EKspresja genu

Podstawowe mechanizmy | pojecia



Ekspresja

- Ekspresja (wyrazanie) genu jest regulowana na wielu etapach

- Regulacja ekspresji jest podstawowym mechanizmem dla:

- adaptacji do zmiennych warunkow
+  homeostazy
* rOZWOJU | rOznicowania

+ Wz0or regulacji ekspresji gendw moze byC utrzymywany z kolejnymi podziatam
komorki, a nawet z kolejnymi pokoleniami - epigenetyka



Regulacja dziatania gendw

- Kazdy gen ulega ekspresji na innym
poziomie

- Komorki z tym samym DNA moga wyrazac
rozne geny na réoznym poziomie - podstawa

rocesOw regulacyjnych
P J yiny 4+ ot RNA
transcnpts

A T

Gene | Gene. 2 3 Geve X
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Ekspresja genu - obraz bardzo uproszczony
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Centralna hipoteza (“dogmat”)

Francis Crick, 1956

Ideas on Protein Synthesis (Oct. 1956)

The Doctrine of the Triad.

The Central Dogma: "Once information has got into a protein it
can't get out again". Information here means the sequence of
the amino acid residues, or other sequences related to it.

That is, we may be able to have

——

DNA — : .;;>RNA T Protein
(DTS
(5 ~ . ( N
but never -
L / T
DNA RNA & — Protein

where the arrows show Ehe transfer of informatiqg.




Centralna hipoteza (,dogmat”)

Promoter Start Exons Introns

Replicati
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Transcription factor | '

binding site transcription
5 -Cop-UN BN TN BN B § AAA -OH Prematured mRNA
RNA l processing Nuclear membrane
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Transkrypcja

- Konkretne mechanizmy rozne u Prokaryota
| Eukaryrota

- Inicjacja w miejscu promotora, zwigzanie
biatek z DNA i rozplecenie podwadjnej helisy

- Dla gendw kodujacych biatka powstajacy
transkrypt diuzszy, niz sekwencja kodujgca

- obszary UTR (untranslated regions)
- nie myli¢ miejsca startu transkrypciji (+1) z

miejscem startu translacji ani konca
transkryptu z kodonem stop

Growth at 3° One strand
> end of RNA of DNA
mRNA being

RNA polymerase

Template Nontemplate
strand strand
Complementary
DNA strands

Lind LU Transcribed reglon | TR TR

S v et N O .
P e rnenm s GEE

Start Protein termination
codon codon




Transkrypcja

- U Prokaryota polimeraza RNA wigze sie z DNA, u Eukaryota z DNA wigzg sie
0golne czynniki transkrypcyjne, a z nimi dopiero polimeraza

- U Eukaryota kilka (3 gtowne) polimeraz RNA
- | - rRNA
|l - mRBNA, niektore mate RNA

- I - tRNA, mate RNA

- mitochondrialna



Ekspresja genow
porokariotycznych

- dominuje regulacja na poziomie transkrypcjl

- policistronowe jednostki transkrypcyjne o ,
wspolnej regulacji transkrypcyjnej — RNA polymerase 7
operony , }

- MRNA s3 szybko degradowane, translacja
zachodzi zasadniczo rownoczesnie z
transkrypcja

Ribosome

(

DNA

- czas pottrwania mRNA: ~2’

RNA® " Protein

Figure 12-10 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Ekspresja gendw eukariotycznych

+ Procesy transkrypcji | translacji sg rozdzielone w przestrzeni | czasie

- MRNA s3 stabilniejsze: od kilkunastu minut do kilku godzin

- Kazdy gen ma witasny promotor, nie wystepuja operony

+ Proces ekspresji genu sktada sie z wielu etapow

- Na kazdym z etapow mozliwe dziatanie regulacyjne

+ Informacja kierujgca synteza biatka moze byC modyfikowana po transkrypci

(alternatywne sktadanie, redagowanie) — ztozonos¢ proteomu przekracza ztozonosc
genomu



Etapy ekspresji/poziomy regulacji u Eukaryota

+struktura chromatyny

- transkrypcja

+ obrobka i kontrola jakosci RNA

- transport RNA

+ degradacja RNA
- translacja
+  modyfikacje post-translacyjne

* degradacja biatka



Bakterie | eukarionty

Prosta w porownaniu z Eukariontami ekspresja genu bakterii moze byC
ewolucyjnie wtorna, nie pierwotna

+ przystosowanie do termofilii (termoredukcja)
RNA niestabilny w wysokich temperaturach
+nie ma hipertermofilnych eukariontow

*  najwczesnie|sze gatezie drzewa bakterii zawierajg wiele gatunkow
ekstremofilnych



Elementy systemow regulaci

- Elementy cis

- /Nnajduja sie w obrebie te] samej czasteczki, co element podlegajgcy
regulacjl

+ Elementy cis w obrebie DNA
* Np. promotory, operatory, enhancery
+ Elementy cis w obrebie RNA

- sekwencje wigzace biatka regulujgce translacje, splicing, degradacie itp.



Elementy systemow regulaci

+ Elementy trans
- Odrebne czgsteczki oddziatujgce z elementami cis | modulujgce ekspresje

+ Blatka regulujgce transkrypcje (czynniki transkrypcyjne), aktywatory,
represory Itp.

- Biatka regulujgce inne etapy ekspresji (aktywatory/represory translacji,
splicingu itp.)

+ RNA regulatorowe (siRNA, miRNA itp.)



Podstawy regulacji genu

* Regulacja pozytywna
+ czynnik trans jest aktywatorem — zwieksza ekspresje
+  Regulacja negatywna

* czynnik tfrans jest represorem — ostabia ekspres|e



Podstawy regulacji genu

Regulacja indukowalna

+ Sygnat zwieksza (indukuje) ekspresje

Regulacja reprymowalna

+ Sygnat zmnigjsza (reprymuje) ekspresje

-+ Mozliwe sg rozne ukfady, np. regulacja negatywna indukowalna

- Nie nalezy myli€C pojec: pozytywna/negatywna dotyczy aktywnosci czynnika trans a
iIndukowalna/reprymowalna — odpowiedzi na sygnat



Operony

Lactose operon -
lacZ lacY lacA
Typowy dla bakterii i archeondw system s N
ekspresii
POIiCiStronOWy tranSkrypt N Wspélna Lactose permease transports B-galactosidase + transacetylase
ekspresja Wie]u genéw 7 jed negO lactose into the cell split lactose to galactose + glucose

CH>OH CH>OH CH>OH CH>OH
prOmOtOra HO o M O OH HO O OH H O OH
H H H H
oH H/A°KNOH H — OH H + OH H
H H H H H OH H
H OH H OH H OH H OH

Przewaznie geny zwigzane funkcja, ale sa

; ; Lactose Galactose Glucose
wyjatki
Tryptophan operon
1kb

trpE  trpD trpoC trpB trpA

~N\ | A

Chorismic acid == =) =) =) Tryptophan

Figure 8.8 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Przykiad — operon /ac

(b) /" 0" Z7 YY" A" (wild type) — no lactose present — repressed
/ P 0O L Z Y A

Repressor binds to operator, No transcription
blocking transcription

No enzymes

()~ 0" Z" Y" A™ (wild type) — lactose present — induced
/ P O L Z Y A

No binding occurs;
// transcription proceeds
Operator-binding

site is altered when
bound to lactose

o B l Translation

D B D

Enzymes

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Operon lac

+  Regulacja na poziomie inicjacji transkrypci
- Negatywna indukowalna — przez laktoze/represor lac/
- Pozytywna — przez glukoze | cAMP/biatko CAP

+ Biatko to reguluje szereg operondw zwigzanych z wykorzystywaniem zrodef
wegla - regulon



Kod genetyczny

+ Trojkowy
- 20 aminokwasow
+ kodony po 3 nukleotydy: 43=64 mozliwosci

+ Dowody: badanie mutantow insercyjnych | delecyjnych



Kod genetyczny

- Nienaktadajacy sie
- Dowody:

- zatozmy sekwencje GTACA: jeden kodon: TAC, pozostate: GTA | ACA
(naktadanie 2 nukleotydow). Przy danym kodonie “centralnym”, mozliwe
tylko 42 = 16 rOznych kombinacii trzyaminokwasowych. W naturze
natomiast wystepuja wszystkie mozliwe kombinacje (209).

- Pojedyncza zmiana nukleotydowa w sekwencji kodujace] zmienia tylko
jeden aminokwas, a nie dwa sgsiednie



Kod genetyczny

+  Bezprzecinkowy
- /degenerowany
-+ 3 kodony STOP, pozostate 61 kodondw koduje 20 aminokwasow

+wiele (do 6) roznych kodonow moze kodowac ten sam aminokwas, ale...



Kod genetyczny

- Kod |est jednoznaczny
-+ Dany kodon zawsze koduje jeden | tylko jeden aminokwas

+ Degeneracja oznacza, ze jeden aminokwas moze byC kodowany przez
wiece] kodonow



Kod genetyczny

First base of codon

Second base of codon |
....... C | A L G
Phenylaanine ucu UAU Tyrosine UGu Cysteine

wc|  phe UCC| gerine || UAC tyr UGC cys
UA| eucine |[UCA|  ser T BB s70P codon
UUG leu UCG UGG Twptggphan
[cuu CCU CAU|  istidine  |[CGU

C CUC| Leucine |[|CCC| Proline |[ICAC|  his CGC|  Arginine
CUA leu CCA pro CAA | aiutamine |/CGA arg
CUG CCG CAG|  gn CGG
N , s A Asparagine AGUT  sarine

A |[Auc '30'?;0"9 ACC| Threonne |[AAC| asn  |lAsc|  ser
AUA ACA thr AAA Lysine AGA| Ine
-ngﬂum“'m"'e; ACG AAG lys AGG ag
GUU GCU GAU Aspartic acid GGU

G |(CC| vaine [®CC| Auanine GAC asp GGC  Giycine
GUA val GCA ala GAA Ghutamic acld GGA gly
GUG GCG GAG glu GGG

© Clinical Tools, Inc,

m|> n.o‘:]:- nl.m‘l» n.m > O

UOPCO JO 3Seq pilyL



Uniwersalnos¢ kodu

- Kod genetyczny jest zasadniczo taki sam u wszystkich organizmow na
Ziemi

+ Nieznaczne odstepstwa przez ewolucje pojedynczych tRNA
+ kody organellarne (np. UGA - Trp a nie stop w mitochondriach)
+ niektore orzeski

+nieliczne grzyby (CUG Ser a nie Leu u Candida)



Regularnosci w kodzie

+Irzecia pozycja kodonu najmnigj znaczaca
+ (np. UCX — Ser)
- Aminokwasy o podobnych wiasciwosciach czesto z podobnymi kodonam
- Np.
- AAA, AAG: lizyna; AGA, AGG: arginina

- UCx: seryna; ACXx: treonina



Parowanie wobble

W 3 pozycji kodonu (1
antykodonu) dozwolone

7 Wobble bases

Amino acid

parowanie: 5 Ghihiall E s B .
mRNA| G U C A C
J G A
G-U .
, Viobble bases
‘_U/A/C (‘ _ IﬂOzyﬂa) 321" =— Anticodon ARNA | C A G ¥
mRNA 9 123 3
L 7 RNA |G U C A
Tzw. zasada toleranciji Cricka woer ﬁ,bb.e 1 U G
nosition |




Aminoacylacja tRNA

Przytgczanie aminokwasu do tRNA -
aminoacylo-tRNA transferazy (syntetazy)

Amino acid

specyficzne dla aminokwasu

zwykle rozpoznawany nie jest antykodon,
tylko elementy struktury tRNA

i b

istnieje aktywnosc korekcyjna (usuniecie
niewtasciwie przytgczonego aminokwasu

Aminoacyl-tRNA P Pi

: A -4 synthetase "
przez transferaze) - wiernosc rzedu 10 Pyrophosphate
-
1 A specific amino acid 2 | The amino acid is activated 3 ~ The correct tRNA binds 4  The charged
and ATP bind to the by the covalent binding of to the synthetase. The tRNA is released.
aminoacyl-tRNA AMP, and pyrophosphate is amino acid is covalently
synthetase. released. attached to the tRNA.

AMP is released.

alchetron.com



Translacja

o O o
» @ -5 &

Ma*dmv‘%\' Nextt codon Yo be read

‘-HZNA biwds Yo exposed Coc\ov\.l New oo acid aaches Ribosome swfts one codown
Yo polypeptride crain. over on e wmRNA.
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Inicjacja translaci

Mata podjednostka rybosomu wigze sie z
MRNA, nastepnie przytagcza sie duza
podjednostka

+ U bakterii decyduje interakcja rRNA z
sekwencjg Shine-Dalgarno w mRNA

u Eukaryota - czapeczka (kap) mRNA

Kodon start - zwykle AUG (Met, u bakteri
fMet)

Bacterial translation initiation

Large ribosomal
subunit

Small ribosomal

subunit Initiator tRNA

—>
5’ GGAGG 3 5 GGAGC 3
7 v
Shine-Dalgarno  Start codon
sequence I |

Initiation complex

www.khanacademy.org

Eukaryotic translation initiation

Complex of small
ribosomal subunit
and initiator tRNA
binds to 5’ cap.

YC_Initiator tRNA
/

s Small ribosomal subunit

5’— 3
Start codon

5’ cap

l Complex scans to
find the start codon.

sl s 3

4 Initiator tRNA binds
Met to start codon.

l Large ribosomal
subunit joins to form
initiation complex.

Large ribosomal
subunit

Initiation complex


http://www.khanacademy.org

Elongacja

Energie zapewnia hydroliza GTP przez
czynnik elongacyjny

- U bakterii EF-G
- U Eukariontow eEF-2

-+ Tworzenie wigzania peptydowego -
aktywnosc peptydylotransferazy (rybosom)

Methionine

Ribosome
New peptide
Next Ami bond!

tRNA
Anticodon

tRNA binds to

matching codon MRNA shifts

forward by a codon




Terminacja

NA

ol b

Kodon stop - nie ma tR

Konkurencja o wigzanie miedzy tRNA a
czynnikiem uwalniajgcym RF

RRF - ribosome recycling factor - rozdziela
podjednostki

Release

factor
(a protein)

Free
polypeptide

Stop codon
(UAG, UAA, or UGA)

(no corresponding aa-tRNA)

http://www.proteinsynthesis.org/
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Animacie | struktury
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Prokaryota

Genetyka molekularna i genomika



Literatura

»Allison, rozdziaty 5.3, 10

- Brown, rozdziat 8, 12 (fragmenty dotyczace bakterii)



Prokaryota — nie sg jedna grupa

Tree of Life

Bacteria

Archaea

Carl Woese
(1928-2012)



Genomy bakterii | archeonow

+ 0Od 0,5 (mykoplazmy) do ~ 5 Mb
- Wyjatkowo 9 Mb (Bradyrhizobium japonicum) — 13 Mb (Sorangium cellulosum)
- archeony z reguty 1,5-2,5 Mb

- Geste upakowanie gendow (~1 gen/kb)
- Krotkie obszary miedzygenowe | regulatorowe

- Tylko sporadycznie wystepujg introny

- Kodowane biatka krotsze, niz u Eukaryota

+Tworzy z biatkami upakowang strukture nukleoidu



Geste upakowanie genomu E. col

Origin of replication

l

4639 kb

%WWMH’#

Figure 8.6 Genomes 3 (© Garland Science 2007)

thrB 1S186 IS1 | . fixB  fixX
thrA thrC dnaJ dnaK l ileS ispH carB caib CCI'C fixA l ﬁxlC kefC
I I O G

oulllll-l.lllllll-l-ll.llll-l-lllllll-_III-I-III_IIII

Figure 8.8 A 50 kb segment of the 50
Escherichia coli genome. The segment



Upakowanie DNA

Figure 8.1 Genomes 3 (© Garland Science 2007)

Broken loop -
no supercoiling

Protein
core

Supercoiled DNA loops

Figure 8.3 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Gen prokariotyczny

- Introny nieliczne, w mRNA praktycznie niespotykane

- tatwo zidentyfikowac gen w sekwencji DNA - otwarta ramka odczytu (ORF)
od ATG do pierwszego STOP



Organizacja genomu

- Typowa — pojedynczy “chromosom” kolisty
- Mozliwe liczne warianty

- Wiecej czgsteczek kolistych

- Czagsteczki liniowe
+ Plazmidy moga byc¢ koliste lub liniowe

- Plazmidy zwykle sg opcjonalne, moga tez
wystepowac u wielu gatunkow

+ Rozroznienie — chromosomy zawieraja geny
metabolizmu podstawowego, niezbedne do
zycia, plazmidy — nie

-+ Chromidy - wiasciwosci posrednie

Nucleoid

Plasmids

chromosome -
located in nucleoid,
carries essential genes

chromid — uses plasmid
partitioning system, carries
essential genes

plasmid — uses plasmid
partitioning system, carries
nonessential genes



Ewolucyjna zmiennoscC Prokaryota

+ Przy podobnej liczbie gendw ogromna réznorodnosc¢ zestawu genow
+ Duze rdznice miedzy szczepam

+ np. E. coli O157:H7 vs. E. coli K12 - ~1300 gendw w O nie w K1 ~500 w K
nie w O(!)

+ Czesty poziomy transfer genow (do kilkunastu procent genomu), nawet miedzy
odleglymi gatunkami

- Problem definicji gatunku



Genomy bakterii sg
dynamiczne

Szczepy bakterii zaliczane do tego samego

gatunku znaczaco réznig sie zawartoscia
genow

Genom rdzeniowy (core genome) — wspolny

dla wszystkich szczepow

Pangenom — zbidr wszystkich gendw (nie
wystepuja jednoczesnie)

Figure 8.10 The pan-genome concept.

Accessory genes

Character
genes

(~7900 gene
families)

N—>

(>139 000 gene families
in 293 genomes)

Average bacterial \ . Extended core

genome of

3053 ORFS (~250 gene families)

TRENDS in Genetics




Co to jest Escherichia coli ?

Dla 61 zsekwencjonowanych szczepow:

- W sumie 4157 do 5315 gendw w genomie szczepu

-+ Genom rdzeniowy — 933 geny

Reszta — geny “pomocnicze” wybrane sposrod ~15 000 gendw

- Caty pangenom: ~ 16 000 genow

/haxybayeva & Doolittle (2011) Curr Biology 21(7): R242-R246




WielkoSC pangenomu rosnie z liczba poznanych genomow

Gene number

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Number of sequenced E. coli genomes



Poziomy przeptyw genow - bakterie

- U Bacteria | Archaea poziomy przeptyw Informacji genetycznej jest
powszechny

- plazmidy | ruchome elementy genetyczne
- Inne fragmenty DNA

- Rownowaga pomiedzy naturalnymi barierami (np. system restrykcji-
modyfikacji) a systemami ufatwiajgcymi wymiane DNA

- Utrudnia analizy filogenetyczne (rozne drzewa roznych genow)



Regulacja transkrypcji u bakteri

Polimeraza stosunkowo prosta, proste sekwencje promotorowe

Rdzen katalityczny wspolny, kilkka podjednostek sigma o roznej specyficznosci odpowiadajgcych za
r'0ZPpozNnanie pPromotorow

- 0/0 (RpoD) — gtdwny czynnik sigma ("housekeeping”) — wiekszosSC genow

054 (RpoN) — gtod azotowy

- 038 (RpoS) — gtdd/faza stacjonarna

- 032 (RpoH) — szok cieplny

+ 028 (RpoF) — wiC

- Aktywatory | represory wptywajg na wigzanie polimerazy z DNA



Represor operonu [rp

NO TRYPTOPHAN TRYPTOPHAN PRESENT
Tryptophan repressor Repressor-tryptophan
cannot attach to the complex attaches to
RNA polymerase RNA polymerase
can bind to the 24 sl cannot bind to ( /) G
promoter the promoter $
E/ trpE
ll*ii I _ii
Tryptophan 0 -
tophan Tryptophan
repressor ):Zprzssor L

Regulacja negatywna reprymowalna
Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Terminacja transkrypci

+ Podczas transkrypcji caty czas konkurencja miedzy kontynuowaniem a
dysocjacja polimerazy

- Zalezy od zwigzanych biatek, struktury transkryptu
+lerminatory
+ samodzielne

- Rho zalezne



Terminacja transkrypcij

Template strand

[}

3'm F e 5
DNA S,MC.“?C.?%????? T e s G MARRARAMA L T 3

CCGGTAGGCG CGCCTACCGG=TTTTTTTTTT

l Transcription

RNA 5°

@ UUUUUUUUU == 3’

RNA

A-U base pairs

QNQAAQYPCcQNN =
NRANACGFPNNQGQ

DNA @

samodzielne (rho-niezalezne)

RNA polymerase

Rho

; RNA% \3_,
DNA o

l Elongation complex stalls
at a hairpin loop

Rho breaks the
RNA-DNA base pairs
T

rho-zalezne

Figure 12.8 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Degradacja RNA u bakteril , I —

- Degradosom - kompleks o aktywnosci 5 Qg 3

egzorybonukleazy (RNaza Il, PNPaza) od <
konca 3’ +
RNase ll, PNPase
»+ Ochrona przez strukture petil RNase E and/or
RNase lli

R

- Endonukleaza (RNaza E, RNaza lll)

N\

RNase ll, PNPase

Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Regulacja na poziomie
terminacji - antyterminacja

- Antyterminacja

-+ Regulacja pozytywna, czynnik trans N cro
wigzac sie z DNA znosi dziafanie e
terminatora t, nutlL P, P. nutRt,,
———e® -~
- Typowy przyktad — geny kaskady litycznej | D
faga A Najwczesniejsze
ClIOP Q
II_II
t,, nutl P Pp  nutR tg, try g3

_i'

Wczesne-opoznione

“-;_

Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Regulacja na poziomie terminacji - atenuacja

- Fakultatywna sekwencja terminatora na poczatku transkryptu, zaleznie od
warunkow

+ Kinetyka translacji — dostepnosc natadowanego tRNA
- Wigzanie specyficznych biatek

- Wigzanie ligandow drobnoczasteczkowych — ryboprzetaczniki (niektore)



Atenuacja — operon trp E. coli

- Zaleznie od dostepnosci zatadowanego

tRNATP sekwencja lidera mRNA przyjmuje
rozne konformacije

Mechanizm: pauzowanie translacji przy
matej dostepnosci tRNATP

110 140 160

Attenuator (A)

)
= pra— Y, )

! Irpi Antiterminator hairpi
W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th Terminator hairpin ntiterminator hairpin

edition, Prentice Hall, 2005 tRNATrp dost@pny tRNATrp niedost@pny




Ryboprzetaczniki

- Wiagzanie zwigzkdw drobnoczasteczkowych bezposrednio z mRNA (element
cis) zmienia konformacje RNA, wptywajac na ekspresje

+ Atenuacja
- Dostepnosc miejsca wigzania rybosomu

+ Czeste u bakterii, sporadycznie u Eukaryota (grzyby)



Ryboprzetacznik TPP — operon thi E. coli

Odpowiada za biosynteze tiaminy T ﬂ s n
e i
| G
. ﬁ SD
: . G
Pk
' Y
i & P7
sl TP
: : 5 “
GAAGUC y

D- Shine-Dalgarno
PP- pirofosforan tiaminy

— WD

Winkler et al. (2002) Nature 419, 952-95¢



Globalne systemy regul

ujgce - regulony

- Skoordynowana regulacja dziatania wielu operonow

+ Odpowiedz scista: brak s
RNA, wybor podjednostk

+ zalezny od poziomu glukozy poziom cAMP

+ Odpowiedz SOS

Regulacja przez podjednostki o (np. szok cieplny, gtdd itp.)

<tadnikow odzywczych, alarmon ppGpp, interakcja z polimeraza

Represja kataboliczna (aktywator CAP)

| 038 (RpoS)

- uszkodzenia genomu, biatko RecA — indukowana aktywnoscC proteazy, tnie m. in. represor

| exA



