KONTROLA GENOVE EXPRESE

1 i Ty - . START RNA
Bunky vicebunécného organismu: — s:tejnta DN TRANSCRIPTIO
= ruzna RN; POSSIBLE |__ RNA
Bunky z dospélého organismu = tkanova kultura = ATEE:;’:JEON trzggcr;pt
Analyza chromosomu diferencovanych a nediferenc SPLICING AND h_hnﬂnfunctiﬂnm
, . 3-END CLEAVAGE MRNA
Analyza mRNA EB = ~ 10000 - 20000 ruznych prc sequences
. o _ , POSSIBLE
Zména exprese genu v bufice = EXTRACELULAF RNA EDITING
retention and
. NUCLEAR -
REGULACE GENOVE EXPRESE EXPOR] [~ 29mcnten
= rlizna uroven )I.
. v .. . SPATIAL
Uroven iniciace transkripce LOCALIZATION k
= nejsou zadné zbyteCné syntetizované iy CEiEI:rASM ¥ ¥
intermediaty . translation
o _ 3 ’ TRANSLATION blocked
= regulacni proteiny, obsahuji DNA-vazebné POSSIBLE
domeny TRANSLATIONAL
RECODING

POSSIBLE RNA
STABILIZATION

— RNA degraded

CONTINUED
PROTEIN SYNTHESIS



Rozpoznani DNA-double helixu regulaénimi proteiny

e Regulaéni proteiny mohou rozeznat povrch double helixu bez nutnosti porusit vodikové
pary
Kazdy par bazi se ,,projevi“ na povrchu double helixu = presny vzorec moznosti
vodikovych muastka a hydrofobnich vazeb pro ,hledajici“ proteiny
Maly i velky zlabek, ve velkém zlabku maji kazdy ze 4 paru jiny vzorec = regulacni
proteiny se vétsSinou vazi do velkého zlabku

G=C A=T C=G T=A
velky zlabek velky Zlabek velky zlabek velky zlabek
malor dgrooye ma;or grooyg ma‘;or droovg ma"or groovg

)\

@(N OliH- N ®(N FHING N-H@ N7/® CH3  jomH- N N
%/NAZ/E(N HUN C\ N A\N\me M‘@ C\MIIIIHH N G\ N\%{ WN HNmN\Q%

o 7 P \/\m..,,w/ C°

o

Minor grooV®

Minor grooV® ”’?mor groov®
maly zlabek maly Zlabek maly zlabek maly Zlabek
velky zlabek maly zlabek

@ = H-bond acceptor
@ = H-bond donor

-0
@
O-0-0-
@

©-0-0-(C
©-0-0-C
O-0-0-@
0006

(O = hydrogen atom

»r oo = O
= O r O
0 4 O

) = methyl group
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¢ + rozeznani ,geometrie”“ double helix
- idealizovana DNA molekula — 36° helikalni obratky
- skute¢na DNA lokalni nepravidelnosti (Uhel vétsi nebo mensi nez 36°C)

= rozpoznavani regulaénimi proteiny
pf. sekvence AAAANNN (N neni A) = slaby

ohyb DNA = je-li opakovana s 10bp intervaly
na delSi molekule = ohnuta DNA

AAAANN repetice 100 nm

LAl A

¢ + dalSi deformace po navazani proteinu, aby se vazba stabilizovala, energeticky
pozadavek, ktery to umozni, zavisi na lokalni nukleotidové sekvenci

Q.

o 1

%

X

. . Vazba CAP (catabolite activator)
zmeény ohybu double-helix DNA proteinu na DNA

dané vazbou proteinu



e regulacni proteiny rozpoznavaji vétsSinou sekvence < 20 nukleotid

povrch proteinu
= komplementarni k povrchu double helix

= veétsinou kontakt zprostredkovan vice vazba DNA-vazebného
vazbami (H-mustky, hydrofobni interakce, proteinu do velkého zlabku

iontové vazb
y) DNA-binding protein

= i kdyz je jeden kontakt (vazba) slaby, g -
20 vazeb umozni kontakt velmi éaa
specificky (silny) .\?* '
)
& .

Pfiklad jednoho kontaktu asharEgine
(vazby), obvykle cca 20 }fr‘
vazeb CH3  QiH-N

N&O f N
\f/ e

: s)
outer limit of minor 9°
sugar phosphate

backbone on

outside of

double helix

=3

>
=
Fd



DNA-vazebné motivy na proteinech

HELIX-TURN-HELIX MOTIV: e prokaryota i eukaryota
e dva a-helixy spojené kratkym retézcem AK
udrzovany ve fixnim uhlu (interakce mezi helixy)

C- koncovy a-helix

ROZPOZNAVACI HELIX = vazba do
velkého zlabku = AK sekvence se liSi

— rozeznani specifickych DNA sekvenci

= sekvence mimo velmi variabilni

— zvySuje specifitu rozpoznavanych /J - *\\

sekvenci (Casto také kontakt s DNA) O N-konec H,
' ___recognition

— &asto vazba ve formé dimeru = > helx

vazba na symetricky usporadané

sekvence = zvys$eni vazebné afinity T
cooH C-konec
5 TAACACEGTGCGTGTTG 3 (A)

,IIIIIIIIIII.IIIIII .
I ATTGTGGCACGCACAAC S

Priklady:

Helix-turn-helix dimery tryptophan repressor lambda Cro Iamt]z;iaagtr'ﬁg'r.l(:ssor CAP fragment DNA



ZINK FINGER MOTIV = MOTIV ZINKOVEHO PRSTU

¢ rizny pocet atomi Zn na molekulu proteinu
¢ rizné skupiny

a) a-helix, B-struktura, spojené Zn
Puvodné nalezen na proteinu, ktery aktivuje transkripci eukaryotické ribosomalni RNA

His-His Cys-Cys

a~helix | , B-struktura

i
z Vazba do
I
F

(A) P

= €asto v komplexu s jinymi zinc-finger proteiny, vazba na repetitivni sekvence



za sebou = vazba na repetit. sekvence o~helix do velkého zlabku

Tri zinc-finger domény tandemové usporadané
— vazba stejné sekvence

b) dva a-helixy, drzené dohromady 2 Zn
Skupina intracelularnich receptor
e tvori dimery = jeden z helixt interaguje s velkym zlabkem

= a~helix vazba do velkého zlabku



B-STRUKTURA

e vazba p-struktury do velkého zlabku
rizné sekvence DNA = ruzné sekvence AK

pr. bakterialni met represor protein
= regulace synthesy methioninu = pro pevnou vazbu s DNA
komplex s S-adenosyl methioninem



LEUCINE-ZIPPER MOTIV = MOTIV LEUCINOVEHO ZIPU

2 a-helixy = bohaté na hydrofobni AK (€asto na leucin) = spojeni hydrofob. interakcemi
'—»kaidy z jednoho monomeru

— tvorba Y struktury
—vazba do velkého zlabku

|':.. - !I

B HETERODIMERY x HOMODIMERY
@
LY ,9'
dimerizace “" o>

" *""' 2 a~-helixy

@@ |,ohaté na Leu

- DNA
;xél
r-# Vazba na DNA do Homodimer Homodimer Heterodimer
velkého zlabku rozeznava rozeznava rozeznava
B b Fﬂ"“ . symetrickou symetrickou asymetrickou
aad BV | ) DNA sekvenci DNA sekvenci DNA sekvenci
‘ (s : ;l'l
W HETERODIMERY
- Casto rizna DNA-vazebna doména
v — zvySovani variability vazebnych moznosti

dimer



HELIX-LOOP-HELIX MOTIV

kratky a-helix spojeny smy¢€kou s delSim a-helixem

Ly flexibilita
Dimerizace aktivni HLH neaktivni HLH
homodimer heteromodimer
)y i active HLH homodimer inactive HLH heterodimer

flexibilnif |
retézec

1..\ - /.“’"'*.:. f .--_}_ \ -- ;: e : ,\.—---

DNA

/ i j Zkraceny HLH bez DNA
] vazebné domény
a-helix

Zkracené HLH proteiny

= regulacni role
= heterodiméry

PREDIKCE DNA sekvence rozpoznavané regul. proteinem ?
neni jednoduchy kéd, tj. neplati, ze G-C par vzdy kontaktuje uréitou AK
jeden par bazi mize byt rozpoznan vétsim poctem zpusobli



REGULACE INICIACE TRANSKRIPCE

NEGATIVNI regulace = regulaéni protein po nasednuti do regulaéni oblasti v
promotoru zabrani transkripci = REPRESORY
POZITIVNI regulace = regulaéni protein po nasednuti do regulaéni oblasti v
promotoru podpofi transkripci = AKTIVATORY
ROLE LIGANDU = Indukujici x Inhibuijici ligand

vazba
ligandu
uvolni
regulaéni
protein z
DNA

vazba
ligandu
umozni
regulaénimu
proteinu
nasednout
na DNA

4

NEGATIVNI REGULACE

bound repressor protein prevents transcription

bound repressor
protein OFF
: GENE OFF
indukujici
/—\ ligand
ADDITION OF LIGAND “
SWITCHES GENE ON BY
REMOVING REPRESSOR
PROTEIN
|" OFF
GENE OFF
inhibujici
/—\ Ilgand
REMOVAL OF LIGAND inactive
SWITCHES GENE ON repressor
BY REMOVING
REPRESSOR PROTEIN

POSITIVNIi REGULACE

bound activator protein promotes transcription

bound activator

o RNA polymerase
protein

ON
) GENE ON

f_\ l mRNA

v l 5.’ l 3}
Q protein
ADDITION OF LIGAND

SWITCHES GENE OFF inhibujici
BY REMOVING ACTIVATOR ligand
PROTEIN
ON
GENE ON

(-\ l mRNA
s —
' prLtem

REMOVAL OF LIGAND

SWITCHES GENE OFF BY indukujici
REMOVING ACTIVATOR liqand
-~ PROTEIN 'gan



PRIKLADY REGULACI TRANSKRIPCE - PROKARYOTA

E. coli— TRYPTOPHAN REPRESOR
biosynthesa tryptofanu:
regulovana exprese = Trp v médiu = blok exprese

TRP OPERON promoter
5 genu = prepis jako 1 mRNA = = : M. E. coli chromosome
= 1 promotor operator |
v promotoru je oblast OPERATOR -~ e mRNA molecule
= rozpoznavana proteinem Trp ' ' ! A

. . e
represoru (helix-turn-helix) L @ % : 4 ._ |
jen v pfit. 2 molekul Trp enzymes for tryptophan biosynthesis

— brani nasednuti polymerazy

NEGATIVNI kontrola transkripce — represory trankripce

promotor . _
VvV nepritomnosti start oftranscr,pt,on v pritomnosti
tryptofanu: tryptofanu
l operator
inactive repressor /\
inaktivni '/ RNA polymerase aktivni
represor represor
‘[ryptophan EC‘[W& repressor

MERNA e
GENES ARE ON ON GENES ARE OFF OFF



NEGATIVNI kontrola transkripce — represory trankripce

helix-turn-helix represor

GENES ARE ON GENES ARE OFF



Casto kombinovana regulace vice faktory POSITIVNI vliv AKTIVATORU a
NEGATIVNI vliv REPRESORU
Polymerasa nerozpozna promotor (nebo jen slabé) pokud neni prfitomen aktivator
pi. bakterialni aktivator CAP (catabolite activator protein) = aktivace genti umoznujicich

vyuziti jinych zdroju C nez je glukosa = pokles glukosy = zvySeni cAMP = vazba CAP =

aktivace exprese RNA-polymerase-binding site (promotei

REGULACE LAC OPERONU Eﬁ:z—in start site for RNA synthesis
u E.coli sl g |

[ | 1
Laktosa = zvySeni

— vazba na represor
= uvolnéni

L | L
operator /lacZ gene

. -80 -40 1 40 80
Glukosa = snizeni I - I : | : | . ; nu
= zv;’léeni cAMP + GLUCOSE

— vazba CAP + LACTOSE

repressor
+ GLUCOSE .

OFF CAP se nevaze

OFF CAP se nevaze

- LACTOSE GAp Represor se vaze
‘ repressor
- GLUCOSE CAP se vaze
_ LACTOSE OFF R o
GAPp RNA polymerase epresor se vaze
- GLUCOSE - ‘ON CAP se vaze
+ LACTOSE

!
RNA msssss)>



REGULACE NA DELSi VZDALENOST

= Castéjsi u EB (rozsahlejsi regulacni oblasti), ale nékdy i u PB
— enhancery

— ohyb DNA=> interakce regulatoru vazaného na enhancer s polymerasovym iniciaénim
komplexem

bacterial
RNA polymerase
in closed complex
NtrC promoter
~ enhancer é 3 )
yzaduje energii 5 ‘ﬁ., '!+;. 1.*-.4;.'
looped Otevreni
activation komplexu

intermediate

GENE ON



REGULACE TRANSKRIPCE - EUKARYOTA

Rozdily od PROKARYOT:

= RNA polymeraza EB vyzaduje pritomnost Obecnych transkripénich faktort
(General Transcription Factors GTF), které se sestavi na promotoru pred zahajenim
transkripce = regulacni proteiny casto GTF sestavovani reguluji

= vétsSina regulacnich proteint funguje, i kdyz jsou vazany ve velkych (i 50000 bp)
vzdalenostech od promotoru (,,upstream* i ,downstream”) = kombinovany vliv
velkého mnozstvi faktoru

general
_ transcription  RNA polymerase Il gene
gene regulatory proteins  factors regulatory
- proteins
) 4 ) ;.
< e

. ~ |

promoter _uin
RNA transcript

the gene control region for gene X

regulatory
sequence

—
spacer DNA

— ohyb DNA= interakce regulatoru vazaného na enhancer s GTF



Aktivatorové proteiny = casto alespon 2 domény

= DNA vazebna doména = rozeznani specifické DNA sekvence

= Aktivaéni doména = interagce s transkripénim systémem (GTF) = indukce a
urychleni iniciace transkripce

KYSELE AKTIVATORY

DNA-binding
' site for activator
. activat

S ey
X
TFIIA .
TFIIB -

= TATA GENE

= aktivacni doména nese nékolik
negativné nabitych (kyselych) AK
= urychluji usporadani GTF na
promotoru (v riznych stadiich
usporadavani)

TFIID

KOMBINACE DOMEN - CHIMERNI REGULACNI PROTEINY

(A)
Gal4 activation
domain
Gal4 DNA-
Gal4 binding
protein domain i lacZ gene
I
TATA { GENE ON
> MRNA
(B)
LexA-
Gal4 &
chimeric
protein
|
DNA-binding TATA GENE OFF
site forﬁ}_\
2 ),
|
DNA-binding TATA } GENE ON

site for LexA ) MBRNA



REPRESOROVE PROTEINY

- rizné mechanismy

1. KOMPETICE aktivator mﬂﬂ_,activation surface
funkce

Vazba aktivatoru a represor

stejnou sekvenci

represoru na
-

TATA

o : binding site
binding site  for repressor
for activator

2. REPRESOR VAZE

AKTIVATOR Nemuze sve {lavazat
polymeraéni kompex

L | | | | | TATA
binding site binding site
for activator for repressor binding site

binding site fnr activator

for repressnr
3. PRIMA INTERAKCE
REPRESORU S GTF | ,
Blokuje se |

usporadani GTF " TEID -

TATA
4. TVORBA HETERODIMERU



Vétsina EB regulacnich proteint = funguji v komplexu s jinymi proteiny, nikoli
individualné
= komplex (specificky) se tvori Casto pouze v pritomnosti specifické DNA sekvence

(A) IN SOLUTION (B) ON DNA

corepressor
coactivator Ac~TIVATES REPRESSES
. HANSCWP“ON TRANSCRIPTION

» fﬂﬁ () S

X GENE ON GENE OFF
coactivator
ACTIVATES ACTIVATES

coactivator

| THANSCHIPTIOI\&\:\\—]‘HANSCHIPTION
. ) 1 ] 1

11 | | -
GENE ON GENE ON

= protein-protein interakce, které jsou prilis slabé pro spojeni proteint v roztoku mohou
byt dostatec¢né pro usporadani komplexu vazaného na DNA

= Role proteinu jako AKTIVATORU nebo REPRESORU zavisi na konkrétnim komplexu
(kontextu) = Fada proteinii mize fungovat jako AKTIVATORY i jako REPRESORY

= Regulace regula¢nich proteinli = riizné mechanismy, regulaéni kaskady



REGULACNI ROLE METHYLACE
DNA = modifikace nukleotidu
= vysSSi EB = methylace cytosinu = rozeznani aktivnich a neaktivnich genu

cytosine 5-methylcytosine

= 5-methyl cytosin = spravné parovani
H. _H H. ~H
N N

— v sekvencich CG

HzC
cr"'-jN P T N GC
|6 1/2L methylation | A
N~ O N7 O
| |

Enzym ,,udrzovaci methylasa“= béhem replikace preferenéni methylace CG sekvenci v
dcefinném retézci, které jiz jsou methylovany v retézci druhém.
= ,,vzorec" methylace ,rodicovského“ retézce se prenasi jiz pri replikaci

C|H3 C|H3
methylated ACGTATCGT | _ ACGTATEGT .
unmethylated cytosine _.5l-l-l--l-3r@ﬂmﬁﬂﬂnSI-l-l--l-
E fosing - T ELELL LTS ymE-E-EE-E
3 TGCATAGCA TGCATAGCA
ACGTATCET CHa
SENESEERNE not recog-  recognized by
(mM=R=RE=R5DNA | nized by maintenance
TGCATAGCA — replication | maintenance methylase
CH3 methylase l QHS
ACGTATCGT ACGTATCGT

F

=g=g==g=3 Methylation 5 gagege=yg=3
st HEHEHH
TGCATAG(EA TGCATAGCA

CH3 CH3



Methylace ,,de novo“= role pfi uml¢ovani genti v urcité oblasti genomu

gene regulatory general

proteins transcription factors
:L— GENE

+ | -~ ON

Odstranéni aktivaénich regulac¢nich proteint
= vypnuti transkripce

LOSS OF GENE — stale basalni hladina transkripce

REGULATORY PROTEINS

= S GENE OFF
- ~ BUT LEAKY

NEW DNA METHYLATION l

,»de novo“ methylace

_ 9909090 _
- uuu%:‘
BINDING OF PROTEINS

= Vazba proteinli rozeznavajicich methyl C
THAT RECOGNIZE METHYL C

Y (e3eese B
- P TTTTT] -

BINDING AND ACTIVITY OF CHROMATIN
REMODELING COMPLEXES AND
HISTONE DEACETYLASES

= Vazba proteint ovlivaujicich strukturu
chromatinu a transkripéni aktivitu dané
oblasti (napf. histon deacetylasy)

@ = transkripce vypnuta uplné

GENE
:::::: = COMPLETELY
OFF




REGULACNI ROLE CHROMATINU

Aktivatorovy protein = vazba na DNA, ktera neni ,,zabalena“ do nukleosomu, nebo
rozezna vazebné misto i na ,,zabalené“ DNA = destabilisace nukleosomu, castecné
rozbaleni X GTF se mohou vazat az po rozvolnéni struktury

Heterochromatin (napf. telomery) = vysoky stupen kondensace = nedostupny i pro
aktivatorové proteiny

ACETYLACE /| DEACETYLACE HISTONU = Role v regulaci genové transkripce

Histon-deacetylasy REPRESE
= rozpoznani a e i — = deacetylace
vazba na specifické ,f Sind N-konc( histonu

represorové Ume6 nes_/ / g -
proteiny -/ g Ac TR e t H\
Ume6p = vazba k {( voo \ / \ ~ \ rL

Rpd3p histon :;/,,-IEI‘:/-_,// _/_',_’/’//_///
deacetylasy —_—

P Bt T B e B N

ae A

Histon-acetylasy — —-,= hyperacetylace | AKTIVACE

— rozpoznania cons - N konc histont
vazba na specifické

aktivatory e fi‘“ - j / f j 2

Gendp = vazba E‘“ o R( S Fw e Ac o K I

Gcenbp histon

deacetylasy //_///m—/ _-f/_,—/"’//wﬁ
A l,g,',; A A E AL
FRE G F BE G R

Neacetylované histony = N-koncovy Lys = + naboj = silna interakce s fosfaty DNA = pevna vazba
= GTF nemohou vstoupit

Hyperacetylované histony = neutralisace + nabitych Lys — zeslabeni elektrost. interakci s fosfaty DNA



Vé

Regulace transkripce strukturou chromatinu = uml€ovani €asti genomu
HETEROCHROMATIN = kondensovany = ,umiCeni"

Diploid cells (a/o)

(,,SilenCing“) dané ObIaSt| Mati t‘i’TJS t\,r(;e @ @ Vegetative growth
e b - of diploid cells
"}'/II'EA\I:I-()/I\I/TIIE\AI'\I’_Y/ HMR IOKUS} u kvasinek S.cerevisiae ﬁ?[t::roid Oeks @@~ %(:X)
matiF:wF:; type ;{@ @\ Bud
Urceni parovaciho typu kvasinek (a nebo o) @® / \

silencer silencer @%E?}g) @

MAT a nebo @ A T
R HMLa Centromere pre==m=mas ! HMRa Tel ! Vegetative growth
fL : : AR % of haploid cells /
O | — ‘*@ tf
N N ©&®) OIO,
- / %\\ N S = Starvati
Ascus ruptures, == A= arvation,
4 \1 spores germinate ascus formation,
a sequences at MAT locus a sequences at MAT locus Four haploid ALt
— — — A ascospores
within ascus
bl F Ta
: i i . /ﬁ\a Sir3p  Sir2p= deacetylace
Geny SIR (Sir1p, Sir2p, Sir3p, Sirdp)
= ,silent information regulator” Rap1p

= Sir2p = histon deacetylasa (konzervativni)
— Role i v TELOMERACH = heterochromatin Teméeric JL P - Hypoacetylated histone

N-terminal tails

DNA




Zmeény exprese provazené zménami DNA genomu
= zmeny reversibilni, = zmeény pfenasené do potomstva

1. BAKTERIE Salmonela = unik bakterii imunitnimu systému

= inverse cca 1000 bp dlouhého useku DNA = zmeny exprese povrchoveho proteinu
flagellinu (2 rdzné formy kédované 2 riznymi geny H1 a H2)

— frekvenc:ev o’Eacenvl nlz’ka invertible segment
= 10° bunécnych déleni |
— 1x otoceni

I
promoter H2  repressor promoter H1

H2 — I

ON ON ON . OFF

} { {
I repressor blocks
RNA | ' H1 synthesis

ee® ________ s

INVERT
DNA
SEGMENT

H2 repressor
protein  protein

promoter H2 repressor  promoter H1
H1
|  OFF OFF ON ON
invertible segment ﬁi,
RNA
H1

protein



2. Urceni parovaciho typu u kvasinek

o-micici  aktivni i'm"vt‘i“i PFitomnost specifické (a nebo o) kasety v MAT
kaseta ~ kaseta =~ kaseta lokusu = reguluje zmény exprese velkého
Inserce nové a-kasety poctu genu lokalizovanych na rdznych mistech
m genomu (aSG, aSG, hSG) = urCuje bunécny
typ (a, a, ala) 1
— a | — MATING-TYPE o
L gene regulatory proteins set of genes controlled
switch from a to o Odstranéni produced by MAT locus cell type by MAT
Odstranéni . stare a-kasety 5 Mcm1
, switch from o.to a
staré a-kasety | e ‘ aSG__ o
—
— o« a  +— MATING-TYPE a a oSG
: e OFF
31 haploid hSG on
; ————
GENOVA (no effect)
Inserce nové a-kasety KONVERSE Mc£n1
L L
[ ——
0 22G o OFF
) QTR
haploid 22— ON
o o2 P hSG
ON
Mcm1
—_— e
e
aSG
a/a. OFF
E38 o OFF

diploid

a2ﬂa1

hSG
— 0
komplex




REGULACE POST-TRANSKRIPCNI
— poté co je zahajena transkripce
— méné Casta (energeticky méné vyhodna)

= nékdy rychlejSi, umoziuje zapojeni dalSich
signalnich mechanismu

START RNA
TRANSCRIPTION
POSSIBLE e HNA+
ATTENUATION transcript

CAPPING afbortﬁ_ |
SPLICING AND g___h”ﬂ” unctiona
3END CLEAVAGE MRNA
sequences
POSSIBLE
RNA EDITING
retention and
NUCLEAR -
. degradation
E}(POHT* in nucleus
SPATIAL
LOCALIZATION A
IN CYTOPLASM 1 3}
START :
. translation
TRANSLATION blocked
POSSIBLE
TRANSLATIONAL
RECODING

POSSIBLE RNA
STABILIZATION

— RNA degraded

CONTINUED
PROTEIN SYNTHESIS




1. Atenuace transkripce — pred¢asna terminace neni-li produkt potreba

Trp - operon
Translace Trp leader RNA

Leader
> o RNA Hodné Malo
Trp Tr

T T I R P
'r~:—140—>1: i -
] b 4

Hodné | ™ | 24,

I Il —
I Il |

TI"p :fue N UUuU 2-3 stem-
I ] loop
| b RMNA forms
iLeader | | polw_‘nerase
IRNA | 4 terminates
| b transcription a
1 I
1 [

& Ribosome covers Ribosome is

D region 2 stalled at Trp

Malo | o 3-4 stem-loop codons in

Tl'p : mANA forms region 1
|
' - 7000 bases = rychly posun ribosomu RNA polymerase
o ool - continues

o ‘e, pres oblast 1 = transcription

feinace)palyp) = ribosom se zpomali

P (zastavi) na oblasti 1 =
Translation

start codon Obsahuje vytvoreni vlasenky 2-3
. J/ Trp kodony e -~ = transkripce pokraéuje
1 2 3 s g
poly U (8xU)

= alternativni vlasenkové struktury



Rho-zavisla terminace - fag \ Nus komplex: NusA = elongacni faktor
NuskE = protein malé ribosomalni podjednotky

Rho-dependentni terminatory NusB, NusG
(a) C , 3 5'
J nut misto nut misto QRho hexamer RS
Lt RN N = sekvence specific binding
E. coli RNA polymerase protein

R

| |||N| [P |Pn|||cm\l |
| | |
| | |

128 . l.é-—--_--—--_--" I.--—--_--—-\-).l Bl 5l
transcript . . 8S-9S transcript o
(1000 bases) Translation Translation (500 bases) % DNA
N-protein - S @0 Protein NusB, NusG, S10
zabrani ter- ® — _ = lyticky cyklus RNA
. . protein induces
mmaq t a tR ,Block at t, ﬂ(antitermination Block at tg 5'
relieved relieved ) -
- ) ANTITERMINACE
| || NH | P |PH||cmHI | S
: } | Rho
4--—--._.--—1%-_--—&_-—-—-_— :"‘—\_-d’-\_'—_lL‘ﬁ_M - .--#-“"-"‘.ll.': :
Nus (N-utilisation s =500 bases
substances) nut misto = BoxA, Box B (vazba N-prot.)
B! . .
L Antiterminace v HIV genomu
’é} Tat = homolog NusG
RNA CY ,
Uc¢inna exprese HIV genld = vyZaduje virovy Tat protein
EoLILED tat- mutanty = kratké transkripty
H'V{’NA = tat = antiterminacni faktor - sekvence specific binding

protein = vazba na sekvenci TAR

niedal + vazba cyklinu T = aktivace cdk9 = fosforylace

polymerasy



2. Alternativni sestfrih mRNA a jeho kontrola

optional exon mutually exclusive exons
| I | |
2 2
optional intron internal splice site

e

Alternativni sestfih konstitutivni X regulovany

TISSUE 1 TISSUE 2
repressor
NEGATIVE Primary transcript RO
I

CONTROL " —

s mRNA RNA

activator

POSITIVE  Primary transcript /B

| . |
CONTROL

>|< no splicing \Spﬁcing
ey e mRNA mRNA

Alternativni sestfih a) méni éteci ramec, b) neméni éteci ramec



3. Regulace mista stépeni RNA a pridani polyA

RNA is cleaved here RNA is cleaved here
DNA for short transcript for long transcript
5 splice 3’ splice
5 site (donor) site (acceptor) Y
__ I __
—= | O 1 O .
3 | | 5’
TRANSCRIPTION
f . |
LONG RNA TRANSCRIPT SHORT RNA TRANSCRIPT
stop kodon | stop kodon |l stop kodon |
donor acceptor donor
ZZ‘ l JAAAAAA 3’ :Z_I—AAAAAAA 3
herye—tls Intron neni odstranén,
Odstranéni intronu chybi akceptorové misto
mRNA Stop kodon Il mRNA StOp kodon |
i | J donor
— _ I JAAAAAA 3 ZZ_‘.":EAAAAAA 3
TRANSLATION l TRANSLATION
MEMBRANE-BOUND ANTIBODY SECRETED ANTIBODY
- -COOH - - COOH

L | | I_I_I
Terminalni hydrofébni peptid Terminalni hydrofilni peptid




4. Regulace transportu z jadra

= cca 1/2 syntetizované RNA se dostane do cytoplasmy

— cca 1/2 primarnich RNA transkriptd se v jadfe degraduje, neupravi se pro transport
= transport jadernym pérem = aktivni proces = vyzZaduje 5 CepiCku a 3 poly A (asi
nestaci, ? jaké dalSi signaly/markery)

5. Lokalisace mRNA ve specifickych mistech cytoplasmy

= vétSinou = rovnou translace po prechodu jadro = cytosol

X

= nékteré mRNA = transport do specifickych mist cytoplasmy prostiednictvim signali
na mMRNA (pred translaci)

Lokalisace signall = 3 'nepfekladana oblast (UTR ,untranslated region®)

pf. Drosophila (vaji¢ko) = lokalizace nékterych mRNA v rliznych zénach = gradienty
proteinu

Caulobacter crescentus = regulace diferenciace

6. Trans-RNA sestrih

Trypanosoma = vSechny mRNA maji 5'sekvence, které jsou prepisovany separatné a
pfidavany k 5°konci RNA transkriptu

= $tépeni dvou puvodné oddélenych transkriptu

i jiné organismy (nematoda, chloroplasty a mitochondrie rostlin) = kombinace puvodné
oddélenych transkriptii = nové proteiny

Cytoplasma



7. RNA editing = alterace nukleotidovych sekvenci RNA transkriptti

Trypanosoma: proteiny mitochondrii

= inserce 1 nebo vice U (nebo delece) do prfesnych mist transkriptu = modifikace sekvence
i €teciho ramce = modifikace produktu

»guide“ RNA molekuly = 3’

(cca 40-80 b dlouhé) guide RNAs (guide TG 5’
= urcuji jaka bude modifikace 3’
cilovych mist poly-U tail —(
guide RNA 1
Mitochondrie rostlin = ERAYA AR BE TR J
= editing = zmeéna C = U (nejsou 2 NI -
inserce a delece) %AIRING TO nucleotides in
= zmény az 10 % aminokyselin sites missing GUIDE RNA 1 ZQL!'C"? RNA specifying
kddovanych mRNA U nucleotides 3 missing U nucleotides
b 5’3’

EDITING FOLLOWED BY
PAIRING TO GUIDE RNA 2

3!
5 SR T e > 3
Funkce ?
= evoluéné staré organismy lED'T'NG inserted U nucleotides

= rozdily kédu 5 P Y
— enzymaticka role RNA fully edited mRNA




Savéi bunky
1) Apolipoprotein B = 2 varianty produktu dané RNA editovanim

- CAA
apo-8 b2
geng 5’
) . Exon 26
Jatra s = stfevo
- T——
apo-B CAA LA CAA—=UAL
mANA 5 b ¥ A 5 bt
1 4536 1 2152
Proteins NHj| 'COOH NH, COOH
Apo-B100 Apo-B48

2) Receptor pro glutamat (neurotransmiter) = AK v iontovém kanalu

CAG — CIG
GIn — Arg

e ~

= transport Na* i Ca?* = transport Na*



8. Stabilita mRNA

Bakterialni bunka = vétSina mRNA nestabilni = polo€as cca 3 min = rychla syntéza a
rychla degradace mRNA = rychla adaptace bakterii na vnéjsi podminky

Nizsi eukaryota (kvasinky) = cca 22 min (<)

Vyssi eukaryota (savCi burika) = vétsi stabilita mRNA, nékteré poloCas cca 10 hod jiné cca
30 min (napf. histony), nestabilni mRNA Casto koduje regulacni proteiny = rychla zména v

bunce

Cytosol = postupné zkracovani poly A
ocasku = kratSi nez 30 AA = rychla
degradace

(A) 3" UTR

cap coding sequence |
|

5’ ——AAAAA 200 3’
SLOW pormr -A shortening

b’ G—:Ahgﬁ 3

fdﬁcappclint? 3 t0 5’

ollowed by

5 to 3 degradation
FAST

degradation
AL g CO—

= prodluzovani polyA v cytosolu

Specifické sekvence na mRNA, které

stimuluji degradaci

1) = A-U bohata oblast na 3'UTR =

stimulace urychleného odstranéni poly A z

3’konce

2) = specificka mista v 3’ UTR = Stépeni

specifickymi endonukleasami

(B) endonucleolytic
cleavage site
5’_E:AAAAA~200 3

l endonucleolytic cleavage

deca pplng
followed by 3'to b

5 to 3 degradation
degradatmn



Kompetice mezi mRNA translaci a mRNA degradaci — protein DAN

Role 5°CepiCcky = vazba IF translace nebo DAN

A
3 >4 4 DAN
’.* elF-4G 8/
poly-A-binding
protein
—
al—

translation initiation mRBNA degradation



Zmeéna stability mRNA - odpovéd’ na (extracelularni) signal

= napf. steroidni hormony = zvySeni stability nékterych mRNA

= Fe homeostaze
Pridani Fe = snizeni stability mRNA kodujici receptorovy protein, ktery vaze transferin
(transporter Fe) (uvolnéni proteinu aconitasy, ktery blokuje misto degradace mRNA)

Hladovéni na Fe - Nadbytek Fe
O ,_\’ @re
sytosolic aconitase m
transferrin
receptor .
RNA UTR transferrgll\ﬁceptor UTR
AAA 3’ 5.JI m AAA 31"
} mRNA is stable and translated } mRNA degraded
TRANSFERRIN RECEPTOR MADE NO TRANSFERRIN RECEPTOR MADE

= kontrola mRNA kéduijici histony
= polocCas cca 1 hod béhem S faze b. cyklu X minuty mimo S fazi

e AAAA
koédujici sekvence UTR

l vlasenkova sekvence nahrazuje polyA ma-li za€it degradace
= pfipojena k syntetizované mRNA Stépici reakci

T
€S (wzaduje parovani snRNA = jadro)



9. Negativni kontrola translace

= translacni represorové proteiny = vazba vedle 5’konce mRNA

mRNA
- Il AuG / vo%
H2N 1 X ICOOH ON
protein
5 AUG SIDF;,
no protein made OFF
translation

repressor protein

= Ferritin = vazba Fe = ochrana pred toxicitou
Hladovéni na Fe Nadbytek Fe

Fe
cytosolic aconitase . %

ferritin mRNA
: i ferritin mRNA
J, translation blocked AAA 3

NO FERRITIN MADE | MRNA translated
FERRITIN MADE

— Fe neni vazano — vazba Fe



Role elF-2 v regulaci hladiny proteosyntézy
Normalni funkce = komplex s GTP

) ~

Aktivni IR
elF-2 = LGTP
Vel T +[@ Neaktivni elF-2

= ,,Obnoveni“ aktivniho elF-2-GTP

guanine nucleotide exchange
factor, elF-2B

elF-2B
inactive O - active
elF-2 ! elF-2

{
Stabilni
Fosforylace elF-2 specifickymi protein elF-2B komplex
kinazami = Celkovy pokles proteosyntézy FOSFORYLACE t
Mnozstvi elF-2B < elF-2 = nedostatek ~ elr-2 ®
aktivniho elF-2B = zbyvajici Cast elF-2 GDP GDP t . GDP]
zlstane v neaktivni forme (-GDP) PROTEIN KINASE PHOSPHORYLATED
— rychly pokles proteosyntézy PHOSPHORYLATES  elF-2 SEQUESTERS
elF-2 ALL elF-2B AS AN
(B) INACTIVE COMPLEX

= ne vSechny mRNA




9. Regulace translace pomoci ,, antisense“ RNA

Bakterie = antisense RNA = vazba do mista iniciaCniho kodonu a Shine-Dalgarnovy
sekvence (blok iniciace translace)

TRANSPOSASA (IS10 element)

Transposase mRNA

P|N 5 >

Ed . > >
B’ r 3 g " 1]
3*% "/A %5' . s

7 5 G 5 -
Transposase < M >
POUT coding ) p
region 4

Shine-
Dalgarnova
sekvence —_—

Transposase mBMNA 5'— GCGAAAAAUCAALAAUCAGACAAC AAGAUGUGCGA —37
Antisense RNA 3'— CGCUUUUUAGUUAVUAGUCUGUUGUUCUACACGCU —5&'

Antisense RNA
Pour >>>> Py

= nizka exprese transposasy



10. Stabilita proteint
1. Likvidace Spatné sbalenych/sestavenych proteinu
= individualni proteiny
= nadbytecné proteiny tvorici ¢asti vicepodjednotkového proteinu (nebo komplexu proteinu)
Ubiquitin-dependentni proteolyticka draha - proteasom
= + likvidace proteinu s kratkym polo¢asem

PROTEASOMY - proteinové komplexy v cytoplasmé

(cca 10 polypeptida), hydrolyza ATP
Selekce proteinu pro degradaci
(rozpoznani substratu, regulace)

Centralni cylindr - proteolyticky
aparat (proteasy) = degradace
proteinu na kratké peptidy

Selekce proteinu pro degradaci
(rozpoznani substratu, regulace)

| 10 nm pNH2 Hydrofobni
. . . .. lobularni
— degraduje proteiny specificky oznacené UBIQUITINEM globuiarni core
— ve formé volné nebo vazané na proteiny

C-konec =
pripojeni k Lys
(pravé vznikajici proteiny chranény - proteinu uréenych
? translacni aparat, chaperon k degradaci 76 AK
P P y) ° \ Hooc?




E1 = ubiquitin aktivujici enzym
E2 = ubiquitin aktivujici enzym
E3 = ubiquitin ligasa

ubiquitin

? E1
COO '

ubiquitin- binding to SH
activating AMP ubiquitin
enzyme " ligase
PP
Ubiquitin ligasa
_ aktivace s ngvé.z.anym
£-amino group ubiquitinem
on lysine
side chain
\ NH2
- &
-_;fx | A
degradation target protein first ubiquitin Cilovy protein s
signal on bound to chain added poly-ubiquitinovym
target protein ubiquitin ligase to target protein

, , retézcem
Opakovani 1

nékolikrat PROTEASOM



Aktivace ubiquitin ligasy

1. Fosforylace specifickou protein kinasou
2. Vazba ligandu - zména konformace

3. Vazba proteinové podjednotky -
zména konformace

Aktivace degradacéniho signalu

1. Fosforylace specifickou
protein kinasou

2. Odstranéni proteinu

phosphorylation

blokujiciho degradacni
signal 1
ADP

3. Vytvoreni destabilizujiciho
N-konce (Stépeni)

phosphorylation
by protein kinase

allosteric transition

allosteric transition

by protein kinase caused by ligand binding  caused by protein
subunit addition

&y N /1Y

creation of destabilizing
N-terminus

unmasking by
protein dissociation



Poloc¢as proteintl - N-koncové pravidlo (funguje od bakterii = savc€i buriky)
= N-terminalni aminokyselina - stabilisujici X destabilisujici
Stabilisujici aminokyseliny = Met, Ser, Thr, Ala, Val, Cys, Gly, Pro
= obvykle pres 30 hod
= koncovy Met odstranén aminopeptidasou obvykle pouze je-li nasledujici AK téz stabilisujici

Destabilisujici aminokyseliny = vSechny ostatni
= vétSinou nejsou na koncich cytoplasmatickych proteint X ¢asto na konci proteinu
transportovaného do jiného kompartmentu

? = degradace proteinu, které se omylem dostaly do cytoplasmy
= specifické proteasy, které odstépi N-konec a odkryji destabilisujici AK na novém N-konci

Primarni destabilisujici AK = Arg = pfimo rozpoznan k degradaci

Sekundarni destabilisujici AK = Asp, Glu
= modifikovany arginyl tRNA protein transferasou = pfipojeni Arg

Tercialni destabilisujici AK = Asn, Gin
— amidasa = konverse na Asp a Glu

N-koncové AK =nékdy modifikace acetylaci = ? Ochrana proteint s dlouhym polo¢asem
pred degradaci



