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Naprawa,

Replikacja
Centralny dogmat biologii < Rekombinacja>
molekularnej: sekwencja DNA 5 DNA DNA 5,
zostaje przepisana ¢
(transkrypqa,) na sekvyenqe Transkrypcja
RNA, ktora zostaje Synteza RNA
przettumaczona (translacja) RNA

na sekwencje biatka. 5’ 3’
J Translacja

. Synteza biatka
Co to jest gen??? _—
Fragment czgsteczki DNA

kodujacy funkcjonalne biatko H,N— @@V CooH

lub funkcjonalng czgsteczke
RNA.

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Ogodlna zasada transkrypciji.
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Transkrypcja jest procesem enzymatycznym katalizowanym
przez polimeraze RNA.

—_—

Polimeraza RNA \ Transkrybowany fragment DNA

SS—

DN
/ miejsce aktywne

5 Nowo powstajgcy
taricuch RNA

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Proces transkrypcji mozna zaobserwowac dzieki mikroskopowi
elektronowemu. llustracja przedstawia schemat matrycowego
DNA z nowopowstajgcymi czgsteczkami RNA.

Punkt
zakonczenla

NIRRT NA

T\ VS ‘-\ T\ | b ‘\
Punkt sta rtu Czasteczki
transkrypcji polimerazy RNA

Nowo powstajgce
taricuchy RNA

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Budowa RNA - poréwnanie z DNA

OH OH OH H

B-D-ryboza wystepujace w RNA B-D-2-deoksyryboza wystepujgce w DNA

Podwadjna helisa
najczesciej w formie B

Uracyl U wystepujacy w RNA Tymina T wystepujgca w DNA

U

Duza réznorodnos¢ struktur utworzonych
najczesciej z pojedynczej nici RNA



Porownanie wtasciwosci DNA i RNA

Cecha DNA RNA
Zbudowane z nukleotydéw Tak Tak
Cukier nukleotydu Deoksyryboza Ryboza
Obecnos¢ grupy —OH przy weglu Nie Tak
C2
Zasady nukleotydu ACGT ACGU
Nukleotydy potaczone Tak Tak
wigzaniem fosfodwuestrowym
llo$é pasm nukleotydowych Zwykle dwa Zwykle jedno

Struktura drugorzedowa

Podwdjna helisa A, B lub

Duze bogactwo

Z struktur
Stabilnos¢ Duza Mata
Powstaje w procesie Replikacji Transkrypcji




Rodzaje czgsteczek RNA w komorce — stan wiedzy z lat 60-

tych ubiegtego wieku.

Typ RNA Funkcja
MRNA Ang. messenger RNA, koduje biatka
rRNA rybosomalny RNA, tworzy strukturalng podstawe
rybosomow, katalizuje tworzenie wigzania
peptydowego
tRNA transferowy RNA, czasteczka adaptorowa, podczas

syntezy biatka tgczy aminokwasy z mRNA




Rodzaje czagsteczek RNA w komorce — obecny stan wiedzy.

MRNA
rRNA
tRNA
snRNA

snoRNA

MIiRNA

siRNA

Na poprzedniej ilustracji
Na poprzedniej ilustraciji
Na poprzedniej ilustracji
Skrot od small nuclear RNA (drobne jagdrowe RNA) —
uczestniczy w réznorakich procesach w obrebie jadra

komorkowego np. w procesie wycinania intronow z
prekursora mRNA.

Skrét od small nucleolar RNA (drobne jaderkowe RNA) —
uczestniczy w obrobce i chemicznej modyfikacji rRNA.

Mikro RNA. Reguluje ekspresje gendw zwykle poprzez
blokowanie translacji wybranych czgsteczek mRNA.

Skrot od small interfering RNA (drobne interferujgce
czasteczki RNA) — wytgczajg ekspresje gendw poprzez
kierowanie do degradacji wybranych czasteczek mRNA lub
poprzez indukowanie gesto upakowanej struktury
chromatyny w obrebie wybranych genow.

Opracowano na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



llos¢ réznych klas RNA w przecietnej komorce ssaka

Typ RNA % catkowitego RNA % catkowitej syntezy

Prekursor rRNA 39
Cytoplazmatyczne rRNA 71

Prekursor mRNA 58
Cytoplazmatyczne mRNA 3
tRNA i inne drobne RNA 15 3

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Publishing 1989)



Etapy transkrypcji w komorce bakteryjne;.

DNA

Biatko pomagajace w
rozpoznaniu promotora

promotor

Polimeraza RNA
przesuwa sie wzdtuz
matrycy DNA

—

4

Nowo powstajacy tancuch RNA

X,
e

£

Biatko pomagajgce w
rozpoznaniu sygnatu konca

transkrypciji

Inicjacja — enzym polimeraza RNA
wigze sie z odcinkiem DNA
zwanym promotorem, tgczy ze
sobg dwa rybonukleotydy
rozpoczynajgc powstawanie
tancucha RNA

Elongacja (wydtuzanie) taricucha
RNA — polimeraza przesuwa sie
wzdtuz nici DNA kontynuujgc
wydtuzanie tancucha

Terminacja (zakonczenie) —
synteza nowej nici zostaje
zakonczona, czgsteczka RNA i
polimeraza odpadajg od matrycy,
dwuniciowa struktura DNA
zostaje odtworzona.

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Budowa jednostki transkrypcyjnej (the transcription unit) —
odcinek DNA kodujacy czasteczke RNA wraz z sekwencjami
potrzebnymi do transkrypcji.

- +
w gore w dot

Nié : :

kodujaca Promotor Odcinek kodujacy RNA 3
> ———
3 Ni¢ matrycowa I Punkt poczatku Punkt kofica I 5’

(niekodujaca) transkrypcji transkrypcji
Czasteczka RNA - transkrypt 5 3>

e Promotor to odcinek DNA rozpoznawany przez
maszynerie transkrypcyjng — wyznacza on ni¢ matrycowg
a tym samym kierunek transkrypciji.



Promotor decyduje o kierunku transkrypcji a wiec rowniez o wyborze, ktora nic
DNA stuzy za matryce. W chromosomach bakterii i organizmow
eukariotycznych nie ma wyrdznionej nici DNA, ktéra zawsze stuzy za matryce.
Innymi stowy geny mogg miec rozng orientacje. Na ilustracji przedstawiono
hipotetyczny fragment chromosomu bakteryjnego pokazujacy utozenie gendéw
(zielone strzatki).

P7 P6 P5 P4

P1 P2 P3

5’



Podstawowe elementy aparatu transkrypcyjnego.

Polimeraza RNA

U bakterii: czynnik sigma — rozpoznaje promotor, rozne
czynniki rozpoznajg rozne promotory; czynnik rho —
odpowiedzialny za terminacje transkrypcji.

U eukariotow:
Polimeraza | RNA - transkrybuje duze, rybosomalne RNA

Polimeraza Il RNA - transkrybuje mRNA, snoRNA oraz
niektore snRNA

Polimeraza lll RNA — transkrybuje tRNA, mate rRNA oraz
SnRNA

Wiele biatek pomocniczych zwanych czynnikami
transkrypcyjnymi




Czynniki transkrypcyjne.

Biatka bez ktérych polimeraza RNA nie jest w stanie rozpoczac transkrypcji.
Pomagajg, m.in. utozy¢ polimeraze w odpowiedniej pozycji, pomagaja w
rozdzieleniu nici DNA (helikaza) i wtaczajg ,,tryb elongacyjne” w polimerazie.

Promotor

Czynniki transkrypcyjne i inne biatka regulujgce transkrypcje Czqsteczka RNA - transkrypt
wigzg sie z promotorami gendw tworzac odpowiednia

kombinacje. Tylko zwigzanie odpowiedniej grupy biatek pozwala —
na rozpoczecie transkrypcji. Biatka wigzg sie z DNA w sposéb

zalezny od jego sekwencji. Kazde biatko regulacyjne rozpoznaje
swoj3g wtasng sekwencje w obrebie DNA.

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Motywy sekwencyjne obecne w poblizy poczatku transkrypcji promotoréw
rozpoznawanych przez polimeraze Il RNA (syntetyzujagcg mRNA). Z tymi motywami wigzg
sie tzw. powszechne czynniki transkrypcyjne (general transcription factors) potrzebne do

transkrypcji promotordow polimerazy Il, niezaleznie od genu.

Poczatek
transkrypcji

’

BRE TATA box INR DPE
-35 -30 +30
Nazwa elementu Wigzana sekwencja Rozpoznajacy czynnik
transkrypcyjny
BRE G/C G/C G/A CGCC TFIIB
TATA box TATAA/TAA/T TBP (TFIID)
INR C/TC/TANT/AC/TC/T TFIID
DPE A/G G A/T CGTG TFIID

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Schemat poczatkowych etapdw rozpoznania promotora polimerazy |l
RNA przez powszechne czynniki transkrypcyjne.

TATA box

—

Wielobiatkowy czynnik transkrypcyjny TFIID
rozpoznaje sekwencje TATA potozong ok. 30
nukleotyddw przed startem transkrypcji. Wigzac sie
z tg sekwencjg czynnik powoduje silne wygiecie
helisy DNA. Jest to sygnat dla innych czynnikow
transkrypcyjnych do zwigzania sie z promotorem.



Kolejne etapy inicjacji transkrypcji. Przytgczajg sie czynniki
TFIIB, TFIIB oraz polimeraza |l RNA.

Ny A f' Y N X)X

-

\




W nastepnym etapie czynnik transkrypcyjny TFIIH przytgcza sie do kompleksu i dzieki
aktywnosci dwoch helikaz XPB i XPD rozwija DNA wokdt miejsca inicjacji transkrypcji. To
stwarza warunki do rozpoczecia syntezy RNA. Rownoczesnie TFIIH poprzez jeden ze
swoich sktadnikow fosforyluje ogonek polimerazy Il RNA co sprawia, ze zmienia ona
ksztatt i przechodzi ona w tryb procesywnej syntezy RNA. Wraz z opuszczeniem
promotora przez polimeraze odfgcza sie od niego wiekszos¢ czynnikow
transkrypcyjnych.




Proces rozpoczecie transkrypcji jest bardzo skomplikowany. Oprocz
czynnikéw transkrypcyjnych i polimerazy RNA uczestniczg w nim
aktywatory transkrypcji, biatka posredniczace oraz biatka remodelujgce
strukture chromatyny (np. acetylazy histondw). W sumie w rejonie
promotora gromadzi sie ponad 100 réznych biatek.

Aktywatory transkrypcji — biatka
rozpoznajgce swoiscie sekwencje
DNA i majace zdolno$é
»Pprzyciggania” polimerazy w rejon

promotora.

v Biatka remodelujace
chromatyne.

Biatka posredniczace miedzy
aktywatorami a polimerazg RNA i
powszechnymi czynnikami
transkrypcyjnymi.

Polimeraza Il RNA i
powszechne czynniki
transkrypcyjne.

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008; © Gerland Publishing 1989)



Przyktady biatek wigzgcych swoiscie DNA i uczestniczacych w
regulacji ekspresji genu. Przedstawiono biaka wykryte u

ssakow.

Sp1l GGGCGG
GATA1 TGATAG

AP1 TGANTCA

Octl ATGCAAAT

NF1 GCCAAT

SRF GATGCCCATA

p53 GGGCAAGTCT

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008; © Gerland Publishing 1989)



Budowa koncowki 5’ eukariotycznego mRNA — tzw.
czapeczka (ang. cap)

3’

mostek 5’-5’ trifosforanowy

Pierwszy nukleotyd mRNA od strony 5’

7-metyloguanozyna

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Informacyjny mRNA eukariotow powstaje w sposob nieciggty —z
pierwotnego transkryptu zostajg wyciete fragmenty niekodujace
(introny) a fragmenty kodujace (eksony) zostajg potaczone w jedna
ciggtg sekwencje kodujgcg biatko — mRNA.

Ekson Ekson Ekson

= I o

l transkrypcja

pierwotny transkrypt

wycinanie intronéw
W procesie wycinania
introndw uczestniczg

SnRNA.
Q ———— mMRNA

,resztki” introndw




Miejsca wyciecia intronu — jego granice 5" i 3’ oraz tzw. punkt
rozwidlenia, sg scisle zdefiniowane poprzez sekwencje
nukleotydowg pre-mRNA. Introny zaczynajg sie sekwencjg GU
a konczg sekwencjg AG. W wycinaniu intronow biorg udziat
SnRNA.

intron
ekson ekson

|...AGGURAGU. .......... CTRAYY........... YYYYYYYYYYYNCAGEG....... | pierwotny transkrypt

Sekwencje oznaczajgce granice intronu oraz potrzebne
do poprawnego jego wyciecia. Na czerwono zaznaczono
wysoce konserwatywne pozycje.

....AGG...... | fragment mRNA

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Porownanie struktury mRNA komorek prokariotycznych i
eukariotycznych.

sekwencje Shine-Delgarno

57 . T~ 3
000 MRNA

AUG STOP AUG STOP AUG STOP

biatko 1 biatko 2 biatko 3

3'
AAAAAAAAAAAAA

ogonek poli A

czapeczka

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Lokalizacja wewnatrzkomorkowa transkrypciji i translacji w
komorkach prokariotycznych i eukariotycznych.

f DNA \

transkrypcja
mRNA

\ translacja na rybosomie ‘

introny DNA

I N N .

iad transkrypcja
adro

Pierwotny
RNA

l wycinanie intronéw
Komadrka prokariotyczna

czapeczka o AAAAAA  poliA
mRNA

|
cytoplazma \l/eksport do cytoplazmy

AAAAAA mRNA

translacja na rybosomie

S
l

biatko

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

Komarka eukariotyczna



Porownanie dtugosci eksonow i introndw réznych
hipotetycznych genow.

ekson

Genl I I l DNA
intron

Gen?2 . I l

s Hi—— Hi-E |




Etap wycinania intronow z pierwotnego transkryptu stwarza okazje,
dzieki procesowi alternatywnego sktadania mRNA, do tworzenie
wielu roznych wariantéw biatek, np. w roznych tkankach.

B
Pt
U S
e




Produkcja rybosomalnego RNA — transkrypcji dokonuje polimeraza | RNA.
Niektdre zasady rybosomalnego RNA s3 chemicznie modyfikowane po-
transkrypcyjnie.

Jednostka transkrypcyjna rRNA 13 kbp Odcinek miedzygenowy 27 kbp

18S 5,8S 28S DNA
- I _ 0
l Transkrypcja — polimeraza | RNA N /U\N
— T Pierwotny transkrypt k /Q
C @)

Dojrzewanie: usuwanie |
odcinkdéw ,niekodujgcych” i pseudourydyna
chemiczna modyfikacja RNA. W

obrébce chemicznej uczestniczg o
v  SnoRNA. \
1 B B pojrzate rRNA | /I\\
N 0
18S 5,8S 28S |
uracyl

Na podstawie: Human Molecular Genetics (© BIOS Scientific Publishers, 1996)



Transkrypcja rybosomalnego RNA wykonywana przez polimeraze | RNA zachodzi w jaderku.
llustracja przedstawia schemat jaderka i zachodzgcych w nim proceséw. W przeciwienstwie
do wielu innych organelli komdorkowych jgderko nie jest otoczone btong. Jest strukturg
organizujgcg sie wokoét transkrybowanych rRNA

Biatka rybosomoéw
syntetyzowane w cytoplazmie \/
/ DNA kodujace
rRNA

\ \l/ Prekursor rRNA
\Jj transkrybowany w
- % jaderku

Mata podjednostka rybosomu a\e ¥

transportowana do cytoplazmy B vvajsce
podjednostki
rybosomow

Duza podjednostka rybosomu jaderko
transportowana do cytoplazmy

/ \ jadro komorkowe

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Publishing, 1989)

cytoplazma




Przyktad morfologicznego zréznicowania jgderek widocznych w
mikroskopie swietlnym. Po prawej stronie — jgdra komorkowe widoczne
w kontrascie fazowym. Po lewej stronie lokalizacja roznych biatek jadra

komorkowego.

Biatko zlokalizowane
wytgcznie w jaderku.

MRFP1-BLM

Biatko zlokalizowane
w nukleoplazmie i w
jaderku.

, MRFP1-RTS

Biatko zlokalizowane
wytgcznie poza
jaderkiem.

MmRFP1-RECQ1

Zrédio: badania wiasne



Jadro komorkowe to struktura bardzo niejednorodna. Zawiera,
oprocz jgderek, takze wiele struktur, zwanych ciatkami lub
ziarnistosciami o stabo poznanej funkcji. Na ilustracji
przedstawiono tzw. ciatka PML, ktore regulujg ekspresje wielu
genow.

Ciatka PML w jgdrach komdrkowych.

Zwroc¢ uwage na regularne, ,obwarzankowe”, ksztafty
niektdrych ciatek.

Zrédio: badania wiasne
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