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Molekularni biologie pro informatiky

. Historie molekularni biologie. Nukleové kyseliny a proteiny
. Struktura genomu a geneticka informace

. Replikace genomu, reparace a rekombinace DNA

. Transkripce genomu

. Translace genomu

. Regulace genové exprese

. Molekularni mechanismy signalizace

. Molekularni struktura eukaryotické bunky
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. Regulace bunécného cyklu
10. Programovana bunécna smrt a molekularni podstata ziskané imunity
11. Molekularni podstata nadorovych onemocnéni

12. Metody molekularni biologie a zaklady genového inzenyrstvi



Molekularni biologie pro
informatiky - 1

Historie molekularni biologie
Nukleové kyseliny a proteiny



Ustfedni dogma molekularni biologie

Replikace DNA
(DNA = DNA)

DNA

Transkripce Zpétna transkripce
(DNA = RNA) (RNA => DNA)

M RNA Replikace RNA
(RNA=> RNA)

Translace
(RNA =» protein)

O-0-0-0-0-0-0O rrotein



Historie objevu genetické informace

1868 Johann Friedrich Meischer
Hrubé extrakty DNA

1919 Phoebus Aaron Theodor Levene
Tetranukleotidova hypotéza

1928 Frederick Griffith
Transformacni princip

1944 Oswald Avery, Colin Munro MacLeod, Maclyn McCarty
Transformacni princip je DNA

1952 Alfred Hershey, Martha Cowles Chase
DNA je nositelkou genetické informace

1953 James Dewey Watson, Francis Crick
Objasnéni struktury DNA

1956 Heinz Fraenkel-Conrat, Bea Singer
RNA jako nositelka genetické informace

1958 Matthew Meselson, Franklin Stahl
Semikonzervativni replikace DNA



Griffith - Transformacni princip (1928)

Streptococcus pneumoniae

S-kmen: smooth, kapsula dodavajici hladky vzhled
patogenni (zapal plic u ¢lovéka, smrt u mysi)

R-kmen: rough, bez kapsuly, drsny vzhled
mutantni, nepatogenni

heat treatment

heat treatment
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Avery, MacLeod, McCarty - Transformacni
princip je DNA (1944)

S-kmen
filtrat

\\ 1
RNéza\b Prok;éza \

"v ‘ ‘ v v 7 7 7 .
= Pouze oSetreni vzorku DNazou zabranilo
R-kmen 7

transformaci - transformacni substanci je

{ | {

& @:gﬁ) /g0
R-kmen R-kmen
S-kmen R-kmen

S-kmen

Genetics, Second Edition © 2005 W.H. Freeman and Company



Hershey, Chase - DNA je nositelkou
genetické informace (1952)
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Radioaktivita
v peletu
(DNA faga)

Centrifugace

Pelet bakterii

(proteiny faga)

Kapsidy fagl zlstavaji na povrchu, geneticky
material jde do bakterie.

Vyuziti pokroku: mikrobiologie E. coli, izolace
fagl, radioizotopy.

Béhem infekce zUstavaji
proteiny faga vné bakterialni
bunky, zatimco DNA faga
vstupuje do bunék.

Za prenos genetické
informace (i u virtl) je
zodpovédna DNA.



Objasnéni struktury DNA

1952 - R. Franklin, rentgenova difrakcni analyza DNA Diffaction

Crystal
X-ray source /?

Diffracted beams

1953 - J. D. Watson, F. Crick, trojrozmérny model struktury DNA
1962 - Nobelova cena, spolu s M. Wilkins

DNA je double helix

Baze vrstveny kolmo k ose
Vzdalenost mezi bazemi (0,34 nm)
Priimér Sroubovice (2 nm)

Pocet bazi na 1 otocku (10 bp)

2 nm



Fraenkel-Conrat, Singer - RNA jako nositelka
genetické informace (1956)

TMV - virus tabakové mozaiky

- molekula RNA obklopena kapsidem ze spiralovité

usporadanych molekul proteinu
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Virové potomstvo je shodné
s typem, z kterého byla ziskana
RNA, nevykazuje znaky typu,
ze kterého byl ziskan protein.

RNA nese genetickou
informaci u TMV.



Meselson, Stahl - Semikonzervativni
replikace DNA (1958)

Semikonzervativni Konzervativni
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Struktura nukleovych kyselin

5" konec

Primarni struktura o)
 struktura nukleotidu a jejich vzajemné spojeni r AL o
* poradi, sekvence nukleotid( v fetézci Yy

Sekundarni struktura I
* stabilni trojrozmérna konfigurace

* vzdjemna poloha nukleotid(

* DNA - Sroubovice dvou retézcu (Watson, Crick)

* RNA - Sroubovice dvou uUsekl téhoz retézce (vlasenka)

Terciarni struktura
* nadsroubovicové vinuti

Kvartérni struktura
e usporadani DNA do chromozomi @,
e struktura nukleozomu, chromatinu




Primarni struktura nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny jsou polymery, jejichz primarni struktura predstavuje vlakno nukleotid
navzajem spojenych fosfodiesterovou vazbou. Kazdy nukleotid se sklada z:
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Primarni struktura nukleovych kyselin

Ribonukleotidy v RNA Deoxyribonukleotidy v DNA
Nukleosid = cukr + baze Nukleotid = nukleosid + fosfat
Volné nukleotidy ve formé trifosfati  Nukleotidy zabudované v NK ve formé monofosfatu

Polarita retézce: 5" konec - fosfatova skupina na 5 uhliku pentdzy
3" konec - OH skupina na 3" uhliku pentdzy
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Sekundarni struktura DNA

Sekundarni struktura DNA predstavuje trojrozmérnou
konfiguraci - zakladni Sroubovicovou strukturu, pro kterou

plati:

(1) dvousroubovice s cukr-fosfatovou kostrou vné
Sroubovice a bazemi poskladanymi uvnitf molekuly

(2) antiparalelni polynukleotidové fetézce s opacnou
polaritou

(3) komplementarita retézcl, parovani bazi (A-T, G-C),
Chargaffovo pravidlo

(4) primér dvousroubovice 2 nm

(5) vzdalenost mezi pary bazi 0,34 nm, na jednu otocku
dvousroubovice pripada 10 bp, coz zabira vzdalenost
3,4 nm

(6) pritomnost vétsiho a mensiho zlabku

(7) pravotocivé dvousroubovicové vinuti

(8) retézce jsou vzajemné drzeny pohromadé dvéma typy

molekularnich interakci - vodikové vazby, vrstveni bazi

Cukr-fosfatova

Osa dvousroubovice

kostra

Vétsi zlabek
(1,2 nm)

Mensi ila’bek_‘
(0,6 nm)

}

3,4 nm



Sekundarni struktura DNA

Parovani bazi
* spojeni dvou bazi opacnych rfetézcl prostrednictvim vodikovych vazeb
* umoznuje separaci retézcl DNA béhem rliznych procesd, Sifeni genetické informace

* Watson-Crickovo: specifita A-T, G-C (A-U v RNA)

Adenin
Guanin

Chargaffova pravidla

* v DNA je stejny pocet adeninovych a tyminovych zbytk(
* v DNA je stejny pocet guaninovych a cytosinovych zbytk
e pomér purinl a pyrimidind se rovna jedna

s A=T G=C A+G=C+T (A+GQ)/(C+T)=1



Transferova RNA

Primarni struktura
e 74 -95 nuleotidd, 5°-CCA-3" sekvence na 3’ konci
* neobvyklé baze - vznik posttranskripéni modifikaci, nendahodné rozdéleni v sekvenci
- vliv na parovani bazi, presnost vazby aminokyselin a syntézy protein(

Sekundarni struktura
* tvar jetelového listu
e Ctyri ramena, variabilni smycka

Tercidlni struktura i o
» vodikové vazby mezi nukleotidy rlznych ramen a jejich smycek c
C
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Specialni struktury v DNA a RNA

Nukleotidové sekvence
e jedinecné - v molekule se vyskytuji pouze jedenkrat
* repetitivni - v molekule se mnohonasobné opakuji

Repetice

* jednotka repetice - opakovana sekvence

» délka repetice - pocet nukleotidd, které ji tvori

» cCetnost repetice - pocet jednotek dané repetice v haploidnim genomu (molekule)

1. Pfima: sekvence opakovanad ve stejném sméru na témze retézci DNA

5....ATGC.......... ATGC.....3’

2. Tandemova: prima repetice, u které se jednotka opakuje bezprostfedné za sebou
5.....GATA/GATA/GATA/GATA.....3"
3. Obracena: sekvence opakovana na stejném nukleotidovém retézci ve své komplementarni podobé
jako palindrom se oznacuiji pfilehlé obracené repetice

5....ATGC.......... GCAT.....3’ 5.....ATGC/GCAT.....3’



Specialni struktury v DNA a RNA

3. Obracena: sparovanim na ssDNA mohou tvofit vlasenku, vlasenku se smyckou
sparovanim na dsDNA mohou tvofit kfizovou strukturu, kfizovou strukturu se smyckou
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4. Dlouha koncova repetice: LTR sekvence, dlouha pfima repetice na obou koncich téhoz DNA retézce
konce LTR sekvence jsou navzajem ve vztahu obracenych repetici

5°-ATGC......GCAT......cccccerrrrrrrrrursursansans ATGC......GCAT-3’
LTR LTR

5. Rozptylena: jednotlivé kopie se vyskytuji na rdznych mistech haploidniho genomu



Tercialni struktura DNA

Escherichia coli Lidska bunka

DNA - 4,7 miliénQ bp DNA - 6 miliard bp
-délka 1,6 mm -délka 1,8 m
velikost bunky 3 um velikost jadra 6 um

Chromozomalni DNA existuje ve formeé dlouhych molekul, které se musi vejit do mnohem
mensich bunék.

Tercidrni struktura DNA - organizace DNA vyssiho radu, ktera umoznuje umistit ji do
omezeného prostoru bunky.



Tercialni struktura DNA

NadsSroubovice (superhelix)
Vznika, kdyz je do dvousSroubovice DNA zavedeno dalSi vinuti

1. relaxovana DNA - dvousroubovice bez nadSroubovicového vinuti, stav s nejnizsi energii
2. zapornd nadsroubovice - vznik odvijenim fetézc(i, pravotociva nadsSroubovice
3. kladna nadsroubovice - vznik svinovanim retézcl, levotociva nadSoubovice

Predpoklad pevnych konct
e kruznicova dsDNA
* linearni dsDNA pfipevnéna k substratu

zavity solenoidové relaxovana
nadSroubovice smy¢ky oblast

4

proteinové leseni

- ~:l>5upercml



Tercialni struktura DNA

Topoizomerazy

Pridavaji ¢i odstranuji zdvity v dsDNA docasnym zlomem fretézcl, obtocenim koncll kolem sebe a
naslednym spojenim zlomenych konc.

Typ |

* jednoretézcové zlomy, premistuji retézec pres zlom v druhém retézci v ramci dvousroubovice
Typ Il

* dvouretézcové zlomy, premistuji dsDNA pres zlomy obou rfetézc v dsDNA

dsDNA
R
Topo | v iy ox v .
\ ss zlom provleceni fetézce uvolnéni
vazba k Topo | oprava zlomu Topo |
F-
>0 \ —_— —_—
Tyr
podet zavitl pocet zavitl
n n-1

VétSina DNA v bunce ve formé zaporné nadsroubovice
* snazsi separace retézcl béhem replikace a transkripce
* shaleni do mensiho prostoru v bunce



Kvartérni struktura DNA

Protein z leSeni Smyéka chromatinu

Proteinové leseni
Solenoid
\ \ .
0%
.
¥
A €
F iR x
< 3
/\, / A
%7 2V Histony Nukleozom \
&
1S ! “
Chromosom

Dvousroubovice DNA

Viz prednaska €. 2



Primarni struktura proteinu

Poradi standartnich aminokyselin v polypeptidovém retézci

Aminokyseliny (AK)

* uhlik a, na ktery se vaze vodik R—CH—COOH
karboxylova skupina |
aminoskupina NH>
postranni retézec

1. AK s nepolarnim zbytkem - hydrofobni
glycin (Gly, G), alanin (Ala, A), valin (Val, V), leucin (Leu, L), izoleucin (lle, 1),
fenylalanin (Phe, F), tryptofan (Trp, W), metionin (Met, M), prolin (Pro, P)

Gly Ala Val Leu 0 lle 0
0
s 5 HoN——CH—C——0H HoN——CH—C——0H
H,N——CH—C——O0H
H,N—— CH—C——O0H H,N——CH—C——OH
o o]

Phe I Trp I Met i Froa 10

H;N—CH—C——OH HN——CH—C—0H HN— CH—C——OH “

C—OH

HN



Primarni struktura proteinu

2. AK s polarnim zbytkem - hydrofilni, vodikové vazby s molekulami vody
tyrozin (Tyr, Y), asparagin (Asn, N), glutamin (GlIn, Q), serin (Ser, S), treonin (Thr, T), cystein (Cys, C)

(o]

0 0
Tyr | Asn I Gln [ Ser o Thr 0 Cys 0
H,;N—CH—C—O0H

| H,;N—CH—C——OH R —0H ||

3. AK s kyselym zbytkem - karboxylova skupina
kyselina asparagova (Asp, D), kyselina glutamova (Glu, E)

Asp ﬁ Glu

H,N—— CH—C——OH H,;N—CH—C——OH



Primarni struktura proteinu

4. AK se zasaditym zbytkem - kladny naboj postranniho rfetézce 5. selenocystein
histidin (His, H), arginin (Arg, R), lyzin (Lys, K)

o

. O o}
His L —| Lys I SeC
|| b l H;N——CH—C—0H
H;N——CH—C——0H

H,N——CH—C——OH

Vznik primarni struktury proteinu
e tvorba peptidové vazby mezi -NH, skupinou na uhliku a jedné aminokyseliny a -COOH skupinou
na uhliku a jiné aminokyseliny s vylou¢enim vody

H H
0 o) 0
H | 00 H | 40
N—C —C N=c—¢
H” I MoH H” | MoH H,N— CH— C—NH—CH—C—NH—CH—C——OH
H H
. | | |
R I-H R . CHs CH(CHa), CH,SH
N 1l | | 4 N-konec C-konec
N—C-{EER-C —C
HY | NoH
H H
Ala-Val-Cys
Peptidova vazba 2l y




Primarni struktura proteinu

Chemické modifikace standardnich AK

1. fosforylace - pripojeni fosfatu k -OH skupiné Ser, Tyr, Thr
- fosfoproteiny, negativni naboj

2. acetylace - pfipojeni acetyloveé skupiny k -NH, skupiné Lys

3. metylace - pfipojeni metylové skupiny k Lys, His

4. glykozylace - pripojeni oligosacharidu nebo polysacharidu, glykoproteiny

0 O

C—OH H,N—CH—C—0H

HN

—~—OH

4-hydroxyprolin

O0=C—CH3

- N-glykozidova vazba sacharidu k -NH, skupiné Asn, GIn, Trp acetyllyzin

- O-glykozidova vazba sacharidu k -OH skupiné Ser, Thr
5. hydroxylace - pripojeni hydroxylové skupiny k Pro, Lys

0
0
© H,N——CH—C——O0H
H,N——CH—C——OH
HoN——CH—C——OH CH,OH
\' H
‘ H
OH HO
| HO H
o=—pP— O-
| I—CH3 L )
OH metylhistidin

. manozylserin
fosfoserin

Primarni struktura protein( obsahuje veskerou informaci pro tvorbu
a vyjadreni jeho biologické funkce.

H;N——CH—C——O0H

CH,OH

H
H
OH HO
HO H

H H

manozyltryptofan

vysSich struktur polypeptidu



Sekundarni struktura proteinu

Nekovalentni vazby proteinti

tvori se mezi atomy Ci skupinami
atom v ramci jednoho
polypeptidového retézce Ci meazi
retézci

Disulfidova vazba - tvofi se mezi -SH
skupinami cysteinu uvnitf jedné
molekuly proteinu

Tyto interakce spolu s rozloZzenim
polarnich a nepolarnich AK v
polypeptidovém  retézci  ovliviuji
celkovy tvar a konformaci proteinu.
Proces tvorby sekundarni a tercialni
struktury  proteinu  se  nazyva
sbalovani proteinu, ke kterému
dochdazi béhem syntézy proteinu na
ribozomu.

O-H
|
H
CH,OH
(b)
N
| cH CH '
NH3 2 2 H--0=C
‘0, 0
N : (b)
| O—H--Q
(@ CH, e CH,
CH, CH
|
N CL (CH,)4—NH,
HC SNC) ‘
H,C © CH, O\\c 0
CH,
HE  OH,
CH
l
|
CH,COOH
(b)
0
P
H H



Sekundarni struktura proteinu

a-Sroubovice (a-helix)

* stoCeny polypeptidovy retézec stabilizovany vodikovymi
vazbami mezi -CO a -NH skupinami dvou peptidovych
vazeb

* jeden zavit - 0,54 nm; 2 vodikové vazby; 3,6 AK

e primér-1nm

e délka kolem 10 AK

B-skladany list

* Useky o 5-10 AK polozeny vedle sebe a spojeny vodikovymi
vazbami mezi -CO a -NH skupinami dvou peptidovych
vazeb odlisnych useki

a-Sroubovice B-skladany list

* Useky mohou byt orientovany
- paralelné: smér od C-konce k N-konci poskladanych
usekd je stejny
- antiparalelné: smér od C-konce k N-konci usek je

v 7
opacny
.\)cng)c“bc\‘)C
W \\
k C“\;I\ ‘r\ /&4\\/ \%\\ ,C‘N\/\““\ /L_\\;/\‘{\
C e uopc W’ wwg



Tercidlni struktura proteinu

e prostorové trojrozmérné usporadani polypeptidového retézce
* vliv nekovalentnich vazeb mezi AK a disulfidickych mastkd

e podle ni se proteiny déli na

- globularni: stridani Usekd a-Sroubovic a B-sklddanych list(
kompaktni klubko kulovitého tvaru
- fibrilarni: prevazuji useky a-Sroubovic nebo B-skladanych list(
vldknity tvar

Lysozym Keratin



Kvartérni struktura proteint

* usporadani jednotlivych polypeptidovych fetézcl v molekule proteinu
* tyka se oligomernich protein(
* podjednotky (monomery) sloZzeny v dimery, trimery, tetramery;,...

H ,O0 R H 0 R H 0
wion'y ¥ Yef§ T Fay ¥
PN AN SN NN E A O A SN e NN ANy~ SN o é
HZ NE N e e N7 TN c N7 [Nc-0

i iR ] ] ] Pyl

R H~9@ R H~@ 8K HTO

Disulfidicka

vazba Keratin

Kutikula

Mikrofibrila

Nekovaletni Makrofibrila
interakce

http://kriyasbeautyspa.blogspot.cz/2014/12/hair-structure.html http://sphweb.bumc.bu.edu/otlt/MPHodules/PH/PH709_BasicCellBiology/PH709_BasicCellBiology26.html



Degradace proteinu

Proteazom

odstranuje nezadouci proteiny - nedokoncena Ci poskozena proteinova struktura, Spatné sbaleny
polypeptidovy retézec, nadbytecny protein meénici svoji koncentraci vlivem stavu buriky

proteiny urcené k degradaci jsou oznaceny ubikvitinem (Ub) pomoci ubikvitin ligaz (E1-E3)
centralni cast (20S proteazom) - poér ze ¢tyr kruhl (o a f monomery), uvniti umistény protedzy

7 v s

regulacni ¢ast - rozpoznani polyubikvitinovanych proteind, které sméruje do centralniho péru

19S regulacni ¢ast

7x podjednotka a Uzaviratelny
por
20S proteazmom —
7x podjednotka a Aktivni mista
proteaz

Uzaviratelny

19S regulacni ¢ast —
por

26S proteazom



Biologické funkce proteinu

Enzymy

* substratem se rozumi latka, ktera se vlivem enzymu méni

* aktivni misto - oblasti zodpovédné za vazbu substratu a katalyzu chemické reakce

* alosterické enzymy maji navic alosterické misto, do kterého se vaze alostericky efektor. Ten svoji
vazbou vyvola zménu konformace aktivniho mista a tim i zménu aktivity enzymu (inhibice/aktivace)

Substrat__ g
— e )
ZkFivené aktivni / — Substrat Aktivni misto Enzym Zktivené aktivni misto y
misto \ /Aktivnimisto R B \ / \ /_\
Py N \ o £ . | \ ) . | S | " )
/ \ ) \ £ 4 \ / V\\ | y ‘ y /
“ N q / ——— ! ¥ / —- \ ‘\ 9 \ ) = \ //
\ w“ \\‘\,/ \.\ & \ ‘ ‘/// { ( ( I \
A \ b \ e > . x\ N s \ | \\\: o
* Alosterické Alostericky Alosterické Alostericky —<%
misto aktivator misto inhibitor
Alostericka aktivace Alostericka inhibice

DalSi funkce proteinl: struktura bunky, transport latek pres bunécné membrany, pohybové
mechanismy bunécnych struktur, regulace ristu a diferenciace bunék, prenos specifickych signdl( v
ramci bunécné komunikace, receptory v membrané buriky, protilatky v imunitni obrané.

Zakladem funkce protein( je schopnost rozpoznavani = proces specifického spojeni dvou biologickych
makromolekul nebo biologické makromolekuly s malou molekulou, které spociva v nekovalentnich
interakcich (predevsim vodikovych vazbach).



Vazebné interakce proteiny-DNA

Molekularni podstata rozpoznani DNA proteiny

* nejCastéji se vyuziva vazba a-helixu s vétsSim zlabkem na DNA (pfistupnéjsi, vice vazebnych mist)

* okolni oblasti napomahaji umisténi a-helixu do Zlabku

* bez korespondence specifickych sekvenci proteinu a DNA

* skupiny protein( se spoleénym motivem (kratky Usek proteinu s typickou strukturou), pomoci
kterého se vazi na DNA

Proteiny s motivem helix-otacka-helix (HTH-jednotka)
* dva a-helixy (7 a 9 AK) mezi kterymi je jedna beta otacka (4 AK)
* H2 je rozpoznavaci, H1 ma upevnovaci funkci

H1

1234567




Vazebné interakce proteiny-DNA

Proteiny s motivem homeodomén
* HTH-jednotka s upevnovaci funkci

* 3. helix umistény ve vétsim zlabku DNA
Transkripéné
aktivacni
doména

Homeodoména

Proteiny s motivem zinkovych prstl

* 3-9 tandemovych repetic 0 29-31 AK

e sekvence drzena ve tvaru smycky iontem zinku, na ktery se vazi 2x Cys a 2x His

* kazdy prst obsahuje antiparalelni B-skladani list a a-helix, ktery se vaze ve vétsSim zlabku DNA
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Vazebné interakce proteiny-DNA

Proteiny s motivem leucinového zipu

e dva a-helixy (30 AK) s pravidelnym opakovanim Leu

* dva zasadité helixy vazici se na DNA

* vyskyt u transkripénich faktort, kdy dimerizace umoziiuje tvorbu homo a heterodimert rliznych
transkripcnich faktor(

svinuté helixy

hydrofobni strana helixt

Na hydrofobni strané
leuciny spolu interaguji.

zasadita oblast




Zvidavé otazky

Jaka je nejvétsi vzdalenost fosfodiesterové kostry DNA od osy dvousroubovice?
Dopiste k zadanému vlaknu komplementarni vlakno, aby se obnovila dvousroubovice.

5CATTGAGTS3

Procentualni zastoupeni cytozinu v molekule dvousroubovicové DNA je 40 %. Jaké je v
této molekule procentualni zastoupeni tyminu?

Které z téchto vztah( plati pro procentualni zastoupeni bazi v dvousroubovicové DNA:
(a)C+T=A+G (b) C/A=T/G

Jak se liSi nukleotid RNA od nukleotidu DNA?

Jaké purinové a pyrimidinové baze lze najit ve strukture RNA, DNA?

Které DNA baze jsou schopné mezi sebou tvorit vodikové vazby (dle zakladniho Watson-
Crickova parovani bazi)?

Uvedte libovolnou sekvenci jednovlaknové DNA, ktera by mohla vytvofrit vlivem parovani
bazi vlasenku se smyckou.

Které aspekty ve strukture dvousroubovicové DNA pfrispivaji k stabilité jeji molekuly?
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a geneticka informace



Vlastnosti genetického materialu

Geneticky material se musi vyznacovat:

schopnosti uchovat velké mnozstvi biologickych informaci ve stabilni formé, tyto
informace musi mit moZnost se mezi jedinci a druhy riznit

schopnosti presné se replikovat, v ramci mnohobunécného organismu i pfi prenosu
genetické informace do potomstva

schopnosti kddovat fenotyp jedince, pritomen mechanismus prekladajici genetickou
informaci do struktury proteinu

schopnosti zmény (mozZnost evoluce)




Zdroje zmén v geneticky materialu

Mutace
* zména informace prendsené z rodi¢t na potomky (materské burnky na dcefiné)

* radikalni zasah zavadéjici rozmanitost

Normal Substitution Insertion Deletion inversion Duplication Inversion Deletion Insertion Translocation
L — = =
@ A E o - E
W I © S
£y r Ll
BEAST FEAST BI;EAST BEST BEATS g g

!
A

Rekombinace

« kombinace genetickych informaci Q 7 QD
rodic¢l pfi pohlavnim rozmnoZovani ) ~ (D
* vznikaji nové kombinace genu i ‘l h 7\
zdédéné potomky N "
* mirnéjsSi zdroj rozmanitosti 1 m " ’
Interfaze ' Meiéza | \ (D

Homologni Meidza Il
chromozomy



Vzajemna podminénost NK a proteinu

* funkce DNA - nositelka genetické informace (Gl)
- prenos Gl na potomstvo
- prenos Gl na proteiny

* funkce proteinl - stavebni a katalytické
- dany jejich primarni strukturou

* syntéza DNA a proteinU je zavisla na DNA jako nositelce Gl, proteinech jako enzymech

| 1bG ik ! 73 transkri
/ ll Il ‘ll i replikace / ll Il ‘ll i ranskripce l I l I
) »U s »u

DNA DNA

RNA

—eoeo0ee. — W

enzymy protein stavebni slozky bunék



Geneticka informace

Geneticka informace se zapisuje ve formé sekvence nukleotidu
v DNA (prokaryota, eukaryota, DNA viry) pomoci A, T, G, C

Prenos genetické informace

v RNA (RNA viry) pomoci A, U, G, C

zformulovan v ustrednim dogmatu molekularni biologie
pfenos mozny z NK do NK nebo z NK do proteinu

zpétny prenos z proteinu do NK mozny neni Replikace DNA
: (DNA => DNA)
replikace

transkripce
translace

DNA

Transkripce Zpétna transkripce
(DNA = RNA) (RNA => DNA)
M RNA Replikace RNA
(RNA = RNA)
Translace
(RNA =»protein)

O-0-0-0-0-0-0 Prrotein



Replikace

Béhem replikace se tvofi kopie (repliky) nukleovych kyselin zajistujici prenos GI.

Semikonzervativni zplsob replikace dsDNA: po rozpleteni dvousroubovice slouzi oba
retézce jako predloha pro syntézu komplementarnich retézcu. Ve vyslednych molekulach

dsDNA je vzdy zachovan jeden retézec plvodni molekuly dsDNA.

Chromozom
Volné nukleotidy
Q)
W i ‘\‘Q.

DNA-polymeraza

Ptvodni
dsDNA

Replikacni
vidlice

bl GTTTRTH
T i

DNA-polymeraza Pivodni Fetézec DNA

Replikace ssRNA: u RNA-vir(i, docasna dsRNA, ktera se nasledné rozpoji a obé molekuly
mohou tvorit novy templat.



Transkripce

* prepis genetické informace z DNA do RNA
* prepis genetické informace z RNA do DNA - zpétna transkripce

* probiha vazbou komplementarnich ribonukleotidl k prepisovanému useku DNA
* tvorbu fosfodiesterovych vazeb katalyzuje RNA-polymeraza
* vysledkem je transkript

DNA je
svinovana

DNA je
odvijena

Kédujici
fetézec

Negativni PFipojovani komplementarnich
fetézec nukleotidti
Vytvoreny fetézec RNA Y
el > -
NTPs

Oblast hybridni DNA/RNA



Transkripce

 bezprostfednim produktem transkripce je primarni RNA-transkript, ktery mlze podléhat
posttranskripénim Upravam (nejcastéji stépeni transkriptu)

* mRNA - podléha translaci
- u prokaryot je primarnim transkriptem, u eukaryot podléha sestrihu

* tRNA, rRNA - funk¢ni RNA, nepodléhaji translaci
- prodélavaji sestrih u prokaryot i eukaryot

primarni transkript

mRNA hnRNA pre-tRNA pre-rRNA
I I I
posttranskripcni Stépeni
mRNA tRNA rRNA
I
translace
prokaryota
prokaryota eukaryota eukaryota




Translace

* preklad genetické informace z mRNA do primarni struktury proteinu
e geneticka informace zapsana v jednom jazyku se preklada podle urcitého kodu do
jiného jazyku

Ribosome

nprazdné tRNA cytosolu
tRNA‘% nesouci AK
SEH antikodon
tRNA uvolnéné GLY

po odstranéni AK rostouci polypeptidovy
fetézec




Geneticky kod

e genetickym kodovanim se oznacuje urceni primarni struktury proteinu sekvenci DNA
podle pravidel genetického kodu, uskutecnuje se translaci
* kazda AK proteinu je v DNA kédovana trojici nukleotidu, tzv. tripletem

dsDNA
(I |
W Triplet  ~_ Triplet
|
[ [ [
. < | | \l
Templatovy L 5 — T T —
fetézec DNA = « pq ¢ A ‘l
lTranskripce
mRNA «cMBEB N BENM N
I J | | | |
[ l l
Kodon Kodon Kodon

» zakladni jednotkou genetického kdédu je kodon = poradi tfi nukleotidd kddujicich
v proteinu urcitou AK

* geneticky kod je systém pravidel, podle kterych jednotlivé kodony urcuji zarazeni
standardnich AK do proteinu



Cteni genetického kddu

jednosmérné rozeznani kodont v mRNA antikodony tRNA
antikodon je triplet, pomoci kterého se tRNA prechodé vaze
ke komplementarnimu kodonu v mRNA

kazda tRNA je obsazena konkrétni aminokyselinou

Antikodon
UGA

Kodon ACU

3 moznosti zplsobu cteni tripletd

1. ATG CAA TGG GGA AAT GTT ACC AGG TCC GAA CTT ATT GAG GTA AGA CAG ATT TAA
2. A TGC AAT GGG GAA ATG TTA CCA GGT CCG AAC TTA TTG AGG TAA GAC AGA TTT AA
3. AT GCA ATG GGG AAA TGT TAC CAG GTC CGA ACT TAT TGA GGT AAG ACA GAT TTA A

zpUsob cteni triplett zaloZzeny na daném zacatku se nazyva c¢teci rdmec
- otevreny cteci ramec (ORF): vymezen iniciaénim a terminaénim kodonem

mUzZe kddovat souvisly a dostatecné dlouhy polypeptid
- uzavreny Cteci ramec: prerusovany terminacnimi kodony



Strukturni gen

Zakladni funkéni jednotkou genetické informace je gen. RozliSuji se nasledujici formy genu:

strukturni geny, geny pro funkcéni RNA, regulacni oblasti DNA

Strukturni gen

1. jednoduchy strukturni gen: primarni transkript nepodléha sestfihu, neobsahuje introny

2. Slozeny strukturni gen

primarni transkript podléha posttranskripcni
Upravé sestfihem

sloZzen z exonu a intrond

intron je Cast genu, jejiz prepis se pri sestrihu
vystépi a neprechazi do vysledné mRNA
exon se pfri sestrihu nevystépuje, jednotlivé
exony se spojuji a tvori vyslednou mRNA

DNA

pre-mRNA

mRNA

Protein

Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3
Transkripce
A 4
Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3
Sestfih
A 4
Exon 1 Exon 2 Exon 3

1 Translace
/ ( & 2




Strukturni gen

Sestfih strukturnich gen(:

1. konstitutivni sestfih
- vysledkem je molekula mRNA vzdy o stejné primarni strukture

2. alternativni sestfih
- exon konstitutivni: vidy plsobi béhem sestfihu jako exon
- exon potencidlni: pfi nékterém sesttihu plsobi jako exon, pfi jiném jako intron
- izoformy jsou funkéné pribuzné proteiny, které se vice ¢i méné lisi ve své strukture

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 3
Chromozomova DNA 2 =] = =i —
Transkri Konstitutivni exony: 1,5,6
anskripce Potencidlni exony: 2,3,4
Primarni transkript 51 I S| = =l . 3
1 2 3 -4 5 6
%Alternativni sestfih
Molekuly mRNA l:_ [—— | I:_
1 -+ 6 1 3 5 6 1 4 6
l Translace Translace l Translace

Protein 1 g Protein 23 Protein 3 a

THE CELL 5e, Figure 5.5
© 2009 ASM Press and Sinaver Associabes, Inc.



Ostatni formy genu

Gen pro funkcéni RNA

*transkripce do primarni struktury RNA,

které nejsou urCeny k translaci, napf.
tRNA, rRNA

* nékolik genll pro tRNA a rRNA se prepisuje

do jedné molekuly primarniho transkriptu,
které se post-transkripéné
jednotlivé funkéni typy RNA

* nevyskytuji se u virl

Stépi na

Gen jako regulacni oblast

Neprepisovany mezernik Gen pro rRNA

-:-m

-:_m
Geny pro rRNA W,

v tandemovém YA s ’
usporadani - Prepisovany mezernik

_ I s

Transkripce

Y

Sestfih

RNA \* Degradace mezerniku

Y
Zratémolekuly N 1

18S 5.88 28S
RNA rRNA rRNA rRNA

* rozeznavany proteiny signalizujicimi zahajeni nebo zastaveni transkripce, nemaiji produkt



Transkripc¢ni jednotka

vymezena startovacim nukleotidem a poslednim nukleotidem v terminatoru

od startovaciho nukleotidu (+1) zacina prepis transkripcni jednotky

nukleotidy po sméru transkripce jsou +2, 3, +4, ..., proti sméru transkripce jsou -1, -2, -3,
promotor neni soucasti transkripcni jednotky, vaze se na néj RNA-polymeraza
terminator je regulacni oblast transkripcni jednotky, na které konci jeji prepis

obsahuje jeden gen (eukaryota) ¢i vice gen( (prokaryota)

prepisuje se do primarniho transkriptu, ktery obsahuje prepis vSech pritomnych gen

RNA-

polymeraza Transkripcni jednotka

A
v

~

Promotor Gen (y) Terminator

+1

< >
Proti sméru transkripce Po sméru transkripce Transkripce
(zdporné Cislovani) (kladné cislovani)

Primarni transkript



A4 V

Transkripcni jednotka

Pozitvni a negativni retézce DNA

negativni retézec (antikddujici, antisense) - fetézec v dsDNA, ktery se prepisuje, slouzi jako templat

pozitivni fetézec (kddujici, sense) - neprepisuje se, ma stejnou sekvenci nukleotid( jako RNA, ktera
vznika na negativnim retézci (T/U)

negativni retézec se prepisuje ve sméru od 3" k 5" konci, RNA se z dsDNA odviji 5" koncem

v ramci chromozomu se stfidaji Useky negativnich a pozitivnich retézct

Pozitivni fetézec 5’ GCTCAATCCGAACT 3

DNA L O A A U B

Negativni Fetézec Pl CACTTACEET TG R 5!

.

RNA 5 GUCAAUCCGAACU 3




Genofor, genom

Genofor
* struktura, ktera nese geny a je schopna replikace
* genofory obsazené v jadre bunky se nazyvaji chromozomy
» kazdy genofor obsahuje soubor genu, vazbova skupina
* homologické genofory se vyznacuiji stejnymi vazbovymi skupinami
- napr. chromozomy stejného paru v diploidni eukaryotické burice

Genom

e souhrn vsech gen( bunky

* rozliSen do rliznych organel - jaderna, mitochondrialni, chloroplastova slozka genomu

* genotyp = geneticka sestava alel v organizmu, vztahuje se na jedince daného druhu

» fenotyp = soubor znak( a vlastnosti jedince, jeho utvareni je ddno genotypem, zavisi také na

podminkach prostredi
ff\ 5 O
)
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Alela

e kazdy gen ma jednu i vice alel, které se navzajem liSi v nukleotidové sekvenci

e vztah mezi alelami
dominance - projev dominantni alely (A) prevlada a potlacuje projev recesivni alely
recesivita - recesivni alela (a) se v kombinaci s dominantni alelou neprojevuje
kodominance - Zadna z alel neni dominantni, ve fenotypu se projevi funkce obou alel

* v somatickych burkach je kazdy gen zastoupen dvéma alelami

homozygotni sestava alel: obé alely genu stejné (AA, aa)
heterozygotni sestava alel: obé alely genu rozdilné (Aa)

A B C

- - - - - -

- - v -
@ alela pro hnédé oéi (B, dominantni) A - heterozygot Bb, hnédé oci
- - - == B - dominantni homozygot BB, hnédé oéi
alela pro modré oci (b, recesivni

- - - - P ( ) C - recesivni homozygot bb, modré oéi

b - Lo



Tok genetické informace v zivych soustavach

Negativni fetézec DNA k% 5
AllcicBaAlAlABclclclAlGT

| TRANSKRIPCE |

mRNA

5 3
Kodon
A A
Protein Trp Phe Gly Ser

Aminokyseliny

Molekula
DNA

9
N

Gen 1§

o

' Gen2

mRNA

5
Rostouci

polypeptid
PROKARYOTA

EUKARYOTA

Jadro

Transkripce

~—— Cytoplazma

mRNA


http://highered.mheducation.com/olc/dl/120077/bio25.swf

Zivé soustavy

ve

1. Bunécné zivé soustavy (jednobunééné a mnohobunécné organismy)

- vSechny zakladni Zivotni funkce, autonomni preklad Gl do primarni struktury protein(
- typy bunék: prokaryoticka, eukaryoticka

2. Nebunécné zivé soustavy (viry a viroidy)
- intracelularni parazitizmus: prenos Gl zavisly na hostitelské burice
- nukleoproteinové castice schopné infikovat hostitelské burky a v nich se reprodukovat
v zavislosti na jejich translacnim systému
- v genomu nejsou geny pro rRNA, tRNA a strukturni geny pro ribozomové proteiny

viral proteins
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Bunécné zivé soustavy

Ve

Bunécné zivé soustavy déleny do 3 domén: bakteria, archea, eukarya

Univerzalni fylogeneticky strom

* 16/18S-rRNA: jedna z nejstarsich biologickych molekul, funkéné konstantni
vyskyt u vSech organizmd, faktor spjaty s evoluci translace

déleni Zivych soustav na prokaryota
a eukaryota dle fenotypu bunék
(struktura a organizace bunky)

déleni zZivych soustav do domén na
zakladé evolucni pribuznosti jejich
zastupcl

podle molekuldarné
vlastnosti <

archea jsou
biologickych
blize eukaryim

evolucné

BAKTERIA

Zelené nesirné
bakterie

Protomitochondrie

Proteobakterie

Protochloroplasty
Cyanobakterie

Flavobakterie

Grampo-
zitivni
bakterie

ukazuje vyvoj vsech zZivych soustav z univerzalniho spolecného predka

tomu predchazel progenot: jednoducha Ziva soustava, vznik 3,8 - 4,2 x 10° let pred soucasnosti

PROKARYOTA

EUKARYOTA

ARCHEA

UNIVERZALNIi SPOLECNY
PREDEK

b,
PROGENOT

EUKARYA

—Mikrosporldle




Prokaryota

Struktura bunky rozliSena na jadro, cytoplazmu a bunécné obaly

Jadro (nukleoid)

prokaryotického typu
neni proti cytoplazmé ohrani¢eno membranou
nedéli se mitoticky

vidy obsahuje jednu molekulu dsDNA (chromozom prokaryotické bunky), kterd je

vetsinou kruznicova

Dochazi ke vSem prenosim genetické informace
(replikace a transkripce DNA, translace mRNA)

Nepohlavni rozmnozovani

Ribozomy

typ 70S
rRNA molekuly 5S, 16S, 23S

cytoplazma

pouzdro —pg/
bunééna sténa -
plazmaticka membrana

- e
ribozémy



Prokaryota

Bakteria (bakterie a sinice)

* bunécna sténa tvorena mureinem, glycerol-esterlipidy v cytoplazmatické membrané
* geny neobsahuji introny, znacnd cast je jich organizovana do operonl

e pfitranslaci se jako prvni fadi N-formylmetionin

* metabolismus foto- i chemo- hetero- i autotrofové

Archea (archebakterie)

* v bunécné sténeé je pseudomurein Ci jiné slozky, glycerol-etherlipidy v cytoplazmatické membrané
* geny prepisované do tRNA a rRNA obsahuji introny, sestfih podobny eukaryotim

* prenos genetické informace se vyznacuje prvky bakteridlni i eukaryotni translace

* metabolismus chemoautotrofni, chemoheterotrofni
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Eukaryota

Jednobunécné i mnohobunécéné organizmy.

Bunécna sténa tvorena z celuldzy u rostlin, z chitinu u hub, u ZivocichG chybi
Diferenciace bunék béhem ontogeneze mnohobunéénych organizm

RozmnoZovani nepohlavni u jednobunécnych druhd, pohlavni u mnohobunécénych druhi
Metabolismus fotoautorofni u rostlin, chemoheterotrofni u Zivocicht a hub

Déleni do fisi: prvoci, rostliny, houby, Zivocichové

Jadro

Jaderna
membrana

e eukaryotického typu, zrfetelné ohraniceno
jadernou membranou

* obsahuje chromatin sloZzeny z DNA, histon(
a proteinu nehistonové povahy

* linearni molekuly dsDNA, chromozomy

* mitotické déleni, které zajistuje rozdéleni
chromozomu do dcefinych bunék

Jaderné

Chromozomy Chromatin



Eukaryota

VSechny mechanismy prenosu genetické informace vyjadfené ustfednim dogmatem molekularni
biologie zachovany jako u prokaryot. Modifikace téchto mechanismuU za uéelem diferenciace bunék.

SloZzené geny s introny.
Pfi translaci se jako prvni radi metionin.

___-Ribozomy

o
= = Peroxizom
,- \’b /_f_,,- Cytoskelet
-
Y F (g, . N\ Lysozom
), A ; B o= = Transportni vaéek
7 7.3 ~ !
S Golgiho aparat

Hladké endoplazmatické retikulum

Rada organel, které nejsou p¥itomny
v prokaryotické bunce:

* mitochondrie a chloroplasty
* ribozomy (80S; 5.8S, 18S, 28S)
* endoplazmatické retikulum

* Golgiho aparat membréna P e Ribozomy | Cytoskelet
* lyzozom \
o . Plazmaticka
pe roxizom membré_n\a\\
* CytOS kE|et Chloroplast
* vakuola

Tylakoidy
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sousedni buriky LG

Vakuola

Plazmodezma



Struktura prokaryotického genomu

Prokaryoticky genom se soustreduje do prokaryotického jadra, nukleoidu
U rady druht plazmidy, genom rozdélen na vice genoford

Nukleoid

* funkéni ekvivalent eukaryotického jadra

* geny nepostradatelné pro Zivotni funkce a ¢innost prokaryotické burky
* prokaryoticka bunka je haploidni (1 alela od kazdého genu)

* nedéli se mitoticky, pouhou replikaci

* hmota tvorena proteiny a DNA

* prokaryoticky chromozom
- jedina molekula dsDNA, vétsSinou kruznicova
- E.coli: 4,6 x 10° bp, délka 1,36 mm
zhruba 4300 kddujicich sekvenci, 1800 znamych proteint
nadsSroubovice rozdélena do 50-100 smycek, struktura dohromady drzena proteiny



Struktura prokaryotického genomu
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Struktura prokaryotického genomu

Plazmidy

* utady bakteridlnich druh(, dva az nékolik set v jedné burice

* izolovana kruznicova molekula dsDNA

* pocatek replikace (ori), misto pro pfipojeni k membrané bunky (Inc)

* geny nejsou nezbytné pro Zivotni funkce bunky, ale poskytuji ji selekéni
vyhodu (rezistence vici antibiotik(im, syntéza vlastnich antibiotik, fixace N,)

Konjugativni plazmidy

* prenos z donorové bunky do recipientni procesem konjugace

* kontakt bunék pomoci pilusli, vytvoreni ,mostu”, kterym
plazmid prochazi

* soucasné s prenosem dochazi k replikaci plazmidu

* napr. F-plazmid navozuje konjugaci u E.coli K12

* F* bunka obsahuje F-plazmid, F- burika neobsahuje

Fcell

F plasmld Bacterial chromosome

F* cell

Mating
bridge
F-cell




Struktura eukaryotického genomu

Geny jsou u eukaryot rozdéleny do 2-3 organel: jddra, mitochondrii, chloroplastd (rostlinna burika)
* jaderna DNA: nDNA, vétSina genu, linedrni dsDNA

* mitochondriova / chloroplastova DNA: mt / ct DNA, mald ¢ast gend, kruznicova dsDNA

* jen u mala eukaryot zjistény plazmidy, napt. Saccharomyces cerevisiae

Chromatin

* hmota v eukaryotickém jadre sloZzena z dsDNA, histonu
a potein(l nehistonové povahy

(i) euchromatin - dekondenzovany, pristupny transkripci

(ii) heterochromatin
- kondenzovany, transkripéné inaktivni
- konstitutivni: trvale ve stavu heterochromatinu
- fakultativni: prechazi do stavu euchromatinu B

* interfazni chromatin (A) - silné dekondenzovany, 10-30 nm
chromatinova vlakna

* mitotické chromozomy (B) - nejvyssi forma kondenzace
chromatinu




Chromatin

H2A H2B H3

H4
Histony a*: \@ KJ?
e globularni stfted molekuly, vlaknité flexibilni konce s vysokym s @ ; -

obsahem argininu a lysinu cﬁkx @%@
* jaderné histony H2A, H2B, H3, H4

linkerovy histon H1

Proteiny nehistonové povahy

* proteiny transkripniho aparatu, hlavné RNA-polymerazy
*  HMG-proteiny - vazba na neobvyklé struktury DNA, na jadro nukleozomu v mistech syntézy RNA

Nukleozom

* zakladni jednotka chromatinu
» oktamer histond - tetramer (H3), - (H4),
- dva dimery H2A - H2B
* Usek DNA o délce 146 bp (1,75 otacky)
e Sirka 10-11 nm, vySka 6 nm
* molekula H1 neni soucasti oktameru, spojuje
sousedni nukleozomy v fetézci

“) vO\ l\ l

44/ Linker DNA




Chromatin

Nukleozomovy retézec (10-nm chromatinové vldkno)

* jadra nukleozomi spojena linedrni molekulou dsDNA
e plné dekondenzovany euchromatin béhem interfaze

30-nm chromatinové viakno

e H1 se globularni ¢asti vaze na nukleozom, vlaknité konce vaze na sousedni nukleozomy v misté
vstupu a vystupu DNA z nukleozomu

* spiralizace nukleozomového retézce do solenoidové struktury

* vldkno s primérnou tloustkou 30 nm, jeden zavit tvoren 6 nukleozomy

Octamerlc histone core

30 nm

10nm

DNA Histone
octamer
H1 histone

Nucleosome

e




Chromatin

30-nm chromatinové vlakno je dale usporadano do smycek, tzv. chromatinovych domén
* vazba k proteinovému leSeni 60-150 kb, nezavisly replikon

600-nm chromatinové vlakno

* 30-nm chromatinové vlakno navazané na proteinové leseni
spiralizaci dale kondenzuje v 600-nm vlakno

e struktur metafaznich chromozomu

* viditelné pomoci svételného mikroskopu

* nejvyssi stupen kondenzace chromatinu, transkripcné inaktivni

DNA
Nucleosomes

==
s
==

—~
—F
g’
-

” Imo nm
Cer}\romere
IAOO nm

https://www.mun.ca/biology/scarr/Histone_Protein_Structure.html https://lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=nucleosomes&lang=1#

30-nm solenoid



Chromozom

Mitotické chromozomy

* v metafazi rozdéleny na sesterské chromatidy obsahujici molekuly DNA vzniklé v S-fazi b. cyklu
e kratké rameno (p), dlouhé rameno (q), centromera (+kinetochory), telomery

. . 3p22
sesterské chromatidy P
5 i "
2 L
rameno p . = . 5-- 5
12 s H - 1
centromera ne n2 1
12
1 2l r”
dl 1 3p22.1
rameno q u
1
# 3p21

telomera

chromozom 3

Pruhovani chromozomi

* G pruhy: tmavé oblasti GC par(
Q pruhy, R pruhy : pfednostni barveni AT paru

e Cislovani pruht v p- a g-raménku smérem od centromery, umisténi genu na chromozomu v urcitém
misté (lokus), napf. gen OCA-2 15q11.2-g12



Chromozom

Centromera
* zajisStuje béhem bunécéného déleni segregaci chromozom do dcefinych bunék

Telomera
* ochrana koncU linedrnich molekul dsDNA u eukaryotickych chromozom{
* prireplikaci DNA fidi dokonceni syntézy dcerinych retézcl
* telomerické sekvence - tandemové repetice se sekvenci bohatou na G)
- netvofri se replikaci ale syntetizovany telomerazou

* telomeraza - u rychle se délicich bunék jednobunécénych organizm
- u savcl neni pritomna v somatickych bunkach (ztrata repetic)
- u savcl pritomna v pohlavnich, embryonalnich, nadorovych burikach

Cell

Cell 7{ﬂ

TTAGGG Elovek, mys & 2
ch e

TGGG Saccharomyces cerevisiae e g _E8 —
TTTAGGG Arabidopsis thaliana S
TTTTGGGG Oxytricha nova : ke

WL




Jaderna DNA

Velikost Pocet chromozomi . o
. . , genomu (bp) v haploidnim genomu Pocet genu
Velikost jaderného genomu
] ] , v S. cerevisiae 1,2 x 107 16 5.770
* hodnota C = velikost jaderné slozky
. , , C. elegans 1,0x 108 4 21.700
haploidniho genomu daného druhu
. ] D. melanogaster 1,2 x 108 4 17.000
* paradox hodnoty C = neexistuje vztah )
. . 3 . . Xenopus laevis 3,1x10° 18
mezi velikosti genomu a biologickou
. ) Mus musculus 2,8x10° 20 23.000
komplexitou organismu
. Homo sapiens 3,3x10° 23 21.000
’ JEantky Mb - StOka Gb Zea mays 5,0 x 10° 10 50.000
Allium cepa 1,5 x 100 8 18.000

Genové repetice
* umnohobunécnych organism( se 50 - 75 % strukturnich gen( vyskytuje ve dvou nebo vice kopiich

1. tandemové genové repetice
- geny Ci skupiny gen( které se opakuji bezprostfedné za sebou (oddéleny mezerniky)
- napl. geny prepisované do 5S rRNA (250x), tRNA (10-100x)
geny kédujici histony (20x skupina gend kédujici vSech pét histon()

2. rozptylené genové repetice
- gen nebo skupina gent s kopiemi na rliznych mistech haploidniho genomu
- napf. nékteré geny pro tRNA, snRNA, aj.



Jaderna DNA

Genové repetice

3. genové rodiny

Evolutionary time

- skupina sekvencné pribuznych gen(

- spolecny evolucni puvod a biologicka funkce genl

- Casto se geny v ramci rodiny nevyjadruji soucasné ve stejném vyvojovém stadiu organizmu

- napt. geny kddujici polypeptidové retézce hemoglobinu, ve dvou genovych rodinach
pseudogeny = nepresné kopie strukturnich gent (inaktivni)

Duplication of
ancestral gene

Mutation in H
both coples a-Globin Heme
" Hemoglobin
Transposition to
different chromosomes
Further duplications
and mutations
4 plE—
:‘:*:H:l:l:b (I ]
Y § W Wo Ve, % % Wy € Sy Ay yy, & B
l Fetus J
Embryo and adult Embryo Fetus Adult

o-Globin gene family B-Globin gene family

Chromosome 16 Chromosome 11

Copyright © Pearson Education, Inc.. publizhing as Benjamin Gummings.

Ebryonalni hemoglobin: {,¢,
Fetalni hemoglobin: a,y,

Hemoglobin u dospélého jedince: a,B, a,5,



Lidsky genom

Celkova velikost ~3.200.000.000 bp

Pocet genll ~ 20.500 (odhad pred sekvenaci 150.000)
Odlisnosti v ramci druhu Homo sapiens ~ 0,1 %

Homologie s ostatnimi primaty 96 % (celkem), 99 % v genech
26 % z celkové sekvence genomu prepisovano do RNA

1,5 % sekvenci kdduje proteiny nebo funkéni RNA

Lidsky karyotyp
e 23 pard chromozomu
e 22 pard autozomu (homologni chomozomy)

e 1 par gonozomu (pohlavni chromozomy X a Y)
* déleni do 7 skupin podle makrostavby chromozomu

A-1,23 velké metacentrické

B- 4,5 velké submetacentrické
C-6,7,8,9, 10, 11, 12, X stfedni submetacentrické
D- 13, 14, 15 stfedni akrocentrické

E- 16,17, 18 malé submetacentrické
F- 19, 20 malé metacentrické

G-21,22,Y malé akrocentrické

Exony strukturnich a funkénich genti (1,5%)

Introny strukturnich
a funkénich genti
(24%)

Rozptylené
repetice

(44%) s
Jedinecna

nekodujici DNA
(15%)

Tandemové
repetice
(15%)

Alu
sekvence
(10%)

AN un

o8 &3 1 I 83 an a3,

8 9

Ad  da da X8 A4 88,
1 14 15 16 17 18
x3 xll LBA ae g 8

19 20 21 22 X Y




Zvidavé otazky

Seradte nasledujici polozky od nejméné po nejvice slozitou strukturu: chromatin,
nukleozom, DNA, chromozom

Jakymi ¢tyrmi zakladnimi vlastnostmi se musi vyznaCovat geneticky material?
Jaky je priblizny pocet gent v lidském genomu?

Co je to chromatin a jaké jsou jeho hlavni slozky?

Co je to nukleozom a jaké jsou jeho hlavni slozky?

Co je to heterochromatin?

Popiste postupné urovné zhustovani, které musi podstoupit molekula jaderné DNA, aby
vytvorila kondenzovanou strukturu mitotického chromozomu.

Kolik se nachazi chromozom ve vétsiné bunék lidského téla?
Co se mysli tim, kdyz je alela popsana jako dominantni?

Jaky termin se pouziva pro oznaceni genu, pokud jsou obé jeho alely identické?






Molekularni biologie pro
informatiky - 3

Replikace genomu, reparace a
rekombinace DNA



Replikace DNA

Schopnost bunky prezit a mnozit se zavisi na presném zdvojeni genetického materialu.

Pfi kazdém déleni musi burnka zkopirovat svlj genom s mimoradnou presnosti a
dostatecnou rychlosti.

Replikace DNA je umoZnéna parovanim bazi. Komplementarita
fetézcl v dsDNA umoZniuje, aby po separaci retézcl slouZil
kazdy z nich jako templat pro syntézu nového vildkna.
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Replikace DNA

1. iniciace - zahdjeni replikace (ori), vazba replikacnich protein(, tvorba replikacni vidlice
2. elongace - syntéza retézce DNA
3. terminace - zakonceni replikace daného replikonu

Pocatek replikace (misto ori)

misto ori

* specificka sekvence DNA bohata na AT pary , I -

5
. . . v ’ . o ’ rd 3" 5
* vazba iniciaCnich proteinu otvira strukturu dsDNA
* vazba dalSich proteinl zodpovédnych za replikaci
e pritomen na kazdém replikonu 5 3

e U bakterii - 1x na chromozomu I |

jednofetézcova oblast

* u Clovéka - 10.000x na jaderné DNA templétové DNA

- 220x na chromozom



Replikace DNA

Replikacni vidlice

e struktura DNA ve tvaru ,Y“ béhem replikace

* dvousmeérna replikace - dvé vidlice pohybujici se v opacnych smérech od mista ori

* rychlost pohybu - bakterie ~ 1000 nukleotidli / s
- Clovék ~ 100 nukleotidd /s

replikacni vidlice

1: \, P mista ori j _—
S\ x  smér pohybu vidlic templatovd DNA  nova DNA
) Dl L L -7

relikacni vidlice

AN

g ’

DNA polymeraza n *
* tvorba nové DNA dle jednoho z pGvodnich retézcl
* pfipojeni nukleotidl k 3"konci rostouciho fetézce DNA 1 T

* tvorba fosfodiesterové vazby mezi dNTP a DNA IIE 5



Replikace bakteridalni chromozomové DNA

p P P o+
DNA-polymerazy s N 5 y
, L > 0 6 0 &I T © 6 0 o &%
* DNA-dependentni-DNA-polymerazy, 5'-> 3 m REE. R
¢ VYiadell pFitomnOSt primeru (DNA Ci RNA) PPl P PP PP PIR R P R

. 5 5’ EY

1. DNA-polymeraza | (Kornbergiv enzym)
* DNA-primer; odstranéni RNA-primer(, syntéza DNA mezi Okazakiho fragmenty, opravy DNA

2. DNA-polymeraza ll
* zalozni polymeraza, opravy DNA

3. DNA-polymeraza lll

 2x katalytické jadro (a, 6, €) - 8 nt/s

* spojena v dimer (t) - 20 nt/s

* B-svorka - stabilizace Usek( dsDNA

* y-komplex (y,66'yx) - nakladani B-svorky
na DNA v mistech RNA-primert

* 500 nukleotidl/s

* procesivita pro celu molekulu DNA

e 3’-5" exonukledzova aktivita
* RNA-primer; replikace DNA, opravy DNA



Replikace bakteridalni chromozomové DNA

Lt
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s ’ 7 ’ v v o q '*”h . - .
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Nadsroubovice DNA ~ ingos

DNA-gyraza
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DNA-primaza
* DNA-dependentni-RNA-polymerdza, syntéza RNA-primerd
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Semikontinualni syntéza dsDNA pri replikaci

Vedouci DNA retézec

* kontinualni syntéza na retézci 3’5’
* jeden RNA-primer v misté ori

Opozdujici se DNA retézec

* diskontinualni syntéza pres Okazakiho fragmenty na rfetézci 35’
*  RNA-primer pro kazdy Okazakiho fragment, odbourany od 5°-konce
* prodlouzeni Okazakiho fragment( na 3"-konci, spojeni do souvislého retézce DNA

5’3;

—— Misto spoje fragmentu
i T Opoidujici se Fetézec

‘/L Okazakiho fragment

3’ RNA-primer
[HENNEEEENEREEE

!

Smér pohybu

. Vedouci DNA fetézec
replikacni vidlice

5!

Templat pro vedouci Templat pro opozd'ujici se
DNA fetézec DNA fetézec

/
<= 4—& y
’ 5

5 S
Nové vytvofend <<
Y DNA

N

Templat pro opoZd'ujici se Templat pro vedouci
DNA fetézec DNA fetézec



Iniciace replikace

Pocatek replikace oriC

- 13 bp tandemova repetice bohata na AT pary

- 9 bp repetice: vazba DnaA

DnaA - rozeznani oriC, prevod do oteviené formy

DnaB - vazba na otevieny usek DNA

- odvijeni dsDNA, vznik replikacnich vidlic

SSB-proteiny - vazba na jednoretézcové Useky

13 bp - GATCTNTTNTTTT 9 bp - TTATNCANA

11 RRREDCRRRRNGRRRRY1111111410111RY110R1 108 GRRED 1 RN 110 GRARN 11 AR 11

13 bp r'epetice 9 bp répetice

Vazba a akumulace DnaA
Ohyb DNA
Separace DNA fetézct

Odvijeni dsDNA
Tvorba replikacnich vidlic




Elongace replikace

* vedouci retézec - RNA-primer na pocatku replikace
* opozduijici se retézce - RNA-primer na zacatku kazdého Okazakiho fragmentu
* primozom = komplex DnaB a DnaG (DNA-primaza)

Koordinace syntézy obou DNA fetézcli ve sméru replikacni vidlice

ohyb DNA, struktura DNA-polymerazy Il

* katalyticka jadra umisténa kazdé na jednom matricovém retézci

* y-komplex umistén asymetricky, opakované naklada B-svorky na
opozdujici se retézec

* pohyb katalytického jadra mezi jednotlivymi B-svorkami

Uy

vedouci retezec’\"\_ K
’\_ ,\' B-svorka katalytické
jadro
f\ katalytické jadro
nové vytvorena DNA A ’\ /
= katalytické
jadro
B-svorka \E\;—‘
RNA-primer /3/7 DnaB N
. . = v-komple: )
novy Okazakiho fragment / /74__) DnaG = &
H RNA- -primer =) =)
ogozd ujici se r‘? =
fetézec SSB-protein = ﬁ =
5P 8t &
pd
S
katalytické jadro @
N



Elongace replikace

IJNII'HepIInaﬂn'n Key Flﬁuers

Initiator
protein

Vazba DnaA do mista oriC
OdvinutidsDNA ——m—

Parental DNA

ﬂﬂ T
%3
w ﬁ:“ Vazba DnaB, ktera pokracuje v odvijeni dsDNA E‘R«E’H QQ el DNA gyrase
DNA-gyraza uvoliiuje napéti tvorbou zdpornych nadsroubovcovych zavitd — (topoisomerase)
SSB-proteiny udriuji Fetézce DNA oddé&lené a pfistupné replikace REPLICATION FORK e "—‘/—'
Vytvofeni replikagni vidlice | ¥ 5 -
Helicase |DMA Polymerase|  Primase Ligase T
Tvorba SOUViSIéhO Fetézce 2 Okaza kihO Vazba DnaG a syntéza RNA-primeru na vedoucim fetézci|

fragmentu

DNA-polymeraza

- postupuje za DNA-polymerazou lll

- odbouravd z 5-koncli RNA-primery

- na 3’-konec nasledujiciho Okazakiho
fragmentu napojuje dNTP

DNA-ligaza

- spojuje doplnéné fragmenty

20000
W
. e\ QL@
DNA-polymeraza lll syntetizuje vedouci fetézec strand DNA ) |

—_ <

DMA polymerase IlI

5 \Qmosome
— G
- Lagging T
strand T
5’ o
3

DA polymerase | removing primer

5
kS

Tvorba RNA-primeru na opozdujicim se fetézci
DNA-polymeraza Il syntetizuje opozdujici se Fetézec

Tvorba dalSich RNA-primeri na opozd'ujicim se fetézci gj
DNA-polymeraza Il syntetizuje Okazakiho fragmenty ok:aza‘ﬁ

DNA-polymeraza | odstraniuje RNA-primery a zapliiuje jejich misto DNA fragment *1l 9@-®=

DNA polymerase |

DNA-ligaza spojuje pfilehlé Okazakiho fragmenty do souvislého fetézce ’>




Terminace replikace

terminator replikace, ter

vazba specifickych proteint, které inhibuji DnaB a zastavuji tvorbu replikacni vidlice

topoizomeraza typu Il oddéluje vzniklé chromozomy

N
\LL'\\OMJ’;

= A
oL SON\ 0 L
et PR
2o ,\N,w?? S - @L\/ o
— () ) —=
MEANIER N
Rt ot S ¥ A
Oboulsfkmérné : %E\ NJ{_/_—,)H § K)(
replikace ; N> N7 1&\\/ \Og)
R (B)
# v r : /Dcen'-in\'/ fetézec
\,. Rer_)tljillfaéni
o vidlice \

100 um

Replikaéni
vidlice

Matricovy fetézec

Prokaryotic
chromosome

Plasma
membrane

Duplication
of chromosome

Continued growth
of the cell

Dlvlsion into
two cells

\




Replikace plazmidové DNA

. . (-] s Ve 4 L] rd ZI R Ik
Replikace plazmidu otacivou kruznici om Q p( ?
v misté ori Stépi Rep-protein (+) retézec

vznikly 3’-konec prodluzovan, vytlaceni (+) retézce ©
v iy . . ] . (+)

zlom (+) fetézec mezi plvodni a novou DNA, ligace i

vznika (i) kruznicovd dsDNA

(+)
(@)
(i) kruznicova ssDNA (doplnéni pres Ok. fr.) %@
(+) Ligace (+)

& &

Replikace

Replikace konjugativnich plazmid(i béhem konjugace

» replikaci otacivou kruznici, vytlacovany (+) fetézec prestupuje do recipientni buriky
e (-) retézec z(stdva v donorové bunce, kontinudini syntéza

e (+) retézec se v recipientni bunice dosyntetizuje pres Okazakiho fragmenty

F plasmid Bacterial chromosome

o

Frcell | é( 7 >\ &O O ( | ) I O ( )
Mating — B | — j
bridge P /_)

Fcell | : T©\8“w'al - _ © F* cell . ©

chromosome




Replikace chromozomové DNA u eukaryot

Podobné rysy jako u replikace bakterialniho chromozomu:

* semikonzervativni a semikontinualni
* replikacni vidlice, replikac¢ni proteiny
* iniciace, elongace a terminace

Odlisnosti od replikace prokaryot:

* replikace omezena do S-faze bunécného cyklu

* pfitomnost nukleozom

* mnohondsobna mista pocatku replikace

* problém s doreplikovanim koncU linearni molekuly DNA

3 Poc
Velikost Rychlost syntézy DNA ?(,:et.,
enomu (bp) (kbp/min) pocatkd
g replikace
E. coli 4,6 x 10° 30 1
S. cerevisiae 1,4 x 107 3 330
D. melanogaster 1,8 x 108 2,6 3.500
Mus musculus 2,5x10° 2,2 25.000
Homo sapiens 3,2 x10° 3 >10.000 ?

Sesterské
chromatidy
S

Syntéza DNA
ori ori ori ‘l‘ ori or ori
— — — — — —
N N N P’ N, N,

-—

?

|
(-0
()




Replikace chromozomové DNA u eukaryot

DNA-polymerazy

u eukaryot nalezeno nejméné 13 druhu a,d, e replikace jaderné DNA
B opravy DNA
Y replikace mitochondridlni DNA
T, K Nn,.. funkce neznama

DNA-polymeraza a
* tetramer (RNA-primaza), tvorba RNA-primerU a ¢asti Okazakiho fragmentu
* mirna procesivita, 5°-3" exonukledazova aktivita

DNA-polymeraza 8
* monomer, syntéza kratkych retézcu pfi reparaci DNA
* nizka procesivita, 5°-3" exonukleazova aktivita

DNA-polymeraza y
* dimer, syntéza mitochondrialni DNA
* vysoka procesivita, 5'-3" a 3°-5" exonukleazova aktivita

DNA-polymeraza 6
* interakce s proteiny RCF a PCNA, dokonceni syntézy Okazakiho fragment(
* vysoka procesivita v asociaci s PCNA-proteinem, 5-3" a 3°-5" exonukleazova aktivita

DNA-polymeraza €
* Uzce souvisi s 6§, hlavni polymeraza pro syntézu vedouciho retézce



Iniciace replikace

Replikacni pocatky po 1 - 300 kbp
* na savcich chromozomech bez specifickych sekvenci, bohaté na AT pary, 500 - 50.000 bp

Pre-iniciacni komplex

* sestaven v G1 fazi bunécného cyklu é\ %

 replikaéni poc¢atek rozeznan proteinem ORC i s

» vazba CDC6, CDT1, MCM2-7 a1 /f orcs 7/
Pri vstupu do S-faze jsou slozky pre-iniciacniho T %
komplexu fosforylovany, uvolnéni uz 5 >
nepotfebnych sloZek, aktivace MCM2-7 G1/s i p—/

Iniciacni komplex
*  Mcm2-7 spolu s dalSimi proteiny (CDC45, GINS)

pIni funkci DNA-helikazy
* vazba DNA-polymeraz do replikacni vidlice

Vysledkem iniciace je zalozeni replikacni vidlice
s navazanymi proteiny, které se budou ucastnit
elongacni faze replikace.



Elongace replikace

Vedouci retézec

* jediny primer vytvoreny DNA-polymerazou a

* RCF-protein naklada PCNA na konec RNA-primeru

* PCNA-protein vytésnuje DNA-polymerazu a a zvysuje procesivitu DNA-polymerazy €, ktera se na
néj vaze a syntetizuje DNA

Opozduijici se fetézec

* RPA pokryva jednoretézcové useky DNA

* DNA-polymeraza a tvori RNA-primer (10 nt)
a ¢ast Okazakiho fragmentu (10-20 nt)

* PCNA vytlacuje DNA-polymerazu a

* RNazaH odstranfiuje RNA-primery z 5'-konce

* DNA-polymerazou 6 dokoncuje Okazakiho f.
* DNA-ligaza spojuje Okazakiho f.




Slozky bakterialniho a eukaryotického replizomu

Funkce Bakterie Eukaryota
Rozpoznani ori DnaA ORC
Vazba helikazy k DNA DnaC CDT1, CDC6
Helikaza DnaB MCM komplex
Relaxace DNA DNA-gyraza Topoizomeraza Il
Ochrana ss fetézci SSB RPA
Primaza DnaG Pola
Syntéza vedouciho fetézce Pol3 Pole
Syntéza opozdujiciho se fetézce Pol3 Pola, Polé
Posuvna svorka B-svorka PCNA
Nakladani svorky y-komplex RCF
Odstranéni RNA-primeru Poll RnazaH
Dokonceni Okazakiho fragmentt Poll Polé
Spojeni Okazakiho fragmentt DNA-ligaza DNA-ligaza




Terminace replikace

Problém zakonceni replikace linearnich dsDNA

po odstranéni RNA-primeru na 3’-konci
matricového retézce pro opozdujici se
retézec vznikd prazdné misto, které DNA-
polymeraza nedokaze zaplnit

bez strategie, jak tento Usek doreplikovat by
dochdzelo ke zkracovdni chromozoml a
ztraté genetické informace

Telomery

druhoveé specifické repetitivni sekvence
udrzovany telomerdzou, bez ni dochazi ke
zkracovani telomer (~50-150 bp / déleni)
senescence Ci smrt bunék po zkraceni
telomer pod kritickou hranici

ochrana chromozom pred degradaci
rozeznany jako skute¢né konce chromo-
zomu, odliseny od dvouretézcovych zlomu
uprostifed chromozom{

Leading strand

A

Lagging strand

30 DG DY DG D i, SRS,

DNA polymerase

/

Helicase

5'=an M
31/ l"\."
30 DG DG DG D T A48,
Primase” RNA
primer
s,/ T
34
— p
3N T T T T mTTTITTTITT Y 2
DNA polymerase




Terminace replikace

Telomeraza

ribonukleoproteinovy komplex slozeny z
(i) RNA (templat)
(ii) RNA-dependentni-DNA-polymeraza

vazba k precnivajicimu 3"-konci DNA pres RNA
tento konec je vyuzit jako primer a podle RNA
matrice prodlouzen o telomerické sekvence

syntéza tandemovych repetic zajisténa trans-

lokaci telomerazy podél vznikajiciho retézce

na prodlouzeném 3’-konci vytvofi replikacni
enzymy dalsi Okazakiho fragment

puavodni délka chromozomu je zachovana

pritomna v zarodecnych/kmenovych bunkach,
nepritomna v somatickych bunkach
reaktivace v nadorovych bunkach

Missing DNA on
 lagging strand

DNA polymerase

Sliding clamp



Terminace replikace

Ochrana precnivajicich 3" -konci chromozomu

* telomerické sekvence se ohybaiji a vytvareji strukturu telomerické smycky (T-smycka)
* ssDNA na konci retézce se zanoruje do dsDNA Useku a tvofi trojvldknovou strukturu (D-smycka)
* celou strukturu stabilizuje komplex proteint = shelterin

- ochrana pred endonukleazami, potlaceni oprav DNA, regulace telomerazy

CEN

y | - TELOMERIC ONA REPEATS |
¥
=) ,.
\ G-RICH

T-LOOP

oy pp—

G-RICH 5TRAND

C-RICH 5TRAND

Replikativni senescence

* zpUsobena zkracenim telomer a rozpadem T-smycky

* bunky zastavi rlst, vstoupi do senescence nebo spusti apoptdzu

* obrana pred nestabilitami v genomu a vyvojem ndadorl (telomery by byly rozeznany jako poskozeni
DNA, odhalené konce by mohly vést k fuzi chromozom)



Nukleozomy béhem replikace

Béhem G1 a S faze bunécného cyklu syntetizovany histony nutné pro zdvojeni nukleozom( béhem
replikace DNA.

I v
. Replikace Y/

) y/ sLehké“  /
A == médium
A B > 6 L e
" o B i
AV .l/‘ | Izolace oktamert | | Izolace oktamert |
—HH<a —H8-4-
™~ C_ ) - C_J
X N Siroky pruh,
v Jeden pruh, oktamery oktamery se smési yum
s ,tezkymi“ AK starych a novych histond ™
E (,t82ké*, ,lehké” AK) ]U
Recyklace
H3-H4 H3-H4
dimer

v ¢ tetéa/_\ j
H2A-H2B g
Rozpad \
‘ 9

* rozpad nukleozomU béhem replikace
* rychlé opétovné sestaveni

Smér replikani , . , v

ST T * nové oktamery jsou nahodnou smeési

plvodnich a novych histon(

De novo zaélenéni b



Presnost replikace DNA

Chybovost DNA-polymerazy: 1 chyba na 107 bazi

Presnost replikace zajiSténa parovanim bazi a vlastnostmi DNA-polymerazy

(i) prednostni pripojeni nt se spravnym parovanim
(ii) odstranéni chybného nt procesem zvanym proofreading

Proofreading

* kontrola spradvného parovani zaclenénych nukleotid(i béhem replikace

* Spatné zaclenény nukleotid odstranén 3°-5" exonukleazovou aktivitou

* polymeracni a korekéni aktivita DNA-polymerazy zajisténa rdznymi
katalytickymi doménami enzymu

& =3 exonuclease
site

_&
nucleotide
removed —4,,,/,\¢ I.
o
) ~ 4
\ [N

Template

P 0 0 & & 0 g
, i -

s’

DNA-polymeraza

nukleotidu

l PFipojeni chybného

P ¢ 6 0 6 o &

P ¢ ¢ o ¢ o o &

nukleotidu

Templatovy
fetézec

l Odstranéni chybného

umoziuje pripojeni

l Spravné parovany 3'-konec

dalsiho nukleotidu



Molekularni podstata mutageneze

e zachovani genomu bunék vyzaduje E “ r';"ﬁ B E ‘
- presnost replikace DNA FA alele
- schopnost opravit poSkozenou DNA
P - |
* mutace jsou dédicné zmeény genotypu, jejichz molekularni cc “ c “ cle ‘
podstatou jsou nukleotidové substituce, delece a inzerce i S
I | “Iﬁl | ‘
cC C G C cC G
Substituce
Del
* vymeéna nukleotidu —m
* synonymni substituce: vznik koddnu se stejnym smyslem | alal

AAG (Lys) ---> AAA (Lys)

* nesmyslna mutace: vznik termina¢niho kodonu
AAG (Lys) ---> TAG (STOP)

* neutrdlni substituce: zménou aminokyseliny se neméni konformace peptidového retézce
AAG (Lys) ---> AGG (Arg)

* mutace ménici smysl kodonu
AAG (Trp) ---> ACG (Thr)



Molekularni podstata mutageneze

Delece, inzerce
e ztrata / vloZeni nukleotidu(u)

* posunové mutace: zména ¢teciho ramce ova oo =
T G AAGT T.1 CGCCT A AN

LW A U G A AGUUUGGC U A Akd
protein | I3 Lys ; Phe 3

Stop

jednonukleotidova inzerce trinukleotidova delece

jednonukleotidova delece

Extra A [ missing missing
4T A CATTCAAACGGAT TS tdT A C T T CAAICCGAT T T A CIA A ACCG AT THY
(4A T G TAAGTTTGGCTA ALY LA T GAAGTTGGC T A Akg LA T G T T T GGG T A Akg
ExtraU [ missing EW-E missing
5 3' A U G A AGUUIGGC U A ALY A U G|lU U UGG C U A AES
[ Met | Stop | HOEE H O e . Met' 1| Phe i stop

Standardni alela: prevlada v populaci, funkéni
Mutantni alela: ¢etnost v populaci nepresahuje 1 %, nemusi byt funkCni

Spontanni mutace: vznikaji bez ucinku mutagenu
Indukované mutace: vyvolané mutagenem

Mutagen
» fyzikalni nebo chemické agens vyvolavajici mutace, plsobi genotoxicky, poSkozuji genotyp
* promutagen preménén na mutagen metabolickou aktivaci



Spontanni mutace

A T A

Mutantni molekula
i Fixovana mutace

Standardni molekula

Pokud neni chybné parovani
bazi opraveno, dochazi pfri
dalSich replikacich k fixaci
mutace.

A CA
T ¢ T

Prvni replikace

> Druha replikace

Nestabilni par .
Standardni molekula

Standardni molekula

Chybné pary bazi mohou vzniknout béhem replikace diky chemickym vlastnostem bazi a témto déjum:

1. Tautomerni zmény bazi

* stabilni tautomery podléhaji Watson-Crickovu parovani
e prechodné tautomery mohou tvorit pary AC, GT

7 - - . . v 7 (@] OH
* frekvence vyskytu 10 - 10 / na nukleotid a replikac¢ni cyklus
HN N, NZ SN
D LD
N~ N . NT N
H Guanin H
/ KETO forma ENOL forma
H
NH NH,
O
Cytozin HNJEN\> N7 | N\>
KETO forma ENOL forma AMINO forma IMINO forma K‘N N . k\N N
H Adenin H

AMINO forma IMINO forma



Spontanni mutace

Y 4

2. Kolisavost parovani bazi
* vznik pard CT, GA, TG

3. Depurinace a depyrimidinace

* preruseni glykosidické vazby mezi bazi a cukrem, ztrata baze, vznik AP mista
* po replikaci mlze vzniknout substituce (prednostné A) ¢i delece
* nékolik tisic udalosti / den v genomu savcl

Depurinace A T

} t

: Delece
<

DNA
REPLICATION

(1]
b

I I
A
VT

Mutantni molekula

Standardni molekula



Spontanni mutace

4. Deaminace

;
H H

. 3“5| —_— HN3 45
Cytozin 0)\2'1; , Az y

O N
|

H
o
Adenin Y — M1 7N§>—H
)@I‘\‘,A N H)\égf N
\ N\
H

H
H

(o] (o]
. HN7635 N HN7 635 7N§
Guanin 234 9§‘>—H e )&34[ 9 »>—H
N7 TN, 07 N7 TN
\ \
H H H

5. Inkorporace uracilu do DNA

* misto tyminu, odstranovan uracil-DNA-glykosylazou

6. Oxidativni poskozeni DNA
* vyvolava predevsim hydroxylovy radikal (OHe)

» 8-oxodeoxyguanozin (8-OxodG) se prednostné paruje s A

* tyminglykol zastavuje replikaci

thymine
o}

thymine glycol

uv 2

IR CHy N
B HO /g
oxidative

HO” N0
| damage |
dR dr

Uracil

Hypoxantin

Xantin

+ Adenin GC ---> AT

AT > GC

+ Cytozin

blok replikace DNA

i
T
=

B
H

8-0x0G GO )L

8-0x0G GO )A



Indukované mutace - chemomutageny

Analogy bazi
* purinové a pyrimidinové derivaty
* napf. 5-brémuracil: analog tyminu, AT ---> GC

H
gr O - -H-N

N Br QPH -0 N
O R N O
=R N =
R O---H

N
R 0]
H
5-BrU (keto) Adenine 5-BrU (enol) Guanine 3 5’
Kyselina dusita (HNO,) i C/NHQ B C//O
, . 1y C—C e
* oxidativni deaminace bazi, AT <---> GC ey (I "R SN TEe—
‘LY 2 \_ 7/ \ el
* vznik v Zzaludku z NaNO;, N—C N—c|
sugéu 0] sugar 0O
Cytosine Uracil

vvvvv

Hydrogensificitan (HSO;")
* deaminace C, GC ---> AT b Hsos P Y oy )\Jj\ b

N
H



Indukované mutace - chemomutageny

Alkylacni latky

alkylace nukleofilnich center bazi DNA, atomy dusiku a kysliku

jednofunkcni - jedna reaktivni skupina, alkylace bazi, zména parovani
- pf. ethylmetansulfonat (EMS)

HyC—CH,
N .Q (0] CH,
r D
EMS
— 7N - N R _—
I N=( \

N Hff*O HaC— CH,—O—S—CHj, =

/ I /

Guanine
H
Cytosine

Guanine

06-ethylguanine Thymine

dvojfunkéni - dvé reaktivni skupiny, kfizové vazby mezi dvéma nukleofilnimi centry
- zastava replikace DNA, pf. yperit (horcicny plyn)

R

|
;C—N—CH2 - G—G——
HaN
CI—CH2—CQ2 CH2 \Pt(l\)/
yperit /N—CH3 / \NHa
Cl—-CH,—CH, > < e
DNA DNA
Cl NH HN - NH, SN
\ s 3 0 \‘1;,'/ 2
cisplatina Pt = =
N XY ey A
Cl NH, HNTSNTTN N“SNTNH,



Indukované mutace - chemomutageny

Psoraleny

* interkalace mezi sousedni nukleotidy, posunové mutace Peoralen

» fotoreaktivace UVA svétlem vede k tvorbé monoaduktt
a kfizovych vazeb na DNA, zastava replikace

Interkalace Monoadukt K¥izova

vazba

H
H
O\rN o OYN o
N

ol 0
o}
HN " NH UVA (1. foton) &
/L | | I /K —
o NT O [ o] N o}
$ g o

N.
UVA (2. foton) o
NH _—
/KMnnn adduct
OCH;

N O

OCH,4 E

N
OCH; s

DNA Xantotoxin DNA Monoadukt Kfizova vazba

Polyaromatické uhlovodiky
* interkalace do dsDNA, metabolickou aktivaci vznikaji epoxidy, které tvori monoadukty s DNA
* pf. benzo(a)pyren

li_)NA
N
N
( HN N
¥ ‘e P d D
Metabolicka NH N N
aktivace + DNA DNA
—_— HO o Ho:(]j[i HO\Q:?
OH

HO
Benzo(a)pyren (BaP) Benzo(a)pyrene diolepoxide (BPDE) & L



Indukované mutace - promutageny

Promutageny jsou samy o sobé neskodné. Vyzaduji metabolickou aktivaci, aby se staly mutageny.

Benzo(a)pyren

* produkt nedokonalého spalovani

* uhelny dehet, vyfukové plyny, cigaretovy kour, grilované maso @ j’\

* vznik epoxidl tvoficich adukty s DNA N“ CHs
. - I a

2-ace°tylaminofll.10re'n (AAF) N @.@ e,

* puvodné vyvinut jako insekticid NeHydroxy2-AAECT

e vznik N-hydroxy-2-aminofluorenu tvoriciho adukty s DNA
* nadory jater, moCového méchyre, ledvin

Aflatoxiny

* mykotoxiny produkované plisnémi rodu Aspergillus
* kontaminované potraviny (obilniny, olejniny, kofeni, ofechy)
» aflatoxinu M, jeden z nejsilnéjSich jaternich mutagen

Dusicnany, dusitany

* hnojiva, potravinové konzervanty; potraviny rostlinného i Zivoc¢isného plivodu
e vznik nitrosamind, které modifikuji baze DNA a méni jejich parovani



Indukované mutace - fyzikalni mutageny

Rostouci vinova délka a klesajici energie

=
>

lonizujici zareni

L,y , . . . . o 0,0001 nm 0,01 nm 10 nm 1000 nm 0,01 cm 1cm im 100 m
e zareni s dostatkem energie pro ionizaci atomu ’ epr—— ' ' M_‘“Rd,l'
7 v 7 s Paprsky gama zareni uv Infracervené zareni ikroviny adiové viny
a molekul ozarené latky
* gama zareni, paprsky X, ¢ast UV zareni Vidtelne svetlo
* vyvolava vznik modifikovanych bazi, kfizovych
vazeb a zlomU DNA 400 nm 500 nm 600 nm 700 nm
[ e |
lonizujici zafeni Neionizujici zafeni

(i) nepfimy ucinek (65 % poskozeni)

H,0—H,0* (excitovand)— H+ OH

.. ; ., oo H,0—H,0*+e
- ionizace vody a vznik vysoce reaktivnich radikalu Ho CHeOH
e +H,0—H,0—H+OH
- modifikace bazi: hydroxylace, deaminace, demethylace e +0, 0,
(ii) primy ucinek (35 % poskozeni)
- DNA absorbuje energii a ionizuje se, stépeni vazeb a zZlomim DNA R
- pf. ozareni davkou 1 Gy vyvola v burice 15 - 60 ds zloma, > 1000 ss zlom( e
.
e
ss zlom .
P N . 'o:‘
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ds zlom



Indukované mutace - fyzikalni mutageny

Ultrafialové zareni

* nizSi energie a specifi¢téjsi uCinek nez ionizujici zareni, absorpcni maximum bazi pfi 254 nm

(i) zvyseni frekvence spontdannich mutaci

(ii) tvorba pyrimidinovych dimerd

- dimerizace dvou sousednich pyrimidinovych molekul (nejcastéji tyminové dimery)
- kovalentni spojeni pres cyklobutanovy kruh ¢i (6-4) pyrimidinové fotoprodukty
- narusSena struktura DNA a replikace

o

0 0
H. R H, R 8

N 5‘ N 5E / m\\%

&E A J S N
G | o N uv o =

Sugar—

L}
-

=
o

@ 2 7] N 5f,
NN &s o
“
E

Sousedici tyminy

Cyklobutanovy
pyrimidinovy
dimer

(6-4) pyrimidinovy
fotoprodukt

uv




Opravy poskozené DNA

lonizujici zafeni

Kyslikové radikaly PoIU;,r;an:zzlcké lonizujici zaFeni o Zastava bunécného cyklu Senescence
Alkylagni &inidla v ! cis-platina Replikaéni chyby
uhlovodiky

Spontanni mutace

Inhibice transkripce, replikace,
segregace chromozému

Apoptoza, smrt buriky

Uracil v DNA Tyminovy dimer K¥izové vazby Substituce Vrozené choroby,
AP misto (6-4) fotoprodukt ds zZlomy Inzerce 5 ' ' ani
4 nadorova onemocnéni
8-Ox0dG dukty s bézemi Delece Mutace, chromozomové aberace s

ss zlom Sta’rnuti

V bunkach existuji mechanismy, pomoci kterych bunka rozezna a uplné nebo do urcité miry odstrani
poskozeni DNA. Tyto opravné mechanismy jsou katalyzovany riznymi sadami enzymd.

Schopnost opravit poskozenou DNA je zasadni pro udrzeni integrity genomu bunék a pro normalni
fungovani mnohobunécného organismu.

Typy oprav DNA

* Uplnd oprava - oprava na plvodni stav bez syntézy DNA
* excizni oprava - vystépeni poskozeného mista, syntéza neposkozené DNA
e tolerantni oprava - obnova funkce DNA bez opravy poskozeni



Uplné opravy DNA

Fotoreaktivace

* odstranéni pyrimidinovych dimer( v DNA vyvolanych UV zafenim
» katalyzovana fotolyazou (aktivace VIS o vinové délce 340 - 400 nm)
* fotolyaza stépi cyklobutanovy kruh v pyrimidinovém dimeru

» fylogeneticky konzervativni mechanismus, u savcl excizni oprava

Pfima oprava alkylovanych bazi
O%-metylguanin-DNA-metyltransferaza
* ulidi MGMT, u bakterii Ada, ,,sebevrazedny enzym*

* demetylace O%-metylguaninu na guanin, prenos metyl skupiny na vlastni Cys
* deficity MGMT nalezeny u nddort délozniho hrdla, kolorekta, Zaludku, jater, glioblastomu

Cys—SH Cys—S—CHj;

aktivni inaktivni

OCH,

0
NN N Mewr S HN)iN\
HZNJ\\):II;B HZNJ\N I I?T>
R R




Excizni opravy DNA

Tristupnovy proces:
1. rozpoznani a vystépeni poskozené DNA (nukledzy)
2. zaplnéni mezery spravnymi nukleotidy (DNA polymerazy)

deaminace C

GC T U AT €'C

3. spojeni zlomu v cukr-fosfatové patefi (DNA ligazy) SW--.-W
A T a1 18
CGAGTAGG
Bazova excizni oprava (BER) Uracil DNA
u glykosylaza
* oprava poskozenych bazi, odstranéni U
* DNA glykosylaza GCT ATCC
z 7 v s sz p AP misto “" . n
- rozeznani a odstranéni nevhodné baze, tvorba AP mist el 'ii :
; CGAGTAGG
* AP endonukleaza
- vy$tépeni AP mista, tvorba 3'-OH < -" AP endonukledza
* DNA polymeraza
GCT ATCC
- pfipojeni spravného nukleotidu 1nt mezera “'i]"w
- PolB u eukaryot, Poll u prokaryot CGAGTAGG
 DNA “ga’za DNA polymeraza
DNA ligaza
- spojeni retézce GCTCATCC
« zvys$ené riziko kolorektalnich nadord u mutaci PolB, DNA opravensDNA B [ 'F'W

CGAGTAGG

glykosylazy



Excizni opravy DNA

Nukleotidova excizni oprava (NER)

» oprava rozsahlejsiho poskozeni DNA, které méni a deformuje dvousroubovici DNA

adukty bazi, UV fotoprodukty

Bakterie

rozeznani poskozeného mista
vystépeni poskozeného mista
uvolnéni vystépeného Useku
dosyntetizovani chybéjici DNA
spojeni retézce

Clovék

rozeznani poskozeného mista
odvinuti DNA

vystépeni poskozeného mista
dosyntetizovani chybéjici DNA
spojeni retézce

UvrAB
UvrBC
UvrD
Poll
LigA

Tymidinovy dimer
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XPA, XPC, XPE; CSA, CSB
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DNA ligaza |
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Excizni opravy DNA

uv
Obecna NER ‘ NER spjata s transkripci
e L B (csed
HHR238 DDB82 Rozpoznani RNAPII
m%ﬁ?nﬂ%(ﬁ%:m poSkozeni mmnmm%
.\ "”
A )
FliH
&P -
mmunmmlmﬁ‘ RP;rnIrr
‘ Odvinuti DNA
€XPEl ol
g m
Xerod S N
Pigen:c;n:tr)rsr:xam ‘ Vystépeni Cockaynuv
syndrom

£27%

DNA pol &/¢ Syntéza DNA
PCNA i DNAfligase Y Ligza\ce

RFC
T IIT

deficity v NER mechanismech geneticky podminuji nékteré syndromy

Xerodema pigmentosum - autosomalné recesivni choroba, nejcastéji deficit XPA, XPC
- extrémni citlivost k slunecnimu zareni
- > 1000 x zvyseno riziko vzniku koZnich nadord

Cockayntiv syndrom - autosomalné recesivni choroba, deficit CSA, CSB
- fotosenzitivita, trpaslictvi, retinitis pigmentosa



Excizni opravy DNA

Oprava chybného parovani (mismatch repair)

» frekvence chyb pfi syntéze DNA replikace 1:100.000
+ proofreading 1:10.000.000
+ opravy 1:1.000.000.000
E. coli ety

* Dam metyldaza metyluje A v sekvenci GATC
* tésneé po replikaci hemimetylovany stav
* rozpoznani chybného nukleotidu (MutS)
* navazani opravnych enzym( (MutL , MutH)
* MutH Stépi retézec s nemetylovanou GATC

» exonukleaza s helikdzou a SSB proteiny odstra-

nuje nastépeny retezec az k chybnému nt
* syntéza DNA podle pavodniho retézce (Pol3)
* spojeni fetézce (DNA ligaza)

MutS, MutL
MutH

CHy /B CHy CHy %) cHy

P Y
MutH ¥ €E‘j 3 ¥ @ ¥ MutH

Exonukleaza

Helikaza Il
SSB
%
~

i) 55 EHg ) £38, try

3 [ 1 5 3 5
! — ———— S ¥
e €O >R
Helikdza Il A % Exonukleaza
Exonukleazal l
CH oH CH CH
T s A 10 s ¥ i ” i 5
5 = 3 5 - £
DNA pol 1l
DNA ligaza
e I g LI
5 r 3 5 > 3

e opravny systém pouzivan i u eukaryot a ¢lovéka, mutace v opravnych genech zvysuiji riziko rakoviny



Opravy dvojretézcovych zlomu

Stépeni cukr-fosfatové kostry a dvouretdzcové zlomy indukovany ionizujicim zafeni, chybami v
replikacni vidlici, pdsobenim nékterych chemikalii.
Nebezpeci fragmentace chromozomd, prestaveb genomu, ztraty genetické informace.

Nehomologni spojovani koncti (NHEJ)

* v G1 fazi bunécného cyklu, pred replikaci DNA B e ronr

« zarovnani zlomenych fetézcll a nasledné znovu spojeni m/ i \i/ez

* nachylné k chybam, mozna ztrata nukleotidd e =

Spojeni konci pies mikrohomologii (MME)J) | A // N\ St ona2
* v brzké S fazi bunécného cyklu roo Qoo T l T ’:T'ga’&

* Uprava koncu, kterd odhali kratkou oblast homologie }/“’g“
* parovani homologni oblasti, spojeni fetézcd NOVORONG

Homologni rekombinace (HR) g . l

* v S/G2 fazi bunééného cyklu, po replikaci DNA St
* bezchybna oprava bez ztraty genetické informace



Homologni rekombinace

Dva modely oprav ds zlomU DNA

* Hollidaylv model
(DSBR, double-strand break repair)

* nasedani zavislé na syntéze

(SDSA, synthesis-dependent strand annealing)

Clovék

* rozpoznani zlomU0 a uUprava vzniklych koncl -
BRCA2, Rad52, Rad54, Rad51

* nukleoproteinové vlakno - Rad51
* helikazy (RecQ), nukledzy, topoizomerazy

e deficity v procesech HR spjaty s tvorbou
nadorl, pocetnimi chromozom. abnormalitami

GEC

&

2
T

!

\

/

\

!

@@“@@

i

ds zlom
Tvorba previslych l
konct
F 3 5
— pe
Prostupovani fetézct 1
Tvorba D smycky
Syntéza DNA

P¥pojeni volného konce / DSBR
Syntéza DNA
Spojeni Fetézct

Posun a zruseni
Hollidayova spoje

Syntéza DNA
Spojeni Fetézci




Opravy poskozené DNA

Pfi selhdani replikacnich a opravnych mechanismU dochdzi ke vzniku mutaci.

Zdména pouhého jednoho nukleotidu mize vdiné poskodit zdatnost a zdravi organismu.
- napf. srpkovita anémie

HbA HbS

CTE ACT COT GAG GAG AAG TCT CTG ACT CCT GTG GAG AAG TCT

Leu Thr Pro Glu Glu Lys Ser L?U Thr Pro U"i“ Glu Lys 5‘:"
| I I

3 ] 9 3 6 2]

Zmeény DNA v zarodecénych burikach prendseny na potomstvo.

Zmény DNA v somatickych burikdch mohou vést ke vzniku nadorovych
onemocnéni. Pravdépodobnost akumulace dostatecného mnozstvi
mutaci pro vznik nadoru roste s vekem.

Chyby v opravnych mechanismech zvysuji frekvenci spontannich mutaci
a citlivost bunék k mutagend.

Nalezeno pres 30 mutaci v genech pro opravy DNA, které zvysuji riziko
vzniku nadoru.

Vyskyt nadoru tlustého stieva / 100.000 jedinct

20

Vyuziti chemickych i fyzikdlnich mutagen( pri 1é¢bé ndadorovych

onemocnéni (chemoterapie, radioterapie). R 33ék4fm'f)° e



Shrnuti

Pred tim nez se bunka rozdéli, musi replikovat veskerou genetickou informaci ulozenou v DNA.

Vldkna v dvouretezcové DNA jsou navzajem komplementarni, kazdé z nich proto mize slouZit jako
templat pro syntézu dalSich vlaken. Béhem replikace DNA vznikaji dvé Uplné stejné molekuly, coz
umoziuje kopirovat genetickou informaci a predavat ji do dcefinych bunék a z rodi¢d na potomstvo.

Béhem replikace DNA se vldakna dvousroubovice oddéluji za vzniku replikacni vidlice ve tvaru ,Y“
DNA polymeraza na kazdém z vlaken vytvori novy komplementarni retézec DNA.

DNA polymeraza syntetizuje DNA pouze v jednom sméru, takZe pouze vedouci retézec mize byt v
replikaCni vidlici tvorfen neprerusované. Na opozdujicim se fretézci probiha syntéza DNA
prerusované, ve formé kratkych fragment(, které jsou nasledné spojeny do souvislého retézce.

Syntéza DNA zacind od kratkych RNA primeru, které jsou ndsledné odstranény a nahrazeny DNA.

Replikace DNA vyZaduje spolupraci mnoha protein(, které tvofi multienzymovy komplex pohybujici
se podél replikované DNA.

U eukaryot jsou konce chromozom replikovany pomoci telomerazy.

DNA polymerdza se vyznacuje vysokou presnosti replikace podporovanou proofreadingovou
aktivitou. Pripadné chybné baze jsou opravovany pomoci oprav chybného parovani bazi.

Poskozeni DNA je opravovano radou enzymd, které poskozené misto rozeznaji, odstrani a nahradi
novou DNA, ktera se tvori podle neposkozeného templatu.

Dvouretézcové zlomy DNA jsou opravovany v zavislosti na fazi bunécného cyklu pomoci
nehomologniho spojovani konct ¢i homologni rekombinace.



Zvidavé otazky

Vysvétlete vlastnimi slovy, proc€ se replikace DNA oznacuje jako ,,semikonzervativni“?

Pro¢ jsou telomery a telomerdza potrebné pouze pro replikaci eukaryotickych chromozomi a
prokaryotickych ne?

Ktera z nasledujicich tvrzeni jsou pravdiva? Vysvétlete svoji odpovéd.
a) Bakteridlni replikacni vidlice je asymetrickd, protoZze obsahuje dvé DNA polymerdazy, které se
liSi ve své strukture.

b) Okazakiho fragmenty jsou odstranovany nukledzou, ktera degraduje RNA

c) Frekvence replikaCnich chyb je sniZovana jak proofreadingovaou aktivitou DNA polymerazy
tak opravou chybného parovani bazi.

d) Pfi chybéni oprav DNA jsou geny nestabilni.
e) Zadna z chybnych bazi vzniklych deaminaci se v DNA pfirozené nevyskytuje.

f) Nadory mohou vznikat v disledku akumulace mutaci v somatickych burikach.



Zvidavé otazky

V jakém poradi by denaturovaly nasledujici molekuly DNA pfi postupném zahtivani jejich roztoku?

A) 5-CCGGGCCAGCCGGTGTGGGTTGCCGAGG - 3’
3’-GGCCCGGTCGGCCACACCCAACGGCTCC -5’

B) 5-AGTGCTTGATCGAT -3’
3"-TCACGAACTAGCTA -5’

C) 5'-ATTATAAAATATTTAGATACTATATTTACAA- 3’
3"-TAATATTTTATAAATCTATGATATAAATGTT- 5’

Rychlost syntézy DNA u E.coli je 100.000 nt / min. Replikace celého chromozomu trva 45 minut. Kolik
pard bazi obsahuje chromozom E.coli? Jaka je ptiblizna délka tohoto chromozomu?

Haploidni genom D. melanogaster obsahuje 1,35 x 102 bp. Syntéza na jedné replikacni vidlici probiha
rychlosti 30 bp/s. Obé kopie genomu se zreplikuji behém 5 minut. Kolik replikacnich pocatkd je pro
takto rychlou syntézu DNA potreba?

Jaky bude konecny produkt nebo stav replikace, pokud bude mutaci inaktivovan nasledujici enzym, a
i pfes tuto mutaci se bude burika snazit zreplikovat DNA?

a) DNA-polymeraza

b) DNA-ligaza

c) DNA-helikaza

d) primaza






Molekularni biologie

4. Transkripce

Transkripce (prepis) genetické informace z DNA do RNA

Osnova

1. Transkripce (prokaryotického)
bakterialniho genomu

2. Transkripce eukaryotického genomu
3. Posttranskrip¢ni Upravy RNA a
mechanizmy sestrihu

Hlavni zdroje:

S. Rosypal, Uvod do molekuldrni biologie 1-4
Masarykova Universita Brno

ISBN 80-902562

B. Staveley, Principles of Cell Biology
Memorial University of Newfoundland
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/CBhome.html|

M. Muller, Biology of Cells and Organisms
University of Illinios, Chicago

http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/summer2010/lecturesm10.htm

Wikipedia



Transkripce
S AL S AT AT

Informace z DNA se nepreklada do proteinu primo, ale _ l DNA
pres prostfednika - mRNA (messenger; mediatorova) e Vo O
mRNA
Ribosome

TRANSLATION -

Polypeptide

Polymerase
movement

B 2

RNA POLYMERASE
Coding

of DNA

Unwinding
of DNA

‘" U AR ™ 0&'!,1” ‘li}.:-,;.ll"-' ‘l.d' W -,.:;,_(." \ :

Nucleotide being added
to the 3’ end of the RNA

strand

RNA

NTPs

RNA-DNA
hybrid region

© 2012 Pearson Education, Inc.



Cast prvni: Bakterialni transkripce
Transkripce (prepis) genetické informace z DNA (chromozomové a plazmidové) do RNA pomoci

enzymu RNA-polymerazy

RNA-polymeraza (transkriptaza)
- vaze se na promotor
- katalyzuje syntézu dlouhych primarnich transkript(

- U bakterii stejna RNA-polymeraza pro vSechny typy RNA

Primarni transkripty:
Vétsinou obsahuji prepisy vice gent (polygenni/polycistronni).

Na DNA: promotor - geny - terminator



3 hlavni skupiny RNA

1. mRNA (mediatorova; messenger)
matrice pro syntézu polypeptid(. U bakterii nepodléha
posttranskripénimu sestrihu

2. rRNA (ribozomova)
posttranskripéné upravovana z pre-rRNA

3. tRNA (transferova)

posttranskripéné upravovana z pre-tRNA
Vaze se na ni aminokyselina, obsahuje antikodon

O Growing peptide chain

Incoming ItRNA ‘

wP, bound to Amino Acid
Qutgoing I

empty t(RNA Y

MessengerRNA

Ribosome

Peptide Synthesis

B. Staveley, Principles of Cell Biology
Memorial University of Newfoundland
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/CBhome.html|

tRNA NG e rRNA
mRNA
o &) Xpo
Amino Ribosomal
acids proteins

Aminoacyl tRNA’?}f x

(b) Translation

(c) Assembly

© 2012 Pearson Education, Inc.
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Faze transkripce

1. Iniciace: Navazani RNA-polymerazy na
promotor a zahajeni syntézy

2. Elongace: Pripojovani nukleozid-5'-
monofosfatu k 3'-konci RNA retézce podle
matricového retézce

3. Terminace: Zastaveni elongace na terminatoru
a uvolnéni z matricového retézce

Transcription unit

5 Ve 2 ARk
s 5’

Terminator

© Binding of RNA polymerase
and local DNA unwinding

3'

5’

@ Initiation of RNA synthesis

3’
51

Template =~ “gpNa NTPs

strand € Elongation of RNA
5’ 3’
3 5

5!
Further elongation

5/ y 3’
3 4

5'
Termination signal

RNA polymerase</1 @ Termination of RNA synthesis
+

3’
5!

5I

5’ - 3
RNA transcript

© 2012 Pearson Education, Inc.



sigma faktor
o factor promoter

‘&V & \x Initiation
RNA polymerase %

Temination

% Elongation %

;g%

amolecularmatter.tumblr.co

.




Operon:
- Transkripcni jednotka, ktera je spolu s promotorem fizena také operatorem
- Mezi promotorem a startovacim nukleotidem se nachazi regulaéni oblast - OPERATOR.

- Na operator se mUze vazat regulacni protein - REPRESOR. Ten zastavuje transkripci

OPERON

Regulatory P romoter Operator Lactose-utilization genes

% \\w

\ \ RNA polymerase

) Active cannot attach to
Protein repressor promoter

Operon turned off (lactose absent)

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.

Operon: transkripcni jednotka rfizend promotorem a operdtorem
Oprerdtor: regulacni oblast na DNA, na niZ se muZe vdzat represor
Transkripcni jednotka: oblast na DNA, kterd se prepisuje do mRNA



Promotor:
Sekvence na DNA pred transkripcni jednotkou, nasedd na néj RNA-polymerdza

- Podobné u vsech transkripCnich jednotek, ale ne totozné. Lisi se mirou afinity k RNA-polymeraze.
- Silny/slaby promotor - vysoka/nizka frekvence iniciace transkripce
- Silnéjsi promotor se vice blizi konvencni sekvenci v mistech:

a) kolem nukleotidu -35: 5' TTGACAT 3!
b) Pribnow(v box* (-10): 5' TATAAT 3'

Promoter Region

I
-39 Box -10 Box -1 +1 Transcribed Region
DNA
17(+1) bp
TTGACA [e > TATAAT
Consensus Consensus
Optimal Inter-base Distance
Promoter DNA
r A N
Coding -35 sequence -10 sequence Startpoint
strand —— —_—— +1
5" TTGACA TATAAT A -3
3" AACTGT ATATTA T -5
Template
strand Transcription

RNA *Podobny TATA boxu u eukaryot

© 2012 Pearson Education, Inc.



Bakterialni RNA-polymeraza

- Rozeznava promotory vSech transkripCnich jednotek
- SloZzena z podjednotek (holoenzym):
- 2 a: udrzuji stabilitu molekuly
-1 B: umoZnuje vazbu ribonukleotid(i na polymerazu
-1 B": umoznuje spojeni polymerazy s matricovym DNA fetézcem
- 1 w (omega) stabilizuje molekulu
- 1 o (sigma faktor): podminuje vazbu RNAP na promotor. Nema katalytickou funkci, bez ni
polymeraza funguje, ale zacina na libovolném misté

THE CELL, Fourth Edition, Figure 7.1 © 2005 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.

Holoenzym: enzym se vsemi kofaktory (podjednotkami) nutnymi k jeho funkci; uplny enzym
Apoenzym: enzym, ktery vyZaduje kofaktory pro svoji funkci, ale nemd je; momentdlné nefunkcni



1. Iniciace
Navazani RNA-polymerazy (sigma faktoru) na promotorové sekvence -35 (rozpoznavaci) a Pribnowuv
box -10 (otevira binarni komplex)

o factor promoter
a) tvorba "Uzavieného transkripéniho bindrniho h é\\

komplexu" (holoenzym RNA-polymerazy + promotorova b i I
DNA
. S— 1
@

oblast dsDNA) - retézce dsDNA jesté nejsou rozvinuty

b) RNA-polymerdza v komplexu méni konformaci, RNA polymerase
prodluzuje se a pokryva gen v rozsahu -50 az +20 bp %

. - v u v «
c) RNA-polymerdza se vaze na oba fetézce DNA, o

ale pevnéji na pozitivni-kddujici (prepisuje se podle negativniho-templatového)

d) V Pribnowové boxu se uvolfuji vazby mezi pozitivnim a negativnim retézcem DNA -
otevreny binarni komplex

e) PYi iniciaci transkripce zlistdvd RNA-polymeraza na misté, ale od startovaciho | Q
nukleotidu (+1) zacina katalyzovat tvorbu nového retézce RNA (fosfodiesterova - _
vazba mezi dvéma ribonukleotidy) = prvni dinukleotid

Y/

f) Otevreny transkripcni ternarni (ze tri ¢asti) komplex = vazba tfi molekul
(1. DNA, 2. RNA-polymeraza, 3. RNA)

Latinsky: "binarius" = sloZeny ze 2 Casti; "ternarius" = sloZzeny ze 3 ¢asti RNA



2. Elongace
Prodluzovani RNA
- Katalyzovdna RNA-polymerazou bez Sigma-faktoru (uvolfiuje se po vytvoreni poc¢atec¢niho fragmentu
RNA a je nahrazen NusA-proteinem)

- RNA-polymerdza se posunuje po negativnim retézci DNA (40 nukleotid(/sek; 37°C) smérem od 3' >
5'-konci DNA

- cca 18bp dlouha rozvinuta oblast DNA; hybrid RNA-DNA dlouhy cca 2-5bp

- RNA v hybridni dvojSroubovici se pevnégji vaze k RNA-polymeraze nez k DNA

- Syntéza RNA retézce smérem od 5' - 3'-konci

- S NusA proteinem dorazi RNA-polymeraza az k terminatoru 4

Polymerase s — S
A

movement J : P e

RNA POLYMERASE

Coding
strand

Rewinding Unwinding

Nucleotide being added
to the 3’ end of the RNA

RNA-DNA
hybrid region

© 2012 Pearson Education, Inc.



Priibéh transkripce bakterialniho genomu

3. Terminace
Zastaveni pohybu RNA-polymerazy - uvolnéni hotové RNA - uvolnéni RNA-polymerazy

A) zavisla na Rho-faktoru
B) nezavisld na Rho-faktoru

Rho-faktor: protein katalyzujici uvolnéni dokonceného RNA-fetézce z templdtového (negativniho) DNA-fetézce



3A) Terminace zavisla na Rho-faktoru

- Rho protein aktivni ve formé hexameru

- vaze se béhem transkripce na 5'-konec mRNA a pohybuje se za RNA-polymerazou

- v terminatoru se RNA-polymerdaza zastavi, rho-faktor ji dostihne

- Rho-faktor katalyzuje uvolnéni mRNA z DNA-fetézce a uvolnéni RNA-polymerazy (za spotieby ATP)

Rho binds to
C-rich regions.
N >

RNA
5’

Translational stop

RNA is threaded
through Rho
hexamer, pulling
Rho toward RNA
polymerase.

5/

Contact between Rho

and RNA polymerase

causes termination.
- -7

Rho-faktor: protein katalyzujici uvolnéni dokonceného RNA-fetézce z matricového (negativniho) DNA-fetézce



3B) Terminace nezavisla na Rho-faktoru

- Tvorba vlasenky na RNA, na konci se sekvenci UUUUUU - nestabilni hybrid DNA-RNA - rozpad

- Uvolnéni NusA-proteinu
Hairpin loop

— Jedinecna sekvence

Komplementarni sekvence

UU
UUUUAA
AAAL

Poly-U site

Sekvence UUUUUU
predstavuje signal pro
uvolnéni polymerazy

GC-rich terminator
stem loop

Movement of

polymerase

Trenstitionial matricovy (negativni) DNA-fetézec

stop

Contact between hairpin,
NusA protein (orange),
and RNA polymerase

causes termination.
- =

OO0
-
U N
\'\'\ s"",\I I\'\“
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\
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Strukturni geny — mRNA
Prekladaji se do polypeptidu
- Transkripci transkripcni jednotky obsahujici strukturni geny vznika mRNA

- mezi promotorem (popfr. za operatorem) a prvnim strukturnim genem lezi vedouci sekvence s
Shineovou-Dalgarno sekvenci, ktera zajistuje vazbu na ribozom a nepreklada se.

Shineova-Dalgarno sekvence v mRNA: 5' AGGA 3'
- vazba na ribozom (k 16 S-rRNA podjednotky 30S): 3' Uccu 5!

- pokud primarni transkript neobsahuje Shineovu-Dalgrinovu sekvenci, nemuUzZe se vazat k ribozomu a
plsobi jako funkéni RNA

Shine-Dalgarno sequence

Prokaryotic mRNA 5| AGCACGUUUGACCUAUG 13’
165 rRNA 3//&5,

Eukaryotic mRNA
5 cap m’G( AUG 13’

40S ribosomal subunit——<
Ribosome scanning

5 cap m’G | AUG |3’

o~

THE CELL, Fourth Edition, Figure 8.8 © 2006 ASM Press and Sinaver Associates, Inc.

Funkcni RNA: RNA, které nejsou urceny k translaci (tRNA, rRNA)



MRNA se strukturnimi geny

- Na 5'-konci obsahuje prepis vedouci sekvence s Shineovou-Dalgarnovou sekvenci, nepreklada se
- Na 3‘-konci za stop-kodonem obsahuje nepreklddanou sekvenci
- Jeden strukturni gen se preklada do jedné molekuly polypeptidového retézce
- U prokaryot jsou geny polycistronni (vice genl na jednom transkriptu mRNA)
- kazdy gen na transkriptu obsahuje sv(j start a stop kodon a svou Shine-Dalgarno sekvenci

pro vazbu ribozomu
- na DNA maji jeden spolecny promotor a jednu terminacni sekvenci na 3‘-konci. Promotor

neni soucasti transkripéni jednotky.

Shine-Dalgarno sequence Shine-Dalgarno sequence

Untranslated Coding sequence Untransla
( o g/ s N & 5

| I\F— T

bFil:Il::jciuﬁom!e- Start codon Sl}:g cgzzn mRNA
g site AUG or EJGA ’
(a) Bacterial mRNA — owr
polymerase
— o e —— ===: DNA
Enzymy pro zpracovani ¢ ) Y

laktozy \Enzymes = o =)
B-Galactosidase Permease Transacetylase



Bakterialni mRNA

- posttranskripcné se neupravuje a slouzi primo pro tvorbu polypeptidu

- rozpad béhem nékolika minut u¢inkem ribonukledzy (RN4azy) ve sméru 5' - 3'

- translace molekuly mRNA na ribozomu probiha soucasné s jeji transkripci. Polypeptidovy retézec se
zacne syntetizovat jesté pred ukoncenim transkripce

- rychlosti: 40 nukleotidl za sekundu; 13 aminokyselin za sekundu; az 15 iniciaci transkripce za minutu u
jedné transkrip¢ni jednotky

- Polyribozom: vice ribozomu na jedné mRNA urychluje transkripci

- Spojeni transkripce s translaci umoznuje efektivni syntézu proteint (napf: 15 molekul mRNA, kazda
pokryta 30 ribozomy)

Direction of
transcription RNA
DNA / polymerase
Y —2 e
Polyribosome
Ribosome

Polypeptide i

mRNA

Reprinted with permission from O, L. Mdler, Jr, B. A. Hamkalo, and C. A Thomas, Jr.
Science 160 (1670).362, Copyright © 1870 Amencan Association for the Advancement of Science
21000 Addson Wesley Longman, Inc



Bakterialni rRNA

- geny pro rRNA na chromozomu v 5-9 kopiich

- kazda transkrip¢ni jednotka ma 2 promotory (P1, P2) a 2 terminatory (T1, T2)
- mezi nékterymi geny jsou vmezereny geny pro tRNA

- nejprve prepis do pre-rRNA: sedimentacni koeficient 30S

- 30S jsou Stépeny RNazou Ill na sekvence 5S, 16S a 23S

_ posttranskripéni tprava
{vystépeni funkénich produktii)

QUAVIS S evave % o

16S-rRNA tRNA 23S-rRNA  5S-rRNA iRNA

Jednotka S (Svedberg) - sedimentacni koeficient
(velicina uddva cas, za ktery probéhne sedimentace dané makromolekuly pfi jeji ultracentrifugaci)



Bakterialni tRNA
- u E coli 2 multigenni transkrip¢ni jednotky s geny pro tRNA
- jen jeden promotor, posledni gen je strukturni (napf. pro elongacni faktor EF-Tu)

- strukturni gen umoznuje vazbu na ribozom, protoze obsahuje Shineovu-Dalgarnovu sekvenci

promotor %\
izt N ¥ o '_._,' § T e ":\;

B

DNA
transkripce
pre-tRNA 1

posttranskripéni Gprava
(vy§tépeni funk&nich produkth)

T




CRISPR (Clustered regularly-interspaced short palindromic repeats)

- adaptivni (ziskand) imunita bakterii - obrana cizimu genetickému materidlu (napf. viralni DNA)

- segment prokaryotické DNA se "spacer DNA" obsahujicimi ¢asti DNA vird z predeslych infekci

- pri nové infekci je treba vytvorit novou "spacer DNA"

- Transkripce do crRNA (CRISPR RNA), komplementarni s virovou DNA, spolu s CAS (crispr-associated)
proteiny

- crRNA s CAS proteiny tvori "interference komplexy"

- parovani s odpovidajici sekvenci virové DNA a jeji inaktivace

Cell membrane

/ spacer DNA
I Creation of a novel Spacer/
CRISPR Array \

DD =¢I¢onoioionenens—
Transcription

CECECECEGECRPED
ARA

Casiy .
-~ 20—
CAS crRNA Dﬂdb d-m
complex @ Processed crRNAs

interference complex




CRISPR-Cas9

Velké uplatnéni v editaci lidského genomu: vhodnd guide RNA + Cas9 protein stépi DNA ve zvoleném misté
(inaktivace nebo vloZeni jiné sekvence)

Cas9 enzyme —_

Guide RNA __

Target DNA

QO <|||||||v2ﬂ',:=.“",,,,,““'“’..,,||||||m |




21st March 2019
at 5 PM

CRISPR-Cas9: a Bacterial Immune System Repurposed as a

Transformative Genome Engineering Technology
by Emmanuelle Charpentier
(Max Planck Institute for Infection Biology, Berlin, Germany)

Professor Charpentier is best known for her role in deciphering the molecular mechanisms of the
bacterial CRISPR/Cas9 immune system and repurposing it into a tool for genome editing. In
collaboration with Jennifer Doudna's laboratory, Charpentier's laboratory showed that Cas9 could be
used to make cuts in any DNA sequence desired

¥ s
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Mendiovo~
e B L [ ramesiy/ ¢
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Emmanuelle Marie ot @ _,,.,«@j\@ a

Charpentier (born 11
December 1968) is a French
professor and researcher

Mendellv refraktar, Mendelovo muzeum



Nobelova cena za chemii 2020
Emmanuelle Charpentier a Jennifer Doudna
“for the development of a method for genome editing”

Objev CRISPR/Cas9 genetickych ntizek: nastroj na prepisovani genetické informace

2011 Nature: CRISPR RNA maturation by trans-encoded small RNA and host factor RNase Il
- lidsky patogen Streptococcus pyogenes pouzivd CRISPR/Cas9 jako primitivni imunitni systém
2012 Science: A Programmable Dual-RNA—-Guided DNA Endonuclease in Adaptive Bacterial Immunity
- Stépeni DNA v presné zvoleném misté (site-specific DNA cleavage) — genomova editace



2. Transkripce eukaryotického genomu



LI AT AT TN
[TRANSCRIPTION | | o

TRANSLATION

(a) Bacterial cell

0 2011 Narwr. Eacesn

RGN
(] |

(b) Eukaryotic cell



RozliSujeme transkripci jadernou, mitochondrialni a chloroplastovou.

Exony strukturnich a funkénich gent (1,5%)

DNA

Rozptylené
repetice
(44%)

Alu

sekvence

(10%)

Introny strukturnich
a funkénich gena
(24%)

Tandemové
repetice
(15%)

Jedinecna
nekddujici DNA
(15%)

Alu sekvence - transpozondlni DNA (schopnd ménit pozici), funkce véts. nezndmd, hraje roli pfi buri. Déleni

Prokaryota nemaji mitochondrie ani chloroplasty



Polycistronni vs. monocistronni mRNA
Na rozdil od prokaryot maji eukaryota pouze monocistronni mRNA

Eukaryoticka mRNA
- obsahuje kddujici sekvenci pouze pro jeden polypeptid (monocistronni)
- jeden iniciacni a jeden terminacni kodon

Prokaryoticka mRNA
- obsahuje kodujici sekvenci pro nékolik genu, vétSinou jedné metabolické drahy
- mRNA transkript obsahuje hodné inicia¢nich a terminacnich kodonu

(@) Prokaryotic polycistronic transcription unit (b) Eukaryotic simple transcription unit
Start site 50 kb _,
a b e >
\l a b Cap site ¢ d Poly(A) site
trp operon —— E | D [ €8l A |— v «L ‘ 7
f globin v
Control S 77// - il T, AN =
region ) \/ Exon 1 Exon2 Exon 3
A P
trp mRNA i = [ 5 e b e Control regions N\ i ™
{polycistronic) ) ! ] 7 N\
g 3 B globin mRNA
1kb 5' 3

200 bp
|

http.//www.majordifferences.com/



Typy RNA

1. Kédujici RNA

- pre-mRNA: prekurzorova mRNA (téz hnRNA - heterogenni jaderna RNA)
- primarni transkript obsahujici pfepisy strukturnich gen(
- je upravovan do mRNA

2. Nekddujici RNA
- pre-rRNA: prekurzorova ribozomova RNA
- posttranskripcni Upravou se Stépi na a) 5,85-rRNA, 18S-rRNA a 28S-rRNA u savcl
b) 5,85-rRNA, 16S-rRNA a 25S-rRNA u rostlin

- pre-tRNA: prekurzorova transférova RNA
- Stépi se na rGzné druhy tRNA

- 5S-rRNA: tvori se transkripci genli pro 5S5-rRNA

- Malé RNA: Nizkomolekularni stabilni RNA (80-300 nukleotidi)
- fidi sestrih a posttranskripCni Upravy pre-RNA (katalyzovany RNA-polymerazami Il a lll)
a) malé jaderné RNA (snRNA)
b) malé jadérkové RNA (snoRNA)
c) malé cytoplazmatické RNA (scRNA)
d) regula¢ni RNA (miRNA a siRNA)

SnRNA se ucastni sestrihu pre-mRNA ve spliceazomu; Jadérko — misto tvorby ribosomu



Transkripcni faktory (TF)

- regulacni proteiny

- vazou se na regulacni oblasti promotoru nebo zesilovace (enhancer) transkripce
- nutné pro zahajeni transkripce

- plsobi ve skupiné, nasednou na promotor a na né se vaze RNA-polymeraza

Typy TF:
1. Obecné TF: ve vétsSiné eukaryot, geny potrebné pro zakladni funkce vsech bunék
2. Specialni TF: vyskytuji se v urcitych tkanich v urcity ¢as

Transkripcni aktivita = rychlost syntézy RNA: pocet primarnich transkript za minutu

1. Bazalni transkripcni faktory:
- nizka aktivita, minimalni pozadavky burky
- umoznuji zahajeni transkripce

2. Konstitutivni transkripcni faktory:
- zvySena aktivita
- konstitutivni TF se pridavaji k bazalnim TF

3. Indukovatelné transkripcni faktory:
- Uprava transkripcni aktivity v reakci na vnéjsi podminky
- vyznam pri diferenciaci



Eukaryotické DNA-dependentni RNA-polymerazy
Kazda ma svij specificky promotor (bakterie jeden typ RNA-polymerazy a jeden typ promotoru)

1. RNA-polymeraza |
- katalyzuje syntézu pre-rRNA
- pouze v jadérku*

2. RNA-polymeraza ll
- syntéza mRNA (strukturni geny) a malych RNA
- v jadre

3. RNA-polymeraza lll
- syntéza pre-tRNA, 55-rRNA a malych RNA
- v jadre

Coding
. _’ Strand
; AT
Template
Strand

*v jadérku se skladaji ribozomy z proteint a rRNA



Promotor pro RNA-polymerazu Il obsahuje kratké sekvence

1. TATA-box (téZ Hognesstivbox): TATAAAA

2. CAAT-box: GGCCAATCT

3. GC-box:

-34 az -26 od startovaciho nukleotidu
- vazba TF TFIID - specificky rozeznavan RNA-polymerazou Il

obecné bazalni

transkripcni faktory tra r% g lm)géni Snts I:tlg\é?[‘éli

@

L TATAAAA—||PyAPyPyPYPYPy

- nukleotidy -75 az -80
- vazba TF CTF/NF1, zvysuje

\ -100 -80 75 -30

, . — Inr-element

SllU promotoru (enhancer) konvenéni sekvence elementt eukaryotického promotoru (iniciator)

Promotory ruznych geni se lisi poctem, Provozni geny maji jen

G G G C G G umisténig a kombinaci téchto elementu. mr.elgmem bez

Vsechny promotory vak musi obsahovat rA'rA-b_oxg
ki id -90 jeden nebo vice elementt, aby mohly zaha- (Hognessuv box).
- nukleotid - iit bazalni transkripci.

- vazba TF SP1, zvysuje silu promotoru (enhancer)

- je fosforylovan proteinkinazou vazanou na DNA - stimulace tvorby
prediniciacniho komplexu

- umoznuje vazbu TFIID na TATA-box

4. Oktamer: ATTTGCAT

- vaze se na konstitutivni TF OCT-1

5. Startovaci nukleotid: Iniciator (Inr-element)

- obvykle A uvnitf Useku s pyrimidinovymi bazemi (C nebo T)

Tyto se vyskytuji ve vétsiné promotori RNA-polymerdzy Il



Iniciace transkripce polymerazou Il

- Transkripcni faktor TFIIF umozZnuje umistnéni RNA-
polymerdzy na promotor (3.)

- Uzavreny transkripcni komplex je jesté inaktivni (3.)

- Transkrip¢ni komplex je aktivovan az TFIIH
fosforyluje RNA-polymerazu (4, 5)

- VSechny TF kromé TFIID a TFIIA se uvolni a aktivni
RNA-polymeraza elonguje pre-mRNA (hnRNA) (5.)

Vyznam transkrip¢nich faktoru:

"Umoznuji rozeznat mista, kam se mad navdzat RNA-
polymeradza Il a aktivuji ji."

Pokud promotor nema TATA-box, zacind transkripce na Inr-elementu

Core promoter
A

P

m Startpoint
DNA v 7 v

— | === |
© TFID binds to
TATA box in DNA. /_

Ry ¥ TFID
S0,

© TFIIA and TFIIB form /—_ @

TFIIA TFIIB

complex with TFIID.

l e

© Resulting complex is
bound by RNA polymerase
attached to TFIIF.

TFIE @
@ TFIH
@ Preinitiation complex

is completed by addition

of TFIIE and TFIIH.
Preinitiation

complex i

(RN D

S
I 2 eV
© RNA polymerase | P

undergoes | =
phosphorylation.

——
Transcription begins

© 2012 Pearson Education, Inc.



Terminace transkripce polymerazou Il

Polyadenylacni signdl: TTA T T T na negativhim
retézci DNA

- do pre-mRNA prepsan jako AAUAAA
- oznacuje terminaci transkripce

- sekvence je rozeznana endonukleazou - stépi 10-30
nukleotidl za signalem

- poly(A)-polymerdza katalyzuje polyadenylaci 3'-
konce

- helikaza rozdéli zbytek hybridni DNA-RNA a zbytkova
RNA je rozstépena exonukleazou

Video: Eukaryoticka transkripce

RNA-,
("\polymeraza

helikaza exonukleaza

~—TTATTT
~AATAAA 3

+

RMNA-
polymeraza

Exonukledza: stépi nukleotidy od kraju
Endonukledza: stépi nukleotidy od prostredku
Helikaza: oddaluje retézce DNA nebo RNA


https://www.youtube.com/watch?v=icZjgZozkB8

enhancer ; =
'1000°b translation translation

introns

transcription transcription
start stop

5' 3
premRNA 1 BN H BB B =

5' @ 3

AP Biology GTP mature mRNA AAAAAAAA

RNA polymerdza nasedd na TATA box
UTR - untranslated region
Eukaryotické mRNA jsou monocistronni - obsahuji kodujici sekvenci pouze pro jeden polypeptid

Translace:
- zacind na mRNA na "sekvenci Kozakové" CAAAAUG (coz na DNA odpovida sekvenci TAC)

- konc¢i na mRNA na stop kodonech UAG (Amber), UGA (Opal), UAA(Ochre) - na DNA odpovida (ATC, ACT, ATT)

www.fatespace.co



Regulacni RNA

- kratké molekuly RNA se sekvenci komplementarni k urCitym castem mRNA nebo DNA
- pUsobi mechanismem RNA interference (RNAI)
- typicky inhibuji genovou expresi vazbou na mRNA
- 2006 Nobelova cena za fyziologii a medicinu pro A. Fire a C. Mello za vyzkum RNAI
- epigeneticka posttranskripcni regulace exprese a téz obrana bunék proti parazitickym
nukleotidovym sekvencim (napf. RNA viriim)
- vyuzivana ve vyzkumu pro supresi exprese specifickych gen(

1. miRNA (microRNA; 22 nukleotid(l)

- endogenni plivod, transkripci genomové DNA The Nobel Prize in
Physiology or Medicine
2. siRNA (small inhibitory RNA; 20-25 nukleotidi) 2006

- exogenni pGvod (napf. virovy)

siRNA a miRNA jsou si velmi podobné
Epigenetickd regulace genové exprese

e Bl 4
B\,

Andrew Z. Fire Craig C. Mello
Prize share: 1/2 Prize share: 1/2
The Nobel Prize in Physiology or Medicine 2006 was awarded jointly

to Andrew Z. Fire and Craig C. Mello "for their discovery of RNA
interference - gene silencing by double-stranded RNA"




1. miRNA (microRNA; 21-22 nukleotidi)

- vlasenka pri-miRNA je stépena RNAazou
"Drosha" na pre-miRNA (70 nukleotidt)

- export pre-miRNA do cytoplasmy - Stépeni

Dicerem na miRNA 21-22 nukleotidl

- spolu s proteiny tvori tzv. miRISC (miRNA-
induced silencing complex)

%A /l /, // /, (, /' CYTOSOL\

o Transcription

D
Drosha Dicer
>
9 Cleavage 9 Export and
cleavage

miRNA

prl-mmNA pre-miRNA

NUCLEUS /

O Proteins 8}
added

miRISC M@ < ~

@ Partly complementary \ @ Exactly complementary

to messenger RNA \\ to messenger RNA
-

AN

Bt OO . ... .

Inhibition of Messenger RNA

translation degradation

\_ _/

© 2012 Pearson Education, Inc.




1. miRNA (microRNA; 21-22 nukleotidi)

- Funkce: RNA silencing a posttranskripcni regulace genové exprese
- parovani s komplementarnimi sekvencemi mRNA (nemusi byt 100% komplementarni)
- mechanismy silencingu:
a) Stépeni retézce mRNA na dva kusy (endonukledzami)
b) destabilizace mRNA zkracenim poly(A) konce (drivéjsi degradace exonukleazami)
c) snizeni ucinnosti translace do proteinu na ribozomu (fyzicky blokuje)
- vyskytuje se nejprve ve formé shRNA (short hairpin RNA) - Stépena enzymem zvanym "Dicer"
- lidsky genom kdduje pres 1000 miRNAs - evolu¢né konzervované



2. siRNA (small inhibitory RNA; 20-25 nukleotidi)

- Funkce: posttranskripcni RNA silencing
- dvojretézec (Stépena také enzymem Dicerem)

- exogenni puvod — napf. virovy

- spolu s proteiny tvofi tzv. siRISC (siRNA-induced

silencing complex)
- jeden retézec degradovan

- vazba siRISC na cilovou mRNA

- pfi 100% parovani s cilovou sekvenci se mRNA Stépi

Double-stranded RNA

LLLLLEEEE R
UL UL LU UL

o Dicer cleaves double-stranded y
RNA into an siRNA about D™ Dicer

21-22 base pairs in length.

T TTTTITT
SIRNA "4/

@ The siRNA is combined RISC proteins
with RISC proteins. [‘ (including Slicer)

0 One of the two RNA \\\“
strands is degraded. Q all

@ siRISC enters nucleus
\ and binds to DNA.
‘
Y

' /
b Inhibition of

A
===» | transcription

mRNA @
Exactly Eal bl Na Partly
complementary v complementary

Degradation Inhibition of
of mRNA mRNA translation

€® sirISC binds to mRNA.

© 2012 Pearson Education, Inc.



3. Posttranskripcni Upravy RNA a mechanizmy sestrihu



Posttranskripcni upravy

Primarni transkripty jsou dlouhé molekuly a musi byt zkraceny, aby mohly byt transportovany z jadra
do cytoplasmy

a) modifikace, které neovliviuji primarni strukturu
- tvorba komplext jaderné pre-mRNA s proteiny

- Uprava 5'-konce pre-mRNA tzv. Cepickou
- polyadenylace 3'-konce pre-mRNA

b) Uprava primarni struktury (sestfih; editace; vystrizeni intron()

Primary transcript (pre-mRNA)

5’ Exon Intron Exon Intron Exon 3’
m’G cap Poly(A) tail
1 30 31 104 105 146

Introns excised and
exons spliced together

mRNA | m’G cap Poly(A) tail

1 146

© 2012 Pearson Education, Inc.

Intron (intragenic region): nekddujici sekvence RNA uvnitf genu, kterd je vystrizena
Exon (expressed regions): kodujici sekvence RNA, preloZend do proteint



Modifikace, které neovliviuji primarni strukturu

Tvorba komplext jaderné pre-mRNA s proteiny
- proteiny, které se vazou na pre-mRNA se oznacuji RNP-proteiny
- komplex RNA s RNP-proteiny nazyvame spliceozom

Funkce: RNA-proteiny uvadéji RNA do stavu pristupného k posttranskripénim Upravam

Uprava 5'-konce &epickou

HaG O
- Cepicka: m’G </N@ | NH
HO N ﬂk
- 7-metylguanozin se vaze na mRNA ve sméru 5' - 5' 0 N" "NH;
Funkce: Cepicka vaze proteiny nezbytné pro iniciaci translace
OH OH

7-Methylguanosine
hnRNA (heterogenous nuclear RNA) je synonymum pro pre-mRNA
RNP - ribonucleoprotein



Modifikace, které neovliviuji primarni strukturu
Polyadenylace 3'-konce

- K polyadenyla¢nim signalu AAUAAA na 3'-konci pre-RNA se pfipoji sekvence 50 - 250 nukleotid( (A)
- katalyzovana poly(A)-polymerazou

Funkce: ochrana proti ucinku exonukledaz (dyl trvad nez se dostanou pres AAAA ke kdéduijici sekvenci)

/
’ ’
5’ cap | /// AAUAAA = G/U |3

\
\

Clea\7age 10-35 nucleotides
downstream from AAUAAA
sequence

/ L
’
5’ cap [/ /[T "AAUAAA |

*:i i) Poly(A) polymerase

V Video: m7G a polyadenylace

/L
5' cap [/ /T "AAUAAA AAAAAAAAAAA...

S J
Y

Poly(A) tail



https://www.youtube.com/watch?v=DoSRu15VtdM

Sestfih pre-mRNA (hnRNA) - mRNA

- Uprava primarni struktury RNA

sloZeny gen

~infron '}

translrlpco

primarni transkript
hnRNA

mRNA

Intron (intragenic region): nekddujici sekvence RNA uvnitf genu, kterd je vystrizena
Exon (expressed regions): kodujici sekvence RNA, preloZend do proteint



Sestfih pre-mRNA - mRNA

Objev introna:

- pri hybridizaci DNA s mRNA pod elektronovym mikroskopem
- urcité ¢asti na DNA prebyvaly (introny)

- tvorba smycek DNA (na obr. A az F)

Intron (intragenic region): nekddujici sekvence RNA uvnitf genu, kterd je vystfiZzena
Exon (expressed regions): kédujici sekvence RNA, preloZend do proteint



Konstitutivni vs. alternativni sestfih
a) Konstitutivni: po sestfihu vzdy stejna molekula mRNA - stejny protein

b) Alternativni: vznika vice druhd molekul mRNA = rGzné izoformy proteinu

sloZeny gen
el A e e

- regulace exprese
- regulace pomeéru izoforem

primami iranskupt
SR B T T e ) N e B
po

1,3,5= konslltutwm exony ? g = P otencialni exony
2,4 =i = konstitutivni exon
" oy nebo 2 =intron ¢

konstitutivni sestfih atternativni sestiih

protein izoforma proteinu

el i fe DR SR e

. . . , q e s . , . vy i
Intron (intragenic region): nekodujici sekvence RNA uvnitf genu, kterd je vystrizena zoforma protsinu

Exon (expressed regions): kddujici sekvence RNA, pfeloZend do proteini

- konstitutivni exon: pri vSech posttranskripcnich upravdch pisobi jako exon

- potencidlni exon: pfi nékterych posttranskripcnich upravdch plsobi jako exon, jindy jako intron
Izoformy proteint: funkcné pribuzné proteiny, lisi se v primdrni strukture



Alternativni sestfih

Skipped exon Splicing
T 1
.. .--potencialni exof . _.--

-
.
P ..
- -~

-
s
.

-
—————
- -
- -~

- - -
~~~~~~~~
-------
e

________
_________________

S. - Seead awe""
~ - - -p
Aty . ... e
S e

pre-mRNAs mRNAs
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13 variant alternativniho sestrihu u genu SYNGAP1
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Genel oc [EXBR Structure for SYNGAP1
ECgene alternative splicing isoforms for SYNGAP1

itabase (ASD) splice [ GAP1 Gene
EEEEENE RN EEEEEREEEEEEE

22 exont (pismeny oznaceny exonové jednotky)
Aintron
. spojeni dvou exonovych jednotek

SYNGAP1 protein is critical for the development of cognition and
proper synapse function. Mutations in humans can cause intellectual
disability, epilepsy, autism and sensory processing deficits.



Mechanismus sestfrihu mRNA

- Uprava primarni struktury mRNA - pouze za Udasti spliceozomu

- Proces fidi snRNP castice (komplex snRNA- a protein() - tvofi spliceozom
- primarni struktura intronu urcuje misto sestrihu: GU-AG

- Intron: 5'-konec GU; 3'-konec AG; uprostred misto vétveni A

- Vlastni sestrih probiha pomoci chemické reakce: Transesterifikace

e intron g .
5' : {5 3
L=
exon 1 éAC [I A Gu——-_vﬂgll@kﬂ“ @
(Y) NCAG G
AAG GUAAGU A
T 3'-misto sestiihu

5'-misto sestfihu
misto vétveni

R = purinovy nukleotid Nukleotid poskytujicl

Y = pyrimidinovy nukleotid skupinu 2-OH.

N = jakykoliv nukleotid

A =Anebo C pyrimidinovy Gisek '

¢ Oblast bohatéd na pyrimidinové nukleotidy.

Sekvence a nukleotidy zakreslené do $edého rdmecku
Jjsou vysoce kagzervaﬁvnf (¢etnost 100 %). .
Ostatni sekvence se vyskytuji v ¢etnosti 70 - 95 %.
Sekvence uvedené pod schématem intronu a exonu jsou sekvence, které

byly zjistény u savcil.



Transesterifikace v sestfihu pre-mRNA - mRNA
- preména fosfatového esteru v jiny bez hydrolyzy za nepfitomnosti ATP nebo GTP
- energie fosfodiesterové vazby z(stava zachovana

Fosfodiesterova
vazba

) NH
0] 0O
Il 1 1
HO*IID*O*FI’*O*FI’*O NKO
& & & o<
B-N- glykosidova
OHOH vazba

Nucleosid (cytidin)

. - 0

T
Cytidin monofosfat (CMP)

Cytidin trifosfat (CTP) R O I! O H

Pentdza woln,_O-__ om wodH, O~ on Fosfat

4 )
] [+ OH
on [o4] o [] o

Dusikati bize DNA (A, G,C,T) RNA (A, G,C,U)

o NHy NH ? [+]
| " A
{N\l"’J\NH {,N '“—’J'\‘“N @ H_-C»._[/ \'TH j:
N — S N Tl
| i T NTON ] N

Guanin Adenls  Cypesm Tymm Ul

Puinewd  pynimiing e

Estery: organické slouceniny, ve kterych je -OH skupina nahrazena organickym zbytkem vzniklym z alkoholu po odstépeni
vodiku.

Esterifikace: chemicka reakce, pfi které ester vznikad

Nukleové kyseliny jsou polymery: vidkno nukleotidi navzdjem spojenych fosfodiesterovou vazbou. Dusikatd bdze (A, T/U,
C, G) + cukr — pentoza (riboza/deoxyriboza) + fosfdat (mono- v fetézci, tri- volné)



Transesterifikace v sestfihu pre-RNA > mRNA

Prvni transesterifikace:

- spojeni exonul a intronu pres OH-
skupiny

- odpad z vazby (H,0) je pouZit na

X iR 5{_exon1 |
zakonceni 3'-konce exonu 1 (OH) a -1/ 3.

zakonceni 5'-konce intronu (H) |
lasovita intronexonova RNA

Prvni transesterifikace
(prvni pfenos OH-skupiny).

A

Druha transesterifikace: { exon2 |3
- spojeni obou exon(l do vysledné mRNA
>Po) > yeone [ xon 1 |-on .
- intron se odpoji ve formé lasovité RNA [ Druhé transesterifikace
(druhy prenos OH-skupiny).

lasovita intronova RNA

Sekvence pro transesterifikaci jsou \_
rozeznavany snRNP-¢asticemi a tvori OH
er s v. : . , lasovita
komplexy katalyzujici sestrih - 5[ exont | exon2 |3 intronexonova RNA
. 5 2'
Spliceozom 0 oA
o=p”
- | 3
OH
Of’o----m 3"
oH 2



Spliceozom

- velka elipsoidni ¢astice, sedimentacni koeficient 60S

- uvnitr jadra

- funkce: odstranuje introny z pre-mRNA (katalyzuje sestfih

mMRNA)

- tvoren komplexem 5 snRNA (U1, U2, U4, U5, U6) a rliznymi

proteiny

- slozZitosti podobny ribozomim, pozorovatelny elektronovym

mikroskopem

Lariat - laso

Splice site Splice site

Exon 1 / Intron \ Exon 2
5 [Em— ) A AG [E— 3

o U1 snRNP binds to pre-mRNA.

Branch-point sequence

A AG [T

e U2 snRNP binds to pre-mRNA.

A AG [T

W © ua/us and

US snRNPs bind.

Spliceosome

o RNA is cleaved at 5’ splice site
and lariat structure is formed. [T—g l

Lariat
structure

the two exons are joined, and an }

9 RNA is cleaved at 3’ splice site,
EJC (exon-junction complex) is added. 1

Exon1 Exon2

Messenger RNAT +

G Excised intron is degraded. |* —\

Excised
intron
lariat

i0ag0pply oy

© 2012 Pearson Education, Inc.



Spliceozom

Spliceosome
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MRNA je vysledkem spojeni exonti na stejné molekule primdrniho transkriptu (vyjimecné
dvou rtiznych molekul - bimolekuldrni sestrih)

Video: mRNA sestrih (splicing)



https://www.youtube.com/watch?v=YgmoHtLGb5c

PosttranskripCni Gpravy pre-rRNA

- transkripce RNA polymerazou |

- pre-rRNA obsahuje prepisy genu pro 5,8S, 18S a 28S rRNA

- geny jsou lokalizovany v DNA jadérka, kde probiha téz jejich transkripce do pre-rRNA
- introny jsou vystépeny, ale exony se nespojuji

- Stépeni pomoci endonukleaz

- 3 jednotky rRNA jsou vyuzity ke stavbé ribozomu spolu s ribozomovymi proteiny

Nontranscribed spacer Transcription unit
7 2 )

T em ™7 T mm 70 T mEm T T Em T

(a) Tandem array of DNA S

transcription units // Transcribed MR
/- spacer e
7 g -
/ ~
(b) One DNA 18s [s.ss]0 28s

transcription

Transcription by
RNA polymerase |

) P (45%) [ N

RNA processing

(cleavage) Transcribed spacers
degraded
(d) Mature rRNA _
sl il [ 1] [ ]
18S 5.8S 28S

rRNA rRNA rRNA

© 2012 Pearson Education, Inc.



Posttranskripcni tpravy pre-tRNA
jednotlivé tRNA uskutecriuji prenos jednotlivych aminokyselin

3' 3’

OH OH

L _L.

© Removal of leader sequence U] @ Replacement of 1A

I > N\ % nucleotides with CCA C|

5'[G[U[UTA[U[C[A[G[U[U[ A[ATUIV[GIA .o _2_

U:::z B . 5' P—{C]:::[G]

v Vd Vs Cl::: G rocessing Fiii_

1. Odstranéni vedouci sekvence na ul-[a| o
1 . C|:::[ G ul:::[al
5'-konci G|:::[ C| [Cl:::[ @]
1 G|::\C, 'Gl:::[C]
lli Esssf

’ . o (1]

2. nahrazeni dvou nukleotidi na 3'- | [g “A&cic@ A

konci sekvenci CCA (tam se pfipoji @ chemical

modification <

AM K) of bases

3. chemicka modifikace vybranych
bazi - tvorba "neobvyklych bazi"* L

4. vystfizeni intronQ

@ Excision of intron
(purple region of loop)

(a) Primary transcript (precursor) for yeast tyrosine tRNA (b) Mature tRNA, secondary structure

© 2012 Pearson Education, Inc.

*neobvyklé bdze zpresriuji syntézu proteinu (4-thiouridin, dihydrouridin, 1-methylguanozin...)



Posttranskripcni Upravy genoforu mitochondrii

- nepodléhaji upravé 5'-konce Cepickou
- zacinaji vedoucim kodonem AUG
- nejdllezitéjsi upravou je polyadenylace

Pravdépodobny ptivod mitochondrii:

- endosymbioza™ pred 1,45 miliardami let
- dlvody symbiozy: detoxifikace od O2 nebo produkce H2 jako zdroje energie

*fagocytoza prokaryotické buriky primitivni eukaryotickou jadernou burikou nebo jinou prokaryotickou burikou



Zajimavosti o RNA

- vétSina molekul mRNA rychle degraduje

- bakterialni mRNA ma polocas rozpadu v fadu minut

- eukaryotickd mRNA ma polocas rozpadu v radu hodin az dni
- tRNA a rRNA jsou stabilnéjsi nez mRNA

- transkripce umoznuje amplifikaci genetické informace diky mnozstvi kopii mRNA



Molekularni biologie

5. Translace genomu

Translace (preklad): tvorba proteinti na ribozomech podle mRNA

Osnova

Translace bakteridalni mRNA
Translace eukaryotické mRNA
Posttranslacni procesy

Hlavni zdroje:

S. Rosypal, Uvod do molekuldrni biologie 1-4
Masarykova Universita Brno

ISBN 80-902562

B. Staveley, Principles of Cell Biology
Memorial University of Newfoundland
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/CBhome.html|

M. Muller, Biology of Cells and Organisms
University of Illinios, Chicago

http.//www.uic.edu/classes/bios/bios100/summer2010/lecturesm10.htm

Wikipedia



Translace bakterialni mRNA

LTSI AT AT
Anscemon | O

NN,
mRNA

Ribosome

TRANSLATION

Polypeptide



Cast prvni: Bakterialni translace
Peptid = kratky retézec aminokyselin (AA); polypeptid = dlouhy retézec AA

- na ribozomech se tvofi polypeptidové fetézce za ucasti tRNA podle informace obsazené v mRNA
- vychozimi latkami je 20 standardnich aminokyselin + selenocystein a pyrrolysin
- aminokyseliny se nejprve aktivuji enzymem aminoacyl-tRNA-syntetazou
- dojde k vazbé aminokyseliny na tRNA a vznika aminoacyl-tRNA (aa-tRNA)
1. Iniciace: tvorba inicia¢niho komplexu z ribozom( 70S, mRNA a tRNA
2. Elongace: prodluzovani polypeptidového retézce
3. Terminace: zakonceni syntézy polypeptidového retézce, signalizovano terminacnim

kodonem.
eptide bond O Growing peptide chain
0 O ou
‘ ‘ A Y A () Q/amlnoacyl tRNA
(i \ ;\ Lys < \ Incoming tRNA
a \-{R“\ i\ \ ‘\\pﬂ bound to Amino Acid
R \ ‘ﬁ’*
M - terminus G- nus Outgaing \ \\
empty tRNA C'KG\E antlkOdOn
H R H Q9 HR H O ™ /
H. _C. _O. + H., _C. N, _C. __H
“rlq C H H’N“C’C“O’H - N c” o R
H 0 R H H 0o R H _
o RTRIRTRTRE ) A UL AU
+ HH kodon MessengerRNA
Aminokyselinovy (poly-peptidovy) fetézec (protein) Ribosome

- AA spojeny peptidovou vazbou mezi -NH, a COOH (kovalentni)
- rozliSujeme N-konec a C-konec
- na tRNA se vaze C-koncem, k fetézci se pripoji N-koncem

Peptide Synthesis

NH, - Amin; COOH - karboxylovad kyselina
Trp (tryptofan; W; kodon UGG); Lys (lyzin; K; AAA a AAG); Asp (kyselina asparagovd; D; GAU a GAC); Phe (fenylalanin; F; UUU a UUC)



NH; NH 0 o

Transferova RNA (tRNA) k N A EANH e A ”
¢ N | |
X, L L L LK
- sekvence CCA na 3'-konci adanin Ty e

Purimouvi

- obsahuje neobvyklé baze - zpfesnuji syntézu protein(
- jednotlivé tRNA uskutecnuji prenos jednotlivych aminokyselin
(existuje vice tRNA pro jednu aminokyselinu)

5-methyluridin
Sekundarni struktura - jetelovy listek (komplementarni sekvence)  4fiouridin ribotymidin pesudouridia

- 4 hlavni ramena j\ J\ P
- variabilni smycka HN “\ HN My T TN
a) kratka (3-5 nukleotid(l) /J\ ) | | D_)H /2

, g oy
b) dlouhd (13-21n., 75%RNA) T |
hiza ribéza ribdza
éS'-kanec
<€— pripojeni aminokyseliny dihydrouridin
' iy 0
S*konec 4 .& akceploroveé /]]\ H
& rameno HN™ \ﬁﬁ
seudouridinove | H
dihydrouridinové " rameno o’*”’i\‘“n/<H
ihydrouridinové T B _TVY(C.-smyéka
e ' * e
no - izopentenyladenozin 1-metylguanozin
T variabilnf & c"s
o - H—-H—-GH —CH=C
DHU-smyéka  , tikodonové @@ p-  smycCka oM,
rameno ' _N H cx _ N
vodikové vazby ]\
H NS “x ~

| antikodon ribnza "bm




Transferova RNA (tRNA)
Terciarni struktura

- vodikové vazby mezi bazemi dihydrouridinového ramena a preudouridinového ramena

pseudouridinové akceptorové rameno

R 3'-konec
misto pfipojeni
9 aminokyseliny

Svétlymi Sarami je
vyjadfeno spojenl
vodikovymi vazbami.

Sedym a dernym zbarvenim
je znazoméno propletani
fetézce.

variabiini ¢
smytka

DHU
smyéka

dihydrouridinové

rameno
6r———
\ 38 antikodonové
rameno

)

| antikodon Pofadové isla bazl, jejichz umistdni
- je zde piiblizng, mag‘)i stei{nfr vyznam

antikodonova jako na obr. 141.

smyécka



Aktivace aminokyselin

2 0 I Y
HO—p—0—H—0—h—0 <N | Py
Pripojeni aminokyseliny (AA) k pfislusné tRNA OH OH OH © "
- ve dvou krocich za katalyzy enzymem aminoacyl-tRNA-syntetazou (esterifikace)
OH OH
1. AA+ATP <~ AA-AMP + PP
2. AA-AMP + tRNA <> AA-tRNA + AMP
1 2.
R | |
_'1 - ///0 aminokyselina
HN: c.: . C“\‘on _ - | o AMP
H- _ HO —u—o-— RIBOZA — ADENIN
_ate - S : ‘
o OH
OH . OH
PP = HO—L —.0‘—.-11-“'_0H ) +
- B B
0 o -
S T
N - et 0
amino'at.;yl-a.d YIE| B HzN T c\O—— tbui
T ' H . ‘n? 57
. -/0 0 /
HN—/C —C
2 1 ™ L‘ —0— RIBOZA — ADENIN
H

" \oH

Estery: organické slouceniny, ve kterych je -OH skupina (napf. z karboxylu COOH) nahrazena organickym zbytkem vzniklym
z alkoholu po odstépeni vodiku.
Esterifikace: chemicka reakce, pri které ester vznikd



Vazebna rozpoznavaci mista na enzymu:
1. pro aminokyselinu

2. pro ATP
3. pro tRNA

Aktivace aminokyselin enzymem aminoacyl-tRNA-syntetazou

- AA + ATP vstupuje do aktivniho mista enzymu

- ATP ztraci pyrofosfat (PP) a AMP se kovalentné vaze na AA
- PP je hydrolyzovan na dveé fosfatové skupiny

- tRNA se kovalentné vaze na AA a nahrazuje tak AMP

- AA-tRNA se uvolnuje z enzymu

Aminoacyl-tRNA

Amino acid synthetase

0 Amino acid and ATP enter
the active site of the enzyme.

© AMP is joined to the
amino acid, accompanied ”
by release and breakdown >
of pyrophosphate.

®
o
@ Pyrophosphate

Phosphate

© AWP is displaced by tRNA,
creating an aminoacyl tRNA.

o Aminoacyl tRNA
is released from the
enzyme.

Aminoacyl tRNA

© 2012 Pearson Education, Inc.



Enzym aminoacyl-tRNA-syntetaza

- kazda aminoacyl-tRNA-syntetdaza je specificka jen pro jednu aminokyselinu a k ni odpovidajici varianty
tRNA (pribuzné)

- evoluéné konzervovana: 70% homologie mezi bakteriemi a savci
- patri mezi nejstarsi enzymy, spjat s vyvojem genetického kddu
Vazba enzymu na prislusnou tRNA:

- mimoradné presna (mutace v jednom nukleotidu zpUlsobi nerozpoznani)
- rozpoznavaci mista lezi na akceptorovém a antikodonovém rameni

[eRePd

akceptorové rameno

N

N

antikodonové rameno



Aktivace aminokyselin - souhrn

Amino acid 3
attachment site OH >

"k Ester bond

C]

1€

1A

C:::| G-p 5

Cl::G .

ol Alanine

IG|:::[C

ICl:::G

v U

C/::| G

A

E@c

These structures are drawn in the
3’ — 5' orientation because tRNA
aligns this way relative to mRNA.

Alanyl-tRNAAl

tRNAAI2

(a) Secondary structure of tRNA, before and after amino acid attachment

’

3
Amino acid /

attachment site

In the rest of the chapter,
tRNAs will be illustrated
using the simplified
version of this structure

Hydrogen bond shown below:

Color coding in this structure
corresponds to colored loops
shown in part (a) above.

—
Anticodon

Anticodon

(b) Tertiary structure of tRNA
© 2012 Pearson Education, Inc.




Aminokyseliny

Essential
Kde se berou? Histidine
Isoleucine
Syntéza AA probiha v biochemickych drahach za katalyzy enzymy =slels
Lysine
Ne vSechny organismy dokazi syntetizovat vSsechny AA Methionine
Phenylalanine
Clovék nedokaZe syntetizovat 9 z 21 AA (esencidlni aminokyseliny) Threonine
Tryptophan
Esencidlni AA pfijima ¢lovék v potravé Valine

Zakladnim kamenem pro aminokyseliny je dusik (téZ pro nukleotidy)
Hlavnim problémem v prirodé je ziskat dusik v pouzitelné formé; ve vzduchu 78%

Atmosfericky dusik N, (N=N) je relativné inertni a netvofi snadno slouceniny

Nonessential **
Alanine
Arginine”
Aspartic acid
Cysteine”
Glutamic acid
Glutamine*
Glycine®
Proline*
Serine”
Tyrosine®
Asparagine”

Selenacysteine

Reseni: mikroorganismy redukuji atmosfericky dusik N=N na amoniak (¢pavek, NH;) a ten pak pouZivaji

rostliny pro tvorbu aminokyselin

* za urcitych patofyziologickych podminek muZe byt syntéza téchto AA omezena
- Fenylketonurie: porucha premény fenylalaninu na tyrosin; genetickd, mentdlni retardace
** pyrrolyzin neni zahrnut v tabulce, jelikoZ se nevyskytuje u ¢clovéka (zdroj: Wikipedia)

Slozeni vzduchu

mDuslk mKysllk w Cstatnl piyny

1%




Ribozom
Ribonukleoproteinova Castice (rRNA + proteiny)

Funkce: Katalyzuje pripojovani aminokyselin podle kodu v mRNA
Poprvé popsan rumunskym védcem Georgem Emilem Paladem v 1950s

- v elektronovém mikroskopu se jevily jako "husté ¢astice" ¢i "granula”
- 1. 1974 obdrzel Nobelovu cenu

Termin "ribozom" byl navrhnut na konferenci "Syntézy protein(" r. 1958

During the course of the symposium a semantic difficulty became apparent.
To some of the participants, microsomes mean the ribonucleoprotein parti-
cles of the microsome fraction contaminated by other protein and lipid

material; to others, the microsomes consist of protein and lipid contami-

nated by particles. The phrase ‘microsomal particles’ does not seem

adequate, and ‘ribonucleoprotein particles of the microsome faction’ is

much too awkward. During the meeting the word| ‘ribosome’ Jwas sug-

ested; this seems a very satisfactory name, and it has a pleasant sound. The

present confusion would be eliminated if ‘ribosome’ were adopted to des-

ignate ribonucleoprotein particles in the size range 20 to 100 S.

Obr.: www.nobelprize.org



Prokaryotické ribozomy 70S

- Sedimentacni koeficient 70S
- Podjednotky: 30S a 50S

Proteiny - fialovd; rRNA oranZovd/Zlutd

S - Svedberg - sedimentacni koeficient



Ribozom Small subunit Large subunit Intact ribosome

(b) Two views of a bacterial ribosome and its subunits

© 2012 Pearson Education, Inc.



Vazebna mista na prokaryotickém ribozomu

P (peptidyl) site
& 50S subunit

A (aminoacyl) site
1. pro mRNA
- na podjednotce 30S E (exit) site
- obsahuje proteiny a 3'-konec 16S-rRNA
2. Aminoacylové misto (A-misto) o
- vazba AA-tRNA MRNA-Hiring
site
- na obou podjednotkach

3. Peptidylové misto (P-misto)
- na obou podjednotkach
- pfipojeni nové AA (na tRNA) k nascentnimu polypeptidovému fetézci

4. Vlystupni misto pro deacylovanou tRNA (exit; E-misto)

- vystup pro tRNA bez AA
- na podjednotce 50S

Growing
peptide

mRNA-binding
site

© 2012 Pearson Education, Inc.



PROCES TRANSLACE

tRNA carrying
first amino acid Ribosomal
—— subunits
UAC =cE=il !
Anticodon
INITIATION
5’ 3’ Soaiean \
= RNA = 0 During |n|t_|at|on, the components ELONGATION
AUG m UAG of the translational apparatus come 1
Start codon Stop codon J togetper wnth‘an mR!\lA, aqd a tRNA “. 9 .Durmg elongation,
carrying the first amino acid (AA,) 1 amino acids are brought to
binds to the start codon (AUG). the mRNA by tRNAs and
are added, one by one, to a
growing polypeptide chain.
Recycling of
translational
components
Completed geclteoa:se
polypeptide .
& TERMINATION
/ © During termination, a stop codon
5’ 3’ in the mRBNA is recognized by a
protein release factor, and the
translational apparatus comes apart,
Stop codon
© 2012 Pearson Education, Inc.

releasing a completed polypeptide.



Prubéh translace - Iniciace

- bakterialni mRNA se vaze do mRNA binding site ribozomu 5'-koncem (Shine-Dalgarno sekvenci)
- zacina AUG a konci stop kodonem (UAG, UAA nebo UGA) a za nim nekodujici sekvence na 3'-konci

- tyto sekvence jsou spolec¢né pro vSechny prokaryotni geny
- u prokaryot jsou geny polycistronni (vice genll na jedné mRNA) a tyto sekvence ma kazdy gen zvlast

Shine-Dalgarno sequence

Untranslated Coding sequence Untranslated
. A g A N > N
5’ 3
Ribosome- Start codon 9{}:2“ c&:oAn
binding site AUG ’ ’
; or UGA

(a) Bacterial mRNA



Prubéh translace - Iniciace

- prvni se zarazuje aminokyselina formylmethionin
- vznik katalyzovan transformylazou erminus
- k formylaci dochazi az po pfipojeni metioninu k tRNA (fMet tRNAMet)
- vazba na kodon AUG, pokud je na za¢atku - fMet-tRNA™et pokud neni > Met-tRNAMet
- po prodlouzeni na 15-30 AA se (50/50):
a) deformyluje na zpét methionin (katalyzovano deformylazou)
b) odbourava (katalyzovano aminopeptidazou)
- tedy cca 50% polypeptidd zac¢ind methioninem a zbytek tou druhou AA (kterakoli)

| 1]
H_N—C—COOH 0=—C—N—C—COOH
o formyl\ | R
CH2 CH
| ¢ deformylaza | 2 Aldehyd
CH S CH
| 2 transformylaza ~ [ 2
S S
| - |
CH, CH_ @)
|l
Metionin N-formylmetionin /C\

H H

Formaldehyd

Aldehyd: organicka sloucenina, kterd obsahuje aldehydickou funkcni skupinu formyl (-CHO)
neplést s alkoholem (R-CH,-OH)



Prubéh translace - Iniciace *

@ Initiation factors
Iniciaci Fidi iniciaéni faktory IF1, IF2 a IF3 i S i Y IF1 @ 'F3

Ribosome-binding site
(Shine-Dalgarno sequence)

1. Disociace ribozomu na jednotky 30S a 50S
- vazba IF na 30S mj. zabranuje znovuspojeni
- mRNA se spojuje Shine-Dalgarno sekvenci Initiator tRNA

s podjednotkou 30S © Initiator tANA and

mRNA bind to the
30S ribosomal subunit.

AUG
Start codon

2. IF2 se vaze s fMet-tRNAMet 3 ten nasedne na AUG

3. Odpojeni IF1 a IF2 za hydrolyzy GTP je signalem pro

pripojeni velké podjednotky - zlstava fMet-tRNAMet ng <
AUG kodonu mRNA v peptidylovém misté - iniciacni L e
komplex na Uuplném ribozomu

30S initiation complex

: ; 50S subunit
e 50S ribosomal subunit
becomes bound to the GTP hydrolysis "
30S initiation complex.
! ®

70S initiation complex
© 2012 Pearson Education, Inc.

Obrazky: http.//www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-22/CB22.html



Pribéh translace - Elongace

Elongaci fidi elongacni faktory: On et or paptid) Termination
1. EF-Tu (pfinasi aminocyl tRNA) Empty € ste , ’ mpty A se 2,’:‘;’;2:’;‘,{;;?,';;‘"
2. EF-G (posunuje ribozom o 1 kodon)

i B ternarni

wag o T\ @komplex
1. binarni komplex EF-Tu.GTP - ternarni komplex % ks eoden .
inarni

EF-Tu.GTP.AA-tRNA (vSechny AA s vyjimkou fMET- "',“:'n":":'n::c"y',‘:::'b‘,'::s" @ komp,ex
. v v . " . to the A site, escorted by EF-Tu
tRNA™Met) kodon AUG je ¢ten vidy jako metionin bound 0 GTP Durng A =
... and EF-Tu is released. EF-Ts
helps recycle the EF-Tu. 17

nucleotides, the peptidyl tRNA
moves from the A site to the

P site, and the empty tRNA
moves from the P site to the

E site, accompanied by the
hydrolysis of GTP bound to EF-G.

H“‘@
Recycling of
EF-Tu with help
of EF-Ts
S5l EF-G
posunuje
o kodon Peptidy!
transferase

: | Peptide bond formatlon]

2. ternarni komplex fidi vazbu aa-tRNA do A-mista " \ ransicontion]
ribozomu. Vazba na kodon mRNA a nukleotidy 16S- PN Stootio. o popa A~

rRNA a 23S-rRNA. Hydrolyza GTP a uvolnéni EF-Tu

vazby se sousedni AA. Z E-mista je vytésnéna
deacylovana tRNA

3. presun z A-mista do P-mista. Tvorba peptidové

4. Ribozom se posune o jeden kodon (3 nukleotidy)
smérem ke 3'-konci mRNA. Vlivem EF-G Do A-mista
se dostava novy kodon. Prodlouzeni
polypeptidového retézce o jednu AA. OznacCujeme
jako translokace ribozomu. © 2012 Person Esicton, e

0 A peptide bond is formed between
the carboxyl group of fMet (or, in later
cycles, of the terminal amino acid) at the
P site and the amino group of the newly
arrived amino acid at the A site.

Latinsky: "binarius" = sloZeny ze 2 Casti; "ternarius" = sloZeny ze 3 asti



Prubéh translace - Terminace

Nutna pfitomnost terminacniho kodonu a
terminacnich faktoru

Terminaci ridi "release" faktory RF1, RF2 a RF3

RF1: rozezndva kodony UAA a UAG
RF2: rozezndva kodony UAA a UGA
RF3: vaze GTP a stimuluje ¢innost RF1 a RF2

Pribéh terminace:

faktory uvolni tRNA z karboxylového konce
polypeptidového retézce - zastavi jeho
prodluzovani. Nasleduje uvolnéni polypeptidu a
rozpad ribozomu na podjednotky

Video: Bakteridlni translace

Polypeptide chain still
attached to tRNA

Release
factor

Stop codon at A site
(UAG, UAA, or UGA)

mRNA /

T =
Release

Polypeptlde factor
Ribosomal
subunits

Free tRNA
mRNA
5/

© 2012 Pearson Education, Inc.


https://www.youtube.com/watch?v=Ikq9AcBcohA

Pojmenovani STOP kodonu:

UAG Amber
UGA Opal
UAA Ochre

Nejprve byl objeven STOP kodon UAG a jeho objevitelé Richard Epstein a Charles Steinberg pojmenovali
"Amber" po svém kamaradovi Harrisi Bernsteinovi. DalSi 2 STOP kodony byly pojmenovany pro
zachovani "pojmenovani barevnych nerostd".

der Bernstein............. Amber.....coveeviivvnnnnn.n. Jantar
der Opal.....cccvvveeennnn. (0] o1 USRS Opal
das Ocker.......ccoee.... Ochre.....cceevvviinneennnnns Okr
Direction of
< transcription RNA

, . DNA /polymerase

Rychlost syntézy polypeptidu , ,
g }Polyribosome

- v E. coli se fetézec prodluzuje 10-20 AA/sek (cca 40 nukleotidi/s)

- na jedné molekule mRNA obvykle 10-15 ribozomu (polyribozom) —_— %@
i Polypeptide |




Geneticky kad
Sady tfi nukleotid(i (kodony) kéduji jednotlivé aminokyseliny

4 druhy nukleotid(l v kodonu po tfech: 43 = 64 kombinaci

Platny pro vSechny organismy od bakterie po ¢lovéka

Geneticky kod prolomen v 1960's

* Nebunécny systém translace prelozil poly-uracil (UUUU...) do peptidu
ze samych fenylalanind, poly-adenin (AAAA...) do poly-lysinu Ribonudleic acid
* Kombinace kratkych retézci mRNA filtrovany skrz filtr s ribozomy a byly
analyzovéany vysledné aminokyseliny - odhaleni triplet( kddujicich jednotlivé AA

1959 Nobelova cena "syntéza RNA a DNA" 1968 Nobelova cena "breaking the genetic code"
S. Ochoa M. W. Nirenberg 1 ke
A. Konberg H. G. Khorana

R. W. Holley

Severo Ochoa Arthur Kornberg
Prize share: 1/2 Prize share: 1/2

www.nobelprize.org

Codon 1

Codon 2

Codon 3

Codon 4

Codon 5

Codon 6

Codon 7




Tabulka mRNA kodonu

nonpolar | polar basic acidic

1st
base
Uuu
uuc
U
UUA
UUG
Cuu
CucC
c
CUA
CuG
AUU
AUC
A
AUA

u

(Phe/F) Phenylalanine

(Leu/L) Leucine

(lle/l) Isoleucine

AUGIH | (Met/M) Methionine

GuUU
GucC
GUA
GUG

AUG na zacdtku retézce je rozpozndn formylmethioninem, jinde pouze methioninem

(Val’v) Valine

(stop codon)

ucu
Ucc
UCA
UCG
Cccu
CCC
CCA
CCG
ACU
ACC
ACA
ACG
GCU
GCC
GCA
GCG

Celkem 64 kodonti (4 x 4 x 4; dle tabulky) kéduje 20 + 1 + 1 aminokyselin

Platny pro prokaryota i eukaryota

Standard genetic code

2nd base

UAU
UAC
UAA
UAG
CAU
CAC

(Ser/S) Serine

(Pro/P) Proline

(Thr/T) Threonine

(Ala/A) Alanine

A

(Tyr/Y) Tyrosine

Stop (Ochre)
Stop (Amber)

(His/H) Histidine

(GIn/Q) Glutamine

(Asn/N) Asparagine

(Lys/K) Lysine

(Asp/D) Aspartic acid

(GIW/E) Glutamic acid

3rd
G base

UuGu

(Cys/C) Cysteine
UGC
UGA | Stop (Opal)
UGG | (Trp/W) Tryptophan
caGu
CGC

(Arg/R) Arginine
CGA
CGG
AGU

(Ser/S) Serine
AGC
AGA

(Arg/R) Arginine
AGG
GGU
GGC

(Gly/G) Glycine
GGA

GGG

c

@ r» O C @ » O C @ » 0 C @ » O

21. aminokyselina Selenocystein je rozpozndvdna stop kodonem Opal (UGA) za specifickych podminek (vc. ¢lovéka)
22. aminokyselina Pyrrolysin je rozpozndvdna stop kodonem Amber (UAG) za specifickych podminek (pouze prokaryota)




Kodovani aminokyselin:

- Celkem 64 kodon( na mRNA (4 x 4 x 4; dle tabulky) kdduje 20 + 1 + 1 aminokyselin

- AntikodonU na tRNA, které rozezndvaji kodony na mRNA je vidy méneé a lisi se dle skupiny organism

- Tedy, jedna tRNA, ktera prindsi aminokyselinu dokaze rozpoznat vice kodoni na mRNA (na poslednim -
tfetim - misté kodonu nemusi odpovidat komplementarni baze)

= Pravidlo o kolisavém parovani bazi (wobble base pairing)

- v zavislosti na druhu organismu muze existovat vice tRNA pro jednu AA
- E. coli: 40 antikodonU (tRNA) pro 64 kodonU (gramnegativni bakterie)
- Grampozitivni bakterie: 33 tRNA; mykoplasmata: 28 tRNA

Leu Leu
315 Identical of
leucine
tRNAs
GAG GAG
Normal Wobble
mRNA C UC pairing C U U pairing

B s e By e 3’

©2010 Pe:

Mykoplasmata: drobné bakterie bez bunécné stény. Resistentni viici antibiotikim cilicim na bunécnou sténu (napr. Penicilin)



Gramnegativni bakterie: 40 antikodoniG* (tRNA) pro 64 kodonu

Antikodony tRNA pouzi

Pravidlo o kolisavém parovani bazi

ivané ke &teni genetického kédu v ribozomech
gramnagatwnich bakterii o

* Ant/koonv tabu/ce nutno obrdtit zrcadlové

E kudon antlkudnn i kodon anﬂkudon kodon antukodon k&'&.‘:‘._._;-"' antikodon

d 53003y (5 xxxa'l (5'x)m') (5' '{sm(a'} (5- fle0) (sxxxa']

{ Phe (uuul - _ser(ucm GGA {ryr (UAU) s’ Cys (UGU}

| Phe {uu-:} sgr(uoc] Jryr waey " teys (Ut-‘-cl .
. n

_Leu {UUA} UM Sar(UCA) UGA Trrrt {UM) .D_ E 'I'rm lUGA} RN

'_Leu (uus) CM $or(UCG)* - CGA Trm (UAG) e {UGG] CCA |

Leu (cuu',n G Pro(ccu) \_ Hls {cnuy QUG Arg {CGUi o

| {cum | pm{CCC) |His (CAC) - 1T - Ar‘g (C6C)

i 2 Iarg (CGA

Lau {cum UAG .. Pro{CGA] GG__ e (CAR) G 9 {G ___) ceo

| Leu (CUG) ~ CAG Pro (GCG) . CGG Gin. ({CAG | cUG J"‘\rg (CGG)

|ie (AUU} Thr (ACU} Asn {AAU} : Sar (AGLI}

GAU | Quu

e (AUA) LAU  [Thr(ACA} | - [ys (AAA) o (AN f{“fGN vy

Met (AUG) CAU - [Thr (ACG) _' cgu Lys (AAG) Arg (AGG).  CCU-

| val (GUU) ~ }Ala (GCU) . [hsp (GAL) auc Gly 6y N c :

lval (Guc) YAC  laja (Geg) 89¢ asp (GAQ) ey (6sc) |

Val (GUA) - Ala (GCG) G-lu {GAA) Gly {GGA) ucc '

N ¢ ]GAC { uGge - | uwuc -

Lot cuo) *° laaieon " e Joycso coc |

Neobvyklé baze typické v tRNA
(na poslednim misté*)

Lyzidin (L)
- specificky pro isoleucin
- vazba na adenin

NH

| &
HO N)\N/\/\/\COOH
0 H

OH OH

Queuosine (Q)
- specificky pro histidin, tyrosin,
kyselinu asparagovou a asparagin
- vazba na uracil a cytosin o

N NH,

Inosine (I)
- specificky pro arginin
- vazba na uracil a cytosin 0

N
/ NH
CHZOOH <N\||’\):

OH OH

N

OH OH



o}

21. aminokyselina Selenocystein (Sec)
HS,\HLOH
- je obsaZen v tzv. "selenoproteinech" (napf. enzym glutathion peroxidaza) L_cmzm

- vyskytuje se i u Clovéka

- pfenasen specidlni tRNA (tRNA>e€)

- na tRNASe¢ se nejprve vaze serin, ktery je pomoci selenocysteinazy preménén na selenocystein
- rozpoznava Opal kodon UGA (normalné terminacni); znamo od r1986*

- aby nebyl UGA rozpoznan jako terminacni, je nutna vlasenka (hairpin) na mRNA a protein SELB
- selenocysteyl-tRNA%¢¢ je do ribozomu prenasena specifickym elongaénim faktorem SELB

0 0
HO OH selenocysteinaza HSe/\)LO H
NH; NH,
Serin Selenocystein

Sekvence ve vlasence je rozeznavana

Na tento kodon elonga&nim faktorem SELB pfenasejicim
se vaze EEC selenocysteyl-tRNA do ribozomut.
selenocysteyl~tRN

pomoci antikadonu ACU.

UVUUUUGGAUCCCU-3

*Chambers et al., Zinoni et al.

Glutathion peroxiddza: enzym, ktery v téle méni jedovaty peroxid vodiku na vodu a molekuldrni kyslik



22. aminokyselina Pyrrolysin (Pyl)

- obsazena v nékterych archea a bakteriich, ne u ¢lovéka

- rozpoznava Amber kodon UAG (normalné terminacni)

- objeven v r. 2002*

- vyskytuje se v aktivnim misté enzymu methyltransferazy u archei produkujicich metan

- syntetizovan ze 2 molekul lysinu

- podobné jako u selenocysteinu, pritomnost RNA vlasenky (PYLIS; Pyl insertion structure) za UAG
mistem umoznuje inserci Pyrrolysinu v archaea.

- ostatni varianty lysinu (napt. hydroxylysin, methyllysin) nejsou kédovany samostatnym kodonem a
vznikaji post-translacni modifikaci lysinu

O o)
H2N ~
OH ” OH
NH; NH,
2x L-lysin Pyrrolysin

Pyrrolysine Encoded by UAG in
Archaea: Charging of a
UAG-Decoding Specialized tRNA

Gayathri Srinivasan, Carey M. James, Joseph A. Krzycki*

Pyrrolysine is a lysine derivative encoded by the UAG codon in methylamine
methyltransferase genes of Methanosarcina barkeri. Near a methyltransferase
gene cluster is the pylT gene, which encodes an unusual transfer RNA (tRMA)
with a CUA anticodon. The adjacent pyl5 gene encodes a class Il aminoacyl-
tRNA synthetase that charges the pyiT-derived tRNA with lysine but is not
closely related to known lysyl-tRNA synthetases. Homologs of pylS and pylT
are found in a Gram-positive bacterium. Charging a tRNA_,,, with lysine is a
likely first step in translating UAG amber codons as pyrrolysine in certain
methanogens. Our results indicate that pyrrolysine is the 22nd genetically
encoded natural amino acid.

* Srinivasan et a., Science 2002



Translace v elektronovém mikroskopu

www.env.boblupo.com



Translace eukaryotické mRNA



Cast druha: Eukaryoticka translace

a) u zivocich( v cytoplasmé a v mitochondriich
b) u rostlin v cytoplasmé, mitochondriich a chloroplastech

Cytoplasmatické ribozomy: lisi se od prokaryotickych; 80S
Mitochondridlni a chloroplastové ribozomy: stejné jako u prokaryot; 70S

Rozdily v eukaryotické (cytoplasmatické) translace oproti prokaryotické:

1. Pocatecni AA je methionin (na N-konci polypeptidového retézce)
- inicia¢ni tRNAMet neni formylovana in vivo*
- stejny iniciacni kodon AUG
- po prodlouzeni fetézce byva odstépen aminopeptidazou

2. Vys$si pocet inicia€nich faktor( nez u prokaryot

prvni AA v fetézci je methionin — o

H— N7
H

* pokusy prokdzaly, Ze in vitro ji Ize formylovat formyldzou z E. coli



Eukaryotni mRNA:

- narozdil od prokaryotni mRNA neobsahuje Shine-Dalgarno sekvenci (ribosome binding site)
- startovaci kodon se nachazi v "sekvenci Kozakové" CAAAAUG, kam je poloZena prvni AA Met-tRNAMet
proti kodonu AUG (ne, formylmethionin)
- oproti prokaryotlim, obsahuje navic:
- Cepicka na 5'-konci (5 prime cap; m7G - 7-metylguanozin) - vaze CBP-proteiny™* nezbytné
pro iniciaci translace (posadi mMRNA na ribozom)
- polyadenylace 3'-konce (3 prime poly(A) tail) - ochrana proti ucinku exonukledz

Untranslated Coding sequence Untranslated
s 2 v 2 S » %

5’ 3’
Shine-Dalgarno Ribosome- Start codon sl}:g cgzzn
binding site AUG > ’

9 or UGA
(a) Bacterial mRNA
Untranslated Coding sequence Untranslated
r * Y - N N

.
Cap| [ | Poly(A)] 3

(b) Eukaryotic mRNA

© 2012 Pearson Education, Inc

51

*CREB-binding protein (poprvé izolovdn jako nukledrni protein, ktery se vaze na CREB protein)



Cytoplasmaticky ribozom 80S:

- 2 podjednotky slozené z: j i
- 4 molekuly rRNA (18S, 58S, 5,8S a 28S u savcl) ---L—--—-~-—mm—m

. . 605
- 70 proteinu 1 5,05 rRNA
5,85 rRNA
_ - . o _ 128S rRNA (savci) §
- Sedimentacni koeficient zavisi na druhu organismu: 1255 RNA (rostliny}

- celkem kolem 80S { e
- podjednotky cca 40S a 60S

a) Volné ribozomy: volné v cytoplasmé
- vétSinou syntéza intraceluldrnich proteint

b) Vazané ribozomy: vazané na endoplazmatické retikulum (ER)
- pokryté casti ER (drsné ER) a nepokryté ) ) o
Easti ER (hladké ER) $. .% “"'f,f‘i -ﬂ,;@«,; 3, X
- vétSinou syntéza extraceluldrnich proteint
(cirkulujici v krvi a membranové)

-u PPN
B ,.. < P ":"'

slideshare.net



Signalni rozpoznavaci castice (SRP)

- SRP slouZi pro vazbu protein(i na endoplasmatické retikulum (pro transport ven z bunky ¢i zabudovani

do membran) u eukaryot*

- SRP se vyskytuje téZ u prokaryot u proteint cytoplasmatické membrany*

- N-konec polypeptidu obsahuje signalni sekvenci (15-25 AA)

- Béhem syntézy vazba na SRP a zastaveni elongace

- Komplex nascentniho polypeptidu + SRP se vaze na specificky receptor v membrané ER

- SRP je odstépen )
. 3

- po dokonceni

translace je

ribozom uvolnén

z ER

Ribosome
o nascent chain

Signal
sequence

Copyright © 2006 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Microbiology

*Nagai et al., EMBO 2003



Prubéh cytoplasmatické translace

1

It\iciace ’ o o V tmavjeh krouseich
Ucastni se soubor eukaryotickych iniciacnich faktort - "elFs" e Gisk 3 ’

[24) @
- elF-3 (na malé podjednotce) a elF-3A (na velké) udrzuji N tomrni \'

omplex
ribozomové podjednotky od sebe @~—/’/ e an‘\
: 8

- Dllezitou roli hraje elF-2, ktery vaze iniciacni tRNAMet na
malou ribozomalni podjednotku 40S (43S-transla¢ni komplex) —CBP-proteiny o
e -

5
pin'G quol:.rm}-\\

- mRNA se napoji na malou podjednotku ribozomu (43S-
komplex) pomoci CBP-proteinti 5'-konci mRNA (m’G)

ATP
- Neni zde Shine-Dalgarno sekvence za kterou by nasledoval
AUG kodon - probiha tzv. skenovani (hledani za¢atku AUG)

prediniciatni  ff.

komplex
et

A U G NavdZe se na dalsf
volnou podfednothu
408,

- 40S podjednotka se pohybuje po mRNA od 5'-konce k 3'-
konci az nalezne "sekvenci Kozakové" CAAAAUG CBP-proteiny

Q-0

- Met-tRNAMet je poloZena na peptydylové misto proti kodonu

- Uvolnénim faktor( elF-3 a elF-3A se ribozomové
NavdZe se na dalsj

podjednotky spoji _ Obr. 267a valnou podjadnothu
Iniciace eukaryotické translace '



Prubéh cytoplasmatické translace
Elongace

- Rizena elongaénimi faktory EF-1 a EF-2
- Oba faktory znacné homologni s bakterialnimi EF-T a EF-G
- Elongace probiha stejné jako u bakterii

Terminace

- Na rozdil od prokaryot (3 RFs) pouze jeden terminacni faktor: eRF (eukaryotic release factor)
- Rozezndva stejné 3 terminacni kodony jako u prokaryot a uvolnuje polypeptidovy retézec z ribozomu

UAG Amber
UGA Opal
UAA Ochre




Kédovani aminokyselin u eukaryot

- Standardni geneticky kéd
- Plati pravidlo o kolisavém parovani bazi: 45 tRNA pro 64 mRNA
- z neobvyklych bazi se vyskytuje pouze inosine (l) (vazba na uracil a cytosin)

Tab., 27
Antikodony tRNA pouzivané ke &teni genetického kédu v cytoplazmatickych ribozomech eukaryotické bunky
j i aminokyselina aminokyselina aminokyselina .
“’“‘;’fﬂﬁ"‘“" antikodon kudz: antikodon|  kodon antikodon|  yadon antikodon
(5"XXX37) (5'XXX3") (5"XXX3") (5'XXX3") | (5'XXX3") (5'XXX3) | (5'XXX3) (5"XXX3")
Phe (UUU) Ser (UCU) Tyr (UAU) Cys (UGU)
Phe(UUC) ser (UCC)  IGA Tyr UAC)  GUA  icys ugg)  GCA
- Trm (UAA) 0 Trm (UGA) 0
Leu (UUA) Ser (UCA)
ouwue)  Meaa |ser weg)  YCheea [Tm UAG) o Trp (UGG)  CCA
Leu (CUU) Pro (CCU) His (CAU) GUG Arg (CGU)
Leu (CUC) IAG Pro {(CCC) IGG His {CAG) Arg (CGC) ICG
Arg (CGA)
Leu (CUA) Pro (GGA) Gin (CAA) e uce
Lewicug) UA%cac | Protcce)  “®CPcee | Gin (cAG CUG | Arg (CGG) cCG
lle (AUU) Thr {ACU) Asn (AAU) cUU Ser [AGU) GeU
lle (AUC) AU Thr (ACC) IGU Asn (AAC) Ser {AGC)
lle (AUA) UAU | Thr (ACA) .y Lys (AAA) iy Arg (AGA) uee
Met (AUG) CAU Thr (ACG) CGU | Lys (AAG) CUU | Arg (AGG) cCcG
Val (GUU) Ala (GCU) Asp (GAU) cue Gly (GGU)
val (GUC)  IAC Ala (GCC) IGC Asp (GAC) Gly (GGC) GCC
Glu (GAA) Gly (GGA)
Val (GUA) Ala (GCA) UGC uuc ucc
val (GUG) UAC ..o | ala(ace) ¢Ge | Glu (GAG) cuc | Gly (GGG) cce

* Antikodon v tabulce nutno obrdtit zrcadlové



Translace v mitochondriich

- translace podobna jako u bakterii (podpora endosymbiotické teorie)
- zaCina formylmethioninem

- ribozomy 70S
- probiha uvnitf mitochondrie, ale neni Uplné autonomni
- zavisla na nékterych proteinech tvorenych v cytoplasmé

- aminoacyl-tRNA-syntetazy; ribozomové proteiny a iniciacni a elongacni faktory
- vlastni tRNA

Geneticky kad:
- pouze 22 tRNA (bez neobvyklych bazi)
- nejnizsi znamy pocet druht tRNA schopny zajistit translaci

i i i i i lina aminokyselina
aml;:cll(g:elma antikodon amlszgﬁelma antikodon am’;‘:ﬁ:‘* ' antikodon kodon ankaodc:n
{5XXX3") (5"XX3") (5XXX3) {5XXX3') | (5'XXX3") (5XXX3Y) | (53 {5"XXX37)
Phe (UUU) Ser (UCU) Tyr (UAU) Cys (UGU)
preug) oA Ser (UCC) o0 Tyr (UAC)  GUA Cys (ugc) GCA
Leu (UUA) Ser (UCA) Trm (UAA) 0 '1F-rp {:{',g:;], UCA
Leu {UUG) UAA Ser (UCG) Trm (UAG) 0 P
Leu (CUU) Pro (CCU) Hi-s {CAU) GUG :rg (zgz;
Leu(CUC) .0 Pro (CCC)  uc His (CAC) Arrgg ((CGA) vee
Leu (CUA) Pro (CCA} Gin (CAA)
Leu (CUG) Pro (CCG) Gln (CAG Arg (GGG)
Thr (ACU Asn (AAU) Ser (AGU)
lle (AUU) GAU r (ACU) cuU Sor (he) ccu
lle (AUC) Thr (AGC) UGU Asn (AAC) r {
AGA
Met (AUA) UAU Thr (ACA) Lys (AAA) ULy Trm (AGA) g
Met (AUG) Thr {ACG) Lys (AAG) Trm (AGG)
Gly (GGU)
Val (GUU) Ala (GCU) Asp (GAU)
Val (GUC) Ala (GCC) Asp (GAC) Gly (GGG) Uce
vai guay  UAC ala(Gca) YCGC G (GAR) e Gly (GGA)
Gly {GGG)
Val (GUG) Ala (GCG) Glu (GAG)

* Antikodon v tabulce nutno obrdtit zrcadlové



Translace v chloroplastech

- podobna jako u bakterii a mitochondrii
- zaCina formylmethioninem

- ribozomy 70S

- 30 druht tRNA (bez neobvyklych bazi)

aminokyselina i aminokyselina - | aminokyselina i i
kodon antikodon kodon antikodon kotl;gn antikodon am;-n::::elma antikodon
{5 3XX3") (5"XXX3"} (5 XXX3) (5'AXX3) | (5XXX3Y (SXXX3) | (5XXX37) (520(X3")
Phe {UUU) Ser {UCU) ' Tyr {UAU} C
c ys (UGU)

Phequugy  O°A ser ucc) CGA Tyr (JAC)  GUA Cys (UGC)  GCA
LeuUuA) Ser (UCA) Trm (UAA) 0 Trm (UGA) o
Leu (UUG) CAA [Ser (UCG) Trm (UAG) 0 Trp (UGG) CCA
Leu (C i

eu (CUU) Pro (CCU) Hts (CAU) GUG Arg (CGU) ACG
Leu {CUC) UAG Pro (CCC) .o His (CAC) Arg {CGC)

Leu (CUA) : Pro (CCA) Gin (CAA) uUG Arg (CGA)

Leu {CUG) Pro (CCG) Gin {CAG Arg (CGG) CCG
le (AUU) GAU Thr (ACU) 56U Asn (AAU) Ser (AGU) e
lle (AUC) Thr (ACC) asn(anc)  BYY  Iser (aco) v
le (AUA) CAU Thr (ACA) Lys (AAA) Arg (AGA)

UuGu uuu
Met (AUG)  CAU Thr (ACG) Lys (AAG) Arg (AGG) ucu
Val (GUU) Ala (GCU) Asp (GAU) Gly (GGU)
GAC

Val (GUC) Ala (GEC) Asp (Gac) GUC cly (6ee)  GCC
val (GUA) Ala(GCA)  UGC Glu (GAA) ¢ Gly (GGA) .o
Val (GUG) UAC Ala (GCG) Glu {(GAG) Gly (GGG}

* Antikodon v tabulce nutno obrdtit zrcadlové




Posttranslacni procesy



Posttranslacni procesy

- U prokaryot i eukaryot
- translaci kondi prenos genetické informace ze strukturniho genu na protein
- vlastnosti proteinu urcuje primarni struktura: tvar, chemické vlastnosti...

Upravy polypeptidového fetézce
a) kotranslacni - Uprava nascentniho* retézce polypeptidu
b) posttranslacni - vznika funkéni polypeptidovy rfetézec

Urovné organizace proteinu (3D tvar)
1. Primarni struktura: poradi aminokyselin v retézci
2. Sekundarni struktura: prostorové uspordaddni hlavniho retézce (a-helix a 8-skladany list)
3. Tercidrni struktura: prostorové usporaddni celého retézce (vc. reakce na okoli hydrofobni)
4. Kvartérni struktura: usporadadni vice podjednotek (oligomerni protein)

*Nascentni retézec: jesté se prodluZujici (rozliSujte mezi nascentnim retézcem mRNA a polypeptidu)
Nékdy nebyva rozlisovana kotranslace a posttranslace a oba déje jsou spojeny do posttranslacnich modifikaci



H H H

KOTRANSLACE | |
Hz.NkC*COOH 0—C—N—C—COOH
c|H formle‘ ‘\:H
f s v v 2 s
Uprava nascentniho* Fetézce b, W elomuim 1
| 2 transformylaza | 2
v |
- Deformylace s s
- u prokaryot; u eukaryot pouze v mitochondriich a chloroplastech  wmetionin N-formylmetionin

- odstranéni formylové skupiny z formylmethioninu na N-koci polypeptidového retézce
- enzym: deformylaza

- u prokaryot i eukaryot """
- od$t&peni prvni AA (N-terminalniho methioninu) (popt. i dal3ich AA)

- enzym: aminopeptidaza
OO0H

OO0H
. 12 ege . . . HoN—G—H — TP, HZN_f_H
- Chemicka modifikace aminokyselin polypeptidu 2 R
. . o . . -pro I l
- modifikace R-zbytkl aminokyselin OH
a) Fosforylace - pfipojeni fosfatu (serin, treonin a tyrozin) serin "°_§_°“
b) Glykozylace - pfipojeni cukru (asparagin a serin) O-fosfoserin
c) Hydroxylace - pripojeni hydroxylové skupiny (-OH; lyzin a prolin) Ser
4 v/ v 4 . 0
- katalyza prisluSnymi enzymy don
OH 0 HOH,G nc?
OH O\\\o
HaN [RUSRET—— HsN oM "-.\ Glycosidic bone
OH OH Rl
NH, NH, RN -CHs
lysine 5-hydroxylysine o

* P v T, O-linked GaINAC
Nascentni fetézec: jesté se prodluZujici N-acetyl-galactosamine



Sekundarni struktrura

- Spontanni tvorba sekundarni struktury jesté pfed dokoncéenim syntézy polypeptidu
- Sekundarni strukturu proteinu urcuji vodikové vazby mezi CO- a NH- skupinami

- a-helix nebo B-skladany list

- rozhodnuti jestli bude helix nebo list je zfejmé uréeno primarni strukturou

o~helix

B-pleated
sheet

Obr: www.studyblue.com



Terciarni struktura

- Tvorba disulfidovych vazeb (SS mustek)

- proti sobé polozené sulfhydrylové skupiny mohou byt oxidovany - tvorba disulfidovych vazeb

- pouze u cysteinu (vodiky se odstépi a vytvori peroxid vodiku)
- tvorba terciarni struktury polypeptidového retézce
- disulfidova vazba je kovalentni

- spontanné se tvori pomalu oxidaci (hodiny), v burice je vSak katalyzovana enzymem

proteindisulfidizomerazou (sek.)

coeo- coor

+ +
HyN—CH HyN—CH

coor coo-
polypeptid ilsrin T, HyN——CH HsN——CH
2 )
iontova : LH2 LH
vazba . OH..........-...M 2
oLy e I
: ; . vazba = ool
NEKOVALENTNI o 5 : cystein oystein
VAZBY Hz karboxylova
skupina [ Fp— o=(

1
i vodikova vazba

o H H mezi

2 CHZ‘\CH:! peptidovymi vazbami

disuffidovd ¢, H3  hydrofobni

| vazba 3 nterakce

CHy CHy NEKOVALENTNI

I.Hz

Kovalentni vazba: dva prvky sdili jeden nebo vice pdrt elektrond, vysokd vazebnd energie
Nekovalentni vazby: nizsi vazebnd energie, napr. iontova nebo vodikovad

\ ch, y




Terciarni struktura

- Tvorba disulfidovych vazeb (SS mustek)

jontova
~ vazba

vndikov%l:ﬁm*
OH / vazha
_ . . vazba
NEXKOVALENTNI - '

- - Ve e o &
Disulfidova vazba spojuje 5 Karboxylové

. Ly . . , VAZBY )
a) cysteiny stejného retézce (napf. u ribonukleaz) skupina L, TR 0=(
b) cysteiny rGznych retézcl (napft. glutathion, inzulin) _ e |!,
- vodikova vazba
. . viir L . . ; A . mezi
Mikroorganismy zijici v extrémné vysokych teplotach 2 ¢ty cn,  Peptidovymi vazbami
.7 s Vé . 7 Vé o o ‘_;
mavjl ve svy’ch b||k9V|nach mnohem vice SS mustk dsulidovi M3 hdrofobni
nez ostatni organismy , vazba 3 nterakce

CHy NEKOVALENTNI
- VAZBY

Definice nekovalentnich vazeb ucastnicich se tvorby terciarni struktury proteinu:

Nekovalentni vazby:

- iontova: jeden prvek pritdhne elektron(y) druhého a stane se aniontem (-), druhy prvek kationtem (+). Prvky jsou
vdzdny elektrostaticky. Slabsi vazba neZ kovalentni

- vodikova (téZ vodikovy mustek): podstatné slabsi neZ kovalentni a iontovd. Vodik je vdzdn na silny elektronegativni
prvek (kyslik, fluor, dusik). Jediny elektron vodiku je odcerpdn a (napr. kyslikem) kladné nabité jadro je odhaleno a
vznika parcidlni kladny ndboj, ktery poutd okolni elektronegativni prvky (napr. kyslik)

Kovalentni vazba:
dva prvky sdili jeden nebo vice pdru elektrond, vysokd vazebnd energie



Skladani proteini (folding)

- pro spravnou funkci musi byt protein spravné sloZzen
- Primdrni sekvence je nékdy dostatecnd pro primé skladani

Chaperony

- Cerstvé vytvofené nebo denaturované proteiny ¢asto potiebuji pomoc "chaperontl" pro slozeni do
spravného tvaru

- Funkce: Chrani nesbalené proteiny a pomahaji jejich spravnému sbaleni

- Nejznaméjsimi chaperony jsou heatshock proteiny rodiny Hsp70 (velikost 70 kDa), které v podobné
strukture existuji u vSech organismi

- Prokaryota exprimuji 3 proteiny Hsp70 rodiny: DnaK, HscA (Hsc66) a HscC (Hsc62)

- Heatshock proteiny se také tvori vlivem stresu (napr. vysoké teploté)

- Proteiny denaturované teplem mohou byt renaturovany pomoci chaperont

c Q@
LS N

% 3 | J-domain
) protemn
Misfolded s L\ . s - Native
protein . SN~ < protein

Nucleotide-
binding

-~ )
-t omamn
Substrate- {Dnak) ‘

binding
domain 5

Lo

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



POSTTRANSLACNI UPRAVY
Chemicka modifikace, kterou vznika funkéni polypeptidovy retézec

- Vystépeni peptidl
- odstranuji se vétsi useky polypeptidu
- podobné jako u pre-mRNA dochazi ke "splicingu"
- vyStépuiji se "inteiny" a z(stavaji "exteiny"

- Tvorba kvartérni struktury
- spojeni vice polypeptidovych retézcli do "oligomernich protein("
- vétSinou vodikové mustky a jiné nekovalentni vazby
- dimer, trimer, tetramer...
- oligomer se v Zivé soustave chova jako jedna molekula s biologickou funkci

- Sestavovani nadmolekularnich struktur
- enzymové komplexy, ribozomy, proteinové filamenty, membrany aj.

- PFidani prostetickych skupin (kofaktort)
- kofaktor: nepolypeptidova jednotka nutna pro funkci urcitého proteinu
- prosteticka skupina: kofaktor pevné vazany na protein (i kovalentné)

- nachazi se v aktivnim misté enzymu

a) organicka: vitamin, lipid, cukr
b) anorganicka: iont kovu



POSTTRANSLACNI UPRAVA HEMOGLOBINU

- transportni metaloprotein ¢ervenych krvinek obratlovc(
- Funkce: transport kysliku z plic do tkani a odstrafiovani oxidu uhli¢itého z tkani do plic
- u dospélého clovéka se sklada ze 4 podjednotek (2x a, 2x 13)
- kazda podjednotka obsahuje

a) bilkovinnou cast — globin

b) prostetickou ¢ast — hem (s Zelezem)

Hemovad skupina (zdroj: wikipedia)

Struktura hemoglobinu: Proteiny 2x o (Cervend) a 2x B (modra) a
hemoveé skupiny (zelena) (zdroj: wikipedia)



POSTTRANSLACNI UPRAVA HEMOGLOBINU

- podle polarity aminokyselin v globinu se molekula ve vodé usporada do terciarni struktury
(hydrofobni interakce)

a) hydrofilni AA vné molekuly
b) hydrofobni AA dovnitf molekuly (tzv. hydrofobni kapsa)

- do hydrofobni kapsy je vloZzena molekula hemu (dvojmocné Zelezo chranéno proti oxidaci Fe?* >
Fe3*)

- kazdy ze 4 Fe?* iontl hemu reverzibilné vaze molekulu kysliku (oxygenace hemoglobinu)

100
95.8

50

Percent saturation (sO,, %)

0 26.8 40 80 120
Oxygen partial pressure (pO,, mmHg)

Schopnost navazani 02 a ztrata CO2 na Zeleznatém ionu je Umérny parcidlnimu tlaku dychacich plyn( (v plicich ma kyslik vyssi parcialni tlak
nez oxid uhlicity — ve tkanich je tomu naopak). Zdroj Wikipedia.



Nékteré nemoci jsou charakteristické chybnym tvarem urcitych proteint

Alzheimerova nemoc (AD)

- 70% pripadl demence je zptUsobeno AD

- ztrata kratkodobé paméti - problémy s feci, dezorientace, vykyvy ndlad, nevhodné chovani - ztrata
télnich funkci a smrt

- doba preziti od diagnozy: 3-9 let

- priciny: genetické predispozice (70%), vysoky tlak, deprese

- fyzické a dusevni cviceni pomah3, IéCba neexistuje

Cerebral

Cortex 34 ey Extreme Shrinkage of
; e e Cerebral Cortex

Extreme
Shrinkage of
Hippocampus

Hippocampus i Entorhinal
Cortex

Crews and Masliah, Human Molecular Genetics 2010; Wikipedia



Molekularni podstata AD

Amyloid prekurzorovy protein (APP)
- membranovy protein
- koncentrovdn v synapsich neuronut

- reguldtor tvorby synapsi, neurdlni plasticity a exportu Zeleza
- je prekurzorem molekuly beta amyloidu (AB) - polypetidu 37-49 AA
- oligomery AB zplsobuji amyloidni plaky na mozku pacientti s AD

Sekretaza

- enzym, ktery Stépi APP

- 3 formy:
1. a-sekretdza (hodna)
2. B-sekretaza (zI3)
3. y-sekretaza (neutralni)

- pokud stépi nejprve B-sekretaza a pak
y-sekretdza - vznika AP

- a-sekretaza Stépi blize bunécné membrané

a po Stépeni y-sekretazou nevznika A

a-sekretaza

Crews and Masliah, Human Molecular Genetics 2010; Wikipedia

=X




Molekularni podstata AD
Progresivni akumulace toxickych AB oligomeru vede k:
1. disbalanci mezi hladinou produkce, agregace a odstranovani AB

2. poskozeni synapsi - tvorba membranovych péru
3. zmény signalnich drah Ucastnicich se neurogeneze a spravné tvorby synapsi (GSK3b, CDK5)

Pro podporu teorie akumulace AB oligomer( v AD hovoti vyskyt nemoci (kolem véku 40 let) u Downova
syndromu (trizomie 21 paru, kde se nachazi gen pro APP)

pozn. Existuje také "Tau hypotéza", kterd prisuzuje vznik AD Spatné fungujicimu Tau proteinu, ktery md za ukol stabilizovat
mikrotubuly v neurondlnich synapsich



Molekularni podstata AD

4. aktivaci imunitniho systému
- shluky AB oligomeru, tvofici amyloidni plaky, stimuluji vyplavovani chemoaktraktant(

poskozenymi neurony, makrofagy, mikroglii (druh makrofagu v mozku) a astrocyty (vyzivové,
strukturni a imunitni buriky)

- cytokiny jako IL-1B, IL-6 a TNF-a plisobi pro-zanétlivé a privabi neutrofily

- tato imunitni reakce ma branit mozek, ale v disledku vede ke chronickému zdnétu a je

jednim z hlavnich faktor( rozvoje nemoci :(
Medvédi sluzba

I-16 NAPDH

IL-6 0
THE- Cxidase Q/

LA ASTROCYTE |

MICROGLIA

-1 A fibril
IL-6
TMF-cx “SR-A
~ sAPP[? Integrin
AL dimer

| MICROGLIA

Al trimer
MACROPHAGE “N

www.rndsystems.com



Molekularni podstata AD

Latky pro moznou lécbu AD

- anti-agregacni latky - blokuji tvorbu oligomert

- reguldtory APP proteolyzy - blokace B-sekretazy

- redukce produkce APP - napf. siRNA @

- odstranéni AB oligomerU - napt. protilatkami

AL dimer

= ﬁ l._—?ll

AfS trimer
st
Af
o
Af tiimer  monomer -

A
P
P

- blokatory hyperaktivnich signalnich drah a jejich receptor(, které jsou aktivovany neurotoxickymi AB

oligomery (Fyn kinaza, GSK3b, CDK5 inhibitory)

Crews and Masliah, Human Molecular Genetics 2010

siRNA proti APP —> m@

@ siRISC enters nucleus
v and binds to DNA.
‘
1

@ siRiSC binds to mRNA. /
1
% Inhibition of
===» | transcription
mRNA pro APP —> M@M
Exactly " Se=aa, 4 Partly
complementary v complementary

Degradation Inhibition of
of mRNA mRNA translation

© 2012 Pearson Education, Inc



Priony

- prirozené se vyskytujici proteiny v mozku zvirat a lidi jsou-li spravné slozené jsou neskodné
- Spatné slozené zpUsobuji poskozeni mozku
- BSE u dobytka (Bovinni spongiformni encefalopatie; nemoc Silenych krav)
- Creutzfeldt-Jakobova nemoc u lidi
- 1982 Stanley Prusiner dokazal, ze pivodcem nemoci nemusi byt patogenni organismus s vlastni
DNA, ale pouze Spatné slozeny protein, ktery je schopen ,,infikovat” ostatni proteiny ke Spatnému
sloZzeni (Nobelova cena 1997)

a) Spontanni indukce
b) Pfenos - v ramci druhu i mezidruhové

- pozitim, krvi
- infekéni protein prion mUze v prostredi prezit i nékolik let

Normal prion Diseased prion

Amino acids
in beta helix

~ Amino acids
in alpha helix

Amino acids
in sheet form

Mayo Clinic



Molekularni biologie

6. Regulace genové exprese

Osnova

R
R

ré
7

zeni exprese bakterialniho genomu
zeni exprese eukaryotického genomu

Hlavni zdroje:

S. Rosypal, Uvod do molekuldrni biologie 1-4
Masarykova Universita Brno

ISBN 80-902562

B. Staveley, Principles of Cell Biology
Memorial University of Newfoundland
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/CBhome.html|

M. Muller, Biology of Cells and Organisms
University of Illinios, Chicago

http.//www.uic.edu/classes/bios/bios100/summer2010/lecturesm10.htm

Wikipedia



Rizeni exprese bakterialniho genomu



Cast prvni: Rizeni exprese bakterialniho genomu

- u bakterii nejc¢astéji regulace na Urovni transkripce

- NE vSechny promotory jsou si rovny - nékteré maji slabsi afinitu k RNA-polymeraze nez jiné
- proto potrebuji pomoc regulator( (pozitivni nebo negativni)

- vypinani a zapinani transkripce v reakci na okolni podminky

- nikdy neni potfeba vyrabét vSechny proteiny najednou

- bunky nikdy neplytvaji zbytecné energii

Regulatory:
1. Regulacni protein
- vazou se na regulacni oblast DNA (promotor/operator)
- 2 vazebna mista
a) pro rozliSeni DNA promotoru/operatoru regulovaného genu
b) pro pfislusnou signalni molekulu
- po vazbé signalni molekuly méni konformaci a tim afinitu k promotoru

2. Signalni molekula (alostericky efektor)
- vétSinou mald a neschopna se primo vazat na regulacni oblast DNA (promotor/operator)
- Casto substrat (napr. laktdza) nebo produkt (napf. aminokyselina) pfislusSného enzymu
- dany enzym se bud' zapne (3-galaktozidaza) nebo vypne (AA-syntetdza)
- vazba na regulaéni protein (zprostredkovatel)



Signalni molekula (alostericky efektor) a Regulacni protein

Regulatory
—\'\ signalni molekuly
ragu'aﬁnf alostarické
proteiny efok_tory
VéZou se na regulaéni VéaZou se na regulaéni
- el
[pozitivni] [negativni] [pozitivni]
- v v J,
Mavozuji Zastavuji Umozhiuji vazbu Zabranuji vazhé

transkripci. transkripci, regulaénifio proteinu regulaéniho proteinu
s reguiaéni oblasti . s regulaénf oblasti .



Systém regulace genu je zkoumdn od roku 1961,
kdy Jacques Monod objevil lac operon (Nobelova cena 1968)

Indukce syntézy proteint
B-galaktozidaza (u E. coli)
- jeden z enzym pro Stépeni laktozy u E. coli (spolu s permeazou a transacetyldzou)
- v prostredi kde je jediny zdroj uhliku glukdza se enzym netvori
- po prenosu do prostredi s jedinym zdrojem uhliku laktézou zacnou syntetizovat B-galaktoziddzu za 1min
- Koreprese: glukoza aktivné potlacuje syntézu B-galaktozidazy

- samotna pritomnost laktozy nestaci, aby se zacal tvorit enzym

- tzn. za pfitomnosti glukozy i laktozy z(stdva laktoza nedotcena

i —
www.nobelprize.org

Represe syntézy proteint

- syntéza enzymu potlacena metabolitem dané biochemické drahy

- syntéza se zastavuje pokud se v bunce nahromadi metabolit do kritického mnozstvi (napfr.
aminokyseliny)

- pfi poklesu pod kritickou mez se obnovuje



Regulace operonu

- Operon - transkrip¢ni jednotka, ktera obsahuje regula¢ni mista "Promotor" a "Operator" pred

strukturnimi geny
- Operator - Usek na operonu, kam se vaze represor - zastaveni transkripce

- Slabé nekovalentni vazby

Represor (negativni regulacni protein)
- Fyzicky brani RNA-polymeraze ve vazbé nebo pohybu na DNA
- Na represor se vaze signalni molekula
a) induktor - zabranuje vazbé na operator - probiha transkripce
b) korepresor (neni nezbytny) - podporuje vazbu na operator - neprobiha transkripce

L OPERON |

No transcription

Initiation of transcription




Laktézovy operon E. coli (lac operon)

lacl - gen pro regulaéni protein
(nachdzi se pred strukturnimi
geny pro enzymy Stépici
laktozu)

lacZ - gen pro B-galaktozidazu
lacY - gen pro Permeazu
lacA - gen pro Transacetyldzu
Geny pro funkcné blizké
proteiny se nachdzi na DNA v

ramci jedné transkripcni
jednotky (operonu)

Operon
The lac operon r - \
RNA lacO
(€}] Absence of lactose [N IIE e polymerase owr Structural genes

laczZ  lacY lacA '

=

gene (lacl)
. IacP

Actlve
regulator
protein
(repressor) lacO
RNA operator
—
) polymerase

Active regulator “
protein *

Inactive regulator : v v
protein (repressor) nzymes o
A B-Galactosidase Permease Transacetylase
. | )
Allolactose @, l @ Clucose
®
B B Galactose
\a‘miga—/l.actose

Fig_16-08 Genetics, Second Edition © 2005 W.H. Freeman and Company




Laktozovy operon E. coli (lac operon)

- glukoza je pro E. coli "sugar of choice" a dava ji pfednost pred laktozou
- samotna pritomnost laktozy nestaci, aby se zacal naplno tvorit enzym
- musi byt zaroven nepritomna glukoza

- RNA polymerdaza ma sama o sobé slabou afinitu k promotoru lac operonu

- potfebuje pomoc pozitivniho regulacniho proteinu - CAP (catabolite activator protein)

- CAP se vaZze na promotor /ac operonu pouze po aktivaci pomoci cAMP (signalni molekula/alostericky ef.)
- Glukoza ovsem inhibuje tvorbu cAMP inhibici enzymu adenylyl cyklazy

(b) The amount of cAMP and the rate of transcription of the /lac operon
are inversely related to the concentration of glucose.

Outside cell Inside cell
%\) OQ | CAP
o Coe —— e .® — J —> INFREQUENT TRANSCRIPTION
Q o Co ; " , of lac operon
‘ ! LPBIVFTOPY
HIGH ; INACTIVE LOW CAP does not
glucose . adenylyl cyclase cAMP bind to DNA
! « CAMP
o —,—> — FREQUENT TRANSCRIPTION
) of lac operon
LOW ! ACTIVE HIGH CAP-cAMP complex
glucose ' adenylyl cyclase cAMP binds to DNA

© 2011 Pearson Education, Inc.

http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/summer2010/lecturesm10.htm



Laktozovy operon E. coli (lac operon)

NOTRANSCRIPTION
Glucose HIGH

Lactose LOW

RNA polmerase bound RNA polymerase bound
to lacl promoter loosely to promoter

Glucose HIGH

IacY lacA

Lactose HIGH

RNA polymerase bound
to lacl promoter

Glucose LOW
Lactose HIGH

\t;“.‘"_.-; \ \_‘!J _aw .

RNA polymerase bound RNA polymerase bound %ﬁi{
to lacl promoter tightly to promoter “

Figure 17-10 Biological Science, 2/e © 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.

http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/summer2010/lecturesm10.htm



Tryptofanovy operon (trp operon)

- obsahuje 5 strukturnich gent (trpE, trpD, trpC, trpB, and trpA), promotor (P,), operator (O), a vedouci

sekvenci (L)
- Pokud Tryptofan chybi - represor (kodovan trpR) je inaktivni - transkripce probiha

RNA polymerase RNA polymerase
bound to promoter transcribing the operon
— >
DNA P trpE trpD | trpC trpB | ( trpA )
Leader £
l Operator sequence 1
5 I 5 5 —
troR-mRNA l trp-mRNA \ 1 1 1 1 l
“ Inactive form Anthranilate Anthranilate- Phosphoribosyl- Tryptophan  Tryptophan
of repressor Leader Svhihase phosphoribosyl anthranilate synthase synthase
! peptide y transferase isomerase (B protein) (A protein)
Indole 3-glycerol
phosphate
(b) Tryptophan absent, repressor not bound to operator, operon derepressed. synthase

In the absence of tryptophan, the free trp repressor cannot bind to the operator
site. RNA polymerase can therefore move past the operator and transcribe the
trp operon genes, giving the cell the capability to synthesize tryptophan.

© 2012 Pearson Education, Inc.

Vedouci sekvence DNA — usek DNA v bakteridlnich transkripcnich jednotkdch uloZzend mezi promotorem a prvnim
strukturnim genem. Je v ni uloZena Shine-Dalgarnova sekvence. MiZe obsahovat atenudtor.



Tryptofanovy operon (trp operon)

Pokud je Tryptofan pfitomen, vaze se na represor a represor vazbou na DNA zastavi transkripci
- Exprese gent kodujicich enzymy biochemické drahy pro syntézu Tryptofanu je navic jesté fizena tzv.

atenuaci

RNA polymerase blocked from

transcribing trp operon

Regulatory gene trp operon
A

e N\

trpE trpD trpC trpB trpA

DNA P

Repressor bound
to operator

Promoter

5 I

trpR-mRNA 1

(a) Tryptophan present, repressor bound to operator, operon repressed.
Active form When complexed with tryptophan, the repressor protein produced by the

@ of repressor trpR gene binds tightly to the trp operator, thereby preventing RNA
polymerase from transcribing the operon genes.

Inactive form

of repressor
Tryptophan




Atenuace
- Atenuator - oblast ve vedouci sekvenci DNA (preklada se)

- Pouze u prokaryot

- Spojeni mezi transkripci a translaci u prokaryot umoznuje fungovani kontrolniho mechanismu atenuace
- Nascentni retézec RNA je kousek dal simultanné prekladan do proteinu

- Transkript trp operonu (MRNA) obsahuje 162 nukleotidll pred prvnim strukturnim genem trpE

- Tato vedouci sekvence obsahuje "sensor" (neboli vedouci peptid) o velikosti 14 AA

a) pokud je pfitomen tryptofan - vytvori se pouze vedouci peptid
b) pokud neni pfitomen tryptofan - cely operon je prelozen a vytvori se enzymy pro syntézu tryptofanu

trp leader mRNA
Al

i R
Region 1 Region 2 Region 3 Region 4 trpE
r G N = N — N
5[ [__JAUG e UUUUUUUU _ _ JAUG
mRNA
Trp codons Stop codon
C v J 9 v J
Coding sequence Terminator
for leader peptide
1 Tryptophans ’ s
iailar prvni §trukturn| gen
peptide pokud je tryptofan,

© 2012 Pearson Education, Inc

transkripce se ukonci pred trpE

Vedouci sekvence DNA — usek DNA v bakteridlnich transkripcnich jednotkdch uloZzend mezi promotorem a prvnim
strukturnim genem. Je v ni uloZena Shine-Dalgarnova sekvence. MiZe obsahovat atenudtor.



Mechanismus atenuace

- vedouci sekvence mRNA obsahuje 4 regiony, které jsou vzajemné kompatibilni a schopny tvorit
vlasenky: 1+2, 2+3, 3+4
- regiony 3+4 jsou schopny tvorit terminacni vlasenku - RNA-polymeraza se uvolnuje z DNA

1. Nedostatek tryptofanu

- ribozom se zastavi na misté kodovaném pro tryptofan (region 1) ¢ekd az prileti tRNA

- ribozom fyzicky zablokuje pouze region 1. Region 2 je volny a vytvori vlasenku s regionem 3

- nevznika tedy terminacni vlasenka 3+4 - translace pokracCuje a enzymy pro syntézu nedostatkového
tryptofanu jsou vyrobeny

2. Dostatek tryptofanu

- ribozom se zastavi az ve stop kodonu - blokuje region 2

- vznika terminacni vlasenka 3+4 a RNA-polymeraza se uvoliuje
- vysledkem je pouze kratky vedouci peptid (14 AA)

trp leader mRNA

r N\
Region 1 Region 2 Region3 Region 4 trpE
r = N r = N e W
5[ [__JAUG | UUUUUUUU _ _ [AUG
mRNA
Trp codons Stop codon
\¥ J \ 8 J

Coding sequence Terminator
for leader peptide

l Tryptophans
Leader
peptide

© 2012 Pearson Education, Inc




‘\ (a) The most stable secondary structure for trp leader mRNA.
Attenuation depends on the ability of regions 1 and 2 and

. Terminator . regions 3 and 4 of the trp leader sequence to base-pair,
forming hairpin secondary structures. The 3—4 hairpin
Start of ) 2 structure acts as a transcription termination signal.
leader peptide String of U
coding sequence 4 nucleotides

mRNA y
e y

e

(b) When tryptophan is scarce the ribosome stalls, allowing
a 2-3 “antiterminator” hairpin to form. The ribosome stalls
when it encounters the two tryptophan (Trp) codons due to a

Partial leader Stalled shortage of tryptophan-carrying tRNA molecules. The stalled

peptide ribosome B ribosome blocks region 1, so a 1-2 hairpin cannot form.

Instead an alternative 2-3 hairpin is created, which prevents

formation of the 3-4 termination hairpin. Therefore RNA

polymerase can move on to transcribe the entire operon.

trpE mRNA

mRNA

DNA
Adjacent Trp
codons

RNA polymerase

(c) When tryptophan is plentiful the ribosome continues, allowing the 3-4 transcription termination signal to
form. The moving ribosome completes translation of the leader peptide and pauses at the stop codon, blocking
region 2. As a result, the 3—4 structure forms and terminates transcription near the end of the leader sequence.

RNA polymerase

mRNA

Stop codon DNA

© 2012 Pearson Education, Inc.



Riboswitch - dalsi priklady

- regulacéni usek na mRNA, ktery kontroluje produkci daného proteinu (muUze vazat signalni molekuly)

(a) Transcription termination. Binding of a small molecule to a
riboswitch in the leader sequence of some mRNAs triggers the
formation of a hairpin loop that terminates transcription. FMN
binding to the leader sequence of the mRNA transcribed from the
rib operon of B. subtilis works in this way.

(b) Translation initiation. In other mRNAs, a small molecule binding to a
riboswitch triggers formation of a hairpin loop containing the site
where ribosomes normally bind, thereby interfering with translation
initiation. In E. coli, this type of control is used by FMN to inhibit
translation of mMRNAs coding for enzymes involved in FMN synthesis.

Riboswitch

mRNA i
[ 4
—
Transcription proceeds
Small ﬁ\
molecule

Hairpin loop

terminates transcription.

[

© 2012 Pearson Education, Inc

Riboswitch @

Ribosome

mRNA

/".KL AUG | |

L J—
e ]

Translation proceeds
molecule

Hairpin loop blocks
ribosome binding.

FMN - Flavinmononukleotid je redoxné aktivni kofaktor (prostetickd skupina) flavoproteind, hraji roli napr. v dychacim retézci. Podobny
princip jako tryptofan - pokud je ho hodné, zpétnd vazba - nevyrdbi se dalsi




Rizeni exprese eukaryotického genomu
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Cast druha: Rizeni

exprese eukaryotického genomu

Mnohem komplexnéjsi nez u prokaryot - prikladem je regulace exprese lidského genomu

- VSechny buniky maji stejnou DNA (s vyjimkou gamet)

-V bézné burice musi byt témér vSechny geny vypnuty

- VétSinou ma kazdy gen nékolik regulator(

- Lidska burika obsahuje kolem 21 000 gent (plvodni odhad 100 000)

chromosomes --diploid base pairs genome size (#genes)
fruit fly 8 1.65x108 13,600
Budding yeast 16 12,462 637 6,275
human 46 3.3 x 107 ~21,000
human mitochondria 16,569 13
rice 24 4.66 x 10° 46,022 -55,615
dog 78 2.4 x10° ~25.,000
mouse 40 34% 109 ~23 000

http://www.edinformatics.com/math_science/human_genome.htm

M. Muller, Biology of Cells and Organisms
University of lllinios, Chicago

http.//www.uic.edu/classes/bios/bios100/summer2010/lecturesm10.htm
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Cast druha: Rizeni exprese eukaryotického genomu
Exprese genu (tzn. "vyroba proteint")

1. Housekeeping geny
- exprimovany ve vsech bunkach stale
- rutinni metabolické funkce, burika se udrzuje nazivu

2. Geny exprimované pfi diferenciaci bunky - Vyvojové
- zapnuti urcité signalni drahy nezbytné pro diferenciaci z progenitoru
- zapnuti pouze po urcitou dobu

3. Geny nutné pro funkci specializované bunky — Tkanoveé specifické
- stala exprese pouze u urcitého typu bunéek
- napl. syntéza protilatek v plazmatickych burikach (terminalné diferencovany B-lymfocyt)

4. Geny zapnuté/vypnuté v reakci na okolni podminky - Indukovatelné
- napr. po signalizaci hormonem

M. Muller, Biology of Cells and Organisms
University of lllinios, Chicago
http.//www.uic.edu/classes/bios/bios100/summer2010/lecturesm10.htm



V rozdilnych tkanich jsou transkribovany odlisné geny (vznika jind mRNA)

Brain cells Liver cells
@ Isolate mRNA. ¢ ¢
Ve Ve Ve Ve
NN Ve Ve U
© Use reverse
transcriptase to make
cDNAs labeled with ,
fluorescent dyes. \/\ i o N\/\
AN AVARREA AN, VA
\/\ \/\

€ Combine cDNAs and
hybridize to DNA microarray.

B. Staveley, Principles of Cell Biology
Memorial University of Newfoundland
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/CBhome.html|

© 2012 Pearson Education, Inc



Regulace genové exprese eukaryot

},_ul"" v‘nm““n‘.“‘___
. p ' fx’ﬁ e
1. Chromatinova remodelace &L %
P v , .+ Nucleus hromatin
- oblast chromozomu musi byt otevrena B i (DNA-protein complex)‘
aby mély enzymy a TF* pfistup ke genu remodeling
- epigenetické modifikace: A ' v
' “Open” DNA
- methylace DNA 7 o (some DNA not closely |
- methylace a acetylace histon( & Transaription.  \/ Ibound to PRI
e v s : — Primary transcript
2. Transkripéni kontrola i || (pre-mRNA)
- vazba TF na regulaéni oblasti DNA G Processing |
’ 7 ’ ’ 7 ’ \ T MY T -I ,w
- vypinani/zapinani tvorby mRNA "—m.:,&,kcap e et 7
\""""‘w.«._m' ’ o e
e v s s Cytoplasm s s
3. Post-transkripéni Upravy ytop -
., .. 4. mRNA stability
- zpracovani pre-mRNA do mRNA - sestfih PRER———

- RNA interference (RNAI) \ /
y
__/

4. Kontrola translace , . Degraded mRNA
v se e e v s ., ’ (mRNA life span
- Translacni iniciaCni faktory reguluji 5. Translation vaties)

intenzitu translace ' 4(\/\1 mRNA

\J Polypeptide

5. Posttranslacni procesy 6. Post-translational
. . . , modmcatlpn (folding,
- modifikace proteinu do formy aktivniho Dycosyiation,. . 8
) transport, activation, K A
proteinu degradation of & @@Iy«w . '
protein) = J% ~ Active protein
S,
S

*TF (Transkripcni faktor): protein schopny spoustét ¢i jinak regulovat transkripci DNA

© 2011 Pearson Education, Inc.
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Chromatinova remodelace

- oblast chromozomu musi byt oteviena (dekondenzovana) aby mély enzymy a TF pfistup ke genu
- chromozom je tvoren komplexem histonovych proteini a DNA, nazyvanym CHROMATIN

- transkripce muze probéhnout, pouze pokud se "zabaleny" heterochromatin dekondenzuje do
"rozbaleného" euchromatinu

- Chromatinové remodelace patfi mezi nejtypictéjsi epigenetické modifikace

DNA
Group of 8
histone proteins

H1 protein
attached to
“linker” DNA

and nucleosome

(c) 30-Nanometer fiber

Epigenetic factor

. Methylation, or the
attachment of a methyl
group to DNA at regions
where cytosine and
guanine are paired
\ (“CpG sites”), has
tended to receive
the most attention in
epigenetic research so

Gene
When DNA is accessible,
5 the gene is active.

N, far. Less is known about

Shumatin 3 hydroxymethylation, an

Histone . oxidized derivative of

DNA winds around / methylation

histones for compaction )( '

and gene regulation. / \

\7‘ Hydroxymethyl Group
(&
Gene

When DNA is
inaccessible, the
gene is inactive.

Gene

M. Muller, Biology of Cells and Organisms
University of Illinios, Chicago
http.//www.uic.edu/classes/bios/bios100/summer2010/lecturesm10.htm



Chromatinova remodelace
- Chromatin-remodeling complexes - skupina proteind, které méni strukturu chromatinu

- KONDENZACI a DEKONDENZACI chromatinu zajistuji enzymy:

1. Histon acetyl transferazy (HAT)
- rozbaluji (dekondenzuji) chromatin do euchromatinu

2. Histon deacetylazy (HDAC)
- zabaluji (kondenzuji chromatin)
do heterochromatinu

3. Dnmt (DNA methyltransferazy) Condensed chromatin

- Methylace DNA (Cytozinu)
- Zabaluji chromatin

AR TSR T L
ra i s o .

ity = LN AT ISR T K
© 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.

M. MU”er; BIO/Ogy Of CEIIS and Organisms Figure 11.!—4 ;iolog;c;I Sc‘ienc.e,z./-e o
University of lllinios, Chicago
http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/summer2010/lecturesm10.htm



Chromatinova remodelace - EPIGENETIKA

"Studuje zmény v genové expresi (bunécného fenotypu), které nejsou zptisobeny zménou nukleotidové
sekvence DNA, ale mohou byt dédicné"

DNA sekvence (A, C, T, G) je jako manuadl a epigenetické modifikace jako zvyrazriovace, které podtrhuji
rdznymi barvami rlizné dalezité ¢asti v jednotlivych burikach

Na rozdil od DNA sekvence se epigenetické znacky méni béhem vyvoje a v reakci na vnéjsi okolnosti a
mohou se téz dédit

Easy to read DNA

Hard to read DNA



Chromatinova remodelace - EPIGENETIKA

- hlavné kovalentni modifikace a) DNA a b) histon(
- tyto byvaji synonymem pro "epigenetiku"
- mezi epigenetické regulatory radime téz siRNA a miRNA (souhrnné RNA interference - RNAI)

a) modifikace DNA
- methylace cytosinu éf
- inhibuje transkripci HSC
- umlceni exprese
- Dnmt (DNA methyltransferaza) Acetylated lysine
- v CpG ostrlvcich** ,"Clzl:i;\'
Lysine cl;o
. pe . , . o NH.* Acetylation by NH
b) modifikace histonovych proteint — éH3 CBP HAT Ch,
2 D EEEEE—
- methylace nebo acetylace NH, and NH -~ L —— (y
Dnmt3 tCH, c|: £ Deacetylation | 2
- hlavné acetylace lysi N — 2 WY CH 4 CH
avné acetylace lysinu 1 | )¢ - °H, by HDACs 7H2
o o D Ter— C
- aktivuje transkripci . Unknown — O” "N S i S TN
DNA mechanism DNA H 0 H (@]

- HAT a HDAC

*Dawson and Kouzarides, Cell 2012
**CpG ostrivky: nukleotidy C a G vedle sebe na
stejné DNA retézci (cytosin - fosfdt - guanin)

www.nature.com



Histonovy kad

Hypotéza, Ze informace kddovand v DNA je ¢dstecné rizena chemickymi modifikacemi histont

- spolu s DNA methylacemi tvofi epigeneticky kod

- zatimco DNA kdéd maiji vSechny somatické buriky stejny, histonovy a epigeneticky kod je specificky pro

kazdou bunku ¢i tkan

- modifikovany byvaji N-konce, které vycCnivaji z nukleozomu
- nejCastéji byva modifikovan lyzin (K)

octamer of core histones:
H2A, H2B, H3, H4 (each one x2)

core DNA

-, o histone H1 — _—
| G o~ I{'_"‘\l C )]
U \'{E}\ f linker DNA
1
B - 120 119
I/R\) @ (A‘) P K K Pt S
N/ Ko A iy Y A} I/ \
# - RSl 4 N P
L K 12 K — g — P \V//_“ - K~ —r
M)~ &7 5 15 " ( HeB | H2A ) 5 )
=2 A
20 @ HDAC (’ ) HAT |
1 16 . K- H3 ™ W)
s 5 12 KT / M) (A \M)
L - 8 k- o (M) _f/i (SN F} \‘—D @\, N
(P) K A) ~ REORANAGID)
PR e Y o N KK O
2 (A) D (9}: S—K " o3 18 148K -

NMature Reviews | Cancer

Nukleozom: skldadad se z osmi histonovych protein( (2 od kaZdého ze 4 druh(: H2A, H2B, H3 a H4) a z navinutého retézce

DNA dlouhého 147 nukleotidu

Histony: proteiny, okolo kterych je omotdna DNA. 5 druhi (H1, H2A, H2B, H3 and H4)



Nomenklatura histonovych modifikaci

1. Jméno histonu (napf. H3)

2. Jednopismenna zkratka aminokyseliny (napf. K pro lysin) a pozice AA v proteinu (pocitano od N'-konce)
3. Typ modifikace (Me: methyl, P: phosphate, Ac: acetyl, Ub: ubiquitin)

4. Pocet modifikaci (pouze methyl mlze mit vice - az tfi - kopie na AA zbytek)

Priklad: H3K4me1l znaci monomethylaci ¢tvrté AA od N'-konce (lysinu - K) na proteinu H3

Ci Ac Ac Ac Ac  Ac Ac P
P Me Ac Ac Me Ac P Me :

« 5GRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLRD RSSRSKSKARAKGGQKGRGS
H4 || H2A HP
PKKTESHHKAKGK -

GTKAVTKYTSSK °
Ci Ac GiA A Ac A A -
I\/IclePMg MéMgPP M% MeAc Mg MeMgP I\/Ig k"i H2B Ac Ub
N’ ARTKQTARKSTGGKAP RKQLATKMRKSAPATGGVKKP K GDISK QAi;{TVAKIl{ S GKK1P APAS II(AP EP

AcMe Ac AcP Ac Ac
Me Methylation AC Acstylation Ci  Citrullination
Ub Ubiquitination P Phosphorylation
® @ @ AN
NH, NH

E\ /H\ 1IN

Wikipedia lysine methyllysine dimethyllysine trimethyllysine



Pfiklady znamych histonovych modifikaci

Acetylace histonu vede k rozvolnéni chromatinu a aktivaci exprese
Na rozdil od methylace DNA neplati, Ze methylace histonu vzdy znamena umlceni (represi) exprese genu

Type of Histone

modification H3K4 H3K9 H3K14 H3K27 H3KT79 H4K20 H2BKS5
mono-methylation| activation!®!| activationl’] activation!”l | activation’l®! | activation!”] | activationl’]
di-methylation | activation | repression®! repressiont®! | activation!®!

, , g o .7y activation,”] o
tri-methylation | activation”! | repression!’] repressionl’] - repressionl’!

repressionl’]
acetylation activation®] | activationl”!

Video: Histonové modifikace

V kostce:

HDAC - Histon deacetylazy potlacuji expresi HDAC1, HDAC2, HDAC?2...

HAT - Histon acetyl transferdzy  aktivuji expresi Gen5, CBP/p300, PCAF, SRC-1, ACTR, ESA1, MOZ...
Histon methyltransferazy aktivuji/potlacuji exp. Suv39H, CARM1, PRMT1...

DNMT - DNA methyltransferazy potlacuji expresi DNMT1, DNMTS3...

wikipedia


https://www.youtube.com/watch?v=eYrQ0EhVCYA

Pioneer Transcription Factor (TF)

TE, ktery se dokdze vazat na kondenzovany (uzavreny) heterochromatin

- objeven r. 2002*

- U€astni se zejména zahajeni diferenciace a aktivace bunééné-specifickych gend
- pfikladem je pioneer transkripcni faktor ASCL1, ktery zahajuje (trans)diferenciaci do neuronu™*
(navic MYTLL zajistuje vypnuti non-neuronalnich gend; napt. fibroblastovych pfi transdiferenciaci)

Pioneer Factor

U) | T})a W
Additional TF

Da W

1. Bind

2. Rearrange

r\

3. Activate

Iy H
v() \“—-_/I( )v

ES cell iN cell

Gg% ASCL1+BRE2+MPRIL _
/v O) NGN2 -

+BRN2+MPIL

\‘ASCLK NJBJROIM
Myt1I mRNA
Brn2 mRNA
Fubroblast :
iN cell
NGN2\‘ C /‘BRN2+MYT1 L

iN = indukovany neuron \'
ES = embryondlIni kmen. bunka No reprogramming

* Cirillo et al., 2002, "Opening of compacted chromatin by early developmental transcription factors HNF3 (FoxA) and

GATA-4". Molecular Cell. 9 (2): 279-889.
** Wapinski 2013; Chanda 2014




EPIGENETIKA

epigenetické zmény mohou byt ovlivnény okolnimi podminkami (vékem, nemoci, vyZivou...)

Vzristajici epigenetické rozdily v pribéhu Zivota u monozygotickych dvojcat*

- dvojcéata jsou po narozeni epigeneticky identickd, avSak po nékolika letech lze detekovat rozdily v
genomické distribuci 5-methylcytosinu DNA a acetylaci histon(

- rozdily se zvétsuji pokud maiji dvojcata rozdilny Zivotni styl nebo neziji spolu*

EPIGENETIKA A VYZIVA

Epigenetické zmény zplisobené prenatalnim vystavenim hladomoru**

- okolni podminky mohou u lidi zpUsobit epigenetické zmény které pretrvaji po cely Zivot
- testovani DNA methylace u genu IGF2 mezi sourozenci stejného pohlavi

- lidé prenatalné vystaveni hladu béhem hladomoru v Holandsku 1944-1945

- snizend methylace DNA v genu pro insulin-like growth factor Il (IGF-2)

- zvy$ena nachylnost k obezité a srdeCcnim onemocnénim Ci schizofrenii

* Fraga et al., PNAS 2005
** Heijmans et al., PNAS 2008



EPIGENETIKA A VYZIVA
Rozdil mezi vceli kralovnou a délnici

- v€eli kralovna a délnice maji shodny genom
- rozdily v methylaci DNA u vice nez 550 genu

Kralovska vyziva

- "Royal jelly" je latka, produkovana véelimi délnicemi pro vyzivu larev, uréenych za kralovny

- tyto larvy jsou geneticky identické s ostatnimi, vyrdstaji v tzv. "Queen cup"

- tato dieta mj. utlumuje expresi DNA methyltransferase Dnmt3

- experimentalni umlceni genu Dnmt3 pomoci RNA interference (RNAi) u larvy vedlo k vyvoji v kralovnu
u72% larev*

A

A L A A A

http://learn.genetics.utah.edu/content/epigenetics/nutrition/

* Kucharski et al., Science 2008



EPIGENETIKA A VYZIVA

Vyziva hraje velkou roli v methylacnim statusu i u ¢lovéka
Zdrojem methyl-skupiny (-CH;) pro methylaci DNA u clovéka je esencidlni aminokyselina methionin* o

S
. , HC/ \/\T)J\OH
B-komplex (soubor vitaminu B): ’

NH;

Pisobi jako koenzymy a donory -CH; v metabolismu methioninu
- Kyselina listova (folic acid; folate; Vitamin B9)

- Vitaminy B12 a B6

- Cholin (téz oznacovan jako B4)

choline
S-Adenosyl methionine (SAM) e
- meziprodukt pfi ziskavani -CH; z methioninu
- téZ vyzivovy doplnék

NH, food folic acid
N
it 1)
OOC\/\\/S N N/
i 0
NH5
OH OH

University of Utah, Health Science; http.//learn.genetics.utah.edu/content/epigenetics/nutrition/
* Waterland, J. Nutr 2006



EPIGENETIKA A VYZIVA - KDE SE BERE METHYL SKUPINA?

Ziskani methyl-skupiny z aminokyseliny methioninu

- probiha ve vsech bunkach téla, zejména v jatrech

- prijemci methyl-skupiny jsou nukleové kyseliny, proteiny, lipidy...

- methionin zbaveny -CH; se v téle recykluje pres homocystein pridanim -CH; za ucasti tetrahydrofolatu
(THF), B12 a cholinu (a jeho metabolitu betainu)

., Mz Hz 4
HEC—S—C—C—ElZ—CDD'
S 2 COO™ —p i o
3 | o Adenine
ethioni MHa, S-adenosyl-
metiionine ATP FF;+ B m ethi onine
SR (AN
THF acceptor
M- ethj.rl-THF§ methvlated acceptor
| H, H
adenosine H,O S_CE—CE—E—CDD‘
|
HE Hg H CH NH+
Hs—C—C—C—coo- ¢ : y
. | . Adenine
hom ocysteine MH=, S-adenosyl-
H H hom ocysteine
H H

https.//www.rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MBWeb/mb2/partl/aacarbon.htm



EPIGENETIKA A VYZIVA - KDE SE BERE METHYL SKUPINA?

THF tetrahydrofolat
derivat kys. listové
donor -CH; skupiny

Methylation
Lipid

Protein

DNA

Phosphatidylcholine

J
S-Adenosyl
Hgmocysteine (SAH)

Methionine
(Met)

Dimethylglycine THF

Vitamin B12

koenzym
metathion-syntazy

AHCY

Trimethylglycine
(TMG, betaine)

Choline (B4) —> | Choline N3-metil THF
donor -CH; skupiny

pro recyklaci methioninu

i

Homocysteine
(HCY)

]
i Serine Glutathione |!
| Acetylcholine ' :
: Transsulfuration jeho aktivni forma PLP
]

!
Pathway Cystathionine Cysteine je koenzym cystathion
e e e e = - TS . . . . . OOOOOZ beta syntazy (CBS)

Vitamin B6

CTH

Wikipedia



EPIGENETIKA A VYZIVA

Food Origin Epigenetic Role

Sesame seeds. brazil

Methionine nuts, fish, peppers, SAM synthesis
spinach
Leafy vegetables,
Folic Acid sunflower seeds, Methionine synthesis
B9 baker's yeast, liver
Vitamin B12 L 11\-'&:1} el Methionine synthesis
milk
Meats. whole grain
Vitamin B6 | products, vegetables, Methionine synthesis
nuts
SAM-e Popllllar dl;cm?l{_ Enzymes transfer methyl groups
(SAM) suppretnent pit- from SAM directly to the DNA

unstable in food

Egg volks, liver, soy,
Choline cooked beef, chicken, Methyl donor to SAM
veal and turkey

el spler el Break down the toxic byproducts of

Betaine shellfish, and sugar SAM synthesis
beets

University of Utah, Health Science; http://learn.genetics.utah.edu/content/epigenetics/nutrition/



EPIGENETIKA A VYZIVA

VyZiva bohatd na zdroj methylové skupiny (cholin a foldat) ovliviiuje methylaci DNA hlavné v prenatdlnim

Vyvoji

- nékteré regiony genomu pak zUstavaji odmethylovény (zapnuty) po cely Zivot
- methyl-deficientni dieta v dospélosti vede také ke snizeni methylace DNA, ale je reverzibilni

Gen Agouti
- vyskytuje se u vSech savcl
- normalné je u mysi zamethylovan:
- hnéda srst, normalni vaha
- pokud je u mysi odmethylovan:
- Zluta srst, obézni
- sklony k diabetu a rakoviné

- pfi krmeni zluté mysi v brezosti stravou bohatou na

zdroj methyl-skupin se narodili hnédi potomci, zdravi

po cely Zivot (Zluté matce uz tato dieta nepomohla)

;Z Agouti Gene
23

}5\ Prone to cancer
\e\ and diabetes /‘

r*ﬁ\\

Identicky genom

T

University of Utah, Health Science; http://learn.genetics.utah.edu/content/epigenetics/nutrition/
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EPIGENETIKA A VYZIVA

Bisphenol A (BPA)
- sloucenina k vyrobé plastd (plastové lahve, plechovky)
- snizuje methylaci DNA (prokazano na Agouti genu u mysi*)
- BPA podavané matkam, potomstvo bylo zluté a obézni
- pokud vSak zaroven s BPA krmili methyl-rich dietou - potomstvo hnédé a neobézni

These Two Mice are Genetically Identical and the Same Age

While pregnant, both of their mothers were fed
Bisphenol A (BPA) but DIFFERENT DIETS:

The mother of this mouse The mother of this mouse

received a normal mouse | received a diet supplemented

diet with choline, folic acid,
betaine and vitamin B12

University of Utah, Health Science; http://learn.genetics.utah.edu/content/epigenetics/nutrition/
* Dolinoy et al., PNAS 2007



EPIGENETIKA

Genomicky imprinting (vtiskovani)

- exprese alely zavisi na pohlavi rodi¢e, od néhoz byla zdédéna

- napr. pro urcity gen je exprimovana pouze otcovska alela (hemethylovany u spermii)
- materska alela v oocytech je methylovana

- potomci tohoto mezidruhového krizeni jsou obecné neplodni

- morfologicka, anatomicka i etologicka odliSnost samice muly a samice mezka
- identicky genom

Mula Mezek
krizenec samce osla se kfizenec samice osla se
samici koné samcem koné

Wikipedia



EPIGENETIKA - X-inactivation

Proces, pfi kterém je inaktivovdna jedna z kopii X-chromozomu u samic savci i

- k umlceni transkripce dochazi zabalenim do heterochromatinu, nepristupného transkripci
- ddvod: zabranit aby samice mély dvojnasobnou expresi gent na X-chromosomu nez samci
- u placentalnich savci (¢lovék) je volba X-chromosomu pro inaktivaci ndhodna (ve fazi raného embrya)

- Vizualni manifestace inaktivovaného X-chromozomu: na X-chromozomu se nachazi gen pro zbarveni
srsti koCky (strakaté jsou vidy samice a rika se jim "calico")

non-orange male

X chromosomes
Allele for
/ =" orange fur
Early embryo: Comnann? xX
L T ——Allele for (]
black fur clico fermale
. 4
Cell division and . (W]
X chromosome calico
Two cell inactivation Emakd| o8 X X
populations 1 i
in adult cat:  / @glnactivex‘:t::" =-Active X ! black ferale
Active X—e==mm | ™
Black fur Orange fur X
(]
xX X
(W I(W ]

1 ¥ no color genes
(1 >X chromosome with orange gene

(M1 X chromosome with non-orange gene



EPIGENETIKA - X-inactivation

- jedna se o epigenetickou zménu, ktera vede ke zméné fenotypu

- X-inaktivace je reverzibilni u zarodec¢nych bunék

- Zeny &asto prenaselky chorob vazanych na X-chromozom (u heterozygotek je ten nemocny X-
chromozom inaktivovan®*), ale ve vajicku se reaktivuje

- Muz ma X vidy aktivni (100% zdravy nebo 100% nemocny)

*Nebo je vypnuty u cdsti bunék, takZze ma choroba mirnéjsi formu



EPIGENETIKA - X-inactivation

- kazda Zenska somaticka bunka obsahuje aktivni (Xa) a inaktivni (Xi) chromozom
- Xi neexprimuje vétsinu gen(

Xist (X-inactivation specific transcript)

- hlavni gen zodpovédny za inaktivaci X-chromozomu je exprimovan Xi chromozomem
- prepisuje se do nekddujici RNA

- vaze se na oblasti bohaté na aktivni geny - euchromatin - a inaktivuje je

Xi ma na rozdil od Xa:

- vysSi hladiny methylace DNA
- nizké hladiny histonové acetylace

- nizkou 4-methylaci lyzinu na histonu H3 XISt DNA IOCi
(H3K4)

Xa aktivni chromozom

Xi inaktivni chromozom

Wikipedia



EPIGENETIKA A RAKOVINA

Methylace DNA
- U nadorovych bunék je pozorovana celkova hypomethylace genomu
- avSak 5-10% normdlné nemethylovanych CpG ostrivki na promotorech je v rakovinnych burkach
abnormalné methylovano
- hypermethylace na promotorech ovliviiuje jak expresi proteina tak nekodujici regulaéni RNA
- dulezité je prostorové rozlozeni DNA methylaci:
- methylace DNA na promotoru inhibuje transkripci
- methylace DNA uvnitf gen( transkripci tolik nevadi

Spis nez celkovy stav methylace/acetylace je dulezité, které konkrétni geny jsou umiceny/aktivovany
(tumor-supresor nebo onkogen)

Hypermethylace: Methylacni inaktivace tumor-supresort (p53)
Hypomethylace: Aktivace onkogent




EPIGENETIKA A RAKOVINA
Lécba cilena na epigenetiku

Roku 1983 byly poprvé popsany zmény v methylaci DNA, souvisejici s rakovinou tlustého streva*™
- pozorovany specifické vzorce v methylaci urcitych gen(
- srovnani s nezasazenou okolni tkani
- u 4 z 5 pacientll byla pozorovana hypomethylace v rakovinnych burikdch
- progresivni hypomethylace u metastazujicich pacient(

- DNA hypo- a hypermethylace a zmény v acetylaci histont byly pozorovany u rakoviny prostaty**
- Ovlivnéni velkého mnozstvi gen(

Epigeneticka regulace hraje dalezitou roli i v dalSich typech rakoviny: délozniho ¢ipku, leukemie...

* Feinberg and Vogelstein, Nature 1983
** Lietal., J Natl Cancer Inst 2005



EPIGENETIKA A RAKOVINA

- LéCiva se zaméruji na reverzi epigenetickych zmeén vedoucich ke vzniku rakoviny
- Nespecifické a s vedlejsimi ucinky
- Musi byt cilena na dany typ rakoviny (napf. nefunkcni tumorsupresor, nebo hyperaktivni onkogen)

1. Inhibitory DNA methyltransferaz (Dnmt) (a) Local effects S-aza cytidine
- hypomethylacéni efekt J— BIX 01294
- nastartovani transkripce tumorsupresoru “ . 4 l
- azacitidine, decitabine v Histone lysine
S e methmim’sferase
2. Inhibitory histon acetyltransferaz (HAT) ot memyla"onl Histone tai
- inhibice transkripce onkogen( Soptylwon ARUyon
- vorinostat, romidepsin \/
Histone
3. Inihibtory histon deacetylaz (HDAC) deadgijfases

—

- kyselina valproova, trichostatin (b) Global effects

- podpora exprese genu spojenych s . L

apoptozou - zpomaleni progrese rakovin * Suberoylanilide UTF1 1 480 ¢ Telomerase
p,vp. p. ) prog | Y hydroxamic acid | p53 knockdown 47 : .
- téZ indukce diferenciace u nezralych + Trichostatin | _|_

Telomere
attrition

bunék (napf. pfi leukemiich) Cell cycle

arrest

{

e I Chromatin Global
CHI/N condensation *  suppression

-~

The Cell TRENDS in Biotechnology




Vyvoj léCiv pro epigenetickou terapii

1. Kandidatni malé molekuly jsou nejprve testovany na rakovinnych burkach in vitro (inhibice
proliferace, indukce apoptozy, cell-cycle arrest)

2. Zjisténi potencidlnich signalnich drah, které jsou zodpovédné za dany pozorovany efekt (napt.
expresni microarrays)

3. U&inné latky jsou testovany na zvifecich modelech s rakovinou (zjisténi in vivo terapeutického Géinku
- survival, a dale toxicitu, vedlejsi ucinky a farmakokinetické vlastnosti dané latky)

4. Kandidatni molekuly jsou do klinickych studii

Small-molecule screen In vitro functional, In vivo preclinical Clinical studies
S genomic, and proteomic studies efficacy in cancer model phase |, Il, and 1l
R | it . ‘ .
| NH ‘(.A___,« o 1( T .
X ~CONH, -
= N/ —_ _— (/_.,_\C\/i’ _

Proliferation %

i
i

— . IS B TR

Drug concentration mz

Prolteration %

9 ¥ 8 38
i

;’I_O

it

L

Current States of Epigenetic Targets for Inhibitors

In development Preclinical Clinical trials FDA approved

KAT; KMT; RMT; KDM; Chromatin-

CBP/EP300; DOT1L1; EZH2; KDM1A -

DNMT; HDAC; JAK2; Aurora, PARP; BET (BRD2/3/4)

DNMT (Azacitidine and Decitabine); HDAC (Vorinostat and Romideps

*Dawson and Kouzarides, Cell 2012



Transkripcni kontrola
podobné jako u prokaryot se RNA-polymerdza (véts. 1) vazZe na oblast promotoru

1. remodelace chromatinu odhali promotor

Regulatory Chromatin-remodeling
transcription complex (or HATs)
factor

1. Chromatin remodeling.

Exposed DNA |
(chromatinis [~

relaxed)
| SR ¢ : ; v : ) - A o S )
Promoter- Promoter Exon Intron Exon Intron Exon
proximal A ) 2. Exposure of promoter.

Transcribed Y;Jortion of gene

element 3 :
for muscle-specific protein



Transkripcni kontrola
podobné jako u prokaryot se RNA-polymerdza (véts. 1) vazZe na oblast promotoru

2. bazalni TFs (modrd) se vazi na promotor

3. regulaéni TFs (rGzova) se vazou na enhancery (Cervena oblast), silencery nebo na promotor-proximalni
elementy (fialova oblast). DNA muZe tvofit vlasenku.

4. bazalni a regulaéni TFs dohromady tvofi INICIACNi KOMPLEX

5. RNA-polymeraza Il se vaZe na promotor a je aktivovana - BAZALNI TRANSKRIPCNI KOMPLEX

LIVOLEVEVIFVFVEVFVEFVEH FOIVIVEVIVIVIT POIVHT POPDFVLVFOEVLVEVFVIVPI VA
— N — L Y & Y o Y Y -
Promoter- Promoter Exon Intron Exon Intron Exon
proximal : - —— ) 2. Exposure of promoter.
Transcribed portion of gene
element

for muscle-specific protein

Regulatory & R %\
transcription /< S , A~ OTVD,
A N o E Q % oer o A RETOC “/'/{”/'
factors (pink) @ Ao oIy 7
Mediat & DNA loop s
e e DNA loop 3. Assembly of proteins.
complexes %
(purple) Y1 %1 W

Basal transcription “p, . . Promoter

complex (blue) complex

element J |

P T

4. Attachment of RNA
polymerase.

S —

RNA polymerase Il —

Basal transcription complex



Transkripcni Faktory

1. Bazalni a obecné transkripcni Faktory (TFs)

- ve vSech eukaryotickych bunkach

- nezbytné pro transkripci, ale neposkytuji Zadnou regulaci

- Bazalni: TFIIA, TFIID, TFIIB, TFIE, TFIIH, TFIIF

- Obecné: Octl, CT1, SPF

- nejdulezitéjsi je TFIID a jeho podjednotka TBP (TATA binding protein)

- interaguji s promotorem

- TFIID je prvni protein, ktery se vaze na DNA pfi zahdjeni transkripce (tvorbé iniciacniho komplexu)

2. Regulacni Transkripcni Faktory (TFs)
- téZ zvané aktivatory iniciace transkripce
- jsou hlavnimi regula¢nimi mechanismy genové exprese u eukaryot
- proteiny jez se vazou na
a) enhancery (zesilovace transkripce)
b) silencery
c) promoter-proximalni elementy
- jsou specifické pro urcité geny (nebo rodiny genu)

Regulatory g A 16'\)6
e o ¥ @ %

transcription D “xﬁ g ¥

factors (pink) S, AP

Mediator
complexes

(purple)

DNA loop

Y
Prom'oter Promoter

complex
element

Basal transcription
complex (blue)



Funkcni klasifikace transkripcnich faktord

1. Konstitutivné aktivni
- Pritomné stale ve vSech bunkach
- Bazalni a obecné TFIl A-H, Sp1, NF1...

2. Regulacni

a) Vyvojové (bunécné specifické) — exprese prisné kontrolovana, ale jakmile dojde k aktivaci, nepotrebuji
dalsi aktivaci — GATA, HNF, PIT-1, MyoD, Myf5, Hox, Winged Helix

b) signal-dependentni — vyZaduiji externi signalizaci pro aktivaci
1 extracelularnim ligandem (endokrinni nebo parakrinni) — vazba na DNA v jadre
2 intracelularnim ligandem (autokrinni) — napr. p53 — vazba na DNA v jadre
3 z4avislé na membranovém receptoru — nutna signaliza¢ni kaskada vedouci k aktivaci
transkripcniho faktoru (fosforylace)



Kontrolni elementy

Promoter-proximalni elementy

- vzdy umistény v blizkosti promotoru

- na rozdil od promotoru unikatni pro kazdy gen

- tyto oblasti na DNA umoznuji vazbu specifickych regulacnich TFs

- diky PPE je eukaryoticka bunka schopna rozliSovat mezi jednotlivymi geny a regulovat expresi

Enhancery a silencery

- zvysSuji nebo snizuji miru transkripce

- také genoveé specifické

- mohou sousedit s promotorem nebo se nachazet uvnitr transkripéni jednotky

- ¢asto byvaji umistény daleko od promotoru (10-100 bazi), pak se tvori DNA vlasenka
- po sméru transkripce (downstream)
- proti sméru transkripce (upstream)

- nefunguji pokud se vzdali miliony bazi od promotoru Ci na jiny chromozom

Start site
Enhancer Promoterr Enhancer Enhancer
P B —— 3 —Ar— VI (S
'DOBOVPHOVDPVDHFVODLODAIVPVDOVPRPIOHUVT ) MPOOVPBHOOVIHIOVHIOVPIVIVH U
e v A -\ v . Y e —
-—— Upstream Promoter- Exon Intron Exon Intron Exon Downstream —

proximal element

© 2011 Pearson Education, Inc.



Transkripcni kontrola

Zapinani a vypindni urcitych gen v urcitych bunkach pravdépodobné regulovano unikatnimi
kombinacemi:
1. vazebnych mist na DNA (promotor, promoter-proximalni elementy, silencery a enhancery)
a
2. transkrip¢nich faktoru

Analogie s bankovni schrankou

- kli¢ bankéFe - stejny pro viechny schranky, ale sdm o sobé véts. nefunkéni - BAZALNI FAKTOR
- mQj kli¢ - specificky pro uréitou schranku, ale sdm o sobé ji neotevie - REGULACNI FAKTOR




Transkripce genu pro albumin*

VSechny buriky obsahuji RNA-
polymerazu a bazalni (obecné) TFs

Jaterni buriky obsahuji regulaéni TFs
rozpoznavajici vsechny kontrolni
elementy pro albuminovy gen
(enhancery/silencery/promotor-
proximalni elementy)

Regulacni TFs mozkovych bunék
nerozpoznavaji vsechny kontrolni
elementy albuminového genu

Control Core

elements promoter
/\ ,—H Albumin gene

DNA i
' v

(a) Liver cell nucleus (b) Brain cell nucleus

Regulatory
@ 47 m transcription
factors

@ Q General
transcription

factors

RNA
polymerase

DNA

RNA transcript

Albumin gene transcribed
at high level

© 2012 Pearson Education, Inc

Albumin gene transcribed
at low level

* Albumin: protein krevni plazmy, tvori 60 % vsech plazmatickych bilkovin. DuleZity pri transportu latek krvi (mastné

kyseliny, minerdly, lIéky). Syntetizovdn v jatrech.



Extracelularni signal (hormon) spousti expresi genu specifickych pro svalovou bunku

EXTRACELLULAR SIGNALS TRIGGER CELL-SPECIFIC GENE EXPRESSION.

Extracellular 1. Signal arrives at cell with &
signals e ¢  Message: "Become a muscle cell."
@

Cell

e e L RN

Nuclear
_envelope

X

2. Regulatory proteins”a(lre -
produced in response to signal. e
3. Regulatory proteins bind to regulatory sites -
in DNA, triggering expression of muscle-cell-
specific genes.

Promoter-
proximal
element &% ; TRANSCRIPTION g
N&’“’@‘J@%’%‘WW& S R O LTIV POPVPC PUPLELOVELETOVLELELITPT
Enhancer Exon Intron Exi)n Intron Exon Enhancer
Promoter 'RNA Gene for muscle-
polymerase specific protein

Figure 18-9 Biological Science, 2/e © 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.



Jak se proteiny vazou k DNA?

- nejCastéji vazba a-helixu s vétsim zlabkem DNA
- nekovalentni vazby: vodikové mustky a iontové vazby
- sequence-specific recognition

Zinc | (M)
finger | \\\

. “00C
Motivy vazby:
Recognition
helix
a ) H e I ix-t urn- h e I i)( (a) Helix-turn-helix motif :zzg: :‘or;;::ssor

- 2 a-helixy spojené kratkou otackou

(b) Zinc finger motif

Leucine

b) Zinkové prsty
. o , . residues
- 1 a-helix a 2 antiparalelni B-listy, ‘ | (aopen

vSe spojené atomem zinku OL@L® }/
- vice jednotek (zinkovych prstl)

Coiled coil unwound

Coiled RNH
c¢) Leucinovy zip el
- 2 a-helixy se okolo sebe ovinuiji diky
pravidelné usporadanym leucinlim

Recognition
helix
d) Helix-loop-helix DNA
- kratsi a delSi a-helix v dimeru {e):Eatioihe Hppar motit

(d) Helix-loop-helix motif

© 2012 Pearson Education, Inc.



SUMMARY TABLE 18.1 Regulating Gene Expression in Bacteria and Eukaryotes

Level of Regulation

Chromatin remodeling

Bacteria

Limited packaging of DNA

e Remodeling not a majorissue in regulating gene

expression.

Eukaryotes

Extensive packaging of DNA

e Chromatin must be opened for transcription to begin.

Transcription

RNA processing

mRNA stability

Positive and negative control by regulatory proteins
that act at sites close to the promoter
Sigma interacts with promoter.

None documented

Some RNA interference documented

Positive and negative control by regulatory proteins that
act at sites close to and far from promoter

Large basal transcription complex interacts with
promoter.

Mediator complex required.

Extensive processing:
alternative splicing of introns
addition of 5’ cap and 3’ tail

For many genes, RNA interference limits life span or
translation rate.

Translation

Post-translational
modification

© 2011 Pearson Education, Inc.

Regulatory proteins bind to mRNAs and/or ribosome
and affect translation rate.

Folding by chaperone proteins
Chemical modification (e.g., phosphorylation) may
change activity.

Regulatory proteins bind to mRNAs and/or ribosome
and affect translation rate.

Folding by chaperone proteins

e Chemical modification (glycosylation, phosphorylation)

Ubiquination targets proteins for destruction by
proteasome.



Molekularni biologie pro
informatiky - 7

Molekularni struktura
eukaryotické bunky



Eukaryoticka bunka

_— karyoplazma
~~  ~ jadérko
./ - jadro (blana jaderna)

v
N

endoplazmatické retikulum
hrubé hladké

Struktura bunky bigk . N

* povrch burky (CM, BS) | ‘

 zakladni cytoplazma centrozém . AL

* jadro ] : :

e semiautonomni organely cytozém _ }A S ; ribozémy

* endomembranovy systém (GA, ER) -
olgiho aparat

* cytoskelet " cytoplazmaticka membrana

X w ~ " mitochondrie

lyzozom

mikrofilamenty 2 /
mikrotubuly/

Bunécné kompartmenty
* oddéleni a organizace chemickych reakci
* vyhody - protichlidné chemické procesy, mikroprostredi chemické reakce
- oddéleni nebezpecénych rozkladnych déjd, délba prace mezi organelami
* nevyhody - koordinace procesu, biosyntéza organel, tfidéni proteind



Jadro

* funkce geneticka, metabolicka, regulacni
* hmota uvnitf jadra = chromatin
* jaderna membrana
- dvé biomembrany (vnéjsi navazuje na membrdanu ER)
- perinuklearni prostor (navazuje na lumen ER) -
- jaderné péry |
« jaderna lamina oo s } s
- vyztuZeni vnit¥ni membrany, vazba chromatinu s v T
-lamin A, B, C Chromatin S orostor
Ribozomy
.

jadérko

MARAAAAAAAAAAAAAARARAAAARAAAARARAAAAAAAAAAARAA]
AR

integraln protein PERINUKLEARNI PROSTOR

MAAAAAAAAAR \AAAAAAAAAAAAAAAAAAY RAAAAAAAAAAA
(NUUNUNNUN] FUNUUNUNNUNNNNNNNY (NENNRNNNNEY

lamin B

lamin A

—

Jaderné

chromatinové vlakno
pory

Hrubé ER
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-18/CB18.html
http://xarquon.jcu.cz/edu/zbb/prednasky/07cytoskeleton/077nuclearskeleton/skelet_jaderny.htm
https://en.wikipedia.org/wiki/White_blood_cell#/media/File:Blausen_0909 WhiteBloodCells.png



Chromatin

* dsDNA, histony , proteiny nehistonové povahy 600-nm chromatinové vigkno

Mitoticky chromozom

e dvousroubovice DNA - nukleozomovy retézec - 30-nm chrom.
vlakno - 600-nm chrom. vlakno - mitoticky chromozom

30-nm chromatinové vlakno

* euchromatin, heterochromatin

Chromozom

* vinterfdznim jadre rozprostren

* pfi mitdze ve formé mitotického chromozomu

* haploidni sada chromozomU v pohlavnich burnkach

2-nm dsDNA

* diploidni sada chromozomU v somatickych burikach

& “-\\

( \

— ol
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£ \\ L S

| = - %

7N Replik . wm - &
/ eplikace b . S X >

e 220 (82 P

| o= | ==y : P
A / ) 4 —— £ N

- —_ y N IC =)

{ \ .\\ 4

| 8= B

\,\\ P\
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\ /

Interfaze Mitotické chromozomy .. .
Diploidni Haploidni



Transport pres jaderny por

Jaderny por

3000 - 4000 péru v jadre savcich bunék

komplex cca 100 rGznych nukleoporin(, osmi¢etna symetrie
cytoplazmaticka strana - kruh s vlakny

nukleoplazmaticka strana - kruh v jaderné laminé, struktura ve tvaru kose

Transport molekul mezi jddrem a cytoplazmou

* pasivni transport - volna difuze mensich molekul rozpusténych ve vodé

 aktivni transport - selektivni transport molekul s tridicimi signaly
- vazba molekuly na importin/exportin, translokace jadernym pdrem
- jednostranny transport zajistuje Ran

Nucleus

fibrila

anulérni — 1 vnéjsi jaderna
podjednotka y \ membrana

jaderny
obal

sloupcova
podjednotka jaderna »
lamina vnitfni jaderna

membréna

nucleus

prstencova nuclear pore complex

podjednotka

N'u.clear ores 1pm
50 nm 0.1um P! i



Transport pres jaderny por

NUCLEUS
ran (

Transport do jadra (import) o &) cerf— cor
* jaderna lokaliza¢ni sekvence (NLS)

* NLS rozeznana importinem - vazba k péru - import do jadra

* vazba Ran-GTP - vytésnéni pfenaseného proteinu

» export Ran-GTP/importin z jadra

* hydrolyza GTP na GDP pronssens

* disociace Ran-GDP/importin > &}.mm

Transport z jadra (export)

* jaderna exportni sekvence (NES)

* vazba Ran-GTP k exportinu - naloZeni exportovaného proteinu
* vazba k péru - export z jadra

* hydrolyza GTP na GDP - uvolnéni prenasené molekuly .
* mRNA exportovdna ve formé hnRNP ran @
* rRNA exportovana ve formé podjednotek ribozomu .

CYTOSOL



Jadérko

Syntéza molekul rRNA, sestaveni ribozomalnich podjednotek
Organizator jadérka

* kratkd raménka chromozom 13, 14, 15, 21, 22

* tandemové repetice rDNA (geny pro rRNA)

* prepis rDNA do 45S pre-rRNA (RNA Pol 1)
 Stépenina 18S, 5.85 a 28S rRNA (snoRNP)

jadérko jaderna membrana

5S rRNA prepisovana mimo jadérko (RNA Pol lll)
Import ribozomdlnich proteint - sestaveni ribozomalnich podjednotek - export podjednotek

185 5.85 285

synthesis of
ribosomal proteins
Py

chromozomy podilejici se svoji
rDNA na tvorbé jadérka

ribosomal proteins

)

oy N
« o
. - jadérko @ ~.  cytoplasmic no
jaderna membrana g — f maturation o4
t
Cytoplasm l'nﬁtaousm mgége
http://www.pha.jhu.edu/~ghzheng/old/webct/note6_4.html https://www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/EM/EMNucleolus.html

http://cryoem.berkeley.edu/~bgreber/website/pages/biogenesis.html



Ribozomy

80S, bez membrany

volné v cytoplazmé, vazané na ER %%,m

~5.85

L1 L2 L3

+

285:5.85 58
(4800 bases + 160 bases) (120 bases)

2 podjednotky

- vznik v jadérku, spojeni v cytoplazmé X
- 60S: 58S, 5.8S, 28S rRNA; 50 L protein( BisdoRieeist
- 40S: 18S rRNA; 30 S protein(

(Total: 50)

S1 S2 S3

syntéza proteinl na zdkladé genetické informace ulozené v mRNA

polyribozom: fada ribozom{ pfipojenych na jedinou molekulu mRNA

Cytoplazma

Endoplazmatické retikulum

Volné ribozomy

Vazané ribozomy

Velka podjednotka
(60S)

Mala podjednotka
(40S)

Polypeptidovy
fetézec

({Total: 33)

kodon \

PolyA vazebny
protein

Stop | Iniciacni

kodon

100 nm

100 nm




Semiautonomni organely

energeticka centra bunky

vlastni genom a proteosynteticky aparat y~
Cast proteinu fizena jadernymi geny &
endosymbioticka teorie

Fotosyntetizujici  Moderni fotosyntetizujici
bakterie eukaryoticka burika

Proto-eukaryoticka ;
burika Aerobni

bakterie

Moderni heterotrofni

Mitochondrie eukaryoticka buiika

organely bunécného dychani, zisk ATP

dvé biomembrany - vnéjsi hladka, vnitini zvrasnéna (kristy)

dva kompartmenty - mezi membranami, matrix mitochondrie

enzymy oxidativni fosforylace a dychaciho retézce na vnitfni membrané
enzymy Krebsova cyklu a katabolismu MK v matrix

vnéjsi mitochondriélni membréna
vnitfni mitochondridlnf membréna

\

ATP syntiza

Vnéjs$i membrana

Vnitini membrana

ouT
[ADP] + Py

VEN [coz

Matrix \/

Ribozomy

7 N ,
pyruvét mastné kyseliny /

pyruvat  mastné kyseliny

e — |
MOLEKULY POTRAVY Z CYTOSOLU



Semiautomni organely

Chloroplasty

 thylakoidy - ploché vaky navrstvené do gran
- fotosyntetické pigmenty (zeleny chlorofyl)
* tfi kompartmenty - prostor mezi dvojitou membranou obalu, lumen thylakoid(
- stroma (matrix): vnitfni zakladni hmota; DNA, ribozomy a inkluze

Granum

chloroplast

lumen

thylakoid

stroma

Tylakoid

Vnitfni dvojvrstevna
membrana y
Vnéjsi dvojvrstevna N/
membrana

* oxygenni fotosyntéza 6CO, +6H,0 — CeH1506 + 60,
i) svételna faze (thylakoidy)
- pfeména svételné energie na chemickou, vznik ATP a NADPH, O,

ii) temnostni faze (stroma)
- ulozeni chemické energie fixaci CO,, tvorba glukdzy a zasobnich latek (Skrob)

http://clashtalk.kinja.com/take-a-minute-to-appreciate-photosynthesis-1742386609; http://www.biologydiscussion.com/chloroplasts/chemical-composition-of-chloroplasts-
600-words-biology/788:; http://www.shmoop.com/photosynthesis/inputs-architecture.html



Cytoplazmaticka membrana

Funkce

v v v vewvs . 1. hydrofobni (nepolarni)
* soudrznost bunky, ochrana pred vnéjsimi vlivy konec fosfolipidu
* tvar bunky, ukotveni cytoskeletu vnéjsi povrch hydrofilni (polarni)

Q o hlavicka fosfolipidu

: : \
L R

* regulovany transport latek (semipermeabilita)
* podil na adhezi bunék a bunééné signalizaci

Slozeni
i) lipidy
e amfifilni dvojvrstva
* fosfolipidy, glykolipidy, cholesterol vnitfni povreh

ii) proteiny
* integralni, ukotvené s lipidy, periferni
* funkce: receptory, signalizace, transport latek, mezibunécny kontakt, kontakt cytoskeletu

ili) sacharidy

» glykolipidy a glykoproteiny, glykokalyx na vnéjsi strané bunky
* funkce: mechanicka, informacni, vazebna mista pro patogeny

Model tekuté mozaiky
* molekuly lipid{ i protein( v neustalém pohybu, pohyb protein( v rdmci fosfolipidové dvojvrstvy



Transport mezi vnitrobunécnymi oddily

Sekrecni a endocytické drahy
* spoluprace bunécnych organel, transport materiali mezi organelami

 sekrecni (exocyticka) draha
- biosyntéza organel

: o Lysozom Pozdni endozom
- vyluéovani molekul do me- xd = “
membrana
\ ':,

zibunécného prostoru Endoplazmatické \
retikulum

° T
* endocyticka draha Qf /‘Lt,ﬁ;rﬂ 57
- pfijem a zpracovani signald ang

a materidlu z vnéjsiho

-:::a
prostredi AJ
« vezikularni transport / /

- transport proteinl a lipidd
mezi organelami

CYTOPLAZMA

é D ) D
Ej Sekrecnl vacek
o

Fa

Golgiho aparat



Transport mezi vnitrobunécnymi oddily

Chaperony

» podporuji sbalovani protein(i, brani agregaci proteint
* proteinové rodiny - Hsp70, Hsp90, valcovité chaperoniny

Hsp70 a jejich regulatory

* vazba na nove vznikajici proteiny na ribozomu
* ve stresovych podminkach - vazba na chybné poskladané proteiny, sbaleni proteint po denaturaci
* puUsobi pfi transportu proteinu

* DnaK: bakterialni Hsp70, podptrné proteiny Dnal a GrpE

Vazba Dnal k neslozenému peptidu 2P,

Vazba komplexu k DnaK-ATP

DnaK vaze ATP
Uvolnéni sloZzeného proteinu

< 
Ve
uy ) 2 s‘| j
Unfolded s J
protein
To GroEL Partially
system ) S ) folded
5 protein
'
2,2 ATP
% +
¥ | GrpE
Folded = /2
protein % ﬂ,gﬁ

(native

conformation) | ADP + GrpE (+ DnaJ ?)
& @&

Dnal stimuluje hydrolyzu ATP
DnaK-ADP pevné vaze neslozeny protein

GrpE stimuluje uvolnéni
ADP



Transport mezi vnitrobunécnymi oddily

Hsp70 u savcl

* Hsc73 (cytosol), BiP (ER), mHsp70 (mitochondrie), ctHsp70 (chloroplasty)
* Hsp40 - vyhledavaji specifické substraty (obdoba Dnal)
* samy si zajistuji vyménu ADP/ATP a uvolnéni peptidu (ekvivalent GroE netreba)

Hsp90
* spravné skladani a funkce receptorl pro steroidni hormony (kortizol, estrogen, progesteron, aj.)

* napf. glukokortikoidovy receptor (GR) - kortizol R

* v klidu se na GR vaze imunofilin 51 a Hsp90, které
ho udrzuji ve spravné konformaci pro vazbu lignadu

* po vazbé kortizolu se vyméni imunofilin 51 za 52

* imunofilin 52 vaze dynein (Dyn), ktery pripojuje
komplex k cytoskeletu a zajisStuje jeho traslokaci
do jadra

* vjadre se pomocné proteiny uvolni, GR dimerizuje a
spousti expresi cilovych genu



Transport mezi vnitrobunécnymi oddily

Chaperonin

Hsp60, chaperoniny & %o\ {
* valcovité Castice Hep70 é 3‘% T
* sklddani novych i denaturovanych protein( il .

®
Chaperoniny GroEL a GroES u E. coli Folded protein
* GroEL - 2 kruhy tvofici valec 2 (v Unfolded proteln
* GroES - pokli¢ka vélce Vs el
* vazba nesloZzeného proteinu na vnitini sténu kruhu L Groes T A
* vazba ATP k obsazenému kruhu }’_”"’ | = Lﬁsé
* hydrolyza ATP, uvolnéni ADP a GroES ‘v—mv im_,,w ,"% '
 vazba ATP a GroES k obsazenému kruhu .. e o]

* skladani proteinu
* hydrolyza ATP, uvolnéni GroES a sloZzeného proteinu

7P, 7.ADP

7 ADP : 7 ATP

GroES 1 ' 7P;
T ;

E

Obdobné struktury u eukaryot L 7818 GroEs 7 )

LU

* mitochondrie Hsp60 a Hsp10

* chloroplasty Cpn60 a Cpn10

* po translokaci proteinu do mitochondrii a chloroplastll s nim nejdfive asociuji Hsp40 a Hsp70, které
zachovaiji jeho schopnost skladani a prenesou ho do chaperoninu, kde je skladani dokonceno



Transport mezi vnitrobunécnymi oddily

Tridéni proteinu
* proteiny pro jadro, mitochondrie, chloroplasty a peroxizomy transportovany pfimo z cytoplazmy
pro Golgiho aparat, lysozomy, endozomy, extracelularni prostor prichazi z ER

Adresova sekvence

* sekvence v proteinu urcujici do jaké organely ma jit (15 - 60 aminokyselin)
presné sekvence pro jednotlivé organely se mohou lisit, vliv
hydrofobnich, kladné nabitych a zaporné nabitych aminokyselin

nucleus

Funkce signalu Priklad adresové sekvence
*H,N-Met-Met-Ser-Phe-Val-Ser-Leu-Leu-Leu-Val-Gly- |
Import do ER lle-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr-Glu-Ala-Glu-GIn-Leu-Thr-Lys- &
Cys-Glu-Val-Phe-GIn-
Zadrieni vlumen ER -Lys-Asp-Glu-Leu-COO-

*H,N-Met-Leu-Ser-Leu-Arg-GIn-Ser-lle-Arg-Phe-Phe-
Import do mitochondrii Lys -Pro-Ala-Thr-Arg-Thr-Leu-Cys-Ser-Ser-Arg-Tyr-Leu-

Leu- ‘
‘ t
Import do jadra -Pro-Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val- : U ," 'ﬁ::ﬂ?:
Import do peroxizomd  -Ser-Lys-Leu- m't°°h°“d:y‘)'t°’°'

peroxisome

Tfi mechanismy importu proteinll do membranovych organel
1. transport jadernym pérem
2. proteinové translokatory (ER, mitochondrie, chloroplasty)
3. transportni vacky (sekre¢ni draha z ER)




Import proteinl pomoci proteinovych translokatoru

 vstup do mitochondrii a chloroplast(
- proteinové translokatory v membrané organel
- adresova sekvence na N-konci transportovaného proteinu
- béhem prenosu je protein rozvinut a odstranéna adresova sekvence
- po transportu pres membrany je protein opétovné slozen

Import do mitochondrii

1) import do matrix N, + 0,
- cytosolické Hsp70 rozvinou transportovany protein e Cytosol
- receptor rozezna adresovou sekvenci Tomd0 1T Outer membrane
- translokace proteinu vné&j$i membranou (TOM) Izzig//vt 5 [Tom?

©
oy , © Tom6 Tom70 |nt b
vnitini membranou (TIM) 1 e
T)m23/T|m17

©C 0 0 0 ©

- matrixova protedza odstépeni adresovou sekvenci © 0600 0 0

- mHsp70 dokoncuje translokaci a sbaleni proteinu L Inner membrane
. ’ . eiv s ;v e © © ¢ © o ( © © © © Matri
- elektrochemicky gradient na vnitfni membrané e
o , - . ~
- pruchod membranamivyzaduje ATP +@,4> y MPP
Mitochondrial 1
Hsp70 )

M/hL»m

THE CELL, Fourth Edition, Figure 11.4 © 2008 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.



Import proteinl pomoci proteinovych translokatoru

Import do mitochondrii

2) translokace do mezimembranového prostoru

inner membrane
oM protein
complex \

N
/

OXA >
- TIM23 complex  complex___p» }ﬁ

. . v s 7 v ey v s / \
i) translokace do matrix, odstranéni adresové sekvence, pres vnitrni ,.qm.} ém‘ o /‘ﬂ?
signal sequence
membranu do mezimembranového prostoru (komplex OXA) b PROTEN SaTESts
ii) sekvence zastavujici prenos prerusi translokaci vnitfni membranou i

odstépeni proteinu do mezimembranového prostoru

iii) translokace vnéjsi membranou, vazba faktor(, které protein zadrzi v

mezimembranovém prostoru

Import do chloroplastu

e komplex TOC ve vnéjsi, TIC ve vnitfni
membrané

* netrfeba elektrochemicky gradient

* proteiny urcené do lumen tylakoidu maji dvé
adresové sekvence za sebou

* Ucast ctHsp70 a Cpn60/10 na spravném sbaleni
translokovaného proteinu

signal stop-transfor
S0qUENce sequence

MATRIX
8)

cyTosoL Receptor CYTOSOL Receptor

Outer
_ membrane

= Inner
. membrane

MITOCHONDRIAL CHLOROPLAST
MATRIX STROMA




Sekrecni draha

hrubé ER - ER - Golgiho aparat - sekre¢ni vacky - extracelularni prostor
proteiny smérujici do ER, Golgiho aparatu, lysozomu, plazmatické membrany a vné bunky
sekrecni vacky - dopravni prostredky obsahujici proteiny z vnitrnich organel

- proteiny vylozeny po splynuti membrany vacku s membranou cilové organely

poprvé pozorovana u bunék zlazového epitelu pomoci radioaktivné znacenych aminokyselin

RNA

. Rough ERL__

Sekreéni
vacky

Radioaktivni leih
protein Golgi ,°
aparat
®

/
g:."'."%;::.,...
e €

‘ 3 minuty 7 minut 120 minut
m Plasma membrane (endoplazmatické (Golgiho aparat) (extracelularni

retikulum) prostor)



Sekrecni draha

Endoplazmatické retikulum (ER)

* systém plochych vackl a kandlk(, ndvaznost na jaderny obal a perinuklearni prostor

dava vzniknout Golgiho aparatu, lysozomim, plazmatické membrané

funkce: biosyntéza protein( a lipid(i, preprava latek, reakce na podnéty z vnéjsiho prostredi,
skladovani bunéénych produkt(

drsné - s ribozomy, syntéza protein(

* hladké - bez ribozom{, metabolismus lipidd a polysacharid(, detoxifikacni reakce, zasobarna Ca?*

Hladké ER

ST IR RO

Cytoplazmati ER protein s
cky odstranénou
ote signalni sekvenci

Import proteinti do ER

* adresova sekvence pro ER = signalni sekvence

e odstranéni signalnis. z proteinu ER umisti protein do cytosolu

 zaclenéni signalni s. do cytoplazmatického proteinu zplsobi
jeho nasmérovani do ER

\

ER Signaln Cytoplazmaticky

protein i protein
NORMALNI UPRAVA SIGNALNi

STAV SEKVENCE



Sekrecni draha

Syntéza proteinli v drsném ER

 sbalovani proteind, tvorba disulfidickych vazeb, sestavovani oligomernich protein(, glykosylace

* ER je hlavni ktizovatka v dopravé protein( po burice

i) volné proteiny jsou uvolnény do lumen ER - proteiny z lumen organel, sekretované ven z bunky
ii) membranové proteiny zGstadvaji zanoreny v membrané ER - proteiny vyskytujici se v membranach
organel, plazmatické membrané

Proteiny lumen ER

 zacatek syntézy proteinu na volnych ribozomech

5,%3’"3?:{\ . « vazba SRP k signdlni sekvenci, pozastaveni
/l’ndSL‘UCnCC
s, ¥ translace

* SRP receptor pritahuje ribozom/peptid/ /SRP

e vazba ribozomu k transloka¢nimu komplexu

 vazba GTP, zaclenéni signalni sekvence do
membra- nového kanalku
Signal

e s, G8) * hydrolyza GTP, uvolnéni SRP, spusténi translace
* rostouci peptid prochazi membranou ER

Endoplasmic
reticulum
lumen Translocon

receptor

e odstépeni signalni sekvence signalni peptidazou
e uvolnéni peptidu do lumen ER

THE CELL, Fourth Edition, Figure 10.8 © 2008 ASM Press and Sinauer Associates, Inc



Sekrecni draha

G z
Zaclenéni proteinu do membrany ER ¥
* r0zné orientace proteinu a pocet jeho prichodl pres membranu e - 5
* sekvence zastavujici prenos, vnitfni signalni sekvence ) N U)

- a-Sroubovice, 20 - 25 aminokyselin, interakce s fosfolipidy Endolasmic -

- vnitrni s.s. rozeznana pomoci SRP, nestépena signalni peptidazou "

- jejich orientace urcuji orientaci proteinu v membrané

* rUzné orientace proteinu

Signal Stop-transfer

sequence sequence
Cytosol Cytosol
N » y 7 - Endoplasmic reticulum lumen
B 8E 5t 3 9 5 3 5 3" No cleavage
cleavage € _— —_—Te
$
4 4 4
< & >
2 P
P4 >4
Internal
3 signal
Internal signal Sc%_";cncc
sequence c
N N

Endoplasmic reticulum lumen Endoplasmic reticulum lumen

* protein prochazejici membranou nékolikrat - stridani vnitrnich s.s. a sekvenci zastavujicich prenos

Cytosol

5 =3’ SRp  5*

4
23
>3

\~Stop-transfer Second
sequence signal
sequence

7
Internal
signal
sequence

receptor

Endoplasmic reticulum lumen

THE CELL, Fourth Edition, Figure 10.8 © 2008 ASM Press and Sinauer Associates, Inc



Sekrecni draha

Sbalovani a Uprava proteint v ER

* sbalovani - chaperony rodin Hsp70 (BiP) a Hsp90 (Grp94)

* Stépeni - vidy odstranéni iniciaéniho Met a signalni sekvence, u nékterych proteint i jiné sekvence
- napfr. inzulin: syntetizovan jako preproinzulin, do lumen ER uvoliiuje proinzulin
vyStépeni a degradace interni sekvence

spojeni 2 vyslednych polypeptidd disulfidickou vazbou = inzulin

* tvorba disulfidickych vazeb - disulfid izomeraza

» glykosylace - ptipojeni oligosacharid(

Preproinsulin

B A
N S e — PDI
Signalni Spojujici
sekvence peptid 1 “@] 1
- S l ‘»s s
Stépeni signalni sekvence 71 3
Tvorba disulfidickych vazeb Vy&tépenispojujictho | s . 35 - S c M . 5 M o 5 M 5
peptidu
N . . Dolichol
Chybna disulfidicka vazba T o
s's
B A L_________| I e (E—
—
b o
s's 1 1 Asn — Ash—— Asn
g4 ss ’ N-acely[glucosamine{
2 2
3 S 3 $
i H Mannose
Proinsulin Insulin 4 9= 4
Spravna disulfidickd vazba
Glucose

Endoplasmic reticulum

THE CELL, Fourth Edition, Figure 10.8 © 2008 ASM Press and Sinauer Associates, Inc



Sekrecni draha

Hladké endoplazmatické retikulum
* syntéza membranovych lipid( na cytosolické strané membrany ER
* syntéza fosfolipid(l

- vznik kyseliny fosfatidové z glycerol-3-fosfatu a mastnych kyselin nesenych CoA
- zaClenéni kyseliny fosfatidové do membrany a jeji dalsi konverze
- translokace fosfolipid(i pfes membranu pomoci flipaz

Tatysotcos Cytosol

b l ! i
105731 <
Glycerol 3-phosphate S0 @»(:ﬂ_f;l:nl;n:}m‘ Membrana ER
. s AL
.?N,_L.gu & o Lo
o

Nové lipidy pfipojeny
jen na cytosolickou
polovinu dvojvrstvy

Lotes Lol Lol ’ ﬂ , z E i u Rust qb_ou stran
1IN Iy ==

THE CELL, Fourth Edition, Figure 10.8 © 2008 ASM Press and Sinauer Associates, Inc



Sekrecni draha

Vezikularni transport z ER

* sméruje do Golgiho aparatu, lysozomu, plazmatické membrany, extracelularniho prostoru
* proteiny a lipidy po cesté upravovany (glykosylace, tvorba disulfidickych vazeb)

* naklad vacku je specificky, dany receptory v membrané vacku

* proteiny urcené pro lumen ER - adresova sekvence Lys-Asp-Glu-Leu (KDEL)

Golgiho aparat (GA)

systém plochych nadrzi (cisteren) a kanalkd

funkce: zpracovani, tfizeni a modifikace protein( z ER (glykosylace proteint), syntéza
glykolipidd

* cis strana - vznik novych cisteren fuzi vacku z ER

* trans strana - puceni vackad, které sméruji zpét do ER, zpét do GA, ven z bunky; vznik lysozém{

Anterograde
transport

cisterna ®
trans
strana

Figure 15-26a Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)

(1] Rough ER A (© Retrograde
transport

2012 Peseson Eaaten e



Sekrecni draha

Transportni vacky

* ruzné typy pro transport specifického nakladu
* kyvadlova doprava mezi organelami

* oplasténé vacky - proteinovy obal na cytosolické strané vackd napo-

maha tvarovat membranu do podoby vacku a podili se na zachyceni
specifickych molekul

- po odskrceni vacku plast odstranén a vacek fuzuje s cilovou mem.

Typ vacku Proteiny plasté Vychozi organela Cilova organela
Klathrinovy klathrin + adaptin 1 GA lysozom
Klathrinovy klathrin + adaptin 2 plazmalema endozom
cop proteiny Coat ER GA
cisternaGA cisternaGA
GA ER
Klathrinové vacky

* nakladana molekula - receptor - adaptin - klathrin
* zesitovani klathrinu, vznik jamky a vacku s klathrin.
plastém

cargo adaptin

* dynamin - vazba kolem usti vacku, za hydrolyzy GTP se m 3

stahne a odskrti vacek od membrany

cargo molecules

VESICLE
FORMATION

e Membrane Lumenal
0 Oproteins\@ proteins

o O

-
Transport /

vesicle

(&)
P
® ‘e ® o ® 9 @ P g =
=D
coated .\r fés\
clathrin coat e <« «

w adaptin naked transport

vesicle
CYTOSOL

o e T
ﬁ a\’n )
@) &

¢ _—— dynamin
J

EXTRACELLULAR SPACE

Figure 15-20 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)



Sekrecni draha

Klathrinové vacky

*p

* receptor pro mandza-6-fosfat v membrané na

roteiny urcené
mandza-6-fosfat

trans strané GA

* pres adaptiny se k receptoru vazi klatriny, které
Spoji svoje retézce v sit a zahajuji puceni vacku

O

l

faze
vacku

@@ @ @

z
|

do

vyména GDP/GTP
aktivace ARF

vazba Coat

lysozom{l

ARF-GDP

g

ARF-GTP

|

GEF

Lysozomalni
Mandza-6- proteiny
Receptor pro fosfat
mandza-6-fosfat Ly Alni
’ /""‘ protein
Lumen GA —
0 Z n a ée n Manéza-6-
y Trans - — fosfat
strana GA
(‘\ Receptor

i pro manéza-
6-fosfat

Adaptin

Cytosolicka
strana

lo.ﬁkrcem’ | Kiathrin

Klathrinovy
vacek

Volny
klathrin

THE CELL, Fourth Edition, Figure 10.36 © 2006 ASM Press and Sinauer Associates, Inc.

COP vacky

preprava molekul mezi ER a GA, v rdmci GA

plastovy protein Coat, pomocny protein ARF (GTPaza)
ARF-GTP se spojuje s membranou GA, nutny pro vazbu Coat
proteind a podili se na tvorbé vack

po odskrceni vacku hydrolyza ARF-GTP na ARF-GDP
rozlozeni COP, fuze vacku s cilovou membranou

THE CELL, Fourth Edition, Figure 10.8 © 2005 ASM Freas and Sinauer Associates, Inc.



Sekrecni draha

Doruceni vacku

* proteiny SNARE

* v-SNARE na povrchu vacku, t-SNARE na povrchu cilovych membran "G"OE

* unikatni SNARE pro kaZdou organelu a typ transportnich vacka VEHARE "SNAREr_

* interakce proteini NSF a SNAP zodpovida za fuzi vacku s cilovou "G"O‘:\ B
membranou R

2 _Vesicle

A
t-SNARE Target

Exocytosis

cell Q@
/ membrane 4 anenort vesicle O
Sekrece molekul z buriky [, T
i) Fizena sekrece molekul po prijeti signalu ::zfgi:zﬂ"e\sjim S e (CS
s 7 v s .s v v,vzs 7 v & sion cell membrane (WA
* transportni vacky splyvaji a tvori vetsi vacek [ g i ,
* po prijeti signalu jeho exocytoza — ec.:.../ |
» sekrece specifickych molekul u Zlaznatych bunék mgu.at;°-.u<__,,:\!.° ) @C
. L secrston @@l iogeeied SN vy
i) konstitutivni o T A poue
receptor ‘. ’,f
* sekrece prubézna, bez signalu \3, ————— e o
ligand — :"a"Sduwo" Golgi apparatuso

© 2008 Encyclopaedia Britannica, Inc.



Sekrecni draha

Lysozomy

funkce: nitrobunécné traveni, rozklad materialu z nitra i vnéjsSku bunky
cca 50 typl kyselych hydroldz na rozklad vSech organickych slozek bunky
pH ~ 5, ATP dependentni H* pumpy

proteiny v membrané lysozomu chranény glykosylaci

primarni lysozom vnikd odskrcenim od GA - po splynuti s endozomem vznika sekundarni (aktivni)
lysozom - tercialni lysozom s nestravitelnymi zbytky odstranovanymi exocytézou

pres 30 genetickych chorob ¢lovéka s mutantnimi geny pro lysozomalni enzymy
- napt. Gaucherova nemoc: glukocerebrosidaza na rozklad glykolipid(i, I1écba aplikaci enzymu

 is synthesized and . R
carbohydrate is added. endoplasmic reticulum

cell membrane \

cytoplasm

exocytosis and
elirnination

Lysosome

o
QO O o
Acid hydrolases

© Mannose is

.| phosphorylated by
sequential | activit y
of two e

Golgi
apparatus

o o
o © &

Ooo

Q
pH3 © ©O

digestive
vacuole
food particles

@ Cytosol

endocytosis

®© 2003 Encyclopzedia Britannica, Inc. food vacuole




Endocyticka draha

Endocytoza

* prijem castic, molekul a kapaliny z vnéjsiho prostredi

* malé molekuly pfijimany u vSech bunék, velké ¢astice pfijimany fagocytujicimi burikami

* pohlcovany material obklopen plazmalemou - puéeni dovnitr bunky - odskrceni endocytického
vacku - fuze s lysozomem

i) pinocytdza
e kapaliny a malé molekuly
e klathrinové jamky a vacky
* nerozliSuje pfijimany material

FAGOCYTOZA
PINOCYTOZA

Endocyticky
vécek

Primarni
lysozom

ii) fagocytoza
* pohlceni velkych castic
* vazba c¢astice k povrchovym receptorim -
tvorba pseudopodii obklopujicich ¢astici - X

\\ :
e @ — &
Vs = ) \ Sekundarni
tvorba fagozomu - fuze s lysozomem \« iysotom \\
VyuZiti Zivin
@

lysozom

iii) autofagie
e rozklad vlastnich struktur
 staré organely, hladovéjici bunky
* uzavieni organely v membrané z ER - tvorba emirina 3
autofagozomomu - fuze s lysozomem Eroea geradondh materi




Endocyticka draha &

~ed

Endocytdza pres povrchové receptory >
* vazba molekul k prislusSnym receptorim \ o
* uzavreni komplexu receptor/ ligand do klathrinovych vacka Sl ;zg;;g;;@ ,
v s 7 v " @ % °° o
* odstranéni obalu vacku CE (57
* fuze s lysozomem, zpracovani pohlceného materidlu, recyklace receptoru %\—»/
AD)
v W/ P
e Tl e SN Y 4
h.dml.m-s\ 3 })3::?@&%;%‘@ 7
| %
Cholesterol ;" o /\/
. . N . =\ /@ — .
* v krvi vazdn na proteinovém nosici (lipoprotein) b / L AR

* nizkodenzitni lipoprotein (LDL) vznika v jatrech ‘w \; /
a dopravuje cholesterol k bunkam

Plazmatickd membrana

* vazba LDL s cholesterolem na LDLR - klathrinova S i
7 V4 v ’ & )
endocytdza - fuze s lysozomem - uvolnéni LDL od 9

s CYTOPLAZMA

/Recyklace LDLR

Endocytéza
LDLR - recyklace receptorl - rozlozeni LDL -
uvolnéni cholesterolu do cytoplazmy Q’
Klathrinovy P ) Odskrceni
vacek ' transportniho vacku

e porucha LDLR receptoru: hromadéni cholesterolu
v krvi, vyvoj aterosklerdzy, srdecni infarkty v raném
veku

Volny
cholesterol
)

Kyselé hydrolazy



Cytoskelet

Struktura

Monomery

Polarita

Funkce

Mikrotubuly

10 um
—

aB-tubulinové heterodimery

Duty vélec, sténa z 13 protofilament

a-tubulin
B-tubulin

(+) a (-) konce

Organizace a udrZeni tvaru
a polarity buriky

Pohyb chromozoma
Intraceluldrni transport
Pohyb organel

Pohyblivost bunék (axonema)

Mikrofilamenta

Monomery G-aktinu

10 um
Lt

Dva propletené fetézce F-aktinu

G-aktin

(+) a (-) konce

Kontrakce svalQ

Pohyb bunék, cytokineze
Proudéni cytoplazmy
UdrZeni tvaru buriky

Intracelularni transport

Intermedialni filamenta
5pum

) $—

S S

Dimery intermedialnich filament

8 protofilament

Cytokeratin, vimentin, desmin,
neurofilamenta, nestin, laminy

Podpora bunécnych struktur
Udrzeni tvaru buriky

Tvorba jaderné laminy a leseni
Zesileni axon( nervovych bunék

Organizace svalovych vlaken

Mikrotubuly

i

Mikrofilamenta

TG
s
AR




Spoje buneéek

* spojeni sousednich bunék a spojeni bunék s extracelularni matrix (ECM)
* dulezité pro morfologii a funkci epitel( s tésnym uspofadanim bunék
 vyzaduji napojeni na cytoskelet

Tésné vazby oy &a
* brani priniku molekul a tekutiny

Ad here ntnll \IaZby ADHERENTNI VAZBY

* propojuji mikrofilamenta sousednich bunék ~.) ;ﬁé 0 ig:éiq
Desmozomy i

e propojuji intermedialni filamenta sousednich bunék

DESMOzZOMY

p . — Bl —
Meze rove SpOje HEMIDESMOZOMY J L MEZEROVE SPOJE g % é
* spojuji cytoplazmy sousednich bunék “{m ¥
p.J J y p y u/ \_Itrmdl G X =
Hemidesmozomy T & -
 pripojuji intermedialni filamenta k bazalni laminé g\
ECM

Polarita epitelialnich bunék
 apikalni povrch - mikroklky a rasinky
- pohyb hlen( v dychaci trubici, vajicka ve vejcovodu, receptory
* lateralni povrch - adherentni, mezerové a tésné vazby a desmozomy
- spojeni bunék pres specidlni ligandy a cytoskelet
* bazalni povrch - hemidesmozomy a adhezivni plaky, ukotveni bunék v bazalni laminé



Spoje buneéek

Adherentni spoje, desmozomy a hemidesmozomy obsahuiji plaky

 desticky nahromadénych adaptorovych proteint na cytosolické strané plazmatické membrany
* ukotveni transmembranovych spojovacich protein(, které vazi ECM ¢i proteiny sousedni buriky
* vazba cytoskeletu

Adherentni vazby

» kadheriny - spojovaci proteiny, homofilni vazby v pritomnosti Ca%*
- extracelularni domény v mezibunécném prostoru

» adaptorové proteiny - kateniny (a, B, p120), vinkulin

* interakce s mikrofilamenty (F-aktin)

Protein linking

. [-catenin to
Plaky z adaptorovych g ) cytoskeleton
proteinii Actin filament 5= Cadherin (e.g., o-catenin)
Plazmatickd membrana

T T L S

Vlakna cytoskeletu

p-catenin

T - L " - ‘
tinin g : , : :
o-acti & Extracellular
: S§
[o

Signals transmitted
to cytoplasm

Spojovaci
proteiny
Mezibunéény p120 catenin

prostor




Spoje bunék

Desmozomy

* silnd adheze bunék (stfevni epitel, kGize, srdce)
* spojovaci proteiny - desmocolin a desmoglein
* adaptorové proteiny - plakofilin, plakoglobin, desmoplakin

* Pemphigus vulgaris - autoimuitni onemocnéni klze, tvorba protilatek proti desmogleinu
- narusena adheze epitelu, mezi bunky pronika télni tekutina, tvorba puchyr

Pemphigus vulgaris (ktiZe)

(%

Hemidesmozomy

* propojeni bunék s bazalni laminou (ECM)
* podobnost s desmozomy, jako spojovaci proteiny vyuzity integriny, které se vazi k lamindm bazalni
membrany

http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BI0OL2060-17/CB17.html
http://dermaamin.com/site/histopathology-of-the-skin/68-p/2023-pemphigis-vulgaris-.ntml http://slideplayer.com/slide/4173835/



Spoje buneéek

Tésné vazby
* spojovaci proteiny - claudin, ocludin, JAM

- homofilni interakce s proteiny sousedni buriky

transport glukdzy pres strevni epitel

- vstup do bunky na apikalni strané pres Na*/glukdza synportni protein

podil na polarizaci bunék, brani lateralnimi pohybu membranovych molekul
prekazka pro prichod tekutin a molekul pres vrstvu bunék, oddéleni télnich dutin
rozhoduji o prichodu molekul transbunéénou ¢i parabunécénou drahou

- export glukdzovym transportérem na bazolateralnim povrchu

Spojovaci proteiny
(b)
J(CHS 4701
Tésné vazby <‘ U, Flaudin =\ . occludin
‘ \ oz
( (D2
- ] g\..
1
Plazmatické membrany 5 !/ TAM
sousednich bunék 5 /;n_.:\/; \@\ ‘
[\ ‘1‘/\\ /"J J
. . . . 3 /«
Spojovaci proteiny b R 'K ’/(I\ 4
i ¢ {

0 O

A Apikalni povrch

& M) {‘L‘Jrj_. P

I Tésné vazby
\ A ‘9' “ { f\ |
- ) -

N

-~

A cells

L

vy

Bazolateralni povrch

v

Transcelulérni draha:
pres membrany bunék

Paracelularni draha:
pies tésné vazby

Inside cell

Transport glukézy ve stfevech

{ Va
¥ epithelial

LuMeN/Apical

“Tight | Gluco
junction ‘

Glucose ,, .Na*

ses - Na*
1

"~ Basolateral
membrane

J

7

BASAL
LAMINA

)
:
Glucose *:| 5 Glucose

©Glucose S;?Na.’

5

3Na*

Glucose

TISSUE SPACE exchangeable with blood




Spoje buneéek

Plazmatické
membrany
dnith.bunék

Extraceluldrni strana

Cy licka strana
membrany

Mezerové spoje okt
* 6 molekul konexinu usporadanych do kruhu tvofi konexon

* konexony dvou sousednich bunék tvori hydrofilni kanal,
ktery propojuje cytoplazmy bunék Konexiny usporadané

* prima chemicka a elektrochemicka komunikace bunék
* tok malych molekul mezi burikami (ionty, cukry, CAMP)

Spojeni bunék s ECM

* fokalni adheze a hemidesmozomy, integriny
, . , , , s vs . . Extracelularni 8
* rozdil v napojeni na cytosklelet - fokalni adheze vazi mikrofilamenta prostor
- hemidesmozomy vazi intermedialni filamenta

Burika 1

Integrin
Vazebné misto pro proteiny ECM Hemidesmozom

Intermedialni
filamenta

Fokalni adheze

‘ Cytoplazma
s Extraceluldrni a-actinin icka
strana Plazmatl’cka Adaptorové proteiny
membrana tvorici plak

membrany

¢~ Cytoplazma
Integrin

(agBa)

Plazmatickd

ra P .
membrana Bazalni lamina

” Plazmaticka
membrana

aminin

( l(!?..’.' '(L%’ (
(@ "“”'(((1\ 7«

r ECM ECM

Cytosolicka strana

membrany | i
I &\*\“"“‘\- (1
e L F S g =
azebné misto pro adaptorové proteiny ‘\\ N

Kolagenova
vlakna

Kolagenové fibrily






Molekularni biologie pro
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Molekularni mechanismy
sighalizace



Signalni molekuly

Signal
» zprostfredkovava a predava informaci

» extraceluldrni - ligand reagujici s bunkou pomoci receptoru
* intracelularni

Extraceluldrni signaly
* proteiny, peptidy, aminokyseliny, nukleotidy, lipidy, steroidy, mastné kyseliny, plyny
* hormony - odvozené od aminokyselin (adrenalin, thyroxin)

- peptidy a proteiny (inzulin, glukagon, oxytocin)

- steroidni (testosteron, estrogen, kortizol)

- vitamin D, kyselina retinova

cytokiny - interleukiny, interferony
- nddorové nekrotické faktory (TNF-o, TNF-3, TNF-y)
- rUstové faktory (EGF, PDGF, IGF-1, GM-CSF, GHF, NGF)

* nervové mediatory (acetylcholin, GABA)

lokalni mediatory (histamin, oxid dusnaty)

Signaly hydrofilni: vazba na membranové receptory, kratkodoba odpovéd’
Signaly lipofilni: vazba na intracelularni receptory, dlouhodoba odpovéd



Extracelularni signalizace

Pfenos signalu ze zdrojové burky na receptor bunky cilové

1. endokrinni - bunky vzdaleny, prenos signalu krvi (pf. hormony)

2. autokrinni - stejna burika

3. parakrinni - produkce signalu do télnich tekutin, lokalni Gcinek (pf. histamin, NO)
4. duty spoj - bunky v tésném kontaktu, tubularni struktura (pf. Ca?*, cAMP)

5. primy kontakt - ligand i receptor na povrchu bunék v pfimého kontaktu (pf. FasL)

6. synapse - nervova soustava, permeabilita membran (pfr. acetylcholin)

1. m m 3.
bloodstream
2.
@D
®




Signalizace

Intracelularni signalizace

* prenos signalu na cilovou molekulu uvnitf bunky

Odpovéd bunky

* genova exprese, aktivita metabolickych enzym, konfigurace cytoskeletu, permeabilita membrany,

syntéza DNA, indukce apoptozy

* pritomnost receptorll a vybava bunky rozhoduje o tom, na ktery signal bude burika reagovat

* stejny signal maze mit rdzné ucinky u rdznych bunék (napr. acetylcholin)

* rychlost reakce - zména funkce proteinl (s - min), zména v expresi gent (min - hod)

CYTOPLAZMA

€) Vazba ligandu
na receptor

€) Bunéénd odpovéd

l
-4

signalu

¢) Zména exprese
genl

srdecni svalovina burika slinnych Zlaz kosterni svalstvo

M
AMA
N\ °*f@%* { o [ /
\ A receptor sekrece ® ﬂ
acetylcholin ) J \ :
snizena frekvence \\/
a mira kontrakce h

|
\

kontrakce



Signalni drahy

Prvni prenasec signalu: prvotni signal zachyceny bunkou

Druhé prenasece signalu: malé molekuly produkované uvnitf bunky po vazbé ligandu na receptor

Intracelularni signalizace zahrnuje

prenos signalu a jeho prevod do srozumitelné podoby
* zesileni, rozdéleni signalu
propojeni signalnich drah

Po prijeti signalu se rovnovaha signalnich molekul velmi rychle obnovuje.

Activated adenylyl cyclase

/‘\ 7 @
O O @ O O Y . (LSS i \Il J| M NN
T T 2 arﬁ'ilficatlon o Q) e ;a';‘t?:
4 7 H
AN NV [ [\6D //'\\\ //'\\\ @
@ ek = Yivy v ) 1
O Q @X? @ <:9-- lification @?OC')C')OOOO CAME

1 l l @ GTP G protein OOOOOOOO protein kinase

|

Draha
#2

Draha Draha O
#1 # l
Draha
#1




Intracelularni receptory

* receptory steroidnich a tyroidnich hormond, vitaminu D, kyseliny retinové, oxidu dusnatého

* difuze ligandu cytoplazmatickou membranou - vazba na receptor - zména konformace receptoru
-> regulace transkripce cilovych gen(

Funkéni domény receptort

e doména pro vazbu ligandu

* doména pro dimerizaci

* aktivaéni doména - vazba k TFIID, TFIIB

* DNA vazebna doména - motiv dvou zinkovych prst(

1. Cytoplazmatické receptory

 steroidni hormony, glukokortikoidy, testosteron

* vazba HSP90

* tvorba homodimeru, prechod do jadra, aktivace
pfislusnych gen(

* pr. androgenni receptor

PROTEIN
testosterone @ (androgenic effect)



Intracelularni receptory

hormon  receptor primarni odpovéd sekundarni odpovéd
V—
gF
ay
1. cytOplazmatiCké receptory ,_‘_‘ proteinysekundarnlodpovédi
v s . s komplex hormon-receptor L] ®@ A
* dvoustupriova reakce na steroidni hormony aktivie primami geny "T@ f . T
b { oNA na
g oo (o] | |
proteiny primarni odpovédi potlaceni exprese aktivace exprese
primarnich gend sekundarni gend

2. jaderné receptory

* tyroidni hormony, vit D, kyselina retinova
* tvofi heterodimery (RXR)

v . Ve . s 7 .
* pr. vitamin D - v krvi vazan na DBP protein 3
. s
- jaderny receptor VDR
CYTOPLAZMA
4../\/\|/ N k]/\/Y 4 3
on ) JADRO
—_— — (
HO skin & skin
HO"
7,8-dehydrocholesterol pre-vitamin D, vitamin D,
liver
25-hydroxylase
H
g
I target tissues k:dney
1 - -
24-hydroxylase 10. hydroxylase J
H H k
calcitroic acid 1,25-dihydroxyvitamin D, 25-hydroxyvitamin D,
cilové proteiny --s&——— translace mRNA




Intracelularni receptory

. , NH, ’ NH,
Oxid dusnaty (NO) Golfil, e S3B e
 parakrinni signdl, volny prinik pfes membrany bunék N-H N-H
° NO 7 d . « . H-C-H H-C-H
syntaza - deaminace argininu . e
* rychly, lokalni ucinek Hc-H Hoc-
. , . . . v. R . H-C-NH, H-C-NH,
* vazodilatator - aplikace nitroglycerinu pri anginé pektoris el -
ve Arginin Citrulin

- prodlouzeni ucinku NO po aplikaci viagry

* acetylcholin = vznik a uvolnéni NO z endotelovych bunék - difuze
k burnkam hladké svaloviny - aktivace guanylatcyklazu - relaxace o
svalové buriky SR

aktivované
nervové zakonceni

O-—-«—- acetylcholin

vazba NO
na guanylatcyklazu

X

@ aktivovana NO syntaza
&
+

A

arginin ——— o
@

NO ® ' RELAXACE { - }

RYCHLA DIFUZE NO HLADKE SVALOVINY .

MEMBRANAMI

/ \

endotelova burika buriky hladké svaloviny




Prehled proteinkinaz

O

\
fosforylace - vazba fosfatové skupiny na AK ATP  ADP eo_ﬁl’_oe
. 7 7 . v 7 . OH O
jako donor fosfatové skupiny slouzi ATP, vznik ADP ( g (

protein protein

tyrosinkinazy - vazba fosfatu na fenolickou skupinu Tyr
serin/treoninkinazy - vazba fosfatu na hydroxylovou skupinu Ser ¢i Thr

SERIN / TREONIN KINAZY

1. proteinkinaza A, PKA

cAMP dependentni protein kinaza

homodimer, regulacni (R) a katalyticka (C) doména

po vazbé cAMP na R jsou C uvolnény a mohou fosforylovat cilové proteiny

pr. rozklad glykogenu ve svalovych vlaknech, syntéza somatostatinu v D-burikach

4x

cAMP \ /
R .
+ ~f- S0

5

WSeH ; ;
Thr . ae (@ nop &

osphoprotein



Prehled proteinkinaz

2. proteinkinaza G, PKG

cGMP dependentni protein kinaza, homodimer
regulacni doména: dimerizace, vazba cGMP, blok aktivniho mista
katalyticka doména: fosforylace

PKG-I - hladka svalovina, trombocyty, endotely, kardiomyocyty

PKG-II - buriky ledvin, stfevni mukdza, pankreas

3. proteinkindaza C, PKC

* monomer v blizkosti plazmalemy, aktivace ucinkem DAG, PtdSer a Ca?*
* regulacni doména - vazba DAG, PtdSer a Ca?*, blok aktivniho mista

 katalyticka doména - fosforylace

e RS | " | _@rl |

- | — e | M o
[DAG] H &ﬁ | i [DAG) ' [DAG] ' -

E h - j Io ~p



Prehled proteinkinaz

Struktura PKA, PKC a PKG je vysoce pfibuzna Sy I
pEeudo- nucleatide
v s P substrate binding sites
Regulacnl domena Ij:Jrl:\re | | h::se ':ICP‘, : kinase .

» pseudosubstrat blokujici aktivni misto PKG n
* leucinovy zip pro dimerizaci
* vazebna mista pro ligandy

PKA n

Katalyticka doména Jone Pusercer
* aktivni misto enzymu s kinazovou aktivitou
* vazba ATP

4. Ca?*/kalmodulin dependentni proteinkinaza Il (CaMKiII)

* regulovana komplexem Ca?*/kalmodulin, autofosforylace

katalytickd doména - fosforylace

regulacni doména - pseudosubstrat, vazba monomerd do multimerd(
* specializované CaMKII - pfr. kindza lehkého retézce myozinu

a Ca?*
e

O Ca?*/calmaduin

0
t _?:::17 Active subunit

n Phosphatase




Prehled proteinkinaz

TYROSIN KINAZY

* kindzova doména SH1

* receptorové - vdzané na plazmatickou membranu, soucast receptor(
* nereceptorové - asociuji s receptory, déleny do rodin:

1. proteinkinazy Src-rodiny
* SH1; regulacni domény SH2, SH3; ukotveni k membrané pres SH4
* c-Src - inaktivni: fosforylace Tyr-527, vazba SH2, blok SH1
- aktivace: defosforylaci ¢i vyvazanim fosfatu na Tyr-527, fosforylace Tyr-416
* asociace s receptory - receptorové tyrosinkinazy, receptory vazané s G-proteiny, adhezni receptory

e | | Receptor G-protein- (_ FEronestn

! tyrosine kinase coupled receplor Y . VAl ,’
8 ( P 4 Integrins.
Myristate Tyr-416 Inactive g g 9
Palmitate o o i ., (Al
SH3 ~ s L ATesioi, S
— = ) ] X
y & sH3-sH2
. ; linker ( =
Unique  gp3  shp Kinase  C-terminal 4
Domain (SH1) tail sH2 Q)

(SH4)

Tyr-527 C-lobe

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

2. proteinkinazy Jak-rodiny
* prima aktivace receptory pro interferon, Jak/STAT signalni draha

3. proteinkinazy Syk-rodiny



Prehled proteinkinaz

MAP-PROTEINKINAZY
* proteinkinazy aktivované mitogeny

1. MAP-kinazakinazakinazy (MAPKKK)

 aktivace MAPKK pres Ser Ci Thr

* pr. Raf-proteinkindza primo aktivovana Ras proteinem

2. MAP-kinazakinazy (MAPKK)

* aktivace MAPK fosforylaci Thr a Tyr (Thr-X-Tyr)
* pi. MAP/ERK-proteinkindza (MEK-proteinkinaza)

3. MAP-kinazy (MAPK)

* po své aktivaci migruji k cilovym molekulam

SERIN / TREONIN KINAZY
* proteinkinaza A (PAK)
* proteinkinaza G (PKG)
* proteinkinaza C (PKC)

* Ca?*/kalmodulin d. proteinkinaza Il (CaMKiIlI)

MAP kinase cascade

MAP

NERECEPTOROVE TYROSIN KINAZY
e proteinkinazy Src-rodiny
e proteinkinazy Jak-rodiny
* proteinkinazy Syk-rodiny



Dalsi enzymy signalnich drah

Adenylatcyklaza
* ATP - bisfosfat + cyklicky adenosinmonofosfatu (cAMP)

Guanylatcyklaza
* GTP - bisfosfat + cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP)
Typ 1 - homodimer, receptor pro rlizné ligandy
- domény: extraceluldrni, transmembranova
kindazova, cyklazova
- pr. ANF: vylouceni Na* a vody z ledvin
Typ 2 - rozpustny heterodimer (a, B)

- aktivace vazbou NO
- domény: vazebna (hem), cyklazova

cAMP-fosfodiesteraza, cGMP-fosfodiesteraza
* hydrolyza cAMP / cGMP na AMP / GMP

adunylyl
cyclase

. _ N—
-0 AP PP °  CAMP ] Py

R t \ﬁﬁ E
Cy{oplasm

GTP  ¢GMP

Membrane associated
guanylyl cyclase
GTP cGMP

Soluble guanylyl cyclase

W, Peptide ligand + ATP & Nitric oxide

k/j: > Iy

H,0, Mg? 1
—_—.—
PDE HO-— P -0 O
HO
HO” \

HO HO



Dalsi enzymy signalnich drah

PI PIP PIP, ol @ pr,

__, 3-Pase
= s —> 5-Pase
T Yl
®" ®
: Ins(145P,
3-kinase e— X PI(4)-kinaza
®
SPase  «— ¢ PI(5)-kinaza
® = ‘°‘§‘9 Fosfolipaza C

PI(3)-kinaza

Pl fosfatidylinositol

PIP  fosfatidylinositol-4-fosfat

PIP, fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat
PIP; fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfat

DAG diacylglycerol
Ins(1,4,5)P; inositol-1,4,5-trisfosfat

Fosfolipaza C (PLC) hydrolyzuje PIP, na DAG a Ins(1,4,5)P,



Povrchové receptory

Signalizace zprostredkovana povrchovymi receptory
1. mimobunécny signal (ligand)

2. povrchovy receptor

3. sekundarni prenasec

4. cilova molekula (efektor)

Receptory spojené s iontovymi kanaly Katalytické receptory

Typy povrchovych receptort

DRI 1] AT
gl'ﬁmﬁﬂ '(‘l‘.‘

1. Receptory spojené s iontovymi kanaly

Channel closed ® Enzyme inactive

o 710 v T e
* pruchodnost kanalu dle pfitomnosti ligandu Substrate ; Product

* zména permeability membrany

* rychla signalizace na synapsich

Receptory vazané na G-protein Intracelularni receptory

2. Katalytické receptory s S s
1 molecule
* zisk katalytické schopnosti po vazbé ligandu ° @ —
, , . .. ctivatec rw«ph_)r_
e transmembranové proteiny s PTK aktivitou @ T“ﬂ“"““*"“"*‘"P'“'“

V4 V4 0 (i !' "{‘ & ‘. H ".'" '"'“‘“ o
3. Receptory vazané na G protein j“{(ﬂjﬁﬁ?}ﬁgﬁ%‘

* pres G-protein ovlivauji aktivitu enzymU nebo
prichodnost kanald

binds




Receptory spojené s iontovym kanalem

* iontovy kanal v plazmatické membrané

e vazba ligandu - konformacni zména receptoru - otevreni kanalu
- pohyb iontll = disociace ligandu z receptoru = uzavreni kanalu

* ligandy - neurotransmitery, peptidové hormony
* molekuly prochdazejici kanalem - ionty Na*, K*, Ca?*, CI-

Signalizace na synapsich
* prevod chemickych signalt na elektrické

* excitovany presynapticky neuron vypousti neurotransmiter, ktery
se vaze na receptor spojeny s iontovym kanalem

* otevienym kanalem proudi ionty, které vyvolaji excitaci postsynap-
tického neuronu

* pl. receptor pro serotonin
receptor pro GABA (y-aminomaslend kyselina)

i i Q Q o
Slg'naln?g Gate Q 0
molecule 2 . seq @ Ionso
(ligand) | Q 0

P
Plasma

{
Ligand-gated membrane
ion channel receptor

Gate open\oo 095 o

-

1

Q 1
o Cellular

Q
) response
0~

o

Gate closed




Katalytické receptory

* tyrosinproteinkinazova aktivita regulovana ligandy
* spolecné strukturni rysy

extracelularni doména

TYROSINPROTEINKINAZOVE RECEPTORY ONONOICIOITIO);
lJ

- N-konec, glykosylovana
- vazba ligandu
- urcuje typ signalu, na ktery bude bunka citliva

transmembranova doména
- kratka, hydrofobni, a-Sroubovice

cytoplazmatickda doména

. . . 7 7 . . m m m m m_:“: m
- C-konec, tyrosinproteinkinazova aktivita E £ 5 E £ OB S85 5
v . . 7 s 7 7 . v v v \ > [T

- urCuje typ signalni drahy a tim i bunécnou odpoved = < g ?E T c“c’§§ E
3 £ 5 3 3 8% g3
g 3 & & & g 8

* kolem 50 receptoru 2

* 14 rodin podle motivu v extraceluarnich doméndach
@ KINASE = IG-LIKE () GLYCINE RICH

@E> FIBRONECTINIII @D LEUCINERICH @ CADHERIN
C CYSTEINE RICH @ EGF-LIKE @D ACID BOX



Katalytické receptory

Aktivace tyrosinproteinkinazovych receptori

* vazba ligandu v extracelularni doméné

zmeéna konformace a dimerizace receptoru

stimulace tyrosinproteinkinazové aktivity, autofosforylace

P-Tyr jsou vazebnymi misty pro intracelularni proteiny, které predavaji signal dal

Signal-molecule
a-helixinthe ~ Pinding site
membrane

Plasma
membrane

DY

Inactive proteins

OUTSIDE EGF

binding

Tyrosine-~_
kinase
region of
protein

Tyrosine-kinase receptor
proteins (inactive monomers)

|

Signal molecules

Activated
proteins

r Cytosolic
tail

3 Cellular
#T’ response
%IW p% 7 Cellular
ATP” ADP > >
/\,*j ) response
J

Activated tyrosine-kinase
receptor (phosphorylated
dimer)



Katalytické receptory

RECEPTORY S PRIDRUZENOU TYROSINPROTEINKINAZOVOU AKTIVITOU
* po vazbé ligandu dimerizuji, aktivuji nereceptorové tyrosinproteinkinazy

* imunoglobulinové receptory "“ge" o=
- BCR, TCR, vazba antigent
- asociace s kinazami Src- a Syk-rodin

* receptory pro cytokiny

v . Blk, Fyn, or Lyn Syk
- pf. Epo, GM-CSF, HGF, IL2-10, interferony
Receptory asociované s proteinkinazami Src-rodiny | ﬁ[} ﬂl‘}
= =

* po dimerizaci receptoru aktivovana Src-kinaza * 0 I") ||°)

* vazba adaptorovych molekul na P-Tyr-416 = Pt —

Receptory asociované s proteinkinazami Jak-rodiny

* po dimerizaci receptoru aktivovana Jak-kinaza @ @

 fosforylace receptoru

* vazba a fosforylace STAT . S | I | .

PUAK2: JAK2'P  PrAKZ JAKZ:P

g P p

P
PETAD



SH2 doména

Src Homology 2
strukturni doména (cca 100 AK) u vétsiny eukaryotickych organizmu
vazba na P-Tyr méni konformaci a aktivitu proteinu s SH2

podil na interakcich signalnich molekul

- spojuje katalytické receptory s dalSimi molekulami signalnich drah
- soucasti enzym (Src, Jak, Lck, Fyn, Syk, PLCG, PI3K)
adaptorovych molekul (Grb2)
transkripcnich faktor( (STAT)
regulatord signalizace (SOCS)

e B e
Enzymes Btk (PH » TH —( SH3 | sH2 - Y KINASE
. 7 ré 7 v . vz W el R
* signalni draha pres proteiny Ras = priklad i
. Vé 7 . . V (/-- _;\\," 7 —n//-- '“\
zapojeni SH2 domény do signalizaci Adeptors o EEFERIEY
Docking Proteins She *<TB/-— SH2
Transcription Factors Stat . DNA Binding 1 SHé [‘ TA
[
Cytoskeletal Proteins  Tensin v/ a 1SH2 ~(PTB )~

Inhibitory Factors Sap |SH2 —



Rodina proteinu Ras

* monomerni GTP4zy, vazba GDP/GTP INACTIVE
* vazba k plazmatické membrané P,

* aktivace - GEF faktor, uvolnéni GDP
* Rasvaze GTP a prenaseji signal na své efektory @

* inaktivaci - GAP protein, hydrolyza GTP

nadrodina protein( Ras - rodiny Ras (rlst a diferenciace bunék)
Rho (morfologie a pohyb bunék) ACTIE
Rab a Arf (transport méchyrka)
Ran (jaderny transport)

Signalizace pres Grb2-Sos

* Grb2 - SH2: aktivovany tyrosinproteinkindazovy receptor
- SH3: vazba k Sos

* Sos funguje jako GEF a zajistuje aktivaci Ras

[@ EGF
OUTSIDE
Receptor o OF CELL .
%\ Plasma { )
\ \ membrane _
L @ GTPZ| Ras-GTP
HAT | (active)
\ \ (GDP! Ras-GDP { © /‘
(inactive)
@

Adaptor proteins

Figure 15-54. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Rodina proteinu Ras

MAPK draha zahajena aktivaci Raf

e Raf - Ser/Thr MAPKKK
- v inaktivnim stavu udrzuje faktor 14-3-3 konformaci blokujici katalytické misto
- vazba Ras-GTP indukuje disociaci 14-3-3

o s
s259 34é 1‘:"}:‘3}3 . Skrytnfi:tlgivni
Shel A Blok autoinhibicni
Vazba doménou
Ras-GTP
* MAPKK - MEK o
¢ MAPK - ERK, transport do jadra, aktivace transkrip&nich faktord R e '°
* transkripcni faktory indukuji transkripci specifickych genl L
. o . o £
* prenos signall od mitogenU .

dominantni pfi signalizaci urcujici rast, vyvoj a diferenciaci bunék
v }
7)
\Q/ NUCLEUS

Activate transcription of response genes




Rodina proteinu Ras

Efektory protein( Ras

RAS GDP

-( ) (RAS-GAP)
(ras)Gre

//’//\\
D ‘ ..

¥

@ @ oo ds o
P /m{loo @ @@

L

-
PO OO® - Cytoskelet =

L * Bunécna migrace

@) L
* Rust bunék

* Transkripce - Bungtns mi
* Proliferace v unécna migrace

* Proliferace
* Transkripce

* Prezivani bunék

®
@»-ak

Nadorova onemocnéni
» stale aktivni Ras-GTP (blok hydrolyzy GTP, mutace GAP protein()
* H-Ras, K-Ras a N-Ras nejcastéjsi onkogeny nddorovych onemocnéni (u 20 - 30 % nadoru)

* inhibitory Ras protein( predmétem protinddorové lécby



Prima aktivace transkripcnich faktoru

Signalni draha Jak/STAT

e Jak -asociuje s receptorem
e STAT - transkripcni faktory (SH2), translokace cytoplazma - jadro

* vazba cytokinu - dimerizace receptoru - fosforylace Jak, fosforylace receptoru - vazba a aktivace
STAT - dimerizuje STAT = translokace do jadra = aktivace cilovych gen(

* negativni regulace drahy

- fosfataza SHP1: vazba na P-Tyr receptoru (SH2), defosforylace Jak
- proteiny SOCS: vazba na P-Tyr receptoru (SH2), blok struktury
vazba ubikvitin ligazy, degradace Jak v proteazomu

Tyrosine phosphorylation of
Receptor STAT Epo

(- Ligand

EpoR

1 Lo Plasma
membrane

\®) Actlye JAK2
kinase

Inactive JAK2
kinase

|\ I
o Active .
| SHP1 PO \
(P) . \\\ ¥
STATgSTAT - prsoct)gii \\‘ Recruitment
5 Inactive _® X - \\‘ of !53 -
SHP1 SHZ SOCS S u_blqumn
/ domain box ligase

SH2 Phosphatase
domains domain




Sekundarni prenasece

nizka molekulova hmotnost
dobre rozpustné

kratky polocas rozpadu
intracelularni signaly

prenos, amplifikace a rozdéleni
signalu z receptorl

po pfrijeti signalu aktivovany
enzymy zodpovédné za jejich
tvorbu

jejich  koncentrace v bunce
stoupd a klesa v zdvislosti na
pritomnosti mimobunécného
signalu

vyvolavaji  rychlou zménu
aktivity enzymO nebo jinych
proteinU

NH,
aP
O—C5:H2 N N)
(6]
7 1
3 2
0=P——0 OH

'
CHg—(CHZ)n—ﬁ—o—CH2
0

2
CH3—(CH2)n—<|f—O—CH
0

3
CH,OH

3’, 5°-cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP)
Aktivuje proteinkinazu A (PKA)

37, 5"-cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP)
Aktivuje proteinkinazu G (PKG)

Inositol-1,4,5-trisfosfat (Ins(1,4,5)P;)
Otevira Ca?* kanaly ER

1,2-diacylglycerol (DAG)
Aktivuje proteinkinazu C (PKC)



Receptory vazané na G-protein

G-proteiny (trimerni) Vazba hormonu

na receptor

l Adenylate cyclase Extracellular fluid

O g
. - d %o proteinkinazu A

Hormone Receptor G protein  Enzyme 2nd \)___,

(1st messenger) messenger Inactive Active
protein 1 protein
kinase kinase

Receptor G-protein Adenlyatcyklaza PFenos signalu na
aktivuje aktivuje méni ATP cilovou strukturu
G-protein adenlyatcyklazu na cAMP

Podjednotka a - vazba GDP/GTP, GTP3aza igand

Podjednotky By - ukotveni v plazmatické membrané

Zakladni stav .
* asociace afy podjednotek, GDP na a receptor

heterotrimeric
G-protein

e
Aktivace {
* vazba ligandu na receptor vede k vyméné GDP za GTP @

* disociace a od By

* a a By reguluji aktivitu specifickych cilovych proteind m '
Inaktivace f oncham

po hydrolyze GTP na GDP, navrat do trimerniho stavu



Receptory vazané na G-protein

Gas a aktivace adenylatcyklazy, Ca?* kanall
a inaktivace adenylatcyklazy, aktivace fosfolipazy C a cGMP fosfodiesterazy
Gai
By aktivace K* kandlu a fosfolipazy C
Gaq a aktivace fosfolipazy C
Gal2 a aktivace Rho
W— Hormone
Stimulatory [ Epinephrine Inhibitory | PGE,
hormone Glucagon hormone | Adenosine A ® = DAG
ACTH | IP ’.'..Q.O'T"-.DOQ......'.'.......‘IQ.I......I...'.'....
° Qo
Exterior

Adenylyl
cyclase

..0. .. .H / A . - O

L ) — . —_— . g Active
“GTP( 3 ¢ protein
N N kinase C

Cytosol s 2',272'5?
G Phospholipase C iinase &
Receptor for : Receptor for 'rrlggm responses
stimulatory _,_; ———— inhibitory ® il ool
hormone ibi hormone 2
Stumulat?ry cAMP Inhlbuto.ry Endoplasmic / T
G protein G protein reticulum _©> e
complex complex ° T
° |
Cytoplasm ao 9 a Ca?* Ca?*-calmodulin
Efektory

* adenylatcyklaza - nardst cAMP - aktivace PKA, regulace iontovych kanalu
* fosfolipaza C - vznik DAG, Ins(1,4,5)P3 - aktivace PKC, otevieni Ca?* kanalu
* Ca?t kanal



Receptory vazané na G-protein

Robert J. Lefkowitz, Brian K. Kobilka
2012 NC za chemii

* sedm a helixd (22-24 AK) v plazmatické membrané e = TSRS 3?
S Q R LA L0 00000000006 .0. N
. . . . Ve . v . ® Cholesterol
* a helixy spojeny variabilnimi smycCkami HO00B00000000000000008 T
s s . O @ Ga-binding
- extracelularni: vazba ligandu <o
- intracelularni: vazba G-proteinu ﬁ ﬁ
* vazba ligandu méni konformaci intracelularni ¢asti gWI&
receptoru, na kterou se vaze a aktivuje G proteinu o
e
3
nga n dV CYTOPLASM 0.

* neurotransmitery, neuropeptidy IER——
* odoranty, lipidy
* hormony - pr. serotonin, epinefrin, glukagon, tyrotropin, kalcitonin, ACTH, prostaglandiny

* ztrata citlivosti vlivem pretrvavajici pritomnosti ligandu



Receptory vazané na G-protein

Biologické ucinky

* rUst a diferenciace bunék, chemotaxe

* prenos signall z chutovych, pachovych a svételnym viem(
* nervova signalizace

* regulace krevniho tlaku, funkce endokrinnich Zlaz

* embryogeneze a vyvoj organismu

Epithelial cell Mucus

Nemoci spjaté s G-proteiny O ? e/
"7;:75 Q}/‘ Vibrio cholerae

* nadorova onemocnéni (1/5 nadort) g = o’ &

 infekce virem HIV (CXCR4 a CCR5) - Sl

* cholera (Vibrio cholerae) %i:

cr I

- choleratoxin z podjednotek A a B l i3
- podjednotka B: vazba na povrch bunék (GM1) e /

- podjednotka A: ADP-ribosylace Gas, ne hydrolyza GTP t J_
- hyperaktivace adenylatcyklazy - vysoka koncentrace cAMP e Nf:“i’wp;:;{
v epitelu stfeva - propustnost iontovych kanall - unik A v

. o v 7 O . 60;;/' ‘\ R CTA './/\'/v
vody a iontu do lumen strfeva = prudké prujmy O W (e
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Nitrobunécné signalni drahy

Cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP)

NH, NH,
N, NZ N
N A
| N> PP, R/szrg H,0
* koncentrace zavislad na aktivité: Adenyiat. | 120 AP
, , cyklaza fosfodiesteraza
adenylatcyklazy
»
cAMP fosfodiesterazy OH oH O aH
Adenosin 5'- trifosfat 37, 5"-cyklicky Adenosin 5’- monofosfat
(ATP) adenosinmonofosfat (CAMP) (AmMP)

* aktivace PKA - fosforylace cilovych substrat
i) transkripcni faktor CREB: vazba k sekvencim CRE, aktivace pfislusnych genu
ii) receptory steroidnich hormonu
iii) kindza lehkého retézce myozinu (MLCK) v burikdch hladké svaloviny

Lehké Fetézce
Cyclic AMP // myozin

l Tézké fetdzce <

Protein kinase A

2 -

CREB CREB)—
DNA [__| CRE] | [ CRE] L
SN
cAMP responzivni element Transkripce je aktivni Vazebna mista

pro aktin




Nitrobunécné s

Cyklicky adenosinmonofosfat (cAMP)
* objeven pfi studiu metabolismu glykogenu
» glykogen - zdsobarna glukdzy

* pfi stresu se do krve produkuje adrenalin, ktery stimuluje
svalové a jaterni buriky k uvolnéni a stépeni glykogenu

Mechanismus

* vazba adrenalinu na B-adrenergni receptory

svalovych bunék

 aktivace G-proteinu - aktivace adenylatcyk-
lazy = zvySeni hladiny cAMP - aktivace PKA

» fosforylace/aktivace fosforyldzové kinazy

 fosforylace/aktivace glykogenové fosforylazy

» Stépeni glykogenu na glukdza-1-fosfat, ktera

je po defosforylaci uvolnéna do krve

* PKA zaroven fosforyluje/inaktivuje glykogen

syntazu

20~ 50nm

o:Glucose

N

. Katalyticka
Inactive podjednotka PKA ]
@ € Active
PIPP——
e _ATP D
Phosphorylase -_/ oo
Kinase > CUAIESS) Glycogen
S 4 Synthase
5 PR ApP
Active — Inactive
P PR ADP
Fosforylazova Glykogen
kinaza syntaza
Inactive BRI ©& ) Active
0 i
&
Glykogenova ﬂ
fosforylaza
| Glycogen | | Glucose 1-Phosphate | /

Namrata Heda



Signalizace pres inzulinovy receptor

Inzulin - heterodimer, B buriky Langerhansovych ostrvk{ slinivky brisni
- snizuje hladinu glukdzy v krvi, podporuje jeji vyuziti burikami a preménu na glykogen

Inzulinovy receptor - IR, tyrosinproteinkindzovy receptor, heteroteramer
Signalni draha
* vazba inzulinu - autofosforylace/aktivace IR - fosforylace/aktivace IRS-1

* na IRS-1 se pres SH2 domény vazi
i) Grb2-Sos - Ras-Raf-MAPK draha

ii) PI(3)K = tvorba PIP3 - aktivace Akt - translokace glukézového transportéru GLUT4 k membrané
- aktivace glykogen syntazy

OUTSIDE OF CELL @@
- 9°°%,

%@ @@@ 30 amino acids (@) X :u
P, (P) 0 PIP, . o @@ (%, /

Plasma
membrane

2

Glucose transporter

inserted in @
o N , // membrane @@ @@@51 a?-:i: :c ids@@
\ Pl Hinase / s @@@ 00
/
y foo

Ras-MAPK pathwa

®
®
®
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Nitrobunéecné signalni drahy

Cyklicky guanosinmonofosfat (cGMP)

* koncentrace zavisla na aktivité guanylatcyklazy a cGMP fosfodiesterazy

* aktivuje PKG - stimulace iontovych kanall (Ca%*, Na*)
- uvolnéni hladké svaloviny, dilatace tepen, sekrece Na* a vody v travici soustavé

* meéni propustnost iontovych kanalt v ty¢inkach ocni sitnice
- tma: guanylatcyklaza tvori cGMP, iontové kanaly otevreny
- svétlo: absorpce fotonu - aktivace rodopsinu - aktivace G-proteinu - aktivace fosfodiesterazy

- hydrolyza cGMP - zavreni iontovych kanall = hyperpolarizace membrany = vizualni signal

® Light
outer %] \ _ rod cell membrane Rod
segment EJ Ca2t - outer ~—\
= ®  cGMP s poas  segment - S
inner B . CGMPb CaZ* R g 5 0 =0 a’
segment | | S = S
L . cGmP Na =
\“\ Ca
/ =
nucleus f%@\ rhodopsin am» 4Na* =
\/ 0 6DP &= ¢ ==
]‘\ transducin @ |+ Ca2t =
) e
® . NSV .44 7 >f
B 5
E] ACTIVATION dlic __rod cell membrane
5| ;
=] light (=} O
&
|
| £ 2+
J - S
/ \) of —> — @ !{Od RQd
N 4 GTP , - N inner nner
| —_ segment segment
) GMP  cGMP @& | ca? x :
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Nitrobunécné signalni drahy

Draha Ca?*
* rozdilnd koncentrace v cytoplazmé (10”7 M) a mimobunécéné tekutiné (103 M)

* bunka jej nepfijim3d, aktivné vyCerpava, vaze do organel

* zvysSeni koncentrace v cytoplazmé
1. depolarizace membran akénim potencialem
2. fosfolipaza C $tépi PIP,, vznikly Ins(1,4,5)P, otvird Ca?* kandl endoplazmatického retikula

* cilové proteiny - troponin C v bunkach kosterniho svalstva (svalova kontrakce), kalmodulin

Ca?* signalni vina v oplozeném vaji¢ku

Receptor tyrosine kinase

Mitochondrion
/ IP; receptor

channel %
\§ catt
2+ Ryanodine

Ca
receptor
channel

Tropomyozin  Troponin
F-aktin

Calcium in ER

in ER membrane

D
Calcium ATPase
G protein

Q Calcium ATPase

G protein-linked in plasma membrane

receptor

Ca® " Calcium
channel

Ca%* vazany Odhalené vazebné
k troponinu  misto pro myozin



Nitrobunécné signalni drahy

Kalmodulin
 globularni domény (vazba Ca?*) spojené flexibilni oblasti (vazba k rdznym substratim)
* vazba ¢tyr iontd Ca?* méni jeho konformaci, vyssi afinita k proteinlim, které méni svoji aktivitu

* Uloha v metabolismu (aktivace fosforylazové kinazy), kontrakci hladké svaloviny (aktivace MLCK),
expresi genl (CREB), sekreci neurotransmiterll, zanétu, pohybu bunék, apoptdze

Ca?* Ca2+/kalmodulin
komplex Cilovy protein

Kalmodulin . . )
Ovinuti vazebného mista

v cilovém proteinu

Vi
¥ Zména konformace/aktivace
Vazba ctyf kalmodulinu

iont Ca?*

Interakce cAMP a Ca?* drah

* komplex Ca%*/kalmodulin mUze vazat a regulovat aktivitu adenylatcyklazy a fosfodiesterazy
* PKA muZe fosforylovat nékteré kanaly urcujici obsah Ca?* v cytosolu

* CaMKIl mGze byt fosforylovdana PKA

* PKA a CaMKIl ¢asto fosforyluji aminokyseliny stejného proteinu (napt. CREB)
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Nitrobunécné signalni drahy

Drdaha inositolovych fosfolipidti

PLC
PIP, — DAG + Ins(1,4,5)P;

fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat diacylglycerol inositol-1,4,5-trisfosfat

* PLCPB aktivovana G-proteinem z rodiny Gagq
* PLCy aktivovana po vazbé na tyrosinproteinkindzovy receptor (SH2 doména)
* Ins(1,4,5)P, uvolfiuje Ca%*z bunécnych zasob

DAG aktivuje PKC, PI3K

Messenger Extracellular fluid

Receptor / Phospholipase C

2009 “10000000000000@N0000000000000000000C

(Protein Kinase (o)

ATP + protein ADP
+

1/ (94 3\/’ o protein- P
/ ) Calmodulin Besponse
/ ' x in cell
Lumen of : 71T A e \
endoplasmic % . k)\ SeEiprEsy Response in cell
reticulum \J\ Y y \C) (contraction, secretion)
< .

\’k b} * ] Protein- p

@
Membrane of 4\7;:1____*‘ \
endoplasmic = % 1 :
5 (@ ; 2~ Response in cell (contraction,
reticulum ‘\/‘/\ 7 T—f) metabolism, transport) Cytosol



Oxid dusnaty pri vazodilataci - mechanismus ucinku

Nervova zakonceni signalizujici uvolnéni hladké svaloviny uvoliuji acetylcholin

Buniky endotelu
* vazba acetylcholinu na receptor vdzany na G-protein, aktivace Gaq
aktivace PLCB, produkce Ins(1,4,5)P,

uvolnéni Ca?*z endoplazmatického retikula, tvorba komplexu Ca?*/kalmodulin vazoduatacel
aktivace NO syntazy, produkce NO, ktery difunduje k bunkam hladké svaloviny

Bunky hladké svaloviny " //,
e prostup NO membranou, aktivace rozpustné guanylatcyklazy, produkce cGMP (
* aktivace PKG, fosforylace rady svalovych protein(, relaxace svalové bunky =
Lumen Acetylcholine
cévy
_\\\\‘ /k\[Acetég:gsline]g [Phosphohpase ]% /\_
Endoihelm\l\) [ = Jo i ( ____ Buiikyendotelu
W) saEmmy .\ (
e \ ) b
‘-/ Arglnme+02 Citrulline +! NOl /
»,,,‘-'“.9"’ i HN; grp Yy
-— Ny | ;iMP—’ kinase G [Rumm® el Buiiky hladké svaloviny
\\\;u \’ — =PI i S i 54
— > ﬂl & /’7

Bﬁf'iky hladké svaloviny Relaxace svalové buriky



Utlumeni signalnich drah

snizeni  hladiny hormond,

defosforylace

slozek

signdlnich drah, degradace sekundarnich prenasecu

nitrobunécné negativni regulatory (SOCS)

odstranéni receptort z povrchu buriky endocytdzou

- pt. pohlceni EGFR do klatrinovych vackl, degradace

v lysozomu

pritomnost mutantnich slozek signdlnich drah

- pf. dominantné negativni mutace receptoru pro FGF

FGF
receptor

Tyrosine
kinase

Normal receptors
pair, become
activated, and
transmit signal

* sekrece protein0, které vychytavaji hormony

- pr. kontrola resorpce kosti

Receptors with defective
intracellular domains
cannot transmit signal

EGFR Tvorb
vorba
N klatrinovych vagka
f 4 ) |
7 el }
Adaptorovy
rotein
p X " wla K \
Klatrin \

Mutant receptors can pair
with normal receptors,

but the heterodimer cannot
transmit the signal

%%

2T

\

Degradace
v endolyzozomech



Tvorba kosti u savcu

osteoklasty: odbouravani kostni hmoty, receptor RANK lakuna  Lamely
osteoblasty: tvorba mezibunééné hmoty X2

produkce ligandu RANKL a osteoprotegerinu (OPG)
osteocyty: klidova forma osteoblastu

s Kanalky
Osteocyt

vazba RANKL na RANK aktivuje diferenciaci osteoklast(, resorpci kosti Osteoklast
utlum resorpce kosti pres sekreci OPG, ktery brani vazbé RANKL na RANK Osteoblast

poruchy tvorby kosti u ¢lovéka

i) osteopordza: pfriliSna resorpce kosti, nedostatecna denzita kostni tkané, zvysena krehkost kosti
ii) osteopetrdza: abnormalné nizka resorpce kosti, zvysSena denzita kostni tkané
lamani kosti, poskozeni kostni drené

Zraly osteoklast

Makrofag Nezraly osteoklast

.
RANK

5 RA'I:IKL
*OPG% 8 AN e

Ce e

Normalni stav Osteopordza Osteocyte

Tvorba kosti Resorpce kosti



Zvidavé otazky

Bunka dokaze rychle odpovédét na extracelularni signal pokud:
A. bunka nevyzaduje receptor pro signalni molekulu
B. odpovéd nevyzaduje, aby se zménily proteiny v cilové bunce
C. odpovéd nevyzaduje, aby se spustila exprese genl ¢i syntéza protein(

Co potrebuje cilova burika, aby mohla odpovédét na extracelularni signalni molekulu?
A. pristup k signalni molekule
B. pritomnost odpovidajiciho receptoru
C. odpovidajici intracelularni signalni drahu
D. vSe z uvedeného

Po vazbé ligandu se tyrosinproteinkinazové receptory aktivuji dimerizaci, coz umoznuje:
A. kazdy polypeptidovy retézec dimeru fosforyluje sdm sebe na tyrosinu cytoplazmatické domény
B. kazdy polypeptidovy retézec dimeru fosforyluje druhy fetézec na tyrosinu cytoplazmatické domény
C. internalizaci receptoru, coZz umozni fosforylaci a aktivaci rlznych intracelularnich signalnich protein(

Jaka je funkce diacylglycerolu (DAG) v draze inositolovych fosfolipidd?
A. Aktivuje fosfolipazu C (PLC)
B. Sdm o sobé vaze a aktivuje proteinkindzu C (PKC)
C. Spolu s Ca?*vaze PKC z cytosolu k plazmatické membrané a aktivuje ji
D. Vaze se k Ca%* kanalim, otevira je a umoznuje extraceluldrnimi Ca?* dostat se do buriky

Mutantni Ras protein, ktery se ¢asto vyskytuje u nadorl, nem(ze hydrolyzovat GTP na GDP a proto:
A. se nemUZe zapnout
B. se nemUZe vypnout
C. nemuUZe byt degradovan
D. je schopny pfimo aktivovat MAPK drahu



Zvidavé otazky

Kazdy extracelularni signal indukuje podobnou odpovéd v rozdilnych cilovych burikach (ANO / NE)

Jaka je funkce inositol-1,4,5-trisfosfatu (Ins(1,4,5)P; )v draze inositolovych fosfolipid(i?
A. vytvari diry do membrany endoplazmatického retikula (ER), ¢imZ vypousti Ca%* z ER do cytoplazmy
B. vaze se k Ca?* kanaliim v membrané ER, ¢imzZ je otevira a vypousti Ca%* z ER do cytoplazmy
C. Pfimo aktivuje proteinkinazu C (PKC)
D. Aktivuje fosfolipdzu C (PLC)

KdyzZ je adenylat cyklaza aktivovana pres receptor vazany na G-protein, tak:
A. méni AMP na cAMP
B. méni ADP na cAMP
C. méni ATP na cAMP
D. méni cAMP na AMP

Protein Ras je aktivovan Ras-aktivacnim proteinem, ktery:
A. zplsobuje vazbu Ras ke G-proteinu
B. fosforyluje Ras
C. defosforyluje Ras
D. vyvolava u Ras vyménu GDP za GTP

Paralelni intracelularni signalni drdhy mohou interagovat mimojiné proto, Ze proteinkinazy z jedné drdhy mohou
fosforylovat a regulovat proteiny z jinych drah (ANO / NE)

Ktera z nasledujicich molekul neni malou intracelularni signdlni molekulou (sekundarnim prenasecem)?
A. cAMP
B. Fosfolipaza C
C. Inositol-1,4,5-trisfosfat
D. Diacylglycerol
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Molekularni biologie pro
informatiky - 9

Regulace bunecéného cyklu



Historie objevi bunécného cyklu

,When a cell arises, there must be a previous cell,
just as animals can only arise from animals and plant from plants.”

Rudolph Virchow, 1858

2001 - Nobelova cena za objevy v oblasti bunééného cyklu

Leland Hartwell - specifické geny fidici bunécny cyklus
- pojem kontrolni body bunécného cyklu

Paul Nurse - cyklin-depenentni kinazy

- evoluéni konzervativnost “
o Y

Timothy Hunt - cykliny
- degradace béhem bunécného cyklu

Sir Paul M. Nurse




Déleni buneéek

Prokaryota

* pricné déleni bunék

Eukaryota
» déleni bunék nezbytné pro
- rUst organizmu
- ndhradu poskozenych a starych bunék
- Sifeni genetické informace: mitdza, meidza
* pred rozdélenim se bunka musi zvétsit,

zduplikovat chromozomy a presné je rozdélit
do dcefinych bunék

* koordinace procest v ramci bunééného cyklu
* déleni bunék je pfisné fizeno

vV

* abnormalni vyvoj muze byt pfi¢inou nadoru




Bunécny cyklus

Interfaze

* rust bunky, duplikace organel, zvySeny metabolismus

Gl syntéza RNA a protein(

pfiprava na syntézu DNA (replikacni proteiny, histony)
S syntéza DNA, duplikace chromozom
G2 pokracuje syntéza RNA a proteinl

pfiprava na M fazi (mitotické vreténko)

M faze

mitdza, cytokineze

kondenzace chromatinu

rozpad jaderné membrany

tvorba vreténka a kinetochor(
separace chromatid

rozpad vreténka

dekondenzace chromatinu

tvorba membrany, rozdéleni bunky

S
(DNA synthesis)

MITOZA

. CYTOKINEZE
Sesterské
chromatidy

B =N
//‘Z =
7

="

&%

Separace sesterskych Tvorba dcefinych
chromatid bunék

Kondenzujici Centromera Mitotické
chromozomy vieténko



Bunécny cyklus

Syntéza DNA béhem bunécného cyklu

* DNA se replikuje pred vlastnim rozdélenim buriky

duplikace chromozomi

bunika v G2 fazi ma 2x vyssi obsah DNA nez v G1 fazi

kopie chromozom{ jsou spojeny v oblasti centromery

sesterské chromatidy, které se pri déleni jadra oddéluji

Sesterské y
chromatidy ¢

G1 phase Sphase G2
Mass S
S \\Q\\\\\

N — = s

b

32
Protein =

S

S\{:\\\\\wﬁ‘\b\\%&\\ﬁ\\ﬁ V4 . o v v v V4
Al Syntéza proteinti a RNA béhem bunécného cyklu
* stejné rychla béhem interfaze

* v M fazi klesa syntéza proteinll a zastavuje se syntéza RNA

g S
S

4 . * histony se tvofi pouze v G1 a S fazi
Sl

2 SN

a B 16 24
hiours



Bunécny cyklus

Casové naroky bunééného cyklu

Bod restrikce

buriky bez schopnosti se délit (neurony, svalové b., ervené krvinky)
bunky délici jen za urcitych podminek (jaterni buriky, lymfocyty)
rychle se délici bunky (epitelidlni, krevni kmenové bunky)

vétsSinu doby zabira interfaze
proliferujici lidska bunka ma cca 22 hodinovy cyklus

kvasinky 1,5 - 3 hod, strevni epitel 12 hod, savdi fibroblasty v kulture
20 hod, savci jatra cca 1 rok

klidova faze GO

v pozdni G1 fazi
na prechod z G1 do S je potfeba mimobunécny signal

bez tohoto signalu bunka cyklus opusti a vstoupi do GO

P
A

Bod restrikce

Cell ¢cycle phase

Length (hours)

Gy

10

75

Rustové faktory




G1 faze

* prvni rlstova faze, dosazeni pavodni velikosti buriky materské
* uranych embryi chybi faze G1 a G2, bunka se déli a zmensuje
 tvorba cytoplazmy a novych organel, syntéza RNA a strukturnich i regulaénich protein(
* priprava na S fazi (syntéza replikacni proteiny a histony)

* v optimalnich podminkach 9 - 11 hod

2 buriky 4 bunky 5 bunék 6 bunék 8 bunék 10 bunék

* uranych embryi chybi faze G1 a G2, bunka se déli a zmensuje

» geneticky materidl ve formé dekondenzovaného chromatinu, 2n molekul DNA (46 u lidi)

* 1. kontrolni bod bunééného cyklu (vnéjsi faktory)
i) vstup do GO faze: absence rlistovych faktoru, senescence, diferencované buriky

ii) vstup do S faze: pritomnost rlstovych faktor(

http://unexpected-grace.blogspot.cz/2013/06/day-3-update.html



S faze |

* semikonzervativni replikace DNA

v mistech ori zaloZzeny obousmérné replikacni vidlice

syntéza DNA vyZaduje templatovy DNA retézec a RNA primer
* vedouci retézec, opozdujici se retézec (Okazakiho fragmenty)

telomeraza zajistuje replikace konct linearnich chromozom

’ Missing DNA on
5 3 5* lagging strand
je——————

3[
. . o ,'TAGGG""‘AGGG"”"AGGG .
 c— MIStO spo]e fragmentu S N R Ve TS e AT 3 Telomerase with its
RNA templat
l i S Opozdujici se Fetézec o‘w" emee
ori ori ori ori ori ori 3’Ws’ (ccAAu’:cc”

NN N Okazakiho fragment s (LRSI RLLASES SN

l 3’ RNA-primer
e e ,AELEETEEE TR ; ~ Q‘—/A_A\‘
— 5 s " lﬂ”mﬂ

LT A‘Gﬁﬁ’VkT‘AGEG(T“VnAEGB
l Smér pohyb! . T : \
. pv y 'u . Vedouci DNA fetézec
replikacni vidlice -
+ 4 ot s

Sliding clamp

* spravnost replikace - presnost a proofreadingova aktivita DNA polymerazy
- oprava chybného parovani bazi

* zdvojeni genetického materidlu, chromozomy slozené ze sesterskych
chromatid




G2 faze

druha rlstova faze

* priprava na M fazi - proteiny mitotického vieténka, duplikace centriolu

2 x 2n molekul DNA, dekondenzovany chromatin

2. kontrolni bod bunécného cyklu (celistvost DNA, spravnost replikace)

Centriola

* parova organela, samostatné déleni

* devét trojic mikrotubull, centralni dutina
e duplikace v S a G2 fazi

* spolu se svym okolim tvori centrozom, ktery organizuje mitotické vieténko

Uvolnéni centriol Duplikace a elongace Zrani a separace

Spojovaci
vlakna

M / brzkéa G1 Mitéza

http://www.nature.com/nrm/journal/v8/n6/fig_tab/nrm2180_F2.html
http://novazeme.ning.com/forum/topics/tajemstv-skryt-ho-v-dom?xg_source=activity http://www.osel.cz/8311-jsou-centrioly-nositelkami-informace.html



M faze

* déleni jadra (mitdza, karyokineze) a cytoplazmy (cytokineze)

1) Profaze
* kondenzace chromozom{
* posun centrozomU na opacné strany bunky

* v centrozomech zahdjena tvorba mitotického vreténka

2) Prometafaze (pozdni profaze)

8 Inner

| kinetechore |
y  Cuter '
kinetcchore

* tvorba kinetochoru (proteinovy komplex)
- vazba chromozomu na mikrotubuly vieténka
- vnitfni vrstva vaze DNA ‘
! Fibrous N Microtubule !

- prostredni vrstva . | corona

- vnéjsi vrstva vaze (+) konce mikrotubul(

...........................



M faze

2) Prometafaze (pozdni profaze)
* rozpad jaderné membrany a jadérka

* ustaleni centrozomu na opacénych stranach bunky

* pohyb chromozdm( do stfedu burky

* mitotické vreténko

- kinetochorové mikrotubuly: pfipojeny ke kinetochoriim

- poldrni mikrotubuly: pfipojeny k tubulim z opacného pdlu vieténka

- astralni mikrotubuly: pfipojeny k proteinim plazmatické membrany

Kinetochorové Astralni
mikrotubuly mikrotubuly

?‘_)

() smmm——yC) ikregupaiy ) === (+)

[ g\

(+) (+) (+)

t Dy ika tubulinowych podjednotek

(+) Centrozom




M faze

3) Metafaze
* sefazeni chromozom( v ekvatoridlni roviné mezi poély vieténka (metafazni desticka)
» sesterské chromatidy kazdého chromozomu pfipojeny k opaénym pdélim vieténka

» karyotyp z bunék zastavenych v metafazi (kolchicin)

Klasicky karyogram

B mvas
2y T, 5
‘ s' . s ” v"'q“ ,{)
€ In s #4 T e
[ o 3 & # g q 7=
4 Wt .y
2% & ‘&’ T i
L4 R % Qg
2 ) ;>
$ .‘.’ .l
<
M § i §u ] o v
I [ ) S T B |
b 8% #8 a3 g 8r  GX
Metafazni
chromozomy G1 chromozomy 0 as fa 848 8 48




M faze

4) Anafaze

* separace sesterskych chromatid

" Tubulin

subunit Kinetochore MT

* pohyb chromatid k példm vieténka
* u kazdého pdlu vieténka shromazdéna stejna sada

genetické informace, zaklad dcefinych bunék

@ Motor
(+)

e

\=— Cell cortex

@
& Plasma membrane

Pohyb chromozomtu Vzdalovani pélu

m k poltiim vieténka % vieténka
A //—\\ // §\cn Z—— u:./é-

5) Telofaze
* priprava na cytokinezi

e chromozomy zacinaji dekondenzovat

rozpad kinetochor(, rozpad mitotického vieténka, tvorba jadérka

obnova jaderné membrany




Jaderna membrana béehem M faze

Profaze Metafaze

_’.—>

Rozklad jadernych péri
a jaderné laminy

Kondenzace chromatinu

Membrane 1

recruitment

=

. . Tvorba ER s proteiny
Fragmentace jaderné jaderné membrany
membrany

Brzka anafaze Pozdni anafaze Telofaze

Membrane fusion,
NPC assembly l

——— U~
"\ /~ Outer nuclear /\”\Q
| L membrane \/
—ad / [
— — -y

Sestavovani jadernych
pori a priprava laminG

Tvorba jaderné
membrany

Sestaveni jaderné

Dokonceni laminy

jadernych pérg




Cytokineze

* rozdéleni cytoplazmy po rozdéleni chromozomu k opacnym poliim vieténka
* vznik dvou identickych dcefrinych bunék

* vyjimecné replikace a déleni jadra bez cytokineze (endocykly)

- napr. brzka vyvojova stadia D. melanogaster
Zivo&isna burika
* kontraktilni prstenec z aktinovych filament, délici ryhu

Rostlinna bunka

Rostlinna bunka

* bunécna desticka mezi dcefinymi burikami -

nucleus

Zivocisna burika

5 pm
Tvorba Puavodni Dcefiné buriky

bunécné desticky  pynaéns sténa ::

FIHE A

C OO

Kontraktilni prstenec Dcefiné burky




Meidza

., - . Diploidni - 2n
Nepohlavni rozmnozovani 46 dsDNA /'/7>
* vznik dvou identickych dcefinych bunék
* napf. mitdza, binarni déleni |
Diploidni - 2n e Pirht"g’r’r“glgﬁr“‘!}h
V' A4 Vé Ve 92 dsDNA >
Pohlavni rozmnozovani ><
* spojeni dvou bunék za vzniku nové bunky (zygota) je odliSné od
téch pavodnich X
l iesters[(;’ l
chromtaidy
Meioza (redukcni déleni) Haploidni -n 3,/ =
46 dsDNA >< ><

* vznik gamet (vajicka, spermie)
* interfaze s replikaci chromozému, dvé meioticka déleni

» plvodni burika je diploidni (2n), vznik ¢tyr haploidnich (n) bunék

Cty¥i pohlavni buiiky (haploidni, n, 23 dsDNA)

Spermatogeneze
, & Oogeneze
AN =
? | > % y
L P B s & % : AN Z N
7 o S b ¥ \ R A " @
@ — ;‘ﬁ‘ ey e @B g E — gy il . @ﬁ, 5 — ) — M —\ /-8 7=\ ® 51‘)..«‘
: Y & m e - . : Yy @ € e “
Spermatogonium N7 B3 & Oogonium Polarni téliska Ooc
. 1 .4 Row yt
(diploidni) L 4 (diploidni) (haploidni)  (haploidni)

Spermatidy Spermie
(haploidni) (haploidni)



Meidza | - redukcni deleni

* separace homolognich chromozomi x Sesterské chromatidy
Homologni chromozomy (stejné geny, stejné alely)
s riznymi alelami genu (steiné geny, rizné alely) < """""

Profaze |
* pdarovani homolognich chromozom{, chromozomy spojeny synapsi

 crossing-over (homologni rekombinace) - vyména c¢asti chromozomd, zajistuje genetickou
rekombinaci u potomki

* kondenzace chromozomd, tvorba déliciho vieténka, rozpad jaderné membrany

| LEPTOTENE 'ZYGOTENE PACHYTENE DIPLOTENE DIAKINESIS J
Jaderna membrana Rozpad jaderné
Chiazma membrany
— B — — —

Tvorba
synaptonemalniho
- komplexu

Kondenzace Zahajeni synapse Dokonceni synapse Rozpad synapse Zrekombinované
duplikovanych crossing-over viditelna chiazmata chromozomy
chromozomti



Meidza | - redukcni deleni

Metafaze |
* serazeni pard homolognich chromozom v ekvatoridlni roviné

Anafaze |

* separace homolognich chromozom a jejich pohyb k pélim déliciho vieténka
» sesterské chromatidy zUstavaji spojeny v oblasti centromer

Telofaze |

* rozpad déliciho vieténka, obnova jaderné membrany
* cytokineze déli bunku na dvé

Interfaze Profaze | Metafaze | Anafaze | Telofaze |

Chiazmata

Sesterské chromatidy

nedotéeny

Ki horové
Centrozomy Vieténko mikrotubuly desticka Délici ryha

Jadernd Chromatin Sesterské Tetrada Centromera
membrana chromatidy s kinetochorem Separace homolognich
chromozomu
Replikace chromozomid  Parovani homolognich chromozomi Sefazeni tetrad Rozchod homolognich Dvé haploidni buriky;

Vyména segmenti v ekvatorialni roviné chromozomu chromozomy stale zdvojeny



Meiodza Il - separacni deleni

| S (e Sesterské chromatidy
OQ (stejné geny, stejné alely)

* separace sesterskych chromatid, které

obsahuji stejnou genetickou informaci T ~
Profaze ll rozpad jaderné membrany, tvorba déliciho vreténka
Metafaze ll serazeni chromozomu v ekvatorialni roviné
Anafaze ll separace sesterskych chromatid a jejich pohyb k opa¢nym pdélim vieténka
Telofaze Il rozpad déliciho vreténka, obnova jaderné membrany, cytokineze
Telofaze | Profaze Il Metafaze I Anafaze Il Telofaze Il

Délici ryha

Sesterské
chromatidy

Dvé haploidni burky; Béhem meidzy Il dochazi ke konecné separaci sesterskych chromatid.
chromozomy stale zdvojeny Vznikaji ¢tyFi haploidni dcefiné buriky, které obsahuji jednu kopii kazdého chromozomu.



Meidza

 Ctyri haploidni bunky s jednou kopii kazdého chromozomu

* crossing-overem vznikaji rizné kombinace alel riznych genl v ramci chromozomu

7 ré

* meiodza je zakladem pro pohlavni rozmnozovani

* potomstvo je geneticky odliSné od svych rodi¢u i sourozencu .

» geneticka rozmanitost pochazi z:
i) nezavisly vybér chromozom( béhem meidzy |
ii) nahodné oplodnéni: nahodné oplozeni vajicka spermii

iii) crossing-over: nové kombinace alel v ramci

MEIOSIS |

chromozomu
Replikace DNA Béhem interfaze, pfed mit6zou Béhem interfaze, pfed mei6zou, pouze jednou
Pocet déleni 1 2
Synapse homolognich o Probiha spolu s crossing-overem mezi
o Neprobiha - . o "
chromozomu nesesterskymi chromatidami béhem profaze I. -
®
: g
Potet dcefinych bundk Dvé diploidnf (2n) dcefiné buitky,  [RNIARERURIR S
. - L. L, e polovinu po¢tu chromozomti rodi¢ovské buriky,
a jejich geneticky obsah geneticky identické s rodici. I T e q
geneticky odliSné od rodicd i mezi sebou. | !
Produkce bunék pro rist a opravy Produkce gamet které zajistuji genetickou

Uloha v lidském téle N . o o o .
organismu. rozmanitost pfi sexualnim rozmnozovani.
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Rizeni bunééného cyklu

* pfi déleni reaguji bunky na svoji velikost a extraceluldrni signaly (pfitomnost Zivin, rdstovych
faktor(l, stresovych faktor(i, poskozeni DNA)

* u savcu prevlada vliv rlstovych faktort a mitogend

Principy fizeni bunécného cyklu

* mitdza neprobéhne pred koncem replikace DNA, replikace DNA neprobéhne bez rozdéleni bunky
* poskozena DNA se nesmi replikovat a predat do dcerinych bunék

e chybné sparované chromozomy nesmi dokoncit mitézu

. Zdrava tkan: fizeny rist bunék

L Nador: nekontrolovany riist bunék

i) posttranslacni modifikace proteinli
- fosforylace: reverzibilni, proteinkinazy
- proteolyza: ireverzibilni, ubikvitinem + proteazom

ii) kontrolni body bunécného cyklu



Rizeni bunééného cyklu - historie

Potu Rao, Robert Johnson (1970)
* fuze bunék v riznych fazich cyklu, vznik heterokaryonu

* bunécny cyklus fizen signaly v cytoplazmé
* fizeni cyklu ve dvou mistech - G1/S prechod, G2/M prechod

~ . LN = £TTAN I )
®) + ¢ — 0O O X @ — (K) £r) O + 0 — QO 0
) N & &
S G1 S S M G1 M M S G2 S G2
Cytoplazma buriky v S fazi obsahuje faktory, které Existuje cytoplazmaticky faktor, ktery indukuje M fazi, Opétovna syntéza DNA v G2 jadfe G2 nenastava.
indukuji syntézu DNA v jadfre ve fazi G1 a ke kterému je jadro citlivé po cely bunécny cyklus Inhibice opakované replikace je odstranéna mitézou.

Yoshio Masui, Clement Markert (1971)
* faktor MPF (mitosis-promoting factor), dimer slozeny z proteinkinazy (CDK) a cyklinu

* Xenopus laevis - modelovy organismus, velké oocytiim

Odbér cytoplazmy Injekce cytoplazmy

é ¢ Meid zraly
ze zralého oocytu do nezralého oocytu eloza raly oocyt
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Faktory zajistujici rizeni bunécného cyklu

Cyklin-dependentni-proteinkinazy (Cdk)

» fosforylace specifickych protein(

* aktivita regulovana
i) aktivita v komplexu s cyklinem
ii) Tyr fosforyla¢ni mista - aktivacni, inhibi¢ni

- fosforylace specifickymi kinazami, defosforylace fosfatazami

iii) inhibitory
CykI|n
* u clovéka 5 enzymu Aktivaéni kiniza
G1  CDK4, CDK2, CDK6 \
S CDK2
G2  CDK2, CDK1 st
M C D K 1 Aktivni CDK

Inaktlvacnl kindza

Inhibitory CDK (CKI)
* negativni reguldtory prichodu BC
* vazi se na CDK a tlumi jejich aktivitu, zastava bunécného cyklu v G1

* napr.p21
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Faktory zajistujici rizeni bunécného cyklu

Cykliny
komplexy s Cdk, aktivuji Cdk a urcuji jejich substratovou specifitu

* jejich koncentrace kolisa béhem fazi BC - specificka syntéza / ubikvitinace a proteolyza

Proteazom

i CDK Cyklm
G1 Phase S Phase G2 Phase Mitosis

Concentration

* u Clovéka 4 rodiny

omin___J ook Jrmee IR

CDK4, CDK6, CDK2 Umoznuji prekonat bod restrikce v pozdni G1

S A E CDK2 Umoznuji zahajit replikaci DNA

S

Cyclin E/CDK2
G2 A CDK2, CDK1 Navadéjiburiku k M fazi
CyclinA/CDK1

M B CDK1 Podporuji mitotické déje %cm



Rizeni bunééného cyklu - rana G1

Cyklin D - CDK4/6

* cyklin D - senzor mitogennich signall

* aktivace transkrip€nich faktord, které zajistuji expresi replikacnich proteint a cyklinu E
* sestaveni pre-replikacnich komplex( v mistech ori

e odpovéd na mitogenni signaly
pr. EGF - EGFR - GEF faktor - Ras protein - MAP kinazy - transkripcni faktory - exprese cyklinu D

* inhibice antimitogennimi signaly
pr. TGFB - TGFBR - transkrip¢ni faktor Smad3, Smad4 - exprese CDK inhibitoru

. .. . Antimitogenni signalizace
Mitogenni signalizace g g

— L
MAP kinase 2
md

Fosforylace

Transkripce
. |
— & -
4—[ Cyklin D neaktivuje CDK4 J
Cyklin D




Rizeni bunééného cyklu - pfechod G1/S

Cyklin D - CDK4/6, cyklin E - CDK2

* transkripce cyklinu E fizena transkripcnimi faktory E2F

Rb protein (pRb) aktivni v nefosforylované formé, inhibovan fosforylaci

v GO a G1 inhibuje pRB expresi cyklinu E

po fosforylaci (cyklin D - CDK4/6) se pRb uvolfiuje a E2F spousti expresi cyklinu E, cyklinu A a
replikacnich protein(

pozitivni zpétna vazba - cyklin E tvori komplex s CDK2 a dokoncuje fosforylaci pRb

Transkripce cyklinu E

Funkce pRB v fizeni BC
) Je=o R
Pozitivni zpétna vazba
Enhancer Repressor Cyclin E EZF4 / »
epress: i (
Enhancer Repressor CyclinE ‘)\ P -
&8
=

‘



Rizeni bunééného cyklu - S faze

Cyklin A - CDK2
 fosforylace slozek pre-iniciacniho komplexu

* vysledkem S faze je vznik dvou sesterskych chromatid kazdého chromozomu spojenych
molekulami kohezinu

kohezin )

g . .0 !‘}i{’ CDK2
l Signal transduction DNA
pathway Start epl ication
l % 1
G1 M - profaze M - metafaze -CDK2 .
CDK4

o + {o» — 0 o Cytoplazma bunky v S fazi obsahuje cyklin E - CDK2
S a cyklin A - CDK2. Jiz neni treba mitogenni signal.

S G1 S S

03 + {0 — (0 0 V jadre G2 bunky neprobéhne opakovana S faze

v dlisledku absence pre-inicia¢nich komplexda.



Rizeni bunééného cyklu - pfechod G2/M

MPF (mitosis-promoting factor) = cyklin B - CDK1

* koncentrace cyklinu B roste priibéziné béhem celé interfaze

* CDK1 - inhibiéni fosforylace (Weel) odstranéna fosfatazou (Cdc25), aktivacni fosforylace (CAK)

* narust aktivity MPF je skokovy, pfi maximalni hladiné cyklinu B a po odstranéni inhibi¢ni fosforylace

MPF fosforyluje cilové proteiny brzké faze mitézy
* kondenzace chromatinu - aktivace kondenzin(
* rozpad jaderné membrany - depolymerace lamin(

* tvorba mitotického vreténka - aktivace centrozomu

Relative concentration

e e

l MPF

’ """“i :
o 2]
Laminové H
dimery A
(] ] 70
p TR 8°
@ 5@

(¢}

ji@ o [ s |G2|% o1 |s|ez®[

MPF activity

Mitotic
cyclin

Time



Rizeni bunééného cyklu - M faze

APC, anaphase-promoting complex
 aktivovan v pozdni mitdze plsobenim MPF
* funguje jen po pfipojeni proteinu Cdc20, ten je blokovan proteiny Mad a Bub, které ho
uvoliuji az po spravném pfripojeni kinetochort vsech chromozom k mikrotubulim vieténka
* pripojuje ubikvitin k proteiniim, které fidici mitézu
i) sekurin

* jeho rozklad uvolnuje separazu, ktera degraduje proteiny spojujici sesterské
chromatidy

ii) cyklin B

* inaktivace MPF, konstitutivné aktivni fosfatazy odstranuji fosfatové skupiny z proteind,
které byly fosforylovany MPF, zakonceni mitdzy, vstup do nové G1

Sekunrin .

CchO APC
Volny @ O Chromozom Inaktivni_ /“ J >
chromozom ) kp\rllfi‘:je’ennlzu separaza Degradace cyklinu B
Proteiny
Mad a Bub
Ubikvitinace a degradace S
sekurinu e R T A
2] L - i Inaktivni '”“ 'S R 7/ .
APC Aktivni APC “® \
G2/ \ \ =
Aktivni & G2/M prechod \
\ Cdc20 MPF separaza \“ - /M p ‘
Rozstépeny
& Kohezin Mitotické kohezm
Komplex Mad/Bub vieténko mn
inhibuje Cdc20 /

C‘B -

\/

Vzristajici koncentrace cyklinu B
G2 Metafaze Anaféze



Inhibitory CDK (CKl)

Rodina INK4 (INhibitors of Kinase 4) - B
NEPROLIVFERUJICI PROLIFERUJICI
° p16, p15’ p18, p19 BUNKA BUNKA

* inhibuji cyklin D - CDK4/6, zastava v G1 aktivi p16 16 chybi i

Rodina CIP (CDK Inhibitory Proteins) wns I 5

* p21 (cilovy gen proteinu p53), p27, p57 aktini Rl E2F m "
z@ aktivni E2F — 4=

* inhibuji cyklin D - CDK4/6, cyklin E - CDK2, cyklin A - - vprese gend

S faze

CDK2, cyklin B - CDK1

Farmakologické inhibitory CDK
» deregulace CDK u rtiznych chorob, farmakologické inhibitory blokujici ATP vazebné misto CDK
 selektivni ucinek inhibitorl mozno vyuzit pro lIé¢ebné ucely

- nddory, neurodegenerativni choroby (Alzheimerova choroba, ALS, mrtvice)

- kardiovaskularni choroby (aterosklerdza, hypertrofie srdce)

- virové infekce (HCMV, HIV, HSV, HPV)

- paraziticka protozoa (malarie, spava nemoc)

Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

_n.
E
© 2



Kontrolni body bunééného cyklu

* vnimaji vnéjsi i vnitfni podnéty a zajistuji spravny chod BC
* kontrola dokonceni predchozi faze a splnéni podminek pro fazi Control

system

nasledujici

Kontrolni bod G1 - bod restrikce
e vnéjsi faktory - Ziviny, mitogeny, antiproliferacni faktory
* po jeho prekonani mohou BC zastavit uz jen vnitrni faktory
- celistvost DNA
- velikost bunky (kvasinky)

Kontrolni bod G2

» dokonceni replikace DNA
 celistvost DNA
* velikost bunky (kvasinky)

Kontrolni bod M

* prechod metafdze-anafaze
e spravné pripojeni chromozomu k mitotickému vreténku




Kontrolni body bunééného cyklu

Vnéjsi podnéty - chemické
* Ziviny, signdly pro rUst, déleni a preziti
i) mitogeny - stimuluji déleni bunék, prechod G1/S

ii) rastové faktory - stimuluji rGst bunék, syntézu makromolekul

iii) faktory pro prezivani - potlacuji apoptdzu

Vnéjsi podnéty - fyzikalni
prostor a povrch pro adherenci

Fragmentace \/ Zavislost na povrchu pro adherenci
jivove =< . Ucinky PDGF =

pojivové <
tkéné (e’ na fibroblasty |
pojivové tkané
l Inhibice ristu nedostatkem prostoru
K |
Degradace ECM
Zisk fibroblastd

Umisténi bunék -
do kultivacnich
nadob i “
~ i m‘n. ) AT
Bez PDGF Pfidavek PDGF
Normalni burika Nadorova burika



Kontrolni body bunééného cyklu

Vnitrni podnéty

* celistvost DNA, pripojeni chromozomu k délicimu vieténku

Poskozeni DNA
* fyzikalni a chemické mutageny, zastava v BC v G1 nebo G2

* opravitelné poskozeni - zastaveni BC do doby opraveni DNA x rozsahlé poskozeni - apoptdza

* nadorové supresory
ATM, ATR - rozpoznani poskozené DNA, aktivace CHK1 / CHK2
CHK1, CHK2 - aktivace p53, inhibice Cdc25
p53 - zvyseni hladin CKI T |d|“|°m| TTT]

apoptia

TIITTT I O0T ,1c5\

UV poskozeni ds zlom Y\\“/'
o 2 A
A

! b

|

(CHK) (cHk2)

=l I (‘)
@ O
l BS
l B @ @ % el’\\
88 —
N e CYC

Aktivni Inaktivni Inaktivni




Kontrolni body bunééného cyklu

vvvvvv

p53
* nadorovy supresor

* nizka hladina, pribézna degradace, Mdm2 zajistuje transport p53
z jadra k proteazomu

* stabilizovan ve stresovych situacich (poskozeni DNA)

* pUsobi jako transkripéni faktor, indukuje

1 Aktivace

or

lAktivace

CHK1, CHK2
Mam2 l 0o
e 3 ———> s
Degradace / \
T o
USISISISISISINISISISISISISS

-
-

g
- zastaveni BC: exprese p21/CIP
J- Inhibice J_ Inhibice
- zastaveni replikace DNA: inaktivace DNA polymerazy 6 @Q i oK o s
- ZaStavenI' mltézy' |nakt|VUJe CdC25 Nedochazi k fosforylaci Nedochazi k inhibici
pRb apoptdzy
- apoptozu: exprese Bax, Puma V {
ZAST&VEN" APOPTOZA
(@) (6] ..
M - Deficit p53
o & S S o * prichod BC s poskozenou DNA
Eif U /ﬁ} * Li-Fraumeniho syndrom
o - dédi¢ny syndrom, inaktivacni mutaci p53
@Wé—j.d j@w n-— - zvySené riziko vzniku nadoru (sarkomy, nadory mozku, prsu,...)
-y [[] unatrected (normat) .. , v v
/4} /ﬁ},\ Wbt - 50 % riziko nadoru do 40 let véku, 90% do 60 let véku



Kontrolni body bunééného cyklu

Kontrolni bod déliciho vieténka

» vstup do anafaze, pripojeni chromozom{ na kinetochorové mikrotubuly déliciho vieténka
* poskozeni tohoto kontrolniho mechanismu vede k poskozeni a nondisjunkci chromozom{i

i) kontrolni bod zapnut ‘\ZH:’H\O’ :b<§>¢
* nepripojené kinetochory aktivuji Mad a Bub \H/ H/
Spindle Checkpoint On Spindle Checkpoint Off

* komplex APC-Cdc20 v inaktivnim stavu

Mad2
-~ Cdc20

os , - - Bub3
ii) kontrolni bod vypnut Inactive ACIvS
* sprdvna vazba chromozomu na kinetochorové < ”bUbUbUbl
Loecurin) =
mikrotubuly  vyvolava v  chromozomech Separase (Securiy Soparase
mechanické napéti Inactive Acitive
* netvori se komplex Mad-Bub sin
Intact Cleaved

* komplex APC-Cdc20 degraduje sekurin

Sister-Chromatid L
Separation % %



Faktory ovliviujici prichod BC

Z . Senescence 5
Poskozeni DNA M Diferenciace Mitogeny
| /DX v
00 | 4™ \Ne
CDK4 or
T & 01) O ctinoig

P53 2
S) @ — ﬁ
¥ o—@m—im m

mitogeny - exprese cyklinu D

antimitogeni, diferenciacni faktory - exprese CKI

starnuti bunky - exprese CKI

poskozeni DNA - zastava BC pres p53

virové infekce (napf. HPV, lidsky papilomavirus) - inhibice p53 a pRb



Poruchy rizeni bunécéného cyklu

Nadorova onemocnéni

nadorové buriky nepotrebuji k déleni ristové faktory

zvysSena proliferace bunky podpofi jeji transformaci do
bunky nadorové

nador je v podstaté selhani kontroly bunééného déleni,
nekontrolovatelny rlst bunék
protoonkogeny
- aktivuji proliferaci bunék
- pfi abnormalni aktivaci i ztraté jejich inhibice podpo-
ruji vznik nadoru

- pt. rastové faktory, cykliny, CDK, E2F, Mdm?2, Ras

nadorové supresory
- potlacuji déleni bunék
- inaktivace Ci zvySena inhibice podporuje vznik nddoru

- pf. pRb, p53, p21, p14, pl6, TGF-B, ATM

Protoonkogen

Normalni rist bunék

% ®

'l' Mutovany protoonkogen

233330.|

I ¢ ¢ Je Je Je J¢ ) I

Normalni riist bunék

Normalni rast bunék

>

Ztrata kontroly rastu

Mutovany
/ \ nadorovy supresor
38;/( |
Normalni rast bunék
l \ Mutované

[ - obealely genu
N 08
CSEO

~ A d
Ztrata kontroly ristu

'




Poruchy rizeni bunécéného cyklu

Pocetni zmény chromozomti (aneuploidie)
* normalni karyotyp 46, XX(Y) monozomie - napr. 45, X trizomie - napr. 47, XY +21
e chyby v kontrolnim bodu déliciho vieténka

i) chyby v mitoze
* opozdéni chromozomu v anafazi a jeho nezaclenéni do dcefiného jadra
* vnik mozaicismu

ii) chyby v meidze
* nondisjunkce - vznik nulizomické / trizomické gamety, monozomie/trizomie po oplozeni
e opozdéni chromozomu v anafazi: vnik nulizomické gamety

Nondisjunkce chromozomii v meidze
Opozdéni chromozomu v anafazi BC
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Kontrola pfipojeni chromozomt

k délicimu vieténku Mad2

Odbourany
Aktivni mitoticky mitoticky cyl

komplex cyklin-CDK

Vstup do M faze
X

Cyklin A/B - CDK1

| t

klin

Mitogeny

Poskozenda DNA

ATM/R

!

p53

!

Cyklin D - CDK4/6

— p21

/
Aktivni G1 komplex
cyklin-CDK

Vstup do S faze |«

Cyklin E/A - CDK2

p21 Cdc25C
T | Prechod
p53 CHK1 metafaze -
G2/M - anafaze
T T pfechod
ATM/R ATR
Poskozena Nezreplikovana
DNA DNA
Cyklin A - CDK2
ﬂ Odbourany
p21 Cdc25A g) 61 cyklin
Poskozend DNA T
p53

T

ATM/R —» p21

http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-19/CB19.html

Poskozena DNA

| t

p21 Cdc25A

T

p53

T

ATM/R —> p21




Zvidavé otazky

Kolik bunék vznika z jedné bunky, ktera podstoupi meiézu?

Do jakych dvou hlavnich fazi se rozdéluje bunécény cyklus?

Jaké buniky se mnozi pomoci mitdzy?

Jaky typ mikrotubul( je zodpovédny za vazbu chromozomUt béhem M faze BC?

Jak se nazyva faze bunécného cyklu, pri které se bunka fyzicky rozdéli na dvé?

Jaka struktura zastdva pri mitdze funkci obdobnou chiasmatim pfi meidze?

Vstup do jaké faze bunécného cyklu signalizuje aktivni komplex MPF?

Ke vstupu do jaké faze bunééného cyklu vede degradace G1 fazovych cyklini?

Rozpad jaderné membrany odpovida zacatku prometafaze (ANO/NE)

Pti mitdze jsou jadra dcefinych bunék geneticky shodné s jadrem materské burky (ANO/NE)
Béhem mitotické profaze obsahuje kazdy chromozom dvé chromatidy (ANO/NE)
Homologni chromozomy se paruji béhem mitotické profdze (ANO/NE)

Zacatek anafdze je inhibovan az do serazeni vSsech chromozom v ekvatoridlni roviné (ANO/NE)

Buriky v GO fazi bunééného cyklu obsahuji stejné mnozstvi DNA jako ve fazi G2 (ANO/NE)



Zvidavé otazky

Co je cilem ubikvitnace komplexem APC na zac¢atku anafaze?

a)
b)
c)
d)

sekurin
separaza
kohezin
tubulin

Jaké z nasledujicich tvrzeni porovnavajicich mitdzu a meidzu neni pravdivé?

a)
b)
c)
d)
e)

oba procesy vyuzivaji délici vieténko z mikrotubult

po obou procesech nasleduje cytokineze

oba procesy jsou peclivé regulovany

v obou procesech probiha béhem profaze crossing-over

oba procesy zahrnuji redukci obsahu DNA v dcefinych bunkach

Jaké z nasledujicich tvrzeni o anafazi bunécného cyklu neni pravdivé?

a)
b)
c)
d)
e)

zmensuje se vzdalenost mezi kinetochory a pdly déliciho vieténka
zvétSuje se vzdalenost mezi dvéma sadami dcerinych chromatid
rozpadaji se mikrotubuly déliciho vieténka

zveétsuje se vzdalenost mezi obéma padly déliciho vreténky
dochazi k cyklin-dependentni aktivaci CDK1






Molekularni biologie

10. Metody molekularni biologie a zaklady genového

[ A4 Y 4 v 4
Inzenyrstvi
Osnova
metody pro studium genomu, / Hlavni zdroje:
. S. Rosypal, Uvod do molekuldrni biologie 1-4
trans krl pto muap roteomu Masarykova Universita Brno
genetické manipulace ISBN 80-902562

M. Muller, Biology of Cells and Organisms
University of Illinios, Chicago
http.//www.uic.edu/classes/bios/bios100/summer2010/lecturesm10.htm

Wikipedia



Genové inzenyrstvi
Snaha o manipulaci se sekvenci DNA organismu
Cile genového inZenyrstvi:
- vylepsSit nase védomosti o tom jak funguji geny

- vytvaret produkty nebo |écit nemoci

Priklad: produkce hormond pomoci technologie rekombinantni DNA
- napf. produkce rlstového hormonu pfi poruchdch rlstu



Plasmid
Mala kruhova DNA

- hlavni ¢ast bakteridlniho genomu je uloZena ve velké kruhové molekule DNA - tam jsou "dUlezité" geny

- na plasmidech jsou "doplnujici" geny

- bakterie dokaze pfijimat cizi DNA z okoli (hlavné pod stresem) - Transformace

- Konjugace - vyména plasmidd mezi bakteriemi

- za normalnich podminek neni bakterialni ani eukaryoticka cytoplazmaticka membrana pro DNA
propustna

Bacterium

Metody pro navozeni propustnosti membrany:

- Elektroporace
- kratky elektricky Sok vytvori péry v membraneé Bacterial Plasmid
chromosome

- Chlorid vapenaty (calcium chloride; CaCl,)
- membrana normalné propustna pro chloridové ionty
- nepropustna pro vapnikové ionty
- vstupem CaCl, se do bunék dostava i voda a DNA

- Teplotni Sok
- pri 42°C se v bakterii aktivuji tzv. heat-shock geny zajistujici preziti ve vyssi teploté
- poutZiti teplotniho Soku po ovlivnéni CaCl, zvySuje ucinnost transformace



Restrikéni endonukleazy EcoRI

Enzymy, které Stipou DNA T TAAG
- Stépeni probihd v misté kédovaném specifickou sekvenci nukleotidd cut
- pfirozené pouzivany bakteriemi pro Stépeni virové DNA
Restrikéni mista (rozpoznavaci sekvence pro stépeni):

- jsou Casto palindromy na komplementarnich retézcich

- methylovany (-CH;) aby chranily bakterialni DNA a Stépily pouze virovou

- ¢asto zanechavaiji "sticky ends", napr. EcoRlI ("eco R one") u E. coli

- "sticky ends" jsou vyuzivany pro vloZeni genu do plasmidu

A
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Exonukledza: stépi DNA od kraju
Endonukledza: stépi DNA od prostredku
Helikdza: oddaluje retézce DNA nebo RNA
Ligdza: spojuje DNA retézce GO, DOG! EVIL OLIVE.




Genové inzenyrstvi v praxi
Growth-hormone deficiency (GHD; pituitary dwarfism) - Nedostatek rtistového hormonu

- hypofyza (pituitary gland) neprodukuje dostatek rdstového hormonu (GH; growth hormone;
somatotropin)

- |é¢ba: injekce hormonu GH

- do roku 1985 GH ziskavan autopsii z hypofyzy (véts. mrtva téla, ¢asta kontaminace)

- od roku 1985 je GH vyrabén v geneticky upravené bakterii E. coli technologii rekombinantni DNA (rHGH,;
recombinant human growth hormone)

simon
mdwer

Achondroplasia
mendeldv-trpaslik

Vétsina pripadi trpasliciho vzristu je ddna dvéma poruchami 1. Achondroplasie (70%) a 2. GHD

B KNIHA ZUN



Vyroba rekombinantniho GH

- izolujeme mRNA z bunék hypofyzy (rlizné typy mRNA,

nejen mRNA pro GH)

- pomoci reverzni transkriptazy prepiSeme mRNA do
cDNA

- pfipojeni mist, kterd rozeznava endonukleaza ke
koncim kazdé cDNA

- vlozime do prichystaného plasmidu s genem na

CREATING A ¢cDNA LIBRARY THAT CONTAINS THE HUMAN
GROWTH HORMONE GENE

,{ B—\\\l"’ Ldligyy mRNA

cDNA @ (bez introna)

2. Use reverse transcriptase
to synthesize a cDNA from
each mRNA.

1. Isolate mRNAs from cells
in pituitary gland.

mRNA
Reverse
@ transcriptase

resistenci proti vybranému ATB - pfi Stépeni
endonukleazou vznikaji tzv. "sticky ends"

5’ 37

GAATTCWWGAATTC
CTTAAG CTTAAG

3. Attach a restriction
endonuclease recognition
site to ends of each cDNA.

3! @ 5

(komplementarni baze)

n 71 H . ’ s
- cDNA "vlepi" do plasmidu tzv. ligaci za katalyzy DNA- mewcc;n“ 4. CutcONAS aid
ligdzou iy MarTc plasmids with restriction
vr . . . . ;;“5 " endonucleases; remaining
- vlozime plasmidy do bakterii E. coli - ATB v mediu - & Plasmid f" sticky ends join by com-
preZiji pouze bakterie, které pfijmuly plazmid Mw&c&%ﬁ plementary base pairing.

Antibiotic-
- takovou kolekci Pakteru nazyvame cDNA kr-1.|hov.na G @
- nyni musime najit pouze bakterie, které prijmuli GH gene \ (%An
gen (rizné cDNA podle riznych mRNA) "“? A4G 5. Ligate cDNAs and
3 Recombinant 4 plasmids with DNA ligase.
plasmld o
cDNA (complementary DNA): dvojsroubovicovd DNA syntetizovand PBOVEVEVT 5. it sducs rectmbinaie
podle templdtu mRNA za katalyzy enzymem reverzni transkriptdza @ plasnilds Into E cofl cells via

treatment that makes cells
permeable to DNA. Grow
cells in presence of antibiotic.
Cells that can grow become
part of cDNA library. Each cell

DNA-ligaza: enzym usnadriujici spojeni DNA retézci katalyzou

formace fosfodiesterové vazby ( 0 o)

cDNA knihovna: kombinace cDNA vloZenych do hostitele, které

tvori cast transkriptomu. cDNA podle sestfizené mRNA uz G | “ _ 0 i ol e

neobsahuje introny a je v prokaryotnim organismu pfipravena k N O Q binant p.asmg ’;,,d T
translaci N N cDNA.



Vyroba rekombinantniho GH

- na Petriho misky s koloniemi polozime filtracni
papir - kolonie se pfilepi

- rozdélime dvojsroubovici DNA na jednoretézce
a inkubujeme se sondou

- sonda - kratka sekvence DNA, ktera odpovida
sekvenci v pozadovaném genu (znacena

radioaktivné)

- RTG film vytvofri znacky na mistech s
radioaktivni DNA sondou

- tyto kolonie namnozime

Video: Genové inZzenyrstvi

FINDING THE GROWTH HORMONE GENE IN A

cDNA LIBRARY

Figure 19-4 Biological Science, 2/e

1. Grow E. coli cells
containing plasmids
on many plates. Each
colony contains a
different cDNA.

2. Lay a filter on each
plate, then remove.

Some cells from each
colony stick to filters.

3. Treat filters with
chemical to make DNAs
single stranded.

4. Probe filters with
labeled DNA (short
sequence inferred from
amino acid sequence of
growth hormone).

5. Labeled probe and
growth hormone cDNA
base pair. Lay X-ray film
over filters; black spot
marks location of

6. On original plates, find
colony of E. coli cells that
contains growth hormone
gene. Sample cells, grow,
and analyze.

© 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.


http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/f06pm/library.htm

Dalsi priklady genového inzenyrstvi v praxi

Chymosin

- enzym pouzivany pro vyrobu syru

- prvni rekombinantni protein schvaleny v potravinarstvi
- produkce v E. coli

Inzulin
- rekombinantni inzulin kompletné nahradil inzulin izolovany ze zvifecich tkani
- lidsky gen pro inzulin vloZzeny do E. coli nebo kvasinek Saccharomyces Cerevisiae

Faktor VII
- plazmaticky koagulacni faktor pro hemofiliky
- dfive izolovan z krve ddrc( - riziko pfenosu nemoci

Vakcina proti zloutence typu B
- produkce povrchovych antigen( viru v kvasinkach
- virus hepatitidy B nelze péstovat in vitro (jako napf. virus obrny - Poliovirus)

Rostliny rezistentni k herbicidim
- napr. soja, kukurice, bavina
- vloZzen rekombinantni gen zajistujici rezistenci proti herbicidu glyphosatu (Roundup)



Genové inzenyrstvi v praxi
Uprava genomu eukaryotickych organism{ - geneticky modifikované potraviny

1. Agrobacterium tumefaciens

- gramnegativni bakterie - rostlinny parazit s pfirozenou schopnosti genového transferu

- infikuje dvoudélozné rostliny (brambory, raj¢ata a tabak)

- zaclenuje do genomu rostliny Ti-plazmid (T-DNA)

- Ti-plazmid obsahuje geny pro produkci rostlinnych hormonu

- tvorba nadoru produkujiciho aminokyseliny "opiny",
slouzici agrobakteriim jako energeticky zdroj

- Ti-plazmid je nahrazen umeélym plazmidem

2. Gene gun

- pro rostliny, které nejsou napadany Agrobakterii (jednodélozné: psenice i kukufice)
- DNA je zkombinovana s ¢asteckami zlata a pod tlakem "vstrelena" do bunék

- v bunce se DNA oddéli a je transportovana do jadra

3. Elektroporace
- pro zivocCiSné bunky a rostlinna pletiva, ktera neobsahuji bunécnou sténu

4. Virovy vektor
- RGzné druhy vir(



CRISPR - krok 1: vytvoreni DNA DSB (double strand break)

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats

- editace genomu budoucnosti - presné nalezne misto na genomu, které chceme upravit
- mechanismus adaptivni imunity bakterii (CRISPR/Cas)
- RNA-guided DNA-nukleaza je prirozené vyuzivana bakteriemi k inaktivaci virové DNA
- modifikovan pro vyuziti k Upravé genomu eukaryot (CRISPR/Cas typ Il z Streptococcus pyogenes)
- 2 komponenty
1. Cas9 protein (endonukledza)
2. nekddujici guide RNA (gRNA)
- zvolime si 20 nukleotid(l dlouhou sekvenci na gRNA (target-specific crRNA), komplementarni s mistem
na genomu, které chceme Stépit
- po navazani gRNA na toto misto, Cas9 zde vytvari na DNA dvojzlom (DSB)

vs Cas9
DSB lze vyuzit
a) sam o sobé k umlceni genu
u
b) vloZeni jiného genu
U vuuu
U@ u
§ ¢ 3
w
u w
U w
1 H
33 tracrRNA H
Target-specific crRNA .’mu UBGUODBU u.uus
9OBUUUOEOUAUGOBUBUGRD"
0, AT | el \ CATR (|
S
- G i | -

Target genomic loci PAM

www.lifetechnologies.com/crispr



CRISPR - krok 2: vlozeni genu do mista DNA DSB

- DNA dvojzlomy mohou byt opraveny dvéma mechanismy:

1. Non-homologous end joining (NHEJ)

2. Homologni rekombinace (HR)
- pokud do buniky zaroven vlozime templatovou DNA, pak je Sance na zabudovani teto nové DNA pravé
ve zvoleném misté, kde jsme vytvofili dvojzlom pomoci CRISPR/Cas

CRISPR/Cas
1. NHEJ 2. HR
G1 / \ 5/62
Minimal end processing - Activation of 5'-3' resection -
non-homologous end joining homologous recombination
(NHET)
// \. /
Ku-[‘.l'M;-FK“ - €— templit je:
BN | 1. sesterska chromatida v S/G2
XRCCA | | e - 2. nesesterska chromatida v G1
XLF /m, 3. exogenni DNA templat
“Classic® NHEJ  Alternative NHEJ Conservative repair
ERROR PRONE ERROR FREE

www.microbiology.columbia.edu



GENOVE KOREKCE

- proof-of-principle: Korekce defektniho genu pro B-globin, zplsobujiciho srpkovitou anémii (sickle cell
anemia); na mysim modelu*®

s B
) 2 e

Differentiate Harvest somatic
specific cell types

\

cells with the

and inject them disease-cgusing
into the patient mutation
Correct the Generate patient-
disease-causing specific
mutation iPSCs

* Hanna J. et al, Science 2007; reviewed in Simara P. et al, Trans|l Res 2013



PCR - Polymerase Chain Reaction
Metoda pro masivni replikaci useku DNA

Kary Mullis

- metodu vynalezl pocatkem 80. let
- 1993 - Nobelova cena - jedina za vyzkum v komeréni biotechnologické firmeé (Cetus)
- pouzival dva primery, které ohranicili usek DNA, ktery chtél amplifikovat

- noveé vytvorena DNA se musela denaturovat (oddélit oba fetézce) pri teploté nad 90°C aby mohl zacit
dalsi cyklus amplifikace

- teplotou nad 90°C se ovSem inaktivovala DNA Polymeraza |

- musela tedy byt pridana nova Polymeraza pfi kazdém cyklu

‘
f

gy /A
www.nobelprize.org

Taqg Polymeraza

- pavodné izolovdna r. 1976 z termofilni bakterie Thermus aquaticus

- bakterie Zije v termalnich pramenech (gejzir v parku Yellowstone; 70°C)
- optimalni aktivita Tag Polymerazy je 75-80°C (vydrzi 95°C az 40 min)

- pfi 73°C pripojuje 100 bazi za sekundu

Patent
- Roche koupil r. 1993 patent na PCR od Cetus Corp. za $330 milion(
- odhadovany vydélek pro Roche je $2 miliardy

to be rep\lcated 5 3 5 3
Illllml rrerTm
5’ 3
1. Denaturation (90°C) ¢ ?/' FPPFTTT ¥
2. Annealing (55°C) i © o

) g : h
3. Extension (73°C) » R PR - PR
‘ NRREENNE] > INRRESRRN]
DNA primer 3 5 3 5

nucleotide



PCR - Polymerase Chain Reaction

Reakce probihad v pristroji zvaném termo-cykler,
ktery velmi rychle strida teploty.

30s 94°C

30s 55°C

30s 73°C

Video: PCR

One cycle

1. Start with a solution
containing template
DNA, synthesized
primers, and an
abundant supply of
the four dNTPs.

2. Denaturation
Heating leads to
denaturation of the
double-stranded DNA.

3. Primer annealing
At cooler temperatures,
the primers anneal to
the template DNA by
complementary base
pairing.

4, Extension
During incubation,
DNA polymerase uses
dNTPs to synthesize
complementary DNA
strand, starting at the
primer.

5. Repeat cycle of three
steps (2-4) again,
doubling the copies of
DNA.

6. Repeat cycle again,
up to 20-30 times, to
produce millions of
copies of template DNA.


https://youtu.be/MkrcOoIDQmY?list=PLmXzuVn0p6GCNgqB0lVPGcUEwdsu755o1

PCR - Polymerase Chain Reaction

- velikost vysledného DNA fragmentu je ovérena na elektroforetickém gelu

- v elektrickém poli putuji zaporné nabité molekuly DNA k anodé (+)

- gel tvoren Agarozou a kratSi molekuly DNA v ném putuji rychleji nez delsi

- pro vizualizaci fragment( DNA je gel napustén etidium bromidem, ktery se vaze na DNA a po ozareni
UV svétlem sviti

Mixture of Power -
DNA mol- ' [ source :
ecules of ') !, Q Cathode Anode é
different \!
sizes \, 77

= 4 W ¢

| Power
source b
L fi il
onger ; ,
molecules 4’ o LA N 7'
/ v rrr 7 /\,
o P Xy , s /
&
@ Shorter
molecules

www.biol151.nicerweb.com



PCR v laboratorni praxi

Detekce kontaminace bunécné kultury mykoplasmaty

5x Green buffer 10ul

PCR Nucleotide mix (20mM) 0,5ul (final 0,2mM)

F primer (100uM) 0,25ul (final 0,5uM)

R primer (100uM) 0,25ul (final 0,5uM) Cycler byl nastaven:

Taqg DNA polymeraza 0,25ul (final 1,25U)

Templatova DNA x ul (final 100ng) ndzev programu — MYCOPLAS

Doplnit vodou pro PCR na 50ul

,Calculated”
step 1: teplota a ¢as (inicidlni 2min 94°C)

Increased sensitivity to Cell death Alteration of DNA » [ step2:0:30min94°C — Q\_QV\C\*\A<&QQ
inducers of apoptosis transfection efficiency 3 o)
< < step 3:0:30min 55°C Qﬂ'ﬂ&&\\\n3
S
~ \ step 4: 0:30min 73°C — &% {‘e,v\ e
~

Inhibition of cell

metabolism

Chromosomal

: GoTo step 2 35cycles
aberrations step.e P —L—-—

step 6: final extension 5min 73°C
step 7: 4°C forever (zadat ¢as 0)

Disruption of nucleic
acid synthesis

Compromised
production of viruses

DNA fragmentation due to
Changes in cell Inhibition of mycoplasma nucleases,
membrane antigenicity cell growth NOT apoptosis

Mycoplasma: nejmensi a nejjednodussi rod bakterii (cca 0,1um), nemaji bunécnou sténu (neucinkuji béZnd ATB), casto
patogenni. V bunécnych kulturdch negativné ovliviuji rist bunék.



PCR v laboratorni praxi
Detekce kontaminace bunécné kultury mykoplasmaty

- PCR primery navrzeny tak, aby nasedaly pouze na sekvence pritomné v DNA mykoplasmat
- PCR produkt vznika pouze pokud je pfitomna DNA mykoplasmat

- velikost produktu je 370bp

- do gelu pridan EtBr (DNA interkalator) - vizualizuje DNA pod UV lampou

500bp
400bp

370bp
300bp

200bp

100bp

1. pozitivni kontrola - mykoplazmaticka DNA
2. negativni kontrola - genomovd DNA

3. vzorek . 1

4. vzorek ¢. 2

5. vzorek C. 3



PCR v kriminalistice - DNA fingerprinting - STR

- navrhnul Alex Jeffreys r. 1984
- sleduji se nekddujici regiony DNA zvané Short Tandem Repeats (STR)
- kratké sekvence o 2-5 bazich opakujici se 5-50x
- kazdy ¢lovék ma unikatni sestavu (s vyjimkou jednovajecnych dvojcat) Wikipedia
- primery jsou navrzeny pred a za STR sekvenci
- DNA vyizolovana z bunék je amplifikovana pomoci PCR v nekodujicich usecich DNA vytipovanych pro STR
- na elektroforetickém gelu se detekuje velikost fragmentu

i STR
L AIIA g T Bl 1IN TH L g g AT g
gene gene gene
STR STR

AN T RIS RE R RGeS g g TS TAT

v gene gene

STR STR

gene gene gene

https://www.youtube.com/watch ?v=DbRIXMXuK7c



PCR v kriminalistice - DNA fingerprinting - STR

- porovnani s DNA nalezenou na misté Cinu (z krve, semene, klze za nehty...)
- pouzivaji se STR s 4- nebo 5-nukleotidovymi repeticemi

®\
7

| ®

miiriiae
| 11

https://www.youtube.com/watch?v=DbRIxMXuK7c; Wikipedia



PCR v kriminalistice - DNA fingerprinting - STR

- FBI ma databazi DNA zvanou CODIS (Combined DNA Index System)
- dle pravidel CODISu se testuje a uchovava 13 STR genetickych marker( na rliznych somatickych
chromozomech (2 alely - tzn. max 26 bandu) + amelogenin pro uréeni pohlavi

- AMEL: na chromozomu X obsahuje intron 1 6bp deleci, na rozdil od Y (Zena XX pouze 1 band

106; muz XY: bandy 106 a 112)

13 CODIS Core STR Loci e e
= with Chromosomal Positions 5 - ~N 5 - N
TPOX
: s £ g % s & (2] %
D351358 € o 8 £ € B 5
g g - o 5 @ @ o > \2 7
D8S1179 THot
D55818 = VWA — — w— —
| cSF1PO 3 - —
1 2 3$ 4 5§ 86 7 8 9 10 11 12 - = - = - = — =
(==}
- AMEL -— - — - — -— —— -— —
E =2 — -— — o—
D13S317 E E g = - = ! - - - — - - -— -
= D165539 s D18S51 D21S511 AMEL — S
& & i . - = = = - s = =
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y - — —3 - - — - -
- = - - =~ = -




DNA fingerprinting - RFLP EcoRI

TTC
Restriction fragment length polymorphism (RFLP) ARG

ot

- starSi metoda pro testovani identity na zakladé DNA
- restrikéni enzymy nastipou DNA ve specifickych mistech a vznikaji rizné dlouhé fragmenty DNA unikatni

pro kazdého ¢lovéka

Nevyhody RFLP oproti STR
- pomala, narocna metoda a méneé presna metoda
- vyzaduje velké mnozstvi DNA

EcoR I site —— Target Sequence ———— EcoR I site
« - TAAGAGTTGAATTCAATTGCATGCATGCATGCATGCAT TTACTGAATTCGATCCAGTCA. .
 SATTCTCAACTTAAGTTAACGTACGTACGTACGTACGTAAATGACTTAAGCTAGGTCAGT . .

F——— Probe Sequence ——

- TARAGAGTTG AATTCAATTEGCATGCATGCATGCATGCATTTACTG AATTCGATCCAGTCA. .
- GATTCTCAMCTTAR GTTAACGTACGTACGTACGTACGTARATGACTTAR GUTAGETCAGT . .



Testovani otcovstvi

- drive bylo pouzivano hlavné vylouceni otcovstvi na zakladé krevnich skupin ¢i dalSich leukocytarnich
antigen(

- presnéjsi je testovani DNA metodou RFLP, v soucasnosti hlavné STR

- typickym vysledkem je 0% pro negativni a 99,99% pro pozitivni test

- kazdy prouzek DNA ditéte musi odpovidat prouzku na vzorku otce nebo matky nebo obou

- je zde zanedbatelna moznost unikatniho fragmentu, ktery u ditéte vznikne v disledku crossing-overu

a/nebo mutace

- - o~ o = N
= 2 2 < 5 = [ o
2 5§ £ 2 2 5 \&) 2
e pu— —_— =—n . —_— | — oaxs
: e " ;:’ | e—
s e C— —
= = = = - = = 5

Video: Testovani otcovstvi



http://www.sumanasinc.com/webcontent/animations/content/paternitytesting.html

Kvantifikace exprese genu (aktivita genu)

1. pro uréeni mnozstvi transkribované mRNA z urcitého genu
a) Real-time PCR
b) Microarrays

2. pro uréeni mnozstvi vyrobeného proteinu urcitého genu
a) Western blotting
b) Flow cytometrie

Centralni dogma MB

Transcription Translation

Gene — Transcript — Polypeptide
(DNA) (RNA) (amino acids)

— —

Reverse
transcription

vznika cDNA

Replication




1a) Real-time PCR (kvantitativni; gPCR)

Meéreni ndristu nové syntetizované DNA po kazdém cyklu PCR
Funkce: urcit vychozi mnoZstvi mRNA ve vzorku a tim sledovat aktivitu gen(

Postup:

1. izolujeme mRNA (pomoci kitu)

2. prepis mRNA do komplementarni DNA (cDNA) pomoci enzymu reverzni transkriptazy

3. provedeme PCR podle principu popsaného vyse, ale prfidame navic fluorofor*

4. PCR reakci provedeme ve specialnim termo-cykleru s detektorem fluorescencniho zareni
- po kazdém cyklu pristroj zaznamena intenzitu fluorescence
- vy$Si intenzita = vice DNA
- pfimé porovnani mnozstvi mRNA daného genu mezi vzorky

5. software vyhodnoti relativni genovou expresi (pocet kopii mRNA)

*Fluorofor (=fluorochrom): molekula, kterd po osviceni svétlem urcité vinové délky absorbuje energii tohoto zdreni a
prakticky okamzité ji ztrati emisi zareni o delsi vinové délce. Tomuto jevu se fika fluorescence. Fluoroforem mize byt mald
molekula, typicky organicka sloucenina s aromatickym jadrem, nebo i cely protein (napr. GFP). (Wikipedia)



1a) Real-time PCR (kvantitativni; gPCR)

Vyhodnoceni dat z qPCR

- 4 krivky v triplikatu

- pozdéjsi naridst = méné cDNA (mensi exprese mRNA)

- sledovani poklesu exprese genu OCT3/4 v pribéhu diferenciace embryonalnich kmenovych bunék (hESC)
- OCT3/4 je exprimovan nejvice v kmenovych bunkach a u diferencovanych bunék je umlcen

Amplification Plot

10 4
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1a) Real-time PCR (kvantitativni; gPCR)

Vyhodnoceni dat z qPCR

- 4 krivky v triplikatu

- pozdéjsi naridst = méné cDNA (mensi exprese mRNA)

- sledovani poklesu exprese genu OCT3/4 v pribéhu diferenciace embryonalnich kmenovych bunék (hESC)
- OCT3/4 je exprimovan nejvice v kmenovych bunkach a u diferencovanych bunék je umlcen

Amplification Plot
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Amplification Plot
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Cycle Park et al., Nature 2020



1b) Microarray
Mikroskopické spoty DNA fixované na pevném povrchu (chip, microarray)

Funkce: zjisténi miry genové exprese simultdnné u obrovského mnozstvi gend
- kazdy spot (sonda, probe) je véts. kratky usek genu, ktery se hybridizuje s cDNA

labelled target (sample)
fixed probes

different features
(e.g. bind different genes)

Fully complementary  Partially complementary
strands bind strongly  strands bind waakly

Aqueous _mRNA

Y Phase TR 4 Filter i ]
Phenol » Protein Aminoallyl , Reverse Cy Dyes CONA { 4 laser intensity
¥ Phase T Nucleotides ,  Transcriptase “:.V?E‘J 23” i = 7 ratio
cDNA — Sbelied cONA '
Sample Purification RT Coupling Hybridization Scanning Normalization

and washes and analysis

Wikipedia



1b) Microarray

Cancer Cells Normal Cells

Srovnavaji se mRNA dvou vzork(, napf.:
- vzorek/referenéni DNA
- zdravy/nemocny
- pred/po lécbé

Gastric cancer
RNA Isolation
v v
""mRNA ""mRNA
Reverse
Transcriptase
Labeling
v v
"Red Flourescent" Probes "Green Fluorescent” Probes
Combine Targets
Hybridize to
Microarray

napfriklad:
upregulace
proto-onkogenl

downregulace
tumor supresor(

0.7 L8
Genes centered. Log-intensities saturated at: -4.6 to 6.6



2a) Western blotting

Urceni mnoZstvi urcitého proteinu ve vzorku

1. vyizolovat celkovy protein ze vzork( a zméfit jeho koncentraci
2. zahrat s mercaptoethanolem a SDS pro pridéleni negativniho ndboje a rozpojeni disulfidickych mustk
3. smichat s barvi¢kou a nanést ve stejnych koncentracich na polyakrylamidovy gel

(A) sample loaded onto gel 18) protein with two
by pipette subunits, A and B,
joined by a disulfide single subunit
brdge protein

plastic casing

HEATED WITN SDS AND M!RCAPTOEYHANOL

neqanvehl
charged SDS C
molecules

POLYACRYLAM!DE GEL ELECYROPNORES!S

O]

\ ®
http://www.biologyexams4u.com/ siab of polyacrylamide gel



2a) Western blotting

4. prenést proteiny z gelu na nitrocelulozovou membranu

£ Cathode

& Anode

Separated —__
Components

Tracking Dye ~

Gel cast betwean glass plates.
Motches cast in fop of gel to receive samples,

/

Sl
Transfer Membrane
L1 . Filter Faper

http://www.leinco.com/



2a) Western blotting

5. inkubovat membranu s primarni protilatkou proti sledovanému proteinu
6. inkubovat se sekundarni protilatkou konjugovanou s enzymem (napf. kifenova peroxidaza; HRP)
7. nanést na membranu vyvolavaci roztok se substratem pro dany enzym (napr. luminol)

Detection Signal
’f (colorimetric ar chemiluminescent)

Enzyme-conjugated ——

Secondary Antibody
\/ Target Protein

" Enzyme Substrate

Primary Antibody

Membrane Containing Transferred Protein

http://www.leinco.com/



2a) Western blotting

8. vyvolat membranu

- HRP katalyzuje oxidaci luminolu na 3-aminoftalat za emise svétla

- nizka intenzita svétla pri 428nm

- pfitomnost dalSich chemikalii (fenoly) ve vyvolavacim roztoku amplifikuje svétlo az 1000x
- tato amplifikace se nazyva "enhanced chemiluminescence - ECL"

, 24 h 48 h 24 h 48 h

- detekce pomoci CCD kamery e "o B D & B ® 2 S sk e
- vyvolani na fotograficky film dasatinib100nM - -+ 4 - -+ 4+ 4+ s
washout - - - x - - - 1x 2x 3x 2x 3K

BIM | 7 - R D e B

P-CRKL | s——— —— i ——— —

CRKL | "5 S e S0 S G e SR S

p-ERK p— — — —

ERK | ————————— rrp——

p-STATS L —_— - -

STATS | "N SR SN SN R MR S v - ——

PARP | D D B B cns S S —— et

c-PARP S — — —_— - -

Figure 2. Effect of intermittent high-dose TKI treatment on signaling pathways in
the K562 cell line. The cells were exposed to imatinib (A) or dasatinib (B) at a low
dose continuously (2.5 uM imatinib or 1 nM dasatinib), a high dose continuously
(32.5 uM imatinib or 100 nM dasatinib) or a high dose transiently (washout 1X,
2X, or 3X). The cells were then lysed and analyzed by Western blotting. The

incubation time was 24 and 48 hr. .
Simara et al., AJH 2013



2b) Flow cytometrie

Technika pro analyzu velkého mnoZstvi bunék.

Na bunkach je mozné rozlisit
- velikost (forward scatter)
- tvar (granularitu; side scatter)
- expresi povrchovych proteini (protilatka proti povrchovym antigenlim konjugovana
fluorochromem)

- expresi intracelularnich proteint (buriky nutno usmrtit a permeabilizovat membranu)

Fluorescent
Channels

To CCD or
Computer
v‘ -

Dichroic

errrrrrrereE

Bandpass ’
Filter
Forward
Scatter
Detector



2b) Flow cytometrie

Vyhodnoceni:
Leukocyty - bilé krvinky
hledani NK bunék

CD3 - T cell receptor

CD16 - povrchovy antigen na NK burikach,
neutrofilech, monocytech a makrofazich
CD56 - povrchovy antigen NK bunék

Granulocyty

o\ ¢ *
\g’//}" ‘\‘ --". ¢ ."‘_«_
'9 ¥
et s Basophils
MNeutrophils Eesinorlie

® @ Y, @@
h . " B M G

Lymphocytes : Platelets
Monocytes Erythrocytes

8
° o
Common lymphoid progenitor
S I
' l
58 : ‘ @
Re © A
e 8 NKT Ce" Natural killer cell Small lymphocyte
& g i (Large granular lymphocyte)
38 5 i o
o O T lymphocyte B lymphocyte
o)
S .
« W
i i hocyte .
) ¢ S+l Y i : Plasma cell
o “""‘“ a3 >’o '_-':',
20080000 80 1000 100
A FSC-Height B CD3 FITC

R1 (lymphocyte) gating =) CD37/CD16"/CD56"(upper right) part reading

NK cells - imunitni odpovéd' proti rakovinnym bunkdam a burikdm infikovanym virem
Granulocyty - pfitomnost granuli v cytoplazmé a zaskrceni jadra

www.biosbcc.net,
www.ogscience.org
wikipedia




2b) Flow cytometrie

Identifikace T lymfocytd, aktivovanych k sekreci IFN-y po in vitro kontaktu s proteiny koronaviru
Darci, ktefi koronavirus prodélali (nebo byli ockovani), méli vyssi procento aktivace

All events Pl P2 P3
PAT cells (62.7%)

]

-
.

P1 Singlet (97.1%)

FSC-H
SSC-A

CD14/20 (PC5.5)
CD3 (PBASO)

B

P3 Lymphocytes (81.8%)
P2 Exclusion of B cells ; x
and Monocytes (78.3%) ' _!! Il
w0 . E
w

» w . w0

s FSC-A o * . IFN-y (PE) ’ FSC-A - w - IFN-y (PE) = -~
Pa P4 Pa

w i

P6 IFN-y* CDA" T, cells (1.0%)

P7 IFN-y* CD8" T, cells (0.1%)

-
?
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R 2o

° e -
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Figure 1. Gating strategy. Upper dot plots from left to right: Gate P1: singlets were selected
within a FSC-A/FSC-H dot plot. Gate P2: monocytes and B cells were excluded using CD14 and
CD20 antibodies. Gate P3: Lymphocytes were selected with a FSC-A/SSC-A dot plot. Gate P4:
T cells were gated within the CD3" population. Lower dot plots from left to right: cells secreting
Simara et al. , Folia Bi ologi ca 2021 IFN-y were gated in P4 in T cells (CD3"), T cells (CD4"), and Tc cells (CD8"). Data are shown

on representative sample Cov-33.



Frederick Sanger (1918 - 2013)

Vyndlezce metody dideoxy sekvenovani DNA (téZ Sangerovo sekvenovani)

- dvojnasobny drzitel Nobelovy ceny za chemii (1958 a 1980)
- 1952 definoval poradi aminokyselin ve dvou retézcich bovinniho
inzulinu
- 1977 publikoval dideoxy metodu pro rychlé a presné sekvenovani

Wikipedia
Sangerovo sekvenovani
Sekvenovdni je urcovdni poradi nukleotidi v molekule DNA
- principem je pouZiti dideoxyribonukleosid trifosfatu ddNTPs terminate DNA synthesis.
(ddNTP) namisto deoxyribonukleosid trifosfatu (dNTP) B
P
N
- pfi replikaci se normalné pfipojuje novy dNTP na OH- P>C|-|2 -
skupinu posledniho dNTP na 3'-konci retézce .
_ Ve . _ v/ 3'
pokud se pripoji ddNTP - elongace konci H=5" No OH
Normal dNTP ddNTP

(extends DNA strand) (terminates synthesis)

Figure 19-6a Biological Science, 2/e ©2005 Pearson Prentice Hall, Inc.



Sangerovo sekvenovani

- smichame templatovou DNA + DNA polymerdzu + dNTP (T, A, C, G) + 1 ddNTP (napf. G) + radioaktivné
znaceny primer - elongace retézce se zastavi na mistech zabudovani ddGTP
- vznikaji ndm rGzné dlouhé retézce DNA

Template DNA

ol el

ddGTP terminates
synthesis where C's
occur; ddCTP, ddATP,

A N and ddTTP terminate
G| [l il I |a| synthesis where G's, T's,
e and A's occur, respectively

6/ [c] 7] j\T/_;A‘ '

3’

|

G| [c| 7! || |al

5'N H 3’
Primer with
radioactive label
Figure 19-6b Biological Science, 2/e © 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.

dATP - deoxyadenozin trifosfat, dGTP - deoxyguanozin trifosfat, dCTP - deoxycytidine trifosfat, dTTP - deoxythymidine trifosfat



Sangerovo sekvenovani

- Reakci provedeme 4x, pro kazdy dideoxyribonukleosid zvlast (ddATP, ddCTP, ddGTP a ddTTP)
- produkty téchto 4 reakci naneseme do 4 jamek elektroforetického gelu a roztridime podle délky
- sekvence DNA je jasna z gelu

Smaller fragments Larger fragments
5" end 3’end

sl } ||

Allll A lH"
!

c 'l'n'!li'.'ll'I

TCC 3’ Non-template DNA
3’ GTTGCTGTTAGG 5’ Template DNA

Figure 19-6¢ Biological Science, 2/e © 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.




Modernizace Sangerova sekvenovani

- ddNTP jsou znaceny fluorescencné, kazdy jinou barvickou a proto Ize vSechny 4 ddNTP smichat do jedné

reakce
- fragmenty jsou separovany v kapilarach naplnénych gelem
- automatické zaznamenavani délky jednotlivych fragmentu

FLUORESCENT MARKERS IMPROVE SEQUENCING

EFFICIENCI{.‘:I qcte drrp  1.Doone sequencing reaction
ddATP . ;:':rTPP 4dTTP m instead of four. Reaction mix

ddGTP dGTp contains ddATP, ddTTP, ddGTP,
DNA polymﬁase ddCTP with distinct fluorescent

markers. (With radioactive labels,

Template DNA four reactions are needed—one

@ labeled ddNTP at a time.)
WA LT "“TG 2. Fragments that result have

sl shdinC distinctive labels.

fragments

Long ié

E G 3. Separate fragments via electro-
¢ Pphoresis in mass-produced, gel-
E filled capillary tubes. Automated
E C sequencing machine reads output.
E T
A
A A
Y § T
Short & G
fragments

Capillary Output
tube

Figure 20-1 Biological Science, 2/e © 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.



Bunécné reprogramace

Priprava lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (iPSC)
Tyto jsou schopny diferencovat do tkani vSech tfech zarodecénych list(
Jednim z moZnych vyuZiti je pfiprava progenitor( pro transplantace (napf. krevni, pankreatické, jaterni...)

Shinya Yamanaka
nar. 1962
Nobelova cena 2012 (sdilend s J. Gurdonem)

Obr.: Wikipedia



Sebeobnova (self-renewal) a diferenciace

"Stem cell is capable of self-renewal and gives rise to a specialized cells"

Typy kmenovych bunék

Totipotentni...

Pluripotentni...

Multipotentni...

Unipotentni...

dava vznik celému organismu
napf. zygota; ¢asna blastomera

diferencuje do vSech 3 zarodecénych listu, ale ne do
extraembryonalni tkané
napf. inner cell mass; ESC; iPSC

diferencuje do rtznych bunécénych typl v ramce urcité linie
napr. hematopoietic stem cell

diferencuje pouze do jednoho bunécného typu
napr. spermatogonium

pouze v
embryu

existuji i v
dospélych

Amabile and Meissner. Induced pluripotent stem cells: current progress and potential for regenerative medicine. 2009. Cell



Reset do embryonalniho stavu

- diferenciace probiha vétsinou jednosmérné a reprogramace ¢i transdiferenciace je vzacna (napf. nékteré
nadory)

- avSak jadro vétSiny bunék si zachovava schopnost resetovat se do embryonalniho stavu:

* Nuklearni transfer - jadro somatické bunky je vystaveno faktorim oocytu
1952, Briggs, 1962 Gurdon: transplantace jadra z buriky blastuly do zabich vajiCek
1997, Wilmut: ovecCka Dolly, prvni naklonovany savec
neprovedeno na lidech; je potfeba znacné mnoZzstvi oplozenych vajiCek, neetické

« PFima reprogramace - indukovana overexprese definovanych transkrip&nich faktoru
2006, Takahashi a Yamanaka: transformovali mysi fibroblasty do pluripotentnich
bunék vloZzenim 4 genu - Oct3/4, Sox2, Klf-4, c-Myc (OSKM)
2007, Takahashi; Yu: iPSC z lidskych fibroblastu



Jak pripravit lidské iPSC?

Genome-integrating
risk of tumorigenicity

Retrovirus

Lentivirus

Integration-free
potential for clinical use

Sendai virus

Adenovirus

Episomal ve

ctors

individual
viral vectors

one viral vector
STEMCCA

synthetic mMRNA

excisable STEMCCA

Recombinant proteins




Zdrojové bunky

Libovolna somaticka (télni) burika
Nejcastéji kozni fibroblast nebo krevni burika

Krevni buiiky (mononukleary)



Povrch pro kultivace iPSC

a) MEF feeders (mysi embryonalni fibroblasty)

IPSCs kultivovany na vrstvé ozarenych MEF
(50Gy)

MEF zajistuji uchyceni iPSC a produkuji potfebné
ristové faktory pro iPSC

MEFy ziskavany z mysSich embryi

b) Geltrex™ feeder-free system
Kultivaéni misky pokryty membranovym matrix

Nepritomnost xenogennich bunék je vhodngjsi
pro klinické aplikace

Nutné medium, které obsahuje chybéjici ristové
faktory (mTeSR, E8...)




Reprogramming timeline

Reprogramace krevnich bunék episomalnimi vektory na Geltrexu

Pre-culturing

Attached cells with

D-3

Medium

Electroporation prolonged
morphology
DO D3

cPBMC or EGM-2™

cPBMC: StemPro®-34 SFM + SCF, Flt-3L, IL-3, IL-6

Simara et al., Stem Cells and Development 2018

Small hiPSC hiPSC colonies

ready for passage

mTeSR™1




Potencial iPSC v regenerativni mediciné

- Reproduction of disease-
specific phenotype
- Scalability of assay

for drug screens - In vivo efficacy
Drug screening - Toxicity in large
('Disease modelling’) population

Treatment of
multiple patients

e o
o
~—~
Patient Patient-specific Specialized cells Cell therapy Single
iPSCs treated patient
- Detection of - Availability of efficient - Successful engraftment - In vivo efficacy
high-quality differentiation protocols - Teratoma risk - Costs associated
iPSCs - Proper preclinical - Maturation level and with patient-specific
animal models functionality of cells therapy

*Wu, S. and Hochedlinger, K. 2011. Nature Cell Biology; reviewed in Inoue H. et al, EMBO 2014



Bunécné transdiferenciace

- vydiferencovana bunka ma schopnost, zmény na jinou buriky, pfi pouziti vhodnych transkripénich

faktor(
- z kozniho fibroblastu lze vytvorit svalovy myocyt (1970s) nebo neuron (2000s)

- |ze preskocit mezikrok kmenova burnky

O

Marius Wernig, Sy-Stem conference, Vienna 2018



Chimerni organismus

"Kryso-holub" Chiméra

Podle fecké mytologie, hybridni tvor,
slozeny z €asti vice nez jednoho
zvifete. Obvykle zobrazovan jako lev
s hlavou kozy a ocasem z hadi hlavy.




Tvorba chimernich organismu

a) vlozit organ jednoho organismu do jiného
- pravdépodobné bude odmitnut imunitnim systémem hostitele

b) vlozeni kmenovych bunék jednoho organismu do embrya jiného organismu
- imunitni systém hostitele jeSté neexistuje a cizi buriky se nauci tolerovat
- buriky Ize smérovat do urc€itého organu tak, Ze v hostitelském embryu pomoci CRISPR/Cas9
vyfadime napf. geny pro vyvoj slinivky a slinivka vyroste pouze z bunék darce
- km. buriky darce ovSem mohou proniknout
Caste€né i do jinych organl (mozek, spermie)

"Kryso-mys"
p Naive* PSCs
3 > l@' 5
Rat B 3 o &
> 4 4 = ’
Q Chimerism
Mouse

Wau et al., Interspecies Chimerism with Mammalian Pluripotent Stem Cells. Cell. Volume 168, Issue 3, p473-486.e15, 26 January 2017



Tvorba chimernich organismu z lidi

Lidské embryonalni bunky maji schopnost integrovat se do embrya jiného druhu a diferencovat tam
Wu et al., Interspecies Chimerism with Mammalian Pluripotent Stem Cells.
- vlozili 3-10 bunék lidskych hiPSC do praseciho embrya (167 embryi; blastocysta 7dni)

- embrya vlozena do déloh bachyni a analyzovana po 3-4 tydnech vyvoje

- chimerni embrya méla sice zpomaleny rust oproti kontrolnim prase¢im embryim, ale obsahovala v praiméru
100 000 lidskych bunék

Human iPSCs
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Chimerism

An image of a pig blastocyst being injected with human cells.

Wau et al., Interspecies Chimerism with Mammalian Pluripotent Stem Cells. Cell. Volume 168, Issue 3, p473—-486.e15, 26 January 2017



Molekularni biologie

11. Apoptdza a imunita

Osnova Hlavni zdroje:

S. Rosypal, Uvod do molekuldrni biologie 1-4

Masarykova Universita Brno
1. Apoptoza ISBN 80-902562

2. VyVOJ a aktlvz':\ce T-2a B—Iymfocytu M. Muller, Biology of Cells and Organisms
3. Imunoglobuliny, exprese BCR a TCR University of lllinios, Chicago
http.//www.uic.edu/classes/bios/bios100/summer2010/lecturesm10.htm
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Apoptoza
programovana bunécna smrt



Apoptoza

- koncept apoptozy od 1950s
- intenzivné zkoumana od 1990s

- poruchy apoptozy hraji roli v rGdznych
nemocech, zejm. rakoviné

Excesivni apoptoza
napr. dystrofie
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Pocet ¢lanku zkoumajicich apoptozu (PubMed)

Omezena apoptoza
napf. rakovina

Dystrofie - degenerace tkdné z divodu nemoci nebo Spatné vyZivy




Apoptdza - bunécna sebevrazda

- nezbytna pro vyvoj a homeostazi organismu
- pouze u mnohobunécnych organismd
- pfisné regulovany proces (na rozdil od nekrézy)

- bunécny stres nebo signalizace od jinych bunék stimuluje
pro-apoptotické signalni drahy
- tyto drahy kaskadovité aktivuji proteazy zvané "kaspazy"

- kaspazy zpusobuji mitochondrialni dysfunkci
- apoptoticka bunka vykazuje charakteristické zmény morfologie

APOPTOSIS

Know the signs.

S

== |

Homeostaza - stdlost vnitiniho prostredi

Bunécny stres/
Signalizace

|

pro-apoptotické
signalni drahy

|

Kaspazy

|

APOPTOZA




Charakteristické morfologické znaky apoptozy

1. BIEbbing Mucleus condensing (pyknosis)
- nepravidelné zahyby cytoplazmatické membrany
- smrstovani bunky (shrinkage)

- vznikaji odpojeni cytoskeletu od membrany

- degradace vnitrni struktury buriky

- vznik apoptotickych télisek Blebs

2. Fragmentace jadra

- Kaspaza 3 aktivuje endogenni endonukleazu - enzym CAD (Caspase-Activated DNase)

- Stépi chromatinovou DNA na fragmenty o délce cca 180bp

- na elektroforetickém gelu Ize pozorovat 180bp fragmenty DNA a jejich nasobky (360, 540...)
&Y Zebficek Y

- 180bp je zhruba délka rozestupu histond na DNA

CAD

\

\ mista stépeni CAD endonukleazou

Pyknoza - ireverzibilni kondenzace chromatinu




Kdy probiha apoptdza

Priklady:

- zanik nadbytecnych bunék v prenatalnim obdobi (u embrya, u plodu)
- organy se zakladaji jako shluky bunék
- duté organy vznikaji tak, Ze vnitini bunky zaniknou apoptdzou (A)
- diferenciace lidskych prsta (B)

- zanik bunék ve tkanich - napf. zanik cervenych krvinek po priblizné 80 dnech

- poskozeni DNA, které jiz neumi burika opravit (D)

D Stress

researchgate.net



Apoptdza vs. Nekroza

mitochondrial morphological

chromatin pattern conserved

membrane hm&(ﬂown
: (]
B
\1‘.\ |
| .
&

normal

reversible swelling

irreversible swelling

disintegration

Apoptosis

mitochondrial morphology
preserved

nuclear changes

intact membranes

® .

apoptotic bodies

normal

condensation (cell blebbing)

fragmentation

secondary necrosis

https://www.pinterest.com/spanglyal/cancer-cell-mapping/



Apoptdza muize byt indukovana dvéma drahami

1. Vnitini draha (intrinsic pathway; mitochondrialni)

- z dlivodu bunécného stresu nebo DNA damage

- uvolnéni proteinl (hl. Cytochrom C) z prostoru na membrané mitochondrii

2. Vnéjsi draha (extrinsic pathway)
- z dlivodu vnéjsi signalizace od ostatnich bunék
- extraceluldrni ligandy (hl. TNF-a a Fas) se vazi
na tzv. death-receptory na povrchu bunék
- TNF-a produkuji aktivované makrofagy
- Fas ligand produkuji T. lymfocyty

Dzath Signals
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Metody detekce apoptdzy

napr. pri testovani léCiv in vitro

Lék na
leukemii

)©
®

krvinky

Zdravé
krvinky

Leukemické



1. Barveni bunék trypanovou modri

- pronika a barvi pouze mrtvé bunky
- pocitani ve svetelném mikroskopu na sklicku s mrizkou
- nerozliSi mezi apoptotickou a nekrotickou burikou




2. Flow cytometrie
Technika pro analyzu velkého mnoZstvi bunék.

Na bunkach je mozné rozlisit
- velikost (forward scatter)
- tvar (granularitu; side scatter)
- fluorescencni barvicku (DNA interkalator; obdoba trypanové modfi)
- expresi povrchovych proteint (protildtka proti povrchovym antigenlim konjugovana
fluorochromem)
- expresi intracelularnich proteint (buriky nutno usmrtit a permeabilizovat membranu)

Fluorescent

17-09-2008_D7-D7 CD34+P| Cha;mels

To CCD or
Compute
v\ LS

Dichroic

Side scatter - granularita 608

(RO A l5lol =1 11901 el l1?ul [ e | 12?01 ~1 l2ful

epnororreeee D

II’I.IIIIIIIIIIIIII[IIIIIIII Bandpass ’
50 100 150 200 250 Filter
(x 1,000) Forward
Forward scatter Scatter
Detector

velikost



2. Flow cytometrie

Detekce bunécné smrti pomoci DNA interkaldtoru (napf. propidium jodid PI; nebo
DAPI)

- Pl je fluorescencni barvicka, vazici se na DNA
- podobné jako trypanova modr pronika a barvi pouze mrtvé bunky

Histogram barveni propidium jodidem

pozitivni signdl, buriky obarvené na Pl = mrtvé

Count

negativni signdl, burniky neobarvené na PI = Zivé

interkalace — vmezereni. I. do DNA — vmezereni urcité latky mezi obé vidkna DNA



2. Flow cytometrie
osa x: intenzita fluorescencniho signalu v kanalu FITC (bunky pozitivni na Annexin)
osa y: intenzita fluorescencniho signalu v kanalu PerCP-Cy5 (bunky pozitivni na Propidium jodid)
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R ik i Tk cells
Annexin V (FITC)



3. Western blotting

- izolace celkového proteinu z bunék a rozdéleni protein(i na polyakrylamidové gelu podle své velikosti.
- inkubace s protilatkou umozni zjistit, zda je dany protein ve vzorku pritomen a v jakém mnozstvi (oproti
jinému vzorku na téZze membrané - semikvantitativni metoda)
- ptiklady marker( apoptdzy:
- proapoptoticky protein z rodiny Bcl-2: BIM

viv , , 24 h 48 h 24 h 48 h
- Stépeni (pro)kaspazy _
v, v , . dasatinib 1 nM - + - - - + = . = . 3 .
- stepeny protein _PARP dasatinib100nM - - + + - -+ 4 Ll R
washout - - - 1x - - - 1x 2x 3x 2x 3x
kDa , BIM | 0 - ———
o7 GAPDH
465 -
p-CRKL —_— — — - — o ——
— ~— Procaspase-3
28 - CRKL | " D ey S o QD s S s S s
c| d p-ERK — — — —
205 eave
;e o | ——— e
145 . p-STATS | W - ——
65 » STATS | TN D SN S N S M S s s ——
>
= IR L L P ———
’g c-PARP —— — R

Figure 2. Effect of intermittent high-dose TKI treatment on signaling pathways in
the K562 cell line. The cells were exposed to imatinib (A) or dasatinib (B) at a low
dose continuously (2.5 uM imatinib or 1 nM dasatinib), a high dose continuously
(82.5 uM imatinib or 100 nM dasatinib) or a high dose transiently (washout 1X,
2X, or 3X). The cells were then lysed and analyzed by Western blotting. The
incubation time was 24 and 48 hr.

Z
Apoptotické burky

% Cell Signaling

TECHNOLOGY®



Imunitni systém



Imunitni systém

Existuje fyzickd, chemickd a bunécnd obrana proti invazi bakterii a virt

1. linie obrany - fyzicka a chemicka
a) kGize: vrstva mrtvych bunék - sucha a s nizkym pH
b) sliznice: pokryty lysozymem - chemicky rozklad bakterii
c) cilie (fasinky): vybézky bunék, plisobi jako filtr a aktivné odstranuji patogeny

Hair-like projections called
cilia line the primary bronchus
to remove microbes and debris

from the interior of the lungs

Primary
bronchus

Goblet cell

FADAM.



Hematopoéza (krvetvorba)

@ —
Multipotential hematopoietic

stem cell
(Hemocytoblast)

v v

Common myeloid progenitor Common lymphoid progenitor

. o O @
Erythrocyte ~ Mastcell Natural killer cell
Myeloblast (Large granular lymphocyte)

v l l l T lymphocyte B lymphocyte

@ o

Small lymphocyte

Megakaryocyte w @
l Basophil Neutrophil EOsinophil Monocyte .
“: . l Plasma cell
Thrombocytes

Macrophage

wikipedia



Imunitni systém

2. linie obrany - nespecificka imunitni odpovéd’
- obecna odpovéd na infekci patogenem
- je vyvolan zanét

Granulocyty
a) Neutrofil - fagocytuje bakterie a sekretuje lysozym ktery degradUJe bakterialni stény
b) Eosinofil - vyluCuje enzymy, které zabiji parazitické cervy s

c) Bazofil - vylucuje histamin pro podporu zanétu 0
d) Mastocyt (mast cell; Zirna buﬁka)‘

- vylu€uje signaly pro snizeni pratoku krve v misté poranéni a histamin
- signdly pro zvyseni prutoku krve a propustnosti kapilar v okoli poranéni, aby se fagocyty
dostaly do mista poranéni

e) Makrofagy - fagocyty (big eaters) - fagocytuji vse
- obsahuji MHC (major histocompatibility complex) , ktery vystavuje antigen
- sekrece cytokinU, které pfitahuji dalSi makrofagy a neutrofily
- zvySuji teplotu

- v krvi koluji ve formé monocytu : ‘
% »

Antigen: Cdstice rozezndvand protildtkou, v imunologii se jednd o cizi patogen
Protildtka: Cdstice, ktera specificky rozeznava antigen a je rozezndvana lymfocyty



MHC-molekuly (proteiny)

- Major histocompatibility complex (hlavni histokompatibilni komplex)
- u lidi zvany téz HLA-komplex (human leukocyte antigen)
- soubor povrchovych proteinl - posttranslacné glykozylované proteiny

Syntéza MHC

- béhem syntézy zachycuji peptidy a fragmenty vzniklé odbouravanim cizorodych proteint (antigent) a
zanoruji je do povrchu buriky

- bunka se stava APC (bunkou nabizejici antigen)

- antigen je rozeznavan TCR-receptorem T-lymfocytd

Typy MHC

1. MHC | (prvni tridy)

- vazou peptidy ziskané po zni¢eni virem infikované ¢i jinak vadné télni buriky

- jsou rozeznavany T -lymfocyty, které se aktivuji k usmrceni podobnych bunék

2. MHC Il (druhé tridy)
- vaZou peptidové fragmenty z patogeni fagocytovanych APC burikou
- jsou rozeznavany pouze T,-lymfocyty




Zaneét
- patogeny vstupuji do mista poranéni

§ < e

- krevni desticky vylucuji srazlivé faktory

(1) Makrofagy, (2) Neutrofily, (3) Mastocyty

- makrofagy a bunky poranéné tkané vylucuji cytokiny, které privolavaji pomoc
- zmény ve sténach kapilar umozniuji priichod bilych krvinek a tkanového moku
- mastocyty indukuji vazokonstrikci poranénych cév a vazodilataci okolnich cév

- zvySeni teploty

PROCESS: THE INFLAMMATORY RESPONSE

Macrophage

'
1. Pathogens

enter wound.

2. Platelets release
blood-clotting
proteins.

3. Injured tissues
and macrophages

5, release chemokines

to recruit help.

©2011 Pearson Education, Inc.

Tkariovy mok (interstitial fluid): mezibunécénda tekutina v téle mnohobunécnych Zivocichd. Hlavni slozka mimobunécné

Video: Zanét

PROCESS: THE INFLAMMATORY RESPONSE

" 4. Mast cells release

‘nduoe fever,
increase
leukocyte
production

factors that constrict
blood vessels at
wound and dilate
vessels nearby.

5. Neutrophils
arrive and begin
phagocytizing
pathogens.

6. Leukocytes
arrive and mature
into macrophages.

©2011 Pearson Education, Inc.

tekutiny, do niZ se také radi krevni plazma a miza (lymfa), kterd se z moku tvori.

7


http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/lectures/two_lines_of_defense.htm

Imunitni systém

3. linie obrany - specificka imunitni odpovéd’
- v pripadé, Zze prvni dvé linie obrany nestaci a infekce se Sifi

APC bunky (napf. makrofagy) vystavuji na povrchu cizi antigeny (Antigen Presenting)
T-lymfocyty jsou timto informovany o typu patogenu

- Helper T lymfocyty (T,) aktivuji jiné burnky

- Cytotoxické T lymfocyty (T) eliminuji infikované a nadorové buriky
B lymfocyty a plasmatické buriky produkuji protilatky (sekretuji do krve nebo umistuji na buriky)

Aktivace T a B lymfocytl
PFi styku s antigenem se lymfocyt zmnozuje a vznikd mnozstvi klontd se stejnym antigennim receptorem
- nazyvame klonalni selekce - zakladni koncept imunologie a ockovani

Klonalni selekci lymfocytd vznikaji dva typy bunék:
a) efektorové: kratka Zivotnost, najdou a znici patogen
- z B bunék - plazmatickeé - sekretuji protilatky
-z T bunék -
- cytotoxické T lymfocyty
- helper T lymfocyty
b) pamétové: vznikaji pfi primarni infekci, nejsou aktivni, ale pretrvavaji v téle a pri dalsi
infekci stejnym patogenem jsou rychle reaktivovany k mitdze (imunologickd pamét)



Imunitni systém

3. linie obrany - specificka imunitni odpovéd’
- kazdy virus a bakterie ma unikatni molekularni markery, které jej identifikuji
- lymfocyty v téle rozeznavaiji:

- vlastni antigeny - ty je nechavaji klidnymi

- cizi antigeny - spousti mitotickou aktivitu (déleni)

Faze:

1. Rozeznani specifické cizi ¢astice

2. Opakované bunécné déleni a vytvoreni obrovské populace klonl lymfocytt
3. Diferenciace do subpopulaci efektorovych a pamétovych bunék



Imunitni systém
3. linie obrany - specificka imunitni odpovéd’

Antigen-prezentujici bunka

- zname 3+1 typ APC: makrofag, B-lymfocyt, dendriticka burika + bunka infikovana virem
- vystavuji na svém povrchu antigeny

- napr. makrofag pohlti bakterii a na svém povrchu vystavi jeji antigeny

- tyto antigeny jsou ve vazbé s MHC

- antigeny jsou rozeznavany lymfocyty

p
;JJ: '." / 4 l
MHC marker processed antigen
) | )
T and B cells ignore this T cells start an immune response

antigen

B cells start an immune response



T-Iymfocyty (Thymocytes; T-CE"S) PROCESS: T-CELL ACTIVATION
j’"i :\,8

- lihnou se v kostni dreni " — 1. T-cell receptor
(~ 1 cD::l?dntlc binds to peptide
., , , e on MHC protein,
- putuji nezralé do brzliku (thymus) kde \/Tb becomespactivated.
diferencuji a zraji fﬂ\‘) MHC Class |

Antigen

- v procesu zrani ziskavaji markery CD4 (T-helper
cells T,) a CD8 (Cytotoxic T-cell T.) a antigenné
specifické receptory

- T lymfocyty ignoruji bunky s prazdnymi MHC
antigeny, stejné jako volné plovouci antigeny

- vazi se vSak na antigeny, vystavené na povrchu
APC v MHC komplexu

- vazba indukuje rapidni proliferaci do
efektorovych a pamétovych bunék s receptorem
pro dany antigen

Cytotoxic
. T cells

L 2. Activated T cells
« Cytokines multiply, differentiate,
Helper T cells ¥ and enter blood.

© 2011 Pearson Education, Inc.



T-lymfocyty (Thymocytes)

1. Efektorové T-helper lymfocyty (CD4)

- sekretuji interleukiny - stimulace dalSich bunék
- na povrchu maji protein CD4, ktery se vaze na
MHC Il molekuly

2. Efektorové cytotoxické T lymfocyty (CD8)

- rozpoznavaji infikované ¢i jinak vadné bunky a
vyvolavaji u nich APOPTOZU:

a) uvolnéni cytotoxickych latek
(perforiny+gramzymy), které pronikaji do
cytoplasmy a spousti kaspazovou kaskadu

b) exprese povrchového proteinu Fas-ligand,
ktery se vaze na Fas-receptor

- na povrchu maiji protein CD8, ktery se vaze na
MHC | molekuly

MHC pathogen antigen-MHC
marker °°Ip|ex
Qo -,\.?J_a;f‘
macrophage R

antigen-MHC o j&_ ?' e
receptoron — i e oo
helper T cell -

virgin or memory
cytotoxic T cell

mitosis and differentiation

infected | .
body cell ! fr»;««f’
~— *éffector
cytotoxic
T cell

2 Pf"‘j\r\“

Q»JJ“{




s o

(a) PROCESS: CELL-MEDIATED RESPONSE
VA

| Y @ 1. T cell makes
. ‘ contact and
releases granules.

Te-lymfocyt

Virus-infected
host cell
receptor Virus particle

Te-lymfocytu 0 | CD8 MHC protein
displaying viral

antigen

peptid

2. Granules induce
cell to self-
destruct, virus
cannot replicate.

burika nabizejici antigen buiika nabizejici antigen
(dendritova burika, {dendritova buika,
makrofég, B-lymfocyt) buiika infikovana virem)

\

© 2011 Pearson Education, Inc.



B-lymfocyty

- prekurzory se tvofi v kostni dfeni u dospélych a jatrech plodu
- po dozrani syntetizuji jeden typ protilatky
- "virgin" B cell produkuje protilatku (imunoglobulin), ktera se uchyti v membrané

- aby se B-lymfocyt zacal délit potrebuje:
- kontakt se specifickym antigenem

- aktivaci od T-helper lymfocytu, ktery uz se s danym antigenem setkal na APC burice (napt.
makrofagu)

- Po aktivaci diferencuje B-lymfocyt do efektorové
buriky (= plazmaticka burika) a pamétového B-

lymfocytu

epitop
- Plazmaticka burika produkuje masivni mnozstvi epitop
volnych protilatek B-buiika «— <] antigen

- volné protilatky oznacuji patogen pro zniceni fagocyty _
receptory

a komplementem epitop
- pamétové bunky zlstavaji inaktivni béhem prvni
infekce, ale pri druhé infekci se aktivuji mnohem rychleji
nez "virgin" B-lymfocyty

. v/ v . , "y receptory
- nejmensi ¢ast antigenu schopna reakce s protilatkou -

nebo receptorem T-lymfocytu se nazyva antigenni Obr.320 _
i i ani Vztah antigennich determinantil k jejich receptoram
detrminanta neboli epitop




Komplement
Imunitni mechanismus zvysujici (doplnujici, komplementujici) ucinnost protildtek

- nespecificky a neadaptibilni

- soubor malych proteind, tvofenych v jatrech a cirkulujicich v krvi
- po aktivaci atakuje membrany patogend, ve kterych zpUsobuje pory

NN N S S SN S
ey

Intracellular Space

wikipedia



Vlastnosti B-lymfocyti

1. Maji v povrchu receptor zachycujici volny
antigen. Molekula protilatky (imunoglobulin)
vazana na membranu

2. B-lymfocyt se aktivuje k déleni a diferenciaci
na plazmatickou burnku teprve po kontaktu s
antigenem. Do té doby je v klidu v GO fazi.
Nutno téz potvrzeni od TH

Navic B-cell funguji jako APC. antigen je nabizen
T,-lymfocytim.

Neaktivuje se dokud
nedostane "potvrzeni" od T
helper
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Antigen-presenting cells (APC; bunky nabizejici antigen)
na povrchu vystavuji antigen, ktery je rozezndvan T-lymfocyty

Existuji 3+1 typy APC bunék:

1. B-lymfocyty

- detekuje volny antigen pomoci receptoru (povrchovy IgM)

- endocytozou se antigen dostava do vezikuly, kde se rozklada na peptidy

- na ribozomech se syntetizuji MHC ll-molekuly, které migruji do vezikuly a spoji se s peptidy
- komplex MHC ll+peptid putuje k povrchu buriky, kde se vystavuje T,-lymfocytim

- B-lymfocyty s antigeny se vyskytuji v lymfoidnich folikulach lymfatickych uzlin

vezikula @8}

s rozlozenym €Y N

~antigenem, .. ' . @MHC _ zbytek
T LYty -\  antigenu
L _\ fresea)

upraveny
antigen

endoplazmatické
retikulum



2. Makrofagy o &

Monocyte
- pohlcuji bakterie a odbouravaji jejich proteiny a vystavuji v komplexu s MHC Il |
- vrozena (nespecifickd) imunita TS
- na povrchu receptory pro rtizné slozky mikrobialnich bunék N ‘
- rozptyleny po celém téle - lymfatické uzliny, plice, jatra, mozek... Macrophage

- mohou byt i pohyblivé a prechazet mezi tkanémi (amébovity pohyb)
- po vazbé T,-lymfocyt navic produkuje interferon gamma (INF-y) a tim se jesté vic aktivuje k pohlcovani
virl a bakterii
- makrofagy téz produkuji cytotoxické proteiny
- v krvi se vyskytuje ve formé monocytu

3. Dentritické bunky

- schopné fagocytozy
- komplexy antigend a MHC 1i MHC Il
- aktivuji tedy jak Ty- tak i Te-lymfocyty
Podle mista vyskytu délime:
a) Langerhansovy bunky
- v pokozce a mukdznich tkanich
- pfijmou antigen a putuji do lymfatickych uzlin, kde diferencuji na dendritické
bunky a stimuluji T-lymfocyty
b) Intersticialni dendritické bunky
- osidluji vétsSinu orgdnu (srdce, jatra, ledviny...)
c) Proplétajici se dendritické bunky
- v sekundarnich lymfoidnich organech spolu s T-lymfocyty
d) Cirkulujici dendritické bunky - v krvi (0,1% krevnich leukocytt)




(4). Bunky infikované viry
- virus napadne télni buriku a spusti svou replikaci a transkripci svych protein(

- virové proteiny mohou byt bunkou odbourany a vystaveny na povrchu v komplexu s MHC |
- MHC | + virovy antigen je rozeznavan T.-lymfocyty a infikovana bunka je znicena apoptozou

dendritové bunky B-Iymigcyty

hakterialni
. «— antigeny

virové antigeny Jsou upravovany

’, mak:cfégy a zanoreny do povrchu

bakterie B-lymfocytu, kde plisobi
proteiny bakterii =;_ Jako antigeny.
Jsou upravovany s

a zanoreny do povrchu 4 .
makrofaga, kde pusobi el EY
Jfako antigeny.

Obr. 322
Buriky nabizejici antigen



a) Bunécna imunita

zprostredkovana T-lymfocyty
- T. lymfocyty produkuji Fas ligand a
perforiny + granzymy - APOPTOZA

(a) PROCESS: CELL-MEDIATED RESPONSE

) 1. T cell makes
contact and
releases granules.

Virus-infected
host cell

Virus particle

MHC protein
displaying viral
antigen

2. Granules induce
cell to self-
destruct, virus
cannot replicate.

© 2011 Pearson Education, Inc.

b) Humoralni imunita
zprostredkovana specifickymi protilatkami
produkovanymi B-lymfocyty do télnich tekutin

(b) PROCESS: HUMORAL RESPONSE

1. Antibodies coat
virus.

Epitope
Antibody

/J
{
l

_ Uninfected ‘ﬁ'
' hostcell Q‘

2. Virus cannot
infect cell.

3. Tagged virus is
destroyed.




Imunoglobuliny (lidské protilatky)

- vyskytuji se vazané na povrchu B-lymfocytll nebo volné (IgM a IgD slouzi jako receptor)

- volné protilatky oznacuji patogen pro zniceni fagocyty a komplementem
- obecna struktura protilatek je velmi podobna

- nejvétsi rozdily jsou na Spicce Fab regionu (antigen-binding site), ktera je extrémné variabilni

- to umoznuje existenci miliont jemné odlisnych verzi protilatek
- klasifikace protilatek je zaloZzena na typu Fc fragmentu (tézkého retézce)

Imunoglobulinové tridy:

1. IgA (2 typy)
- hlavné na sliznicich (travici, dychaci..) a ve slinach, mléku...
- zabranuje kolonizaci patogeny - vysoka denni produkce

2.1gD (1 typ)
- antigenni receptor na B-lymfocytech - BCR (spolu s IgM)
- aktivuje bazofily a mastocyty k produkci antimikrobialnich faktor(

3. IgE (1 typ)

- vaze se na alergeny

- aktivuje bazofily a mastocyty k produkci histaminu
- chrani pred parazitickymi Cervy

4. 1gG (4 typy)
- v krevnim séru tvofi az 80% vSech imunoglobulint

5. 1gM (1 typ)
- vazdn na membranu B-lymfocyt(, kde plsobi jako receptor pro antigen - BCR
- nejucinnéjsi ve vazbé virovych castic

Monomer
gD, IgE, 1gG

Dimer
IgA

Pentamer
IgM



Imunoglobuliny (produkovany B-lymfocyty)
Protildtky patfi do skupiny glykoproteint, oznacovanych jako imunoglobuliny

Molekula imunoglobulinu je slozena min. ze 4 polypeptidovych rfetézcu
- 2x tézky (H) retézec (cca 430 aminokyselin)
- 2x lehky (L) fetézec (cca 214 aminokyselin)

hyperva

ervariabilni  _
use Y

useky

Ll?hl!ni

— Fab region

variabilni , N G variabilni _
oblast v \ : :

konstantni

cblast ohlast

lehky fetézec lehky fetézec
)

.-r’! \ .
konstantni uE_I,ast \Ennstantnl oblast
: I, —
_f"'f ",
misto :
misto
glykozylace glykozylace — Fc region
Na misto glykozylace HOG .
! - COOH
se vaze oligosacharid  yg5yv Fetszec tEzky Fetdzec

N-glykozidaovou vazbou.



Imunoglobuliny

Konstantni oblast (C)
- relativné neménna sekvence aminokyselin
- C, pro tézky a C, pro lehky retézec

Variabilni oblast (V)
- Usek, v némz se imunoglobuliny prislusného typu lisi
- V|, pro tézky a V| pro lehky retézec

Hypervariabilni oblasti
- vazi antigen
- znacné promeénliva primarni struktura

Pantova (hinge) oblast
- ohebnost usnadnuje vazbu na antigen

Glykozylace

- pfipojeni sacharidt N-glykozidovou vazbou
- na rliznych mistech tézkého retézce

- slouzi k ochrané pred proteolyzou

Domény
- lehky retézec md 2 domény (Ca V)
- tézky retézec ma jednu V a tfi nebo ctyri C domény

Hinge region=",

Basic Antibody

allows
flexibility

Heavy chain
constant
regions (CH)

Heavy chain
variable
regions ( VH)
Light chain
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Light chain
variable
region (VL)
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bonds (S-S)
Carbohydrate
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Structure
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Klasifikace lehkych a tézkych fetézct

Lehké retézce
- 2 typy: k (kappa) a A (lambda)

Tézké retézce

- 5typa: y (gamma), a (alfa), u (mi), 6 (delta), € (epsilon)

- gamma ma 4 podtypy a alfa ma 2 podtypy

Klasifikace protilatek je zalozena na typu Fc fragmentu (tézkého retézce)

Klasifikace lidskych imunoglobuling

VIG VLG

indexy Ize specifikovat, napr. pro IgD:

VKCKV5 c6

Heavy Chain

Light Chain

Fc

Podlet
Lehky Tézky Celkovda | lehkych
Tiida PodtFida | Fetézec Fetdzec molek. | a téZkych
(L) (H) hmotnost | Fetézeld v
molekule
IgGl 71 146 000
2
1eG IgG2 72 146 000 LH,
IgG3 13 165 000
IgG4 74 146 000
1gGA1 | meboA T 160000 | L_H, nebo
IgA IgGA2 o? 160 000 (L.H,),
IgM IgGM m 970 000 | (L.H.)
Igh - ) 184 000 L.H,
IgE - £ 188 000 LH,




Imunoglobulinové domény

- skladaji se z antiparalelnich B-skladanych listi spojenych smyckou

- struktura domény stabilizovana vodikovymi vazbami (mezi -NH a -CO)
- kazdd doména je navic stabilizovana disulfidovou vazbou

- antigen se vaze na aminokyselinové zbytky (antigen binding site)

v hypervariabilnich Usecich

- pfi vazbé antigenu dochazi ke zméné konformace domény

Antiparalelni uspofadani polypeptidovych Fetéze
v p-skladaném listu.
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Molekularni podstata tvorby protilatek
dédi se pouze subgeny (genové segmenty) pro tvorbu imunoglobulint

VDJ rekombinace (preskupovani genovych segmentti)

- proces pti kterém T a B lymfocyty nahodné sestavuji rizné genové segmenty

- k VDJ rekombinaci dochazi na DNA bunék v pribéhu jejich vyvoje, pred kontaktem s antigenem
- genové segmenty:

(V) ... variable Genes in heavy chain locus
(D) ... diversity v, 1,0, oSpSn G R Ry
(J) ... joining

Removal of unwanted D and J gene segment

Cil: vytvaret jedinecné antigenni receptory, m

které spolecné dokazi rozeznat mnoho druh
antigennich molekul

Recombination of D and J exons — DJ recombination
TR

Removal of unwanted ¥V and D gene segment

U B-lymfocytl vznikaji VDJ rekombinaci imuno-
globuliny (membranova - BCR - nebo volna forma)

1
U T-lymfocytl vznikaji VDJ rekombinaci T-cell ﬂg—@

receptory (TCR)

Recombination of V and DJ exons — VDJ recombination

—“

Antibody transcript will also include constant domain gene



VDJ rekombinace

3 typy genu:
1. pro tézky retézec: 14. chromosom (5 subtyp( za sebou)
2. pro lehky retézec kappa (k): 2. chromosom
3. pro lehky retézec lambda (A): 22. chromosom

- kombinaci vzniklych VDJ presmykem muZze byt u ¢lovéka fadové 1013
- u genl pro lehké retézce kappa a lambda chybi D segment

Germline configuration: o N
(3) Transcription & splicing

\V-segments D-segments J-segments Constant region
I1I—I—II—I—HH{H1—D—[FD—D—I“— B
(1) D to J recombination N S

(4) Translation & assembly

Ill | | HH}DD L 8 3

(2) V to DJ recombination .

.h.

III}DD HEE

VDJ rekombinace u tézkého retézce (2012.igem.org)



VDJ rekombinace

Germline configuration of antibody gene locus

A" D segments J segments Constant region exons
Vi1 Vu2 VH 3 VhH 4 VH ~40 Dn 1-23 Ju 1-6 CH1-3
\ // -
\\\\\ //// I -

_~VDJ Recombination
yd ~—— s

- _ — Variable region

VA

\\

Variable region

Zoom in of Variable region

FR1 FR2 FR3 N--D--N FR4 CH1...

CDR1 CDR2

CDR3
Defines the clone7 Constant
Diversity >3 x 10 i |
Joining (J) , region

Total Variable Region
A.A.Diversity ~5 x 10"3

www.bsse.ethz.ch



Mechanismus VDJ rekombinace
probihd pouze na DNA nezralych lymfocyti

- . A
RSS (recombination signal sequence) RSS
- oznacuje misto sestfihu (vazba RAG) L J = Germiine immunoglobui
—:D’}}:D . C'{E{E'_'_'—' or TUR locus
RAG1/RAG2 (recombination-activating genes) ] T )
- enzymy katalyzujici rekombinaci v RSS —
- vazba na RSS = + # . =
Coding  Heptamer Spacer Monarmer
seguence  CACRGTG 120r 23 ACARARACT
B
8 RAG binding and rcking € Hairpin formation and cleavage
OH
T " | -
LV _E:_’* <Ll g
fﬂ — Post-cloavago
HAL1/HALE complex
b Synapsis d Hairpin epening and joining
\\ // _l_l—_ Fost-cleavage complex

and NHEJ factors

Nature Reviews | Immunology

Video: VDJ rekombinace



https://www.youtube.com/watch?v=QTOBSFJWogE

Presmyk imunoglobulinovych trid

- 18M a 1gD se tvori jako prvni, protoze C a Cg nasleduji na DNA hned za VDJ subgeny

- po VDJ rekombinaci nasleduje presmyk tfid z IgM do IgG, IgE nebo IgA

- az po stimulaci antigenem v sekundarnich lymfoidnich organech za podpory T, lymfocytl
- stejny Usek VDI, se pripoji k subgenu C,, C, nebo C_ za delece C, a C;4

- presmyk trid je fizen "signaly presmyku - S"

VDJ §, C, Cs & Gy S C:
1_/ Signals from helperTi;;eIIs
2. l AlID (cuts S regions
. S e in both spot
Initial Expression, o l hethsnels)
no signals from Isotype switching
helperT cells. VDJ Cy 8. G
VDJC, l
l VDJC,

W protein — maED Y mRNA ‘[!

Y protein — naum»
IgM *E:
y 4 gG Y

https.//dokuwiki.noctrl.edu



Receptory T lymfocytd (TCR)

- u Clovéka ma 95% T lymfocytl TCR receptor sloZeny z a (alfa) a B (beta) rfetézce (cca 5% TCR je z fetézcli
gama a delta - y/6)

-V, D a J segmenty v B retézcich
-V al segmenty v a retézcich

- pteskupovani probihd stejné jako u imunoglobulin( - vznik jedine¢nych receptoru

Alpha Beta

chain chain
¥ =

— Variable region

— Constant region

Transmembrane region

archive.cnx.org



Dept. Pu

Vakcinace (o¢kovani) I TIE
tvorba pamétovych lymfocyti po setkdni s antigenem S M A.L L P 0 X
(véts. oslabeny kmen nebo jeho cast) KEEP ﬂu.l. UF THIS HUUS[ b of 80 7 T

HEALTH OFFICER
Any person removing this card without authority is liable to prosecution.

Pravé nestovice (small pox) | e e

- infekéni nemoc zplsobena virem Variola major

- mortalita 30-35%

- u lidi se pravdépodobné objevila 10 000 let pfed nasim letopoétem

- md na svédomi pfiblizné 300-500 milion( mrtvych v 20. stoleti

- byvala zodpovédna za asi 1/3 oslepnuti

- v roce 1979 ohlasila WHO uplné vymyceni pravych nestovic diky celosvétovému programu ockovani
- v 80. letech bylo zastaveno rutinni ockovani déti ve vsech zemich (70. |éta v Evropé a USA)

- jediné znamé vzorky viru zGstdvaji v laboratofich v Atlanté a v Moskvé

I
G

Snimek viru z elektronového mikroskopu (wikipedia)



Vakcinace (ockovani)

Edward Jenner (1749 - 1823)
- doktor z Gloucestershire
- pfi epidemii pravych nestovic si vSiml, ze dojicky, které prodélali kravské
neStovice neonemocni
- provedl experiment:
- odebral vzorek kravské nestovice z pacientky Sarah Nelmesové
- nakazil timto 8-letého chlapce Jamese Phippse
- po zotaveni nakazil Jamese pravymi nestovicemi - neonemocnél
- ockovani nepatentoval, aby mohli byt [é¢eni bohati i chudi

(]

Sarah Nelmes, a James Phipps is Phipps falls ill Scabs are Phipps is Phipps is

milkmaid infected inoculated with with a mild case collected from  Inoculated with  unaffected.

with cowpox. cowpox pus from of cowpox. a smallpox the scabs of Protection is
Nelmes. patient. smallpox. complete.

Latinsky "vacca" znamend "krdva" wikipedia



Company

RTTXH N

1 LR 4
Oxford Uni-
AstraZeneca

EM

Pfizer-BioNTech

Gamaleya
(Sputnik V)

Sinovac
(CoronaVac)

Sinopharm

3

Novavax

£1)

Janssen
Johnson & Johnson

Type

Viral vector
(genetically
modified virus)

RNA
(part of virus
genetic code)

RNA

Viral vector

Inactivated
virus
(weakened
virus)

Inactivated
virus
(weakened
virus)

Protein-based

Viral vector

x
N

X2

x
\]

x
\]

X2

X2

X2

X1

Doses

Storage

i 2 to 8°C
(6 months)

i -25to -15°C
(7 months)

E -80 to -60°C
(6 months)

-18.5°C

E (liquid form)
2 to 8°C
(dry form)

E 2 t0 8°C

E 2 t0 8°C
E 2 to 8°C

2 to 8°C
E (3 months)

Source: UK government, Reuters

BEE



Imunoterapie

Vychazi ze dvou zakladnich principa (pozorovani):

1. Bunky imunitniho systému jsou schopny infiltrovat a nicit solidni tumory.

2. Pri allogennich transplantacich kostni drené dochazelo k Zivot ohroZujicimu GVHD, ale téz obcas k
vyléceni leukémie pomoci efektu GVL (graft versus leukemia).

Allogenic bone marrow
transplantation

|
Uchyceni stépu GVHD GVL
| v,

Odmitnuti $tépu l Lepsi kontrola n,ad.
transplantovanymi
burikami

Vybrané T-lymfocyty: Vybrané T-cells

- rozpoznaji konkrétni rakovinné bunky

Skodi / € Exvi T-cell
- neskodi zdravym bunkam x vivo expanze T-cells a

trasfuze do pacientu

Sadelain et al., Nature 2017



Imunoterapie

Vybrané T-cells

NevyZaduje MHC
/ \ (HLA) kO'SignG/iZGCi

prirozené klony umély receptor
Specificka prestavba T-Cell Receptoru proti danému
antigenu (TCR-CD3 komplex) Neobsahuje cely CD3,
MHC ko-signalizace ale jen jeho Cdst CD3(
(zeta) retézec
TCR | 2nd generation CAR
i e I b | | CAR 1. generace
o B
-y
r 7 Priddna ko-stimulacni
cb3 cb3 Antigen binding komponenta receptoru
o >—'< >—'< 5 F — ¢ Epitope
. L o U u * Affinity (CD28 nebo 4-1BB)
EC i |+MycTa:g Structure
d | « Affects binding CAR 2. generace
?M T e Affects function
5 L _ Costimulation PInd aktivace a expanze
¢ Function
Chas "« Metabolism
r = * Persistence
Activation
CD3(¢ —— o Function trigger
e Proliferation
CD3¢
CAR

Chimericky Antigenni Receptor
Sadelain et al., Nature 2017



CAR T vs. mAb

Umeély receptor vychdzi z monoklondlni protilatky

* Vlysokd hustota CAR na povrchu T lymfocyt( vede k vysoké afinité k antigenlm na rakovinnych
bunkach

* Cytotoxicky mechanismus T lymfocytU je ucinnéjsi nez u volnych protilatek

* CAR T-lymfocyty pretrvavaji v organismu déle nez volné protilatky
» zvyseny ucinek proti relapsu

<\ F



Milniky ve vyvoji CAR-T

1989 Zelig Eshhar
- prvni CAR (proof-of-principle)
- T cells Ize pomoci CAR aktivovat proti vybranym antigenlm bez nutnosti MHC-I

2011 Carl June
- CAR proti B-buné¢nému antigenu CD19
- re-transfuze 3 pacientiim s chronickou lymfatickou leukemii
- CART expandovaly 1000x

- eliminace lymfomu CAR-T field would not exist as it
- kompletni a trvala remise does today without CD19

Michel Sadelain
- CAR-T druhé generace: pridani ko-stimulaéni molekuly CD28
- umoznilo preziti CAR-T v téle v fadu mésicl

CAR-T skepticism
"You can’t put genes into T cells"
"These modified T cells won’t kill cancer in a mouse'
"You can’t bring it to the clinic"

1

C. Rossig, Clin. Immunol. 2017



CAR-T v klinice

! NOVARTIS
30.8.2017 - FDA schvalila prvni CAR-T produkt (Novartis):

- Kymriah (tisagenlecleucel) pro autologni CD19 terapii akutni lymfoblastické leuk.

- pouze pro détské pacienty
- FDA schvdlila pouziti monoklonalni protilatky proti IL-6R

- Actemra (tocilizumab) proti Zivot-ohrozujicim vedlejsSim efektlim (Roche)

18.10.2017 - FDA schvalila druhy CAR-T produkt (Gilead): [(J GILEAD
- Yescarta (axicabtagene ciloleucel) pro autologni CD19 terapii (dospéli)
- pro |écbu non-Hodgkinova lymfomu

= YESCARTA

(axicabtagene ciloleucel)hasen

tisagenlecleucel Homan rceis  axony

Suspension for IV infusion

: J KYM R | Q I...l Cultured, genetically modified

For autologous use only

Target Total Volume 10mL-50mL per bag Dispense with Medication Guide
Dosage: See prescribing information.
Contains 2 x 10° to 2.5 x 10* CAR-positive viable T cells

4 Cryopreserved in: 31.25% (v/v) of Plasma-Lyte A, 31.25% (v/v) of 5% Dextrose/0.45%
sodium chloride, 20% (v/v) of 25% HSA, 10% (v/v) of 10% Dextran 40 (LMD)/5% Dextrose
and 7.5% (v/v) DMSO 5
Store at < -120°C; vapor phase of liquid nitrogen Ngrg.e, i'Othnoe
Properly identify intended recipient and product DOB: 01-JAN-2000

Do not use leukocyte depleting filter DIN: W1234 17 123456

Do not irradiate Expiry: 01-JAN-2018

Not evaluated for infectious substances Batch: 12345678

Mfd. by: Novartis Pharmaceuticals Corporation

Morris Plains, NJ 07950 PP Material No. 8123456 For Novartis use only
U.S. License # 1244  KYMRIAH.com FP Material No. 7123456

1-844-4KYMRIAH (1-844-459-6742) o 5 ;
) NOVARTIS 5004685 © Novartis kgts || HIIMINININ Code'. |iCode

R —

E. Dolgin, Nature. Biotechnol. 2017



Hematologické malignance vs. solidni tumory

Hematologicka onemocnéni
- B-bunécné malignity jsou pro obor CAR-T klicové
- CD19 je unikatni cilovy antigen exprimovany na malignich i zdravych B lymfocytech
- pri lécbé dochazi k B bunécnych aplaziim - klinicky zvladnutelné

Solidni tumory jsou komplikovanéjsi
a) ¢asto chybi tumor-specifické cilové antigeny
b) exprese cilovych antigent téz na zdravych a nepostradatelnych bunkach
c) nedostatecna migrace CAR-T do nadorového stroma
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120 -

100 -
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Pocet klinickych studii
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Hematologické malignity Solidni tumory

Pocty klinickych studii na CAR-T v hematologickych a solidnich tumorech. Pfevzato z ClinicalTrials.gov 2018



Living drug safety

Side effects
1. Cytokine Release Syndrom (CRS*)
- horecky, organova selhani
- pricina: aktivace T-cells
- je zvySen zejména IL-6 - sniZuje se pomoci Tocilizumabu*
2. Neurotoxicita
- pri¢ina: neznama
3. Ztrata ucinnosti
- pficiny: a) CAR-Ts prestanou expandovat
b) rakovinné buriky prestanou exprimovat cilovy antigen
¢) inhibi¢ni efekt nddorového microenvironmentu
4. On-target, off-tumour aktivace T cells

7

- utocCi na zdravé tkané, nar. plicni

*CRS - Cytokine release syndrome (cytokinova boure). A serious and in some cases potentially life-threatening toxicity that has been
observed after administration of natural and bispecific antibodies and, more recently, following adoptive T cell therapies for cancer. CRS is
associated with elevated circulating levels of several cytokines including interleukin-6 (IL-6) and interferon-y (IFNy).

* Tocilizumab (Actemra) je pavodné lék na artrozu



Molekularni biologie

12. Molekularni podstata nadorovych onemocnéni

Osnova

zakladni vlastnosti nadorové burky / Hlavni zdroje:
, , S. Rosypal, Uvod do molekuldrni biologie 1-4

onkogeny, protoonkogeny, nadorové supresory Masarykova Universita Brno

dédicné nadory ISBN 80-902562

B. Staveley, Principles of Cell Biology
Memorial University of Newfoundland
http.//www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/CBhome.html|

Wikipedia



Rakovina - Uvod

Komplexni onemocnéni vychdzejici z poruch bunécného cyklu
Zpusobena malignim nddorem

- v civilizovaném svété je Sance na vznik rakoviny zhruba u 50% populace
- druha nejcastéjsi pri¢ina umrti po kardiovaskularnich nemocech
- vyvoj rakoviny je postupny proces kumulace zmén - vyssi riziko s vékem

Nador (tumor, neoplazma, novotvar)
patologicky utvar tvoreny v tkdni mnohobunécéného organismu, jehoz rlist se vymkl kontrole. Déleni
bunék neni omezovano zadnym regula¢nim mechanismem

Kancerogeneze = Karcinogeneze

Proces vzniku a vyvoje nadoru

COLON & RECTUM CANCER (Invasive) - INCIDENCE BY AGE CATEGORY

Incidence by Age Category (SEER Table ¥I1-2} 19941998
"Inzidence rmeans the number of cases per 100,000 population
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www.fis.org



Rakovina - Uvod

Benigni nador Maligni nador

- pomaly rUst - vysoka proliferace

- podobnost s plvodni tkani - zmény v morfologii, velikosti a tvaru bunék
- ohranicenost - nizSi stupen diferenciace

- vétSinou neohroZuji Zivot - tvorba metastaz

- utlacuje okolni tkan

Adenoma (benign) Adenocarcinoma (malignant)
invasive,
normal gland O o X ¥} o? cancerous
tubules ot‘ o fibrous connective-| | normal gland gland tubules
(cross;ec lorg neoplastic tissue capsule of tubules 0 3
O & dland e=benign tumor e v
tubules (®) Vb
% 9 o
0 o AT 0 o
DD A o S
O o ‘ D o p o
SR = 4
e

Figure 12-35 The Immune System, 2/e (O Garland Science 2005)

Adenom/Adenokarcinom: nador vznikly z epitelu. Nezhoubny nador se oznacuje jako adenom, zhoubny jako adenokarcinom.



Rakovina - Uvod

Typy
1. (Adeno) Karcinomy

- z epithelialnich bunék
- 90% vsech rakovin
- napr. kliZze, jatra, slinivka, Stitnd Zlaza, plice, prsa, prostata, tlusté stfevo, vajecniky, ledviny...

2. Sarkomy
- v podpurnych tkanich Most Common Cancers Worldwide in
- napt. kost, chrupavka, sval... 2012

3. Krevni a lymfatické
- nevyskytuji se jako pevné utvary
- lymfomy a leukémie

M Lung cancer

M Breast cancer

i Colorectal cancer
M Prostate cancer
M Stomach cancer
M Liver cancer

/ i i Cervical cancer

6% 7% i Other

Source: GLOBOCAN 2012

Epitel kryje vnéjsi nebo vnitini povrchy organizmu a mé Zlazovou funkci. Fylogeneticky nejstarsi typ tkané. VVznika ze vsech 3
zarodecnych lista.
Endotel - jednovrstevny dlazZdicovy epitel (vrstva bunék) vystylajici vnitini povrch cév a srdce. Mezodermalni ptvod.



Roc€ni umrtnost na vybrané typy rakoviny
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Cigarety a rakovina

Cigarette
4000 |-

2000

consumption

e
Male lung

cancer deaths

=]
o

40

Cigarette consumption per person per year

1925

© 2012 Pearson Education, Inc.

1950 1975

Year

2000

Age-adjusted lung cancer death rate
(per 100,000 people)

Relative risk of dying of lung cancer

20
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0 1-14 15-24 25+
Cigarettes per day

Never 25+ 20-24 15-19 <15
Age started smoking

0

1-4

5-9 10-19 20+

Years after quitting smoking



Tumory vznikaji nekontrolovanym délenim pri ztraté rovnovdhy mezi proliferaci a diferenciaci
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Rakovina kuze
- vrstva epitelidlnich bunék z bazalni vrstvy zacne prerlstat okolni buriky a tvofi tumor
- defektni mechanizmy kontroly bunécného cyklu

Normal Growth Tumor Growth

Outer skin surface / Shedding of dead cells

— —~_—~ ~_ - _ — ,Squamouscells —__ o —
Srsrerererererere ESE ARl Dligea—==—=
o?ooooooooT Too ° ®| ®
o|lo|o|o|o|o|o|o|o|0 o|o 50 ele
©|0/0|0|0]|0|0|0|0O|0O TCeII migration,T e S IO LS R
ololololelolololele TdifferentiationT 0]0.@ Ao P [0]0
B . (]

® ©)
OOOQOOOOOOT TQO o100
+—Basal layer o 0/0r7e
0000000000 5N (00| {eel]0 0
Underlying Underlying
tissue tissue

Basal lamina
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Stadia rakoviny

© Initiation <

© Promotion

© Tumor |
progression

N

ORGEONG

l Mutation

Qe

l Cell proliferation

N

epigenetic change

l Mutation or

and selection

28 @® %

l Mutation or

l Proliferation

epigenetic change

©@8 09

Proliferation
and selection

© 2012 Pearson Education, Inc.
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Rakovina neni monogenni onemocnéni
* Odhadem 4-7 udalosti nezbytnych pro nadorovou transformaci bunky

* Desitky moZnych gend, jejichz mutace povede k podpote vzniku rakoviny

Klonalni expanze transformované bunky

Normal Competing Malignant
stem cells subclones subclone

Time (years) ——-



Nador je komplexni tkan

1. Nadorové stroma:

*  Podpurné burnky — zejm. Fibroblasty - udrzuji
tvar, vyluCuji extracelularni matrix

* Nové cévni zdsobeni (endothelidlni bunky) -
transport zivin a kysliku, moznost invaze a
metastazi

*  Bunky imunitniho systému - indukce zanétu

2. Nadorovy parenchym:

* Vlastni nadorové buriky
* Heterogenni, k mutacim dochazi i béhem jeho
rastu

[ Anti-growth signals
© Growth signals

Extracellular matrix Endothelial cells )

° 0” @ Fibroblasts -

Immune cells

Cancer cells

B > ] N Invasion and
Angiogenesis nflammatio P otastasls

Self-sufficiency in
growth signals

Insensitivity to anti-
growth signals




Obecné vlastnosti nadorové bunky

1. Sobéstacnost v produkci rlistovych signald

2. Necitlivost k signdliim zastavujicim bunécény cyklus
3. Poskozeni apoptozy

4. Neomezeny replikacni potencial

5. Posileni angiogeneze

6. Tvorba metastaz

Byly poruseny prekazky bunécné proliferace
9
Neomezené déleni buriky a jeji ,,nesmrtelnost”



Specialni vlastnosti nadorové bunky pfi in vitro kultivaci

1. Nepotrebuji ukotveni
- vétSina zdravych bunék potrebuje podklad a v kultufe tvofi monolayer
- rakovinné bunky dokdazou rUst v suspenzi

2. Snizena citlivost ke kontaktnim signalim (kontaktni inhibice)
- zdrava bunka se prestane délit, pokud neni misto (v kulture tvofi pouze monolayer)
- rakovinnd burika se déli dal a utlacuje okolni tkan (v kulture prerlsta do vice vrstev, 3D Utvary)



Angiogeneze

- tvorba vilastniho cévniho zasobeni

- tumor potrebuje cévni zasobeni pro vyzivu, okysliceni a odvod Zivin, v opaéném pripadé roste pouze

max. 1-2 mm

- toto kontroluje vypousténim smési angiogennich faktor( (napf. VEGF a FGF)

—Basalmembran
1+—Endothelzellen

’ : ¥ Tumor

angiogener
Faktor A

100

-
o

Tumor volume (mm3)
—_

Tumor cells suspended

Tumor cells
in the anterior chamber

growing on

the iris
© \

Cornea

Tumor cells
growing on
the iris

Tumor cells suspended
in the anterior chamber

Days

Duhovka (iris) je dobrfe prokrvena
Cornea - rohovka



Metastaze a invaze
- primarni nadory lze odstranit chirurgicky

Invaze
migrace a penetrace rakovinnych bunék do
sousedni tkané

Metastaze

migrace rakovinnych bunék krevnim obéhem
do vzdalenych tkani a tvorba sekundarnich
lozisek

- zmény adheze a produkce proteaz,
degradujicich proteiny bazalni laminy

j_artner@hotmail.com

Primary tumor

€) Cancer cells invade
surrounding tissues and
vessels.

@ Cancer cells are

transported by the

- circulatory system
— to distant sites.

€ Cancer cells reinvade and
grow at new location.

© 2012 Pearson Education, Inc



Metastaze a invaze

- rakovinné bunky mohou v sekundarnich loziscich pfetrvavat ve stadiu dormance, tézko odhalitelné
zobrazovacimi metodami - relaps onemocnéni po letech

, primary

ction /e | |
. O e metastatic
" /Sy e == colonization

Extravasation is the movement of cells from the capillaries to the tissues surrounding them



Neomezeny replikacni potenciadl rakovinnych bunék

Telomery

Opakujici se sekvence na konci kazdé chromatidy

Pro obratlovce: sekvence TTAGGG (opakuje se asi 2500x u lidi)

Pti kazdé replikaci dojde ke zkrdceni chromatidy. To mUze byt dorovndno enzymem telomerazou

U vétsiny lidskych somatickych bunék telomeraza neni aktivni
Aktivni telomerdza znakem nadorovych a kmenovych bunék —az 90%

What We Lose With Age © 8
o
@ Telomerase
Cell @ 8 RNA template
Chromosome |} Cell @ 8 T G
© 7 A
Cell S ,
As cells divide @ 8 NI/ }" : )
Y Y Y Y '
over time... DNA >
Nucleotide
en.f;'p‘i'ﬁ,irﬁim ..telomeres shdrten, and. éventually

the chromosome

cell division stops



Molekularni podstata rakoviny
Zmeény v genech, které hraji roli v kontrole bunécného cyklu a opravdch DNA

1. Proto-onkogeny

- geny stimulujici proliferaci
- pfi mutacich zpusobuijicich jejich hyperaktivitu je nazyvame onkogeny

- "Gain-of-function" mutace

- Casto geny signalizaéni kaskady rastovych faktor(

- napft. Ras, Myc...

- aktivace je dominantni - staci porucha v jedné alele pro abnormalné zvysenou funkci

CELK CYCLE

2. Tumor-supresory

- geny zastavujici bunécny cyklus CELL CYCLE

- pfi rakoviné casto nefunkéni

- "Loss-of-function"” mutace

- napr. p53, Rb1, BRCA1 a BRCA2...

- aktivace je recesivni - nutny defekt v obou alelach pro vyrazeni z provozu



Protonkogeny a nadorové supresorové geny kdduji proteiny, které se Gcastni fizeni rlstu
bunék

1. Rustové faktory
- napr. PDGF, EGF... \_/

2. Receptory pro rustové faktory
- napr. PDGFR, EGFR...

3. Nitrobunécné prenasece

- napt. Ras, Src... - —_—
Apoptédza
Transkripcni faktory Bax. Bad

Bim

- napr. Myc, Fos...

5. Regulatory apoptozy
- napr. proteinové rodina Bcl2

6. Proteiny Fidici bunécny cyklus
- napr. cykliny a cyklin-dependentni kinazy

7. Proteiny zapojené do oprav DNA
- napr. BRCA, ATM, ATR, yH2AX...

PDGF - Platelet-derived growth factor, EGF - Epidermal growth factor



Patologicka aktivace protoonkogent

growth
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inactive
Q intracellular
signaling

proteins

nucleus
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Bunécny cyklus

Interfaze
G1 faze - obdobi rdstu bunky
postup fazi G1 je rfizen dvéma kontrolnimi body:

a) bodem restrikce (kontrola velikosti buriky, vnéjsi signaly)

b) kontrolnim bodem sledujicim stav DNA
S faze — replikace DNA
G2 faze - rust bunky, pfiprava na mitézu

Time-scaled diagram
(times in hours

24 2210

kontrolni bod G2 sledujici poSkozeni DNA - kontrola struktury DNA

Mitoza
M kontrolni bod

- kontrola sestaveni mitotického vreténka

Mitosis

Check for
damaged or Check for
unduplicated chromosome X
DNA attachment to Cytokinesis
mitoti in
Check for itotic spindie 7
unduplicated {
centrosomes

ENLARGED VIEW
OF CHROMOSOME

Cohesion

established Growth

in mass

Centrosome
duplication

Restriction point:
check for cell size
and favorable
environmental
conditions

Chromosome
duplication




Rizeni bunééného cyklu

CDK- cykliny
heterodimerni protein kindzové komplexy zajistujici fosforylaci proteint
nezbytnych pro pribéh bunécného cyklu

Cykliny
regulacni podjednotky komplexu T P e
zapinaji kindzovou (fosforylacni) aktivitu CDK

- jejich hladiny se béhem cyklu pravidelné kolisaji
ve specifickych fazich cyklu podléhaji degradaci

proteolyzou

M-phase-promoting factor

mitotic
CDK (Cyklin dependentni kinazy) o
- katalytické podjednotky komplexu

aktivovany ve spojeni s cykliny

aktivita (nikoli koncentrace) béhem cyklu kolisa

Inhibitory CDK

Gyeyelin

Start kinaso

trigger DNA roplication machinary



Antiproliferacni signalizace (RB inhibuje cyklus v G1 vazbou na E2F)

G1/S Checkpoint

Replicative
Senescence

Growth Factor

Withdrawal SMAD3

SMAD4

Contact Inhibition

DMNA Damage

¥
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Typy mutaci
a) bodova mutace, b) amplifikace genu, c) chromosomalni translokace, d) lokalni pfestavby DNA, e)
inzeréni mutageneze

Abnormal Abnormal
(hyperactive) Excess Excess (hyperactive)
protein normal protein Translocated normal protein protein
T T T T chrom\o\some T T
[ T | l I [ | or |
(a) Point (b) Gene (c) Chromosomal
mutation amplification translocation
R —— _L.]. ______
|
%I DNA,ﬂ
ﬁ'_Proto-oncogenex:
(d) Local DNA (e) Insertional
rearrangements mutagenesis
J Inversion or N Viral DNA
Insertion Deletion transposition ;
LB Jor B 00 | or

N l / l

Abnormal (hyperactive) proteins Excess normal protein

© 2012 Pearson Education, Inc.



Oprava DNA

Single Stranded Break

!

APOPTOSIS

DNA DAMAGE
i.e. UV Damage

REPAIR PROTEINS

Double Stranded Break

cAbl BRCA1l Ku70
MRN BLM1 | DNA-PK
1 A
DNA REPAIR ARREST/ APOPTOSIS

www.publichealthunited.org




Oprava DNA

- homologni rekombinace (HR) je presnéjsi nez nehomologni spojovani koncd (NHEJ), vyZaduje vsak
pritomnost templatové DNA (fetézec sesterské chromatidy se objevi az v S/G2 fazi; méné casto slouzi
jako templat druhy chromozom v G1 - nesesterskd chromatida)

Two mechanisms to repair DSBs

|\

Gl / \ 5/62

Minimal end processing -
non-homologous end joining

Activation of -3 resection -

homologous recombination
(NHET)
./ \. /
Ku-DNA-PK,, 7
" l

DNL4
XRCC4 | e s >
XLF /m/
"Classic” NHEJ  Alternative NHEJ Conservative repair

ERROR PRONE ERROR FREE

www.microbiology.columbia.edu



Tumor-supresor RB
Retinoblastoma protein (pRB) inhibuje prilisné déleni bunék (proliferaci) zastavenim bunécného cyklu

- zabranuje prechodu do S-faze bunééného cyklu tim, Ze vaze a
inhibuje transkripcni faktory E2F rodiny (E2F podporuje proliferaci)

\J/
- dokud je Rb vazan na E2F, bunka zGstava v ¢asné G1 nebo GO fazi QA’ PER
A @
- v proliferujicich bunkach komplex CycD+CDK4,6 fosforyluje pRB, /
¢imz uvoliuje E2F = vstup do S-faze

stale volny - neregulovana proliferace
a) mutace v RB genu - nevaze se na E2F
b) virovy protein E7 vyvazuje pRB
c) overexprese cyklinu D nebo CDK 4,6 nebo
ztrata inhibi¢niho p16 - nadmérna fosforylace RB

GO
M G1 R___p
«(E2) (pre
V nadorovych bunkach pRB ¢asto nefunguje a E2F je
pRB
K j
P p

Proteiny rodiny E2F aktivuji cilové geny nutné pro G1/S prechod nature.com



Dédicné typy rakoviny - mutace RB
- mutace v jedné alele se nachazi jiz v pohlavni burice - ve vSech somatickych burikach potomka

- mutace v druhé alele muze nastat béhem Zivota
- nefunkéni RB protein byl poprvé popsan v souvislosti s nddorem oka (retinoblastoma), roli hraje v rliznych

typech nadorut

Sperm Sperm
@ Fertilized egg has 50% chance © Fertilized egg inherits

ﬂ @ '/1 of inheriting RB mutation. Sies I3E amsiation

@ Mutation in one copy of RB gene @ Mutation in one copy of RB gene
| occasionally occurs as cells divide.

is inherited in all body cells.

v ! l

IO ....

€ Mutation in second copy of RB
gene occurs in one or more retina cells.

,/ spermiich a vajickach
% Heredltarv . . . .
retinoblastoma

€ Mutation in second copy of RB
gene occurs in one or more retina cells.

pouze v bunkach oka (i
jiné tkané) a ne ve

Pro vznik nadoru v oku je potreba B
mutace v obou alelach - ¢asto u déti %
(two-hit model) At ecn

© 2012 Pearson Education, Inc



Two-hit model
Pro vznik retinoblastomu je potreba dvou genetickych zmén

- Na zakladé srovnani dédi¢né a sporadické formy retinoblastomu definoval roku 1971 Alfred Knudson
"two-hit" teorii

- vyzkumnici v oboru rakoviny nejprve této teorii nevénovali pozornost, jelikoz dédi¢na rakovina je velmi
vzacna

- tato teorie vSak stala za objevem tumor-supresorovych gent ve vsech typech rakoviny

"Very often we learn fundamental things from unusual cases." (A. Knudson)

Naproti tomu u proto-onkogen( staci mutace pouze v jedné alele (one-hit)

http://www.the-scientist.com/?articles.view/articleNo/19649/title/-Two-Hit--Hypothesis/



Tumor-supresor p53
The guardian of the genome

- p53 indukuje transkripci p21, ktery se vaze na CDK2 - inhibuje pfechod do S faze
- vazba s Mdm2 inhibuje jeho aktivitu

- 50% nadord ma mutaci nebo deleci p53

- mutace p53 znamena vétdinou negativn&jsi prognézu Sale i e e

u nadorového onemocnéni Hypoxia

|
B - @

Cell cycle arrest

* Apoptosis

DNA repair *
Death and elimination of
damaged cells

\/

CELLULAR AND GENETIC STABILITY

Cell cycle restart



Tumor-supresor p53
brzda vstupu do S-fdze zdstava BC v G1 fdazi umozZnuje prestavku nutnou k opravam DNA

- inactive p53
DMa& damage

v ACTIVATION
| I { —
DA

P R oF
pa3

s

ACTIVE pS3 BINDS TO
REGULATORY REGION

OF g7/ GENE

L1 F)

1) poskozené mutované bunky pokracuji v bunécném

S
cyklu
Y TRANSCRIPTION §
S 21 mRNA
2) umozZni poskozenym burikdm vyhnout se apoptdze TRANSLATION ¢

p21 (Cdk

3) vznik genetické instability, umoznujici akumulaci inhibitor pratein)

mutaci

ACTIVE INACTIVE
S phase cyclin-Cdk p21-5 phase cyclin-Cdk
complex complex

E1958 GARLAND PUBLISHING



Li-Fraumeni syndrom

- Dédi¢né onemocnéni
- Mutace nebo delece v 1 alele genu pro p53 zpusobuje dédi¢nou predispozici k rakoviné
- V rodiné zvyseny vyskyt rakoviny rdznych tkani a v nizkém véku

O

/’ E

®)

M o M

Breast cancer, 37 v,

Osteosarcoma, 16y
] Aftected

'%'5”5' Gastric cancer,
() (3 e ] unaftected (normat)
: [} unatrected carrier
¢4 S

Sof tissue Adrenocortical
sarcoma, 7y carcinoma, 3y

(Adupted om B American Socety of Clescal Oncology)



Tumor-supresory BRCA1 a BRCA2
BReast CAncer 1 a 2 geny

- pomaha opravovat poskozeni DNA, zejména DSBs (dvojzlomy)

. Single Strand Break

W/ \\ .\‘\ i
DNA damage y QAR "\ o
. . ',’ £ L5
/ ‘; \ Double Strand Break
Intra/Inter- Single-strand Unrepaired SSB Double-strand
strand crosslink break = break

PARF  DNA-PARPI
PARP y inhib trapping
| ——

v v v
. Nion:
N::::?s‘::: x ech?:i:m homo‘;:gous Homologous
recombination
repair repair end-joining

)
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Tumor-supresory BRCA1 a BRCA2

- nebezpeéna mutace v BRCA zvysuje vznik rakoviny prsu a vajecniku (ne vSechny mutace jsou nebezpecné)
- BéZné existuje cca 12% Sance na vznik rakoviny prsu u Zen, pti defektnim BRCA genu (vybrané mutace) se
Sance zvysuje na 60-90%

- Angelina Jolie podstoupila preventivné dvojitou masektomii, kvili mutaci v BRCA1 (Sance na vznik
rakoviny prsu odhadovana na 87%). Po operaci redukce na 5% Sanci.

/ZTMEN

Growth factors

Cell cycle arrest

Cell cycle progression

’

Y
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Proto-onkogeny - signdlni draha Wnt

postupnd preména zdravé bunky tlustého streva v nddorovou

1. Ztrata nadorového supresoru APC - stabilizace B-kateninu - tvorba polypa
a) zména transkripce (zvysenad transkripce genl podporujicich proliferaci: cyclin D, c-myc...)
b) zvySeni adheze bunék (B-katenin spojuje E-kadherin a a-katenin)

2. "Gain-of-function" mutace Ras - benigni adenom

3. "Loss-of-function" mutace p53 - karcinom

Nadory tlustého streva:
p53 mutace v 70%
APC mutace v 70%

APC je negativni reguldtor 8-kateninu

Adherin
Junctions

------

| \ +Wnt

-Wnt ®®®

—_—
*) Proteasome
(o]

88)0

00
degradation

ATranscription Ao
CyclinD1
c-myc, etc.

Hoover BA, Journal of Young Investigators 2005

4 stability




Proto-onkogeny - receptory pro rustové faktory (GFR)

1. Konstitutivni aktivita

- vykazuji kindazovou aktivitu i bez pritomnosti ligandu

2. Overexprese
- zmnozeni poctu receptord

EGFR

- karcinom prsu, Zaludku, kolorekta

Her2

- karcinom prsu

c-Kit

- role v hematopoéze

- fyziologicky exprimovan hl. na nezralych
krevnich progenitorech

- rakovina kuze

Lécba protilatkami (popf. CAR-T) nebo
tyrosin-kinazovymi inhibitory
Diagnostika receptorti mlze predikovat
|é¢ebnou odpovéed

- SCF - stem cell factor; steel factor

- Trastuzumab = Herceptin

- Epidermal growth factor receptor
(EGFR; ErbB-1; HER1)

clenové rodiny EGF proteini

/
ey ©
@

.

©

—
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domain (exon 9
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g 3 domains
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)
-
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Prehled faktora kontrolujicich proliferaci

Hlavni pro-riistové drahy

- Ras - MEK - ERK
- PI3K - AKT

- JAK - STAT

- CDK + cykliny

Cytokines
(e.g., EPC)

Cytokine Receptor

Hlavni proti-rustové
mechanismy

- Fas ligand + receptor
- Kaspazy

- Cytochrom C

- p53 ap21

- Retinoblastoma
-APC

Caspase 9

Sensor

Caspase 8§ ——»

k

Mt—-—
Abnormalit@/‘

R Bim

Chemokines,
Hormones,
Survival Factors Transmitters Growth Factors
(e.g., IGF1) (e.g. interleukins, (e.9. TGFa, EGF) Ext;j;:ter:lxular
l’ serotonin, etc.) l
e/£., EGFR, 2
' U0 \ ' Integrins
RTK | RTK __4dca2 Wit
PLC < l GrbZISOS Fyn/She :n Y
—— G-Protein > Ras FAK Dishevelled «— * §
/’-Tl Src g
f PKC  Adenylate GSK'SB
cyclase Hedgehog
NF-xB /
PKA MEKK MAPK MKK B ~catenin g
TCF 53:
-
(=%
Myc: — Mad -
Max — Max ERK JNKS B-catenin:TCF ( I
s Jun 2
Cytochrome C CREB ‘G|i - (@]

p15

@
4—-‘E
\‘ p271
Cell \
Prollferatlon

\ Gene Regulation

Apoptosis

Smads

Death factors
(e.g. FasL, Tnf)

BCL2 proteinova rodina
reguluje propustnost vnéjsi mitochondrialni membrany a tim ridi apoptozu
a) pro-apoptotické: Bax, Bim, Bad...

b) anti-apoptotické: Bcl-2, Bcl-xL... wikipedia



Karcinogeny

Faktory, které zpusobuji nebo napomahaji karcinogenezi

International Agency for Research on Cancer (IARC) zaloZzena WHO ndsleduijici klasifikace kancerogen(:

Group 1 carcinogens
Carcinogenic to humans. 120 agents, including:

® alcoholic drinks

® asbestos

® diesel engine exhaust emissions
® indoor tanning

@® tobacco

® X-rays

Group 2B

Group 2A
Probably carcinogenic to humans. 82 agents, including;:

® red meat

® indoor emissions from wood-burning stoves

@ glyphosate

® shiftwork that involves circadian disruption

® petroleum refining (occupational exposures in)
@ frying - emissions from high temperature

Possibly carcinogenic to humans. 311 agents, including:

® dry cleaning (occupational exposures in)
® firefighting (occupational exposures in)
® aloe vera

® bracken fern

® ginkgo biloba extract

® lead



Karcinogeny

1. Fyzikalni karcinogeny
Zvyseny vyskyt karcinomi a leukemii u:

- prezivéich po vybuchu atomové elektrarny v Cernobylu

- prezivsich po utocich atomovou bombou na Hiroshimu a
Nagasaki

- hornikd uranovych dol(

vliv UV zafeni na vznik nadora kize

- UV paprsky excituji pyrimidinové baze DNA, které pak reaguji navzajem a vytvari pyrimidinové dimery
- faktor podporuijici vznik a vyvoj nadorl -defekty genu jejichZz produkty pUsobi jako nadorové
supresory, napr nefunkéni p53



2. Chemické karcinogeny

Anorganické karcinogeny:
azbest, chrom (6+)

Organické karcinogeny:

- Polychlorované bifenyly (barvy/laky)

- Dioxiny (produkty spalovani organickych latek)
- Benzen (rozpoustédla, motorové splodiny)

Léciva:

- Chemoterapeutika

- Imunosupresiva

- Antibiotika (napr. Chloramphenicol je
potenciondlni karcinogen)

Strava:

- heterocyklické aminy
vznikaji v potravinach nevhodnou Upravou
napr. smazeni

- nitrosaminy
vznikaji v téle z dusi¢nani pridavanych
napr. do uzenin

Potravinovéa aditiva_} ‘

Znecdidténi prostiedi

latrogenni poskozeni
Primyslové produkty

Exogenni rizikové faktory vzniku nadoru

o
[ G —

Tabék |
Strava |

Alkohol
Infekce

Ty I I-"

Sex, reprodukce
Zaméstnani

UV zareni

Neznamé

T
40

Umrti (%)

60 80

O =—i=

20

(Venitt, 1996)



3. Biologické karcinogeny: onkogenni (nadorové) viry

a) Retroviry (RNA viry):
Jednoretézcova RNA — vyuzivd reverzni transkripce

Reirevirus

- obsahuji ve svém genomu onkogen (akutné transformuijici viry)
- nebo aktivuji protoonkogen, vedle kterého se integrovaly (pomalu transformujici)

Oncoviry

lidsky lymfotropni virus typu | (HTLV-1)

- T-leukemie (lymfom) dospélych (ATTL), doba latence asi 30 let

- vysoka proliferaCni aktivita napadenych bunék, vétsi pravdépodobnost mutaci

Lentiviry

viry HIV-1 a HIV-2 Maturation :@. Attachment
nadory spojené s jejich infekci - lymfomy a sarkomy

Entry

Reverse
Transcription




3. Biologické karcinogeny: onkogenni (nadorové) viry

b) DNA nadorové viry
- neobsahuji onkogeny, ale kdduji proteiny, které interaguji s tumor-supresory hostitelské buriky
- tlaci hostitelskou buniku do S faze = zrychleni bunééného cyklu

Inaktivace p53 patfi ke klicovym uddlostem pri transformaci buriky DNA viry

Virus hepatitidy B (HBV)
- chronicka infekce - integrace do chromozomu
- hepatocelularni karcinom (HCC) — az 20-30 let po infekci

Herpes viry - EB (Epstein Barrové virus)
- v jadre bunky v epizomalnim stavu (extrachromosomalni)
- Lymfomy a karcinomy

Papilomaviry (HPV xx)

- zplsobuje rakovinu délozniho Cipku

- v benignich nddorech — ve formé episomd, v malignich integrace do genomu

- popsano asi 100 odlisnych typl papilomavirl - déli se na , high-risk” a ,,low-risk” typy podle progndzy



Lidsky papiloma virus ovliviuje RB a p53

- virus produkuje proteiny,
které inhibuji tumorsupresory:
-E6 - p53
-E7 > RB

Apoptosis
activated

o, — =

DNA damage

E6 @ E6 stimulates ubiquitin
attachment to p53, thereby

HPV
- promoting p53 destruction.
< © E7 binds to Rb and
disrupts its ability to halt

cells at the restriction point.

E7 /
Restriction point

Stop:
'@ ; Gl—/ s
— —
; Proceed:
¢ _ Rb (yp Gl——— S
factor Cdk-cyclin

Growth

© 2012 Pearson Education, Inc.



Amesiv test

Zakladni test na stanoveni mutagenniho potencidlu chemickych sloucenin

- rakovina byva spjata s mutacemi, proto latky zpUsobujici mutace jsou pravdépodobné

téz karcinogenni

- testovani na mysich je ¢asové narocné (2-3 roky) a ndkladné

- roku 1970 vynalezl Bruce Ames jednoduchy test na uréeni mutagenicity

possible
mutagen
rat liver

extract plate

| .

plate

Salmonella strain
(requires histidine)

media with
minimal histidine

a high number of
revertants (his- to his+)
suggests the mutagen

causes mutations

incubate

incubate

— -

control plate
(natural revertants)

Bruce Ames

- bakterie Salmonella typhimurium
- auxotrofni mutant

- vyZzaduji histidin pro rist, ale
neumi jej syntetizovat kvali mutaci
v genu pro jeho syntézu

- pfirozené se vyskytnou mutace a
vyskoci kolonie s funkénim genem
pro histidin

- ¢im karcinogennéjsi latka - tim
vice mutaci - vice kolonii

- napf. benzo[a]pyren, neni sam o
sobé mutagenni ale metabolity ano



Pét piliru lécby rakoviny

1. Chirurgie
2. Chemoterapie
3. Ozarovani
4. Cilena terapie

5. Imunoterapie



Lécba rakoviny

Konvencni chemoterapeutika
cil proliferujici buniky, nespecificka, vzdy stejné % proliferujicich bunék

Cile:
- poskodit DNA nadoru
- zastava proliferace
- apoptoéza indukci p53 nebo masivni damage (p53 nezavislé)

nador vice nachylny na obecné pro-apoptotické stimuly (genotox. latky, mitot. jedy, antimetabolity)
Nevyhody: ohromné vedlejsi ucinky (likvidace zdravych tkani - mUze vést az ke vzniku sekundarni rakoviny)

Cilena terapie
selektivni pro nadorové buriky (specifické pro urcity bunécény proces), nizka toxicita k zdravym b.

Nevyhody:
- neni 100% specificka pro danou molekulu
- cilovd molekula véts. plni i fyziologickou funkci (¢astecnd vyjimka fuzni gen)
- nutnd identifikace molekularni podstaty - individualizovana medicina (tailored medicine)

/////

rostlin/plisni)

cytostatikum: Idtka tlumici rist a rozmnoZovdni bunék zejm. nadorovych tkdani



Mechanismy plisobeni konvencnich cytostatik

1. Alkylacni latky
- atakuji negativni naboj DNA a zpUsobuji zlomy v DNA - zabranuiji replikaci
- mohou indukovat vznik sekundarnich leukemii

- Chlorambucil (lymfomy, CLL)

- Cyklofosfamid - nejpouzivanéjsi

- Busulfan - predtransplantacni myeloablace, CML

- Cisplatina - DNA damage, interkalace, aktivni intraceluldrné, nefrotoxicita

2. Antimetabolity
- zasahuji do syntézy nukleovych kyselin
cili hlavné na proliferujici bunky

- Metotrexat - blok syntézy purinu inhibici dihydrofolatreduktdazy (osteosarkom)
- Fludarabin - blok purini - substituce adenosinu - fragmentace DNA, (AML, CLL)
- 5-fluoruracil - integrace do RNA

- Hydroxyurea - blok ribonukleotidreduktdzy, inhibice pyrimidinu, CML



Mechanismy pusobeni konvencnich cytostatik

3. Protinadorova antibiotika*

- Doxorubicin
- interkaluje mezi retézce DNA
- indukuje vznik volnych radikald
- blokuje topoizomerdzu Il

4. Rostlinné alkaloidy

blokuji tvorbu vieténka vazbou na mikrotubuly

- Vinca alkaloidy (z Vinca rosea; barvinek rtiZovy) - depolymerizace mikrotubult - rozpad vreténka,
Kamptotecin - blok topoizomerazy |

- Taxdny - (jehli¢i tisu - Taxus), Paklitaxel - blok depolymerizace mikrotubuli (karcinom prsu,
vajecniku)

P Kinetochore
N\

Mitotic center
(centrosome)

Polar
microtubule

Centriole

*protinddorovd antibiotika v tomto kontextu neoznacuji antibaktridlni Idtky
topoizomerdza: rozmotdva DNA pfi replikaci



Cilena terapie - priklady

Tyrozin kinazové inhibitory (TKlIs)
- obsazeni ATP vazebného mista
- vysoka strukturni variabilita umoznuje specifickou vazbu
- nevedou k uplnému vyléceni :(
- Gefitinib - karc. plic, ledvin, solidni tumory
- Erlotinib - karc. vajecniku
- Imatinib, Dasatinib, Nilotinib - Iécba CML

Farnezyltransferazové inhibitory (FTls)
inhibice funkce Ras (trvale zapnuty v nddorech)
- Lonafarnib, Tipifarnib, BMS-214662



Cilena terapie Chronické Myeloidni Leukemie (CML)

Over-exprese tyrozinkinazy Bcr-Abl v CML zpUsobuje:

e cytokin-independentni preziti a rlst buriky, prokazdna onkogenni adikce

e chrani bunku pred apoptozou v odpovédi na rlstové faktory nebo poskozeni DNA *

inhibice MEK =———]

., Inhibition of apoptosis, proliferation,
growth factor independent

Evans et al. Cancer Res 1993; Druker, Blood 112, 2008, p 4810



Quiescentni kmenova bunka zodpovédna za relaps

Indukce vstupu quiescentni kmenové burnky do b. cyklu
V kombinaci s konvencni chemoterapii

Oxid arsenity (As,O,, arsenic trioxide, 1865 Fowler solution)

- reversibilné snizuje expresi PML proteinu (growth arrest skrze represi mTOR) = indukuje LIC
bunky ke vstupu do cell cycle, bez vyvolani apoptozy

- |écba PML a CML

viiv s

TIC
guiescence
<:::>
konvencni
chemo, TKIs
cycling
A1%C) regrese
32
'°/\
s
—
konvencni
chemo, TKIs

PML - Promyelocytic leukemia protein Ito et al., Nature 2008



Imunoterapie

Monoklonalni protilatky
- specifické protilatky (Ab) proti vybranym antigenlm na povrchu bunék
a) Naked: po navazani mohou blokovat dany receptor, nebo aktivovat bunky imunitniho
systému
b) Konjugované: s toxinem, radioizotopem, cytokinem

. 1 '\ Biotinylated 3

\

. Naked MAb 1 radiozi\ctiveligand Multistep &rgeting

Cytokine

Immunocytokine

Cellular Immunoconjugates

MADb - monoclonal

Immunotoxin . & antibody
m u;;;/some ADCC - antibody-
scFv-enzyme — Y SCFV dependent cell-mediated
B cytotoxicity
5 ADEPT /\ Immunoliposome CDC - complement-

. Prodrug Drug o
Immunoconjugates dependent cytotoxicity



Imunoterapie

Monoklonalni protilatky
- Herceptin - anti-HER-2 (rak prsu 30% amplifikace genu pro receptor HER-2)
- Rituximab - anti-CD20, maligni B-lymfomy, B-lymf. CLL, folikuldrni lymfom
- Gemtuzimab - anti-CD33 (na véts. leuk. b.), AML, konjugace s ATB colcheamicinem
- Cetuximab - anti-EGFR, konjugace s toxinem, internalizace do buriky, kolorektalni karc.

Hematologic malignancies

Ritussmalb {Rituean)
EE—“"-"—Tbrilusnurrub liwxetan (Zevaling

8L Tertaturrcrmabi oy

Gamiuzumab orogamicin
flhﬂylmmg}

Solid tumors

Trasturumab
{Herceptng

Cotuximaly (Erbatod)
Panitumumalb (Vectibix)

."—- Bewacizumal

VEGE {Brasting

£ 2008 RENEE CANNON

Dalsim prikladem imunoterapie jsou CAR T (viz. lekce 11). Monoklondlni protildtky nejsou volné ale na povrchu CAR T-
lymfocytd.



Vybrané mutace v nadorovych onemocnénich:

Ras - 25% vSech nadoru

aktiv telomeraza - 90% nadoru

K-Ras - 80% karcinom pankreasu

p53 - nejCastéji inaktivovany v nadorech - rizné nadory, Li-Fraumeni
pl6 - melanom

Rb - retinoblastom

t(8;14) aktiv Myc - B-cell CLL, ALL, Burkittdv lymfom

N-Myc amplif. - 30% neuroblastom

B-katenin (WNT) - kolorektalni karcinom (mutovany katenin necitlivy k APC, transkripce genu cc)
TGF-B, SMAD4 - rezistence k antiprolif signalim

Fas receptor - nador

Bax - nadory traviciho traktu a leukemie

Bcl-2 translokace - folikularni lymfom

loss chrl0, inakt PTEN - glioblastom
zisk chr7, dupl MET - karcinom ledvin

t(9;22) Bcr-Abl - CML, ALL (30%), vzacné AML

transl. RAR - akutni PML

autocrinni TGF - sarkom

autocrinni PDGF - glioblastom

overexpr EGFR/ERBB - karcinom prsu, zaludku, kolorekta

overepr HER2 - karcinom prsu (predikce - herceptin Ab proti receptoru HER2)
PML/RARA - vaze histondeacetylazy, které znemozni transkripci ATRA cilovych gen

Markery: CD19, CD20, CD30, CD33, CD52, CD90



