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Pro¢ regulovat expresi genu?

produkty vSech gent genomu nejsou v kazdem okamziku zivota
bunky nezbytné

proménlivost prostredi

proménlivost bunky béhem bunééného cyklu

energeticka naro¢nost procesu genoveé exprese



Konstitutivni genova exprese

= stabilni (prubéznd) exprese gendu, které koduji slozky bunék nutné pro
udrzovani zakladnich - provoznich - funkci ("*housekeeping functions")

= provozni geny koduji napf. rRNA, tRNA, ribozomoveé proteiny,
RNA-polymerazy, strukturni proteiny, proteiny zapojené do sestfihu
a proteosyntezy, atd.

= konstitutivni geny se exprimuji ve vétsiné bunék




Inducibilni a represibilni
genova exprese

se zvySuje nebo snizuje podle potieby

tyka se (inducibilnich/represibilnich ) genu, jejichz produkty
jsou potrebné pouze za urcitych podminek

syntéza téchto genu je pod kontrolou specialnich regulaénich
systému

konstitutivni exprese téchto gend by znamenala zbyte¢nou
energetickou zatéz bunky (evoluéni vyhoda)



Pozitivni a negativni
regulace genoveé exprese

" pozitivni : gen se exprimuje jen za pfitomnosti aktivatoru, obvykle
transkripéniho faktoru, ktery napomaha RNA-polymeraze ve vazbé na
promotor — aktivita aktivatoru zavisi na pfijeti signalu

= Negativni : gen se exprimuje jen za nepfitomnosti represoru — pokud je
represor pfitomen, vaze se na operator a znemozni expresi daného
genu - uvolnéni represoru zavisi na pfijeti signalu

= pozitivni i negativni regulace je tak zavisla na malé molekule —
induktoru, ktery se vaze k regulacnimu proteinu

= signald ovliviujicich expresi ur€itého genu muze byt vétsSi pocet



Pozitivni a negativni regulace

genove exprese

pozitivni: _ signal méni konformaci
inaktivniho regulatoru do aktivniho stavu,
ktery tak ziska schopnost vazby do
regulaéni oblasti genu, coz usnadni funkci
RNA-polymeréaze

neqgativni: regulator blokuje promotor
dokud nedojde vazbou signalu ke zméné
jeho konformace — ¢imz se uvolni z DNA
a usnadni tak funkci RNA-polymeraze

aktivatory: proteiny, které posiluji expresi
z urcitych promotoru

represory: proteiny, které tlumi expresi
z ur€itych promotoru
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Ekonomicnost
versus rychlost

= 7z hlediska ekonomic¢nosti je vyhodna
regulace na darovni transkripce

= 7 hlediska zajisténi rychlosti je
vyhodné zajistit produkci proteinu

v inaktivni formé a moznosti jeho
rychlého pfevedeni do aktivniho stavu
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Regulacni urovne

= heterochromatizace/euchromatizace

= transkripce vedouci ke vzniku primarniho transkriptu

= Upravy primarniho transkriptu vedouci ke vzniku zralé mRNA
= stabilita mMRNA, jeji nachylnost/odolnost k degradaci

= translace mMRNA vedouci k vzniku polypeptidovych fetézcu

= Upravy a sestavovani polypeptidovych fetézcu

= regulace aktivity proteinu

= regulace degradace proteinu

= regulace translokace proteinu
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Typy

heterochromatinu
Active gene Heteroclhromatm
konstitutivni ?)t ]g) ]DMDQDbE \
= vzdy kondenzovany T—Vaete;homt SN

= |okalizace v blizkosti centromery
a na koncich chromozomu

= nhepristupny genove expresi

Descendants
lack gene
function

fakultativni
= prevoditely na euchromatin

modifikacemi histonu (acetylace, fosforylace ADP-ribozylace,
ubikvitinace) a tim zpfistupnén genové expresi

= hranici mezi heterochromatinem a euchromatinem muze ovlivnit
napf. chromozomova translokace



Regulace u jednobunecnych a
mnohobunéénych organismu

= U jednobun éénych : reakce na zmény okoli (teplota, osmoticky tlak,
dostupnost zivin, atd.)

= U mnohobun écénych : reakce na zmény okoli + komunikace mezi
bufikami téhoz organismu + vyvojoveé procesy v ramci organismu
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Regulacni mechanismy
u prokaryot

= fidi genovou expresi v reakci na zmény okoli

= poskytuji metabolismu plasticitu: dosazeni maximalniho rustu
a reprodukce za nejruznéjSich podminek

= predprogramované okruhy nebo kaskady genové exprese

= podnét ovlivni expresi urciteho genu, jehoz produkt ovlivni expresi
sady dalSich gend, jejich produkty zase dalsi, atd.
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Trans- a cis-regulacni
elementy

= trans-aktivacni molekuly (obvykle proteiny)

= jsou schopny opustit misto své syntézy a volné se pohybovat,
aby si nasly svou cilovou molekulu

= cis-aktivacni elementy (obvykle sekvence DNA)

= funguji vyluéné jako sekvence, které neopoustéji molekulu,
jejiz jsou soucasti (napf. promotory, terminatory)

" genova exprese je fizena specifickymi interakcemi
trans-aktivacnich molekul s cis-aktivacnimi sekvencemi
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Regulatorove a strukturni

geny

= strukturni gen koduje jakykoliv protein bez regulaéni funkce

= regulatorovy gen kdduje takovy protein (nebo RNA),
ktery se zapojuje do procesu regulace genoveé exprese

LAY

Regulator gene

Regulator protein Target site  Structural gene

Regulatorovy protein muze genovou
expresi zapnout nebo vypnout
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Regulace transkripce u prokaryot:
alternativni sigma faktory

sigma faktor umoznuje RNA-polymeraze specifickou vazbu na promotor

nékolik skupin gent ma promotory bez typickych sekvenci -35 a -10:
rozeznavany alternativnimi sigma faktory

kazdy alternativni sigma faktor zajiStuje expresi celych skupin genu
(50 a vice), jejichz produkty jsou zapotrebi za urcitych podminek
(napf. stacionarni faze rustu, nedostatek dusiku, atd.)

IR RN Alternative Sigma Factors of Escherichia coli

Sigma factor Name CONSENSUS SEQUENCE
-35 Spacing -10

Housekeeping 670 RpoD TTGACA 16-18 TATAAT
Stationary phase c38 RpoS CCGGCG 16-18 CTATACT
Nitrogen control c54 RpoN TIGGNA 6 TIGCA
Flagellar motion 028 FliA CTAAA 15 GCCGATAA
Heat shock 032 RpoH CTTGAA 13-15 CCCCAINT
Extracytoplasmic 624 RpoE GAACTT 16 TCTGAT

heat shock

(N = any base; Y = any pyrimidine; R = any purine) 14



Alternativni sigma faktory
se uplatnuji pri sporulaci

= spory se tvofFi asymetrickym
délenim matefské burnky za
nepfiznivych podminek

= primitivni forma diferenciace
prokaryotickych bunék

= tvorba spor je fizena Ctyrmi
alternativnimi sigma faktory

" mezi geny rozeznavanymi
jednim sigma faktorem jsou i geny
kodujici jiné sigma faktory

Coupe de spore de B. cereus par
microscopie électronique (C. Faille)
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& Anti-sigma

= proteiny, které vazou sigma
faktory a tim je inhibuji: ztrati
schopnost vazby na

RNA- polymerazu

= anti-anti sigma faktory se
podileji na regulacni kaskadé

8o together in spore

¢ F is inactive when
bound to Spoll AB

o Fis released

Phosphate
removed

SpollAA
binds
SpollAB

INACTIVE




Negativni kontrola

= v blizkosti promotoru je dalSi
,Cis-element” - operator

= gperator je misto vazby pro
represor

= vazba represoru na operator
brani RNA-polymeraze
iniciovat transkripci

= exprese genu vypnuta

= bézné u bakterii

cis-acting operator/promoter precedes structural gene(s)

Promoter operator Structural gene(s)
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Gene is turned off when repressor binds to operator
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Pozitivni kontrola

" pro iniciaci transkripce je nutny GENE OFF BY DEFAULT
Start point

transkripéni faktor, ktery asistuje —p Gene
RNA-polymeraze Promoter

= bez pozitivniho signalu je gen GENE TURNED ON BY ACTIVATORS
inaktivni, RNA—ponmeréza Factors interact with RNA polymerase
nemuze iniciovat transkripci
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= bézna u bakterii i eukaryot
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Regulace zmeéenou
koncentrace substratu

= bakterie reaguji rychle na zmény sveho okoli

= zmény v dostupnosti kliCovych zivin mohou nastat kdykoliv,
rychlé prepnuti metabolismu je podminkou pfeziti

= produkce nepotfebného enzymu je zbytecna zatéz

= bakterie netvori enzymy pro zpracovani substratu, pokud tento
neni k dispozici, ale jsou pfipraveny jejich produkci nastartovat,
pokud se substrat objevi

19



Vyuziti ruznych zdroju
energie u bakterii

CH,OH CH,OH CH,OH CH,OH
H O H HO O H H O H
H H H
OH H OH H OH H
OH H OH HO OH
H OH H OH H OH
GALACTOSE B(1,4) GLUCOSE D - GALACTOSE D - GLUCOSE

= LACTOSE

vyuzitelné jsou razné cukry, E. coli preferuje glukézu

za pritomnosti laktézy a nep Fitomnosti glukdzy buniky E. coli:

zahaji syntézu dvou enzymdu: B-galaktozidazy a B-galaktozidpermeazy
B-galaktozidpermeaza zajisti transport laktozy do bunky
B-galaktozidaza laktozu Stépi na glukézu a galaktozu

= za nepfitomnosti laktozy v okoli, buriky E. coli tyto enzymy nesyntetizuji

20



Indukce genu
pro vyuziti laktozy

Induction of enzyme synthesis

Activity of
enzymes
involved in
lactose
utilization
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exprese obou genu je za nepritomnosti
glukdzy a pritomnosti laktozy indukovana
rychle

proces zapnuti genove exprese latkou
dodanou do prostfedi, ve kterém bunka roste,
se nazyva indukce

geny, jejichz exprese je takto regulovana, se
nazyvaji inducibilni

indukce nastava na urovni transkripce a méni
pocet molekul pfislusnych proteinu (nikoliv
aktivitu proteinu jiz existujicich)

typickymi inducibilnimi enzymy  jsou enzymy
zapojené do katabolickych (rozkladnych)

drah
21



Operon

= U prokaryot jsou geny s pfibuznou funkci ¢asto umistény za sebou
a jsou regulovany spole¢né — tvofi operony

= operon : soubor genu, které jsou spolecné prepisovany do jediné
molekuly mRNA (polycistronové mRNA) a podléhaji kontrole
jedinym regulatorem

= geny v operonu spolu funkéné souviseji: napf. koduji enzymy,
které se uc€astni stejné biochemicke drahy

= U eukaryot se kazdy gen prepisuje samostatné

DA,

- lac Operon -
| - Regulatory sequences - | +— Stuctural genes ———=
[ | ; S I T | |
| ; P I l | |
f [ I z ¥ a
f { Operator (o) Il' [ I'=.
Promoter for Regulatory gene  Promoter for Structural 'mne Structural gene Structural gens
regulatory gena (1) codes for structural genes (p_ |  for f-galactosidase  for f-galactoside  for B-galactosids

() PeraEsor o bein paTrSass transacetylasa




Transkripce operonu:
polycistronova mRNA

Start of Terminator

| > transcription

T

Protein  Protein Protein  Protein
A B C D




Operony - historie

objevitelé operonu: Francois Jacob a Jacques Monod (1961)

Nobelova cena za medicinu v roce 1965 (s André Lwoffem)
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Laktozovy (/ac) operon

= {fi strukturni geny: lacZ, lacY a lacA + regulacni oblast proti sméru

transkripce

= lacZ koduje 3-galaktozidazu
(rozklad laktozy)

= lacY koduje 3-galaktozidpermeazu

(membranovy protein, zajistujici
transport laktézy do buriky)

= |lacA koduje 3-galaktozidacetylazu

(pfenos acetylové skupiny z
acetylkoenzymu A na laktozu)

= lacl koduje represor lac operénu
(pfepisuje se v opacném smeru)

Structural

TRANSLATION

PROTEINS

TRANSCRIPTION

lac Z

lacY

Terminator

lac A
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Lac operon

= 3-galaktozidaza je potreba jen za pfitomnosti laktozy a nedostatku

glukozy

= v opaCném pfipadée je transkripce

lac operonu utlumena Lac represorem

= kdyz se objevi laktdza, postacuje

I malé mnozstvi rozkladnych enzymu
K jejimu rozstépeni na glukézu

a galaktozu

H OH

0
CH,OH

(1) Formation
of lac
inducer

—

HO

H

CH,0H

OH

H

O\ ro-cu,
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OH Allolactose

+ H,0 B-galactosidase

OH

H

CH,OH

CH,OH

Lactose

(2) Catabolism
of lactose

H

HO OH H

O, oH HO
H

H H

OH

H OH
Glucose

H

O, oH

W u

OH

Galactose

= glukdza a galaktdza se spojuji za vzniku alolaktozy, ktera inaktivuje

Lac represor (induktor lac operonu)
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Operator:
vazebné misto pro represor

= vazebné misto pro represor Lacl v promotoru lac operénu

= za nepritomnosti induktoru se Lacl vaze na operator a blokuje vazbu
RNA-polymerazy na promotor

= za pfitomnosti laktdzy (vlastnim induktorem je izomer laktozy —
alolaktdza) dojde k uvolnéni represoru (zména konformace, ztrata

schopnosti vazby na DNA)

Inactive

Operator site
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RNA polymerase blocked from

] R sor bound
transcribing lac operon epressor boun

to operator

DNA Py lacl gene lacZ gene lacY gene lacA gene N
l B
M=—————§¥%

lacl-mRNA l

(a) Lactose absent, repressor bound to operator, operon repressed.
In the absence of lactose, the repressor remains bound to the
operator, and RNA polymerase is therefore prevented from moving
down the lac operon and transcribing its genes.

Active form
of repressor

RNA polymerase RNA polymerase
bound to promoter transcribing the operon
| »’_ e \/_
DNA P, lacl gene [ Bl ¢ lacZ gene | lacY gene |[lacA gene

l

S’ I - 57

lacl-mRNA l lac-mRNA 1 l l

Lactose

Inactive form

of repressor

Galactoside Trans-

B-galactosidase
permease acetylase

(b) Lactose present, repressor not bound to operator, operon derepressed.
In the presence of lactose, the repressor is converted to its inactive form, which
does not bind to the operator. RNA polymerase can therefore move past the
operator and transcribe the lacZ, lacY, and lacA genes into a single mRNA.

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.



Katabolicka represe

= jiny mechanismus kontroly lac operénu, zprostfedkovan cAMP
a pozitivnim regulaénim proteinem CRP (,cAMP-receptor protein®),
nékdy rovnéz zvanym CAP (,catabolite-activator protein®)

= cAMPse vaze na CRP/CAP, ¢imz se méni jeho konformace do podoby
umoznujici pevnou vazbu na DNA v misté promotoru a diky interakci
s RNA-polymerazou aktivuje transkripci lac operénu

= glukdza je lepSi zdroj energie nez laktoza, proto za soucasné
pritomnosti laktozy a glukozy se inaktivuje adenylatcyklaza

a snizuje se produkce cAMP NH; NH;
N S N RS
2 2 9 ¢TI (T )
,O—I‘T—O—T—O_Fl’_o o N N AC O—W\I N
o) O 0" -
OH OH Q Q 0=p—0  OH
"0—R—0—H—OH o
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Katabolicka represe

= lac promotor obsahuje kromé operatoru také vazebné misto pro CAP/CRP
= vazbou CAP/CRP na promotor se aktivuje transkripce lac operonu

= glukoza brani indukci lac operonu inaktivaci adenylatcyklazy: bez cAMP
se CRP/CAP inaktivuje, €¢imz se redukuje transkripce lac operonu

= tim je zajisténo prednostni vyuziti glukdzy misto méné ucinnych
energetickych zdroju

Glucose
R
(o
Reduced cAMP
Promoter
A 1
CAP/cAMP RNA. pollym(?rase Operator l
Ig/e\ne bindiRg site bmdn/r\lg site A 1 Zgene g!s
| T I I —r =
WW Active CRP Inactive CRP

-100 -90 -80 -70 -50 -40 -30 -20 -10 +1 +10 +20 +30 +40 l

No transcription




Katabolicka represe

CAP se na promotor vaze pouze za pfitomnosti CAMP

hladina cAMP je pod kontrolou glukézy (glukdza brani aktivaci
adenylatcyklazy, tj. enzymu, ktery katalyzuje tvorbu cAMP)
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Operon trp

je negativné regulovan hladinou svého produktu, tj. aminokyseliny
tryptofanu (pfidani trp do rlstového média zastavi jeho biosyntézu)

tryptofan aktivuje represor trpR
represor trp se vaze na nékolik operatoru

nejdulezitéjSi je operator trpEDCBA fidici tvorbu enzymu, kterymi se
syntetizuje tryptofan

mechanismus represe je ve vsech pfipadech zalozen na zabranéni
iniciace transkripce operonu
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Operon trp

= trp represor se syntetizuje
Vv inaktivni formeé

= PFi represi se uplatni tryptofan:
dvé molekuly tryptofanu se vazou
k dimeru trp represoru a zmeéni
jeho konformaci do stavu, kdy je
schopen aktivni vazby na operator

= Vvazba represoru znemozni vazbu
RNA-polymerazy k promotoru a
Iniciaci transkripce

promoter o;lxerator

{roR

'

Repressor
mRMNA

&

Inactive repressor

e

mRMNA transcribed
from operon and
translated into
proteins fortryptophan
synthesis

Repressor
mEMNA
3 e ;f_-',\'

Active repressor

When tryptophan (f) is
present, it binds to the
repressor, activating it so that
it can bind to the operator.
This turns the operon off.

33



Take home message

lac operdn E. coli je regulaéni systém obsahuijici tfi strukturni geny,
které se ucinné prepisuji pouze za pfitomnosti laktozy a
nepfitomnosti glukézy

za nepritomnosti laktdzy se Lac represor vaze na lac operator a
brani RNA-polymeraze v iniciaci transkripce operonu

trp operdn vyuziva represoru pro zastaveni transkripce genu pro
biosyntézu tryptofanu
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Dvouslozkove regulacni
systemy

regulaci aktivity enzymu nebo transkripénich faktort ¢asto zajistuji
signalni molekuly nebo chemické skupiny (fosfat, metyl, acetyl,
AMP, atd.)

dvouslozkové systemy vyuzivaji pfipojeni fosfatu :

- prvni slozkou je regula éni protein se schopnosti vazby k DNA
pouze ve fosforylovaném stavu

- druhou slozkou je transmembranova kinaza , ktera podle zmén
okoli pfechazi do aktivniho stavu, fosforyluje napred sebe samu,
nasledné i regulac¢ni protein
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Dvouslozkovy
system

membranova slozka : kinaza zavisla na podminkach
vnéjSiho okoli

cytoplazmaticka slozka : regulacni protein zavisly na
fosforylaci

36



Regulace
transkripce u eukaryot

N = VD &d

vysoky pocet genu, které jsou ruzné exprimovany v ruznych tkanich
chromatin

kompartmentalizace bunky (DNA v jadre, regulatory tvorené v
cytoplazme)
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Viastnosti transkripcnich
faktoru

cilené ovliviiuji expresi genu

reaguji na specifické signaly

jsou schopny prechodu z cytoplazmy do jadra
rozeznavaji a vazou specifické sekvence DNA
zprostfedkovavaji kontakt s transkripénim aparatem

maji doménovou strukturu: jedna zajistuje vazbu na DNA, druha
interaguje s transkripénim aparatem (napf. protein GAL4 kvasinek)

A) Binding & transcription

= _f':é:t:mral GAL4 p‘roteiﬁ; |
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Dvouhybridni system

metoda analyzy meziproteinovych interakci

vyuziva umélého spojeni testovanych
transkripcniho aktivatoru GAL4
GAL4 ma modularni strukturu:

doménu pro vazbu na DNA (DBD)
a aktivacni domeénu (AD)

interakce obou domén vede k aktivaci
transkripce reportéroveho genu
(kovalentni propojeni domén neni
nutné)

proteind s oddélenymi doménami

A. Normal regulation of gene expression
Activation

GAL4 transcription factor

— General transcription
& factors

OGBAPDIBPUPOIRY
B-galactosidase
coding sequence

I AIO ATN AT T
PP

Bait protein
fused to i
DNA-binding

Library of potential
prey proteins fused

to the activation
domain ; domain
DO : b A . A
RGN \.‘.K.GA i WWWWWM'N]}@W'&‘

UAS f prey binds the bait,

B-galactosidase
mRNA is made
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Dvouhybridni
systém - princip

Mo interaction

Reporter gane

Testovani interakce proteinu 1 s proteinem 2

Positive interaction

GAL4-binding site Reporter gene

Increased transcription
-

= doména pro vazbu na DNA (DBD) transkripcniho
faktoru GAL4 se spoji s proteinem 1

= aktivaéni domena (AD) transkripcniho faktoru
GAL4 se spoji s proteinem 2

= oba fuzovane geny se exprimuji v kvasinkovych
burikdch obsahujicich prislusny reportérsky gen
stabilné za¢lenény do genomu

= interakce testovanych proteinl se projevi aktivaci
reporterského genu

The players

rotein1 Protein2 (
used to fusedto -
DNA-binding domain activation domain

_ The reporting system

Protein-binding site

AAAIIANININIAL

CAT or other reporter product
 Noninteracting proteins: no expression
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Negativni regulace
interakci s inhibitorem

transkripcni faktor MyoD

indukuje expresi genu potfebnych pro
svalove buriky

obsahuje doménu Sroubovice-smycka-
Sroubovice (HLH) pro dimerizaci a
doménu pro vazbu na DNA

funguje jako heterodimer slozeny z
tkanoveé specifického proteinu HLH
(MyoD) a obecného proteinu HLH
(proteinu E )

heterodimerizace s inhibitorem
postradajicim DNA-vazebnou doménu
(Id) blokuje vazbu komplexu na DNA
(inhibice svalové diferenciace)

i)

No DNA
binding
domain

41



Pristupnost DNA v chromatinu

R /;"I P
}f / f; f{;ﬁfi’ Vo4 fa;pi x}ij e
I SIS o

>,

= husté slozena DNA v chromatinu zabranuje
RNA-polymeraze v pfistupu k promotoru

= acetylace histonu ovliviiuje kompaktnost

chromatinu: neacetylované histony tvori velmi

kondenzovany chromatin, acetylované histony
méné kondenzovany chromatin

= strupen acetylace urCuji enzymy:
histonacetlytransferazy (HAT) a histonové
deacetylazy (HDAC)




Regulatory meni acetylaci
histonu

koaktivatory transkripce maji aktivitu HAT napf. proteiny CBP/p300
korepresory transkripce maji aktivitu HDAC

koaktivatory a korepresory se nevazou na DNA pfimo,
ale interaguji s transkripénimi faktory

A) ACETYLATION B) DE-ACETYLATION




Komplexy remodelujici
chromatin

doplriuji zmény nukleozomdu plynouci z acetylace histonu

posunuji nukleozomy po molekule DNA a obnazuiji jeji sekvence
pro transkripci

méni usporadani histonu do volnéjSi podoby, kterd DNA zpfistupnuje

A) SLIDING B) REMODELING

Promoter inaccessible

Promoter exposed Remodeled and More DNA
merged nucleosomes is accessible

¥
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Aktivace transkripce
eukaryotickeho genu

vazba transkripéniho faktoru k DNA
vazba HAT k transkripnimu faktoru
HAT acetyluje histony v okoli a uvolhuje vazbu nuklozomu k DNA

komplexy remodelujici chromatin méni usporfadani nukleozomu —
pristupnost DNA je zvySena

vazba dalSich transkrip€nich faktoru
vazba RNA-polymerazy k DNA
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Genovou expresi u eukaryot
oviivhuje i metylace DNA

= Mmetylace cytozinu u vySSich eukaryot: 10-30%

= katalyzovana metyltransferazou

= rozeznavaci sekvence kratké: GC u zivo€icht a GNC u rostlin
= Mmetylace DNA zeslabuje genovou expresi

= provozni geny nemaji ostrovy GC metylované

= metylove skupiny vyénivaji do velkého zlabku DNA a tak brani fadné
vazbé transkripénich faktoru

Methylated DNA

/j] transterases J\)j[cm \j jyj/j/

® Methylation

5~ CDG 3 Unmethylated Aciatpmon

A

transcnpnon




Epigenetické zmény

Inactive state Active state

Histone
deacetylase

Histone

Histone |
methyltransferase \

B e

DNA PAY

'ﬁ ».\ )

— L\ &l g
A k,\\ 1 \ )
methyltransferase <4/




Regulace na urovni translace

vzacna u bakterii, bézna u vysSSich organismu
zalozena na vazbé regulatoru k RNA

regulatorem je obvykle mala molekula RNA, ktera se mize parovat
s komplementarni oblasti cilové mRNA

regulaéni moznosti:
= Fizeni stability mRNA
= preména mMRNA do netranslatovatelné formy
= Fizeni translace regulacnimi proteiny nebo prostismysinou RNA
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Stabilita RNA

MRNA ma kratky poloCas rozpadu,
po splnéni své funkce podleha
rozkladu ribonukledzami

citlivost k RNazam zavisi na
sekundarni strukture

ta muze byt ovlivnéna regulacnimi
signaly, které indukuji vazbu
regulacnich proteint na RNA

Stable

conformation

glg mRNA
' CsrA protein
/ binds
i  weeemw Unstable
glg mRNA P L conformation
L . e ® ® &0 6e glglnRNA

&

is degraded
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Regulace translace

misto pro vazbu ribozomu (RBS)
na mMRNA muze byt skryto
sekundarni strukturou

odStépenim ¢asti mMRNA RNazou
se pristupnost RBS obnovi

coding region \

CLEAVAGE BY
RNase 111

\
coding region \

TRANSLATION




RNA interference
(RNAI)

sekvencné specificky mechanizmus
umlcovani genu vyvolany dvouretézcovou
RNA na posttranskripéni urovni

iInhibicnimi elementy jsou malé molekuly
RNA (miRNA, siRNA ), které vznikaji
Stépenim vétsich molekul pre-miRNA
ribonukledzami Drosha (v jadre) a DICER
(v cytoplazmé)

DICER se spolu s RNA a proteiny Argonaut
stava soucasti multiproteinového komplexu
RISC (RNA-induced silencing complex)

Pre-miRNA

:} Pre-miRNA

Cytoplasmic
processing

miRNA/miRNA* 5’ 3’
Duplex 3’ 5

RISC formation




RNA interference (RNAI)

po upravach zustava s komplexem
RISC spojena ssRNA

ta umozni sekvencéné specifickou
vazbu celého komplexu na cilovou —
komplementarni mRNA

nukleazova aktivita komplexu RISC
tuto mMRNA rozst épi

puvodné ochrana buriky proti virum
bézna v eukaryotickych bunkach
vyuzitelna pro cilenou inaktivaci
genu: vyzkum genovych funkci

dsRNA m'm"'nnnnﬂf“m"“nmﬂf“"mn’ﬂllmm

L Dicer
binds and
. cleaves
5 | dsRNA
] | into
Direct - SIRNA
introduction of
siRNA into a cell
SiRNA MMy SIRNA

The siRNA is unwound
the RNA induced
silencing complex

(RISC) formed

S

AAAAAAAAAAAA

Cleavage of
target mMRNA

w Gl
Wy gy, gty
Ly




Drahy RNAi

nukledza DICER katalyzuje vznik malych molekul RNA (siRNA nebo
MIRNA) o délce 21 — 28 pb z vétSich ds molekul pre-miRNA

SIRNA a miRNA jsou sparovany po celé délce s vyjimkou 3"-koncu,

kde zUstavaji 2 nukleotidy
nesparovany

v cytoplazmé se siRNA

a miIRNA zaclenuji do

komplexda RISC Q—dicer

3 HO,%H 5 dvoufetézoovs
S interferujici RNA

— ribonukleoproteinova
Castice s dvouvlaknovou
interferujici RNA

molekula RNA

velka dvouretézcova

%?\Qf_
@ ik dvouviaknova molekula

£
© Malé interferujici RNA

RNA je rozkrajena na malé,
dvouvlaknové interferujici
RNA dlouhé 21-28 par( bazi.

a proteiny se spojuji do
ribonukleoproteinovych &astic.
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Drahy RNAi

dsRNA je v RISC rozpletena helikdzovou aktivitou a jedno z jejich

vlaken je prednostné odstranéno
zbyvajici fetézec RNA interaguje se specifickymi molekulami mRNA
interakce plyne z parovani obou molekul

. 5
3'HOS

\

5.

— ribonukleoproteinova
Castice s dvouvlaknovou
interferujici RNA

uml&ovaci komplex
. indukovany RNA (RISC)
s jednovlaknovou

w interferujici RNA

mediatorovd RNA

obsahuijici sekvenci
OH 3 komplementarni k

interferujici RNA

RO,
@ Mala interferujici RNA je
v ribonukleoproteinové Castici
rozpletena, aby mohla vytvofit
umli¢ovaci komplex
indukovany RNA (RISC).

B0z
o RISC si vybira za cil sekvenci
v mediatorové RNA, ktera je
komplementarni
k interferujici RNA.
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Drahy RNAi

MRNA se tak nemuze podrobit translaci

MRNA vazana v RISC se bud rozstépi a degraduje nebo zustane

v ds komplexu
jeji translace znemoznéna

F0r _
© nterferujici RNA v RISC

miRNA
siRNA
\1‘ OH

paruje baze se svou cilovou
oblasti v mediatorové RNA.

%@ Pokud je sparovana @ Pokud je sparovana nedokonale,
dokonale, je mRNA je zastavena translace mRNA
rozStépena a syntéza polypeptidi z mRNA

a degradovana. je potlaCena.
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‘_L MIRNA versus siRNA

obé RNA negativné reguluji translaci
MIRNA je endogenni, siRNA je exogenni (napf. virového puvodu)

mMiRNA muze, ale nemusi byt tUpiné komplementarni urCitému
transkriptu, proto jedna miRNA muze blokovat translaci
nékolika/mnoha transkriptu (desitky az stovky)

pfi uplné komplementarité dochazi k RNA interferenci vedouci k
degradaci mRNA

pri neuplné komplementarité k degradaci nedochazi, ale translace
je blokovana
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Objev RNA interference:
Nobelova cena

Andrew Fire a Craig C. Mello ziskali za objasnéni RNA interference
u hlistice Nobelovu cenu za fyziologii a Iékarstvi v roce 2006

57



