Regulace (kontrola) genoveé exprese

Mechanismy, zajid’ujici expresi gem ve spravnou
dobu a na spravném mist (¢asoprostorova regulace).

Odpovédi na signaly z prosfedi nebo signaly z jinych
bunék, tkani a organi



Roviny kontroly genové exprese

Kde a jak casto je dany gen transkribovan (transkripcni kontrola)

Jak je primarni transkript sestrizen (kontrola posttranskripcni -
sestrihova)

Vybér RNA, které budou transportovany z jadra do cytoplazmy
(kontrola transportu RNA)

Vybér mRNA, které budou prekladany na ribozomech (translacni
kontrola)

Selektivni destabilizace urcitych mRNA v cytoplazmé (degradace
mMRNA)

Selektivni aktivace, inaktivace a kompartmentizace specifickych
proteind poté, co byly nasyntetizovany (kontrola proteinovée
aktivity - posttranslacni kontrola, transport)



Urovné kontroly exprese genl u eukaryot

CYTOSOL regulace

regulace proteinoveé
translace aktivity
3 4

transkripcni kontrola
kontrola zpracovani
RNA

jaderny por

jaderny obal




Regulace genové exprese na urovni transkripce

Regulacni oblasti
na DNA

\ Strukturni gen

mMRNA

‘ . > > Il Molekularni efektor

Regulacni protein

(na DNA-vazajici se protein)

Regulace j e zprostredkovana interakcemi regula¢nich proteint
s regulacnimi sekvencemi na DNA




Vazba regulacniho proteinu na DNA

- regulacni protein genu

o5 .f@i?.wmxffi .ﬁ?em_:w_..umwgaa‘g«:_ﬁ_‘
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Interakce proteinu s DNA asparagin /| N7
probiha prostrednictvim i E r|1
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o V4 ° # CH | | _ e
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funkcnimi skupinami \ H /T N— H 111N A\ N
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DNA-vazebné motivy proteinu (DBD domény)

par bazi cukr-fosfatova
kostra

Homeodoména

- tfi spojené
a-Sroubovice \.

Vazba proteinu
do velkého
zlabku DNA

(A) .

Leucinovy zip
dvé a-Sroubovice

(C) NH, D) 6



Motivy regulacnich proteinu

Helix-otacka-helix Helix-smycka-helix (HLH)
(HTH)

C-terminus

C-terminus

Ry

helicies IN-terminus

N-terminus



Proteiny s motivem zinkovych prstu

trojrozmeérna struktura

antiparalelni
B-struktura

H
reoe ? a-helix
g |
| R
L |
A $ l
| |
N JF 10
Y vazba
12 na DNA

vazba proteinu na DNA

COOH

(a) NH2 ® NHz



Vazba aktivovaného regulacniho proteinu na DNA

Signalni
molekula

Regulacni
protein

Vazebny motiv HTH
regulacniho proteinu

: DNA




Vazba regulacniho proteinu na DNA

N-

N -
terminus

Che
terminus

v

Struktura dimerniho
proteinu s motivy
HTH

. 4%
Ohyb DNA zpusobeny
vazbou proteinu

10



Vazba regulacnich proteinu na obracena
opakovani (repetice) na DNA

Regulacni oblast
DNA obsahujici
< obracena
opakovani

Signal
molecule

Po vazbé signalni
molekuly se regulacni
protein vaze na
regulaéni oblast

11



Priklad vazby regulatniho proteinu na regulani oblast DNA

promotor operator galaktozidaza acetyldza

N Sl A T el
iy Y # T v gl S " - LI,
wn T & am ey e P o

Podobnost v palindromu se sniZufe ve sledu:
01>02>03.

1 Sipkami je zvyraznény priblizny palindrom.

O1:AATTGTGAGCGGATAACAATT
TTAACACTCgC‘CT ATTGTTAA

Q2

tetramer represo

Y

RNA-polymeraza

smér franskripce

Vazba dimeru
represoru laktézového
operonu na
palindromatickou
sekvenci operatoroveé
podjednotky O1

Vytvoreni DNA-
smycCky mezi
dvéma
podjednotkami
operatoru



Vazba represoru Lacl na sekvence operatoru

lac operonu

A lacp
— +1
=35 -10 ‘
O3 0O 0,
-82 +11 +401
B TTTAT

Represor ve formé tetrameru se
vaze k operatorium O1 a 03
(nebo 02 a 03), tim navodi ohyb
DNA a znepristupni promotor
RNA-polymeraze
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Konverze aporepresoru (neaktivniho represoru) na represor po
vazbé korepresoru (tryptofan)

Neaktivni forma

Aporepressor
HTH (D + E
el tryptofan
Trp?corepressar — =
/ i Konformacni zmeéna
= vyvolana vazbou
NH;—CH—COO
¥ tryptofanu
Repressor (korepresoru) umozni
I (o vazbu represoru na

14




Regulace genové exprese na urovni transkripce
u prokaryot

Promotor/operator
P/O Strukturni gen
3 \ MRNA
' - Molekularni efektor

Regulacni protein

15



Oblast promotoru a operatoru laktézového operonu

vazba proti smeéru transkripce vazba po smeru transkripce

aktivacni protein | Regula éni proteiny

1 RNA polymerase interaction region
A

—

CAP-binding site Repressor-binding site
A A

~

ACTCGCGTTGCGTTAATTACACTCAATCGAGTGAGTAATCCGTGGGGTCC AAATACGAAGGCCGAG ACACCTTAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTTTGTCGATACTGGTAC

Stop -35 region —10 region +1 i e
J : : fMet Thr Met

i
Ton mMRNA start site
s s
\\\ \'-—/_-\-—/_\_/_-?&___/—-h-—
\\\ ,,/
~ s
— lac! hR p o P4 lacZ —s

Repressor coding region -80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 +1 +10 +20 B-Galactosidase
Promoter Operator coding region

16



Klasifikace regulatoru

| regulatory |
pozitivni negativni

| |
Navozuji Zastavuji
transkripci transkripci

~

regulaéni proteiny

Vazou se na regulacni oblast

PN

pozitivni negativni
Navozuji Zastavuji
transkripci transkripci

N

alosterické efektory

Vazou se na regulac¢ni
proteiny

pozitivni negativni

| |

Umoznuji vazbu Zabranuji vazbé
regulacniho proteinu  regulacniho proteinu
s regulac¢ni oblasti s regulacni oblasti 7



Negativni a pozitivni kontrola transkripce

regulace

Negativni kontrola
Aktivni regulacni protein vypina transkripci
Regulacni protein = transkripcni represor

o induktor ) L

aktivni represor —— —— inaktivni represor
vaze se na ' gkore resoT nevaze se na
promotor P promotor

Pozitivni kontrola
Aktivni regulacni protein zapina transkripci
Regulacni protein = aktivator transkripce

. . L. inhibitor . . .,
funkéni aktivator —— —— nefunkcni aktivator
vaze se na regulaéni induktor nevaze se na regulaéni

oblast oblast

Promotor je funkcni po
odstranéni represoru

Promotor je funkcni
pouze po aktivaci,
ktera umozni zahajit
transkripci

18



Princip pozitivni a negativni regulace transkripce

POSITIVE NEGATIVE

Protein zabranujici

Protein aktivujici |
transkripci ‘

transkripci
Molekularni O @ A Molekularni
efe ktOI’ miilg'szl::?l[le mscl)iiger(l:ille efe ktor

RN
polymerase |
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Priklad regulovatelného operonu

Laktozovy operon Escherichia coli

lacl Pr°'1‘°t°r lacZ lacY lacA
//
i // operator | y4 | y | a terminator
Represor B-galaktozidaza permeaza acetylaza

Vsechny enzymy jsou indukovatelné laktézou (alolakt6zou)

20



Negativni regulace lakt6zoveho operonu
v ramci enzymoveé indukce

operator geny terminator

C)C) represor  Transkripce neprobiha, nebot’ represor
RNA- (aktivni) je pfekazkou pro pohyb RNA-

polymeraza POlanazy

Netvori se indukovatelné enzymy

operator geny terminator

C)C) Transkripce probiha, nebot’ represor se

RNA- uvolnil z operatoru a umoznil pohyb
‘ RNA-polymerazy pres operator

represor \

induktor
(inaktivuje represor)

polymeraza

Tvori se indukovatelné enzymy

21



Negativni regulace operonu (napr. tryptofanovéeho)
V ramci enzymove represe

operator terminator

(elizseld  Transkripce neprobiha, nebot’ represor je
prekazkou pro pohyb RNA-polymerazy

RNA- N
polymeraza korepresor Koncentrace korepresoru
(aktivuje represor k v bunce je vysoka — tryptofanu je
vazbé na operator) dostatek

Zastavi se syntéza korepresoru jako vysledného
produktu dané biosyntetické drahy

operator geny terminator
C)(:) Transkripce probiha, nebot’ represor se

uvolnil z operatoru a umoznil pohyb
(inaktivni) | 5elgesels RNA-polymerazy pres operator

Koncentrace korepresoru v bunce
je tak nizka, ze nedochazi k jeho
vazbé na represor

Obnovi se syntéza korepresoru (tryptofan)

A

22



Pozitivni regulace operonu

- operator geny terminator

J_ Transkripce neprobiha, nebot’ promotor

je nepristupny RNA-polymeraze
represor \

induktor
(inaktivuje represor)

S

Za pritomnosti
glukézy se netvori

CAMP Netvori se indukovatelné enzymy,

O cap ackoli induktor je pritomen

o CAMP

operator terminator
T ‘- Transkripce probiha, nebot’ komplex
cAMP.CAP umoznil vstup
CAMF'CAP represor \ RNA-polymerazy na promotor

Za nepritomnosti glukézy
se tvori cAMP a vytvori se
komplex cAMP.CAP

induktor
(inaktivuje represor)

Tvori se indukovatelné enzymy
23



Klasifikace regulatoru

Specificky regulator = reguluje expresi jednoho nebo mala gent
(napr. laktézovy represor)

Globalni regulator = regulacni protein, ktery reguluje vétsi pocet
genu po aktivaci signalem

(napr. Crp (n. CAP), cAMP-receptorovy protein)

Nedostatek » zvyseni hladiny cAMP —,  aktivace Crp
glukozy l

Aktivace riznych operont
(lakt6za, maltoza, fruktéza)

REGULON = skupina genu nebo operont regulovana stejnym
regulacnim proteinem

24



Aktivace globalniho regulatoru Crp cyklickym AMP

l <€— (yclic AMP

¥

-
DNA
X A

Vytvoreni aktivniho
mista pro vazbu na DNA

Crp = Cyclic AMP Receptor Protein (CAP) 25




Regulace laktézového operonu

Operator
\_ binds repressor
i Crp Promoter r~ ]
! site | binds RNA polymerase ! !

= L

Prehled vazebnych mist pro
regulacni proteiny
a pro RNA-polymerazu




Vztahy mezi induktorem, korepresorem,
represorem a cAMP.CAP

Induktor = negativni alostericky efektor = pozitivni regulator
Korepresor = pozitivni alostericky efektor = negativni regulator
Represor = negativni regulacni protein = negativni regulator
CAP = pozitivni regulacni protein = pozitivni regulator

cAMP = pozitivni alostericky efektor = pozitivni regulator

27



Aktivita laktézového operonu ovlivhéna mutacemi

terminator

promotor
i operator | z | y | a
Represor B-galaktozidaza permeaza acetylaza

A

Vsechny enzymy jsou indukovatelné
laktozou (alolaktézou)

Mutace represoru nebo operatoru
navozuji zmény exprese operonu

28



Pusobeni regulacniho proteinu AraC jako
represoru nebo aktivatoru

Arabinose

Bez pritomnosti arabin6zy se V pritomnosti arabin6zy se AraC
AraC vaze na DNA v mistech vaze na DNA v mistech 1 a 2
2 a 3 a brani transkripci a umozni vazbu RNA-polymerazy

operonu araBAD na promotor

29



Dvoukomponentni regulacni systém

SIGNAL——

Zména
prostredi:

ta‘u;{‘ - st | S | B

chlad, tﬁf} = Y ut#iim

kyslik, ziviny
atd.

Senzor

(kinaza)
Regulator

odpovedi

fosforylovana forma
regulatoru se vaze na DNA

Odpovéd (aktivace nebo
» inaktivace genu)
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Fungovani dvoukomponentniho regulacniho
systemu ArcAB

Systém ArcAB rozpoznava anaerobni nebo aerobni podminky v prostredi bunék

1. Fosforylace senzoru 2. Prenos fosfatu ze senzoru na
za anaerobnich regulator a jeho aktivace

podminek

vazba na DNA

\4

3. Represe asi 20 genl vyzadovanych pro
aerobni metabolismus, zapnuti asi 6 genl
vyzadovanych pro anaerobni metabolismus



Dvoukomponentni regula

c

n

Ve

systémy u E. coli

Stimul/funkce Sensor Regulator
Nedostatek kysliku ArcB ArcA
Osmolarita/obaloveé proteiny Env/ OmpR
Osmolarita, transport K deD deE
Nedostatek fosforu PhoR PhoB
Metabolismus dusiku NirB NirC
Respirace nitrat G NarX Narl
Respirace nitrat G a nitrit NarQ NarP
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Tryptofanovy operon E. coli

Kontrolni
oblast Strukturni geny

~ A

Promoter

~ =

aten uétor
: tpl

;pw\ /'" \

Zacatek Pozastaveni Ukonceni
transkripce transkripce transkripce

33



Atenuace - umisteni atenuatorove sekvence
v tryptofanovém operonu

Polohy sekvenci v atenuatoru

5" end @ @

_tx B ; - I e

mRNA Fudlng
sequence
for leader peptide

A\ OBLASTI SCHOPNE SE
VZAJEMN E PAROVAT

oblast vedouci sekvence

34



Sekundarni struktura prepisu (RNA) vedouci
oblasti tryptofanového operonu

A
5o/N\Cco®00 0
T @ [] ¥ & @

70
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Moznosti alternativniho parovani sekvenci 1,2,3a4 za
vzniku vlasenek

‘The trp leader region can exist in alternative base-paired conformations. The center shows the fou-r regions that
«can base pair. Region 1 is complementary to region 2, which is complementary to region 3, .WhI’ChI1S
complementary to region 4. On the left is the conformation produced when region 1 pairs .wrth region 2, anq
region 3 pairs with region 4, On the right is the conformation when region 2 pairs with region 3, leaving regions 1
and 4 unpaired. )

Kodony 4 8¢
proTrp|§8 4
G Cy o _
X A U Wy |
i 5 G =
-y ¢ A
S u Y
G G g
A ‘
c ¢ AR
-G A (ol <
G g S8
UG U G&
% v g
CH

Alternativni moznosti parovani
sekvencil,2.3a4

: Paruji se sekvence 2 a 3,
. . ) terminatorova viasenka
Vytvo feni terminatorové e oz
____ vlasenky parovanim . |- Sekvence 2 se m uZe parovat se nevznika
sekvenci 3 a 4. sekvenci 1 nebo 3, sekvence 3 se L

muZe parovat se sekvenci 2 nebo 4




Mechanismus atenuace

A. SEQUENCE LAYOUT

5 end ® @ © ©)

—_———
mRNA Coding

sequence
for leader peptide

B. GENE ON C. GENE OFF

(No critical amino acids) (Critical amino acid present)

Aminokyselina je

Aminokyselina ! '
pritomna

chybi

Pre-emptor
forms

— Sk - L ®- 5 end

mRNA

Kodony
pro AA

Vi Y Leader peptide
) -— made of

amino acids




Prubéh atenuace tryptofanového operonu

a. Vysoka koncentrace tryptofanu b. Nizka koncentracéryptofanu

Ribosome i
Kodony pro "
tryptofan

. — 4
Leaider region . hoos

is completely stall at

translated tryptophan
Base pairing between cggonz

segments 3 and 4 signals
RNA_ po|ymerase. to Transcription
terminate transcriphion confinues in

the absence

of base pairing
between segments
3and 4



BIO \

GG U-GGCGL-ACU-U-CC-UGAAAC-GC
-Lys -Gly - Trp - Trp - Arg - Thr - Ser STOP
vedouci peptid

pokud je tryptofan pfitomen,
ribozom se pohybuje k terminacnimu
kodonu vedouciho peptidu UGA

Tﬁ%@‘ihh@ ;:r"f* k i%m*h il
yedaueln ohlasin 2 i
% ohlasti 4 za veniku franskripine-ten
mhenndtnrs sekveie sty \fuw frariakr) pf‘{

transkripéné-terminaéni
viasenka se vytvofi
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Regulace na urovni RNA - transla¢ni kontrola

Kontrola rychlosti degradace mRNA vazbou
proteinu

Uprava mRNA do translatovatelné podoby

Kontrola translace mRNA regulacnimi proteiny
pozitivni nebo negativni pusobeni

Regulace translace prostrednictvim antisense RNA

RNA interference

mikro RNA (miRNA)

Regulatni protein —— DNA - - - regulace transkripce

Regulatni protein —— RNA - - - regulace translace

40




Mechanismus pisobeni sekvence riboswitch na mRNA

a) Terminace transkripce. Vazba malé a) Iniciace translace. Vazba malé molekuly
molekuly na riboswitch ve vedouci sekvenci | na riboswitch navodi vytvoreni viasenkové
MRNA navodi vytvoreni vlasenkoveé smigky, | smycky, v niz se nachazi RBS. Ribozom se
ktera ukon¢i transkripci. nenavaze a translace nezae.

Riboswitch @

Riboswitch

Ribosome

A AUG | |

Transcription proceeds G Translation proceeds
Small £ } .\ Small \

molecule molecule

Hairpin loop

Hairpin loop blocks
terminates transcription.

ribosome binding.




Vazba proteinu na mRNA \

Principy ovlivhnéni stability mRNA po vazbé regulac¢niho proteinu:
1.
2.

PlUsobeni regulacnich proteinu na stabilitu molekul mRNA
(ovlivnéni rychlosti degradace mRNA ribonukleazami)

/ Snizeni degradace mRNA

Zvyseni degradace mRNA

Protein po vazbé na mRNA primo ovliviuje citlivost k ribonukleazam

Protein po vazbé na mRNA zesiluje nebo zeslabuje jeji vazbu na
ribozom, coz ovlivnuje rychlost jeji translace a neprimo polocas jeji
degradace (vazba mRNA na ribozom ji chrani pred degradaci)

Polotas rozpadu molekul mRNA uE. coli= 2-3 min

42



Néekteré molekuly mRNA musi byt pred translaci
nejdrive upraveny

Plvodni molekula mRNA (,,pre-mRNA*)
genu adhE (kéduje alkoholdehydrogenazu
u E. coli) ma sekundarni strukturu, v niz

jsou RBS a AUG nepristupny

5UTR, 3'UTR

Stépeni mRNA RNazoulll pfed RBS
zpristupni obé mista, takze jsou na
ribozomu rozpoznana

RNaza Ill provadi posttranskrip éni Upravy tRNA a rRNA

U mutant postradajicich RNazulll neni
adhE mRNA translatovana a bunky nejsou
schopny rust anaerobné (fermentovat)
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Aktivace translace chloroplastové mRNA — geny fotosyégzy

Translaéni
aktivita je nizka

Translaéni aktivita
je vysoka

SVETLO

Translaéni aktivator

— protein cPABP —
existuje ve dvou
konformacich, z nichz
ta, ktera vznika po
aktivaci svétlem, se

Smyeka zabraiuje vaze na mRNA, kde
2 interakci s ribozomem méni jeji strukturu a

umozni jeji vazbu na

, ribozom

~ Swtlo aktivuje
MRNA vazebny
protein cPABP

Vazebny protein znnil
strukturu mRNA, ktera se
% muze vazat na ribozom

ST TR \ =
44



Regulace syntézy ribozomalnich proteinu
u bakterii (translacni uroven)

RBS je dostupné Dostatek
/ rRNA
Gene Gene _Gene mOIekUI

mRNA rR N A

>

“  Preferencni
vazba

Pri nedostatku rRNA
se protein vaze na
MRNA (autoregulace)

nedostupné RBS — ribozom

Ribozomalni
proteiny se netvai
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Regulace transkripéni jednotky S10 obsahujici 11 gein
kodujicich ribozomové proteiny u E. col

organizace transkripéni jednotky S70 u E. coli

geny promotor psd  mIC I W  mB IS mwV  msC P mpmC psQ

¢ transkripce

1 T 1
¢ translace

ribozomové .....Q...Q.

prokeiry S10 L3 L4 123 L2 S19 2 83 L6 29 817
(a)

mRNA

translace STO-mRHA probihd, pokud jo pritomng ribozomova ENA

nekipdnl jednins S
T 1
promotor piD promotor rRNA-gent
COSR /AN \\Y/ AN/ N/ AN/ N/ \NY/)\"/,\\
l transkripce transkripce
mRNA ¥ ¥ RNA  —————————

l translace l

i EoEOENOEOEOE —

§10 L3 L4 L23 L2 sS19 22 83 L16 L29 S17

sestaveni
gheznmu
prgcoin L zabriiufs (Ryislagl 888 mhNA, pekud Aesi pifhomd ilsesmesd BHA
transkripéni jednotka S10
I 1
promator rplD promotor rRNA-gent
COSR/AN "/ N O\ NN N /)N"/)\ "/ )\
¢ transkripce transkripce neprobiha T
mRNA , | i
e ¢ translace
ib . 1
zr&zcixrl:;cve . . . ;| Ribozomovy protein L4 se vaZe na 5-konec mRNA prepsané

L4 =" Zranskriptni jednotky 510 a zabrafiuje jeji translaci.

(c)

protein s regulaéni funkci

Za pritomnosti rRNA se
k ni vSechny proteiny
vazou a vytv&i ribozom

Za nepritomnosti rRNA
se protein L4 vaze na
MRNA a zabranuje jeji
translaci
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Regulace translace zprostredkovana
protismysinou 1 RNA (antisense RNA)

MRNA = sense RNA

antisense RNA =

Regulaéni RNA

Vazba byva ovliviovana
regulacnimi proteiny

mRNA komplementarné vazana antisense RNA se nemuzZe prekladat

47



Antisense mMRNA reguluje syntézu bakterioferitinu —
antisense mRNA je p Fepisovana ze samostatného genu

Represorovy protein
Fur (Ferric Uptake
Regulator) pri
dostatku zeleza
brani transkripci
anti-bfr RNA a feritin
se tak mlze tvorit

DNA 'an_t'i-f_’ff.__g.*;ﬂ_‘?:

Antisense sense

—
= &ﬁ-ge?? i il

[

bfr je transkribovan
stale

anti-bfr RNA

PI'CSCI’II

anti-bfr RNA

absent

Zasobarna
Zeleza

Inactivated bfr RNA




RNA interference (RNAi) = mechanismus umlCovani genu, které je
indukovano pritomnosti dvouretézcové RNA (dsRNA)

je sekvencné specificka, dochazi k degradaci jak dsRNA tak ssRNA (predevsim
mMRNA), které jsou homologické s dsRNA, ktera odpovéd vyvolala

mechanismus patrn & vznikl jako obrana proti viridm (ssRNA a dsRNA viriim) a
transpozonlm - v priibéhu pomnozZovani virl vznikaji replikativni intermediaty
(dsRNA), které jsou signalem pro antivirovou odpovéd bunky

RNAi je vyvolana plné komplementarni dsRNA o délce alespon 21-23 bp, delsi
dsRNA jsou nejdrive stépeny na fragmenty o délce 21-28 bp nukleazou ,,Dicer*
- tyto fragmenty RNA se oznacuji jako siRNA (short interfering RNA, silencing
RNA) a jsou vazany proteiny komplexu RISC (RNA-induced silencing complex)

RISC komplex rozmota a separuje retézce siRNA, nasledné se paruje s cilovou
RNA a degraduje ssRNA (mRNA), jejichz sekvence je stejna jako u siRNA.

nukleazova aktivita RISC komplexu (ozna€ovana jako ,Slicer®) - degraduje
cilovou RNA.

Mechanismy podobné RNAI umléuji transkripci cilovych genti zménou struktury
chromatinu a navozenim metylace DNA
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Om
velka dvouretézcova

molekula RNA

R0-

o Velka dvouvlaknova molekula
RNA je rozkréjena na male,
dvouvlaknové interferujici

' RNA dlouhé 21-28 pari bazi.

®s
= 0H3

dvoufetézcova
interferujici RNA

RO »
o Malé interferujici RNA

a proteiny se spojuji do
Y
— ribonukleoproteinova
Castice s dvouvlaknovou
. interferujici RNA
l Fute)

rivonukleoproteinovych éastic.
,f.
© Vala interferujici RNA je
v ribonukleoproteinové astici
rozpletena, aby mohla vytvofit
umléovaci komplex
indukovany RNA (RISC).

umicovaci komplex
indukovany RNA (RISC)
, 5 jednoviaknovou
3 HOypArreT interferujict RNA

R0z
@ RISCsi vybira za cil sekvenci
v mediatorové RNA, ktera je

mediatorova RNA komplementarni }

obsahujici sekvenci K interferujici RNA.

COH3 komplementarni k
S@ T interferujici RNA

+80, .

© rnterferujici RNAVRISC
paruje baze se svou cilovou
oblasti v mediatorové RNA.

A OH 3'
/ g, 4 3' HO
RO RO
‘\_@f Pokud je sparovana @ Pokud je sparovana nedokonale,
dokonale, je mMRNA Je zastavena translace mRNA
rozétépena a syntéza polypeptidi z mRNA
a degradovana. je potladena.
SiIRNA
5@,
N

P % a._,l OHY

Prubéh RNA interference
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Mechanismus RNA interference

TTETITITITITITY = 7YY
sl L L L L L LLL L LLLLL Rozpoznani dsRNA specifickymi proteiny

DICER GLEAVES
dsRNA INTO siRNA

POl P SO/l O Dicer ro.zstep1 ngNA na,SlRN,A 0 dvelce 21-
o1t el > 011 sl 1 bbb ¢ 23 bp s jedno- az dvoubazovymi presahy
SiRNA = short interfering RNA

na siRNA se vaze dalsi protein, ktery
umozni vazbu a aktivaci RISC komplexu

RISC = RNA-induced silencing complex
RISC komplex oddéluje retézce siRNA

Target RNA

RISC se vaze na cilovou RNA a stépi ji
Slicer = nukleazova aktivita RISC komplexu

il
CLEAVAGE OF 'I&%GET RNA BY RISC

el A, Aokl el b allleh 51



Amplifikace RNA interference a jeji Sireni

Slicer stépi cilovou mRNA

CLEAVAGE OF TARGET RNA BY RISC

CAP _ppilll “ wiaaang polyA  Vznik abnormalnich RNA

RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE BINDS

T“"“‘N‘)?f%if’”s o RARP = RNA-dependentni RNA-polymeraza

\ Abnormalni RNA slouzi jako
LS o MORE templat pro RdRP, ktera pak
vytvari mnoho molekul dsRNA,

AR EEERREREERRERREREE] které jsou pak konvertovany
sheddedalobudodeb il dch bl dicerem na velky pocet molekul
' DICER MAKES MORE SiRNA

siRNA WHICH AMPLIFIES
RESPONSE

ATP, GTP, UTP, CTP =

opropEAn S ST Stépeni
Vazba RISC-k.
FTTTTRETTTTRER TTT TR L Z dalZich RNA?



Experimentalni navozeni RNA interference (vytvdéeni dsRNA)

Vytvoreni sense/antisense viasenky

5' Sense 3 Antisense

Terminator

dsRNA T Loop

Base pairing

Pouziti konstruktu se dwma promotory

Uses blue as template
makes green strand
Promoter

]
R s

Promoter 3'

Uses green as template
makes blue strand

dsRNA
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Dva postupy pro vyvolani RNAi pomoci dsRNA

BT T B (W S T B T

RO, RO
Dvoufetézcova RNA o Expresni genova kazeta nesouci
obsahujici pozadovanou sekvenci dvé kopie pozadované sekvence
je syntetizovana in vitro. v obracené orientaci je vnesena do genomu.
~ N
—_— -
5 ] kopie 1 kopie 2
3.m 5 * transkripce
dsRNA . )
5IlIIIIIIi IIiIIIlII3RNA
%Ro,f‘ .;:_?\0

© dsRNAje mikroinjekei

‘f . B
wnesena th arganizmu o Komplementami sekvence

v mRNA se paruji a vytvareji castecné
dvouretézcovou ,vidsenkovou" strukturu.

5 dsRNA 3 5

e e Reverzni

mRNA mRNA

. S S AR m e e ] geneti ka:

-Antisense

RO, RO
o Degradace mRNA nebo wlLho'f— Degrad RNA neb
106 egradace mRNA nebo
replr?se lf{Jri' trinslalce pomoc represe jeji translace pomoci RNA
umicovacing komplexu uml¢ovaciho komplexu
indukovaného RNA (RISC). indukovaného RNA (RISC).

-- inzeréni

5| p—— _‘T‘E‘E‘LH- — 3' i i
T inaktivace
O
":"'r":‘.'%ﬁ‘."ne T T gem
slglel?*\m t::g;?asge RNA traﬁslace = R N A|

(a) (b)



microRNA (miRNA)

« microRNA (miRNA) - kratké jednoretézcové molekuly RNA o délce
21-23 nt, které reguluji expresi genu blokovanim translace mRNA (prip.
indukuji jeji degradaci podobné jako u siRNA)) - vazou se predevsim na
3" -neprekladanou oblast (u rostlin na kodujici oblasti mRNA nebo 5° -
neprekladané oblasti)

« Jsou vytvareny geny mir, které jsou transkribovany, ale
neprekladaji se. Geny byvaji v intronech nebo exonech nebo
polycistronickych jednotkach, z nichz jsou upravovany jednotlivé miRNA .
Byla zjisténa u cervd, hmyzu, savcu a rostlin, objevena poprvé u
Caenorhabditis elegans v r. 1990 (small temporal RNA, stRNA), kde
ridila casovou posloupnost vyvoje béhem premény larvy v imago.

 Rada miRNA se G¢astni regulace vyvoje, cilem pUsobeni jsou mRNA
kodujici transkripéni faktory regulujici expresi dalsich genud, nékteré
miRNA maji vztah k bunécnému déleni a rakoviné. U Clovéka az 1000
gend.
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Micro RNA (miRNA)
Prekurzor miRNA (pri-miRNA, ~ 70 nt)

cap Frmmm——e PO A Y e ohou Fetbzet)
roline  PII-MIRNA

& nukledza Drosha + protein Pasha vaZe

dsRNA (,microprocessor complex®)
Vytvoreni neuplné vlasenky se smyckou: pre-miRNA

B
DICER CLEA\;% PRECURSOR
e

S,

Stépeni vlasenky dicerem (v cytoplazmé)

Vazba specifického proteinu

STRAND SEPARATION

Guide strand 4 ..
Anti-guide strand

edebebelbebelolelolbelolbelle Separace retézcl a vznik miRISC

B G:TN\ Argonaute protein — sou éast RISC - RNaza

degradujici druhy retézec

Jeden z retézcl miRNA se vaze na
cilovou (komplementarni —i jen

> .

TRANSLATION IS BLOCKED éé.Ste éné) mRNA a tim bIOkUje jeji
translaci nebo navodi jeji rozklad
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Priabéh vzniku a pasobeni miRNA - animace

—

gene

Breap l

Drosha,
Pasha

AARARMAAR

MuZe obsahovat vice prekurzor U miRNA

pri-miBNA

Pre-miRNA (asi 16%) mohou byt
upravovany editaci RNA (A =—#nosin)

W/M’) pre-miRNA
nucleus
cytosol
AN RRNEEN pre-miBNA
l Dicer < Dicer- endonukledza RNAIII
“ T miBNA/MIBMNA™
duplex
Y
TR TR mMiBNA
MIRISC = RISC komplex s
miRISC

navazanou miRNA)
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Uloha miRNA v medicin &

V lidském genomu je zhruba 5 000 gen 0 pro miRNA, které ovliv nuji
vice nez 60% gen U

- Jedna miRNA se m uze vazat na stovky sekvenci v mRNA,
- Uréitda mRNA m uze byt regulovana mnohar Gznymi miRNA

-V raznych bun éénych typech a tkanich jsou r Uzné sady miRNA

Poruchy ve fungovani miRNA vedou k vaznym chorobam

- rakovina (moznosti diagnostiky r  tznych forem) — diagnostika a
prognostika (nap F. kolorektalni karcinom) na zaklad é profilovani
MIRNA (miRNA jako biomarkery)

- kardiovaskularni a nervové choroby
- miRNA jsou testovany jako léky

(vztah k r iznym chorobam: alkoholismus, obezita, diabetes aj).
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RNA interference — mozné zdroje siRNA
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Charakteristika genomu a proteomu eukaryot

Pocet genu u savcu = 20 000 - 25 000

Vsechny bunky maji stejnou genetickou vybavu

200-250 typu bunék, obsahujicich 20 000 ruznych proteind, z nichz
okolo 6 000 je tkanove specifickych

2 000 béznych proteint vyskytujicich se ve vsech bunkach
(produkty asi 3000- 6000 provoznich gent)

jednotlivé bunécné typy vytvareji okolo 100 pro néj
charakteristickych bilkovin, které se nenachazeji v jinych
bunécnych typech

Diferenciace = vysledek zapinani a vypinani riznych genu
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prekursorova bunka

Kombinace regulacnich
proteinu pri diferenciaci
bunék

REGULACNI PROTEIN

bunécné déleni

3 regulacni

prOte] ny REGULAC REGULACN

/| PROTEIN (2) / PROTEIN (2)

v REGULACNI REGULACNI REGULACNI REGULACNI

/ PROTEIN @ / PROTEIN @ / PROTEIN @ / PROTEIN @
8 bunécnych D\ /4 '
typu
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TranskripCni aktivita eukaryotické bunky

1. Bazalni transkripce - za ucasti bazalnich TF, minimalni Uroven
transkripce

2. Konstitutivni transkripce - za uUcasti bazalnich a konstitutivnich TF,
umoznujicich odlisSnou rychlost transkripce riuznych gent

Obecne TF = bazalni + konstitutivni — provozni geny

3. Indukovana transkripce - transkripce regulovana indukovatelnymi
specifickymi TF, jejichz aktivita je ovlivnéna podnéty z vnéjsiho
prostredi.

Specifické TF = bunééné a casove specifické regulacni proteiny
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Podminky pro zahajeni transkripce u eukaryot

Uvedeni RNA-polymerazy do aktivniho stavu
vazba TF na promotor (za Ucasti aktivatoru a koaktivatoru,

ooooo

vazba specifickych (indukovatelnych) TF na zesilovace transkripce
(vice TF na vice RE)

vzajemna interakce TF umoznujici interakci promotoru a
zesilovace transkripce = aktivni stav RNA polymerazy
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Slozky eukaryotického promotoru
pro RNA-polymerazu li

I Promoter

Ly Start of

transcription

TFIID
TBP - TATA binding protein
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Trojrozmerna struktura TBP navazaného
na TATA-box

Obrdazek 8-24 Trojrozmerna struktura
TBP navazaného na TATA-box. TBP
(TATA-vazebny protein) je podjednotkou
obecného transkripéniho faktoru TFIID,
: ktery je zodpovédny za rozpoznani
= a navazani se na sekvenci TATA-boxu
v DNA (Cervené). Unikdtni ohnuti
zplisobené proteinem TBP — dvé smycky
dvojsroubovice oddélené Castecné
rozvinutou DNA — miZe slouZit jako
oznaceni promotorové sekvence pro dalsi
obecné transkripéni faktory. TBP tvori
jeden polypeptidovy Fetézec sbaleny do
dvou velice si podobnych domén (modre
a zelene).
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Iniciacni faze transkripce u eukaryot - navazani
RNA-polymerazy na promotor

> Startpoint +TBP (TATA vazebny
fale e m protein)

RNA-polymeraza
je schopna zahajit
syntézu RNA

Start of
transcription 66



Zahajeni transkripce RNA-polymerazou

Startpoint

BINDING OF TEHE, TFIIH, TFII ]

i

-«—— Phosphate
groups

Vytvoreni iniciacniho
komplexu obsahujiciho pres 20
polypeptidu

Fosforylace C-konce (CTD - C
terminalni domeény) RNA-
polymerazy transkripcnim
faktorem TFIIH

Uvolnéni vsech TFIl vyjma
TFIIH, zahajeni transkripce
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zacatek transkripce

Iniciace transkripce
RNA-polymerazou Il

Nastava ohyb DNA

Vznik transkripcniho
iniciacniho komplexu

Fosforylace polymerazy,
jeji uvolnéni z komplexu
a zahajeni transkripce

UTP, ATP
CTP, GTP

TRANSKRIPCE ZAGINA 68



Vlastnosti zesilovace transkripce

Lokalizace v ! I ! L1
rdznych pozicich
vucéi genu, i na E
velke vzdalenosti —
{1 I
Nezavislost na ; — —
orientaci —_—
S T—
4—
PFitomnost
repetici

\\\\‘ ) J // ~
Sekvencni motivy (RE), na néz se vazou regula¢ni proteiny
(transkripcni faktory)
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Struktura zesilovace transkripce viru SV40

fwj "\

sekvence zesilouse —
vazba TF
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R SFisd Rk

TEHR | e o N
Sy sl Fhadilslon By
(B

Vyuziti zesilovdu v expresnich vektorech
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PlUsobeni zesilovacu transkripce na velké
vzdalenosti

Enhancer

‘—> Start of transcription

Enhancer

—

Na zesilovac se navazou
transkripcni faktory,
dojde k ohybu DNA

a kontaktu transkripcnich
faktory s transkripénim
aparatem

Upstream TATA Start site
element box
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Vzajemné interakce transkripcnich faktoru

..... R S i, Sy B T :}\k‘ﬁm‘;’ﬁ.:ﬁ:\f\m Initjatﬂr M

e S

()

Ly

Start site

DNA-vazebna
doména

Aktivacni doména

Hybridni proteiny: aktiva éni doména + DNA-vazebna doménal 72




Zakladni rysy specifickych transkrip¢nich faktoru

Zajist'uji odpovéd na podnety signalizujici nezbytnost zapnuti
jednoho nebo nékolika gent

Na rozdil od vétsiny proteinu jsou schopné vstoupit do jadra
Rozpoznavaji specifické sekvence na DNA a vazou se na né

Vytvareji kontakt s transkripcnim aparatem, bud’ primo nebo
zprostredkovaneé
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Schéma navozeni fyzikalniho kontaktu
promotoru se zesilovacem transkripce

transkripce
DNA DNA
promotor zesilovac
transkripéni transkripéni
faktor faktor

faktor indukujici
ohyb v DNA
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Vazebna mista transkripcnich faktoru
a jejich interakce

transkripcni faktor

zesilovac

—
)
=)
©)
S
o
pu
o

rozpoznavajici
rozpoznavajici (vazebné) misto pro rozpoznavajici
(vazebné) misto pro  jiny transkripCni faktor  (vazebné) misto
promotor pro RE
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Schéma primé a neprimeé interakce aktivatoru

transkripce s RNA-polymerazou li

DNA

aktivator L
«— aktiacni

Prima interakce aktivatoru doména

transkripce s RNA-polymerazou Il.

polymeraza) =————
transkripce

DNA

Interakce aktivatoru
transkripce s TFIID, ktery
pak reaguje

s RNA-polymerazou Il.

I /_‘ RNA-

POlymeraza) =———p
transkripce

Aktivator
zvysuje stabilitu

aktivacniho
komplexu

nebo

meéni konformaci

TFIID vazaného na
promotor
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Model aktivace genu na dalku

Specificky TF

aktivaéni protein

Promotorova oblast

Lo ) TATA-box —
posilovac {(enhancer) vazba obecnych 7acatek
s vazebnym mistem transkripénich faktord transkripce
pro aktivacni protein a RNA-polymerazy

aktivaéni protein

obecné
transkripéni faktory

TRANSKRIPCE ZACINA



Interakce TF a vliv jejich kombinace na zahajeni
transkripce

regulaéni sekvence genu

mezernikova DNA

Silencer — vaze
iInhibujici
faktory

obecné
transkripéni faktory

regulacni

proteiny genu RNA-polymeraza

. TATA-box
—
proti proudu |

| zacatek

promotor traHSkripce

Jeden z regula¢nich proteint ma rozhodujici vliv na zapnuti genu nebo
jeho vypnuti (napr. receptor pro hormon) 78




Puasobeni aktivatnich proteina a mediatorového komplexu

A) NO TRANSCRIPTION B) TRANSCRIPTION PROCEEDS
Spacer DNA
Spacer DNA x”

’ r ) { =
N
A 5
/| Gene
' regulatory S My ;

proteins

Upstream Start of
Upstream Start of element transcription
element transcription

Mediator = proteinovy komplex (~20 podjednotek) lokalizovanyha
povrchu RNA polymerazy, kde zprosiedkuje kontakt s regulanimi
proteiny (TF — aktivatory, represory) — tj. kombinuje signaly
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Zpusoby aktivace transkripénich faktoru
fosforylace TF specifickymi proteinkinazami
vazba ligandu (signalu, napr. hormonu)
odstranéni inhibitoru

— vazba TF na DNA, interakce TF s dalsim TF
— indukce transkripce

Specificka aktivace genu
aktivace specifického TF v bunkach urcité tkané po pusobeni signalu

indukce tvorby specifickeho TF v urcité tkani po aktivaci jeho genu
pusobenim signalu
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Enzymova katalyza fosforylace a defosforylace

Neaktivni stav

protein

P, ATP
fosfoproteinfosfataza OH proteinkinaza
HO+P=+0
i ADP
protein

Aktivni stav
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Zpusoby aktivace transkripcnich faktoru

navozené indukcnim agens 1, 2)

1. Konformaéni zména transkripéniho faktoru zpisobena ligandem.

Iliiil

inaktivni aktivni

inaktivni i I ligand aktivni

2. Konformaéni zména transkripéniho faktoru zpusobena
odstranénim inhibi¢niho proteinu.

inaktivni aktivni

inaktivni inhibiéni | ¢ aktivni
protein |
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Zpusoby aktivace transkripcnich faktoru

navozeneé indukcnim agens (3, 4)

3. Konformaéni zména transkripéniho faktoru zptisobena fosforylaci.

fosforylace

inaktivni / \& aktivni

ATP ADP

inaktivni aktivni

4. Stabilizace aktivni formy transkripcniho faktoru proti
jeho odbourani.

inaktivni aktivni

© gen.

inaktivni | aktivni
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Modifikace lyzinu nebo serinu N-terminalnich
useku histonu

S = serin

= lyzin

_._K_
119

® OO

—K—K—K—K
12 15 20 120

Acetylation
o) Acetyl CoA CoA o
—HN—(|3H—C_ |¥’ ——HN—CH—C—
THz Ac CH,
Lysine  cp, Deacetylation CH, Acetyllysine

CH, _ C|)H2
CH, CH,
NHg* NH

Positive char
is removed
H4C (@]

P = fosforylace
Ac = acetylace

Me = metylace

HAT
Acetylation

—

Deacetylation
HDAC

acetylace vede k rozvolnéni

komplexu DNA-histon
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Acetylace koncu histonu vede k rozvolnéni
nukleozomu = remodelace chromatinu

Agregovana forma Disagregovana forma
nukleozomu

Histony tésné vazané Rozvolnéni nukleozomi po
prostrednictvim svych N-koncl acetylaci konce histonu H4

Heterochromatin Euchromatin 85



Enzymy podilejici se na acetylaci a deacetylaci histonu

HAT = histone acetyl transferases = navozuji acetylaci
HDAC = histon deacetylases = navozuji deacetylaci

HAT pusobi jako korepresor navozujici deacetylaci
koaktivator transkripce

Koaktivatory a korepresory se na DNA nevazou primo, ale
prostrednictvim transkripénich faktorl vazanych na DNA
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Pasobeni komplexa remodelujicich chromatin:
dva zpiasoby remodelovani nukleozom

1. Posunovani (sliding®) 2. ,Remodelind’ - nukleozomy
nukleozomi - nukleozomy jsou jsou posunuty (dva se spojuji),
posunuty, promotory se DNA je zpristupnéna transkripci
Zpristupni

2-6 proteinua

Navazani komplexu
odeing| N TF na DNA

nplex

8-12 proteini
«

g i
% %

Promoter exposed Remodeled and _More DN A
merged nucleosomes is accessible

¥

Promoter inaccessible
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Prechod aktivnhiho chromatinu na neaktivni

l Transcription possible

Gene “switched on”

» Active (open) chromatin

« Unmethylated cytosines
(white circles)

« Acetylated histones

Transcription Factors /
Co-activators

Gene “switched off”
« Silent (condensed) chromatin
» Methylated cytosines
(red circles)
» Deacetylated histones

T Transcription impeded
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Sled udalosti vedoucich k aktivaci
eukaryotického genu

TF se vaze na DNA
Na TF se vaze histon-acetyltransferaza (HAT)

HAT acetyluje histony v blizkosti mista svého navazani a
dochazi k rozvolnéni nukleozomove struktury

Komplexy remodelujici chromatin posunuji nebo remodeluji
nukleozomy a zpristupnuji sekvence DNA

Na DNA se vazou dalsi TF
Na DNA se vaze RNA-polymeraza

K iniciaci transkripce je nutny pozitivni signal: specifické TF
vazajici se na mediatorovy komplex na promotoru
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Regulace genove exprese steroidnimi hormony

steroidni hormon
v obéhoveém systému

o O
ilova bui e
cilova bunka//,, ¢ —
RO // © RO s
Ko, e buné&néa
o Steroidni hormon vstoupi / O] ———- o L e
do cilove buiiky a spojuje \

‘ ; receptorovy N\
se s receptorovym proteinem. / protein

komplex steroidniho
hormonu s receptorem \,\
\

RO, /
o Komplex hormon-receptor [
se vaze k oblasti DNA, [

ktera je zodpovédna

za reakci na hormon.

0
o Navazany komplex
stimuluje transkripci. por v jaderné —
membrane

cytoplazma

B0 "
@ Transkiipt je upraven
a transportovan do cytoplazmy. \

\ jaderna
I\.l'. membrana mRNA /

| /

805 RO. :

© mRNAje prekiadana \ s ] /
do proteind.

nové proteiny ~'+/’/
T = 90

—



RO,

Hormon se vaze na receptorovy
protein v membrané sve cilové buriky.

+RO

Komplex hormon-receptor

aktivuje cytoplazmaticky protein.

o Aktivovany cytoplazmaticky

protein pfenasi signal do jadra. /

0

/

|
@ Sionél spousti vazbu

f'
transkripcniho faktoru k DNA.

transkripéni
faktor
RO por v jadermné —
Navéazany transkripéni faktor membrané
stimuluje transkripci.
\ jaderna
B0 \ membrana
o Transkript je upraven \
a transportovan do cytoplazmy. \
«—3—!—

o

mRNA je pfekladana do protein.

o
g
/

receptorovy protein
vazany na membranu

X
(neaktivni) (aktivni

nové vytvor‘enéx
proteiny

B0

)
cytoplazmaticky

\— peptidovy hormon

komplex

cytoplazma

Regulace genove exprese peptidovymi hormony

hormon-receptorovy

cilova buiika

signélni molekula

bunécna

membrana
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Regulace translace feritinové mRNA
prostrednictvim IRE (u Zivocichu)

IRP = iron regulatory protein -

IRE monitoruje koncentraci Fe
* IRE = iron-responsive element
Ferritin mRNA B’ P 3
- - ORF
5 netranslatovana oblast mRNA Zména konformace IRP
nedostatek Fe, IRP se vaze /' %, dostatek Fe, IRP Fe
% se nevaze

ST
Vazba regulacniho proteinu IRP na IRE, IRE je neobsazena IRP, 5 konec
zabranéni vazby malé ribozomové mRNA je pristupny, iniciace

podjednotky na 5 konec mRNA a tim  translace probiha a tvori se feritin

zabranéni iniciace translace o



y o

Ovlivnéni rychlosti degradace mRNA regulacnimi

proteiny

Regulacni systém
CsrAB u E. coli
(carbohydrate storage
regulator)

glo mRNA

Unstable
conformation

CsrA protcl

Obsahuje geny pro
syntézu glykogenu

Nekodujici molekula RNA
(CsrB), na niz se vazou
regulacni proteiny (CsrA)
- ,,dok® (,,zasobarna“)

CsrB mRNA l

monitorovani rovnovahy
mezi hromadénim glykogenu
a glykolyzou

Vazba CsrA urychluje rozklad glg
mRNA, a tim brani jeji translaci
(bud’ glg mRNA zpristupni
ribonukleazam, nebo zabrani jeji
vazbé na ribozom, coz ma stejny
efekt)
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Lenthiral Delivery of shRMA: and the Mechanlam of RNAI Interference in Mammabliar Cells.

Hismnr Iranscnplsn
rompie:

Pro-nlagration
\ H""’FFFFF._ \ﬂrnlh;;_‘-nu:ih"‘ﬁ..
VEVg » :thhtmnft
+
Lantivirus (shRMA)
i
+
i Fra-shARNA

Raon TR Mopenddon
Expart
sIRHA
Aullzcioe Lh
L.
L - 4 shRMA

Dry Caocas, Daparmras: of Visd ool Beevysc, Inmrily o Taronts: 201
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