KONTROLA GENSKE
EKSPRESIJE



Navesti sve nivoe kontrole genske ekspresije -
kontrola na nivou:

genoma,
transkripcije,

obrade 1 translokacije RNK,
translacije,

posttranslacione obrade proteina
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Kontrola koli€ine proteina u éeliji

. Sinteza primarnog transkripta

RNK (transkripcija)

. Posttranslaciona modifikacija

RNK

3. Razgradnja IRNK
4. Sinteza proteina (translacija)

5. Posttranslaciona modifikacija

proteina

. Usmeravanje proteina i njihov

transport

. Razgradnja proteina
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Kontrola obrade RNK
eObrada RNK
Stabilnost RNK

*Regulacija transporta RNK iz jedra

Regulacija procesa translacije

eKontrola translacije (kontrolisana u toku inicijacije i elongacije)- u
retikulocitima hem stimuliSe sintezu globina (protein kinazna aktivnost hem
kontrolisanog inhibitora-elF2)

Posttranslaciona kontrola:

eUvijanje proteina (Saperoni)

Usmeravanje proteina

*Proteoliza, glikozilacije-trajna promena funkcije proteina

eFosforilacije-reverzibilna promena funkcije proteina



Razli¢iti tipovi éelija istog organizma sadrze istu DNK, ali
akumuliraju razli¢iti set RNK i proteina.

1. Mnogi procesi su zajedni€ki za sve Eelije pa one imaju
mnoge iste proteine (proteini hromozoma, RNK poly,
ribozomalni proteini, kljuéni enzimi metabolickih procesa...)

2. Neki proteini se nalaze samo u nekim éelijama (Hb)

3. U bilo kom trenutku, éelija eksprimira 10 000- 20 000
gena (od ukupna 30 000). Nivoi istog proteina se razlikuju
izmedu celija

4. IRNK-specijalizovani proteini. Na nivou transkripcije-
KONTROLA GENSKE EKSPRESIJE



«Geni za proizvode koji su ¢eliji stalno potrebni, kao npr za enzime
osnovnih metaboli¢kih procesa, se viSe manje eksprimiraju jednako u
svakoj Celiji jednog organizma. Oni se nazivaju- housekeeping geni.
Nepromenjiva ekspresija gena se naziva- konstitutivha genska
ekspresija

-éelija moze da promeni ekspresiju gena kao odgovor na
spoljasnje signale- éelije jetre-pod uticajem glukokortikoida-
promena sinteze proteina-povecana sinteza glukoze iz AK i drugih
malih molekula. Ovo predstavlja regulisanu gensku ekspresiju a
izvodi se po modelu indukcije i represije (induktori i represori).

*Prvi nivo kontrole jeste inicijacija transkripcije tj specificha
interakcija proteinske komponente RNK poly sa DNK



RNK polimeraza se vezuje za DNK preko specificne strukture-
promotora. Znacaj njegove sekvence

Postoje velike varijacije u sekvenci promotora koje kod prokariota
mogu da uti¢u na frekfencu inicijacije transkripcije.

I ako se housekeepig geni konstitutivno eksprimiraju, koncentracija
proteina koje oni kodiraju u jednoj celiji moze znatno da varira,
zavisno od interakcije RNK poly sa promotorom

Osnovna brzina prepisa ne-housekeeping gena je takode odredena
sekvencom promotora, ali se ekspresija ovih gena kasnije znatno
menja razli¢itim regulatornim proteinima

Sekvenca promotora kod eukariota je raznovrsnija nego kod
prokariota- razlicite RNK poly
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Inicijacija transkripcije je regulisana proteinima koji se vezuju za
ili blizu promotora

Specifi¢ni faktori- odreduju specifi¢nost RNK poly prema promotoru
Represori- otezavaju pristup RNK poly promotoru
Aktivatori- pojacavaju interakciju RNK poly sa promotorom

Represori se kod prokariota vezuju za specificna mesta DNK-operatore, Koji
se nalaze blizu promotora. Regulacija represorom kojim se onemoguéava
transkripcija se naziva NEGATIVNA REGULACIJA.

Vezivanje represora za DNK je pod kontrolom nekog molekularnog signala-
EFEKTORA, najc¢esée malog molekula ili proteina koji menja konformaciju
represora poSto se za njega veze.

Reakcija izmedu efektora i represora moze da pojaca ili smanji transkripciju

Kod eukariota, se vezno mesto za represor moze nalaziti dosta udaljeno u
odnosu na promotor
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Inicijacija transkripcije je regulisana proteinima koji se vezuju za
ili blizu promotora

Aktivatori deluju suprotno represorima- oni se vezju za DNK i time
pojacavaju aktivnost RNK poly na promotoru. Vezna mesta za
aktivatore se nalaze uglavnom pored promotora.

Neki aktivatori kod eukariota se vazuju za DNK mesta koja se nazivaju
POJACIVACI, inalaze se na znatnoj udaljenosti od promotora (na
1000 bp).

Neki aktivatori su vezani za DNK dok se ne odvoje u prisustvu nekog
signalnog molekula

Drugi se vezuju za DNK tek pod interakciji sa odgovarajuéim signalnim
molekulom.

Signalni molekuli mogu ili da pojacaju ili da smanje transkripciju,zavisno
do toga kako deluju na aktivator
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Prikazana su dva nacina negativne/pozitivne regulacije:

a. Represor se vezuje za operator u odsustvu molekularnog signala;
signali iz okoline dovode do disocijacije represora ¢ime je omogucena
transkripcija

b. Represor se vezuje u prisustvu signala; represor disosuje ¢ime je
omogucena transkripcija, kada se spoljasnji signal ukloni

c. Aktivator se vezuje u odsustvu molekularnog signala i transkripcija
pocinje. Kada se signal ponovo javi, aktivator disosuje i transkripcija
se inhibira.

d. Aktivator se vezuje u prisustvu signala; disosuje samo kada se ukloni
signal

Naziv “pozitivna” i “negativna” regulacija se odnosi na tip regulatornog
proteina koji je ukljuc¢en u regulaciju. Ovaj protein ili olakSava ili
otezava transkripciju. U oba slu¢aja, dodatni molekularni signal moze
da pojaca ili smanji transkripciju, zavisno od svog efekta na
regulatorni protein.



Mnogi geni prokariota su udruzeni i regulisani u jedinstvenoj
formaciji operona

Geni koji kodiraju proizvode uklju¢ene u niz zajednickih procesa su
organizovani i prepisuju se zajedno- policistronske IRNK kod prokariota

OPERON- udruzeni geni + promotor + ostale sekvence koje funkcionisu
zajednicki u kontroli i regulaciji transkripcije

Repressor
Activator binding site
hinding aite (operator)
DNA Promoter [/ A | B C
\\ f; | y /

Hegulatory sequences (Genes transcribed as a unit

Lac operon kod bakterija - NEGATIVNA /7 POZITIVNA REGULACIJA



Metabolizam laktoze kod E. Coli

Za preuzimanje i1 metabolizam laktoze
je neophodna aktivacija galaktozid
permeaza i beta-galaktozidaza.
Prevodenje laktoze u alolaktozu
reakcijom transglikozilacije je
reakcija koju kataliSe takode beta-
galaktozidaza.
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The lac operon
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Regulatorni proteini poseduju DNK vezne domene

Regulatorni proteini se vezuju za specificne DNK sekvence. Njihov afinitet
prema tim sekvencama je oko 104-106 puta veci nego prema bilo kojoj
drugoj sekvenci.

Ovi vezujuéi domeni regulatornih proteina su uglavnom neki karakteristicni
strukturni motivi.

Da bi se vezao za DNK, regulatorni protein mora da prepozna odgovarajucu
DNK sekvencu- to su uglavnom bazni parovi, donori ili akceptori vodonicnih
veza smesteni u velikoj krivini DNK.

Major groove Major groove Major groove Major groove

Minor groowve Minor groove Minor groove Minor groova

Adenine=Thyvmina Cuanine=Cytosine Thymine=Adenine Cytosine=Cuanine



Amino kiseline regulatornog proteina koje uglavnom uc¢estvuju u vezivanju
vodoniénim vezana za odgovarajuéi bazni par na DNK su Asparaginska
kiselina, Glutaminska kiselina, Glutamin, Lizin i Arginin
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Vezujuéi domeni regulatornih proteina moraju da budu mali kako bi
reagovali sa bazama u velikoj krivini DNK. Ovi DNK vezujuéi domeni
uglavnom imaju oko 60-90 AK a strukturni domen koji direktno reaguje
sa DNK je joS manji. Protein kao celina nije mali, jer su mali proteini
nestabilni, obzirom da ne mogu da formiraju dovoljno stabilizujuéih
hidrofobnih interakcija.

DNK vezujuci domeni regulatornih proteina uglavnom imaju
suprasekundarnu strukturu: heliks-okret-heliks, Zn-prsten

A. Zinc fingers B. Leucine zipper C. Helix-turn-helix D. Helix-loop-helix

Leucine
side chain

Leucine
Zipper
domain




Heliks - okret - heliks

Suprasekundarne strukture
proteina znacajne za
funkciju

regulatornih transkripcionih
faktora

Bop jedinica




Kako se prepoznaje gen koji je aktivan?

Neki regulatorni regioni su jednostavni (on/off) i reaguju na
pojedinacni signal

eDrugi su kompleksni, reaguju kao mikroprocesor na veci broj
signala (interpretacija i integracija)

«1950.- “gene regulatory protein”

DNK vezujuéi proteini-motivi

- - I
Heliks-okret-heliks Prepoznavanje spec. DNK sekvence preko strukture
. regulatornog proteina (H veze, jonske, hidrofobne)
Zn finger Stvori se oko 20 veza- osigurava se da je stvoreni

v kompleks adekvatan
Nabrana ploca P

Vezuju se spolja DNK heliksa-bez otvaranja heliksa
Le-zipper (uglavnom za veliki usek)




Heliks-okret-heliks- kod prokariota i retko kod eukatiota. Cini ga 20AK (7-
9 u svakom heliksu) koje su povezane beta nabranom plo¢om.

Ova samostalna struktura nije stabilna ve¢ predstavlja reaktivni deo veceg
DNK-vezujuéeg proteina. Jedan heliks se zove PREPOZNAJUCI HELIKS
posto on direktno reaguje sa DNK




Zn prsten- predstavlja najcescéi DNK vezujuéi domen regulatornih gena kod
eukariota. Cini ga oko 30 AK ostataka koji formiraju dugacku petlju zatvorenu
sa Zn jonom koji je koordinativnim vezama vezan za 4 AK ostatka (4 Cisteina,
ili 2 Cisteina i 2 Histidina). Jon Zn ne ucestvuje direktno u interakciji sa DNK.

Neki Zn prsteni deluju i kao RNK vezujuéi domeni- kod nekih proteina koji kod
eukariota deluju kao represori translacije i vezuju se direktno za DNK

Regulatorni
protein Zif 268




Regulatorni proteini takode imaju protein-protein
vezujuée domene

Ovi domeni omoguéavaju povezivanje regulatonih proteina sa RNK
poly, drugim regulatornim proteinima ili drugim subjedinicama istog
regulatornog proteina. To su npr. mnogi TF eukariota koji se, u formi
dimera, vezuju za DNK koristeéi vezni domen Zn prsten.

Dva najznacajnija protein-protein vezuju¢a domena su Leu rajsferslus
(zipper) uglavnom kod regulatornih proteina eukariota i heliks-petlja-
heliks kod nekih regulatornih proteina eukariota ali uglavhom kod
regulatornih proteina prokariota.



Le zipper- ¢ini ga amfipatiéni heliks Heliks-petlja- heliks- sadrzi oko S0AK
koje su znacajne i za vezivanje za DNK ali i
za dimerizaciju ovog proteina. Ovaj region
cine 2 kratka amfipati¢na heliksa koja su
povezana petljom, promenljive duzine.

sa nizom hidrofobnih AK koje su
koncentrisane sa jedne strane, tako da
hidrofobne povrsine ¢ine kontaktnu
povrsinu dva polipeptida ovog dimera.

Leu se nalazi kao svaka 7. AK U nizu Ovakva 2 motiva intereaguju i formiraju

, dimere.
DNK vezujuci domen ovih proteina je

uglavnom bogat baznim AK (Arg i Liz) DNK vezujuéi domen ovih proteina je

uglavnom bogat baznim AK (Arg i Liz)

Zipper
region

(b)




PROKARIOTE

Kontrola genske ekspresije kod prokariota:

o Pojam operona

0 Kontrola vezivanja RNK polimeraze prisustvom represora:
Indukcija represora koja dovodi do inaktivacije represora;

aktivacija represora prisustvom aktivatora tj ko-represora

0 Uloga sigma faktora RNK polimeraze u vezivanju RNK
polimeraze za DNK

o Regulacija aktivnosti operona prisustvom priguSivaca
(atenuacija transkritpcije)



Regulatory gene

DNA ROV

Repressor

Promoter Atructural genes

Operator A B C

RIRISONRIANR

Mo transcription occurs
Mo proteins are produced

Regulacija operona represorom.
Kada se veze protein represor
za operator, RNK poly ne moze
da se veze pa se transkripcija
ne deSava

Promoter Structural genes
Operator A B C
Hepressor Mo transcription occurs
(active) MNo proteins are produced
Inducer
Hepressor
(inactive)
A/
HNA polymerase
qu{;owwwm
lTranscriptit}n

RGN IAVAVAVAVAVAVAN

mBNA l l i

Protein Protein  Protein
A B C

Inducibilan operon. U prisustvu

aktivatora, on se vezuje za represor i

inaktivira ga, zbog ¢ega se ovaj
odvaja od operatora. RNK poly se
vezuje i transkripcija tece.



Aktivacija transkripcije lac operona preko CRP

Glu + Lac- katabolicka represija

Efekat glukoze se ostvaruje preko cAMP-a kao koaktivatora i aktivatornog
proteina- CRP ili CAP (cAMP Represor protein/ Catabolite Activator

protein)
CRP je homodimer koji poseduje vezna mesta i za DNK (heliks-okret-keliks)
| za CAMP.
CRF site Bound by EMNA polvmerase 5’ W 3 mENA
| | |
DNA 5 —A'ITAATGTGAG'I‘I‘AGCIUAC'IUAITAGGCACCEEAGGCTTTAGACT'ITATGE‘-TI‘CCGGCTCGTATG'ITG'I'GTGlGﬁATTGTGAGE‘GGATAACMTTINACAC
—3ab region —10 region Operator
(a)
lae promoter TTTACA TATGTT
—35 region —10 region
e TTGACA TATAAT
CONSENSUS Seqlence

(b)
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Kombinovani efekti glukoze i laktoze na ekspresiju lac operona

(@) U odsustvu glukoze (cAMP nivo raste pa i CRP-cAMP
kompleksa) tako da se transkripcija povecava. To znaci da tada
Lac represor nije vezan

(b) Bez vezanog aktivatora (CRP-cAMP), lac promotor se slabo
prepisuje ¢ak i kada je koncentracija laktoze visoka i Lac
represor nije vezan



Transkripcija u prokariota

v RNK polimeraza

@ Sastoji se iz pet subjedinica (polipeptidnih lanaca):
, koji ¢ine holoenzim.
D naziva se enzim.
@ Relativha molekulska masa celog enzima je oko 500.000
daltona.

DNK




Transkripcija u prokariota

v RNK polimeraza

@ Sigma subjedinica RNK polimeraze se vezuje za -10/-35
@ Kor-enzim RNK polimeraze (a,p"p) vezuje sigma
subjedinicu (o).

DNK




Transkripcija u prokariota

v Inicijacija

@ Rifampicin se vezuje za b-subjedinicu, kada se RNK polimeraza
nalazi u obliku holoenzima.

@ Vezivanjem za b-subjedinicu holoenzima rifampicin specificno
inhibira inicijaciju transkripcije RNK.

@ Rifampicin nema uticaja na nuklearnu RNK eukariota.

RNK pollmeraza
“kor-enzim"

%!%;

Promotor

o faktor

NG IE ‘-.h. LA WL WA WU W N N L

Region terminacije




BNA atart site
—35 region -10 region R

DNA 5 UP element TTGACA Nyq TATAAT | Ng g

Konsenzus sekvence za mnoge promotere E. Coli.

Vecina baza koje se nalaze u delu -10 i -35 deluju negativno na funkciju
promotora. Neki promotori takode uklju¢uju USHODNI REGULATORNI

element.



(A MEGATIVE REGULATION POSITIVE REGULATION

bound repressor protein prevents transcription B) bound activator protein promotes transcription
bound activatar HPIA polymerase
by unf:l reprassor protein
protein-._
GEME l:l.‘-FF_ P w—p GEME ON

TO REMOVE l
REGULATORY m m rnFINA.‘
PROTEIMN . -
FROM DMA ‘ 4 l

ADDITION OF LIGAND ’ protein

SWITCHES GENE ON BY ADDITION OF LIGAND

REMOVING REPRESSOR
PROTEIN SWITCHES GEME OFF

BY REMOVING ACTIVATOR
PROTEIN

A GENE OFF _ > GENEON _

%,

O ALLOWY
REGULATORY l mAMNA
FROTEIN TO m [
BIND TO 5 3
DN REMOWVAL OF LIGAND inactive repressor ' l

SWITCHES GENE ON
BY REMOVING
REFRESSOR PROTEIN

protain
REMOVAL OF LIGAND
SWITCHES GENE OFF BY
REMOVING ACTIVATOR
PROTEIN

Zbirni mehanizam kojim specifi¢ni regulatorni proteini vrSe kontrolu
transkripcije kod prokariota

(A) Negativna regulacija

(B) Pozitivna regulacija - Uklanjanje represora sa DNK ili vezivanjem
aktivatora



EUKARIOTE

Kontrola genske ekspresije kod eukariota:

0 Dostupnost hromatina za proces transkripcije: remodeliranje hromationa,
metilacija DNK, rearanziranje genoma, amplifikacija i delecija gena (ne
fizioloski mehanizmi regulacije)

0 Regulacija na nivou transkripcije. Regulatorni proteini (promotori,
koaktivatori, korepresori, TATA boks vezujuéi proteini). Kontrola
transkripcije na primeru receptora za steroidne/tireoidne hormone.
Struktura DNK vezujuéih proteina. Kontrola transkripcionih faktora
(response elementi, pojacivaci)

0 Posttranskripciona obrada RNK: isecanje introna, poliadenilacija

0 Regulacija na nivou translacije: transport i stabilnost iRNK, kontrola
inicijacije translacije



Eukariote

1. Regulatorni proteini mogu da budu vezani daleko od promotora

2. RNKpoly 1l mora da bude u kompleksu sa odgovarajuéim
baznim TF

3. Pakovanje hromatina-specifi¢na regulacija u odnosu na
bakterije

*Regulatorne sekvence se mogu nalaziti i na udaljenosti od po 100
NT uzvodno od mesta pocetka tranksripcije- proksimalni kontrolni
element

*Regulatorne sekvence se mogu nalaziti i na udaljenosti od po 1000-
50 000 NT uzvodno ili nizvodno od mesta pocetka tranksripcije-
pojacivaci/prigusivadi

«Aktivaciju regulatornih sekvenci vrse specifiéni regulatorni TF koji
se nazivaju AKTIVATORI ako se vazuju za pojacivace ili
REPRESORI ako se vezuju za priguSivace



Mesta (koraci) na kojima moze doéi do kontrole

ekspresije gena eukariota

inactiva mANA
NUCLEUS CYTOSOL iR MNA $
degradation
control
oo AMNA
transcriptional Ftl';-.lﬂ RMNA .
control procassing transport translation proten
contral and control activity
localization contral
control Y
protein * inactive
protain

Kontrola od koraka 1-5
Kontrola 6- kontrola aktivnosti proteina
obuhvata reverzibilnu aktivaciju ili inaktivaciju
fosforilacijom proteina, kao i ireverzibilnu
inaktivaciju proteolitickom razgradnjom.



Metilacija C u paru CG- neaktivan genom

Regulacija procesa transkripcije se kod eukariota deSava po principu “sve ili
nista”- kontrola inicijacije. Ona predstavlja kontrolu na nivou individualnih

gena.

Regulacija transkripcije individualnog gena ukljucuje sve faktore koji su
inace ukljuceni u transkripciju: promotor, bazalni transkripcioni faktori,

sekvence “pojacivaci”

cyioesine B-mathyloytasine
H., -H H. _-H
."=|. M
P HyC e
g 1&‘; N ' =y
. —— |
6 1 2L methylation
"y fﬁ“’th N ()

Kod ki¢menjaka se ova metilacija deSava na citozinu koji
se nalazi uz guanin (sekvenca CG)



Kljuéni nivo regulacija ekspresije gena kod eukariota jeste inicijacija
transkripcije

Transkripciono aktivni i inaktivni hromatin se strukturno razlikuju

Oko 10% hromatina u tipi¢noj Celiji eukariota se nalazi u obliku
heterohromatina. On je uglavnom povezan sa odredenim strukturama
hromozoma, npr centromerama.

Nekondenzovani hromatin-euhromatin

Histoni transkripciono aktivnog hromatina (H2A, H2B, H3 i H4)-kovalentna
modifikacija (ireverzibilna metilacija Liz, fosforilacije Ser i Tre, acetilacija,
vezivanje ubikvitina).



Remodeliranje hromatina-acetilacija i premestanje nukleozoma

Danas su poznati mnogi enzimi koji su ukljuc¢eni u
remodeliranje- kovalentna modifikacija histona
nukleozoma

Acetilacija i deacetilacija histona- Histon
acetiltransferaza (HAT). Acetilacija N-terminalnih
delova histona koji su bogati Liz

Citosolna HAT vrsi acetilaciju novosintetisanih
histona pre njihovog transporta u jedro.

Kada se hromatin aktivira za transkripciju,
acetilaciju histona tada kataliSe nuklearna HAT.
Acetilacija N terminalnih domena H3 i H4 smanjuje
afinitet nukleozoma prema DNK. Kada transkripcija
datog gena vise nije potrebna, acetilacija
nukleozoma se smanjuje kao i aktivhost HAT.

Po uklanjanju nekih acetilnih ostataka, dolazi do
druge kovalentne modifikacije nuklozoma
karakteristi¢ne za neaktivni hromatin-Liz9 u H3
podleze metilaciji u heterohromatinu.



Lokalna promena strukture hromatina koja je
uslovljena proteinima aktivatorima gena kod eukariota

goene i.lE_lgl‘-'-EIIIUr protein
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Acatylated histons

TRAMNSCRIPTION ACTIVATION

Acetilacija histona i nukleazoma menja pakovanje hromatina ¢ineéi
ga pristupacnijim za vezivanje za druge proteine u éeliji,
ukljuéujujuéi i proteine koje predstvaljaju inicijatore transkripije.



Dva specifiéna nac¢ina kojima acetilacija histona
moze da stimuliSe inicijaciju transkripcije

(A) Neki proteini aktivatori mogu direktno da se vezu za

(FY]

histone acetylase (HAT)

(B)
AR

binding of a second
activator protein

bromodomain subunit of TRHD

|
5 . o e -."‘ .
histona Ha tal

DNK koja je upakovana u nemodifikovani hromatin.
Privlaéenjem histon acetilaze (i kompleksa za
remodeliranje nukleazoma) ovi aktivatori olakSavaju
vezivanje za DNK ostalih proteina aktivatora koji ne
mogu inace da se vezu za nemodifikovani hromatin. Ovi
proteini dalje mogu da uzrokuju modifikaciju hromatina
ili deluju direktno kao transkripciona masinerija.

Subjedinica opSteg transkripcionog faktora TFIID
sadrzi dva kisela proteinska domena od kojih se svaki
sastoji od 120 AK, a nazivaju se bromodomeni. Svaki
bromodomen formira vezujuéi dZep za jedan boéni lanac
acetiliranog lizina (Ac);u TFI11D ova dva dzepa su
odvojena sa 25 A, Sto pretstavlja optimalno rastojanje
za prepoznavanje para acetiliranih lizina koji su
odvojeni sa 6 ili 7 AK ostataka na N-terminalnom kraju
histona H4.

Dodatno primeru acetilacije, ova subjedinica TFIID
takode prepoznaje N-terminalni kraj histona H4 kada
je acetilovan na poziciji 5 i1 12 kao i potpuno acetiliran
rep.

On ne poseduje poseban afinitet prema neacetiliranom
H4 repu i ima samo mali afinitet prema H4 repu koji je
acetiliran na samo jednom Liz.

Razlic¢iti oblici acetilacije H4 su vezano za
transkripciono aktivne regione hromatina.



DNK-vezujuéi transaktivatori i koaktivatori olakSavaju povezivanje
potrebnih TF

RNKpoly 11- iRNK
Promotor za RNK poly I'l- TATA box i Inr (sekvenca inicijacije)

Dodatne regulatorne sekvence-pojacivaci (vise eukariote) tj
ushodni regulatorni element (kvasac).

Vezivanje RNK poly Il za njen promotor zavisi od:

1. prisustva bazalnih transkripcionih faktora, npr TATA vezujuéi
protein (TBP)

2. DNK-vezujuéih transaktivatora (vezuju se za pojacivac/ushodni
regulatorni element i pojacavaju transkripciju). Osetljivi su na
delovanje signalnih molekula, udaljeni od promotora.

3. Koaktivatora- ne deluju direktno na DNK ve¢ posreduju u
povezivanju RNKpoly sa svim transkripcionim faktorima sa jedne
strane i DNK-vezujuéih transaktivatora sa druge strane. Primer
je TFIID i medijator



REDOSLED KORAKA U REGULACIJI EKSPRESIJE GENA

 Remodeliranje hromatina

e Vezivanje DNK-transaktivatora za DNK (¢ak i u formi
heterohromatina)

e Vezani transaktivatori dalje se vezuju za koaktivator TFI1ID ili
medijator (ili oba) ¢ime se stabilizuje vezivanje kompleksa RNKpoly 11



Transkripcija u eukariota

\V/ Interakcija bazalnih transkripcionih faktora sa promotorom

L OO0 VO ©

| ImamTcAI& h[TaacTca] [GecaAT[ceacea| | TATA

TAIR | THIB

polimeraza Il

I;Inmlamfl [ccceaac] |

T#‘r RNK g

, polimeraza 11

@ TATA boks je konsenzus sekvenca u promotoru koju prepoznaje
faktor TFIID (sastoji se od TATA vezujuéeg proteina (TBP) i
TBP vezujuceg faktora).
@ Nalazi se 25 nukleotida uzvodno od mesta pocetka transkripcije.



Transkripcija u eukariota

\V/ Interakcija bazalnih transkripcionih faktora sa promotorom

Promotor
Dwolanéani o
DMK heliks

Mesio pocetka transkripcije

¥

@ Vezivanje TF1ID uzrokuje veliku distorziju ﬂk THIC

TATA boksa -oznafava se aktivni promotor. ’f

@ TFIIB se vezuje za TBP ise stvara kompleks

] .E_u}
TFI3

TBP-TFIIB.
@ Zajedno sa transkripcionim faktorom TFIIF,

@k'
0
TFIIB sluzi kao most za vezivanje RNK polimeraze |1 i
@ TFIIH je sastavljen iz viSe subjedinica. ‘
- Prve dve subjedinice su helikaze koje
odvijaju DNK lanac na mestu pocetka P
transkripcije -
- Sledeéa subjedinica je protein-kinaza,
fosforiliSe ponavljajuée sekvence
C-terminalnog kraja RNK-polimeraze I1.
@ Fosforilacijom ovih sekvenci RNK-polimeraza 11
se oslobada iz kompleksa i nastavlja da se kreée===
duz DNK matrice i stvara RNK.

RNK palimeraza il

-
[
;&




Transkripcija u eukariota

Vv Inicijacija

@ Transkripcioni aktivatori su reglulatorni proteini gena koji pomazu u
postavljanju RNK polimeraze na mesto pocetka transkripcije.

@ Medijatorni kompleks proteina omoguéava da RNK polimeraza Il komunicira

sa bazalnim transkripcionim faktorima.

@ Kompleksi za remodelovanje hromatina i histon acetilaze takode su cesto
potrebni za inicijaciju transkripcije

specificni
vezujuci
proteini

~200 bp by e




Regulatorni proteini gena eukariota se uglavnom
vezuju u komplekse sa DNK

(Al IN SOLUTION (B) OM DNA

coactivator CDFE.:IFEESDF
ACTIVATES REPRESSES
. TRANSCRIPTION TRANSCRIPTION

GENE OFF
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: | j TRANSCRIFTION TRANSCRIFTION
Sy \ _S§ |
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GEME OM GEME OM

Sedam regulatornih proteina je prikazano na slici.

(A). Priroda i funkcija kompleksa koji formiraju zavisi od specificne DNK
sekvence za koju se oni vezuju.

(B). Neki vezani kompleksi aktiviraju transkripciju gena dok drugi vrse
represiju transkripcije.

Crveni protein je zajednicki i za aktivirajudi i za represujuci kompleks.



Integracija promotora

strongly activating
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spacer
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Multipli setovi regulatornih proteina gena mogu da funkcionisu
zajedno kako bi uticali na inicijaciju transkripcije koja se deSava na
promotoru.

Jos uvek nije potpuno jasno kako se postizZe integracija veéeg broja
subjedinica ali izgleda da finalna transkripciona aktivnost gena
nastaje kao rezultat kompeticije izmedu aktivatora i represora..



Shema pojacivac¢a-enhansera

DA bending LDMA
pr-::tein \

activates
transcription

Zuti protein-arhitektonski protein &ija je glavna uloga da se veze za
DNK i omoguci kooperativno povezivanje ostalih komponenti. Povrsina
ovog proteina pojacivaca, intereaguje sa ko-aktivatorima koji aktiviraju
transkripciju u neposrednoj blizini promotora.

Kompletan set proteinskih komponenti za pojacivac¢ su poznate samo u
nekim ¢eijama imunskog sistema u razvoju od kojih nastaju zrele T
celije.



Aktivacija gena iz daljine

bacterial
AMNA polyrmarass

s in closed complax

promoter ]<;_“-\
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i enhancar N
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activation
interméadiate

1A) f"’

GEME ON

(A) NtrC je regulatorni protein bakterijskog gena koji aktivira transkripciju tako Sto
olakSava transkripciju izmedu inicijalnog vezivanja RNK poli za promotor i
formiranja inicijalnog kompleksa. Za transkripciju koju je stimulisao NtrC
neophodna je energija koja se dobija hidrolizom ATP-a, mada je ovaj zahtev za
energijom neobic¢an za regulaciju bakterijskih gena.

(B) Interakcija izmedu NtrC i RNK poli sa pomoénim formiranjem om¢e DNK, moze da
se vidi i pod elektronskim mikroskopom.

Ovakva aktivacija transkripcije formiranjem omce je atipi¢ na za prokariote ali je
tipicna za regulatorne proteine gena eukariota.



Kontrolni region tipiénog gena eukariota

general
transcription ANA polymerase || fgene
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the gene control region for gene X

Promotor je DNK sekvenca gde se vezuju opSti faktori transkripcije i polimeraza.

Regulatorna sekvenca sluzi kao vezno mesto za regulatorni protein gena, Cije
prisustvo na DNK utiée na brzinu inicijacije transkripcije. Ove sekvence mogu da
budu smeStene odmah uz promotor, daleko uzvodno od njega ili unutar introna ii nizvodno
od samog gena.

Smatra se da formiranje om¢e DNK omogucava regulatornim proteinima gena da se vezu
na bilo koju od pomenutih pozicija i da reaguju sa proteinima koji se nalaze uz promotor.

Kako su ops$ti faktori transkripcije veoma sli¢ni kod svih polimeraza Il transkripcione
gene, regulatorni proteini gena kao i pozicija njihovih veznih mesta u odnosu na promotor
se razlikuju za svaki gen.



“”,—-_i__ Aktivacija inicijacije transkripcije kod

I eukariota pomoéu RNK poly 11
holoenzimskog kompleksa
\

activation mediator
THID (A) Protein aktivator se vezuje
h proksimalno od promotora, i privia¢i

domain
- ‘. l .
m- o holoenzimski kompleks na
{Q — ‘H\\\/ polymerase promotor.Tako je holoenzim (koji
TATA sadrzi viSe od 100 proteinskih
subjedinica) usmeren ka promotoru

nezavisno od faktora transkripcije.
TFIIDi TFIHIA.

(B) DNK-vezujuéi domen proteina je
fuzionisao direktno sa proteinskom
komponentom medijatora, proteinskog
kompleksa od 20 subjedinica koji je
deo kompleksa holoenzima ali koji se
lako moze odvojiti od ostatka
holoenzima. Kada se vezno mesto ovog
“hibridnog “ proteina eksperimentalno
umetne blizu promotora, inicijacija
transkripcije se znatno pojacava.

“Prekinuta” DNK samo ozna€ava da ovi segmenti
mogu da budu jako dugi.



Model aktivnosti nekih transkripcionih
aktivatora kod eukariota

DMNA-binding
site for activator

&
. activator
{1

TFID

TFIA
TFIIB

GENE

Protein aktivator gena, vezan za DNK unutar promotora, olakSava
povezivanje nekih opstih transkripcionin faktora.

I ako neki proteini aktivatori deluju u nekim koracima inicijacije
transkripcije, neki od njih mogu da budu ukljuceni u razlic¢ite korake
Inicijacije.



activatar activation surface

'

ul* Pet nacina funkcionisanja represora gena kod eukariota
=

com petitiva £

DNA e ——————— e —— (A) Protein aktivator gena i protein represor gena konkurisu

binding L TATA

Vi za vezivanje za istu regulatornu sekvencu DNK

binding site

binding site fOF represso

foractator (B) Oba proteina mogu da se vezu za DNK, ali se represor
A vezuje za aktivacioni domen proteina aktivatora ¢ime
masing the }l _ sprecava njegovu funkciju aktivacije. Moguée je da se
“Surace — TATA represor veze za aktivator a da pri tome ne bude
pinding site binding site vezan za DNK direktno

far actiwatcr for repressor

Dimciing site
minding site foer
for repressor

(C) Represor intereaguje sa ranim obikom “vezujuéeg”
kompleksa opstih transkripcionih faktora, blokirajuéi
'“ ,fF——'_‘& N njihovo dalje povezivanje. Neki represori deluju kasnije
diractinteraction | ' u toku inicijacije transkripcije, npr spreéavajuéi
wanseription factors THID Y oslobadanje RNK poli od opsStih transkripcionih faktora

diract intaraction B

(D) Represor “aktivira” kompleks za remodeliranje
e hromatina ¢ime se promotor vraéa u pretranskripcionu
nukleozomalnu formu. Isti kompleks za remodeliranje

e ?%%%QUQ moZe i da aktivira i da inhibira transkripciju zavisno od
rSmadeling koncentracije drugih proteina u jedru od kojih zavisi
L

complexes
remodaled nucleasomes stabilnost remodeliranog ili “represovanog” oblika.
N\ Kompleks za remodeliranje omoguéava hromatinu da

&% menja svoju strukturu
(E)
’,JF

5|

rATA Represor privla¢i deacetilazu histona na promotor.
Lokalna deacetilacija histona smanjuje afinitet TFIID
s e feeeese prema promotoru i smanjuje pristupaénost DNK unutar

'ec'lf._iT_n'm'. of % Zahvaéenog hromatlna.
:’|<‘.-Hl't;‘!:I:':':-:':.;:n.~‘:

specific pattern of
histone acetylation



Regulacija genske ekspresije kod eukariota je uslovljena mnogim
unutaréelijskim i vanéelijskim signalima

Steridni hormoni + Re- dimerizacija.

Nastali kompleks se u jedru vezuje za DNK sekvencu- hormon response element
(HRE), koji uti¢e na ekspresiju gena. Ove sekvence su razlicite za razlicite
steroidne hormone.

TABLE 28-4 Hormone Response Elements (HREs)
Bound by Steroid-Type Hormone Receptors

Receptor Consensus sequence bound”
Androgen GG(A/T)ACAN,TGTTCT
Glucocorticoid GGTACAN,TGTTCT

Retinoic acid (some) AGGTCANsAGGTCA

Vitamin D AGGTCAN;AGGTCA

Thyroid hormone AGGTCAN,AGGTCA
Rxt AGGTCANAGGTCANAGGTCANAGGTCA



Struktura receptora za steridne hormone

C-terminalni kraj- ligand vezujuci domen
Centralni deo- DNK vezujuéi domen. Zn prsten

N-terminalni kraj- antigenski domen
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Transcription DINA binding Hormone binding
activation (66—68 residues, (variable sequence
ivariable sequence highly and length)

and length) conserved)



Mehanizam dejstva unutaréelijskih receptora za tri
najvaznija polha hormona
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Dimerization
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0000

Dhimeriza

ERE ar AP-I
Homodimer \ Heterodimer
GRE GRE

hsp

ERE

Receptori su uglavnom u
citoplazmi vezani za
proteine toplotnog Soka
(hsp). Po vezivanju
liganda, hsp se odvajaju,
receptoru dimerizuju u
prelaze u jedro. U nekim
ciljnim tkivima
testosteron se mora prvo
prevesti u
dihidrotestosteron (DHT)
pre nego Sto stupi u
kontakt sa receptorom.

Kompleks hormon-
receptor se vezuje za
estrogen-response
element (ERE) na DNK.
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Struktura receptora za steroidne hormone

DA

Transcription-  binding

regulation dormain
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Steroid
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DNK-vezujuéi domen (C) je visoko
konzerviran kod svih steroidnih
receptora.

Postoje 2 tipa humanog
glukokortikoidnog receptora (hGRa
i hGRDb) usled razli¢ite obrade
istog primarnog iIRNK transkripta;

Dva progesteronska receptora
(hPRA 1 hPRB) nastaju usled
razli¢itih mesta inicijacije
transkripcije;

Dva estrogenska receptora (hERa

i hERDb) su kodirana razli¢itim
genima



Signalni molekul Aktivirana adenilil ciklaza

Regulacija moze da se
ostvari i fosforilacijom
faktora transkripcije

Receptor
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REGULACIJA NA NIVOU
POSTRTRANSKRIPCIONE OBRADE RNK



Obrada RNK

@ Obrada RNK je tesno povezana sa fazom elongacije transkripcije.

@ Kljuéni korak u preusmeravanju RNK polimeraze u elongacioni mod je
ekstenzivna fosforilacija C-terminalnog kraja RNK polimeraze koji se
skraéeno obelezava CTD (C-terminalni domen).

@ CTD se nalazi na najveéoj subjedinici i sastoji se od 52 puta ponovljene
sekvence od 7 amino kiselina.
® Svaka sekvenca od 7 amino kiselina sadrzi po 2 serina koja mogu biti

fosforilisana.
® Kompletnom fosforilacijom polimeraze dodaje se ukupno 104 negativno
naelektrisanih fosfatnih grupa.

RNA p?lymerasa

polyadenylation
splicing factors
factors

capping factors



Obrada RNK

@ Fosforilacija CTD RNK polimeraze:
O Je odgovorna za disocijaciju RNA polimeraze 11 od drugih proteina
prisutnih na po€etnom mestu transkripcije i omoguéava novoj grupi
proteina, da se vezu za CTD polimeraze.
— Ovi proteini ucestvuju u elongaciji i obradi hnRNK.
— Neki od njih prelaze sa RNK polimeraze na nascentni molekul RNK
koji pocinje da se obraduje neposredno nakon sinteze.

RMA polymearase

palyadenylation l

gplicing  factors
[
RMA

factors

capping factors

(EUPNEIP)~
p

Tako se, RNK polimeraza 11 u elongacionom modu moze smatrati masinerijom
koja i transkribuje DNK u RNK i obraduje RNK neposredno nakon stvaranja.



Obrada RNK - modifikacija 5’ kraja

5’ kraj novog RNK molekula se modifikuje:
@ neposredno nakon Ssto RNK polimeraza 11 poveze oko 25 prvih nukleotida
@ dodavanjem "kape" koja se sastoji od modifikovanog guaninskog nukleotida.

7-Methylguanosine

o-  CHs
+
0
HzN \N 5 2-0-Methylribonucleoside
. 0 5 Base (mBAde, Ade, Gua,

O O
Hz-0-P-0-P-0—P-0-CHpO_ | Cyt,Ura)

OB o b

CH3 Base (Ade, Gua,
0= —CH Cyt, Ura)

CH3 or H)
RNA

5’ kraj sadrzi informacije koje se nikada ne prevode u proteine
(vodeée sekvence) kao ni 3’ kraj (pratece sekvence)
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Obrada RNK - modifikacija 5’ kraja

U formiranju "kape" na 5’ kraju ucestvuju 3

1.
2.
3.

enzima:

Fosfataza - uklanja fosfat sa 5 kraja
nascentne RNK

Guanil transferaza - dodaje GMP sa
reverznom vezom (5’ - 5’ umesto 3’ - 5’)
Metil transferaza - dodaje metil grupu
guanozinu.

Sva tri enzima se nalaze na CTD " repu “ RNK

polimeraze.

Uloga 5’ kape:
]

%)

%)

razlikovanje mRNK od drugih tipova RNK
vezivanje "kapa“ vezujuéeg kompleksa
proteina u jedru pomaze da se RNK
adekvatno obradi i eksportuje iz jedra.
Ucestvuje u translaciji iRNK u citosolu.

& end of nascent RNA transcript
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Obrada RNK - modifikacija 5’ kraja

Postoje tri vrste “kapa” strukture u zavisnosti od toga da li su dva
nukleotida koji su vezani za 7-metilguanilat metilisana.

@ “Kapa” O se javlja kada nema metilovanja iza 7-metilguanilata;

@ “kapa” 1 postoji kada je prva ribozna jedinica vezana za 7-metilguanilat
metilovana;

@ “kapa” 2 postoji kada su i prva i druga ribozna jedinica metilovane.

Sve IRNK imaju “kapa” strukturu.

7-Methylguanosine

oO- CH3
+
N" | AN
HZNJ\N . 2-0-Methylribonucleoside
2 3 0 0 0 5 Base (mfAde, Ade, Gua,
. Hz—D—‘LD—LD—‘LD—CH 9 Cyt, Ura)
o o o

CH3 Base (Ade, Gua,
0_P_O-CH Cyt, Ura)

CH3 or H)
RNA




Obrada RNK - isecanje introna

@ Primarni prepis iRNK sadrzi:
O kodirajuée sekvence - egzone, i
A nekodirajuée sekvence - introne.

Gens

Excn e Bl the B A and
rengated Inks prote in

@ Introni su dugacke sekvence

IFca (G0 = 2T g [TeR==Tw 1T

deoksinukleotida (10 - 100,000 nukleotida)
koje nemaju udela ugenetskoj informaciji T RNAtana  AMibo  Polypeptide

DA
koja se prepisuje u redosled aminokiselina é éméz *
u polipeptidnom lancu. el a e
; .
@ Ove interventne sekvence postoje u ¢ g---G=
veéini gena eukariota. won G g
o g C
: . . oo 8=
@ Introni variraju u velicini od 80-10 000 g c oA
nukleotida. . ¢ R
G C ]
il =




Obrada RNK - isecanje introna

@ Za razliku od sekvence egzona, tacna
sekvenca introna je nevazna.

@ Jedino su sekvence koje ucestvuju u
uklanjanju introna, i koje se nalaze na
krajevima visoko konzervisane.

@ One su vrlo sliéne kod vedine eukariota, i

sadrze
O 5’ isecajuée/spajajuée mesto
(donorsko mesto) i
O 3’ isecajuée/spajajuée mesto
(akceptorsko mesto).

geng

4 RHNA Splicing

exon 1

eX0n 2

eX0N 3

Messenger RNA

RINA synthesis and processing

o



Obrada RNK - isecanje

Introna

Reakcije isecanja introna iz hnRNK

%)

QQ

(A}

Specifi¢ni adeninski nukleotid u gy
sekvenci introna napada 5’ g
isecajuée/spajajuée mesto i sece 5
Secerno-fosfatnu kiému u ovoj tacki.
5’ kraj introna se kovalentno vezuje za
adeninski nukleotid.

Nastaje petlja (laso) u molekulu RNK.
Oslobodeni 3' - OH kraj egzona
reaguje sa pocetnom sekvencom

susednog egzona. (’_\Y ara

- T J
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b i
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{ sBquence

] O— P —1— L1 Lal

O=p—0 {
l, o e

]
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SEquUEnce
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Obrada RNK - isecanje introna

Isecanje introna se odigrava u specificnim cesticama (engl. splicesome)

@ lsecanje introna se izvodi uz pomoé RNK molekula koji se nazivaju
male nuklearne RNK - mnRNK (engl. small nuclear RNA - snRNA).

Male nuklearne RNK - mnRNK:

@ Sadrze do 200 nukleotida.

@ Postoji pet vrsta: Ul, U2, U4, U5 i U6.

@ Svaka mnRNK se povezuje sa 6-10 molekula proteina gradeéi male nuklearne
ribonukleoproteine —-mnRNP (small nuclear ribonucleoprotein - snRNP -

snurp).

@ Ovi mnRNP cine jezgro cestica za isecanje.

@ RNK molekuli prepoznaju granice intron/egzon i u¢estvuju u rekcijama

isecanja.



5 splice site ¥ splice site
BBF  U2AF [

Obrada RNK - isecanje introna ,zuCU  om  ieehG on: o

5 & '  pre-mANA

transcript
U1 snANP
BEP U2 snANP
UZAF

L2 snRMP

U1 snAMNFP

7 | BN
5'% o — E’:\_\L . 3

1 Ua/UG-U5 "triple"snRNP

@ Tacku grananja prepoznaju BBP (branch point

U4/UB snRNP
h:

binding protein) i U2AF - pomoéni protein.
@ U2 mnRNP zamenjuje BBP i U2AF i baze mu se Hi‘:"a

sparuju sa bazama konsenzus sekvence tacke

granjanja.

@ Baze U1 mnRNP se sparuju sa 5’ isecajuéim mestom.

CLEAVAGE AND
JOINING OF TWO

3 SPLICE SITE
EXOM SEQUENCES

@ U4/U6 i U5 ulaze u cesticu za isecanje.

excised intron sequence

in the form of a lariat

{intron ANA will be degraded
in the nucleus; snRMNPs will
be recycled)

@ U4 i U6 su medusobno ¢vrsto vezane preko parova

baza.

exon 1 exon 2

@ Dolazi do preuredenja RNK-RNK veza ——ANA

. portion of



Obrada RNK - isecanje introna

@ U reakcijama transesterifikacije (transfosforilacije) broj fosfatnih veza ostaje isti,
pa bi se moglo ocekivati da se ove rekcije odvijaju bez hidrolize nukleozid trifosfata.
@ Medutim energija je potrebna za postepeno postavljanje i preuredenje komponenti ¢estica za
isecanje introna.
- Neki od proteina koji ulaze u njihov sastav su helikaze koje koriste ATP za cepanje RNK-
RNK interakcija da bi omoguéile stvaranje novih.
- Hidrolizu ATP-a ne zahtevaju samo
O Vezivanje BBP za tacku grananja i
O Vezivanje Ul za 5’ isecajuée mesto.
- Posle isecanja mnRNP ostaju vezani za omc¢u introna, i rasformiranje ove strukture
zahteva dodatna RNK-RNK preuredenja koja zahtevaju hidrolizu ATP-a, da bi mnRNK mogle
da budu ponovo upotrebljene.

&) =1}

exon 1 exon 2 gxon 3 agxon 1 0N 2

5 [ [ 1 K 5 [ N
L

i li HGWP“DH

S cryptic splice splicing

axon skipping site salection signals
portien of exaon 2

exon 1 exon 3 exon 1
s I = 5 [ 3

Greske koje bi cesto nastajale da se selekcija mesta isecanja
vrSi na RNK bez proteina



Obrada RNK - isecanje introna

@ lako se markiranje egzona i introna, i formiranje €estica za isecanje vrSi

u toku elongacije isecanje se vrSi kasnije.

@ Ovo odlaganje znadi da:
O se introni ne moraju isecati onim redom kojim su se pojavili u RNK
lancu
O lako se cestice za isecanje pojavljuju ko-transkripciono reakcije
iIsecanja se uglavnom odigravaju post-transkripciono, posle sinteze

kompletnog hnRNK



Obrada RNK - isecanje introna

Group | self-splicing intron sequences Group Il self-splicing intron sequences

ll"ll ron
seuuence -. '|

@ Dve grupe sekvenci samo-isecajuéih introna: segimpes /
A Grupa | sekvenci introna dhoi Toon 5 exon :ﬁz { 3 exon
- v- = - - “ UE{":E ’ FECUrsor 5‘-‘:'1:':'"'3':' IHOH&Q EUq';'“"“"f
Isecanje zapocinje vezivanjem G ’ ¥ ANAmoleculs Vo! N 3

nukleotida za sekvencu introna G se tako
aktivira i napada prvu fosfodiestarsku

\@ I
Xf

vezu (na 5’ mestu)

A Grupa Il sekvenci introna } on | ansion H W- )
Posebno aktivan A u intronu je grupa "'l
koja napada i formira se intermedijer ’l
u VldU Omée- excised ﬁ‘\VW 2, lariat
mtron (W
soquence
L | N
Za obe grupe kljucna je sekvenca introna. , Gow L Son
ligated exon

5 ¥ SEUENCES 5 3

Smatra se da je isecanje hnRNK evoluiralo iz
klase 11.



Obrada RNK - modifikacija 3’ kraja

@ 3’ kraj iRNK je odreden specificnom sekvenecom u DNK
@ Proteini

O CstF (cleavage stimulating factor F) i

O CPSF (cleavage and polyadenilation specificity factor)

Putuju na “repu“ RNK polimeraze i prebacuju se na 3’ kraj ¢im se pojavi
specifi¢na sekvenca.

10=30 nucleotides £ 30 nucleotides
I 1
- AAUAAA ca| GU-rich or U-rich
l CLEAVAIGE
- AALAAA CAlOH | GLU-rich or U-rich
i
l‘ degraded in
the nucleus
1, Paly-A
* ADDITION
CAAUAAA CAJAAAAA - ——-—- A LOoH

- Za heksamer AAUAAA se vezuje CPSF.
- Za GU bogatu sekvencu iza mesta cepanja se vezuje CstF.
- CA sekvenca je treéi faktor potreban za cepanje.



Obrada RNK - modifikacija 3’ kraja

@ Posle vezivanja CPSF i CstF se vezuju se drugi
proteini koji su ukljuéeni u obradu 3’ kraja.
@ RNK se otcepljuje.
@ Poli A polimeraza dodaje jedan po jedan oko 200
adeninskih nukleotida na 3’ kraj.

- Prekursor je ATP.

- Ne zahteva matricu.
@ Za poli A “rep“ se vezuje poli A- vezujuéi protein
koji odreduje definitivhu duzinu repa.
@ Poli A rep

O Pomaze u stabilizaciji iIRNK.
U citoplazmi, rep se polako skraéuje, i kada

potpuno nestane dolazi do brze degradacije iIRNK.

O Takode ucestvuje u transportu iRNK iz jedra u

citoplazmu, i ima ulogu signala, na osnovu koga
ribozomi prepoznaju odgovarajuéu iRNK.

cleavage
and poly-A
signals
encoded

RMA p?ln,-memse

—a— = leavage
factors

RMA CLEAVED

poly-A polymerase

PAP) L .

O |

polymerase
— —— e aventual Iy
poly-A-binding terminates
protein

CP5F

O

PAP

A LA, SRR EUR BB BB é
additional
POLY-A LENGTH poly-A-binding

protain

AEGULATION

miature 3" end of
an mANA molecule




REGULACIJA NA NIVOU
TRANSLACIJE



Inicijacija sinteze proteina

Mala subjedinica

ribozoma
Velika
Met elFs subjedinica
(X]) ADP + P ribozoma
GDP + P,
elFs
Met-tRNAMe!
elF2-GTF
(O0-GTP)
Met-tRNAMe!
» 3'

Kod eukariota, inicijacija translacije ukljucuje nastajanje kompleksa
koji ¢ine metionin-tRNKMet iRNK i ribozom



Tokom inicijacije translacije, za 5’ kapu IRNK koja se “prevodi”
vezuje se el FAE subjedinica elF4 kapa vezujuceg kompleksa.
IRNK-elF4 kompleks se udruzuje sa kompleksom preinicijacije
preko interakcije el F4G subjedinice i el F3, gradedi inicijacioni
kompleks.

Inicijacioni kompleks “klizi” niz (skenira), IRNK dok helikazna
aktivnost el F4A koristi energiju hidrolize ATP-a da rasplete
sekundarnu strukturu iRNK. Skeniranje prestaje kada tRNA;Met
antikodon prepozna start kodon, koji je prvi AUG nishodno od 5’
kraja u vecini IRNK eukariota. Prepoznavanje start kodona dovodi
do hidrolize GTP-a udruzenog sa elF2, ireverzibilan korak koji
sprecava dalje skeniranje.

Prepoznavanje pocetnog AUG olakSavaju specifi¢ni nukleotidi koji ga
okruzuju tzv, Kozak sekvenca : (5) ACCAUGG (3). A koji prethodi
AUG i G koji sledi neposredno iza su najvazniji nukleotidi koji
odredUJu efikasnost inicijacije translacije.

Kada se mala subjedinica ribozoma sa vezanom tRNA.Met Met tacno
smesti na start kodon, spaja se sa velikom (60S) ribozomalnom
subjedinicom i nastaje 80S ribozom. Za ovo je potreban elF5 i
hidroliza GTP-a koji je sa njim udruzen. Spregnuta reakcija
hidrolize GTP-a ¢ini da je ovo ireverzibilan korak, tako da se
subjedinice ribozoma ne razdvajaju sve dok se translacua
celokupne IRNK i sinteza proteina ne zavrse.

Tokom elongacije lanca, rastuci polipeptidni lanac ostaje vezan za
tRNK na P mestu ribozoma.




Elongacija polipeptidnog lanca

P mesto Aminoacil tRMK

za drugi kodon
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E mesto ‘
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