH-

lasovita intronexonova RNA

skupiny bez
Druhé vtransesterigkaz_:e hydrolyzy a za
(druhy prfenos OH-skupiny). nepFitomnosti ATP

lagovita intronova RNA n. GTP
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intronova sekvence

vyStépena

‘O
57 5
g S © b
5 1= [&] T < PR
Y— ..Ie O_ O—o— —
2 g O __
> S o < | e
@ Yz O—a—0
2 io & [
> O
H_
C o -
N
O—&—0
T
I
@] A_u O
0—a—0C

27,5 - fosfodiesterova

vazba

3' -konec intronové

sekvence



misto 5' -sestrihu

exon 1
Y

N

£

U1 snRNP

intron

U2 snRNP

U4/U6 snRNP
U5 snRNP

|

lvorba ,lasa”

a §tépeni mista

5' -sestfihu

stépeni mista
3' -sestfihu a
obou exona

spojeni

/ cxon 2

misto 3' -sestfihu

tast primarniho
3'  transkriptu

Castice snRNP

Small nuclear ribonucleoproteins

Proteiny snRNP + U snRNA +

specifické proteiny

vy5tépend intronova
sekvence ve formé lasa

. bude degradovéna v jadfe

Prubéh seskihu strukturniho genu — uc¢ast U snRNP

exon 1 intron exon 2
A A
] ] ]
Gl A AG ¥
5'- sestiihové misto vétveni 3'- sestiihove
misto misto

RO
snRNP U1 se vaie na 5'- sestfihove misto
a snRNP U2 se vaZe na misto vetvenl.

RO
o Sestavuje se Gplny spliceozom
a &tépi transkript v 5'- sestfihovém misté.

tépene
5'- sestiihové misto RO,
5'- konec intronu se pfipojuje
k A v misté vEtveni za vzniku
lasovité struklury, uvolfiuji se U1 a U4.

0
o Stépi se 3'- sestfihové misto
a 5'- konec exonu 2 se plipojuje
k 3'- konci exonu 1. Intron se uvolfiuje
ve tvaru lasa spolu s snRNP U2, U5 a U6.

exon 1 .rI exon 2
5 T Y

sestfizena mRNA




Rozeznavani 5 "-mista sestrihu a mista vetveni
malymi jadernymi U1-snRNA a U2-snRNA

( ) U1- i U2-snRNA jsou
' komponenty ¢astic
. U2-snRNA U1- a U2-snRNP.
O Jsou tedy v komple-
U1-snRNA C ) Xu s proteiny, které
se uplatiiuji kataly-
ticky pri sestrihu
3 a pinf téZ strukturédini
funkei

S 1

L‘jﬁ m’ ‘Hi’“f?

5 misto Dfm mi 3 3'
vétveni *A di
u saveu
Véechny uvedené 1 intron ; )

sekvence nukleotidy | | .
jsou vysoce konzervativni u S. cerevisiae a vyskytuji se téZ u jinych organizmu
s vyjimkou trypanozom, které nemaji sekvenci GUGUA v U2-snRNA.

S. cerevisiae nemd pyrimidinovy usek.



Prubéh sestrihu ve spliceosomu béhem upravy
pre-mRNA

A. Pred prvni transesterifikaci je U1 snRNP

zaménéna za U6 snRNP

exon 1 CAU exon 1 p o
b4 °

¥ 4 B —— ¢ ’ -

; GUAUGUY 5~ s GUAUGUT 2 Ucast PRP-proteinu

(upravujicich

B. A je rozpoznan BBP a pak U2
. . . prekurzorovou RNA)

BBP (branchpoint bridging protein)
exon 2

BN ———— sUAcuAc -
rearrangement T TTT1

C. Zmeéna tvaru U5 priblizi
konce exonu

A

5'JET'UACUA AC

—_—
rearrangement



Ucast SR proteinli pfi rozpoznani mist sestfihu
(,,exon definition hypothesis“)

intron exon ~200 intron
10-10° nucleotides nucleotides 10-10° nuclectides
[ 1 T |

poly-A-
binding
proteins

complexes

Proteiny SR (bohaté na serin a arginin) se behem transkripce
prubézné vazou na hranice exonu a pomahaji tak navadét
castice snRNP do mist sestrihu
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Zpusoby alternativniho sestfihu hnRNA

konstitutivni exon

potencialni exon

Jeden petencialni exon Jeden petencidlni exon
sousedici se dvéma § vice 5-misty sestfihu
konstitutivaimi a s jednim 3-mistem 1 = intron

Jeden pofenciilni exon Preskakovéni jednoho
s vice 3-misty sestfihu

N potencidlniho exonu
a s jednim 5-mistem

Preskakovéani
vice
potencialnich
exonu

Navzdjem se
vylucujici
potencialni
exony
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Priklady alternativniho sestrihu sestrihu
molekul hnRNA vzniklych transkripci

prekryvajicich se transkripénich jednotek

Transkrip&ni jednotky nesouci gen pro kalcitonin

mRNA vznikla nazna¢enym
#tie] sestfihem se pfeklada

do primérni struktury kalcifoninu
v burikdch Stitné Zlazy.

mRNA vznikla naznaéenym sestri-
hem se v neuronech preklédda do
primérni struktury CGRP (produkt
podobny kalcitoninu).

N

mRNA vznikla naznace-
nym sestfihem se prekldda

. ) do primarni struktury
hnRNA v kéch ater alfa - amylazy.

hnRNA v burikach slinnych zlaz
e me

S = potencialni exon,
EE = Konstitutivni exon,
+1 = startovaci nukleotid,
T = poly(A).
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Alternativni sestrih genu pro alfa-tropomyozin
u krysy (regulace kontrakce svalovych bunéek)

N Al z 3' ]
o |DNA

exony introny

Alternativni zakonéeni transkripce
TRANSKRIPCE A SESTRIH

s N o s aher bl
cum S w W e w3 mRNA 2z hiadkého svalu
o D S w W a mmm— mRNAz fibroblastd
Tl W W WV VWY s ' MRNA z fibroblastd

S'J\NJIAJ\J\J\IA-B' mRNA z mozku

Faktory sestrihu - specifické proteiny aktivni jen v daném typu bunky
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Sestrih kombinacnich exona hnRNA obsahujici

V 4

prepis genu kodujiciho troponin T

‘m e
konstitutivni kombinagni
exony

exony

hnRNA
123456789 1011121314151617 18
- -]

konstitutivni
exony

Vystépuji se do mRNA
v téchto kombinacich:

exony

Molekuly mRNA

s kombinacemi kombinaénich exond:

1

2

3

A
DNOH
FN N NNNY

an
000900 €080 6500 00 o S0

& adbh b

TS an ab
o o o

o & ab
[ I
o OoOm

YY)

: + $
hond o &

[ I
N 2o
~ NNy

0200 0000

9 1011121314 15 1617 18
i

vzajemné se vyluéujici

Celkem se vytvori 32 molekul
MRNA, které se liSi v ¢asti
kédované kombinaénimi exony.
Tyto kombinace jsou vsak ve
vazbeé vzdy s jednim z dvojice
vzajemné se vylucujicich
exonu. Proto celkové je
moznych 64 molekul mRNA
liSicich se v primarni strukture.
Kazda z nich se preklada do
jedné izoformy troponinu T.

Troponiny jsou strukturni bilkoviny bun ék p¥i¢né
pruhovaného svalstva, jejich odliSné izoformy jsou u
fetalnich bunék a v bunkach dosglcu
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Negativni a pozitivni regulace alternativniho
sestrihu

G o e Al rssuRR TR
repressor Represor se
IRIHESATIVE e _:-— vaze naRNA a
NTR ;s ve
\ >I< brani v sestrihu
splicing no splicing
TR mRNA mRD
activator
IPLEOSTIVE e S Sestrih probiha
N jen po vazbé
no splicing splicing .
aktivatoru na
S SEEsEEeRs| mANA

mRNA RNA
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Samosestrih

1982: T. R. Cech (26S rRNA Tetrahymena, S. Altmann (tRNA E. coli)- 1989
Nobelova cena

Autokatalyticky proces sestrihu nevyzadujici proteiny
(in vitro)

RNA schopna samosestrihu = ribozym

introny prvni skupiny v genech prepisovanych do mRNA,
tRNA a rRNA (mitochodnrie, chloroplasty, nDNA
eukaryot, bakteriofagy)

vyzaduji externi G, in vivo nutna ucast proteinu
(maturaza)

introny druhé skupiny v genech mitochondrii hub a v
chloroplastech

nevyzaduji externi G (ale interni A), in vivo nutna Ucast
proteinu, podobnost se sestrihem hnRNA
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Mechanismus samosegthu prekurzoru rRNA

externi G

exon 1 i

prekurzor rRNA 5P

0
o Fosfoesterova vazba
se prenese ze spojeni
exon 1-intron
na G-OH, vazba mezi
exonem 1 a intronem
se rozétepi.
exon 1 l £xin 2 .
5P — NN OH3
[}
RO
o Fosfoesterova vazba
se prenese ze spojeni
intron-exon 2 na 3"-konec
exonu 1, exony 1 a 2 se spoji. T
vystepeny
sestfizena rRNA intron
RO,
o Intron se cirkularizuje
pfenosem vnitfni
fosfoesterove vazby.

6-P-
uzavieny
fragment intron

intronu
Opy
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Prubéh samosestrihu u intronu prvni skupiny

Exon 1 - Intron Exon 2
5 i
Glon :
GTP cofactor \—/" Vs woGl
binds to 3 -

N
region of intron ff ,

: A #1
G is transferred to 5° end of intron
OH e
. N
Exons spliced
together G Cut#2is made at 3’ end of intron
. ] /

* T Cut#2

G
_ 15 nucleotides
OH Cut #3 O + I 15 nt i} cut off

414"' / 399 nt

399-nt piece

. / linearizes
AnEE Cut#4

+

QA

sekv. specif. endoribonukleaza

395 nt

395-nt piece 4 i,
linearizes achive fosfataza

nukleotidyltransferaza

L19 RNA is catalyfically RNA-ligaza exter-matrici

395 o ~ linear minus 19 intervening sequence



Reakce probihajici pri samosestrihu intronu | a Il

Introny skupiny | Introny skupiny Il

Step OH
2

Exon 1 Exon 2
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Srovnani samosestrihu intronu skupiny | a

intron
sequence

3 exon
sequence

5 exon
sequence

5 3 precursor
RNA molecule

OH transient

& e 3 intermediate

excised
intron
sequence
G
OH
+ ligated exon
- i sequences

intron
sequence

5" exon 3’ exon

sequence sequence

5 A ./ L 3
OH

5‘d 3

lariat

70



Bimolekularni sestrih (trans-splicing) mRNA u trypanozom

Primarni transkript genu 1

zpusob sestihu

Primarni tranSkript genu 2 Exon X

[CING

U prvoka — zmény antigennich
determinant

Exon Z

Dalsi @iklady: nematoda, chloroplasty .



Twintron = intron uvnitr jiného intronu

objeveny v chloroplastove DNA eugleny, pozdéji

u kryptomonad, drosofily aj.

vystrihovani probiha sekvencné (nejdriv vnitrni pak
vneéjsi intron)

v jednom intronu muze byt vice twintronu
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Pavod introni. ,,Exon theory of genes*

Short genes

T m o &
| i !
© ©

genome
|

.
4

& s

Multisubunit protein

Multidomain, single
subunit protein

g Introns

Single discontinuous gene
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1.

Biologicky vyznam intronu

Regulace genove expreséiimnost dlouhych intran
zpomaluje transkripci a snizuje mnozstvi vysledného
transkriptu).

PoZistatek evoluce (zné exony v genu kodujizné funkni
domeény produktu — geny vznikaly fuzi exon

Zvyseni rychlosti rekombinace kddujicich Uselkznych geid —
zrychleni procesu evoluce (proteiny / domény).

Alternativni segth: z jednoho genu vice produikt

Néekteré eukaryotické geny neobsahuji introny, tj. intrgmejsou

nezbytné pro normalni genovou expresi (klonovani cDNA)
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Editace RNA

Editace RNA je jedna z posttranskripcnich uprav, ktera
byla zjisténa
V mitochondriich trypanozom,
V mitochondriich Physarum polycephalum
V mitochondriich strunatcu,
V mitochondriich vyssich rostlin
U genu pro apolipoprotein u savcu
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Editace RNA u ruznych organizmu

Organizmy Organely Zpusob editace Typ RNA
Trypanosoma ierce U
Leischmania | mitochondrie ’ mRNA
P delece U
Crithidia
mitochondrie substituce C za U,
Rostliny hi last UzaC mRNA, rRNA
chioroplasty | substituce C za U
Savei jadro substituce C za U, mRNA

Aza G
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Substitucni zpusob editace hnRNA genu pro
apolipoprotein

The sequence of the Apolipoprotein B gene has 29 exons
apo-B gene is the same —
in intestine and liver, but i S0 LT TR

e s EOETLETOT I TT I
mRNA is modified by a
base change that creates
a termination codon in
intestine.

Codon 2153 codes for glutamine CAA |

cytidindeaminaza

!

Editing

C je deaminovan na U

zmeéna funkce produktu
ztratou C-domény u

kratsiho p roteinu Spliced mRNA in liver Intestine mRNA
codes for protein of has UAA codon
4563 residues that terminates
-~ PR synthesis at 2153
Uvolnovani

cholesterolu
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Editace mMRNA genu pro apolipoprotein B ve Stev€ savai

o 5 RG34 -

3I
jtra transkripce stfevo
. a Vj{stﬁpez: ) deaminaza
— Intronovych sekvencl vazajici se na RNA

mRNA
' A A === 3' 5' 3!
sdifoveni RNA;
oxidativnf
tleaminace
cyloziny
editovani Y
mRNA
5 g 3 1
i translace
(e - COOH o COOH
H2N e ?
apolipoprotein apolipoprotein

dlouhy 4563 aminokyselin dlouhy 2153 aminokyselin
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Priklady editace (redakcnich uprav) mRNA
- adice U a delece T (pritomen v DNA)

UallUEUUUUEUUEUUUAUUA UzUE2AUUAUEEUUU UG UUUUUUA UUGELAUUUUUUAGAUUUA

UUU AAUULG UUSAUAAAUACA UUUUAULIUGUULGUUAA UUUUUUUG UUUUS UGUULIUUGGUU

U2 EEUUUUUUUGUUZEAIEUUS UUUUSUAUUAUSAUUGAGUUUSULGUU

U UBUGAAACCAGUUALIGAGAGUUUGCAUUGUUA UUUS UUACAUULAGUUGGLGUUUUUGGUUC

Part of the mRNA
sequence of T. brucei
coxlll shows many
uridines that are not
coded in the DNA (shown
in green) or that are
removed from the RNA
(shown as T).



Editace pre-mRNA genu cytochromu b uLeishmania

DNA template strand

3 TTTCGCCTCTCTTTTCTIT T C C G AAATTGAAGTCCAACAAATAATGCTCATATACC 5

Transcription
Pre-mRNA
5 AAAGCGGAGAGAAAAGAAA A G G C UUUAACUUCAGGUUGUUUAUUACGAGUAUAUGG 3
Pre-mRNA Pairing with partially 4G6
5 complementary guide RNA UM
Mopa ¢ @ 6 yumees”
A AA AAAUUGAAGU
P~\JN\\JP~P~P.\5 UUU AAUAU UAGA UG Uca G i
3 ARUapy
Guide RNA e
nsertion of uridine monophosphates
Pre- mRNA

ANICG

> Adgg NG
CG UG
AG AAAUUUAUGUU(ELIJ(IHIJ&IJ%J‘U{R??UUCA GG

URP‘UP‘P‘I\U UUUAAAUAUAAUAGAAAAUUGAAGU Uty GUg '
CA
UUCNA CUA
Guide RNA v 7 Release of guide RNA from mRNA >
Edited mRNA

5 AAAGCGGAGAGAAAAGAAAUUUAUGUUGUCUUUUAACUUCAGGUUGUUUUAUUACGAGUAUAUGG 3
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Vysvétleni editace na zaklade
transesterifikacnich reakci

editacni
misto .
3'mRNA

S RV idici RNA
Nukleofilni atak L (guide)

fosfodiesterove

vazby 3 OH

Skuplnou Up CMII\ ‘
U A
U u
. ] gRNA

Up G 3ImRNA

druha transesterifikace

3 mRNA

ApUP SITTTTT
| [ . T
qffiw/} LL_u—_\MM\“N\\
gRNA




Editace inzerce nuakleotidii do hnRNA u trypanozom
rizena gRNA - prvni transesterifikace

hnRNA podiéhajici editaci
(Tato hnRNA se vytvofila transkripci

genu pro ND7).
( N U) Tato &isla znamenaji pocet nukleotidu (U),
A 2 +3 ; ;
U*A T2 T3 Y2 ktery muZe byt vioZen do mist
U= vyznacéenych Sipkami. Jsou to
UsA 43+ +7 editaéni mista.
A*U '
* A 3' - kotva Nukleotidy uvedené v rameécich se
5_.-/|' u ACACUUGUAUAGA \ =1 7 -3
SUU U s SUAUAGAL postupné navazZou komplementarné

1 vidaji ¢islam uvedenym naho re.
7

U
U

uu OH-~ _UGUGAACAUUUUUA 5' smérem k 3*-konci hnRNA. Cisla
A znamenaji jejich pocty, které odpo-
u

' y A gRNA se vaze ke kotvé, a tim také

U A k urcéité hnRNA, v tomto pfipadé Hvézdi¢kami jsou vyjadfeny
y A k ND7 hnRNA. vodikové vazby.
peoly(U)-konec Ty
» [A] 2
* (A Prostfednictvim OH-skupiny napada
u fosfodiesterovou vazbu mezi G a A

*

U
UA
U
|
U
A

*

W

N

A
ﬁ a vkldda tam 7 koncovych U.
1



Proc¢ probiha editace?

- Editace RNA byla bézna u prapuvodnich burék, u nichz byla rada
reakci katalyzovana molekulami RNA a ne proteiny

- Primitivni mechanismus regulace genové exprese
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ranskripce dvou genu pro rRNA u prokaryot
ozorovana EM

Tum

> DNA s navazanymi
smer transkripce molekulami RNA-polymerazy

84



U1 W |
exon ‘ \ intron /} | exon
5' splice site 3’ splice site
SL1 snRNP
Trans-splicin —
5’ splice site

= m exon ——
outron /;

Eukaryotes| Prokaryotes
Spliceosomalni '
. + —
seskih :
samosestih
tRNA
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