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Ribonukleotidreduktas (RNR)

Deoxiribonukleotider (ANTP) bildas fran ribonukleotider (NTP).
Detta sker genom att NTP reducerars, d.v.s. forlorar sin OH-grupp i
2’-position.

Denna reaktion katalyseras av enyzmet ribonukleotidreduktas
(RNR) — finns bade hos prokaryoter och eukaryoter.
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VAD AR EN GEN?

En nukleotidsekvens i DNA, som kravs for syntesen av ett
fungerande protein eller en RNA-molekyl (inkl. tRNA, rRNA etc.)

| genen ingar dven de reglersekvenser som bestammer nar och
hur mycket av genen som skall tillverkas.
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Olika gener uttrycks olika mycket
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Figure 7-2 Essential Cell Biology, 4th ed. (© Garland Science 2014) som a“tid ér péSIagna OCh Som
behovs for att en cell skall fungera
normalt.
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Kodande strang och mall-strang
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Figure 7-6 Essential Cell Biology, 4th ed. (© Garland Science 2014)



Bada strangarna i DNA kan anvdnds som
mall-strang for RNA syntes.

RNA transcripts
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Figure 6-13 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)



Vilken strang i DNA som skrivs av till RNA bestams av
den riktning som RNA-polymeraset ror sig

= DA double helix

an RMA polymerase that moves from left
to right makes RNA by using the bottom
strand as a template
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an BMNA polymerase that moves from right
to left makes AMA by using the top strand

as a template

RNA syntetiseras alltid i 5’ till 3’ riktning.

Om man inte vet riktningen som RNA-
polymeraset ror sig sa kan man inte veta
vilken strang som ar mall-strang



Promotorn
bestammer i vilken
riktning RNA-
polymeraset skall
transkribera!

En transkriptionsenhet ar
den sekvens i DNA som
transkriberas

till RNA.

Startar vid promotorn och
slutar vid terminatorn.
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Figure 7-9 Essential Cell Biology, 4th ed. (© Garland Science 2014)
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Hos bakterier kan en transkriptionsenhet besta av flera gener
Man brukar kalla en sadan enhet for ett “operon”
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Figure 7-12 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)

Det bildas ett langt mMRNA som kodar for flera olika proteiner.

Gener ger upphov till proteiner involverade i samma
metabola “pathway” aterfinns i samma operon!



| ett bakteriellt mRNA fran ett operon finns manga startplatser for translation!

Vid AUG som skall anvandas for initiering finns speciella sekvenser i mRNA — s.k.
Shine-Dalgarno sekvenser, som hjalper ribosomen att hitta ratt.
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initiation can only occur internal (downstream) Met

at first AUG codon codon cannotserve as an
downstream of the 5’ cap Initiation site



Hur hittar bakteriellt RNA-
polymeraset till promotorn?
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E. coli RNA polymeras

TABLE 30.1 Subunits of RNA polymerase from E. coli

Subunit Cene Number Mass (kDa)
a rpoA 2 37
B rpoB 1 151
B’ rpoC 1 155
® rpoZ 1 10
o’ rpoD 1 70
Berg et al., Biochemistry, 9e, © 2019 W. H. Freeman THE CLL:AMOLECULAR APPROACH e, Figure .1
and Company e

B (beta) ar den katalytiska subenheten dvs. den som syntetiserar RNA i 5’ till 3’
riktning
o (sigma) styr enzymet till promotorn (kdnnerigen en sarskild DNA-sekvens!)



Sigma subenheten hjalper RNA-polymeraset
att hitta till promotorn och paverkar
enzymets allmanna egenskaper

Holoenzymet (innehaller sigma)

Kan hitta och specifikt binda till
en promotor .

Binder svagt till icke-specifikt
DNA — kraver promotor-
sekvens for att “fastna”.

Hittar promotorn 10,000
ganger snabbare an
karnenzymet.

o (e

Karnenzymet (saknar sigma)

Innehaller alla de subenheter av RNA-
polymeras om behovs for syntes av
RNA.

Binder starkt till icke-specifikt DNA.

Har mycket svart att hitta promotorer.
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Bakteriellt RNA-polymeras glider langs DNA och letar efter en
promotor.

Polymerase bound
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Efter initiering slapper
sigma-faktorn och RNA-
polymeraset fortsatter pa
egen hand.
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Figure 7-9 Essential Cell Biology, 4th ed. (© Garland Science 2014)
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Det finns sju olika sigma-subenheter som reglerar
olika typer av gener

GoOr det mojligt for bakterien att reglera uttryck av gener — kan valja att sla pa eller
av olika kombinationer av gener, beroende pa situationen.

Det finns sarskilda sigma faktorer for snabb tillvaxt, for att skydda mot varme-
shock, for att stimulera rorelse etc.

Sigma

Function

factor Gene
c”Y rpoD
o rpoN
Go° rpoS
G rpoH
o8 rpoF
o rpoE
G fecl

transcription of most genes during the
exponential phase (19)

nitrogen-regulated gene transcription (22)

gene expression during the starvation and
stationary phase (23)

heat-shock gene transcription (24)

expression of flagellar and chemotaxis
genes (25)

response to the extracytoplasmic and
extreme heat stress (1)

regulation of the fec genes for iron
dicitrate transport (26)



Aktivatorer och repressorer

Nara promotorn finns bindningsplatser for proteiner som kan stimulera
(aktivatorer) och stanga av (repressorer) transkription av alla dessa
gener.

Activator Repressor
binding site binding site
DNA Promoter|Operator A B C

\ / N\ J
Y
Regulatory sequences Genes transcribed as a unit

Figure 28-6
Lehninger Principles of Biochemistry, Sixth Edition
© 2013 W. H. Freeman and Company
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| ett typiskt operon aterfinns en “operator”.

Detta ar en DNA-sekvens till vilken en repressor kan binda for
att blockera initiering av transkription.

RNA po\\,me.\ros-e,

Transeri p'Hon .
I 4

P Gene 1l Gene L Gene 3
Provwotev
(ONA whhere RNA
pol oinds) RNA
lfv,
Pepressov

NO tanscription

N
7

g O Gene 1 Gene2 Gene 3
S~ L
Ope ov
(ONA e D no WRNA wode

repressovr ovnde)
19



Tryptofan-operonet

- kodar for genprodukter som
behovs for att bilda tryptofan



Tryptofan-operonet kodar for genprodukter (enzymer)
som behovs for att bilda aminosyran tryptofan
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Finns det lite tryptofan i omgivningen sa behover
operonet uttryckas.

Trp repressorn kan inte binda till operatorn och blockera transkription

LOW TARYPTOPHAN:

+rP repressov
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N
/
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DNA
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Finns det mycket tryptofan i omgivningen sa
behover inte dessa enzymer uttryckas.

Trp repressorn binder till operator-sekensen och blockerar transkription

H\GH TRYPTOPHAN:
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Tillgangen pa tryptofan reglerar tryptofanrepressorns
aktivitet!

Inaktiv repressor Aktiv repressor

GENES ARE ON GENES ARE OFF

Nér E coli har god tillgang pé tryptofan i mediet, binder det till
repressorn och orsakar en konformationsfordndring sa att repressorn
kan binda till operatorn.

Tryptofan fungerar som behovs for att repressorn skall vara aktiv!



Lac-operonet

- kodar for genprodukter som
behovs for att bryta ner laktos



Glukos ar forstahandsvalet som
energikalla i bakterier.

Nar det finns mycket glukos i cellerna ar alternativa sockerkallor avstangda
sa att cellen huvudsakligen forbranner glukos.

Nar det finns lite glukos i cellen kan arabinos, laktos eller andra sockermolekyler
anvandas som energikallor.

Forklarar varfor Lac-operonet i normalfallet ar avstangt! Vill endast slas pa nar
glukos saknas! Och endast i de fall det finns laktos att tillga!
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Vid reglering av Lac-operonet samverkar en
aktivator och en repressor

The lac operon:

Promoter
1
CAP site Operator | lacZ | lacY | lacA
promotes RNA " blocks RNA
polymerase binding " | polymerase
Repressor

CAP

/ RNA Polymerase

CAP aren
aktivator

Tva krav for transkription av Lac-operonet!

1. Ingen repressor bunden till operatorn!

2. Ett aktivatorprotein (CAP) som stimulerar initiering av
transkription!



Aktivatorer stimulerar transkription

bound activator RNA polymerase
protein /
Co-activator =—————> p
binding site 1
for activator mRNA
protein —
5 3

Figure 7-14 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)

Underlattar inbindning av RNA-polymeras.
Kan oka transkriptionsnivdan mer an 1000 ganger.

Vissa aktivatorer behover en mindre molekyl, en sa kallad co-aktivator som binder

till aktivatorn for att den skall vara aktiv.
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| ndarvaro av laktos sa bildas allolaktos. Binder
till repressorn och far den att slappa operatorn.

Observera skillnaden till trp-
operonet!

Lac-repressorn slapper
operatorn nar laktos finns
narvarande i mediet. Pa det
viset blockerar den inte langre
transkription.

(vid trp-operonet fick tryptofan
repressorn att binda!).

No lactose:

When lactose is absent, the /ac repressor binds tightly to the
operator. It gets in RNA polymerase’s way, preventing transcription.

Promoter
| 1

CAP site Operator ‘ lacZ | lacY | lacA
RNA Polymerase & Repressor

With lactose:

Allolactose (rearranged lactose) binds to the lac repressor and makes it
let go of the operator. RNA polymerase can now transcribe the operon.

Promoter

CAP site Operator | lacZ | lacY | lacA
RNA POlymMErase e

Repressor

Allolactose




Hur regleras aktiviteten hos aktivatorn, d.v.s.

| franvaro av glukos sa bildas
molekylen cAMP.

Binder till CAP, vilket far
proteinet att fungera som en

aktivator.
NH,
M =N
<’lﬁ
0 " N

0=pP—0 OH

O

Cykliskt adenosinmonofosfat
“cAMP” — signalmolekyl med
manga funktioner!

proteinet CAP?

Low glucose:

When glucose levels are low, cCAMP is produced. The cAMP attaches to
CAP, allowing it to bind DNA. CAP helps RNA polymerase bind to the
promoter, resulting in high levels of transcription.

cAMP | Promoter

CAP
CAP site Operator | lacZ | lacY | lacA

RNA Polymerase |:>

high transcription

High glucose:

When glucose levels are high, no cAMP is made. CAP cannot bind DNA
without cCAMP, so transcription occurs only at a low level.

CAP

Promoter

CAP site Operator | lacZ | lacY | lacA

RNA POIlYMErase e
low transcription




Aktivatorer och repressorer samverkar for att
fa reglerat genuttryck!

Hur kan aktivatorn (CAP) samverka med

repressorn for att fa reglerat genuttryck fran
lac-operonet?



| ndrvaro av glukos anvinds inte lac-operonet. Aven om
laktos finns i omgivningen!

Glukos ar alltid bakteriens
forstahandsval!!

Glucose present, lactose absent:

CAP

Promoter
] 1

CAP site Operator | lacZ | lacY | lacA
RNA Polymerase & Repressor

Glucose present, lactose present:

CAP

Promoter
I 1

CAP site Operator | lacZ | lacY | lacA
RNA POlyMErase g

Repressor

Allolactose



| franvaro av glukos slas lac-operonet pa! Men bara om det
finns laktos i omgivningen!

Glucose absent, lactose absent:

cAMP Promoter
CAP
aP site Operator ‘ lacZ | lacY | lacA
RNA Polymerase & Repressor

Glucose absent, lactose present:

CAMP Promoter
CAP
| CAP site Operator | lacZ | lacY | lacA
RNA Polymerase :>

Repressor

Allolactose



Antibiotika

For biologer ar det amnen som producerats av levande organismer i syfte
att halla andra organismer borta.

Inom medicinen kan dessa medel anvandas for att. behandla infektioner,
men ocksa vid cancersjukdom.



Principer for antibiotikas effekt — tva exempel
1. Blockera initiering av transkription

Rifampicin

Berg et al., Biochemistry, 9e, © 2019 W. H. Freeman and Company

Rifampicin binder till beta-subenheten i det bakteriella RNA
polymeraset och blockerar elongering.

Anvands t.ex. vid behandling av tuberkulos



Principer for antibiotikas effekt — tva exempel
2. Interkalation

)
Pro Pro
N—MleGIy CH; p-Val p-Val CH; N-MeGly
. . e . N-MeVal : N-MeVal
Actinomycin lagger sig mellan \O/Th\H\o 0 w0
) r r
basparen i DNA. HN o o NH
o H V24 N
interkalation N
Stor t.ex. Transkription och o o
DNA replikation H, CH,
Phenoxazone

Anvands vid cancerbehandling Berg et al., Biochemistry, 9e, © 2019 W. H. Freeman and Company
t.ex. ovarialcancer



Det finns speciella virus som bara infekterar bakterier —
Bakteriofager

Head

Tail

Icosahedral phage
(Cov¥icovirus) Heod - 4o\ phoae
(T#)

Flamentrovs ?\M\a)e_
(Tnovivus)



Bakteriofager infekterar bakterien och utnyttjar cellen for att
skapa manga nya kopior — bakterien dodas i en s.k. lytisk cykel

T7 BACTERIOPHAGE INFECTION
T7 virus @
copies
E. coli cell

DNA >OOOOOO< T7 DNA copies

polymerase \\‘ ® ¥
T7 RNA AN Y ’ 0

polymerase W\/\ N ~e N 17 proteins
s - an

o ™ N

\/\AA -
~N
T7 Promoter \N\/\ \/\/\/\. -

T7 mRNA strands Ribosome '




Bakteriofag T7 RNA-polymeras anvands i ren form for att
producera mRNA-vacciner mot t.ex. COVID.

mRNA COVID VACCINES

CcoviID
spike protein
gene

T7 Promoter

T7-derived
RNA

poly/mzse/_\ E\M

COVID spike protein

CcoviID
Vaccine

e

Immune response

AR

| A covID f
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v <A
Y 2

Ribosome
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