Rizeni genové exprese a proteosyntézy u prokaryot

Molekularni podstata bakteridlni regulace genové exprese byla pozndna drive a podrobnéji nez eukaryotickd
regulace, protoze bakteridlni systémy jsou jednodussi a protoze bakterie maji kratky bunécny cyklus, coz genetické
studie podstatné urychluje. U prokaryot pfevazuje regulace na urovni transkripce.

Regulace na urovni transkripce

Regulace o-faktory

Promotor je GUsek DNA, na kterém RNA-polymerasa zacina syntetizovat retézec RNA. Jedna z podjednotek
bakteridlni RNA-polymerasy je o-faktor, bez kterého enzym nerozezna promotor. Rizné typy o-faktorl umoznuji
polymerase urcit rizné promotory. Faktory se oznacuji podle molekulové hmotnosti. Za optimalnich podminek v
bakterii plsobi ’9. PFi tepelném $oku se syntetizuiji jiné bilkoviny, vlivem faktoru o32. Pti infekci fAgem se v bakterii
uplatni o, ktery poméha zahjit transkripci tzv. pozdnich gend. 037 zahajuje transkripci sporula¢nich gend. Nema-li
bakterie v Zivné plidé dostatek dusikatych latek, o©0 zajisti vyuZiti jinych zdrojd.

Jacobiv-Monoduv operonovy model

V r.1961 Francouzi Jacob a Monod zverejnili teorii, vykladajici

mechanismus, jakym bakterie méni spektrum syntezovanych enzymdi v Operonovy model regulace {lac-operon)
zdvislosti na druhu zivnych latek, které ma k dispozici. Tato teorie P s DROMOEE; LA . SLAURIUT gy

regulace transkripce se plné potvrdila. Zakladni regulovanou jednotkou na R . I — —— ——
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K vyuziti laktézy jako zdroje energie bakterie potrebuje enzymy B-
galaktosidasu, galaktosidpermeasu a B-galaktosidtransacetylasu, které
jsou kédovany laktosovym operonem (lac-operon). £. col/i péstovana na 2 S e s m— — —— T
pldé s vyhodnymi energetickymi zdroji, tj. glukézou nebo glycerolem, | | |
uvedené enzymy nepotrebuje. Za téchto okolnosti jsou v burice o mrin
zastoupeny jen nékolika molekulami. JestliZze je E.coli pfenesena na zivnou | I |
pldu, ve které bude misto zminénych energetickych zdrojd laktosa, 83 |
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Kdyz byla objevena konstitutivni mutanta, kterd syntezovala vsechny

t¥i zminéné enzymy bez ohledu na dostupné sacharidy, Jacob a Monod Operonovy model regulace (lac-operon)
predpovédéli, ze syntézu vsech tri enzyma ridi jediny regulaéni gen,

jehoz difuzibilni produkt (proteinovy represor) se navaze na operator a

zabrani syntéze polygenové (polycistronické) mRNA. Dnes vime, Ze na tuto mRNA se jesté béhem transkripce
navazuji ribosomy a transla¢ni faktory a syntetizuji se jednotlivé enzymy, nikoli proteinovy prekurzor odpovidajici
celému operonu. Syntéza dlouhych proteinovych prekurzorl a jejich proteolytické stépeni ve funkéni peptidy je jev
pozorovany v eukaryotickych burikach.

TGTGTGGAATTGTGAGCGGATARCAATTTCACACA
o]

ACACACCTTAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGT

Sekvence lac operdtoru

Lac represor (Mr=37000) se sklada ze Ctyr identickych podjednotek. Tetramer mé& vysokou afinitu k operatoru, na
ktery se navdaze a zastavi transkripci operonu. Po navézani ¢tyi molekul induktoru se represor disociuje na
podjednotky a uvolni se z DNA. Mlze byt zahdjena syntéza mRNA a enzym0. Pro represory je charakteristicka
vysoka afinita k operatordm. Disocia¢ni konstanta lac-represor-operatorového komplexu je 10 M. Represor se
nejdrive navaze na nespecifické misto DNA a putuje po DNA. Vyhledavé tedy operator jednorozmérove, podél DNA.
Navazovani represoru tfirozmérové, primo z roztoku, by bylo zdlouhavé. Sekvence operatoru (27 pb) je centrdlné
symetricka, coz je bézné v Usecich DNA uréenych pro specifické navazani proteing.

Regulac¢ni vyznam cAMP u bakterii

Regulace na laktosovém operonu je prikladem negativni regulace transkripce, coz znamenad, ze geny jsou
prepisovany, dokud transkripce neni zastavena represorovym proteinem. Prfi pozitivni regulaci jsou geny aktivni
pouze tehdy, je-li regulacni protein navazan na DNA. Prikladem pozitivni regulace je katabolicka represe. Pokud
mad E.coli k dispozici glukdzu, je v bakterii nizkd hladina nejen B-galaktosidasy, ale téz dalSich katabolickych
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enzymU (galaktokindzy, tryptofanasy, arabinoisomerasy). V nepfitomnosti glukézy stoupne v bunce koncentrace
cAMP, ktery se navaze na katabolicky aktivac¢ni protein (CAP-protein, catabolite activating protein). Komplex
CAP-cAMP mé vysokou afinitu k ¢asti promotord jednotlivych gend nékolika katabolickych enzym@. Komplex se

navazuje tak, Ze na rozdil od
represoru nepresahuje vazebné
misto pro RNA-polymerasu, spise
vytvori dalsi vazebna mista a tim
stimuluje transkripci.
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Variace operonového
Fizeni genu. Tryptofanovy a arabinosovy operon

Tryptofanovy operon fidi syntézu péti enzym0 potrebnych k tvorbé
tryptofanu z chorismétu. Represor tryptofanového operonu se na rozdil od
laktosového represoru mize navéazat na operator teprve v komplexu s
korepresorem, coz v tomto pfipadé je tryptofan. Jen v tomto komplexu
zaujima represor konformaci s vysokou afinitou k operatoru. Je to Ucelné,
nebot je-li v prostredi dostatek Trp, nema bakterie divod syntetizovat
enzymy k jeho tvorbé. Pri nedostatku tryptofanu se komplex Trp-represor-
operdtor disociuje a tim se odblokuje syntéza polycistronické mRNA.

Laktosovy represor ridi expresi jediného operonu, zatimco tryptofanovy
represor ovlada funkci tf operond. Ridi zminény Trp-operon (5 enzymf(),
dalsi operon pro tfi enzymy biosyntézy aromatickych aminokyselin a
kromé toho reguluje svou vlastni tvorbu na regula¢nim genu. Pfi studiu
Trp-operonu byla objevena jesté dalsi hladina regulace transkripce,
atenuace (angl.attenuate = zmirnit). Regulacni signdl v tomto pripadé
pochdzi z translani Urovné proteosyntézy. V bakterii je to umoznéno tim,
ze transkripce a translace jsou zde svazany mistné i ¢asoveé.

Atenuator je Usek DNA mezi operdtorem a genem pro prvni ze skupiny
enzymu. Kéduje vedouci sekvenci mRNA na jejim 5’-konci. Tato sekvence
je ribosomem prekladana v peptid na jehoz 10. a 11.pozici jsou tryptofany.
Ctrnactym kodonem vedouci sekvence je kodon-terminator. Je-li v
prostredi dostatek Trp, ribosomy se , procitaji“ k termina¢nimu kodonu a
zacatek mRNA se konformuje do tvaru signalizujiciho ukonceni syntézy
preklddané (a jesté nedokoncené) mRNA. Na konci atenudtoru se totiz
vytvori vlasenka mRNA, kterd je terminatorem pro RNA-polymerasu. Za
nedostatku Trp se ribosom zastavi u kodond pro Trp a 5’-konec mRNA s
ribosomem vytvori takovou konformaci, kterd znemoznuje tvorbu
terminatoru pro RNA-polymerasu. Transkripce pokracuje. Je to logické,
bakterie potrebuje enzymy k syntéze Trp. Atenuace je zndma u rady
dalsich operon( (pro enzymy syntézy Phe, His aj.)

Nékteré proteiny mohou byt pozitivnimi i negativnimi regulatory. Takovy
represor ovlada napr. arabinosovy operon, ktery ridi syntézu tri
enzymd, pfeménujicich arabinosu na xyluloso-5-fosfat (araB, araA, araD).
V tomto pripadé regulaéni gen C sousedi s operonem, a ten méa dva
operdtory (ara O; a ara 02) a jeden promotor (ara 1). Jako katabolicky
operon je arabinosovy operon fizen téz komplexem cAMP-CAP,
usnadnujicim zahajeni transkripce. Mohou nastat tfi situace:

1. Pfi nedostatku regula¢niho proteinu C je syntezovana mRNA pro
jeho syntézu.

2. Syntéza proteinu C je autoregulovana. Pri nadbytku proteinu C v
nepritomnosti arabinosy se protein C navaze soucasné na operator
O, a dalSi molekula proteinu C na operator O, a Usek aral, cozZ je
promotor strukturnich gend. Vytvori se klicka DNA a syntéza enzymd
je blokovana.

3. Jestlize pri nedostatku glukézy stoupne hladina cAMP v bunce a v
prostredi je arabinosa, navaze se arabinosa na protein C. Tim ho
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konformacné zméni v pozitivni regula¢ni faktor, ktery spolu s komplexem cAMP-CAP umozni zahdjit syntézu
MRNA pro syntézu enzymdi. Syntéza proteinu C je pfi tom stéle blokovdna komplexem arabinosa-protein C
navazanym na operator O1.

Jsou znamy jesté slozitéjsi reqgulacni systémy, ve kterych je programoveé postupné aktivovan jeden gen za druhym v
urcitém sledu a po dosazeni urcitych podminek. Tak tomu je napf. po infekci buriky virem (fdgem). V prvni fazi
infekce hostitelska burika syntezuje faktory a enzymy pro syntézu virovych slozek, a v pozdni fazi infekce se
program zmeéni ve prospéch syntézy vlastnich komponent virionu. Podrobné byl takovy program prostudovan napf.
u faga A. Program je to nadmiru Gcelny, vzdyt virus ,smi“ svého hostitele zabit az po vyuziti jeho
proteosyntetickych mechanisma.

Rizeni terminace transkripce

Pri transkripci se RNA-polymerasa pohybuje po DNA az k terminatorové sekvenci. Po jejim prepisu se
syntezovana RNA stoci do vldsenky, kterd napomaha disociaci RNA od matrice a uvolnéni enzymu. Za vldsenkou
byvéa Usek oligo(U), ktery se k matrici véze slabéji nez sekvence ohsahujici G a C. Existuji proteiny zvané
antiterminacni faktory, které umozni, aby se enzym , procetl” pres terminatorovou sekvenci a pokracoval v syntéze
delsi RNA.

Terminace transkripce by mohla byt rfizena také hladinou p-faktoru (rhé-faktoru). Je to protein, urcita jehoz
koncentrace je trfeba k zakonceni transkripce na nékterych terminatorech. Tato pozorovani zatim nebyla potvrzena
in vivo.

Regulace bakterialni proteosyntézy na urovni translace

U bakterii je zndma translaéni represe. Prikladem je syntéza ribosomalnich proteind. Syntéza padesati téchto
bilkovin je presné koordinovdna na 20 operonech. Na kazdém operonu je syntezovdna polycistronickd mRNA
kédujici uréitou skupinu ribosomalnich proteind a nékdy i dalsich bilkovin (EF-G, EF-Tu, podj. RNA-polymerasy). Ve
skupiné byvéa vzdy jeden z proteinl represorem translace. Navazuje se na mRNA (nikoli DNA!) a potlacuje
syntézu celé skupiny proteind, zakédovanych na molekule mRNA. Této regulaci je nadrfazena syntéza rRNA. Afinita
ribosomalnich proteind k rRNA je vyssi nez k vazebnému mistu na mRNA. Dokud je tedy dostatek rRNA, syntezuji se
dalsi ribosomalni proteiny. Jestlize je syntéza rRNA zastavena nebo zpomalena, nadbytek ribosomalnich proteind -
represord se za¢ne navazovat na odpovidajici mMRNA a zastavi translaci (svou i ostatnich ribosomalnich proteind).
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Dalsi kapitoly z knihy STIPEK, S.: Strucna biochemie uchovédni a exprese genetické informace:

Struktura nukleovych kyselin: Zakladni slozky nukleovych kyselin ¢ Primarni struktura nukleovych kyselin ¢
Ret&zec nukleové kyseliny Ize $t&pit neenzymovou nebo enzymovou hydrolyzou « Metody sekvencovani «
Sekundarni a vyssi struktura nukleovych kyselin: Sekundarni struktura DNA ¢ Denaturace a reasociace
retézcd nukleovych kyselin, molekularni hybridizace ¢« Sekundarni struktura RNA ¢ Topologie DNA; ¢ Interakce
DNA s proteiny, struktura chromosomu ¢ Bakteridlni chromosom ¢ Eukaryotické chromosomy ¢ DNA mitochondrii

Biosyntéza nukleovych kyselin: Replikace DNA ¢ Transkripce

Biosyntéza polypeptidového rFetézce - translace: Transferové RNA (tRNA) ¢ Aktivace aminokyselin, syntéza
aminoacyl-tRNA ¢ Funkce ribozoma v translaci « Translace u prokaryotl ¢ Struktura ribozéma ¢ Iniciace translace
 Elongace peptidd ¢ Terminace translace ¢ Inhibitory bakteridini translace « Translace u eukaryotl ¢ Struktura
ribozéma ¢ Iniciace eukaryotické translace ¢ Elongace eukaryotické translace ¢ Terminace eukaryotické translace
* Inhibitory eukaryotické translace

Geneticky kod

Biosyntéza nukleovych kyselin a proteosyntéza v mitochondriich: Replikace mitochondridini DNA e
Mitochondridlni transkripce ¢ Mitochondridlni translace

Rizeni genové exprese a proteosyntézy: Rizeni genové exprese a proteosyntézy u prokaryot * Regulace na
arovni transkripce ¢ Regulace sigma-faktory ¢ Jacoblv-Monod(v operonovy model ¢ Regula¢ni vyznam cAMP u
bakterii * Variace operonového fizeni genll * Tryptofanovy a arabinosovy operon * Rizen{ terminace transkripce *
Regulace bakterialni proteosyntézy na Urovni translace * Rizeni genové exprese a proteosyntézy u eukaryot ¢
Regulace na uUrovni usporddani gend ¢ Regulace na Grovni transkripce « Regulace posttranskripénich Gprav pre-
mRNA ¢ Regulace na Urovni translace ¢ Rizen{ rychlosti degradace mRNA ¢ Regulace funkce proteinu
kotransla¢nimi a posttransla¢nimi Upravami

Posttranslaéni Gpravy a targeting proteint: Signaini sekvence polypeptidu, volné a vazané ribozémy o
Posttranslac¢ni glykosylace proteind ¢ Targeting nezavisly na glykosylaci proteind  Targeting mitochondriélnich
proteinl » Targeting jadernych proteind ¢ Rozhodovaci mechanismus k destrukci nefunkénich protein o
Receptorem zprostredkovana endocytdza

Biochemie vird: Reprodukce DNA virl « Reprodukce RNA vir(l  Interferony
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