Regulace genové exprese u
prokaryot a jejich virt

Osnova prednasky:

» konstitutivni, inducibilni a represibilni genovd exprese

» pozitivni a negativni regulace genové exprese

» operdny: koordinované regulované jednotky genové exprese
» laktdzovy operdn u £. coli

* tryptofanovy operon u £ coli




Regulace genové exprese u
prokaryot

- zdklad jejich schopnosti adaptace na nejriznéjsi podminky
vhéjsiho okoli

- zapindni a vypindni riznych sad gent podle toho, zda jsou
jejich produkty potrebné nebo ne

» Uspora energie bunky

» nékolik regulacnich drovni, u prokaryot hraje hlavni roli
regulace transkripce

Levels at which gene expression is regulated in prokaryotes
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Regulacni mechanismy u prokaryot

mechanismy, kterymi dochdzi k rychlému zapnuti
nebo vypnuti genové exprese v reakci na zmeény
okoli

- poskytuji metabolismu plasticitu: dosazeni maximalniho
rdstu a reprodukce za nejriznéjsich podminek

predprogramované okruhy nebo kaskady genové
exprese

- podnét ovlivni expresi urcitého genu, jehoz produkt
ovlivni expresi sady daldich gent, jejich produkty zase
daldi, atd.




Konstitutivni, inducibilni a
represibilni genova exprese

Konstitutivni exprese

stabilni (pribéznd) exprese gent, které kéduji slozky bunék nutné
pro udrzovadni béznych- provoznich- bunécnych funkci
("housekeeping functions")

napt. exprese gent pro rRNA, tRNA, ribozomové proteiny, RNA
polymerdzy, proteiny zapojené do proteosyntézy, enzymy
katalyzujici provozni funkce

konstitutivni geny se takto exprimuji ve vétsiné bunek




Konstitutivni, inducibilni a
represibilni genova exprese

Inducibilni/represibilni exprese

genova exprese se zvysuje nebo snizuje podle potreby

tykd se (inducibilnich/represibilnich) genl, jejichz produkty jsou
potrebné pouze za urcitych podminek

syntéza téchto gent je pod kontrolou specidlnich regulaénich
systému

konstitutivni exprese téchto gent by znamenala zbytecnou
energetickou z4téz buriky (evoluéni vyhoda)




Vyuziti rdznych zdroju energie u
bakterii

vyuzitelnych je nékolik uhlovodiku (napr. glukéza, sachardza,
galaktdza, arabindza, laktdza)

je-li k dispozici, E. coli preferuje vyuziti glukozy

za pritomnosti laktézy a nepritomnosti glukdzy se burky £. coli
rychle prizplsobi:
- zahdji syntézu dvou enzymi: p-galaktozidazy a p-galaktozidpermeazy
- P-galaktozidpermedza zajisti transport laktézy do buriky
- Pp-galaktoziddza laktozu stépi na glukézu a galaktdzu
- za nepritomnosti laktozy v okoli, bunky £. co/i tyto enzymy nesyntetizuji




Indukce genu pro vyuziti laktozy

exprese obou genl je za
nepritomnosti glukdzy a pritomnosti
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Represe genu pro syntézu tryptofanu

bakterie umi syntetizovat vétsinu organickych molekul nutnych
pro svij rust (aminokyseliny, puriny, pyrimidiny, atd.)

napf. v genomu £. coli je 5 gent kédujicich enzymy zapojené do
biosyntézy tryptofanu

jejich exprese je nutnd v prostredi postradajicim tryptofan
(pro zajisténi proteosyntézy)

v prostredi s tryptofanem je exprese téchto gent zbyteénad,
regulaéni mechanismy zajisti jejich represi (utlumenti)

za neprimnosti tryptofanu dojde k derepresi (zapnuti exprese
prisluénych geni)




Represe genu pro syntézu tryptofanu

represe nastdvad na
drovni transkripce
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Take home message

u prokaryot se geny zajist'ujici provozni funkce (rRNA, tRNA,
ribozomové proteiny) exprimuji konstitutivné; ostatni geny se
obvykle exprimuji v zavislosti na potrebnosti svych produktd

geny, které kéduji enzymy katabolickych (rozkladnych) drah se
casto exprimuji inducibilné; pouze za pritomnosti prislusnych
substratu

exprese gend, které koduji enzymy anabolickych (syntetickych)
drah se obvykle vypina za pritomnosti koncového produktu této
drdhy; jsou represibilni

genovd exprese mize byt regulovdna na mnoha drovnich, ale
regulace transkripce je nejobvyklejsi




Pozitivni a negativni requlace
genové exprese

» bunka disponuje regulacnimi proteiny, které
dokdZou indukovat nebo inhibovat expresi jednoho
nebo vice genll

+koduji je regulacni geny

+pozitivni regulacni mechanizmy zapinaji expresi
strukturnich gent

* negativni regulacni mechanizmy vypinaji expresi
stukturnich gent

» v obou pripadech se mohu uplatiovat inducibilni i
represibilni systémy




Aktivatory a represory

» regulaéni proteiny se vazou na DNA do mista zvaného
(RPBS, "regulator protein binding site") v sousedstvi
promotoru strukturniho genu

*u pozitivnich regulaCnich sys’remu se regulacni proteiny
oznacuji jako aktivatory, protoze po vazbé na RPBS
aktivuji transkripci strukturnich gent

* U hegativhich regulacnich sysTemu se regulacni proteiny
nazyvaji represory, profoze po vazbe na RPBS reprimu Ji
transkripci strukturnich gent




Efektorové molekuly

+ vazba regulacniho proteinu do mista RPBS zavisi ha
pritomnosti efektorovych molekul

+ efektorovymi molekulami jsou obvykle malé
molekuly (aminokyseliny, cukry, apod.)

- efektorové molekuly zapojené do indukce genové
exprese se oznacuji induktory

- efektorové molekuly zapojené do represe genove
exprese se oznacuji korepresory




Alosterické zmény

efektorové molekuly se vdZou na regulacni proteiny a
zplsobuji zmény jejich konformace, tzv. alosterické zmény

alosterické zmény struktury regulaénich proteint vyvolané
efektory rozhoduji o jejich schopnosti vazby na mista RPBS
v DNA




Inducibilni systémy
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Represibilni systéemy
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Regulacni mechanismy

u pozitivnich regula¢nich mechanizmu se na aktivaci
genové exprese podili aktivator

+ aktivator se nemiZze vdzat na RPBS za hepritomnosti
induktoru

u negativnich regulacnich mechanismu se na vypnuti
genové exprese podili represor

represor se hemlze vdazat na RPBS za neprFitomnosti
korepresoru




Take home message

genovad exprese je rizena pozitivhimi a negativnimi regulacnimi
mechanizmy

u pozitivnich regulacnich mechanizmt je pro zapnuti exprese
strukturnich gent potrebny aktivator (kédovany regulaénim genem)

u negativnich regulaénich mechanizmi je pro vypnuti exprese
strukturnich gent nutny represor (kédovany regulacnim genem)

aktivatory a represory ridi genovou expresi tim, Ze se vdzou do mist
DNA v blizkosti promotort strukturnich gend

o schopnosti vazby aktivatort a r'epresor'u na DNA rozhoduji malé
efektorové molekuly, které s nimi vytvdreji komplexy

efektorove molekuly se oznacuji jako induktory u inducibilnich
systému a korepresory u represibilnich systému




Operony: koordinovana regulace
genové exprese

u prokaryot jsou geny s pribuznou funkci ¢asto umistény v
jednotkdch, které podléhaji spolecné regulaci

model operonu zavedli Francois Jacob a Jacques Monod v roce 1961

vysvétleni regulace gent nutnych pro vyuzivani laktézy u £. col

transkripce sady strukturnich gent je Fizena dvéma kontrolnimi
elementy: represorovym genem a operdtorem

represorovy gen kéduje represor, ktery se vdze na sekvenci DNA,
zvanou operator

operdtor je v blizkém sousedstvi sady gend, jejichZ expresi ridi
vazbou represoru na operdtor se vypind transkripce celé sady
gent

vazba je regulovdna pritomnosti nebe nepritomnosti efektorové
molekuly (induktoru nebo korepresoru)




Model operonu

The operon: components

Operon
A

Promoter for
operon (P)

Structural genes

regulator gene (PR)
Regulator gene (R)

Promoter for
Operator (O)

4

Y Transcription

Y Translation

m Repressor O Effector molecule
(inducer or co-repressor)




Inducibilni operon

» volny represor se vdze k

operatoru a tim stéricky brani RNA

polymerdze iniciovat transkripci
strukturnich gent - transkripce

vypnuta

- vazbou induktoru se represor
inaktivuje - ztrati schopnost vazby
na operdtor - transkripce zapnuta

The operon: induction
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RNA RNA
polymerase polymerase

Repressor/inducer complex
(inactive, can't bind to operator)

IEIEIEER $ €

Polypeptide |

(@ (@ @

Polypeptide 2 Polypeptide 3




Represibilni
operon

- volny represor se nemizZe vazat
na operator - transkripce zapnuta

» vazbou korepresoru na represor
se obnovi schopnost vazby
represoru na operator - transkripce
vypnuta

The operon: repression

RNA
polymerase

RNA
polymerase

Ribosomes A
translating mRNA ]

Repressor
(inactive, can't bind to operator)
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 RNA polymerase
/ (transcription blocked)
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5G2

P A Repressor/co-repressor complex
T _! bound to
Repressor operator

/co-repressor complex
(active, binds to operator)




Strukturni geny operonu:
koordinovana exprese

+ operodny obsahujici vice nez jeden strukturni gen
jsou multigenni

+vdechny strukturni geny operdnu se transkribuji
jako jedna transkripéni jednotka (koordinovand
exprese)

» produktem je molekula mRNA nesouci transkripty
véech genl operédnu




Take home message

* U bakterii se geny s podobnou funkci objevuji v
koordinované regulovanych jednotkdch zvanych operény

* kazdy operdn obsahuje sadu sousedicich strukturnich
gend, promotor (vazebné misto RNA polymerdzy) a
operadtor (vazebné misto pro regulacni protein zvany
represor)

» vazba represoru na operator brdani RNA polymerdze v
transkripci strukturnich gent operdnu

+ operator zbaveny represoru RNA polymerdze umoznuje
transkripci operdnovych gent




Laktézovy operon v E. coli: indukce
a katabolicka represe

Strukturni geny /ac operdnu se transkribuji pouze
za pritomnosti laktézy a nepritomnosti glukézy
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gene Lt Operon
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| == <. |
) PI lgene PO Z gene Y gene Agene *-
| 1040 / \ 3510 780 825
80 * 80 35 # ¢ ¢
lac repressor B-galactosidase B-galactoside B-galactoside

permease transacetylase




Indukce /ac operonu

* gen Jac I kdéduje represor

* za nepritomnosti induktoru se represor vaze na
Jac operator a blokuje transkripci strukturnich
genu

+ induktorem je alolaktéza, ktera vznika z
laktézy reakci ka’ralyzovanou B-galaktozidazou

+ vazbou alolaktézy na represor se represor
uvolnuje z operdtoru, transkripce strukturnich
genl se tim zapne




Reakce katalyzované
B-galaktoziddzou
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Katabolicka represe

glukéza brani indukci laktézového operdnu: tim je zajisténo
prednostni vyuziti glukozy misto meéné dcinnych energetickych
zdroju

Jac promotor ma dvé slozky
- vazebné misto pro RNA polymerazu

- vazebné misto pro katabolicky aktivacni protein (catabolite
activator protein, CAP)

vazbou CAP na promotor se aktivuje transkripce /ac operdnu

CAP se na promotor vaze pouze za pritomnosti dostatecné hladiny
cyklického AMP (cAMP) - cAMP funguje jako efektorova molekula

hladina cAMP je pod kontrolou glukézy (glukéza brani aktivaci
adenyldtcyklazy, tj. enzymu, ktery katalyzuje tvorbu cAMP)
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Organizace /ac operonu v oblasti

V4
promotor-operator
Promoter
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CAP pozitivné reguluje /ac operon,

cAMP je efektorem

+ Za pritomnosti glukézy -+ Za nepritomnosti

adenyldtcykldza je glukozy

inaktivni - adenylatcykldza je
hladina cAMP je nizka aktivni

CAP se nemlze vdzat na - hladina cAMP je vysoka
Jac operon - CAP/cAMP se vdze na
strukturni geny lac lac operdn

operénu se neexprimuji - strukturni geny /ac

operodnu se exprimuji




Take home message

Jac operon E. coli je regulacni systém obsahujici tri strukturni
geny, které se Gcinné transkribuji pouze za pritomnosti laktozy
a nepritomnosti glukozy

za nepritomnosti laktézy se /ac represor vaze na /ac operator a
brani RNA polymerdze v iniciaci transkripce operénu

katabolickd represe brdni indukci operdni typu /ac glukézou, tj.
prednostnim zdrojem energie




Genova exprese u eukaryot
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Regulace transkripce

pre regulaci transkripce u eukaryot jsou dulezité nitrobunééné
signdly i mezibunééné komunikace

pozitivni a negativni requldtorové proteiny zvané transkripcni
faktory se vazou do specifickych oblasti DNA, aby zde
stimulovaly nebo inhibovaly transkripci




Alternativni sestrih RNA

+ umozhuje tvorbu nékolika polypeptidu
z genetické informace jediného genu




Alternativni sestrih transkriptu
krysiho genu pro Troponin T

Exons in rat troponin T gene

Alternate splicing of exons produces 64 different mRNAs.

B Exons 1-3,9-15, and 18 are present in all mRNAs.
[] Exons 4-8 are present in various combinations in mRNA:s.
[C] Exons 16 or 17, but not both, are present in all mRNAs.

Examples of mRNAs

VAVVVSCAANVAAVAVVV
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Cytoplazmaticka kontrola
stability mRNA

- stabilitu mRNA ovlivriuje nékolik faktord
- koncovy usek poly(A)
- sekvence 3' UTR

- chemické faktory (napr. hormony)
- malé RNA (siRNA) nebo microRNA (miRNA)




Take home message

* transkripéni faktory jsou schopné vazby na DNA a
ovliviiuji transkripci eukaryotickych gent

- transkripty eukaryotickych gent mohou podléhat
alternativnimu sestrihu za vzniku mRNA kodujici
pribuzné, ale nestejné polypeptidy

* Ucinnost proteosyntézy zdvisi na stabilité
eukaryotickych mRNA




