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Program predavanj maj-junij 2013 P
Datum izvajanja Vsebina predavanja / vaj 4’\.“’*)/’\
B T 17
8.5.2013 P2 11-15 DNA, replikacija, /%
RNA, transkripcija, translacija > 3\3\\ DNA, RNA
- - =~ 7 - . . .
15.5.2013 P2 11-15 PMBL:.t_a:gggfnabllnostgenoma struktura, podvalanle, transkrlpc“a,
translacija
22.5.2013 P2 11-15 Metode molekularne diagnostike (izolacija DNA, PCR, EF, RFLP, SSCP,

sekveniranje, RT-PCR, mikromreZe)
KARIOTIP PBL-sprotnopreverjanje

24.5.2013 P1 13-17 Klon-metode Eti¢ni vidiki-diskusija Celléna bIO|Onga Z genetlko :: 'f{;_ﬁ‘-’\
PBL- naloge /

LBM | _;

29.5.2013 P2 11-15 Genska tehnologija, mati¢ne celice, celi¢no in tkivno inZenirstvo

s LI
PBL naloge kozmetologija |= Iy-,~
31.5.2013 P1 13-17 Celicna diagnostika in celi¢ne kulture v ,j' -
PBL- sprotno preverjanje SO| . |et0 201 2/1 3 l i’ {\}%
5.6.2013 P2 1115 | Pri izpi . ‘v v v (/N
riprava na zptt Prof. dr. Irena Mlinaric-Ras¢an | .7 S\\}-
17.6.20130b 10h | P1 Izpit 1 - @
1.7.20130b10h | P1 Izpit2 \-’\ 2
r,
30.8.20130b10h | P2 Izpit 3 ¥
13.9.20130b 10h | P2 Izpit 4
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e Nukleinske kisline Ea
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e Celicna Biologija, K.Jezernik, P- Verani¢, M. Sterle, 2012 Ljubljaia *

e Cell biology and genetics, Joanne Evans, Ania L. Manson, Elsevier
Health Sciences, 2008
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e Terminologija:

Rl " (Deoxyribonucleic
Kimbal biology: = T acid)
7/_% .~ Deoksiribonukleinska
- "~ kislina

N iLrsgericns Ritregerces
Basus Famar

Ribioncleis acid Davyrizanazieic sc d




Nukleinske kisline 2EN

o Makromolekule, polimeri sestavljeni iz
enostavnih ponavljajo€ih se enot -
nukleotidov

e Molekule DNA “skladi$¢ijo” genetske

informacije, nahajajo se v jedru (kromosomi)
ter v mitohondrijih (mitohondrijska DNA)

e Molekule RNA sodelujejo pri sintezi
polipeptidov (proteinov), nahajajo se v jedru,
jedrcu, citoplazmi, ribosomih

Osnovni gradniki nukleinskih

kislin so nukleotidi

Pre e,

= ST

= /§
[

SN,
PN
/720N
O
&9

o Nukleotidi so sestavljeni iz slede¢ih komponent:

o Sladkor (deoksiriboza/riboza)

o DusSikova baza (purini A, G; pirimidini: C, T/U)

o Fosfatna skupina

DNA only

DNA & RNA

Components of Nucleic Acids

RNA only

o} N

Nitrogen
Bases

| H
Thymine Adenine

Hz

HaC ~H No 5
N 7 :I\/LN
104 X

T

Guanine

o NH2z
N M Sy
0
N/)\NHE l‘\l/go
H

Cytosine

o

ka,H
N/&O
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Uracil

HO,
~CH, OH

i DH
H i—c H
H
OH 2
2-Deoxyribose

Sugars &
Phosphate

HO.

CHz

OH
H— O\H
H H

oH OH
Ribose

Nukleozidi, nukleotidi 2R

¢ Nukleozid: baza + sladkor
e NukleoTid: baza + sladkor +fosfatna skupina

e NMP, NDP, NTP
0%

NH, NH,
adenine
I N SN A SN
&0 on Ly LD
il i = N S N
H H &) H N
HO

-2

OaP—
T .

OH OH SCHz g CHy o

4 1
ih

o Bt e H H

| OH OH OH OH
HO—P—0H adenine adenosing adenosine monophosphate (AMP)

© BAZA NUKLEOZID NUKLEOTID

e baza + riboza (deoksi-riboza) = nukleozid

e baza + riboza (deoksi-riboza) + fosfat (1-3) =
nukleotid

baza nukleozid nukleotid

baza baza + riboza baza + riboza + fosfat(1-3)
citozin citidin citidin-mono(di,tri)fosfat
timin timidin timidin-mono(di,tri)-fosfat
uracil uridin uridin-mono(di,tri)-fosfat
adenin adenozin adenozin-mono(di,tri)-fosfat
gvanin gvanozin gvanozin mono(di,tri)-fosfat




L:t> L, o

i i
~0- rﬁ--o ~CH, “0- ﬁ —0—CHs
Q o H
H
OH OH OH OH
(uridine Cytidylate (cytidine
5% monophosphate) 5" phosphate) 5" phosphate) ; phosphate)
A, AMP G, GMP u, ump <, cmp
Adenasine Guanasine Uridine Cytidine

g
o
o
0—1‘1— —0—CH,_O.
c") H H
H H
OH H
2otide: D denyla D: 2 D idyla Deoxycytidylate
5 55 5 p 5
sals: A, dA, dAMP G, dG, dGMP T, dT, dTMP C, dC, dCmP
20side: i D i D: idi Deoxycytidine

DUSIKOVE BAZE SO :
(X )
PIRIMIDINSKE IN PURINSKE :
2 ¢ N
N7 cH '\\lT/S\sﬁ/7}\CH
Hc‘z\ﬁ:@H ch\ﬁ/‘C\ﬁ/
Pirimidin Purin
NH, i "“Hz (H)
- v ™ T e N/c\ A HN/C\C/N\\
| | | I | [ HC\ I /CH c\ @ /CH
O/ \N/CH oyc\N/CH 0/ \N/CH N/ \N H N/ \N/ \N
H H H H 2 H
CITOZIN TIMIN URACIL ADENIN GVANIN

Polimerizacija nukleotidov — ';§
fosfodiesterska vez i<

/ \3\
. MH
e Mocna kovalentna vez adenine
o Med fosfatom na
5’ mestu enega Ml
P cytosine
sladkorja in OH Sy

skupino na 3’ mestu

drugega sladkorja ’
e Sekvenco piSemo v
smeri 5 -3’ fibose
e Negativni naboj

(polianion)

nucleic acid

Kovalentna vez med OH

skupino na 3' C atomu 5'end
pentoze in fosfatno oot
skupino na 5’ C atomu chain

naslednje pentoze

free3-OHC=> oH H DNA polymerase




Tvorba dvojne vijacnice DNA — 'j%;

sibke nekovalentne vezi ”'\’%
AN
¢ Vodikove vezi > 7
med A in T (dvojna vez), med C in G (trojna vez)
DNA g =

Thymine /‘ Adenine Molecule:
e Fromt T AL Two
e o A TR
H—rd [ERTPE /c/ \
Ned -
VAR i
W
" | T
AN NS
VRN ST
— R 3
" c\r«fc; ' \c-=r'/ \‘
Cytosigle A ..N_,{ Guanine
W

[ X X ]
[ XX X
DNA 5 End 5 End RN :::'
' il o0
0—74 O_Tzo °
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5'CH, O 5'CH,_O.
H H H H
H H H H
3’ 3
Phospho- ? H ? oH
diester ’0—||’=0 ’0—l|’=0
linkage =
-~ 5 i g
5’ 5'CH, O 5'CH, _O.
l H H H H
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3 »
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o
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Dvojna vija¢nica A2
17
N\
2N

. 5' 3’
e Antiparalelna | HHHH
e Desnosucna DNA (vecina)

B oblika: 10 bp/ obrat
A oblika: bolj kompaktna

e Levosuéna DNA
Z oblika

(a) A form (b) B form () Z form

Dvojna vijacnica

Leta 1953 sta Watson in Crick
predstavila model dvojne
vijacnice, Ceprav sta

Rozalinda Franklin in Maurice
Wilkins izvedla vedino
kristalografskih poskusov.

1962 Nobeleova nagrada
Watson, Crick in Wilkins

z modelom dvojne vijacnice




Maurice Wilkins

Rosalind Franklin

A
- - ‘;{h ““9 -
Pakiranje DNA v kromosome | »%
o3\
. > 2
5 e DNA je zelo dolga molekula ™ °
: (dolZina celotne DNA v posamezni
s Lo diploidni celici je med 2-3 m)
0" o “zapakirana’je v jedru, ki ima
i premer 5 mikronov
DNA NUKLEOSOM KROMATINSKO VLAKNO ZANKE KROMOSOM
histonov (H2A, H2B, H3, H4) - histona H1 . N med interfazo - N med celiéno delitvijo

Centromere in telomere

e Centromere: regije,
kjer se kromatidi
zdruzita.

e Telomere: regije na
konicah
kromosomov.

e Rocice kromosomov:
e Kratka=p
e Dolga=q

Podvojevanje DNA (I) A

e DNA se podvoji pred vsako celi¢no delitvijo N

e Encim helikaza razpre
dvojno vijaénico — vsaka
veriga je matrica za sintezo
nove, komplementarne
verige (semikonzervativno
podvojevanje)

e Encim DNA polimeraza
sintetizira novo verigo iz
nukleotidnih prekurzorjev
(deoksinukleozid trifosfati;
dATP, dCTP, dTTP, dGTP)




Podvojevanje DNA (ll) A

o Mesto zacetka podvojevanja (origin of
replication; ORI) — replikacijske vilice
(replication fork) — replikacijski mehuréek

:)6:;:;
=
- - ".’h ‘“Q -
Podvolevanje DNA (III) A2
: f.>‘\‘
2. RNA prima‘za
TACA 5' TACA (DN-A
|||||||||||0 TITTIIITL »apoe polimeraza
ATGT b alfa) veze
e ,\ s zatetni RNA
Helickse / oligonukleotid
1. Helikaza (“primer”)
razpre dvojno .
vijagnico DNA Pol deita 3’ 3. DNA polimeraza

¥ alfa sintetizira vodilno
TACA / verigo, DNA
|||||||||||  Suad Ppolimeraza delta pa

ATGT \ zastajajoco verigo

Lagging Strand
DNA Pol epsilon 5

(bubble) - i
it
<« 7N —
::)ﬁ::x
Podvojevanje DNA (IV) },f\
S

e Encim DNA polimeraza sintetizira novo verigo v/
smeri 5 — 3’ (vezava dNTP na prosto 3’ OH)

o Ker sta matri¢ni verigi antiparalelni, se bo ena
nova veriga sintetizirala kontinuirano (v smeri
odpiranja replikacijskih vilic) = vodilna veriga

e Druga veriga se -
sintetizira po delih «— replikacijskin vili
= zaostajajoca veriga

o]

—» smer odpiranja
replikacijskih vilic

—> sinteza vodilne verige

> sinteza zastajajoce verige

:)6:;:;
N
Podvojevanje DNA (V) A2
oSN
3 A ]
\\\\ 5' TACA 3
5 & T T
L ELEL ELEL] L ayiensstt tiagnvent 3 ATGT 5
¢ \ 5. Odstranitev RNA | _="7om "™ "
. » oligonukleotidov, ST T T
4. Zaostajajoca vrzeli zapolni DNA 3 ATGT 5
veriga se polimeraza b, l
Z'“ﬁﬁ“z"a po encim DNA ligaza
elih = 4
L pa poveze o »
Okazakijevi Okazakijev NERRNNNNRR NN
fragmenti fragment z ¥ s
nastajajo€o verigo. 5 3
O
3 5’




g wtochrome b
: IRNAPhe
165 P trnatel %
AHRRA tRNASIL T S

Mitohondrijska DNA

Fhdet =Subunits of HADH
AN e hydro permase

T

-\ )—RNA Subunits of
cytochrome ¢
oddase

Subunits of ATP

16 500 bp stz
kodira 13 funkcijskih proteinov, tRNA, rRNA

mtDNA je cirkularna molekula , nima intronov

dedovanje: po materi, mtDNA iz sperme ne vstopijo v oovum
()

Studij evolucije ¢loveka, mitohondrijska EVA 200.000 let

Vrste RNA P

protein iz jedra (prepis iz DNA) do ribosoma,
kjer poteka sinteza proteina
e rRNA: kljuCna sestavina ribosoma
o tRNA: prepozna
kodon na mRNA
in priskrbi
ustrezno a.k.za s

nnnnnnnnn

Sintezo proteina_ Mocoengor RHA Transfer RHA Ribosoral RHA

RNA v

mRNA(messenger) — informacijska RNA
tRNA (transfer) — prenasalna RNA

rRNA (ribosomal) — ribosomska RNA

miRNA (micro RNA) - mikro RNA; (s)iRNA ((small)
interfering RNA) - (mala) interferenéna RNA; snRNA
(small nuclear RNA) - mala jedrna RNA; snuRNA
(small nucleolar RNA) - mala nukleolarna RNA;
pPiRNA (Piwi-interacting RNA); ...

e Nekateri virusi shranjujejo genetsko informacijo v
obliki RNA (npr. virus HIV)

GEN T

e Funkcionalna enota genoma, ki nosi informacijo
e za sintezo mRNA in posledi¢no proteinov (kodirajoca)
o strukturnih, katalitiénih in regulatornih RNA (nekodirajo¢a)

' translacija, prevajanje

protein




Struktura gena N

eksoni (kodirajo¢a sekvenca)

zafetek terminacijski
transkripcije kodon
ﬁﬁ 5
promotor | \
ﬁ 3'UTR

poliadenilacijski
iniciacijski signal
k°‘{°" . introni

(zagetek translacije) (nekodirajota sek )

5°UTR

smer transkripcije

Naloga: struktura nukleinskih | :2:
kislin

e Ali gre v sledecih primerih za DNA ali RNA

Naloga: replikacija DNA

e Za sledece verige DNA, napisite njihove
komplementarne verige v smeri 5 >3':

1. 5-GGAGTTCCCA-3

2. 5-CCCAAAGTGTG-3

3. 5-TATAGAGACCG-3

zaporedje?
1. TGCCAATTG
2. GGGAAACCT
3. CUGGAGACC
4. GGTTTCACAA
5. CUUGGGAUAU
6. AGGGCAGGAC
=R
Transkripcija 5
Proces v katerem je sintetizirana RNA komplementarna ,;,",’{\:\
matri¢ni verigi in identi€na kodirajoci verigi, le da je T 1;3’

zamenjan z U. Poteka v smeri 5°>3".
RNA polimeraza odvije dvojno vijagnico in sintetizira verigo.

5 3 Zgornja veriga

DNA ATGCCGTTAGACCGTTAGCGGACCIGA Je kodirajoca
TACGGCAATCTGGCAATCGCCTGGACTN

Spodnja veriga
Jje matrica

35 5!
m BNA
synthesis

mRNA AUGCCGUUAGACCGUUAGCGGACCUGAC




Transkripcija

Fromatar Terminator

DHA af gene 1 -

>Tri stopnje: 1,/«\\
1. ZAGETEK (iniciacija)® 7

2. PODALJSEVANJE
(elongacija)

3. ZAKLJUCEK
(terminacija)

»Katalizira: RNA polimeraza
L., 1L, M.

»Modulacija: transkripcijski
faktorji

. . . 5
Iniciacija 5
S
RNA polimeraza Il ne M/)Q\\
prepozna sama e
zacetka
transkripcije, ampak — —
i 3 e B
je vezana v Hlm%ﬂiqsaﬂun

kompleks s 6
transkripcijskimi
faktoriji (TFII): A, B,

zadostujejo za normalen nivo

Vendar bazalni transkripcijski faktorji ne ’j%%
7 o\

transkripcije, ...

2N

/
oo\
r activator protein s 72
Pr— _— - - = = —_
L TATA box —
enhancer start of
(binding site for BINDING OF transcription
activator protein) GENERAL TRANSCRIPTION

FACTORS, RNA POLYMERASE,
MEDIATOR, CHROMATIN REMODELING
COMPLEXES, AND HISTONE ACETYLASES

D chromatin

T

N\

' <

TRANSCRIPTION BEGINS

/’

l mediacorm complex

K~
\—’i_*

remodeling

e
-

histone-modifying
enzyme

Fgure 6-19 Molecular Bio/og! of the Cell (© Garland Science 2008)

D,E,F,H
FTIID se veZe na
TATA box ; pry
TFII F ima helikazno )~ 1 <o
akt|VnOSt core promoter _I_ 011111
TFII H fosforilira RNA
polimerazo |l
7
Nadzor transkripcije ,,E{\\
AN
)

e Transkripcijski faktorji/dejavniki = requlatorni proteini,
ki se vezejo na specificna zaporedja DNA in nadzorujejo
(sami ali v kompleksu z drugimi proteini) izrazanje genov
(aktivatorji ali represoriji)

e Regulatorni elementi = specificna zaporedja DNA na
katera se vezejo regulatorni proteini in nadzorujejo
izrazanje genov. Lahko se nahajajo znotraj promotorja
gena ali pa so oddaljeni od gena.
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Regulatorni elementi

%
=

=2
N
[1,'( N

. 3%

)

e Promotor (potreben je za iniciacijo bazalne
transkripcije), lociran znotraj 200 bp pred mestom
zacCetka transkripcije

e Ojacevalec (enhancer) ojaca bazalni nivo
transkripcije, lahko je zelo oddaljen od gena,
katerega transkripcijo nadzoruje

e UtiSevalec (silencer) zmanj$a nivo transkripcije

e Odzivni element (response element) modulira
transkripcijo kot odziv na specifine stimule, ki
prihajajo v celico iz zunanjosti (npr. steroidni
hormoni, sekundarne obveScevalne molekule kot je
cAMP)

> 7

Elongacija 2R

RNA polimeraza dodaja rNTP na prosti 3’ konec
predhodnjega nukleotida.

Glede na zaporedje matriéne verige “izbere” ustrezen
(komplementaren) rNTP in katalizira tvorbo
fosfodiesterske vezi (5 — 3’).

Primer strand ¥ ?
o

base— 2P BasE |
1= o
s ‘NH;O H
on g P i g
b < o P <
o 7 WhO Bl ¥ g
P ] o &
P q o B
2 H H
base —| |

¢ v @
HO 9H 5 5

e
=
- - ‘Z) ““9 -
Regulatorni elementi A2
pstream Downstream ’%\' §?
<——— Transcription region ————=
Response
Enhancer slement e
" 4 & T
Promater =
GC box TAT Inr
Ra— 8‘??;;’” — \l/ Eukaryote
= am [
Terminacija e
WA
e Prepisovanje preko <
3’ mesta zrele
mRNA Cleavage and Polyadenylation of Eukaryotic
. pre-mRNAs i
e Zaporedje AAUAAA sk cstF
zaporedje narekuje M ¥
ceplienje nezrele PR TR mpmenrgen
mRNA s o. S
e Dodajanje poly A R Q-
I’epa \' bl|2| ni 4 43— AAAAAAAAAAAAAAAAAAA
denylation
AAUAAA d

10



2
S
- - = ‘k‘“?: .
Procesiranje mRNA 22
Fp@?n%ﬁy? trarce ript < '5\:\\
Tri glavne modifikacije:
add §' Cap and
RNA Cap polyi) tail 1 “ H ”.d d H H
ABAA. ... - Capplng b o ajanje
splicosome

(@ Q:) [T AAdA...

intron lariat

O__ ~W AABA....

trEnsport out
of the nucleus

RNA kape

2. dodajanje poli-A-
repa

3. “splicing”:
izrezovanje intronov
in spajanje eksonov

: '|\ messenge r RMNA (m RN &)

readyTor translation
Sy

Dodajanje RNA kape/éepice | 2%

e Na 5’ konec primarnega
transkripta se veze
metiliran nukleotid (7-
metil gvanozin trifosfat).

e RNA kapa ima sledece
funkcije:

e Zasc¢ita mRNA pred
encimsko razgradnjo

o OlajSa transport mRNA iz
jedra

o Sodeluje pri splicingu
o Pospesuje translacijo
mRNA

AN
S\
s 7
7-methylguanasine 5 end of MRNA
| e

H H
G o

s
CHAB-@-@-ctn
g
OCH,
CH: 3 3
3 5105
phosphats @——CH:
bridge
OCHy
®—cH;
oH

"‘)r‘:::

Dodajanje poli-A-repa X

RNA polymerase
Template DNA

-
5 /ﬁ
Cap RNA
(a)
Enzyme
complex
5'm | AATARA 13"

(b) endonuclease }.cj:‘zt?

5 aasar ~QH(37)

ATP

(¢) polyadenylate PP;
polymerase

5' e - AAA(A), -OH(3")

)
PN
N
3

e Na 3’ koncu mRNA ¥ 7

e Signal za poliadenilacijo
je zaporedje AAUAAA

e 10-35 nukleotidov za tem
zaporedjem pride do
cepitve mRNA

e Poli-adenilat polimeraza
doda ATP na 3’ konec
(cca 200 A pri sesalcih)

e DaljsSi kot je poli-A rep,
bolj stabilna je mRNA.

Py I. . "y . . ::)§'§
splicing” — izrezovanje 7
H ,\““9 -
intronov A
-3\
Ovalbumin gene
f 7,700 bp {
|L 2 3 4 5 6 7 "
ona [l A TEIc[Pl = [F G ||
Transcription and
5" capping Extra RNA
Pri L 1 2 4 4 5 6 7 B
wrimee G A Wl ool ® B c s
C;p
Splicing, cleavage,
: [ and polyadenylation
Seven introns % . Extra RNA
L123456 T
N:f;ﬁ: AAAAL,
b 1872

nuecleotides

11



13 Hp tE = = —=- /
splicing” — izrezovanje &
. \“9,

intronov

Nukleotid A (branch site) napade donorsko fe:;‘::ce seq"ez"':\e :e::::ce\
mesto in ga cepi. 5 konec introna se poveze ) HOSA, .
z A nukleotidom (branch site). Nastane zanki # 3
podobna struktura. Prvi ekson se sprosti. 1

OH skupina na 3 koncu prvega eksona napade

5'konec drugega eksona in cepi intron na ,dc’" 8 ,
akceptorskem mestu. ’ b ?

- lariat

Eksona se zdruzita (zrela mRNA), intron

pa se sprosti v obliki zanke. A >
~SOH
+

5/ — 3’
Figure 6-26a Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

(X X ]
‘ 35
Spliceosom R
[ ]
e Spliceosom je sestavljen iz:
o Pl’imarne mRNA Excn Intron Exon
GU A AG
« snRNP (small nuclear 7 —
ribonuclear particles) U1, pooed : ) A A g
U2, U5, U4/Ue I
o Non-snRNP faktorjev J—.— () m—
e Prva dva nukleotida v intronu spiicesorne
sta vedno GU > vezava U1 = (v usl eplced AN
donorsko mesto ﬁ@@ — T
e A, ki se nahaja priblizno 30 ) :
mest od od 3’konca introna > S
vezava U2 = branch point 7
e Zadnja dva nukleotida v intronu L/
sta vedno AG - vezava U5 =
akceptorsko mesto
L . =
Alternativno izrezovanje intronov :'(
. . =)
(alternative splicing) (l) ,,,,‘/
SN\~
3

1 gen — vec razli€ic/razli¢nih proteinov (zato le’
cca 25 000 genov v ¢loveskem genomu)

o-Thi EXON GENE ORGANIZATION

Ut R e
1 me0 men 12 e oo wuT o m T

Primer 1: tkivno
-/MMW: specifiéno izraZanje
L W e alfa-tropomiozina
ST g ut 0 441§ s —
e W

v I> cvb\qst

Alternativno izrezovanje intronov _§
(alternative splicing) (II) A

Cleavage and
polyadenylation

l’rr.msm ion Translation
Protease Protease
action action
~ -
Caleitonin Ccarp

Primer 2: Transkript gena za kalcitonin pri podgani

Razliéno mesto poliadenilacije in alternativno izrezovanje intronov
vodita v nastanek hormona kalcitonina ali CGRP (Calcitonin Gene
Related Peptide) - odvisno od tkiva

12



Razlike v transkripciji med pro- in evkarionti :)éx

Fa
= | e
(R) (8)
\
EUCARYOTES PROCARYOTES
DNA
cytoplasm
nucleus ‘ TRANSCRIPTION
introns exons mMRNA E——
DHA ‘ TRANSLATION
i) = - S e
b - — —— Protein E—

transcription unit 1
“primary RNA transcript” TRANSCRIETION

- - - .
5' CAPPING
RNA SPLICING
,
RNA cap 3’ POLYADENYLATION
mMRNA @ mmm— AAAA
EXPORT
mRNA @s— AAAA
TRANSLATION
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Figure 6-21 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

procaryotic nRNA . " \b \
coding noncoding ”/,,\\ea
s sequence sequence 3 - 'ﬁ\

PPP > 7

| } |

\?,75
)

.)
Izrazanje genov (gene expression) ;,é
N
e lzraZanje genov je o | snoecal
kombinacija procesov
transkripcije gena v mRNA,
procesiranja mRNA ter Hiods
translacije v protein E—
e Vsaka celica v organizmu 0 o NS
ima enak genom — vendar e . ;
se prepise le majhen g R Y.
deléek — prepisani nabor ) @ Fg‘é;;i‘;’.%..
enov je odvisen od ' &
izioloSke funkcije
posamezne 3 p
celice/tkiva/organa & o e _:> i

protein a protein B proteiny
eucaryotic mRNA coding noncoding
5 sequence sequence
G—P PP AAAAAwofzsgl
CH, 1
5’ cap
protein
%
N = A4 - - \“9
adzor nad izrazanjem genov | /<
;o3\
NI}

NUCLEUS CYTOSOL

RNA protein

transport  translation  activity

control control control

RNA 3 4 5
DNA transcript . /mRANA = 'mRNA —. protein—nactive
2 protein
transcriptional RNA Ruclear pore
control processing

control
nuclear envelope

e Nadzor je mozZen na vseh stopnjah izrazanja gena,
najpogosteje pa se vrsi na prvi stopnji — transkripciji.

e Epigenetski nadzor izrazanja — nadzor, ki ni
neposredno vezan na zaporedje DNA (npr.
metilacija DNA = utiSanje gena)
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Primer: vezava aktivatorja na |_%
pospesevalno zaporedje 22\

e Osnovni promotdr /
(core promoter)
omogoca bazalni nivo
transkripcije

e Pospesevalno
zaporedje (enhancer)
ne more nadomestiti
promotorja, v
kombinaciji s
promotorjem pa lahko
bistveno poveca nivo
transkripcije

"7\? =

swisne () war

RNA polymerase

Copyright © 21

Odzivni elementi (response | %
elements) (1) A

e Sekvence, na katere se vezejo doloéeni
transkripcijski faktorji (TF):

> z ligandom inducirani (ligand-inducible TF)
(npr. kompleksi intracelularnih receptorjev za
steroidne hormone)

> TF, ki jih aktivira transdukcija signala v
celici (signal, ki se iz povrSine celice prevede
Vv notranjost)

e ObiCajno se nahajajo znotraj promotorske
sekvence

Powmes,
" mm " A4 - ~ ;‘/"\
Primer: regulacija izrazanja A
- " v - - = : i‘{“}‘-’: -
albumina v razliénih tkivih 22
oSN
Control Core N
elements promotel "
,—Aﬁ Albumin gene
. N B Razli¢ni
transkripcijski
[ (a) Liver cell nucleus (b) Brain cell nucleus' 1 faktOI‘ii v
— - . -
(x 4 ) feiaery | > razliénih tkivih
J [ poedg ' S A & (jetra/mozgani)
Osnovni
(bazalni) faktorji
in RNA
polimeraza so
enaki v vseh
tkivih
Albumin gene transcribed at high level Albumin gene transcribed at low level
[ X X ]
H H H 0000
Odzivni elementi (response sect
(X )
elements) (Il) :
Response element for: Cyclic AMP
Glucocorticoids 5'|AGIAAICANNnnTGITTCT|3 iStimulates
Protein kinase A
s[adeTcAnnnTEAdCT]3
e :
. \\ \\ // // l @{% ADP, CREB
Thyroid hormone 5|AGIGT|ICATGIACICT|3
35' ona [T CRE | ] [Tcre T 1
Cyclic AMP Transcription is
response element activated
QOdzivni elementi za s e

steroidne hormone . o
S cAMP aktivirana protein kinaza A

fosforilira (aktivira) tarcne
transkripcijske faktorje, kar sprozi
ekspresijo tarénega gena
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Motnje transkripcije: Gilbertov sindrom "§

e Polimorfizev v promotski regiji gena za UDP-

glukuroniltransferazo 1A1 (UGT1A1): ekspanzija ~ 7

TATA box: (TA)¢sTAA - variantni alel (TA),TAA
e ZmanjSana ekspresija in aktivnost UGT1A1
e UGT1A1 katalizira glukuronacijo bilirubina
e Gilbertov sindrom: benigna hiperbilirubinemija (povecan

nekonjugiran bilirubin) + pretiran toksi¢en odziv na
standardne odmerke irinotekana in nekaterih drugih
zdravil.Prisoten pri 10% kavkazucev

= - - - /_.
Primer: odzivni element za A
- . =y, -
glukokortikoidne hormone 25
N
! > 2
Intracelularni prerotd N
receptor, vezan z (cortisol
inhibitornim N ©)
proteinom Hsp T complex < \‘momsm
Hsp
é% «protems
Vezava receptorja
naodzivnielement | CLEUS
povzroci vezavo o
drugega Transcription
glukokortikoidnega aciated
receptorja in tvorbo RNA
dimera, ki aktivira Glucocorticoid
transkripcijo o
tarénega gena N
:-Jﬁ:::
Epigenetski nhadzor — metilacija DNA
\xy\\
V promotorski regiji je povec¢ano Stevilo CpG ”/ ;\\\

dinukleotidov, katerih metilacija regulira izrazanje cytosine
dolo¢enega gena. Metilira se citozin.

5-1 me(hyl(ytoslne
~H

Neaktivni geni imajo visoko stopnjo CpG metilacije s 3"
5 1 methylatlon /L

metil-CpG vezavni proteini (MeCP) se vezejo na
metilirane regije in s tem omogo¢ajo vezavo histon
deacetilaze, kar sprozi nastanek neaktivnega kromatlna
CH;
I

CH;
I

ACGTATCGT ACGTATCGT
methylated ; ¥ methylation S '
unmethylated  cytosine ~E-E-EE-8 ————— _E-E-EE-R
Cytoslne ¥ i 5 3 5"
CH3 TGCATAGCA TGCATAGCA

ACGTAT cI G T | |
3 notrecognized  recognized by
5 DNA by mai.ntenance mairlltenance
TGCATAG f A replicati

5

[ |

I
CH;

CH;
|

ACGTATCG CGTATCGT

3 5 3

5
TGCATAGCA TGCATAGCA

|
CH;

|
CH;

Vec€ bolezni je
povezanih z
okvarjeno DNA
metilacijo:

e Rak
e Rettov sindrom
e |CF sindrom,...
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. . . - i
Epigenetski nadzor: imprinting 2y
Female Adult I\“h’/
At eg PR
Pri vecini genov poteka , N
o ygote
ekspresija obeh alelov & e N 7
(podedovanih od matere in Male Adult H
oCeta) simultano, pri < 1% e 5"“”/'
genov pa je ekspresija ﬁ L — H
odvisna od tega ali so
podedovani od matere ali Female AHlule
od o&eta. Ponavadi gre za e
gene, ki so pomembni pri -
embrionalnem razvoju in o g \
razvoju v obdobju dojencka.
Male Adult i
B:::;:I::&ed Spern/ :
H ﬁ —_— ﬁ Embryo lacks paternal
N A gene, and maternal
e A A gene is imprinted!

Prader-Willi & Angelman sindroma

Pri obeh sindromih se izbriSe ista regija na kromosomu 15, le da pri
Prader-Willi pride do izbrisanja o€etovih, pri Angelman pa do materinih
genov v prizadeti regiji. Sindroma sta si fenotipsko zelo razliéna.

Imprinting, primer: Igf2

2

" SN

maternally

e Igf 2, inzulinski rastni faktor 2 — inherited
Igf2 gene insulator enhancer chromosome

e Materin alel je neaktiven element
(nemetiliran, zato se veze
CTFC, ki onemogo¢i
delovanje enhancerja)

o Aktiven vedno ogetov alel A— o
(metiliran, zato se CTFC ne Igf2gene  insulator enhancer ~ chromosome
more vezati) element

e Metilacija elementa
(regulatorna DNA sekvenca)
onemogoci vezavo CTCF
proteina na to sekvenco
DNA

e Zato lahko enhencer aktivira
gen za Igf2.

Beckwith—Wiedemann sindrom

Naloga: transkripcija

e Za sledeCe matricne DNA verige napiSite
ustrezno mRNA v smeri 5 >3":

1. 5-GCAGTTATA-3

2. 5-CCCAAAGCT-3

3. 5-TGTACAGGA-3

16



Translacija mRNA v protein Dy

e Zrela mRNA gre iz jedra v citoplazmo

e Translacija poteka na ribosomih

e Obicajno se prepise le osrednji del
evkariontske RNA (med start in stop kodonom)
The structure of atypical human protein coding mRNA including the untranslated regions (UTR)

i 1 PolyA
' Coding sequence (CDS 3UTR
Cap SUTR| g seq (CDS) stop tall

5' 3

5’ in 3’ neprevedljive regije (untranslated regions — UTR)
se ne prepisejo; skupaj s 5’ Eepico in poli-A-repom
sodelujejo pri stabilizaciji mRNA in vezavi na ribosome

Naloga: transkripcija &
e Za DNA molekule s slede€imi kodirajo€imi
DNA verigami napiSite ustrezno mRNA v
smeri5 >3:
1. 5-GCAGTTATA-3
2. 5-CCCAAAGCT-3
3. 5-TGTACAGGA-3
N ,-ié,:
Ribosomi wu A2
.- 9%
S 2

e Kompleksi RNA in proteinov
(ribonukleoproteinski delci), kjer poteka sinteza
proteinov

e |z 2 podenot: 60S in 40S (prokarionti 50S in
30S) — med podenotama je “tunelCek” za mRNA

i ‘s 5.85 rRNA

| % +60S podenota vsebuie tri

T o T tipe rRNA: 28S, 5.8S in 5S
T 5 protens 40 prteins — rRNA ter cca 40 proteinov

‘ % } @ +40S podenota vsebuije le
L inideiiie—il ous 18S rRNA in ve¢ kot 30

e i LS ribosomalnih proteinov

Prokaryote Eukaryote

Tt P b ol b

::)63»:
Genetski kod A2
-3\
e Navodila za tvorbo aminokislinskega >
zaporedja dolo¢enega proteina so
zapisana v obliki genetskega koda
e Kiljug za dekodiranje so kodoni (trije ,ﬂl
zaporedni nukleotidi) na zreli C A
molekuli mMRNA
e Vsak kodon kodira za specifi¢no
aminoKkislino
e Dekodiranje je omogoceno z 1 codon = 1 amino acid

molekulami tRNA




o

—

Znadilnosti genetskega koda | 2%

- 3%
s 7

Enoznacéen: 1 triplet (kodon) kodira eno a.k.
Neprekrivajo¢ (vsak zaporedni kodon se porabi za
eno a.k.)

Neprekinjen (vmes ni prekinitev — celoten zapis se
prevede v protein)

Degeniraran: vec razli¢nih kodonov lahko kodira
isto a.k. (moznih je 43 = 64 kodonov, vendar je le 20
razlicnih a.k.)

Univerzalen: isti kod se uporablja pri vseh
oragnizmih (izjeme so mitohondriji in nekatere alge)

. v N . ::)#ili
“Kljué” za dekodiranje I
. .. S\
informacije na mRNA 22
oo\
2nd base in codon 7
UCIAIG
) Phe | Ser Tyr Cys 1]
The Genetic Code U/|Phe |Ser | Ty | Os c )
& Leu | Ser | sTOP|sTOP [ A | &
b Leu | Ser | STOP| Trp e} 4
té Leu | Pro His Arg U o
&= Leu | Pro His Ar c 5
IS TELOLL @ C|li|re | cn as | A | 3
{hece bamee = Leu | Pro Gln Arg G &
| _ | r~ e | The | An | Ser | U | S
amino A ::e Thr :sn irﬂ E
< o7 Mot | The | Lys | ag | G
Val | Ala | Asp Gly U
G Val Ala | Asp Gly c
val | Ala | Glu | Gly A
Val Ala Glu Gly G
:;)ﬁ::x
Fa
.- S\
tRNA - “dekoderji” 22
oo\
. )
e Vsaka tRNA ima na -
antikodonski zanki
specifiéno tri-
nUkIeOtidno U‘l: A anticodon AU%
5 A G U codon . UAC  mRNA 3
Sekvenco = an.b‘a;eincodon
antikodon UICIA|G
Phe | Ser | Tyr | G | U
e Antikodon dolo¢a, gV |8 |t 5 |
katero a.k. bo imela HEHEHERE
posamezna tRNA ANHHEEERIE
vezano na 3’ koncu SETETETETE
va | ma | Ge |G | &
The Genetic Code

Translacija (I) A5

1. iniciacija
2. elongacija
3. terminacija
e OOdelujejo:
1. mRNA (“koda”)
2. tRNA (“dekoder”)

3. ribosom (mesto
dekodiranja)

Polypeptide

18



:_‘)ﬁi;{
Translacija - iniciacija },‘3

AN
e Ribosom ima tri aktivna mesta: P, A in E 7

e ManjSa (40S) podenota ribosoma prepozna 5’ konec
mRNA, nato potuje vzdolz mRNA do zaetnega kodona
(skoraj vedno AUG) in veze ustrezno zacetno
(iniciatorsko) tRNA

e Nato se vecja podenota veze na manjSo podenoto +
mRNA + tRNA

. . :_‘)ﬁi;{
Elongacija — tvorba peptidne | _2
- zlh": -
vezi A2
.- 9%
P site Asite P site A site N ?
0‘\\‘0/'4
\ Mesto A:
l‘\lfH
H ] Ri—C—H “aminoacil”
e et o=
N—H NH; v‘u—H Mesto P:
FI—‘C—H R;—C—H R:—C—H « R
o=t omi o=t peptidil
5 5 on o
lRNA‘ !‘RMA tRNA, lRNA
filat-1RNA, Amincacyl- Deacylated Peptidyl-IRNA
IRNA tRANAy
» Encimska aktivnost rRNA komponente
ribosoma deluje kot peptidil transferaza

e
HH a-m P; ‘L’ -
Translacija — elongacija (l) "EST\
23N
o tRNA z ustreznim antikodonom se veze na mesto Av ~
ribosomu

e MRNA na mestu A tvori vodikove vezi s tRNA

e rRNA komponenta ribosoma katalizira nastanek
peptidne vezi med a.k. in cepi vez med polipeptidno
verigo in tRNA na mestu P

Translacija — elongacija (ll) A

¢ V naslednji stopnji pride do translokacije:
ribosomalna podenota se premakne za en
kodon proti 3' mestu (iz mesta A na mesto P)

e Zacetna tRNA se pomakne na mesto E (izhodno
mesto) in sprosti v citoplazmo
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e Postopek se cikli¢no ponavlja do STOP‘
kodona

Translacija — elongacija (lll) /\

Translacija - terminacija

e Prisotnost stop kodona in sprostitvenih faktorjev
na mestu A pretvori peptidil-transferazo v hidrolazo,
ki odcepi peptidno verigo s tRNA

e Polipeptidna veriga, tRNA in faktorji se sprostijo iz
ribosoma; ribosom razpade na podenote

. . kodon
Vezava sprostitvenih
faktorjev na STOP kodon
http://bcs.whfreeman.com/thelifewire/content/chp12/1202003.html
=R
1,
an ~
Translacija na spletu ,,;,4\\
73N\

#7

e Vaja:
http://learn.genetics.utah.edu/content/begin/d
na/transcribe/

¢ 3D animacija:

http://www.youtube.com/watch?v=D3fOXt4MrO
M&feature=related

Naloga: translacija :

e Sledeca zaporedja mRNA prevedite v
proteinsko zaporedie:

1. 5-AUGGGACUCUUU-3

2. 5-CUACUGCUCCUU-3

3. 5-UGUCGUGCAUGACUU-3
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Naloga: transkripcija in
translacija

e SledeCe zaporedije kodirajic¢e DNA verige
prevedite v protein:

5-ATGTCACACGTGTAATTTTTA-3

Post-translacijske so2e
modifikacije proteinov :

e Spremembe proteina po
translaciji.

e Te modifikacije dajo
proteinu funkcionalno
aktivnost in vklju€ujejo:
o Glikozilacijo D
« Fosforilacijo 355&1‘5,"52535%*(

B ackaging n
* Sulfatacijo oo oot N
o Hidroksilacijo A -
2,
® Me’[llaCIjO 5.(arboxypemid:seE V
° Dodajanje |ipidnih Skupin produces mature insulin {
o Acetilacijo,...

1. translation
and translocation

2. folding, oxidation
. and signal peptide
* cleavage

5

e

Glikozilacija ey

e Dodatek sladkorne skupine: glikozilacija —
glikoproteini

Glycoprotein Cell Receptors

Surface carbohydrates on cls serve as points of attachment
for oth i i ri es, toxir ones

er cells, infectious bacter

and many other molecules. s 3
BACTERIUM &

RUS @A

a GPl-anchored protein in the membrane

TOXIN

o2 7
GLYCOPROTEIN <

‘ ch m.;n‘é"%’@?%«‘ '%; s L

Nature, Vol. 373. Feb 16, 1985

Lumen of the ER
coll surface

BEEELBLEEEEEEALE00E8888888888

Glikozilacija A2

SN
- - S 7
e Kovalentno vezani oligosaharidi
> N-glikozilacija (na NH2 skupini aspartata)
> O-glikozilacija (na OH skupini serina in
treonina)
/"/ 4
7o & \> CH <\
‘ z >/
NH—C—CH;~C )—CH—C
—0 Asparagine > Threonine \\
Protein /s Protein
H  NHCOCH, \/Ghai“ H  NHCOCH, \/C*‘ati”
N-acetil-glukozamin N-acetil-galaktozamin
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Motnje glikozilacije

e Mukolipidoza tip Il

e Okvara manoza-6-fosfat
glikoziltransferaze, ki
glikozilira lizosomalne
encime.

e Ker lizosomalni encimi ne
delujejo, se razli¢ni
produkti kopicijo v
lizosomih in povzro&ajo
okvare tkiv in organov.

=m H H HH ::) ":R
Post-translacijske modifikacije .,6

> =

o Lipoproteini: Nekateri membranski proteini \‘%\’\\

P v s : MR
imajo dodane mas&obne skupine s katerimi sg: - 3%

“vsidrajo” v lipidni dvosloj plazemske membrané ’

(t.i. membranska sidra) Primeri: miristoil-na skupina (C14)
se veze na N terminus glicina, palmitoilna skupina (C16) se veze na
S atom cisteina, prenilne skupine se obi¢ajno vezejo na cisteinske
preostanke v blizini C terminusa

o Sulfatacija: Tirozin, pomembno za transport in
aktivnost proteinov

e Hidroksilacija: Lizin in Prolin, pomembno za
parvilno strukturo kolagena
e Acetilacija: Lizin, sprememba naboja lizinskega

ostanka v histonu H4, kar spremeni afiniteto do
DNA.

Post-translacijske modifikacije

e Fosforilacija: Serin in Tirozin, vpliva na
encimsko aktivnost.

a Phosphorylation o g)
]
O=P-0r -~
ATP ADP A *é.
7 O ! y’jxo ) Wi g
P T P Y %l’:’/
g Phosphatase A P‘ Y
H ? ﬂ H i
a . o] B SHC P-Tyr
Tyrosine P HO Phosphotyrosine B GRB2 5H2 domain
b Methylation SAM  SaH ., cH3 ) 3
II\IHI ! E H_.N \ A
I/‘ Methyltransferase g
g Amine oxidase i
demethylase P
-u.u r\fﬂ Fal —\.n-n\d,-r
a HO, O, (o] W Histone H3 Me-Lys
Lysine HC-0 £-N-monomethyllysine B HP1 chromodomain
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