Replikace a transkripce DNA



Replikace DNA

Replikace (reduplikace) = zdvojovani

Kazdé¢ ze dvou matetskych vlaken DNA
slouzi jako templat pro syntézu
komplementarnich vlaken

V novych fetézcich se baze rfadi na
principu komplementarity vici bazim v
templatovém retézci

Probiha v jadre

Replikace DNA. [online]. [cit. 2014-07-27]. Dostupné z:
http://biologie.webz.cz/www/DNA/replikace.html
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Obecné rysy replikace u prokaryontu a
eukaryontii

3 faze replikace DNA

* Iniciace
» Elongace

* Spojeni a terminace




« dATP, dCTP, dGTP, dTTP

. Mg2*

 primer RNA

 templat DNA (materske vlakno)



Enzymy potrebné potrebné pro syntézu DNA
(ruzné u prokaryontu a eukaryontu)

Rozplétaci enzym (DNA-helikasa)
RNA- polymerasa
DNA-dependentni DNA-polymerasa
DNA-ligasa

ATP-asa

(topoisomerasa)



Vlastni syntéza je katalyzovana DNA-polymerasami

Do reakci s jiz vytvorenou DNA (nebo primerem RNA)
vstupuje deoxyribonukleotidtrifosfat (ANTP)

Odstépuje se difosfat a ANMP se piipoji esterovou
vazbou

vSechny DNA polymerasy navazuji
nukleotidy na 3’-konec primeru (nova
DNA vznika ve sméru 5'—3")




Pripojeni deoxynukleotidu pri elongaci
retézce DNA
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NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 278.
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fet€zce

Vznika esterova vazba mezi
3"-OH skupinou stavajiciho
fetézce a 5'-fosfatem
vstupujiciho nukleotidu

+ PPi
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* dvousroubovice musi byt rozvinuta — enzym helikasa
e vytvari se replikacni vidlice

* reasociaci retézci zabrani ssb-proteiny
(single strain binding protein)

* podle matrice obou matetskych vlaken probiha syntéza
vlaken novych



Proteiny podilejici se na oddéleni retézcu
a udrzovani jednovlaknové struktury

3l

3‘

ADP

Enzym ATP-dependentni-DNA-helikasa za
spotieby ATP rozpléta dvousroubovici DNA.

J SSB-proteiny zabraruji reasociaci fetézcu.

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 278. 10



RNA-DNA hybrid

*DNA polymerasa neumi 3
iniciovat syntézu novych fetézcu %
. v . "n"'.-" }
*Pro svou funkci vyZaduje ety
VOI”OU 3,'OH Skupinu RMA-polymerasa
.Tuto Skupinu Zaj iét,uj e RNA NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 279.

primer (10-20 bazi)

*RNA primer je syntetizovan ve
sméru 5'—3 ucinkem RNA
polymerasy (primasy)

*Primer je kodovan podle

odpovidajici sekvence templatu
11



Po vytvofeni primeru se na 3’-
konci RNA syntetizuje DNA
pusobenim DNA polymerasy

Sl

3l
DNA-polymerasa

3‘
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NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 279.
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Po ukonceni syntézy DNA se
primer RNA odboura exonukleasou
a vznikla mezera se zaplni DNA
polymerasou

DNA polymerasa \

o 3"
o\ - g

thytky RNA primeruy

Sl

Sl
NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 279.

Oba useky DNA se spoji
DNA-ligasou
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Syntéza nové DNA probiha vzdy ve sméru S'— 3’

Bez problému tedy probéhne pode¢l fetézce A

Matetsky fetézec A

Jak bude probihat podél
5 retézce B ?

Matetsky retézec B y

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 280.



Retézec A — oznacuje se jako vedouci vlakno (leading
strand)

Retézec B — opozd’ujici se (otalejici) vlakno (lagging
strand)

Vedouci vlakno se syntetizuje kontinualné

15



Na otalejicim retézci vznikaji
Okazakiho fragmenty

3‘

Sl

Okazakiho
fragmenty

Sl

' A

Okazakiho fragmenty se
syntetizuji ve sméru 5 —3’
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P11 pokracujici replikaci jsou useky
RNA v Okazakiho fragmentech
odstranény exonukleasou, polymerasa
vyplni prazdnéd mista a ligasa spoji
fragmenty DNA

DNA polymerasa

RNA primer

otalejici fetézec -
replikace probiha
diskontinualné
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Rozdily mezi eukaryonty a prokaryonty
Iniciace replikace

» replikace je prokaryontt | eukaryontt vzdy zahdjena v
pocatku

e probiha v obou smérech od kazdého pocatku, vznikaji dvé
replikacni vidlice, které se od sebe vzdaluji

» vznikaji replika¢ni bubliny - replikony

REPLIKACNI
POCATEK
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Iniciace replikace u prokaryontu

Origin of Replication

| oriC-pocatek replikace

(pouze jediny)

Dalsi syntéza
muze zacit, 1
1 kdyZ prvni
cyklus jesté
neni ukoncen

~40 min.

Replikace zacina v poc¢atku a
pokracuje, dokud se ob¢€ vidlice

nesetkaji 19

MBBS Medicine (Humantity First). [online]. [cit. 2014-07-27]. Dostupné z:
http://medicinembbs.blogspot.cz/2012_08_01_archive.html
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« eukaryotické chromozomy jsou tvoreny dlouhymi molekulami
DNA, ktery nemohou byt replikovany kontinualné. Proto
replikace téchto velkych molekul vyzaduje zahajeni na nékolika
mistech souCasné.

» pocatek replikace - az 30 000 mist soucasné

« zah4jeni je fizeno prostorove 1 Casove, nemusi byt zahdjeno na
vSech pocatcich soucasné

* rychlost replikace je mensi neZ u prokaryontu
e probihd v S fazi
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replikon

spojeni replikonti

replikacni pocatek

\

smér replikace

NOVAK, Jan. Biochemie l. B
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Polymerasa Funkce Exonukleasova
aktivita
DNA polymerasa | VypInéni mista |5 —3" 13" -5’
0 RNA, opravy
DNA,
odstranéni RNA
primerd
DNA polymerasa Il Opravy DNA 3’ -5
DNA polymerasa Il Replikace 3’ =5’
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Polymerasa Funkce Exonukleasov
a aktivita

DNA polymerasa o replikace, opravy |zadna
DNA

DNA polymerasa 3 opravy DNA zadna

DNA polymerasa y replikace v 3’ —5’
mitochondriich

DNA polymerasa o replikace, 3’ —5’
opravy DNA

DNA polymerasa ¢ replikace 3’ —5’

* Je znamo kolem 9 polymeras
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Helikasa

Oddéluji viakna DNA

SSB-proteiny

Zabranuji reasociaci
viaken DNA

topoisomerasy

Uvolnuji pnuti vyvolané
superstacenim

Enzymy odstranujici
primer (RNA-sy)

Hydrolyzuji RNA z RNA-
DNA hybridu

DNA ligasy Spojuji useky DNA
fosfodiesterovou vazbou

Telomerasy uprava 3'konce templatu

Sliding clamp Udrzuje DNA polymerasu

(klouzava svorka)

ve vazbé na DNA
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Okazakiho fragmenty u ekaryontu a
prokaryontu

Prokaryonty — 1000-2000 bazi

Eukaryonty - ~ 200 bazi
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U dvojit¢ DNA dochazi Casto k superstaceni

Superstaceni mize byt pozitivni (ve stejném smeéru jako stoceni
helixu, doleva) nebo negativni (v opacném sméru jako helix,
doprava)

Superstaceni muze byt odstranéno topoisomerasami

DNA topoisomerasy maji fadu funkci (pi1 replikaci, transkripci,
ukladani DNA do bun¢k, pi1 opravach)
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Superstaceni pri rozvijeni
dvojitého helixu DNA

Pozitivni superstaceni

27
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Reversibilné prerusSuje fosfoesterovou vazbu v jednom
fetézcl, umozni ota¢eni kolem jednoho fetézce (uvolnéni
superstoCeni) a katalyzuje opétné spojeni retézcu

Nevyzaduje energii.

Je u prokaryontt i eukaryonti.

MuzZe relaxovat superstoCenou DNA nebo superstaceni
zavadét.

Stépi oba fetézce.

Je u prokaryontu (DNA gyrasa) 1 eukaryonti.

Gyrasa vyZzaduje ATP.
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U¢inek topoisomerasy I

PreruSeni fosfoesterove vazby
nasledované rotaci kolem druhého
vlakna a opétnym spojenim

(A) Type 1

Modes of replication. [online]. [cit. 2014-07-27]. Dostupné z: http://biosiva.50webs.org/rep2.htm
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protinadorove leky

kamptothecin — rostlinny produkt
antracykliny (daunorubicin) - bakterialni produkty

podofyllotoxiny - rostlinné produkty

30
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kamptothecin ges HEr
(Camptotheca acuminata) OCHj,4

podofyllotoxin
(Podophyllum peltatum ad.)
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zvlastni sekvence DNA na koncich chromosomi
tandemy druhové specifickych oligonukleotidii, bohatych na G
(u ¢lovéka TTAGGG az 1000x)

maji ochrannou funkci (pfed plisobenim enzymil)

Pti syntéze opozd’ujiciho fetézce vyzaduje replikacni aparat
pritomnost urc¢ité délky templatové DNA za sekvenci, ktera
ma byt kopirovana.

Synteéza opozd’ujici se DNA by se zastavila pred koncem
templatu.
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©

* dokonceni syntézy DNA

 piipojuje preformovany hexanukleotid na 3’-konec
templatového vldkna

* je reverzni transkriptasa — ve své strukture nese RNA templat,
ten piipoji k 3 ’konci templatové DNA a podle né;
dosyntetizuje prislusnou komplementarni sekvenci DNA

33



Dokonceni syntézy DNA na koncich chromozomu

replikujici se vedouci retezec neni zakreslen

templatovy retézec 3’konec
| | [T T[]

D | e .
— telomerasa pripojuje
OpOZEL)ICL 5 Rl_\lA sekvence k templatovému

retezec primer fetézc]

DNA-polymerasa
dosyntetizuje

http://faculty.plattsburgh.edu/donald.slish/Telomer opoid’ujici se fetézec 34
ase.html



http://faculty.plattsburgh.edu/donald.slish/Telomerase.html

3
I

I O O N -
5

replikovany konec
vaznouciho retézce

Dalsi funkce telomer: vytvari ochranu pred pusobenim
DNA-nukleaz na koncich chromozomu
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bunky ziskan¢ od mladSich jedincu maji delsi
telomery a mohou podléhat vétSimu poctu déleni

snizena aktivita telomerasy pravdépodobn¢ souvisi
se stafim organismu

bunky, které se Casto d€li (zarodecné, kmenove a
nadorové) maji vyssi hladinu telomerasy

Inhibitory telomerasy mohou byt uzite¢né v terapii
nadoru

36



Hruby odhad poctu poSkozujicich zdsahti do DNA v lidské
bunce:

ccal04-105/den

= u dospélého ¢lovéka (102 bunék) se jedna o 10%°-1018
opravnych krokii za den.
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Typ poskozeni

Pricina

Chybeéjici baze

Depurinace (10%purint za den)

Zménéna baze

lonizaCni zareni, alkylacni Cinidla

Nepresna baze

Spontanni deaminace

Delece-inserce

Interkalacni Cinidla (akridiny)

Formace dimeru

UV zareni

Zlomy fetézcu

lonizacni zareni, chemikalie
(bleomycin)

Meziretezove vazby

Chemicke latky (derivaty psoralenu,
mitomycin c)

Tvorba tautomeru

Spontanni a doCasnha

38




Vétsina bunék ma schopnost rozeznat a

vystrihnout poskozenou oblast DNA a nasledné
syntetizovat opravenou formu

specificke glykosylasy, exonukleasy a endonukleasy
DNA polymerasa 3 nahradi chybéjici baze
DNA ligasa spojuje useky

39




Bunky maji k dispozici opravné systémy :

epfima oprava (zvratem — jen u bakterii)

vystiizeni porusené baze (,,base excision repair)

vystiizeni poruSeného nukleotidu (,,nukleotide excision repair)

soprava chybného parovani (,,mismatch repair*)

sopravy dvojitych zlomu - homologni rekombinace, nehomologni spdjeni koncu
sprevence inkorporace porusencho nukleotidu do DNA

Mutace, které vzniknou béhem DNA replikace jsou opravovany zpétnou
kontrolu spravného zarazeni posledniho nukleotidu (3"—5"proofreading)

Viz téZ Poskozeni a opravy DNA — dopliujici text
40



Spontanni reakce,

Alkyla¢ni oxidaéni stres, UV zat., loniz. Chyby v
Sinidla alkyla¢ni Cinidla, mutageny z  zdfeni replikaci
ioniz.zafeni. prostiedi

g g 8 84¢&

o pazickamisia, Pyridinové Dvojité Chyby pii
MeG OIXkI ?Ce’ eaDrrI]\:Zace’ dimery, bulky  zjomy opravach,
AKYIace, 53 adducts inserce, delece
zlomy
Piima oprava Vystiizeni Vystiizeni Homologni Oprava
baze nukleotidu rekombinace, chybného

14 14 14 14

nehomologni parovani

Vektorova Grafika Zdarma: DNA, Double Helix [online]. [cit. 2014-07-27]. Dostupné z: 7 4 k o 41
http://pixabay.com/cs/dna-double-helix-v%C4%9Bda-biologie-30518/ Spajeni Koncu
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dearmination

ATGCUGCATTGA

TACGSCETAACT
* uracil DMA glycosylase
ATEC GCATTGA

TACGEGCGT AACT

+ repair nucleases

AT GCATTGA

TACGGCGTAACT
+ DMA polymerasze

ATGCCGCATTGA

TACGECEGTAACT
} DMA ligase

ATGCCGCATTGA
TACGECGT AACT

Ease excision repair

thymine dimer

ATGCUGCATTGATAG
TACGGCGTAACTATC

+ pxcinuclesse ‘

AT (~30 nucleotides) A&

TACGEGCGTAACTATC
+ DA polymerase [

ATGCCGCATTGATAG

TACGGCETAACTATC
DN A ligase ‘

ATGCCGCATTGATAG
TACGGCGTAACTATC

Muclectide excision repair
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Syntéza a postranskrip¢ni upravy RNA

43



Proces tvorby RNA na podkladu struktury DNA

Je prepisovan pouze jeden fetézec dvouSroubovice DNA —
templatovy retézec

Druhy fetézec se nazyva kodujici (Jjeho sekvence bazi
odpovida transkriptu, pouze misto U je T)
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5’

DNA

RNA

Kodujici fetézec

G G A T C

Templatovy fetézec

C C T A G

G G A U C

Syntéza RNA probiha opét ve sméru 5"— 3’

45



Enzymy: DNA-polymerasy RNA-polymerasy

Kde probiha: | na chromosomu v S fazi | vybrany segment DNA

Zahajeni: vyzaduje RNA primer nevyzaduje primer
Prubénh: kopirovana obé vlakna | kopirovano pouze jedno
vlakno

Kontrola: polymerasa ma zpétnou | polymerasa nema zpétnou
kontrolu spravného kontrolu spravného
zarazeni posledniho zarazeni posledniho
nukleotidu nukleotidu

Nukleotidy: | dATP, dGTP, dCTP, ATP, GTP, UTP, CTP

dTTP

46




Prokaryonty:
5 podjednotek plus sigma faktor.
Prepisuje vSechny formy RNA

Eukaryonty
4 rizné RNA polymerasy
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RNA pol | — syntéza r RNA (v jadérku)
RNA pol Il — syntéza mRNA (jadro)

RNA pol Il — syntéza tRNA, 5S RNA (jadro)
RNA pol IV - syntéza mitochondridlni RNA

Maji stejny mechanismus uCinku, rozlisuji ruzné
promotory

48




Amanitin

Inhibitor eukaryontnich RNA
polymeras (hlavné typu II)

OH

Detailed Eukaryotic Description: Effects of the Deadly Amanitin Toxin From the Poisonous Amanita 49

phalloides Mushroom. [online]. [cit. 2014-07-27]. Dostupné z: Wikinedie: Alfa-amanitin. fonlinel. cit. 2014-07-271. Dostupné z:
http://www.chem.uwec.edu/Webpapers2006/sites/zuehlkjt/\WebPages/amanitintoxin.html http:/F/)cs.w}kipedia.orq/wiI.<i[/AIfa-a]1r'n[ani.tin 1. Dostupné z



http://cs.wikipedia.org/wiki/Alfa-amanitin
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* Iniciace
* elongace

e terminace
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» Syntéza nové RNA probiha ve sméru 5'—3’
» K syntéze jsou potiebné ATP,GTP,CTP,UTP
« Kazdy nukleotid se paruje s komplementarni bazi na templatovém vlakné

 Polymerasa tvoti fosfoesterovou vazbu mezi 3’-OH ribosy na rostoucim RNA
vldknu a a-fosfatem navazanym na 5 OH ribosy vstupujiciho nukleotidu

* energie polymerace je kryta St€épenim NTP
5: 0

I
Om=p—0

S'-MOMEC CH, — STAVANCIRETEZEC DMA

F-WOMEC

o + PPi

o

I

P ;

I | o

o o RNOVE SE PRIPOILNCT NUKLEOTID:
W \ Mrh {!

3" ] 51

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 288.




Promotor — oblast DNA dlouha as1 40 nukleotidii nachazejici
se pired mistem startu od 5°konce

Transkripcni jednotka - oblast od promotoru k termina¢ni
oblasti

Boxy (elementy): malé sekvence obsazené v oblasti promotoru

Cis-pusobici sekvence: lezi na molekule DNA, ktera je
piepisovana, v blizkosti genu

Trans-pusobici faktory : proteinovée faktory vazici se na DNA
(geny fidici jejich syntezy jsou na jinych chromozomech)

Primarni transkript - RNA produkt nasyntetizovany ve
sméru 5 —3’
52



— RNA polymerasa (RNAP) vytvoii stabilni
komplex s templatovou DNA v misté promotoru

V mist€ promotoru se nachazi konvencni sekvence

(sekvence, které se obecné najdou v urcité oblasti
mnoha zkoumanych gent)
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V pozici ~ -10 obsahuje Pribnowiv box TATAAT
V pozici ~ -35 dalsi sekvence TTGACA

Tyto sekvence jsou rozeznany o -faktorem prokaryotické
RNA polymerasy

Promoter DNA
A

e B
COding -35 sequence -10 sequence Startpoint
strand — " +1
5" TTGACA TATAAT A -3’
3" AACTGT ATATTA T 5’
Template
strand

Transcription

P

RNA

© 2012 Pearson Education, Inc

BIOL2060: Gene Expression: Transcription. [online]. [cit. 2014-07-27]. Dostupné z: 54
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/BIOL2060-21/CB21.html
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Transkripce eukaryontnich genu je mnohem komplikovang;si

Je zapojena fada transkripCnich faktort, které se vazi k riznym usekiim
DNA

Promotor obsahuje TATA box analogicky Pribnowové sekvenci
(ATATAA) — urcuje pravdépodobné misto startu — vazba bazalnich
transkripcnich faktort

V pozici ~ -100-200 jsou 1-2 dalsi regulacni sekvence (CAAT box,
GC box) — urCuje pravdépodobné frekvenci startu (promotorové
proximalni sekvence)

Vzdalen¢ regulacni sekvence (mimo promotor) (t€Z nazyvané
enhancery, silencery)— vazou specifickeé transkripéni faktory
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Promotor u eukaryontu

Eukaryote promoter Transcribed sequence

Transcription
| >

Open reading frame

5
- — *
bt ot p A Stop
80 -75 -30 +1

AN 3,

—CAAT — (253 (3( T D T DD D D s

+1

Animal Genetics - Gene expression. [online]. 5.2.2013 [cit. 2014-07-27]. Dostupné z:
http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/stranka.php?kod=307
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Musi byt navazany na RNA polymerasu pred startem
transkripce a jsou sou€asn¢€ asociovany s promotorovymi
sekvencemi

Jsou nezbytn¢ pro rozpoznani promotoru a mista startu

Bazalni = jsou potfebné pro transkripci vSech genu

S



TFIID — nejvétsi z bazalnich faktort transkripce
Ma celkem 11 podjednotek
Jednou podjednotkou je TBP (TATA box binding protein).

TBP se vaze k TATA boxu, na ni nasedaji dalsi
podjednotky TXIID.

Po té se navazuji dalsi TF (TFIIA,B,F,E,H) a RNA
polymerasa
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Bazalni transkripc¢ni faktory

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 290.
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Specifické transkrip¢ni faktory - proteiny, které se vazou v
regulacnich sekvencich mimo promotor, ¢asto velmi
vzdalenych.

Pusobi jako aktivatory nebo represory transkripce prislusSného
genu.

Specifickée transkripcni faktory interaguji s mediatorovymi
proteiny (koaktivatory, korepresory), které jsou v kontaktu s
bazalnimi transkripnimi faktory.

Viz nasledujici prednaska
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Specifické transkripcni faktory

SPECIFICKA REGULACNISEKVENCE

annnaan

.......

.
o
-
"
-~
v

MEDIATOROVY PROTEIN

SPECIFICKA REGULACNISEKVENCE
> | - l ’ -

VZDALENEJSI OBLASTI DNA
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Transkripce je zahajena teprve po navazani vSech
transkripcnich faktort

RNA polymerasa se vaze k transkripénim faktorum a
DNA

Dvojity helix DNA se rozviji a polymerasa je ,,sunuta‘“ k
mistu startu

Je zah3ajena transkripce

Po zahajeni transkripce se vétSina transkripCnich faktort
oddéli
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Je zahajena navazanim RNA-polymerasy v misté startu
RNA-polymerasa nevyzaduje primer
Vyuziva ATP,GTP, CTP a UTP, uvolnuje PP,

RNA-polymerasa ma rozplétaci aktivitu, dochazi rovnéz
k superstaceni

Ucast topoisomeras pi1 uvolnovani superstaceni

63



Terminace

Proces elongace je ukonCen pii dosaZzeni terminacniho signalu
U prokaryonti je terminace

zavisla na p faktoru

nezavisla na p faktoru

U eukaryonti je o terminaci malo znamo

Template
Strand

Wikibooks: An Introduction to Molecular Biology/Transcription of RNA and its modification. [online].
[cit. 2014-07-27]. Dostupné z:
http://en.wikibooks.org/wiki/An_Introduction_to_Molecular_Biology/Transcription_of RNA_and_its_mo
dification
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RNA polymerazy délaji jednu chybu na 10% nukleotidd,
protoze nevlastni nukleolytickou korigujici (proofreading)
aktivitu (zaCinaji fetézec RNA bez potieby primeru).

Toto chybéni korekce (proofreading) odrazi skutecnost, ze
transkripce nemusi byt tak presna jako DNA replikace,
protoze RNA neni pouzivana jako trvala zasobni forma
genetické informace.
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Primarni transkript je presnou kopii transkripéni jednotky

Primarni transkripty tRNA a rRNA u prokaryontu 1
cukaryontu jsou posttranskrip¢né modifikovany
ribonukleasami

Prokaryontni mRNA je prakticky identicka s primarnim
transkriptem (k translaci slouzi jesté pred ukoncenim
syntezy)

Eukaryontni RNA podléha rozsahlym naslednym
modifikacim — probihaji kotranskripcné
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Primarni transkript je hnRNA

Je prepisem strukturniho genu, v némz jsou kodujici
sekvence (exony) stfidany sekvencemi nekodujicimi
(introny nebo intervenujicimi sekvencemn)

EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4

INTRON 1 INTRON 2 INTRON 3

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 294.

nekodujici sekvence musi byt odstranény z primarni RNA
béhem Uprav (processingu)
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» Chemicka modifikace (navazani 5° ¢apky) — na ni se
vaze komplex proteinu, které chrani pred pusobenim
5’exonukleas a pomahaji pi1 zavadéni RNA pres
nuklearni pory do cytoplasmy

« Sestith (odstranéni sekvenci odpovidajich introntim)

» Polyadenylace (adice 3" polyA) — brani u¢inku
3’exonukleas
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Probiha ptusobenim jadernych enzymovych
komplext — splicesomu

Splicesomy obsahuji pét malych RNAs (U1,
U2,,u4,U5 a Ub)

Jsou asociovany s proteiny a tvoii snRNPs (small
nuclear ribonucleoprotein particles).

Sekvence AGGU urcuji hranice mezi intronem a
exonem

EXON 1 INTRON 1 EXON 2

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 294.
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Sestrih

us Us U5 Exon 1 Exon 2

laso 70



Snurps U1-U se vaZzou k intronu

Ul se vaze v blizkosti spojeni exonl-intron a U2 se vaze v
oblasti, kde je obsazen adeninovy nukleotid

Vytvarii se smycka — fosfat vazany ke G na 5’-konci intronu
tvori vazbu 2°-5°s 2’-OH skupinou adeninoveho nukleotidu

Na konci exonu 1 prob&hne Stépeni mezi AG na 3’konci exonu

a GU na 5’konci intronu

Pak nasleduje Stépeni na 3 'konci intronu v misté AG sekvence

Exony se spoji, intron je uvolnén a degradovan na nukleotidy
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P11 typickém sestfihu jsou vSechny exony primarniho RNA
transkriptu spojeny dohromady za vzniku mRNA pro
syntézu specifického proteinu

Alternativni sestfith — rtizné skupiny exont z jednoho genu
tvori rizné mRNA vedouci k syntéze riiznych proteinu

EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 4

INTRON 1 INTRON 2 INTRON 3

ALTERNATIVNI SESTRIH

EXON 1 EXON 2 EXON 3 EXON 1 EXON 2 EXON A4

PROTEIN A PROTEIN B

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 294.



Alternativni sestfih mRNA

a-tropomyosin gene —
5' 3
Kj 2= 8 & S S sssssss = ) DA
\\ \1 > ”’ ‘ ‘ ‘
exons introns
TRANSCRIPTION + SPLICING

s u w3 SRS
sl W W W W mmmmmm3  Smoothmusclo
s’ Nm” wl W W e —smsmmm3  fibroblast mRNA
cum’ w wlw W WWM T mmmmm3  fibroblast mRNA
N W VYV N —

Architektura bunééného jadra a nemoc. [online]. [cit. 2014-07-27]. Dostupné z:
http://lge.If1.cuni.cz/heslo/priklady/files/abjan.html
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Vedou ke genetickym chorobam
Pt. 3 - thalasemie:

B-podjednotka hemoglobinu se netvofi v normalnim
mnozstvi

G na 5’sekvenci sestfihu je mutovan na A a proto je
primarni transkript sestfizen nespravné
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e Pritomnost poCetnych intronu v DNA zvySuje
pravdépodobnost geneticke rekombinace mezi exony
rozdilnych genu.

* Mnoho proteint u soucasnych bunék pripomina sloZeniny
vzniklé ze spole¢nych sad kusu proteinu, které se nazyvaji
proteinové domény.

« Pieskupovani exonu - evolucni proces, pi1 némz vznikaji

nove geny spojenim diive odd€lenych genti kombinaci, které
kodovaly rtizné proteinove domény
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Syntéza eukaryontni rRNA

‘
ISSRNA \\j’adérko

+ proteiny
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Jadérko:
45S RNA je syntetizovana ve form¢e prekursoru preRNA

komplexace s proteiny — tvorba ribonukleoproteini

Methylace a zkraceni

5S RNA syntetizovana mimo jadérko, migruje do jadérka
a pripojuje se k ribonukleoproteinovym c¢asticim

Transport zkracenych RNA do nukleoplasmy a pies
jaderné pory do cytoplasmy. Tvorba ribosomil.
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Upravy 45 S eukaryontni rRNA

455

j ZKRACENI

| a5

/\

ms‘ﬂ M 325

\ ODSTRANENIINTRONU l

18s [ sesl | L. ]28s

78
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Syntéza ve formé pre t-RNA v jadre
Odstépeni intront

Modifikace bazi:

« methylace uracilu na thymin

 dehydrogenace uracilu

 vznik pseudouridinu (vazba C-C mezi uracilem a ribosou)
« deaminace adenosinu na inosin

a dalsi

Piipojeni CCA sekvence na 3’koncli

Migrace do cytoplasmy
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Syntéza proteinu
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Kde: v bunkach obsahujicich jadernou DNA

Kde v bunce: ribosomy (volné nebo vazané na ER,
mitochondrie)

« prokaryonty: transkripce, upravy transkriptu a translace
nejsou prostorove oddeleny

« eukaryonty: translace probiha az je zrala mMRNA dopravena
do cytoplazmy
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Které molekuly jsou potrebné
pro syntézu proteinu?

Aminokyseliny
Rada enzymi
Bilkovinné faktory

ATP a GTP
Anorganické ionty (Mg?*, K¥)
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Geneticky kod

Proteiny — 20 AK RNA — 4 baze

o /

Kazda aminokyselina je charakterizovana tripletem
bazi v mRNA — kodonem

Celkem 64 kodonu — 61 kdduje aminokyseliny
3 jsou STOP kodony (UAA,UAG, UGA)

Nierenberg (1961) — poly(U) sekvence mRNA je predlohou pro
syntézu polyfenylalaninu = sekvence UUU je kodem pro

fenylalanin .



Geneticky kod

Prvni
baze
5"

U

Phe
Phe
Leu
Leu

Leu
Leu
Leu
Leu

lle
lle
lle
Met

Val
Val
Val
Val

Druha baze
C A
Ser Tyr
Ser Tyr
Ser Stop
Ser Stop
Pro His
Pro His
Pro Gln
Pro Gln
Thr Asn
Thr Asn
Thr Lys
Thr Lys
Ala Asp
Ala Asp
Ala Glu
Ala Glu

G

Cys
Cys
Stop
Trp

Arg
Arg
Arg
Arg

Ser
Ser
Arg
Arg

Gly
Gly
Gly
Gly

Treti
baze

w

O>r0C OXr0OC OFX0OC

OX>0C
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 degenerovany (jedna aminokyselina miize mit vice nez

jeden kodon)

» jednoznacny (kazdy kodon specifikuje pouze jednu
aminokyselinu)

* kolisavy* (tfeti baze tripletu miuze byt zaménéna)

* témeT universalni (vSechny organismy maji stejny geneticky
kod, je jen nékolik vyjimek : napt. v lidské mitochondrialni
mRNA triplet UGA koéduje trp namisto stop-kodonu, AUA
koduje methionin misto leucinu)

 nepiekryvajici se (kazdy kodon je Cten jen jedenkrat)

 nepreruSovany (kodony nejsou oddéleny, triplety na sebe
navazuji) 85



e Sekvence bazi v mRNA je roztfidéna do kodonu
« Startovaci kodon zahajuje Cteni useku

« Poradi kodonii v mRNA urcuje poradi, ve kterém jsou
aminokyseliny pfipojovany v rostoucim polypeptidovém
fetézci — Cteni je urCeno Ctecim ramcem

..... AUGCACAGUGGAGUU..........
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Mutace jsou vysledkem posSkozeni nukleotidu v DNA nebo
neopravenych chyb béhem replikace.

Mohou byt piepsany do mRNA

Translaci chybné baze muze v proteinu vzniknout
abnormalni sekvence AK
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1. bodové > vymena jediné baze

a) mirn€ - neovlivni sekvenci AK v proteinu

napt. CGA—CGG (obé sekvence koduji Arg)

b) ménici smysl — jedna AK je zaménéna jinou

napt. GCA—CCA vyvola zaménu arg prolinem

¢) nesmyslné — vyvolaji pfedCasnou terminaci fetézce

napi. CGA ->UGA, kodon pro Arg je nahrazen stop-
kodonem
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2. Inserce — vloZeni jednoho nebo vice nukleotidii

3. delece — vypusténi jednoho nebo vice nukleotidu

Porucha zalezi na poctu vypusténych
nebo vlozenych nukleotidi

Jsou-1i vypustény tii nukleotidy, Je-1i vypustén jeden nebo dva
nebo vice trojic nukleotidu pii nukleotidy, dojde ke zméné
zachovani ¢teciho ramce, dojde k Cteciho ramce a vznikaji
tvorbé polypeptidu s chybéjicimi zkomolené sekvence AK,

AK nesmyslné kodony atd.
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Bodové mutace v genech pro hemoglobin:

Je znamo asi 800 strukturnich variant lidskeho hemoglobinu
V¢étsSina je zptisobena bodovou mutaci a je neSkodna.

Ne¢které vSak vyvolavaji choroby.

Methemoglobinemie — napt. nahrazeni jednoho histidinu
tyrosinem=bilkovina je nepfistupna pro ptisobeni methemoglobin
reduktasy, zvySuje se methemoglobin v krvi

Srpkova hemoglobinemie — nahrazeni glutamatu valinem v pozici 6 [3-
fetézce = tetézec je méné rozpustny, dochazi k fetézeni = srpkovity tvar
erytrocyti
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Syntéza proteinti podle kodont:

Aminokyseliny nemohou primo reagovat s bazemi

,2adapterem jsou tRNA molekuly”

« kazda molekula tRNA obsahuje antikodon

 antikodon je triplet bazi komplementarnich ke
kodonu mRNA

» kazda tRNA muze vazat specifickou AK na svém 3’-
konci
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Struktura tRNA

3 KONEC

5 KONEC

piipojeni AK esterovou
vazbou k 3"-OH ribosy

T-SMYCKA (TWC)

VARIABILNI SMYCKA Vazba na povrch
ribosomu

D-SMYCKA

ANTIKODON

92

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 298.



e aminokyselina je nejprve aktivovana reakci s ATP na
aminoacyl-AMP

 aktivovana AK je pfenaSena na 2’- nebo 3’- OH
skupinu ribosy na 3’konci tRNA

» reakce je katalyzovana specifickymi enzymy
(aminoacyl-tRNA synthetasy)

» reakce vyZaduje dodani energie

* tRNA s navazanou AK se nazyva ,,nabita“ (charged) tRNA 93



Aktivace AK

aminokyselina

R——CH——-=C

MH
2 7 OH N 0 NH;
{ + N
i e ~
\ /'?' XN \ S </ | i
O G 'Y o < | I ..-f)
I I I N = PP, NH; 0—P—0 N N
0—P—0—P—0—P—0 N ! | 0
| | | 0O 0
O O O
aminoacyl-AMP
ATP (aktivovana AK) OH OH
OH OH

(smiSeny anhydrid)

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 300.



| O NH:2
0
I
O OH k|\| \N/
AN
Fl’—o—CHz o
Esterova vazba °
mezi -COOH
aminokyseliny 0| oH )
a 3'-OH ribosy RTC S | T 3’- konec t-RNA

aminokyselina 95



A. Inciace
B. Elongace

C. Terminace

Probihaji v cytoplazmé, ve vazbé na ribosomy

96



NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 299.

Ribonukleoproteinove Castice — slozené z
RNA a proteinu

Tvoteny velkou a malou podjednotkou

V 1naktivnim stavu podjednotky
odd¢€leny, pfi zahdjeni proteosyntézy
agreguji.

Na v¢&tsi podjednotce ti1 vazebnd mista
pro molekuly tRNA-P, A, E

P-peptidyl-tRNA
A-aminoacyl-tRNA
E-volna tRNA (exit)

97



Vlastnost Bakterialni Lidsky

Sedimentacni

konstanty: 70S 80S
kompletni ribosom 30S 40S
Mensi podjednotka 50S 60S
Veétsi podjednotka 65% 50%
Obsah RNA
16S 18S
RNA-mensi podjednotka | 55 235 5S 5.8S 28S

RNA-vetsSi podjednotka

Volné v cytoplazmé Volne v
Umisténi v burce nebo vazané na cytoplazmé nebo
plazmatickou vazané na

membranu membrany ER
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ooooo

Rozdily mezi eukaryonty a prokaryonty

D&j

Eukaryonty

prokaryonty

Vazba mRNA k mensSi
ribosomalni
podjednotce

Prvni AK

IniciaCni faktory

Capka na 5’konci mMRNA
vaze |IFs a 40S podjednotku
obsahujici t-RNA™et, mRNA
je skenovana po AUG

Methionin

elFs(12 a vice)

Shine-Dalgarno
sekvence nad
inicianim AUG se
vaze ke
komplementarni
sekvenci v 16S RNA

Formyl-methionin

IFs (3)
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Velka ribosomalni

Iniciace podjednotka
H,N CH(|3| O
T tRNA
R
O =0
,[:'-'J antikodon Mala ribosomalni
Q podjednotka
MRNA

5 =t 5'-P-P-P-5'-

Guaninova L

Sapka Iniciacni faktory

2 o=s
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Navazani faktoru elF3 a eIF1A na mensSi
podjednotku

o
>

40S

_ ™~

elF3  elF1A
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Vazba aktivovaného Met na tRNAMet Vazba GTP k elF2

r elF2
..-ﬁ GTP

Met 102



H ||
H,N-C-C-O

Met
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Na CepiCku na 5konci mRNA se vaze CBP (cap
binding protein)

L 2

g

m-RNA
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Vazba komplexu Met-tRNAMet, elFsa GTP k
mensi ribosomalni podjednotce 40S

ii UAC

H2N-C|3-C-O

Met
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Vazba m-RNA Kk preiniciaénimu komplexu

i i UéC ‘

H2N-C|Z-C-O

Komplex skenuje MRNA od 5 konce, dokud

Met 14 hd
nenarazi na sekvenci AUG
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Inicia¢ni komplex 80S

* GTP je hydrolyzovano
* ¢[Fs se odd€li
* pfipoji se vEétsi ribosomalni podjednotka

UAC

Met-tRNA se
vaze v P-misté
vetsi
podjednotky
ribosomu

|
|| G
H,N-C-C-O
al | o oo ’l"

Pi + GDP elF
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Rozdily v iniciaci u prokaryontu a eukaryontu

Vazba mRNA k
malé ribos.pod;.

Cap na 5’konci mRNA
vaze 40s
rib.podjednotku
obsahujici tRNA, mRNA
je skenovana na AUG
kodon

Nema cap, Shin-
Dalgarno sekvence nad
iniciacnim AUG se vaze
na komplementarni
sekvenci v 16s rRNA

Prvni AK

methionin

formylmethionin

IniciaCni faktory

12 a vice

ribosomy

80s (40s a 60s)

70s (30s a 50s)
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zasadni vyznam pro zahajeni translace

jeho fosforylovana forma je neaktivni

Ptiklad regulace syntézy proteinu:
Syntéza globinu v retikulocytech
* Pi1 nepfitomnosti hemu v retikulocytu je elF fosforylovan = neaktivni

 Pfitomnost hemu inhibuje kinasu, ktera fosforyluje eIF2 = syntéza
probiha

Kinasa elF2 je aktivovana také pi1 virovych infekcich, hladovéni.
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* tvorba dalSi aminoacyl-tRNA
» vazba aminoacyl-tRNA do mista A ribosomu
* tvorba peptidoveé vazby

» translokace peptidyl-tRNA do mista P

110



Leu

Dalsi kodon je UUG

TRNA -

‘RMNA...-
U A C

G G GguUAllulgl v IvllG'C ClGACG G U WU

) -O-5-P-PP.

Antikodon je AAC

Aminokyselinou je leucin m

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 303.



Met Leu

my IRNA - GOP

EPA

. VA A AC

G GGUA WG U LlG CCGACGGUU

1. Aktivace leucinu reakci s
ATP — leucinyladenylat

2. tvorba leu-tRNA

3. +vazba GTP a EFla

112

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 303.



Komplex Leu-tRNA+GTP+EF1a se vaze do mista A,
GTP je hydrolyzovano na GDP + P1, komplex GDP-
EFla se uvolni

[
[
| |
| 1 "
: Met ' '
1 ] 1
! ~ [ g ITCTO o s |
| Leu 1 1 '
| ] | 1
! [ [ i
Lalic el - - ¢ | :
I |
| |
I [
R e et e s i el G B - G A e 2
tRN tRNA'essn
’,—/‘" D UlIA|IC| JA| |A]IC]

i Y = N —t

- ‘ v € o ) |
G G GIA UG U VLG CCG/ACGGUWU

5-G-5'-P-P-P-5'-

Proces elongace je u prokaryotli a eukaryontli velmi podobny
(odlisné kofaktory elongace) 113

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 304.



Peptidyltransferasa katalyzuje odstépeni methioninu od tRNA
a preneseni na leucin za vzniku peptidove vazby

Vazebné misto na i , . o
Syntéza proteinu

3’-konci tRNAMet o,
. volng Met zacina N-koncem
J & -

EPA

= [N AlA €

! » J
= | 3 — . . __4‘ ., 4

G G G AU GlluuliGicicclace 6 v

114
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+ EE2 + GTP (k ribosomu se vaze EF2 a GTP)

e GTPje

E P A hydrolyzovano,

EF2 se opét

R M [ Al uvolni
G GG AUG UVWUVIGCCGACGG VWY
-G-5"-P-P-P-S
tRNAMet ge presouva N
do mlrsta E, P misto se + EF2 + GDP+Pi
uvolni "

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 304.



Met

Leu
TRANSLOKACEtRNA Z MISTA A DO MISTA P
'RNAI.wm
E P A POSUN RIBOZOMU
=TTy A A C

G'lg 6 A v cHullul clciclc A [ci 6 6Hu'lu

— — —

Vzajemny posun ribosomu
a MRNA o jeden kodon
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DalSsi elongace

Elongation continues

s - ab-

% This process repeats
Growing, until reaching a stop
poly- 3 codon
peptide

Protein Synthesis. [online]. [cit. 2014-08-15]. Dostupné z:
http://www.elmhurst.edu/~chm/vchembook/584proteinsyn.html

Do mista A se navazuje dalsi tRNA s navdzanou AK
117
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Které dalsi kroky budou nasledovat?

118



 Elongace pokracuje dokud se terminacni (Stop) kodon
neposune k mistu A na ribosomu

* V cytoplazmé neni Zadna tRNA schopna vazat se ke Stop-
kodonu

K ribosomu se navazou uvoliovaci faktory (releasing
factors)

 Peptidyltransferasa hydrolyzuje vazbu mezi peptidovym
retézcem a tRNA

* Nov¢ syntetizovany peptid je uvolnén z ribosomu

» Ribosom disociuje na podjednotky, mRNA se uvolni
119



Energeticka bilance

Ekvivalent
ATP
Vznik aminoacyl-tRNA ATP— AMP + 2 Pi 2
Vazba aminacyl-tRNA do mista A GTP — GDP + Pi 1
Piesun peptidyl-tRNA na mistoP  GTP — GDP + Pi 1
4 ATP

Na syntézu jedné peptidové vazby je potieba 4 ATP.

Dalsi energie je potirebna pro iniciaci a syntézu nukleotidu.
120



U prokaryontii — 1 peptidova vazba/ ~setiny sekundy

U eukaryonti ~100 peptidovych vazeb/min

121



Simultani translace mRNA na vice ribosomech

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 305.

Zatimco jeden ribosom se pohybuje podél mRNA a produkuje
polypeptidovy fetézec, dalsi ribosom se muze vazat do prazdneho mista na
5"-konci. Soucasné miZze na jedné mRNA plisobit mnoho ribosomi

(s odstupem cca 80 nukleotidii = polyribosom (polysom)
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*Mitochondrie obsahuji 2-10 kopii uzaviené kruhove,
dvouvlaknove DNA

*Velikost kolisa v zavislosti od druhu
*Zivo¢isna mitochondridlni DNA - M ~ 107
*Koduje rRNA, sadu tRNA a mRNA pro nékolik proteinii

*Proteiny syntetizované v mitochodriich jsou nepatrnou frakci
proteinu vnitini mitochondrialni membrany, jsou vsak esencialni
pro prub¢h oxidativni fosforylace (Cast komplexu LIILIV a ATP
synthasy)

*Syntéza proteini v mitochodriich ma fadu ryst shodnych se
syntézou u prokaryontu (iniciace formylmethioninem, citlivost k
antibiotiktim atd.) 123



Obsahuje nukleotidové sekvence pro vice nez jeden
protein

Proteiny jsou Casto metabolicky sprazen¢ (napf. mRNA
obsahuje deset cistronu kodujicich 10 enzymu
potfebnych pro syntézu histidinu)

Polycistronickd mRNA obsahuje neprekladane useky na
obou koncich a mezi kazdym usekem kodujicim jednu
bilkovinu

U eukaryontu nejsou polycistronické mRNA

* Cistron je u bakterii jednotkou genetické exprese 14



* Pf1 pusobeni antibiotik jsou vyuzivany rozdily v
mechanismu proteosyntézy u eukaryontu a prokaryontu

» Néktera antibiotika reaguji specificky s proteiny
bakterialnich ribosomu

» Vysledkem je zastaveni proteosyntézy a smrt bakterie

» N¢éktera antibiotika mohou plisobit na eukaryontni
mitochondrialni proteosyntézu
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U¢inky antibiotik na proteosyntézu prokaryonti

Streptomycin Vaze se k 30S ribosomalni podjednotce,
inhibuje tvorbu iniciacniho komplexu.Vyvolava
chyby ve Cteni mRNA.

Tetracyklin Vaze se k 30S ribosomalni podjednotce a
iInhibuje vazbu aminoacyl-tRNA do mista A

Chloramfenikol Vaze se k 50S ribosomalni podjednotce a
iInhibuje peptidyltransferasu

Erytromycin Vaze se k 50S ribosomalni podjednotce a

Inhibuje translokaci

Puromycin Obsazuje A-misto ribosomu a vyvolava
predCasnou terminaci
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Nascentni polypeptidovy feté€zec je transportovan skrze
ribosomy

Postupné se dostava mimo ,,chranénou‘ oblast ribosomu
a nastava jeho prostorove skladani

Skladani (folding) je zprostiedkovano zvlastnimi
proteiny — chaperony (heat shock proteins)

Poruchy ve skladani — Alzeimerova choroba,
BSE, cysticka fibroza ad.
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*Odstranéni methioninového zbytku
«Zména delky molekuly (odStépeni Casti
polypeptidového fetézce)

*Glykosylace

*Acetylace

«Karboxylace

*Methylace

*Prenylace

« Hydroxylace

Sulfatace ad.
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Glykoproteiny

N

N-glykosidove O-glykosidove

L1Si se obsahem sacharidl a zpusobem syntézy
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Syntéza cukerné slozky se odehrava mimo bilkovinu

Zékladem je polyisopren dolichol (viz syntéza cholesterolu)

CH, CH,
| |
H-[CH,-C=CH-CH,].-CH,-CH-CH,-CH,OH n=18-20

Dolichol ve form¢ difosfatu je vazan v membrané ER, na koncovy fosfat se
postupné napojuji aktivované monosacharidy.

Hotovy oligosacharid se prenese na bilkovinu, je vazan ptes asparagin N-
glykosidovou vazbou. Ve vazb¢ na bilkovinu probéhnou konecné upravy
oligosacharidoveé slozky.
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Dolichol-P
/UDP—GICNAC

| uwe Enzymy
Dolichol-P-P-GIcNAC glykosyltransferasy
J < UDP-GIcNAC
UDP
Dolichol-P-P-GIcNACcGIcNAC
9 GDP-Man, 3 UDP-Glc Dolichol-P-P

12 UDP

GIcNAc,ManyGlc,

Dolichol-P-P- GICNACZManQ% ‘

,,,,,,, AsnXSer... ... .......AsnXSer...... 131




Oligosacharidovy prekursor vazany na dolichol

Glc
Glc
.-
Man Man hMan
| | I
han Man Man
| ~
Man Man
| hMan
I GleNAc
GlcNAC
_l_l
DOLICHOLDIFOSFAT |

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 305. 132



cytoplasma

ER

snXSer

‘On
3 g

{ !

dolichol

Konecne
upravy
glykosidové
slozky v GA
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Probiha v ER a v Golgiho aparatu

OH UDP-monosach. UDP O-monosacharid

~ 7

Aktivované monosacharidy se postupné pripojuji
O-glykosidovou vazbou

134



Syntéza proteinu na volnych Syntéza proteinti na RER

ribosomech
Proteiny zustavaji v Transport do lyzosomi,
cytoplazmé nebo jsou ER, Golgiho komplexu
transportpvany do nebo do membran,
organel (jadro, sekrece z buniky

mitochondrie). Obsahuyji
sekvenci AK, ktera

sméruje jejich transport 135



Transport proteinu syntetizovanych na RER

Signal-recognition particle Ribosome

SRP-bound to signal
\' pepti de

s

—

Signal
peptide

Protein Translocating
SRP-receptor channel polypeptide
{“translocon™) chain

hittp:i/nobelprize.org/medicine/
laureates/1999/llpresiprotein.html
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. Translace za¢ind v cytosolu

. Jakmile signalni peptid opusti ribosom, navaze se na n¢j
signal-rozpoznavajici ¢astice (signal recognition
particle-SRP). Soucasné se vaze k ribosomu a inhibuje
dalsi syntézu

. SRP cCastice se vaze k SRP receptoru v RER membrané
a pripoutd ribosom k RER

. SRP se uvolni a syntéza pokracuje

. Jakmile signalni peptid pronikda do RER, signalni
peptidasa jej odstrani

. Syntéza nascentniho proteinu pokracuje a kompletni

protein je uvolnén do RER 37



Transport proteini syntetizovanych na RER-pokr.

vesicular
tubular S

cluster n
<\

FORWARD 2,
PATHWAY ¢

Q
KDEL a »\
receptor —'C
protein

RETRIEVAL

P,
PATHWAY @v
S /

soluble
ER resident
rotein
P ~—
| | L ] | ] 1 |
ER cis Golgi stack trans
, Golgi Golgi
Figure 13-24b network network

StudyBlue: Flashcards - Molecular Exam 3. [online]. [cit. 2014-08-15]. Dostupné z:
http://www.studyblue.com/notes/note/n/molecular-exam-3/deck/2630328 138
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* Proteiny syntetizované na RER jsou formou vesikla
transportovany do cis-Casti1 Golgiho aparatu

* Zde je tridici centrum — strukturni rysy urcCuji, kam bude
protein smérovan (sorting)

» Nékteré zustanou v Golgiho aparatu, jiné se vraceji do RER
* Dalsi putuji ve formé vesikli do trans ¢asti Golgiho aparatu
 Zde se oddé€luji lyzosomy a sekreCni vacky

» Obsah sekre¢nich vacku je uvolnén extracelularné

* Hydrofobni proteiny zabudované v membranach vacku se
stavaji membranovymi proteiny

139



Priklad 1:

proteiny urcené pro lyzosomy jsou oznaceny N-
vazanymi oligosacharidy zakon¢enymi mannosa-6-P

Prot-oligosacharid- ,,adresa“ je rozpoznana
mannosa-6-P specifickymi
membranovymi
receptory v Golgiho
aparatu, ktery protein
zabuduje do klathrinem
pokrytého vesiklu

Clairefontaine - obalka - C6, oby¢ejna: Activa. [online]. [cit. 2014-08-15]. Dostupné z: 140
https://obchod.activa.cz/produkt/clairefontaine-obalka-c6-obycejna-16028/



Priklad 2:

Proteiny ur¢ené pro ER maji na karboxylovém konci
sekvenci Lys-Asp-Glu-Leu

lys-asp-glu-leu
ySasPd Proteiny jsou z Golgiho

aparatu transportovany zp¢t
do ER
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Priklad posttranslacni upravy: syntéza insulinu

PREPROINZULIN PROINZULIN
C-PEPTID C-PEPTID
VODICi PEPTID
(23 AK)
SH SH
SH
SH SH SH SSHH

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 309.

Na ribosomech RER se syntetizuje preproinsulin

Po vstupu do ER se odstrani vodici peptid

Vytvoii se dva disulfidové mustky

Proinsulin putuje do Golgiho aparatu, zde zacina proteolyza a ukladani do sekre¢nich granul
Granula putuji cytoplazmou k plazmatické membrané

Po stimulaci flizuji s membranou a inzulin se vyléva do extracelularniho prostoru
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INZULIN

; s
N _j’ /

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno; Muni, 2009, s. 310.

Na ribosomech RER se syntetizuje preproinsulinu
Po vstupu do ER se odstrani vodici peptid
Vytvofti se dva disulfidové mustky

Proinsulin putuje do Golgiho aparatu, zde zacina proteolyza a ukladani do
sekrecnich granul

Granula putuji cytoplazmou k plazmatické membrané

Po stimulaci fiizuji s membranou a inzulin se vyléva do extracelularniho prostoru
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Genova exprese — tvorba proteini nebo RNA produkti

Obvykle je v daném Case exprimovana jen mala ¢ast genil
pritomnych v bunce

Genova exprese je regulovana rozdiln€ u prokaryontt a
cukaryontu
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Z.akladni rysy genové exprese u prokaryontu

KRUHOVA
MOLEKULA
DNA

PROTEINY

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 311.

Jedina kruhova DNA v bunce

DNA neni komplexovana s histony
Jadro neni oddéleno od cytoplazmy
Transkripty genli neobsahuji introny

Translace a transkripce probihaji simultanné
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Regulace genové exprese u prokaryontu

Jednodussi regulacni mechanismy nez u eukaryonti

Regulace probiha na urovni iniciace transkripce
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Operonova teorie
Strukturni geny u bakterii jsou ¢asto sdruzovany do operonti

OPERON
)

PROMOTOR GEN1 GEN2 GEN 3
I I I [
I I I

DNA | | | |

RNA

PROTEIN 1 PROTEIN 2 PROTEIN 3

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 311.
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«Zahrnuje strukturni geny pro proteiny metabolicky sprazené

*Geny v operonu jsou veétSinou exprimovany koordinované
(jsou bud’ vSechny ,,vypnuty*, nebo vSechny ,,zapnuty*)

*Produktem transkripce je polycistronicka mRNA

*Transkripce je regulovana jedinym promotorem
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Regulace RNA polymerasy represorem
— negativni kontrola

F F.
} AN’ & OPERACNIGEN
i LA
L _ REPRESOR

OPERATOR GEM 1 GEM 2 GEM 3

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 312.

Represor je kodovan regulaénim genem

Po syntéze represor difunduje k promotoru a vdze se v oblasti nazyvané
operator (vétSinou soucast promotoru)

Represor blokuje vazbu RNA-polymerasy k promotoru

Syntéza mRNA neprobiha 149



N

Indukce Koreprese
Induktor je mala molekula, Represor neni aktivni, pokud
ktera se vaze k represoru, se na n¢j nevaze korepresor.
méni jeho konformaci a Komplex represor-korepresor
vyvola odpojeni od se vaze na DNA a brani
operatoru navazani RNA-polymerasy
Transkripce muze zacit Transkripce neprobiha
Induktory: malé¢ molekuly Korepresory: malé molekuly
Zivin nebo jejich metabolity Zivin nebo jejich metabolity
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Priklad indukce

Enzymy pro metabolismus glukosy glykolyzou jsou u E.coli
produkovany konstitutivné

Je-11 pfidana laktosa, bunky se adaptuji a zaCnou produkovat
dalsi enzymy kdédované lac operonem

Jako induktor slouzi allolaktosa (isomer laktosy, vznikajici
spontann¢), vaze se k represoru a inaktivuje jej.

RNA polymerasa se miiZze vazat k promotoru a prepisuje
strukturni geny v lac operonu a produkuje polycistronickou
RNA, ktera koduje ti1 dalsi enzymy (-galaktosidasu, permeasu
a transacetylasu)

* D& probiha, pokud je v bunice nedostatek glukosy (viz obr.68)
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Priklad koreprese

Geny pro enzymy syntézy tryptofanu (celkem 5
enzymil) jsou soustiedény v trp operonu

Tryptofan je korepresorem, vaze se k inaktivnimu
represoru, méni jeho konformaci.

Komplex tryptofan-represor inhibuje transkripci
operonu.
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Regulacni proteiny se vazou k promotoru a stimuluyi
navazani RNA-polymerasy

regulacCni protein je aktivovan na zaklad¢
pritomnosti/neptitomnosti molekuly zZiviny (nebo jejiho
metabolitu) v bunce
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Priklad pozitivni kontroly

Transkripce lac operonu muze byt indukovana allolaktosou
(obr.65) pouze v nepfitomnosti glukosy

Pokles hladiny glukosy v buiice vyvola zvyseni hladiny cAMP
(neni znamo proc)

cAMP se vaze ke svému receptoru v bunce (cAMP-receptor
CRP)

CAMP-CRP komplex se vaze do regulacni oblasti lac operonu,
stimuluje vazbu RNA polymerasy k promotoru a transkripci
genu pro metabolismus laktosy

— bunka metabolizuje laktosu, pouze pokud nema k

dispozici glukosu 154



PredCasna terminace zménou sekundarni struktury
MRNA

Soucasti operonu je sekvence zvana atenuator
(zpomalovac)

Soucasné s transkripci probiha 1 translace

Rychlost translace ovliviiuje tvorbu smycek na
MRNA
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Atenuace transkripce — trp operon E.coli

5’ [ — | T

mRNA 1 5 3 4

Nizka konc.Trp Sekvence 1
obsahuje kodony
2 3 pro Trp
[]
Ribosom je 1 4
zpomalen
Vysoka konc.tﬁ S
1 2

Rychle se pohybujici

) 156
ribosom



« mRNA je pfepisovana a soucasné ribosomy zacinaji syntetizovat protein.
* RNA polymerasa je nasledovana pohybujicim se ribosomem
* Blizko 5konce transkriptu je fada kodont pro trp.

 Na pocatku je koncentrace trp vysoka, je vysoka 1 koncentrace trp-tRNA
a probiha rychla translace (ribosom se pohybuje rychle).

* Rychly pohyb ribosomu vytvoii v mRNA smycku, ktera slouZzi jako
terminacni signal pro RNA polymerasy a transkripce kon¢i.

« Jsou-li koncentrace trp nizke, hladiny trp-tRNA jsou nizkée, ribosom se
zpomali, RNA polymerasa muze dokoncit transkripci operonu

Uroveti transkripce je nastavena podle hladiny trp v butice
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Zakladni rysy genové exprese u eukaryontu (rozdily od
prokaryonti):

* DNA je organizovana v nukleosomech
e gen se pii expresi dostava do aktivni formy
* nejsou pritomny operony

 geny kodujici metabolicky sprazene déje (drahy) lezi na
ruznych chromozomech

* kazdy gen ma svuj vlastni promotor

e transkripce a translace jsou oddéleny
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Urovné regulace genové exprese u eukaryontu

*A) ovlivnéni na irovni DNA a chromozomu
*B) ovlivnéni transkripce
C) Uprava transkripti

*D) ovlivnéni iniciace translace
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V bunkach diferencovanych tkani se projevuji jen ty geny,
kter¢ v dan¢ bunce maji néjakou ulohu

Kondenzovany (heterochromatin )
— geny jsou neaktivni

Chromatin v

jadre:
Difuzni (euchromatin)- geny
produkuji mRNA

Béhem vyvoje dochazi ke zménam v aktivité genu,
chromatin prechazi z kondenzované formy do difuzni a
naopak.
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» remodelace chromatinu
» methylace DNA

» preskupeni genové DNA
» genova amplifikace

» delece genu
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- zmeéna stavu chromatinu, ktera vede k aktivaci
transkripce

— uvolnéni nukleosomu z chromatinu

Mechanismy remodelace:

* Rozvinuti ur€it¢ho useku DNA z nukleosomu s vyuzitim
Stépeni ATP

» Kovalentni modifikace histonovych koncii acetylaci

(acetylace € -aminoskupiny v postrannim fetézce lysinu na
N-koncich histont H2A ,H2B,H3 a H4).
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Methylace cytosinovych zbytki v DNA — 5-
methylcytosin

Probiha Casto v oblastech bohatych na GC-sekvence v
blizkosti promotorovée oblasti genu (postsynteticka
modifikace DNA — enzym methylasa)

Geny, které jsou methylovany jsou ¢asto méné snadno
transkribovany

Pt.: geny pro globin jsou methylovany v neerythroidnich
bunikach (syntéza hemoglobinu zde neprobihd), v
erytroblastech a retikulocytech (prekursory erytrocyti)
tyto geny methylovany nejsou
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Segmenty DNA se mohou v rdmci genomu pieskupovat
a asociovat s jinymi geny

Pt.: Pfeskupeni genu v bunikach produkujicich protilatky
(imunoglobuliny)

(viz Imunologie)
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Pt1 genoveé amplifikaci urcita oblast chromosomu podi¢ha
opakovanym cyklum DNA replikace

Nové syntetizovand DNA je vystifiZzena a tvori malé, nestabilni
chromosomy (double minutes)

Ty se integruji do jinych chromosomu a prislusny gen je tak
amplifikovan

Normalné¢ je amplifikace vyvolana chybami pfi DNA replikaci a
bunéénem déleni - za urcitych okolnosti mohou byt v genomu
zakodovany
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Z.akladni regulace transkripce (spole¢na vSem
genum)

Regulace slozkami ,,bazalniho transkripéniho komplexu‘ (RNA
polymerasa vazici se k TATA boxu, TATA vaZzici se proteiny a
dalsi ,,bazalni‘ transkrip¢ni faktory vazici se s RNA-polymerasou
nebo v oblasti promotoru)

Geny regulované pouze timto zpiisobem :

Specifické ovlivnéni genové exprese:

Prostifednictvim regulacni sekvence v DNA a

specifickych transkripénich faktoru.
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Promotor u eukaryontu

Eukaryote promoter Transcribed sequence
Transcription
| Open reading frame
5 I I cy
t 1 t ot A Stop
a0 -7h -30 +1

7 LN

5 3
+1

Animal Genetics - Gene exoression. [online]. [cit. 2014-08-15]. Dostupné z:
http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/stranka.php?kod=307

Vazba bazalnich transkrip¢nich faktort
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Terminologie

Starsi terminologie :

Enhancery — regulacni sekvence v DNA, které vazou transaktivatory
Transaktivatory vazou koaktivatory

Silencery — regula¢ni sekvence, které vazou korepresor

Hormony se vazou k intracelularnimu receptoru a ten se vaze k hormon-
response elementu

Tyto terminy jsou stale uzivany. Jsou postupné nahrazovany terminy:
regulacni sekvence v DNA (enhancer, silencer, hormon response element)
specificke transkripcni faktory (odliSné od bazalnich transkripénich faktort)
mediatorove proteiny (koaktivatory)
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Regulacni sekvence -. HRE
genu A

Specificke

transkripcni faktory

enhancer

.... Mediatorove
proteiny

RNA-polymerasa

Bazalni

transkripcni
‘ TATA . faktory

HR — receptor hormonu

HRE — hormon responsible element promotor 169
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Regulacni oblasti na DNA jsou tvofeny oblasti promotoru a dalSich
regula¢nich sekvenci.

V oblasti promotoru se vazou bazalni transkrip¢ni faktory.

Bazalni transkrip¢ni komplex — obsahuje RNA polymerasu a
bazalni transkripCni faktory.

Specifické transkrip€ni faktory - proteiny, kter¢ se vazou v
regulacnich sekvencich mimo promotor, ¢asto velmi vzdalenych.

Pusobi jako aktivatory nebo represory transkripce prisluSného genu.

Specifické transkripCni faktory interaguji s mediatorovynmi proteiny
(koaktivatory, korepresory), které jsou v kontaktu s bazalnimi
transkripénimi faktory.
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*Receptory téchto hormoniti jsou specifickymi transkripénimi
faktory. VaZzou se s navazanym hormonem v regulacni oblasti
DNA (tato oblast se nazyva hormon response element HRE)

*Receptor s hormonem navazany na DNA reaguje rovnéz s
koaktivatorem (medidtorovy protein), ktery je v kontaktu s
bazalnim transkripénim komplexem. Tim se vypina nebo
zapina proces transkripce
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*Rodina vzdalen¢ ptfibuznych regulacnich proteinii
odpovédnych za modulaci genové exprese

*Hlavni skupinou jsou steroidni-thyreoidni receptory
*Androstanovy receptor AR

*Estrogenovy receptor ER

*Progesteronovy receptor PR

*Glukokortikoidni receptor GR
*Mineralokortikoidni receptor MR
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Pt.1:
Glukokortikoidovy receptor (GR)
GR se nachazi v cytoplazmé

Po navazani kortisolu se zméni jeho konformace a na
povrchu se vystavi signal pro smérovani do jadra (adresa)

Receptor s hormonem se presouva (translokuje) do jadra, kde

se vaze na glukokortikoid-HRE v regula¢ni oblasti dan¢ho
genu (GRE)

Transaktivaéni doména receptoru se vaze k mediatorovym
proteinum a tim vyvola aktivaci transkripce prislusnych gent
(a mhibici transkripce gent jinych).
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“RNA poly
/ komplex
/

Posttranskripéni a negenomové t¢inky glukokortikoidi: Remedia. [online]. [cit. 2014-08-15]. Dostupné z: http://www.remedia.cz/Okruhy- 174
temat/Farmakologie/Posttranskripcni-a-negenomove-ucinky-glukokortikoidu/8-10-Qo.magarticle.aspx
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GR je exprimovan prakticky ve vSech tkanich
Spektrum gent fizenych GR je velmi Siroké
Ne¢ktere jsou regulovany positivné, jin¢€ negativné

Transkripcni aktivita GR zavisi také na koaktivatorech a muze
byt t€z ovlivnéna fosforylaci kinazami

Degradace receptoru ubiquitin/proteasomem — jeji rychlost
rovnéZ ovliviuje transkripcni aktivitu
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Pt.2

Receptor thyroidnich hormonu tvofi dimer s receptorem
retinoidnim (RXR)

Vazou se k thyroidnimu HRE a ke korepresou
Tim je inhibovana exprese prisluSného genu

Po navazani thyroidniho hormonu vyvolaji konformac¢ni zmény
HRE a korepresoru iniciaci transkripce
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Pt.3

Retinoidni receptor RXR (vaze cis-retinovou kyselinu) tvori
dimer s neyméné 8 dalSimi jadernymi receptory

Kazdy z dimerti ma jinou vazebnou specifitu k DNA

RXR se tak podili na regulaci exprese fady genu
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U specifickych transkripcnich faktort bylo identifikovano nékolik
strukturnich motivii: helix-smycka-helix, helix-otocka-helix, zinkovy
prst, leucinovy zip.

Uveden¢ strukturni motivy zprostredkuji specifickou vazbu proteinu k
DNA.

Za kontakt je odpovédna pouze mala ¢ast molekuly (obvykle a-helix),
Casto se jedna o dvé blizka mista v molekule, zbytek molekuly zajist'uje
spravnou informaci.

Kontakt obvykle probiha v oblasti tzv. major groove ve struktuie DNA.

Princip interakce : .,.....regulacni protein se vaze, kdyz je instruovan, ze
se ma vazat ...... .
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Pr.: Zinkovy prst (zinc finger)

AVAUAN
D] (e
1 _

Oblast slouzici k vnoieni do
dvousroubovice DNA
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Wikipedia: Zinc finger. [online]. [cit. 2014-08-15]. Dostupné z: http://en.wikipedia.org/wiki/Zinc_finger
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Nachazi se v DNA vazebnych doménach receptort pro
steroidni hormony.

Zn?* je chelatovan ve 4 pozicich bud’ histidinem nebo
cysteinem

Zn%* udrzuje terciarni strukturu domény

NRS (nucleotide recognition signal) - a.-helix obsahujici
sekvenci aminokyselin, ktera slouzi k rozpoznani
specifické sekvence v major groove DNA
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Down(up)-regulace tvorby

Modulace pusobeni vazbou stimulacnich a
inhibi¢nich ligandi

Vzajemna kooperace transkripcnich faktoru

Fosforylace/ defosforylace transkripcnich faktoru
fizena rustovymi faktory, cytokiny, peptidovymi
hormony atd.
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Alternativni sestrih

Alternativni sestfih a variace mista polyadenylace na
3’konci zpusobuje, ze jediny gen miize produkovat
ruzn¢ proteiny (viz predchozi prednaska)

Editace RNA

V nékterych pripadech miize byt RNA po transkripci
editovana.

Primarni transkript (hnRNA) je shodny, po transkripci
dojde k zaméné bazi nebo piidani (odstranéni)
nukleotidu
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Editace RNA

Syntéza apoB v hepatocytech a enterocytech

CAA Gen apoB
transkript
hepatocyt / \ enterocyt
MRNA —UAA—
Stop!
translace

Jaterni apoB -4563 AK Intestinalni apoB — 2152 AK
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Komentar k predchozimu obrazku:
Gen apoB produkuje v jatrech protein obsahujici 4563 AK

Tentyz gen v enterocytech produkuje apoB obsahujici jen
2152 AK

Konverze C(cytosin) na U (uracil) deaminaci v RNA
transkriptu generuje stop-kodon v intestinalni mRNA. Tak
protein produkovany v enterocytu ma pouze 48 % délky
proteinu hepatalniho
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. . . 2

(EIFs)

Pt. Syntéza globinu v retikulocytech

Faktor EIF2 je aktivni ve fosforylovan¢ formé, neaktivni v
defosforylované form¢.

Pritomnost hemu zabranuje fosforylaci EIF2.

— pokud je v bunice pritomen hem, EIF2 je nefosforylovan,
je aktivni a syntéza globinu probiha.

Neni-l1 v bunice hem, EIF2 je neaktivni, syntéza globinu

neprobiha
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