Regulace exprese

Uvod (tok genetické informace, skladba lidského
genomu, velikost - porovnani s jinymi organismy,
urovne regulace)

Porovnani regulace transkripce u pro- a eukaryot
Regulace transkripce na urovni genetického kodu
Regulace na urovni chromatinu a jadra

Uroven sestfihu, translace, degradace RNA a
proteinu




Geneticky kod a tok genetické informace
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Pocty genu u ruznych organismu

Mycoplasma (600)

Escherichia coli (4000)
clovek

+ vyssSi
organismy
(30 000)




Skladba genu u pro- a eukaryot

Genom eukaryot obsahuje mezi kodujicimi
sekvencemi Fadu nekddujicich oblasti - intronu
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Geny : prum. velikost 10-15 kb ale variabilni od stovek bp- Mb
(tRNA — Dys); exony €ini od 100% az po 0.6% (Dys)

Introny jsou velmi variabilni: 0-118 na gen (u colagenu); délka
0.5 kb pro S-globin az po 30 kb pro dystrofin




Rozdily v regulaci u pro- a eukaryot

Exprese u prokaryot je typicky regulovana v ramci operonu -
souboru kontrolnich sekvenci v bezprostredni blizkosti protein-
kodujici sekvence

Eukaryotické geny jsou rovnéz regulovany souborem kontrolnich
sekvenci, které se nachazeji pobliz protein-kodujici sekvence, ale
operony zde neexistuiji.

V eukaryotickych bunkach je jadro - regulace je komplexnéjsi
(transkripce a translace jsou oddéleny).

Introny se u bakterii témeér nevyskytuji a regulace sestrihem se
uplatinuje pouze u eukaryot

Existuje kratkodoba a dlouhodoba regulace transkripce.




Regulace transkripce u prokaryot
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Regulace transkripce u prokaryot
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Mitochondrialni a jaderny genom

Mitochondrialni (MCH) genom clovéka(Anderson
1981) 14.5 kb, 0.5% celého genomu, dédi se vyhradné
od matky, pri déleni bunky MCH DNA segreguje
nahodné, 37 genu — syntéza na MCH ribosomech
(vlastni rRNA a tRNA); MCH genom je kompaktni -
kodujici

Jaderny genom u clovéka

24 rauznych molekul, 22 autosomu, 2 pohlavni chr.,
velikost 50-250 Mb, 30 000 genu

70% tvori sekvence majici urcity vztah ke kodujici
DNA (véetné intronu a regulacnich oblasti)

10% tvori repetice (napr. Alu sekvence)

10% tvori transpozony




Moznosti regulace exprese u eukaryot
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Regulace transkripce u eukaryot

Regulace na urovni prvotniho kédu DNA
vazba trankripcnich faktoru a aktivacnich elementu k
DNA

Regulace na urovni chromatinu

- reverzibilni modifikace struktury
- modifikace DNA, event. histonu dédi¢né prenasena z
bunky na bunku

Regulace na urovni globalni struktury
chromosomova teritoria a genom jako celek maji urcité
usporadani, které modifikuje transkripci




Regulace transkripce u eukaryot

Regulace kratkodoba exprese se meni rychle jako
reakce na potreby bunky nebo na vnéjsi faktory

Regulace dlouhodoba geny dulezité z hlediska vyvoje
nebo diferenciace




Zakladem regulace je vazba proteinu na DNA

par bazi cukr-fosfatova

osts Vazba se uskuteCnuje

" prostrednictvim interakce proteinu s
DNA. Jsou znamy ruzné strukturni
motivy proteinu, které specificky
vazou na DNA
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Promotor a transkripcni kompex

Regulace na urovni prvotniho kédu DNA - promotoru

obecné -
transkripcni faktory B e

RNA-polymeraza
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- Promotor se nachazi pred pocatkem transkripce

- Nékteré promotory urcuji kde zacne transkripce (napr. TATA), jiné toto
misto neurcuji

- Specifické TF se vazou na specifické promotory

- Gen mlize mit jeden nebo vice promotori

- Promotory mohou byt pozitivhé nebo negativné ovlivnény




Transkripcni kompex

Regulace na urovni prvotniho kodu DNA

D — TFIID je multi-komponentni faktor, ktery rozpozna
a vaze se k promotoru DNA. Obsahuje TBP (TATA
binding protein), ktery se vaze k TATA sekvenci. Vazba
TFIID k DNA je prvnim krokem pri iniciaci transkripce

TBP protein navazany k DNA




Transkripcni kompex

Regulace na urovni prvotniho kodu DNA
B - TFIIB — vaze se k TBP a k RNA polymeraze Il
stabilizuje vazbu TBP k TATA elementu, nutny pro

- - - w y

Struktura TFIIB proteinu
navazaného k TBP-TATA

komplexu




Transkripcni kompex

Regulace na urovni prvotniho kodu DNA

TFIIF ma dve podjednotky a vaze se k RNA polymerase
Il — je potrebny pro stabilni vazbu polymerazy k
promotorovemu komplexu

TFIIH ma 6 nebo vice podjednotek, vaze se k DNA
prostrednictvim TFIIE a umoznuje polymeraze opustit
promotor (prejit do elongacniho rezimu)




Enhancery a aktivatory transkripce

regulaéni
sekvence
genu

aktivaéni protein

obecné
transkripéni faktory

RNA-polymeraza

TATA-box
] | zacatek

promotor transkripce

EUKARYOTA

Nékteré proteiny mohou mit dve nebo vice urovni exprese, pricemz
vysSi uroven zajistuji aktivacni proteiny, které maji dvé domény —
vazebnou k DNA a aktivacni. Vazebna sekvence se muze nachazet
daleko od regulovaného genu




Enhancery

Enhancery jsou kratké sekvence regulujici transkripci
na vetsi vzdalenost

- mohou se nachazet pred i za mistem transkripce

- aktivacni proteiny maji domeénu pomoci niz se vazou
specificky na enhancer a doménu aktivacni

- DNA muze vytvaret smycky, které umozni interakci
aktivacniho proteinu s transkripcnim komplexem

- interakce regulacnich proteinu uréuje zda bude
transkripce aktivovana (muze byt také utlumena)




Enhancery - priklad

Prikladem jednoduché regulace u eukaryot je reqgulace
steroidnimi hormony kdy jeden typ bunek organismu
indukuje transkripci u jinych bunek

- geny regulované steroidnimi hormony mayji
enhancery HRE — hormone response elements

- HRE se nachazeji v mnoha kopiich

- pri absenci hormonu je jaderny receptor vazan na
chaperon

- pritomnosti hormonu se odstrani chaperon,
zmeneny receptor se vaze na enhancer




Enhancery - priklad

Hormone binds to Glucocorticoid-receptor
receptor, displacing Hsp90 complex binds to DNA and
Glicceortenid ar:tivates transcription
steroid hormone .
RNA
polymerase
- Glucocorticoid
receptor

Glucocorticoid . >
receptor complex

Translation
produces
proteins




Role chromatinu pri regulaci transkripce

Histony blokuji pristup k DNA - histony a proteiny, jez se
specificky vazou k promotorum vzajemné soutézi o misto na
promotorech

Problém je FeSen pomoci aktivacnich proteinu a ,,remodeling factors*

- aktivacni proteiny blokuji histony a umoznuji tak TF vazbu k
promotorum

- pfitomnost ,,remodeling‘ proteini nebo acetylace histonti vede ke
snizeni vazby histonu na DNA

,Remodeling factors*“
1) faktory ovlivnujici konformaci nukleosomu a jejich polohu

2) faktory chemicky modifikujici histony (na N-koncich) a DNA —
mohou regulovat transkripci déedicné




Role chromatinu pri regulaci transkripce

,Remodeling factors*“

1) faktory ovlivnujici konformaci nukleosomu a jejich polohu

Zde patri Swi/Snf komplex, ktery vyuziva energii ATP, aby rozrusil
vazbu histonu na DNA.

Priklad — transkripce genu HTA1 a HTB1 u kvasinek vyzaduje vazbu
proteint Swi/Snf, jez zpusobuji odtrzeni nukleosomti

Swi/Snf antagonizes Hir repression
S i

kK




Role chromatinu pri regulaci transkripce

,Remodeling factors*“

2) faktory chemicky modifikujici histony (na N-koncich) a DNA —
mohou regulovat transkripci déedicné

Zde patfi HAT (histon acetylazy) a HDAC (histon deacetylazy).
Acetylace histonu vede k zastinéni jejich kladného naboje a tim k

rozvolnéni kondensované struktury chromatinu. Je znamo
nékolik skupin HAT i HADAC.




Modifikace histonu




Modifikace histonu

Modifikace N-konce H3

nemodifikovan
acetylovan (14)
acetylovan (9)
metylovan (9)
fosforylovan (9, 28)
fosforylovan (9)+
acetylovan (14)
metylovan+
acetylovan+
fosforylovan

Modifikace N-konce H4

nemodifikovan
acetylovan (8, 16)

vyznam

umiceni genu?

aktivni gen

ztrata funkce

umlceni genu (vznik heterochromatinu)
v mitdéze nebo meioze

gen je aktivni

777

vyznam

umiceni genu?
gen je aktivni




Variantni forma histonu H2A.Z umoznuje transkripci
a znemoznuje formovani heterochromatinu (Meneghini, 2003)

A B

H2A.Z facilitates H2A.Z prevents spreading

transcription of silent chromatin
Euchromatin Silent Chromatin Euchromatin

..........h
widtyps OB

htz1A




Uloha acetylace histont pfi regulaci transkripce

Histon Acetyl Transferazy — vztah mezi acetylaci histonu a
transkripcni aktivitou je znam uz 30 let, mechanismy jsou
objevovany v prubéhu nékolika poslednich let.

Déeli se do nékolika skupin dle vysoce zakonzervovanych
strukturnich motivu. Acetylace neni nahodna — HAT pracuji v
soucinnosti s aktivatory a TF, coz vede k tomu, ze jsou

acetylovany jen urcité geny.

Table 1 | Characteristics of histone acetyltransferase families

HAT group® HAT (and complexes Histones acetylated

associated with it) by HAT complex
GMNAT GCNS (SAGA, ADA, A2)  H3, HZB
PCAF (PCAF)
HAT1 (HATE) H3, H4
ELF3 (elongator) H4, H2 A
HFEAZ
MYST ESAT (NUA4) H2A, H4
MOF (MSL) H4
SAS2
SASSE (NUASZ) H3
MORF
TIPG0
HBO1 (ORC) H3, H4
pA00/CBP  p300
CBP

Interactions with

other HATS
300, CBP
p300, CBP

PCAF, GCNS
PCAF, GCNS




Uloha acetylace histont pfi regulaci transkripce

Histone DeAcetylation Complexes — 3 skupiny, zmenSuji stupen
acetylace, coz ma za nasledek zmény ve strukture chromatinu, a
to vede k utlumeni trankripce, které muze byt funkcéné
specifické. Napr. HDAC4 a HDACS (nikoliv vsak HADAC1 nebo
HDACJ3) inhibuji myogenesi (pres asociaci s MEF2)

Table 2 | Characteristics of histone deacetylases

HDAC Yeast Inhibitor
group HDAC* sensitivity*
Class | Rpd3 5
Class |5 Hda S
Class |l Sire Mo

Hsti ND

Hst? ND

Hst3 ND

Hstd ND

Human
HDAC

HOACH
HDACZ
HDACS
HDACS

HDACA
HDACS
HDACE
HDACY
HDACO

SIKTA
SIKTZ
SIKTS
SIKT4
SIKTS
SIKTE
SIRTY

Inhibitor
sensitivity*

Loy (ool

¥

==
od

ND
ND
ND
ND
ND




Uloha acetylace histont pfi regulaci transkripce

Acetylace u nadoru je zménéna

HAT — zménény u nadoru, napf. p300 u kolorektalnich a epitelialnich
nadoru, CBP mutovan u Rubinsteinova syndromu, kde je zvySené
riziko zhoubnych nadoru, ztrata heterozygosity byla nalezena u
glioblastomu, translokace byly nalezeny u hematoblastoz.

HDAC mohou zprostiedkovat funkci onkogenniho produktu
translokace u leukémii a lymfomu. Napf. PML-RARa onkoprotein
tlumi transkripci fady genu asociaci s HDAC komplexem.
Podobné u non-Hodginova lymfomu a AML M2.




Uloha acetylace histont pfi regulaci transkripce

HDAC +TF se sekvencné specificky vazou k uréitym promotorum, coz
znemoznuje transkripci. Inhibice HDACu pak vede k acetylaci a expresi
daného genu.

I

HDAC

inhikitor

Cell-growth arrest,
@ differentiation
e @ Transcription | — [ and apoptosis

Ac




Uloha acetylace histont pfi regulaci transkripce

Priklad mechanismu protinadorového pusobeni TSA: Inhibitor HDAC, TSA,
indukuje expresi inhibitoru cyklin dependentni kinazy (p21) a ta blokuje
kinazovou aktivitu a zpusobuje blok bunék v G1 fazi cyklu, coz vede k
diferenciaci bunék. Zména exprese po pridani TSA u nadorovych bunék
se tyka pouze 2% genu — u€inek je vysoce specificky.

Geny indukované TSA nebo SAHA funkce
CDKN1A, p21 inhibitor kinazy p21, blok v G1
CDKN2A, p16 regulator proliferace
TBP2 regulator proliferace
gelsolin tumor supresor

TERT katalyticka podjednotka telomerasy




Komplexni regulace transkripce u eukaryot

Regulace na urovni chromatinu - enhancery

Enhancery jsou relativné kratké useky DNA obsahujici vazebna mista
pro aktivatory. Ty pak pomahaji vazat komplex RNA polymerasy Il
a proteiny modifikujici chromatin cilového genu.

Enhancery ovlivnuji transkripci na velkou vzdalenost, pred i za
promotorem cilového genu, aktivatory jsou casto omezeny na
specifické bunééné typy, jsou aktivni pouze béhem urcitych fazi
vyvoje a presné reaguji na vlivy prostredi.

Existuji 2 typy enhanceru:

1) modularni, kde kazdy aktivator pusobi sam za sebe — to umoznuje
ruznorodost regulace exprese, evoluéni flexibilitu apod.

2) synergické, kde je potrebna pritomnost vsech slozek pro aktivaci
transkripce — tento soubor aktivatort se nazyva ,,enhanceosome*
a umoznuje reakci typu ano-ne




Komplexni regulace transkripce u eukaryot

Priklad enhanceosomu:

{ THMGI(Y)

w2, 2ty lation

Muclecsome

T
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Complex

il

Enhanceosome

Acetylated

nuclecsome

Disrnupted

nuclecsome D j'

IFH-b enhanceosome umoznuje rychle prepnuti
transkripce typu ano-ne.

A — aktivatory, HMG proteiny a HAT komplex se
seskupi mezi nukleosomy

B — stabilizovany enhanceosome — acetylace HMG
na 71 lysinu a histonl (modfe) — vaze CBP a Pol I,
a dale Swi/Snf faktor modifikujici nukleosomy

C — Swi/Snf odsunou nukleosomy, navaze se TFIID
faktor a gen muze byt intenzivné transkribovan.




Epigeneticka regulace exprese

Epigenetika zahrnuje jevy souvisejici s dédiénou modifikaci
struktury a transkripce chromatinu jez navazuje zejména na:

- modifikace histonu

- metylaci DNA

Patfi zde PEV, umi¢ovani genti heterochromatinem, regulace
vyvoje a diferenciace Polycom and trithorax proteiny,
imprinting a dalsi jevy.

Nepatii zde vliv vnéjSich faktoru na expresi bunék.




»Position effect” u kvasinek a Drosophily

Po ozareni se u Drosophily objevila
mutace pfri niz se Cervené facety oci
zmenily z€asti na bilé. Cytogeneticka
analyza ukazala, ze doslo k inverzi
chromosomu, kdy se gen oznaceny
jako ,,white“ presunul do blizkosti
heterochromatinu.

Jev bylo mozno potlacit nebo naopak
zesilit. Casem bylo nalezeno 50 genti
modifikujicich tento fenomén — Su(var)
nebo E(var).

Nejlépe charakterizovanym modifikatorem
je HP1 protein. HP1 obsahuje evolué¢né
stalou chromo doménu, ktera se vysky-
tuje také u vyvojového regulatoru
Polycom (PC) proteinu.

Dalsim je pak SUV39H1, ktery je pribuzny
trithorax (TRX) proteinum a zajist'uje
metylaci H3-KO.




Uloha heterochromatinu pfi Fizeni exprese

Heterochromatin - tmave zbarvena ¢ast chromatinu,
- kondensovana po dobu bunécneho cyklu
- nachazi se hlavné v centromerickych a telomerickych oblastech
- je genove chudy,
- obsahuje repetitivni sekvence
- nachazi se vetsSinou na okraji jadra
- DNA v heterochromatinu je Spatne pristupna pro
transkripCni faktory,
- histony jsou malo acetylovany a hodné metylovany na H3-K9
- obsahuje HP1 protein vazany na metylovany H3-K9




Uloha heterochromatinu pfi Fizeni exprese
Dvoustupnova regulace exprese (Francastel et al., 1999)

A B
Mérena vzdalenost genu
—= od nejblizsi oblasti
il p<0.001p<0.001 -
g o = heterochromatinu pro
< g EActive, open 3 typy buné

B Silent, open
B Silent, closed

T-MEL - exprese umléena
gen je blizko heterochrom

atinu

T-MEL

Struktura se muze otevrit
] - dole a k expresi jesté
e nemusi dojit

N-MEL - struktura je
otevrena, gen je aktivni

Distance to centromere/radius

A2-5-MEL




Uloha heterochromatinu p¥i Fizeni exprese
Vzdalenost Rb genu k chromocentrum (Bartova et al.,2000)

Bunky HL-60 Granulocyty




Metylace DNA

- Existuji enzymy metylujici de novo (DNMT3a a DNMT3b)

- Existuji enzymy, které metyluji druhy fetézec DNA podle prvniho
(,,maintenance methylaes“) — ty jsou odpovédné za dédi¢nost
metylace

- Existuje demetylaza, ktera odstrani metylaci z DNA.

- Metylace DNA nastava nej¢astéji v symetrickych CG sekvencich

(CpG islands), které se nachazeji u poloviny lidskych genti

H
Ny transfer metylové skupiny
DNA methylase S-ade_nosylmethlonlnu na 5-tou pozici
CH, cytosinu
S N
CH, o H

(methyl group)

Deoxyribose

Cytosine (in DNA)

1
N
I
Deoxyribose

5-Methylcytosine (5mC)




Zachovani metylace pri replikaci ,,udrzovaci
metylazou*

CH3

ACGTAT
g
CH3
Replikace
GTATCGT Metylace
—> DNMT1
, g CH3
TGCATAGCA |
CH3

-

CH3




Metylace DNA je dulezita

- Metylace DNA se nachazi hojné u zhoubnych nadort (jak u
onkogent tak i u tumor supresorovych genu)

- Poskozeni metylaz (mutaci) vede k tézkym onemocnénim (bez
methyltransferaz se embryo nevyvine)




Uloha metylace pfi fizeni transkripce

- Transkripéné aktivni geny obsahuji podstatné mensi hladinu
metylované DNA ve srovnani s inaktivhimi geny,

- Inaktivni chromatin je obvykle metylovan (napf. inaktivni X-
chromosom nebo inaktivované supresorové geny u nadort)

- Chromatin v misté metylace DNA je kondensovanéjsi a brani
pristupu TF

- Promotory, které nemaji CpG ostriivky, mohou byt citlivé na
methylaci jednotlivych cytosini — TF mohou byt metylacné zavislé
(napf. AP-2), existuji vSak proteiny, které se vazou pouze na
metylovanou DNA




Mechanismus jak metylace DNA vede ke
kondensovanému chromatinu

I BRA methylaion signare DNA metylace usnadiiuje vazbu HDAC
— komplexu (pfes MBP — methyl binding
09 proteins) a histon metylazy (HMT).
LA Tyto enzymy odstrani Ac skupinu a
pridaji M skupinu na H3-K9, ktera je
l rozpoznana HP1 proteinem. Tento stav

je dale Sifen vazbou histon
metyltransferaza na HP1.




UmlicCeni exprese genu metylaci de novo

gene regulatory general
==Sroteins transcription factors

GENE
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LOSS OF GENE
REGULATORY PROTEINS
GENE OFF
BUT LEAKY
NEW DNA METHYLATION
BINDING OF PROTEINS
THAT RECOGNIZE METHYL C
|
BINDING AND ACTIVITY OF CHROMATIN
REMODELING COMPLEXES AND
HISTONE DEACETYLASES
GENE
COMPLETELY
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Uloha PcG a trxG proteint pfi fizeni vyvoje

Ontogeneze je kontrolovana dumysinou kaskadou genu, jez zahrnuji
transkripéni faktory nejprve rozdélujici embryo do veétsich domén a
nasledné do jemnéjsich podjednotek. Identita jednotlivych cCasti téla je
dana urcitym TF.

U Drosophily tyto TF tvofi tzv. HOM-C komplex, u obratlovcu je to Hox
komplex.

Stabilni expresi téchto TF zajistuji PcG proteiny (udrzuji geny v
reprimovaném stavu) a trxG proteiny (udrzuji aktivni stav). Mechanismus,
kterym se tak déje zahrnuje modulaci struktury chromatinu.

Existuji vyznamné paralely mezi regulaci vyvoje a umléovanim gent
prostfednictvim modifikace chromatinu. Nékteré PcG proteiny maji HDAC
aktivitu a naopak trxG proteiny maji HAT aktivitu.




Uloha PcG a trxG proteint pfFi Fizeni vyvoje

Egg Dorsal
Anterior T Posterior
Ventral
Cellular blastoderm Parasegments
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Adult

Thoracic  Abdominal
segments segments

Molekularni gradienty v anterior-
posterioralnim a dorso-ventralnim
sméru vedou k formovani
parasegmentil a poté segmentii u
embrya i dospélého jedince

V kazdém segmentu je exprimovan
jiny Fidici protein

Segmentace u embrya a dospélého
jedince




Imprinting — geny oznacené DNA metylaci

V nékterych pripade mlize exprese gentll zaviset na tom, zda je gen
zdédén od otce nebo od matky (pr. ristovy faktor IGF2 je
exprimovan pouze podle alely otce; je-li mutovana - zakrsly
jedinec, je-li mutovana alela matky, ridst je normalni).




Insulator — hranic¢ni element

Vzhledem k plisobeni aktivatorli na velkou vzdalenost, musi byt
jejich vliv oddélen (aby si neprekazely). To zprostredkovavani
insulatory - elementy jez vazou proteiny, které

1) chrani geny pred sSirenim heterochromatinu (jejich prenos
spolecné s genem do blizkosti heterochromatinu vylouci PEV)
2) blokuji funkci enhancer (pokud se nachazeji mezi

enhancerem a cilovym genem)

gen A insulator heterochromatin
P - x ~ -~ ~
7

RS m
’ N

»
gen A insulator enhancer gen B

gen A neni ovlivnhén blizkym
heterochromatinem

gen A neni ovlivhén
enhancerem, zatimco gen B je




Regulace exprese lidskeho genomu

Uvod (tok genetické informace, skladba lidského
genomu, velikost - porovnani s jinymi organismy,
urovne regulace)

Porovnani regulace transkripce u pro- a eukaryot
Regulace transkripce na urovni genetického kodu
Regulace na urovni chromatinu a jadra

Uroven sestfihu, translace, degradace RNA a
proteinu




Transkripéni mapa genomu

(Caron et al., 2001)
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Positions of all chromosomes in nuclei of different cell types

90

Lymphocytes

80
70
60

19

50 |

40 | | |
2 4 6 8 10

Centre to domain distances [%]

Average expression [tags/10° tags]




Umisténi genetickych elementu HSA 17 vzhledem ke
stredu jadra a jejich umistéeni na transkripcni mapeé

TP53 pl3.1

Probability
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Umisténi genetickych elementu HSA 17 a HSA
12 na transkripénich mapach chromosomu
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Vliv genoveé exprese na strukturu
chromosomovych teritorii

Volpi et al., JCS, 2000




Schéma interfazniho chromosomu

Inactive
subdomai

\

Chromosome
backbone

Chromatin loopes
(shown short for
clarity)

>
Active
\subdoma'

Chromosomy jsou polarni s aktivni (dekondensovanou) doménou uvniti a
neaktivni (kondensovanou) doménou na okraji jadra. Toto usporadani se
v zasadé vytvori v telofazi/G1 fazi a zustava v pribéhu cyklu neménné.
Tim se nastavi expresni profil bunky. Je dano metylaci DNA??7?




Regulace exprese lidskeho genomu

Uvod (tok genetické informace, skladba lidského
genomu, velikost - porovnani s jinymi organismy,
urovne regulace)

Porovnani regulace transkripce u pro- a eukaryot
Regulace transkripce na urovni genetického kodu
Regulace na urovni chromatinu a jadra

Uroven sestfihu, translace, degradace RNA a
proteinu




Regulace exprese na urovni zpracovani mRNA
se uplatinuje v ruznych tkanich

Existuje nékolik regulacnich mechanismu:

Alternativni polyadenylace - podle toho kde se prida polyA
konec (jeden gen mtliZze dat proteiny zcela odlisné funkce)

Alternativni sestrih - podle toho, ktery exon je zaclenén do
konecné mRNA

Uprava kédu mRNA - nap¥. zadlenéni odlisného kodonu
(napr. alipoprotein B v jatrech a ve streve)

Tyto mechanismy mohou fungovat i soucasné




Alternativni polyadenylace a sestrih u genu calcitoninu v
bunkach stitné zlazy a v nervovych bunkach

PA, PA;
: Exons: 1 2 3 4 5
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Translation to
produce precursor !

r polypeptides
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Transport mRNA

Transport mRNA v bunkach eukaryot je regulovan
Zhruba polovina mRNA je degradovana jesté v jadre bunky

Hotova mRNA prochazi jadernymi pory do cytoplasmy, ale
mechanismus a jeho kontrola nejsou znamy.




Regulace na urovni translace

MRNA muize byt uskladnéna (s kratkym polyA koncem) a
translace mtize byt indukovana.

Uskladnéna mRNA je chranéna proteiny, které inhibuji translaci.
Polyadenylové konce navozuji translaci.

Specifické mRNA jsou oznaceny pro deadenylaci a pak
~uskladnény" s kratkymi poly(A) konci.

Aktivace zacina enzymatickym pridanim polyadenylového konce
(150 jednotek)




Kontrola degradace mRNA
VSechny RNA v cytoplasmeé jsou casem degradovany.

tRNA a rRNA jsou relativné stabilni, mRNA ma variabilni stabilitu
(minuty az meésice)

Stabilita se mlize zmeénit jako odpovéd’ na regulujici signal.
RlUizné sekvence a procesy ovliviiuji polocas rozpadu mRNA:
e AU-bohateé elementy
e Sekundarni struktura
e Odstraneéni poly(A) konce
e Odstranéni cepicky na 5’ -konci

e Rozstipnuti mRNA a degradace fragmentu




Kontrola degradace proteinu

Proteiny mohou byt kratce nebo dlouze zijici (proteiny ocni
cocky)

Degradaci proteinu predchazi ubiquitinace - ubiquitin se navaze
na proteiny urcené k degradaci.

Aminokyselina N-konce proteinu urcuje jeho stabilitu (urcuje
pravdépodobnosti navazani ubiquitinu):

e Arg, Lys, Phe, Leu, Trp 1/2 life <3
minutes
e Cys, Ala, Ser, Thr, Gly, Val, Pro, Met 1/2 life = 20

hours




