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Regulace genoveé exprese u prokaryont

« Konstitutivni a adaptivni proteiny

Strategie syntézy adaptivnich proteinu:
katabolické drahy — indukce substratem
anabolické drahy — represe konecnym produktem

OPERON - transkripCni jednotka:
promotor, operator, strukturni geny
represor, induktor

negativni a pozitivni regulace operonu




Regulace genove exprese u eukaryont

Rozdlly
velikost genomu
* |okalizace genomu
« struktura chromozému
« zivotnost m RNA

Urovne regulace:

¢ genomu

* transkripce

« upravy RNA a translokace
» translace

« posttranslacni




Negativni regulace operonu

RMNA polymeraza
neschopna se vazat
na promotor

Represor navazany
na operator
promotor
ey

DNA
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Aktivni forma
represoru

(a) Laktoza nepfitomna, represor navazany na operator, operon reprimovan

RMNA polymeraza vazana RNA pqun_'u'er:éza
na promotor transkribujici operon

DNA |

e i 5

lacl-mRNA i lac-mRNA l l i

Laktéza B-galaktozidaza Galaktozid- Trans-

permeaza acetylaza

Inaktivni forma
represoru

(b) Laktéza pFitomna, represor neni vazan na operator, operon dereprimovan

Obr. 79. Negativni reguface operonu. Transkripce lac operonu u £. co/i je regulovana vazbou represoru na
operator. (a) V nepfitomnosti laktézy zGstava represor vazan na operator a RNA polymeraza nema pfistup
k promotoru. Transkripce je tedy zablokovana. (b) V pFfitomnosti laktézy je represor konformaéné zmeé&nén
a nemuZe se vazat na operator. RNA polymeraza se mGze navazat na promotor a transkribuje tfi geny
laktézového operonu, lacZ (B-galaktozidaza), lacY (galaktozidpermeaza) a lacA (transacetylaza).




Pozitivni regulace operonu

CAP f CAP-cAMP komplex

(neaktivni) © (aktivni CAP se vaze na DNA
a zahajuje transkripci)

(a) Alostericka aktivace CAP

RNA polymeraza
vazana na promotor

e, . RNA polymeraza
Obr. 80. Pozitivni regulace operonu. (a) Alosteric- tra,,sﬁ‘,‘;g'uj,-c,- operon

k& aktivace CAP vazbou s cAMP. (b) Ug&inek akti-
vovaneho CAP na lac operon. (1) Aktivovany CAP-
cAMP komplex se navaze na DNA v misté promo-
toru nebo jeho blizkosti (misto C) a tak zvy3uje
afinitu promotoru k RNA polymeraze (2). RNA po-

lymeraza se vaze snadno na promotor (3) a tran-
skribuje operon (4). (b) Uginek aktivovaného CAP na lac operon

lac-mRNA




Moznosti regulace eukaryontni genomu

 zmény ve strukture chromatinu

metylace DNA

(1) Dekondenzace chromosomu

Chroma}tinoyé vidkno (2) Vazba transkripénich faktorl
z interfazového a RNA polymerézy
chromosomu na rozvinuty tsek DNA

\

Obr. 81. Dvé stadia v regulaci eukaryontni tran-
skripce. Transkripce je pravddpodobné regulo-
vana ve dvou stupnich. (1) Lokalni zmény ve
struktufe chromatinu zplisobi, Ze jsou vybrané
Useky dekondenzovany a ve formé Kiicky roz-
volnény. (2) Tato cast molekuly DNA je nyni
pfistupna pro transkripcni faktory a RNA poly-
merdzu. RNA polymeraza
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Qbr. 82. Vytvofeni 5-metyleytozinu.

Obr. 83. Mechanismus predévéni specifického vzoru me-
tylace eukaryontni DNA pii délenf buriky. Rizené zmény
metylace DNA mohou rozhodnout o tom, které geny bu-
dou aktivovéany €i inaktivovany v jednotlivych bunéénych
klonech.




Degradace

Lyzinowveé zbytky

Protein urceny

Enzymovy komplex
i o k degradaci

pifenasejici ubikvitin

Enzymovy komplex
se vaZe na cilovy protein

Ubikvitin

. Molekuly ubikvitinu
isou navazany na
zbytky lyzinG a enzymowvy
komplex se odpoji

F'rotem s navazanymi
molekulami ubikvitinu

.- Protein je degradovan

na kratkeé peptidy Proteasom

Kratké peptidy

Ubikvitin

proteinu

Obr. 88. Funkce ubikvitinu prii degradaci pro-
teind. Protein uréeny k degradaci je rozpoznam
komplexem enzymO pFenasejicich ubikvitin
{1). Ubikvitin je pak pfenesen na lyziny protei-
nové molekuly (2) a enzymovy komplex se od-
déli. Protein, oznacéeny nyni molekulami ubi-
kvitinu, je pomoci proteasomi degradovan na
kratké peptidy (3).




In vitro replikace DNA
retezova polymerazova reakce
(polymerase chain reaction PCR)

«  Komponenty:

- syntetické primery denﬁg_nu_r;;%ﬂm
- DNA polymeraza zahidtina 95°C syntéza DNA P —>
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Obr. 95. Retdzovd polymerdzova reakce (PCR). DNA segment, ktery ma bit namnoden, je denaturovan pfi
95 °C. po ochlazeni na 50 °C je priddn synteticky primer, ktery se navdie na komplementarni koncové
sekvence fetézcl DNA. Po phidani Taq polymerazy a deoxyribonukleozidtrifosfatl jsou pii 72 °C vytvoreny
dvé kopie DNA segmentu a replikacni cyklus se opakuje, ai je nasyntetizovano dostatecné mnoZstvi kapil.




Rekombinantni DNA

ilkceant - Pirvodni DNA molek
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Qbr. 102. Vznik rekombinované
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Relombinantni DNA molekula

molekuly DNA se rozstépi stej-
nou restrikéni endonukleazou
(napf. EcoRl). (2) Vzniklé frag-
menty se smichaji a nechaji se
spojit swymi lepivymi” (komple-
mentarnimi) konci. {3) DNA li-
gazou se spoji fragmenty obou
molekul do molekuly hybridni.




Klonovani genu

* Klon — populace DNA molekul vzniklych replikaci jedné
molekuly

Kroky:

* Inzerce cizorodé DNA do klonovaciho vektoru

* Vneseni vektoru do hostitelskych bunek
Amplifikace vektoru v hostitelskych bunkach
Selekce bunék, které vektor skutecne obsahuiji
|dentifikace klonu obsahujicich pozadovany gen




Restrikéni misto v tet” genu

/

Rozitépen| vakioru
restrikénim enzymem

armp” —

Restrikéni mista

' '
Cizoroda DNA [T J-\.-a..,._

Sledovany gen

Rozitépeni clzorode DNA
stejnym restrikénim enzymem

DHNA fragment
obsahujici sledovany gen

l Smichani vektoru a DNA fragmentd,
interakce jejich lepivych koncu

l Inkubace s DMNA ligazou, kovalentni spojeni
vektoru s fragmentem

Rekombinantni vektor
nesouc sledovany gen

Cbre. 104, Friprava rekombinaniniho plazmidového vekiorw, (1) Plazmid je rozitépen restrikénim anoymem
v mistd tet" gend. (2] Cizorodd DNA obsahujici urény gen je rozs3tépena stejnou restriktazou, {3} Smichani
vekiory a fragmentd o jajich spojeni lepivymi kaner. (4] Inkubace 5 ONA ligézou 3 kovalentni spojeni dseki
N




