Rizeni genové exprese a proteosyntézy u eukaryot

Regulace exprese gend eukaryotickych bunék je mnohem obtiznéji
experimentalné pristupna a tudiz hlre prostudovéna nez regulace u Urovné regulace exprese genii u eukaryot
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druhl i v mnoha stech kopiich. BEhem ¢asné embryogeneze je v oocytu
treba v kratké dobé vytvorit velké mnoZstvi ribosomd, a tak se geny pro

rRNA v genomu dokonce zmnozuji - amplifikuji (u Zaby za téchto T Y
okolnosti zaujmou tfi ¢tvrtiny bunécné DNA). Tato amplifikace na Grovni

genu je pri syntéze rRNA zadouci, nebot v tomto pripadé jiz nenasleduje protein Stepy mANA
dalsi Uroven amplifikace, jakou pri expresi genl pro proteiny predstavuje i okthvity proteid

translace. Vétsina gend kédujicich syntézu bilkovin se v genomu vyskytuje
v jediné kopii. Existuji vSak vyjimky Casté napf. v nddorovych bunkéch. Je
to zndmo o onkogenech myc a c-ras. /n vitro se v naddorovych burkach Urovné regulace exprese gend u eukaryot
podarilo amplifikovat gen pro reduktdzu kyseliny tetrahydrolistové po

podani jejiho inhibitoru metotrexatu. Burky se tak staly rezistentnéjSimi k

Ucinku uvedeného kancerostatika. DalSim mechanizmmem regulace proteosyntézy na Urovni DNA je preusporadani
genl (rearragement) béhem diferenciace bunék. Je tomu tak v bunkach syntezujicich imunoglobuliny. Burnka tak
mUze v prlbéhu odpovédi na antigen , pfepnout” syntézu jednoho typu Ig na jiny typ.

ingktivni protein

Regulace na urovni transkripce

Indukce syntézy proteinl je mozné stejné jako u baktérii téz v eukaryotickych bunkach. Exogenni induktory
plsobi v tomto smyslu zejména na buriky vystavené vykyvim ve skladbé prostredi (hepatocyty, enterocyty). Pri
dieté bohaté na proteiny jaterni burnka reaguje indukci syntézy arginasy, po podani nékterych 1ékl se v
hepatocytech indukuje syntéza enzymd mikrosomalniho oxygenasového systému. V Zivocisnych bunkach nejde o
regulaci operonovych systémd, usporadani gend a vznikajici mRNA jsou v tomto pripadé odlisné; v eukaryotickych
bunkach jsou geny prerusovany introny, netvorfi se polygenni, nybrz monogenni mRNA. U eukaryot prevazuje
pozitivni regulace. V soucasné dobé jsou intenzivné studovany zesilovace transkripce (enhancery), které jsou v
jadernych burikach asi ¢astéjsi, nez u baktérii. Jsou to sekvence DNA vzdalené i tisice pb od promotoru.

Byly zjistény téz u DNA vir(l a retrovirl (souc¢ast U3 oblasti v Gseku LTR). Na tyto sekvence se navazuji regula¢ni
proteiny a tim se zvysi aktivita ,slabého” promotoru. Na rozdil od promotoru zesilova¢ plsobi po sméru, ale i proti
sméru transkripce (jestlize je umistén az za promotorem). Vazba regulaéniho proteinu na promotor pomaha vytvorit
klicku DNA, pricemz se enhancerovy protein navaze jesté na oblast promotoru. Jsou popsany i sekvence DNA,
jejichz funkci je naopak potlaceni transkripce (silencers).

Mezi regula¢ni proteiny vézajici se na enhancery patfi receptory steroidnich hormoni a receptory hormont
stitné zlazy. Tyto lipofilni Iatky snadno pronikaji plazmatickou membranou do cytosolu, kde se vazou na bilkovinné
receptory, komplex je pak prenesen do jadra a zde je navazan na pfislusny enhancer. Tyto hormony jsou tedy
endogennimi induktory syntézy ur¢itych mRNA a proteind. | kdyZ je mezi regulaci transkripce prokaryot a eukaryot
fada rozdild, principy, kterymi regulaéni proteiny Fidi zahajeni transkripce jsou analogické. Lze je shrnout
takto:

1. Regulacni protein se vaze na své vazebné misto na promotoru (DNA) a je v pfimém kontaktu s RNA-
polymerasou (napr. induktor lac-operonu).

2. Protein se navaze na Usek DNA vzddlenéjsi od promotoru a odtud interaguje s RNA-polymerasou (napf.
regul. protein bakteridlni glutaminsyntetasy).

3. Regulacni protein se vaze prfimo na RNA-polymerasu(napr. o-faktor u baktérii).

4. Regulacni protein se vdze na DNA dale od promotoru a soucasné na jiny regulacni protein navazany na
promotor (receptor steroidnich hormon u eukaryot nebo regulace prokaryotického arabinosového operonu).

Je treba si uvédomit, Ze regula¢ni proteiny mohou na zahajovani transkripce plsobit pozitivné i negativné
(zpomalovat ji) a Ze se nékolik faktord (dokonce kladnych a zapornych) mize ve stejné chvili na stejném promotoru
(a enhanceru) kombinovat a ze jak kladné tak zaporné plsobeni regula¢niho proteinu mdze byt modifikovano
(pridénim dalsi proteinové podjednotky, kovalentni modifikaci, tfeba fosforylaci, vazbou urcité ligandy apod.).
Kombinace vSech téchto faktort na jednom promotoru v daném c¢ase pak dava vyslednou intenzitu v zahajovani
syntézy RNA. Stejné jako u baktérii je téZ u eukaryot zndmo fizené preruseni a ukonceni transkripce.

Regulace postranskripcnich uprav pre-mRNA
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V nékterych systémech se uplatiiuje alternativni sestFih. Primarni transkript (pre-mRNA) je sestfihovan
nékolikerym zplsobem. Gen pro kalcitonin se prekryva s genem pro neuropeptid pribuzny s kalcitoninem (CGRP).
Méa exony 1, 2, 3, 4, 5. Po sestfihu v bunkach stitné zldzy v mRNA zlstanou exony 1, 2, 3, kdezto v gangliovych
bunkach se zachovaiji exony 1, 2, 4, 5. Stejny mechanismus rozhoduje, zda-li burika produkujici IgM bude tvofit

membranovy (receptorovy) typ a nebo sekrecni typ tohoto imunoglobulinu.

Regulace na urovni translace

Prikladem téchto mechanism je fizeni syntézy hemoglobinovych jednotek. Syntéza je regulovana dostupnosti
hemu. Jedna z proteinkinas inaktivuje eukaryoticky inicia¢ni faktor elF-2 tim, Ze fosforyluje jeho a-podjednotku.

Fosforylovany elF-2 nemdze vyménit GDP za GTP a pfijmout novou Met-
tRNAI na inicia¢ni komplex. Navic se na faktor ireversibilné navéze protein
GEF (guanyl nucleotide exchange factor, neboli elF-2B), ktery katalyzuje
vymeénu GTP - GDP na nefosforylovaném elF-2. Faktoru GEF je v burice
mnohem méné nez elF-2, takZze k Uplnému zastaveni translace staci, kdyz
je fosforylovano 30 % elF-2. Popsana blokada translace je odstrafovana
hemem, ktery inhibuje kinazu fosforylujici elf-2. Globinové retézce se
syntetizuji jen v pritomnosti hemu, coz je z energetického hlediska Zadoucfi
a vyhodné. Uvedeny mechanismus regulace translace je vyuzivaniv
jinych bunkéch a fizen jinymi efektory nez hemem. Interferon napr.
inhibuje translaci v bunkdach infikovanych virem.

Rizeni rychlosti degradace mRNA

Nékteré regulacni proteiny se vazou na mRNA a zpomaluji jeji degradaci
nukleasami. Prikladem budiz protein, ktery zpomaluje syntézu
transferinového receptoru tim, Ze se vaze na 3’-konec pfrislusné mRNA.
Zelezo uvolfiuje tento regulaé¢ni protein z vazby na nukleovou kyselinu,
mMRNA se rychleji degraduje a tim ubyva receptort, které by umoziovaly
prijmout nezadouci nadbytek Zeleza do bunky.

Regulace funkce proteinu kotranslacnimi a
postranslacnimi upravami

Jiz v prlbéhu translace je nehotovy peptidovy retézec modifikovan. K
témto kotransla¢nim upravam patri odstépeni signalniho peptidu (u
baktérii deformylace methioninu), vznik disulfidovych mistkd{, konformace
retézce, vznik tercidrni struktury a pripojeni oligosacharidovych zbytkd. Po
dokonceni syntézy proteinového retézce pokracuji jeho chemické Upravy
(kovalentni modifikace), které umoznuji jeho funkci, nebot zajisti
spravné umisténi proteinu v membrané, vznik jeho kvarterni struktury,
vznik a modifikaci aktivniho centra enzymu apod. K témto postransla¢nim
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Rizeni iniciace translace
v retikulocytech pomoci hemu
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Rizeni iniciace translace v retikulocytech
pomoci hemu

Upravam radime glykosylaci bilkoviny, kterd mj. zajisti orientaci molekuly, rozpustnost, umisténi molekuly v bufce
(targeting) a potrebnou kinetiku jejiho odbourdvani. Z nékterych peptidovych retézcl se vystépi peptid a teprve
takto vzniklé retézce mohou zaujmout funkéni konformaci (proinsulin - insulin). Timto zplsobem se aktivuji téz
nékteré proteasy (pepsinogen - pepsin, trypsinogen - trypsin). Charakteristickym jevem eukaryotické
proteosyntézy je moznost vzniku polyproteinového prekursoru, dlouhého retézce, ktery je posttranslacné
Stépen proteasami ve funkeni proteiny a peptidy (napf. pro-opiomelanokortin (POMC)) se stépi na nékolik funk&nich
hormonl (ACTH, lipotropiny, endorfiny, hormony stimulujici melanocyty aj.). Také nékteré virové proteiny vznikaji z
polyprotein(. Aktivita jinych proteinu véetné enzymi se méni po fosforylaci jejich serinovych, threoninovych nebo
tyrosinovych zbytk( (katalyzovano proteinkindzami). Proteiny se téZ acetyluji, (histony), ADP-ribosyluji

(regulacni proteiny).

K postransla¢nim déjiim, dokoncujicim vznik proteinl a vyssich systémd, patfi sestavovani (assembly)
podjednotek v bilkoviny s definovanou kvarterni strukturou (hemoglobin, aspartat-karbamylasa). Casto probihaiji
podle urcitého programu, podle kterého se jednotkové slozky postupné syntezuji a postupnym pripojovanim k
takovému nadmolekuldrnimu Gtvaru vytvareji vazebnd mista pro dalsi komponenty. Tak vznikaji virové ¢astice
(viriony), a bunélné organely (napf. ribosomy). Jednotlivé sloZky jsou pfi tomto sestavovani obvykle spojovény

nekovalentnimi vazbami.
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Rizeni genové exprese a proteosyntézy

Rizeni genové exprese a proteosyntézy u prokaryot
Gen

Transkripce

Translace

Dal$i kapitoly z knihy STIPEK, S.: Struc¢na biochemie uchovani a exprese genetické informace:

Struktura nukleovych kyselin: Zakladni slozky nukleovych kyselin ¢ Primarni struktura nukleovych kyselin *
Retézec nukleové kyseliny Ize Stépit neenzymovou nebo enzymovou hydrolyzou ¢« Metody sekvencovani ¢
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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 retézce - translace: Transferové RNA (tRNA) ¢ Aktivace aminokyselin, syntéza
aminoacyl-tRNA ¢ Funkce ribozoma v translaci « Translace u prokaryot( ¢ Struktura ribozéma e Iniciace translace
e 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 mitochondrialni DNA
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 bakteridIni proteosyntézy na Grovni translace * Rizeni genové exprese a proteosyntézy u eukaryot e
Regulace na urovni usporadani 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 virl: Reprodukce DNA vir(l « Reprodukce RNA vir(l ¢ Interferony

Biochemie genového inzenyrstvi: Stépeni DNA na definovaném misté Fetézce « U¢inné déleni fragmentl DNA
elektroforézou ¢ Identifikace restrikénich fragmentd « Syntéza umélé DNA « Pomnozeni a exprese izolovaného
nebo umeélého genu v hostitelské burice
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