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Tento studijni text je zdkladnim zdrojem k biochemickeé ¢asti letosntho
roéniku ChO - obsahuje vétsinu materialu, ktery budete potfebovat
k tispésnému feSeni tloh. Sekce o systémové biologii je koncipovéna tak,
abyste viibec nemuseli koukat do jinych zdroji. Pro ostatni témata by ale
bylo vhodné vyuzit alespon ¢éstecné i dalsi doporucenou literaturu.

Zacneme struénym piehledem chemickijch rovnovih a enzymové kinetiky
— prestoZe tato témata nebudou hlavnim pfedmétem olympiady, bude
potieba se sezndmit s jejich zaklady.

Dalsi ¢asti vés zasvéti do regulace biochemickych procesti. Nejprve se
podivdme na to, pro¢ je regulace dtilezitd, a déle si vysvétlime néko-
lik béznych zptisobti regulace — alosterickou regulaci, fosforylaci enzymii
a regulaci transkripce. Nakonec se kratce podivdme na to, jak regulace
probihd na drovni celého organismu, a to za pomoci hormonii a bunécné
signalizace.

Velkym tématem letosniho ro¢niku je ale nejen kvalitativni popis regu-
lace, nybrz i popis kvantitativni. Zamyslime se tedy nad regula¢nimi
systémy trochu v inZenyrském duchu jako nad systémy se , vstupem”
a ,vystupem”. Nejprve si predstavime jejich kli¢ovou vlastnost, citlivost,
a podivdme se, jak ji ovliviiuje kooperativita. Nakonec si ukaZzeme nékolik
piikladti z oboru systémové biologie — uvidime, jak mtizeme matematicky
popsat regulaci pomoci diferencidlnich rovnic a jak ndm v jejich pochopent
pomaéhaji fizové portréty.

Chemické rovnovahy

Pochopeni chemickych rovnovah je kli¢ové pro kvantitativni pfemysleni
nad biochemickymi procesy; uz jen proto, Ze velka ¢ast chemickych reakci
v butice je v rovnovéze — se znalostf rovnovazné konstanty tak mtizeme
spocitat koncentrace jednotlivych reaktantti nebo produktt. Chemické
rovnovéhy jsou také provazané s termodynamikou, a to konkrétné se

zménou Gibbsovy energie.

Pro abstrakini chemickou reakci
A+B=—=C

je rovnovazna konstanta dana vztahem!

K=

kde standardni koncentrace ¢® = 1 M. Mtizeme si vSimnout, Ze takto
definovand rovnovazna konstanta je bezrozmérnd.

Pro takto definovanou rovnovédznou konstantu pak lze odvodit vztah

K = ¢~AG®/RT
kde AG* je standardni zména Gibbsovy energie. To znamena zména Gibbsovy
energie v situaci, kdy jsou vSechny latky ve standardnim stavu. Hodnota

AG?® (a tedy i hodnota K) tak zaleZi na tom, jaky standardni stav zvolime.
Pozorovatelné hodnoty (napf. mnoZzstvi produktu v rovnovéze) jsou ale

A+B IAG
C

Obrézek 1: Energeticky profil rovno-
vazné reakce.

1: Nebudeme se trapit tim, Ze bychom
misto koncentraci méli pouZivat aktivity
—1ikdyz v tak koncentrovaném roztoku,
jako je vnitfek buriky, je tento ptedpoklad
ponékud sporny.

Pro vétsinu biochemickych reakci tak
hodnota AG® nema vétsi smysl — koncen-
trace latek v butice jsou mnohem mensf
nez 1M. A napt. pro H* ion by stan-
dardni koncentrace odpovidala pH = 0,
coz je ponékud absurdni.



vzdy dané rozdilem energii a ten je na volbé standardniho stavu nezavisly
- intuitivné se standardni stav vzdycky ,vykrati”.

Hodnota AG ndm ik4, kterym smérem reakce pobézi — pokud je zdpornd,
reakce pobéZi dopfedu, pokud kladn4, reakce pobéZi zpatky. Hodnota
AG (na rozdil od AG®) zéalezi na koncentracich reaktantt a produktt.

N~z

V rovnovéze reakce nepob&zi zddnym smérem?, a plati tedy AG = 0.

V biochemii si ¢asto zjednodusujeme Zivot a koncentraci v jednotkdch M
zna¢ime hranatou zavorkou, [-]. Piseme pak

(€]

~ [AI[B]

a rovnovazna konstanta mé nyni jednotky M1

V olympiddé se setkdme hlavné s vazebnymi rovnovahami typu
Enz + L = Enz-L,

kde se néjaky ligand (L) navdZe na enzym (nebo na molekulu DNA).
V takovém piipadé vétsinou zndme koncentraci ligandu, [L],> a chceme
vyjadfit pomér mnoZstvi enzymu s navdzanym ligandem viici celkovému
mnoZzstvi enzymu,

_ [Enz-L] _ [Enz-L]
f= [Enzlwt  [Enz] + [Enz-L]

Pro rovnovaznou konstantu ale zname vztah

_ [Enz-L]
- [Enz][L]

a kratkou matematickou tpravou (ta vds ¢ekd v domdacim kole) tak

ziskdme
K[L]

S Tk

V tomto pfipadé bychom reakci oznacili jako asocia¢ni reakci a konstantu
K jako asociacni konstantu. Biochemici ale rddi pracuji s hodnotou Ky =
1/K, coZ je tzv. disociacni konstanta.* Ta je lep#i v tom, Ze m4 jednotky M,
a lze ji tedy pfimo porovndvat s koncentraci ligandu. Rovnici pro f
snadno pfepiSeme jako

= _ D

Kq + [L] '

Vidime tedy, ze pro [L] = K4 je f = 1/2. Disocia¢ni konstanta je tedy
koncentrace, pro kterou je pfesné polovina enzymu navdzana na ligand.
Identickou situaci uvidime u enzymové kinetiky, kde misto K4 bude
Michaelisova konstanta Ky;.

Kinetika enzymatickych reakci

Rychlost enzymatickych reakci se d4 popsat rovnici Michaelise a Mente-

nove,
vmax [S]

U Rt Bl @

2: Ze sttedogkolské chemie asi vite, Ze
rovnovahy jsou dynamické —jak dopfedna,
tak zpétna reakce tedy budou v rovno-
véze probihat, ale stejnou rychlosti.

3: V principu je [L] pouze koncentrace
volného ligandu, nikoli jeho celkova kon-
centrace [L] + [Enz—L] - v praxi je ale
ligandu vzdy mnohem vice nez enzymu,
a tyto dvé hodnoty jsou tak zaménitelné.

Ka

(L]

4: Disocia¢ni konstanta K4 je rovno-
vazna konstanta pro opacnou reakci,
tedy Enz-L == Enz + L.



Rychlost reakce v je zména koncentrace produktu v ¢ase — ma tedy jed-
notky M s™!. Maximdlni rychlost Umay m4 tytéZ jednotky a Michaelisova
konstanta Ky ma jednotky koncentrace — 1ze ji tedy pfimo porovnavat
s koncentraci substratu.

Na grafu vlevo vidime, Ze rychlost enzymatickych reakci ma dva limitni
piipady. Pro nizké koncentrace substratu ([S] < Ky) je rychlost pfimo
umérna mnoZstvi substratu —je omezend hlavné tim, Ze mnozZstvi sub-
stratu je malé. Pokud je naopak [S] > Ky, tak md rychlost v podstaté
konstantni hodnotu vmax nezévisle na [S]. V tomto ptipadé je viechen
dostupny enzym saturovany substrdtem a reakce je tak omezend tim, jak
efektivné ji enzym katalyzuje.

Rovnice (2) se da odvodit z ndsledujictho mechanismu:

kl kcat
E+S—=—ES— E+PD,

-1

kde E je volny enzym, ES je komplex enzym-substrat a P je produkt.
Tento mechanismus ale zameta nékolik véci pod koberec.

Zaprvé jsme uplné zanedbali zpétnou reakci — jak ale asi vite, kazdy
enzym umi katalyzovat jak reakci S — P, tak P — S. Jako katalyzator
totiZ sice umi reakci zrychlit, ale nemtize zménit rovnovdznou konstantu,
kterd zavisi jen na volnych energiich produktu a reaktantu. Rovnice (2)
tak popisuje pocitecni rychlost reakce; tedy rychlost ve stavu, kdy je
koncentrace produktu tak mald, Ze zpétnou reakci miizeme zanedbat.

Zadruhé, druhy krok reakce, ES — E + P, je ve skutecnosti nejspise
nékolik po sobé jdoucich krokt® a keat je tak jakasi , efektivni rychlostni
konstanta”.

Rovnici (2) 1ze odvodit pomoci aproximace staciondrniho stavu, se kterou
se setkéte ve fyzikalné—chemické ¢asti. Pro nas bude dtilezity jen vysledek,

ato ze
_ k—l + kcat

k4
V typickém pripadé (urcité ale ne vzdycky) je k_1 > ka, a tedy plati

Kwm

VVVVV

Dale také plati
Umax = Keat[Eltot;

maximdln{ rychlost tak zavisi jak na celkovém mnoZzstvi enzymu, tak na
tom, jak dobfe enzym umi katalyzovat druhy krok reakce. Rovnovazné
konstanty kq a k_1 se v rovnici pro vmax nevyskytuji, protoZze p¥i vysoké
[S] je v8echen pfitomny enzym navazany na substrat a rychlost reakce
pak zéleZi jen na druhém kroku.

Ukazuje se ale, Ze rychlost nékterych enzymii rovnici (2) popsat nejde.
Jeden piipad uz jsme vidéli, a to kdyZz nemtizeme zanedbat zpétnou
reakci. Dalsim pfipadem je, kdyZ se substrat mtiZe na enzym navazat

vice neZ jednou. To vede (v nejjednodussim p¥ipadé) k tvorbé komplexu
ES,, ktery miize byt bud vice reaktivni nez ES, nebo naopak méné. Témto

vmax

o /

Kwm

5: Budou to vzdy alespori dva kroky —
,katalyticky” krok za vzniku komplexu
EP a vyvazani produktu z aktivniho
mista. Vyvazani produktu je vétSinou
ale rychly krok - zajimavou vyjimkou je
ATP syntéaza.

[Eltot = [E] + [ES]

Obrazek 2: Schéma inhibice substratem.
Navézani druhé molekuly substratu na
alosterické misto pfevede enzym do ne-
aktivni konformace.



piipadtm fikame substritovd aktivace (resp. inhibice). Schematicky je tento
mechanismus ukédzan na obrazku 2.

Neékteré enzymy také maijf vice neZ jeden substrat — typickym piikladem
jsou kindzy, jejichz druhym substratem je ATP. Jejich kinetika pak zaleZ{
na tom, v jakém pofadi se na né substraty vdZou — vétSinou ale lze
vyuzit néjaké zobecnéni kinetiky Michaelise a Mentenové. Napt. pokud
se substraty vaZou nezavisle na sob€, mtizeme definovat Ky pro kazdy
substrat zvlast (ale vmax bude jen jedna pro cely enzym — ta odpovida
situaci, kdy médme vSech substratti dostatek).

Uvod do regulace biochemickych procesii

7 Xz

Po pfecteni pfedchozi ¢asti by se mohlo zdat, Ze pokud zndme Kyt @ Umax,
vime o enzymu v podstaté vSechno. To je sice pravda v in vitro systémech,
kde médme ¢isty roztok enzymu a substratu, ale rozhodné ne v kontextu
celé buriky. Pro buriku je totiz dtleZzita regulace aktivity enzymt — chce
meénit rychlost reakci v zavislosti na tom, v jakych podminkach se zrovna
nachézi.

Ptikladem miize byt situace, kdy jsme se hodné najedli a lehli jsme si
do postele, takZe nemusime vynaklddat moc energie na pohyb. Buriky
v nasem téle by tak chtély vzit ziskanou energii z jidla a uloZit si ji na
pozdéji. Energii ziskavame ve formé glukézy, ale télo ji uklada jako
glykogen. Budeme tedy chtit aktivovat transport glukézy do bunék
a enzymy, které vyrabi glykogen.

Aktivovat enzym znamend zvysit jeho rychlost, v. Toho 1ze dosahnout
nékolika zptisoby — mohli bychom napf. sniZit jeho Ky nebo zvysit
Umax- Druhou moznost navic miizeme zptisobit bud zvy$enim kc,¢, nebo
zvysenim samotné koncentrace enzymu, [E]iqt. Tyto moznosti odpovidaji
riznym mechanismim regulace.

Parametry Ky a keat jsou zavislé na struktufe enzymu. To, jak dobfe
enzym katalyzuje reakci, je dané vhodnym umisténim aminokyselin, aby
mohly spravné interagovat se substratem. Zmeény téchto parametrti tedy

obnasi zménu konformace — v podstaté zménime tvar enzymu tak, aby
reakci katalyzoval 1épe (nebo htife, pokud ho chceme deaktivovat).

Oproti tomu [E]i zavisi na tom, jak rychle enzym buiika vyrabi a de-
graduje.® Vyroba enzymu obna#i transkripci na mRNA a naslednou
translaci. Regulace [E]io¢ tak znamend zmeénu rychlosti téchto procest.
Nejcastéji jde o regulaci transkripce pomoci vazby transkripcnich faktorii
na DNA, a timto mechanismem se budeme zabyvat niZe. Regulace se
muZe uplatiiovat i na Grovni translace ¢i degradace, ale tyto zptisoby
jsou méné bézné (nebo alespoti hiife pochopeng).”

Konformaéni zmény a R/T model

Jak jsme jiZz naznacili vySe, aktivitu enzymu miiZeme regulovat zménou
jeho tvaru (nebo védeltéji konformace). Toho dosdhneme bud nekova-
lentni vazbou ligandu na enzym — alosterickou regulaci — nebo chemickou
modifikaci samotného enzymu, nejcastéji fosforylact.

Glukéza samoziejmé neni jediny zdroj
energie — v letosnim ro¢niku ChO se ale
o metabolismu jinych latek bavit nebu-
deme. Principy regula¢nich procesti jsou
navic podobné pro viechny Ziviny.

Nezapomeriite, Ze rychlost enzymatické
Ymax/[S]
Km+[S]*

reakce je ddna vztahem v =

6: S témito procesy se setkame kvantita-
tivné v ¢ésti o systémové biologii.

7: Pokud vés toto téma zajima vice, mti-
Zete se podivat napf. na miRNA nebo
na proteinkindzu R. Degradace proteinti
pomoci ubikvitinace je navic klicovym
hrééem v regulaci bunééného cyklu.



Alosterickd regulace znamen4, Ze se jisty ligand® (mtiZe to byt samotny
substrat nebo jina ldtka) navdze na enzym na jiné nez aktivni misto.
Nejde tedy o pfimou inhibici, kdy by ligand soutézil o aktivni misto se
substratem!” Tato vazba ale zméni konformaci celého enzymu a tim i jeho
katalytickou aktivitu. Toho dosdhne pomoci ndm zndmych mezimoleku-
lovych interakci, jako napf. vodikovych mistki, elektrostatickych nebo
i disperznich interakci. Alosterickou regulaci Ize popsat rovnovdznou
reakcil®
Enz + L = Enz-L.

Oproti tomu fosforylace je zptisobena kovalentni vazbou fosfatu na —OH
skupiny™ vhodnych aminokyselin enzymu — tedy serinu, threoninu
nebo tyrosinu. Nejcastéji se setkdme s fosforylaci serinu, ale i ostatni dvé
maji své funkce (napt. v regulaci bunécného cyklu). Fosforylace (resp.
defosforylace) neprobiha sama od sebe, nybrz je katalyzovana enzymy —
kindzami (resp. fosfatdzami).

Oba tyto mechanismy lze ale popsat tim samym modelem. Ten piedpo-
kl4ad4, Ze enzym méa dvé stabilni konformace, R a T.!> Konformace R je
aktivni, zatimco konformace T je neaktivni.

Pro jednoduchost budeme pfedpoklddat, Ze konformace T je tplné
neaktivni. Rychlost enzymatické reakce tak bude dana rovnici Michaelise
a Mentenové, ale misto celkové koncentrace enzymu budeme mit pouze
celkovou koncentraci aktivni konformace R, [R]ot.

_ kcat[R]tot[S]
~ Ku+[S]’

kde parametry k., a K plati pro enzym v konformaci R. Ekvivalentné
miizeme Fici, Ze rychlost je stale dand rovnici Michaelise a Mentenové,
ale s , efektivni konstantou”

Umax = keat[R]tot,

kterd bude zaviset na mnozstvi alosterického efektoru nebo na fosfory-
laci.

Alostericka regulace kvantitativné

Pojdme si spocitat, jak alosterickd regulace ovlivni rychlost reakce. En-
zym md dvé konformace, R a T, a kazdd z nich mtize byt bud volna,
nebo s navdzanym ligandem. Budeme tedy muset uvazovat ¢tyfi rtizné
rovnovazné reakce,

Ky
T+=—=R
K>
T-L === R-L
Kt
T+L=—=T-L
Kr
R+L+==R-L.

Prvni dvé popisuji rovnovdhu mezi R a T konformacemi pro volny
enzym a pro enzym s navazanym ligandem. Pro alosterickou aktivaci by

8: Ligand v tomto piipadé nazyvame
alostericky efektor. Podle ti¢inku rozezna-
véame aktivitory a inhibitory.

9: Pfiroda p¥imou inhibici enzym jako
regula¢ni mechanismus nepouZziva — my
ji ale ¢asto pouzivame ve farmakologii,
abychom pomocilékiti deaktivovali ur¢ité
proteiny.

10: Ligand se mtiZe na enzym vazat vice
nez jednou — to vede ke kooperativité,
o které si ale povime az za chvili.

11: Ijiné nukleofilni skupiny lze fosfory-
lovat, u eukaryot je ale vyznam takové
regulace sporny.

12: Oznaceni vychézi z angl. tense a rela-
xed.

Nasledujici ¢ast je dobrovolna — vypocty
jsou nad ramec pozadavkii letosni ChO.
Pro regulaci fosforylaci je vypocet jed-
nodussi a zkusite si ho sami v doméacim
kole.

Mtizete se presvédcit, ze musi platit

K1 KR -1
KKp —



tedy mélo platit K, > K — vazba ligandu zptisobi, Ze konformace R je
preferovanéjsi.

Celkové koncentrace R je dand souc¢tem [R]ior = [R] + [R-L]. My sice
nezndme koncentrace jednotlivych konformaci, zndme ale celkovou
koncentraci enzymu,

[Eltot = [R] + [R-L] + [T] + [T-L].

Chteéli bychom tedy vyjadFit [R]ir pomoci rovnovaznych konstant (ty
zndme — miizeme je zméfit separdtné v in vitro experimentech), [Eliot
a[L].

To je ale jednoduché, pokud zndme spravny trik.?* Vyjadiime si

[Rleot _ [R] +[R-L]
[Elot  [R]+[R-L] + [T] +[T-L]

a dosadime jednotlivé rovnovazné konstanty. Tak dostaneme

[R] + Kr[R][L] _ [R](1 + KR[L])
[R] + Kr[R][L] + [T] + Kr[T][L]  [R](1+ Kg[L]) + [T](1 + Kr[L])’

Nakonec vydélime ¢itatele i jmenovatele proménnou [T], ¢imZ ziskame

Ki(1+ Kg[L])
Ki(1+Kg[L]) + (1 + Kr[L])’

To mlizeme jeSté upravit na

[Rtot _ Ky + K1Kg[L]
[Elt  (1+Ky)+ (Kr + K1 KR)[L]

P73

Vysledny , efektivni” parametr vpmax se pak standardné zapisuje pomoci
novych parametrd vp,  a Ka jako

Ka +B[L]

Umax = Keat[R]tot = UPm-

Kazdy parametr ma biochemicky vyznam — vp je Umax p¥i [L] = 0, f nam
fikd, kolikrat aktivnéjsi bude enzym pf¥i vysoké koncentraci L, a K4 je

jakasi ,rovnovazna konstanta aktivace” —je ale lep$i ji prosté brat jako
uzite¢ny parametr nez jako skute¢nou rovnovaznou konstantu.

Cvicdeni 1 UkaZte, Ze parametry vp, K4 a f 1ze napsat pomoci nasich
rovnovaznych konstant jako

— kcatKl[E]tot
1+ K4
1 1+ K3
Kp=—-
AT Kr 1+K;
CKr 14K
ﬁ_KT 1+Ky

13: Podobny trik s délenim celkovou kon-
centraci se ve vypoctech rovnovah hodi
piekvapiveé casto.

op

< L]

Vidime tedy, Ze pro pfipad K; <« 1
a Ky > 1je Ka = 1/KzKr, coz je rovno-
véazna konstanta pro reakci
R-L=T+L.



Pomoci vdm muZze vztah

ax+b b pcxt
cx+d d x+%

Regulace transkripce

Regulace transkripce funguje oproti alosterické regulaci a fosforylaci
na mnohem delsich ¢asovych 8kéldch. Navadzani ligandu na enzym je
zéleZzitost (mili)sekund a fosforylace trva nejdéle nékolik minut. NeZ se
ale zvysena transkripce projevi na zmeéné aktivity enzymu, miiZe to trvat
klidné i nékolik hodin.! Je to proto, Ze nez z DNA vyrobime protein,
musime pfekonat znacné mnoZzstvi krokd:

1. Transkripce DNA za vzniku pre-mRNA.
2. Uprava pre-mRNA na mRNA.

3. Export mRNA z jadra.

4. Translace mRNA za vzniku proteinu.

Mtzeme si tedy domyslet, Ze regulace transkripce se nepouZzivd v piipadg,
kdy je potteba rychld odezva — nap¥. pokud potfebujeme rychle zvysit
vyrobu energie, kdyZ nanas nahle zatito¢{ Savlozuby tygr. Bude ale klicova
pro regulaci dlouhodobych zmén, a to jak v radmci hodin, tak i v rdmci
dni, mésicti a let — selektivni transkripce genti je hlavnim mechanismem

diferenciace bunék a vyvoje mnohobuné&énych organism.!

Abychom pochopili regulaci transkripce, musime se podivat na to, jak
transkripce viibec funguje. Na jednom vlaknu DNA se nachazi mnoho
rtiznych genti —jak tedy pozname, kde mame s transkripci za¢it, abychom
prepsali jen urcity gen? To zajistuje tisek genu zvany promotor.

Enzym RNA polymeraza (RNAP), ktery transkripci katalyzuje, totiz
nemitiZe zacit jen tak nékde. Musi najit konkrétni sekvence (u bakterif
napf. 5'-TTGACA-3’ a 5’ -TATAAT-3"), aby mohl transkripci zacit.

—_— ATATTA 5"

transkripce

Nejjednodussi promotor by tak obsahoval pouze tyto , povinné” sekvence,
jako na obrazku 3. Tak by vypadal promotor pro tzv. provozni gen —
gen, ktery buiika potfebuje pro zakladni Zivotni funkce, a je tedy vzdy
podobné aktivni.

Pokud misto 5’ -TATAAT-3’ ma gen napf. 5’ -TATAGT-3’, transkripce
bude potad probihat, ale méné i¢inné (snizime tedy rychlost transkripce)
— tak mtiZeme rozlisit tzv. slabé a silné promotory.

Regulované geny ale v promotoru maji i dalsi specidlni sekvence, na néz
se mohou vézat proteiny zvané transkripcni faktory.

14: U bakterii, kde jsou genetické pro-
cesy mnohem jednodussi, ma regulace
transkripce rychlej$i odezvu.

15: V8echny buriky v lidském téle maji
stejnou DNA - li3f se jen tim, které geny
zrovna exprimuji (tedy tim, které geny
podléhaji transkripci do mRNA).

U eukaryot je iniciace transkripce zna¢né
slozitéjsi; principy jsou ale podobné.

Obréizek 3: Vazba RNAP na promotor
bakterialniho genu.

Provozni geny se také nazyvaji house-
keeping geny. Jsou to nap¥. geny pro ri-
bozomalni RNA, tRNA nebo samotnou
RNAP.



Transkripéni faktory

Podobné jako RNAP umfi transkripéni faktory rozpoznat urcitou sekvenci
DNA. To je klicové, aby se mohly navazat pouze na promotor urcitého
genu. Jak to ale délaji?

Musi se néjak dostat pfimo k jednotlivym partim bazi. Pokud si pfed-
stavime dvojSroubovici DNA, vidime, Ze se protein mtiZe ,nacpat” do
tzv. velkého Zldbku (viz obrazek 4). Dokonce to krasné vychézi tak, Ze
alfa—helix proteinu se do néj pfesné vejde.

Aminokyseliny proteinu tak miff pfimo k partim bazi a mohou s nimi
interagovat pomoci vodikovych mistkil a hydrofobnich interakci. Tak
muizeme specificky poznat vSechny ¢tyfi druhy part.

Pro zvySeni specificity se transkripéni faktory ¢asto vdZzou jako dimery —
druhy monomer pak rozpozna tu samou sekvenci, ale na druhém vldkné
DNA.

Pro vazbu na DNA jsou potieba i nespecifické interakce — ukazuje se, Ze aby
transkripéni faktor rychle nasel svoji sekvenci, nejprve najde libovolnou
sekvenci DNA a pak se posouva po dvojsroubovici, dokud nenajde svoji
specifickou.!® Tyto nespecifické interakce jsou vétsinou elektrostatické
— fosfaty v DNA jsou zdporné nabité, a pfitahuji tak kladné nabité
aminokyseliny jako lysin nebo arginin. Podobné slouzi i Mg?* ion, ktery
fosfaty vaze ¢astecné elektrostaticky a ¢astecné koordina¢né-kovalentné.
(Podobny princip pouZzivd mnoho proteinti pro vazbu ATP.)

5'———  TTGACA TATAAT— 3 :
3'———  AACTGT ATATTA—TTAACA 5

5 ' T 3 |
3 ACACTEAGTGA ATATTA 5!

L

Jak transkrip¢ni faktory ovliviiuji transkripci? Pro represory je vysvétleni
snadné — prosté se navdZou na stejné misto jako RNAP, a tak ji ,,zablokuji”.
Aktivéatory se musi navazat o kousek vedle a ,pfesvédcit ji” — pomoci
vhodnych mezimolekulovych interakci — aby se na promotor vézala
radéji.

U eukaryot transkripéni faktory ¢asto funguji pomoci modifikace his-
tonti. Eukaryoticka DNA je totiZ sbalena do nukleozomii pomoci proteinti
zvanych histony. Pokud je sbalend moc pevné, tak se gen nepfepisuje. Tran-
skripéni faktor tak mtize fungovat pfes ko-aktivator, ktery nukleozomy
,rozbali”, a umozni tak jejich transkripci. Proces ,sbaleni” a ,,rozbaleni”
je regulovany acetylaci a methylaci aminokyselin v histonech.

Obrazek 4: Vazba transkripéniho faktoru
na DNA. Vsimnéte si, ze alfa—helix se
presné vejde do velkého zlabku, kde pak
dochézi ke specifickym interakefm mezi
aminokyselinami a nukleotidy. Zbytek
proteinu mtze s DNA interagovat i ne-
specificky, aby zvysil efektivitu vazby.
Zdroj: Garvie, C. W., & Wolberger, C. (2001).
Recognition of specific DNA sequences. Mo-
lecular cell, 8(5), 937-946.

16: Skute¢ny proces hledani sekvence je
asi o néco sloZit&jsi — napt. lac represor
se pohybuje kombinaci 1D a 3D difuze
a ,skokt1”, které mu umoziiuje jeho tetra-
mericka struktura.

Obrazek 5: Aktivace a represe tran-
skripce lac operonu pomoci transkrip¢-
nich faktort. Lac represor, neboli Lacl,
blokuje pfistup RNAP k promotoru. Ak-
tivator CAP ji naopak pomdhd pomoci
specifickych interakci.

Histony vaZzou DNA pomoci elektrosta-
tickych interakci s lysinovymi a arginino-
vymi zbytky — musi se vdzat nespecificky,
aby se kolem nich mohl sbalit libovolny
kus DNA.
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Hormony a bunéc¢na signalizace

Zatim jsme mluvili o regulaci uvnitf buriky a fekli jsme, Ze regulace
néjak odpovida na ,,vnéjsi prostredi”. To by jesté davalo smysl u jedno-
bunééného organismu, ale u mnohobunééného to neni tak jednoduché.
Jednotlivé tkané totiz maji specializované funkce a signdl pro aktivaci
jednoho orgdnu muZe pfijit z tplné jiné ¢asti téla. Jedna moZnost, jak
tento signdl pfenést, je pomoci elektrickych impulzii — tak se ¢asto pfenasi
signaly z mozku a my se o nich uz déle nebudeme zmitiovat. Druhd
moznost je pomoci specifickych chemickych latek, které jsou uvoltiovany
do krevniho ob&hu — hormonii.

Pro metabolismus glukézy jsou kli¢ové dva hormony — glukagon a in-
zulin? — které jsou produkovany slinivkou, ale ovliviiuji hlavné jatra
a svaly. Tyto dva hormony maji opacné funkce: inzulin odpovida na
situaci, kdy mame v krvi vysoké mnozstvi cukru — typicky po jidle —
a snazi se ,nacpat” tuto pfebyte¢nou glukézu do bunék. Aktivuje tedy
procesy, které glukézu spotfebovavaji — syntézu glykogenu a glykolyzu.
Oproti tomu glukagon pfijde na fadu, kdyZ je v krvi glukézy malo. To
je problém hlavné pro mozek, ktery glukézu pouzivé jako hlavni zdroj
energie. Glukagon tedy fekne jatrtim, aby vyrabéla glukézu — bud z
glykogenu, nebo pomoci glukoneogeneze.

Je asi namisté mald pozndmka o transportu glukézy pres bunéénou
membranu - ten probiha facilitovanou difuzi.!® To znamena, Ze glukéza ma
sice svtij transportni protein'® (GLUT), ale k transportu dochaz{ pasivné
po koncentraénim gradientu. ZvySeni koncentrace glukézy v jatrech tak
povede k tomu, Ze bude automaticky difundovat do krve.

Hormony inzulin a glukagon tedy daji burice ,signal”, ktery je dale
pfevedeny na nitrobunécéné zmény — napt. fosforylaci proteinti. O tom,
jak se to stane, si povime v detailu niZe. Jednoduché shrnuti ale je,
Ze hormon se nejprve navéze na receptor, ktery prenese signal dovnitf
buriky. V burice dale dojde ke kaskddé nékolika reakci, jejichz tikolem je
zesileni (amplifikace) signélu a nakonec i aktivace konkrétnich enzymf.
V pfipadé glukagonu kaskdda reakci povede k vyrobé malé molekuly
cAMP, ktera funguje jako aktivator proteinkindzy A. Tato kindza pak
fosforyluje vhodné metabolické enzymy a tim je (de)aktivuje.

Pro bunéc¢nou signalizaci je nékolik dtlezitych principti. Prvnim je
amplifikace signdlu — hormony jsou v krvi pfitomny v koncentracich
tadové 107 M - pokud by jedna molekula hormonu aktivovala jeden
metabolicky enzym, nic moc by se nestalo. Musime tento signal zesilit,
coz se déje postupné pomoci nékolika krokt, kdy kazdy zesili signal
10-100x.

Druhym principem je, Ze signaliza¢ni drdhy musime umét i deaktivovat.
To znamend, Ze kdyZ jsme pomoci glukagonu vypnuli glykolyzu, musime
ji zase zapnout, kdyZ koncentrace glukagonu klesne. Musime tedy vrétit
vsechny kroky signalizaéni kaskddy do ptivodniho stavu.

A za tfeti, i kdyZ mdme rozli¢né mnoZstvi hormonti a receptorti, vétsina
signaliza¢nich drah nakonec vyuZiva jen nékolik druhych poslii (jednim
z nich je pravé cAMP). Diky tomu mohou rtizné hormony aktivovat tu
samou metabolickou drahu — to je velmi uZzitecné. P¥ikladem mohou
byt glukagon a adrenalin, které (v jatrech) oba funguji ptes cAMP.2

17: Nejsou to jediné hormony, které me-
tabolismus glukézy ovliviiuji. Z dalsich
muiZzeme zminit napt. adrenalin, kortizol
nebo hormony §titné z14azy.

Jatra obecné slouzi jako velky ,zadsobnik”
glukézy — ukladaji ji, kdyZ ji mdme moc,
a uvolriujf ji do krve, kdyz je ji malo.

18: Aktivni transport glukézy je také
mozny — pouZzivaji ho stfevni buriky, aby
glukézu ,,vychytévaly” z potravy.

19: Jako polarni molekula by se glukéza
pfes bunéénou membranu sama nedo-
stala.

Specidlnim pfipadem jsou hormony,
které vedou k regulaci transkripce — ty
funguji trochu jinak.

20: Ukinek t&chto hormonti na jiné or-
géany nez jatra se lisi - to je dané m;. tim,
Ze jiné organy maji jiny druh receptorti
pro adrenalin.



Oba tedy nakonec zptisobi uvoltiovani glukézy do krve — glukagon ale
v pfipadé hladovéni, zatimco adrenalin tehdy, kdyZz budeme potiebovat
energii na néjakou fyzickou aktivitu.

hormon
NANN
[[{]]|cPcr
v
GDP T
GTP GDP Enz-OP
fosfataza
Enz-OH

Receptory

Molekula hormonu nepronikd dovnité do buriky, ale musi néjakym
zplisobem aktivovat nitrobunééné procesy. Tento problém fesi specidlni
proteiny, kterym fikame receptory. Ty se nachdzi v bunééné membrané
a maji tedy dvé strany — na vnéjsi (extraceluldrni) stranu se vaze hor-
mon, zatimco vnitfni (cytosolickd) strana muiZe aktivovat dalsi reakce
v burice.

N

Znéame rizné typy receptorti — pro nas nejdiilezitéjsi ale budou receptory
spiazené s G proteinem, neboli GPCR.?! Receptory pro metabolické hor-
mony glukagon a adrenalin jsou &leny této t¥idy.?? Receptor pro inzulin
je naopak tzv. tyrosinkindzovy receptor — o téch se ale zminime jen letmo.

GPCR se aktivuji konformacni zménou. Jsou slozeny z nékolika transmem-
branovych alfa—helixti a kdyZ se zvenku navaZze ligand, struktura enzymu
se ,,posune”, coZ se projeviina vnitfni strané buniky (viz obrazek 7). Takto
aktivovany GPCR pak bude interagovat s G proteinem (viz nize). Kdyz se
ligand odvaze, tak se GPCR vrati zpatky do ptivodni konformace, a tim
se deaktivuje.

B .
Active GPCR

Inactive GPCR

#Agomst binds

G protein—bound GPCR

Extracellular {

GPCR

h

Intracellular
signaling

G protein

Oproti tomu tyrosinkindzy se aktivuji dimerizaci. Ligand je zvladne
ptibliZit k sobé, a to zptisobi, Ze si navzdjem nafosforyluji své tyrosinové
zbytky.?® Fosforylovany tyrosin je pak rozpoznan dal§imi rozli¢nymi
proteiny.
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Obrazek 6: Schéma signalizace pomoci
G proteint. Jednotlivé kroky jsou po-
drobné vysvétleny v textu nize.

21: Zkratka GPCR je z angl. G protein-
coupled receptor.

22: Zajimavym ptikladem GPCR je rho-
dopsin, diky kterému viibec miiZete ¢ist
tento text. Ten se neaktivuje vazbou li-
gandu, nybrz absorpci svétla.

Obrazek 7: Vazba ligandu na GPCR zpii-
sobi pohyb na intraceluldrni strané re-
ceptoru. Tato zména tvaru pak umozni,
navazéani G proteinu a jeho nédslednou
aktivaci. Zdroj: Latorraca, N. R., Venkata-
krishnan, A. J., & Dror, R. O. (2017). GPCR dy-
namics: structures in motion. Chemical reviews,
117(1), 139-155.

Tyrosinkindzové receptory se v ChO ne-
objevi - tento odstavec je zde jen pro vase
potéSeni.

23: Tyrosin je jedna ze tff aminokyselin
s —OH skupinou, o nichZ jsme se zminili
u fosforylace enzymd.



ATP ADP
ATP ADP

G proteiny a cAMP jako druhy posel

G proteiny (nebo presnéji heterotrimerické G proteiny) se skladaji ze tii
podjednotek, Ga, G a Gy. Jejich nazev je odvozeny od toho, Ze umi
samovolné hydrolyzovat GTP na GDP. G protein s navdzanym GTP je
aktivni, zatimco s GDP je neaktivni. Hydrolyzou se tedy za néjakou dobu
sdm deaktivuje.

Signalizace pomoci G proteinti probiha cyklem aktivace a deaktivace.
Zac¢neme neaktivnim G proteinem s navdzanym GDP. Aktivovana konfor-
mace GPCR (tedy pokud je na ném navdzany hormon) umi katalyzovat
vymeénu GDP za GTP,

G protein—GDP + GTP ey G protein—GTP + GDP,

¢imZz G protein aktivuje. Aktivovany G protein se rozpadne na dvé ¢asti
—Ga a Gy, které béZzi aktivovat dalsi bunécné procesy (viz obrazek 6).
GTP ztistane navdzané na Ga podjednotce. Za néjakou dobu ale dojde
k hydrolyze GTP na GDP, tim se Ga deaktivuje a spoji se zase zpatky s
Gpy. Tim ziskdme neaktivni G protein s navdzanym GDP pfipraveny na
dalsf cyklus aktivace.

Ga podjednotka aktivuje enzym adenyldtcyklizu, jejimz tkolem je vyroba
cAMP z ATP.* Tato aktivace probiha (snad uZ to neni pfekvapeni)
diky konformacni zméné po tom, co se Ga podjednotka navaZze na
adenylatcyklazu.

Vsechny tyto kroky vedou k zesileni signalu — jeden aktivovany GPCR
aktivuje nékolik molekul G proteinti a kazd4 aktivovand adenylatcyklaza
vyrobi mnoho molekul cAMP, neZ se zase deaktivuje.

Zvysend koncentrace cAMP aktivuje klicovy regulaéni enzym, protein-
kindzu A (PKA). Ta je normalné drZena v neaktivnim stavu pomoci tzv.
regula¢nich podjednotek. KdyZ se na né ale navdaze cAMP, tak se od-
déli a PKA muize volné fosforylovat proteiny v cytoplazmé (a dokonce
ivjadfe).

Pojdme se nakonec jesté trochu zamyslet nad deaktivaci této signaliza¢ni
drahy — zatim totiZ vime, jak se deaktivuje GPCR, G protein a adenylat-
cyklaza. To ale nestaci; pofad by ndm zbyla vysoka koncentrace cAMP,
a tedy i aktivovana PKA. Nastésti mame enzym fosfodiesterizu (PDE),
ktera konstantné hydrolyzuje cAMP na AMP. Zvysena koncentrace cAMP
tedy bude pfetrvavat jen v piipadé, kdy ho aktivné vyrabime.
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Obrézek 8: Aktivace tyrosinkindzového
receptoru pomoci dimerizace a nasledné
autofosforylace. Fosforylovany tyrosin
je déle rozpoznan specifickymi proteiny
(zde GRB2) a ty aktivuji rozli¢né signali-
zacni kaskady.

24: Jsou rtazné druhy Ga podjednotek,
které umi délat i jiné véci — pro letodni
roénik ChO to ale nebude diilezité.



Cviceni 2 I kdyZ se koncentrace cAMP vrati zpatky, pofdd ndm
v burice zlistanou fosforylované enzymy. Jakym zptisobem se vrati
zpatky do nefosforylované formy?

Hormonalni regulace transkripce

Nékteré hormony nefunguji na zakladé alosterické regulace nebo fosfo-
rylace, nybrz umi aktivovat transkripci urcitych gent.

Typickym ptikladem jsou steroidni hormony. Ty nemaji receptor na
bunééné membrang, ale v cytosolu, protoZe jako nepoldrni molekuly
mohou pfes membranu prochédzet. Komplex hormon-receptor se pak
pfesune do jadra, kde funguje jako transkripéni faktor.

Steroidni hormony maji ¢asto i vyvojové funkce, které zptisobuji dlouho-
dobé zmény — v takovém piipadé nepotiebuji Zddné deaktiva¢ni kroky.
Naopak bychom nechtéli, aby se z diferencované buriky stala zpatky

burika kmenova.

Citlivost a kooperativita

V této ¢asti zacneme nad regulaci pfemyslet jako nad systémem, ktery mé
,vstup” a ,,vystup”. Jednoduchym piikladem muiZe byt vazba ligandu
na enzym, kterou jsme popsali rovnici (1). Vstupem do tohoto systém
je koncentrace ligandu, [L] - ta je fizend externé. Vystupem je pomér f,
mnozstvi ,aktivovaného enzymu”. Vystup je zde uz normalizovany —
nabyva hodnot mezi nulou a jedni¢kou, kde nula je tplné neaktivni
a jedna maximalné aktivovany.

Citlivost systému nam fikd, jak moc musime zménit vstup, abychom
vystup posunuli z neaktivniho do aktivniho stavu. Uréime, Ze ,neaktivni”

7

stav je, kdyZ je vystup mensinez 0,1, a ,,aktivni” stav naopak znamena,

NP2

e vystup je vyssi nez 0,9.2°

Pro nas systém tedy spocitame koncentrace [L]og a [L]o,1 FeSenim rov-
nice (1) pro vhodnou hodnotu f, jako napt.

(Lo,

09=—"-"7"—.
Kg +[L]os

Citlivost pak spocitame jako (to vas ¢eka v domécim kole)

[Lloo
(Lo

R = (3)

Cim vyssi R., tim méné citlivy systém je. MtiZete si véimnout, Ze jednodu-
ché vazba ligandu moc citliva neni — potfebujeme vysokou koncentraci
ligandu, abychom enzym plné pfevedli do aktivni formy. To je ob¢as to,
co chceme — hodi se to, kdyZ systém musi odpovidat na vysoky rozsah
koncentraci, jako napf. enzym glukokinaza, ktery ve slinivce funguje jako
senzor koncentrace glukézy.
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25: Tyto hodnoty nemaji samy o sobé
zadny readlny vyznam; mohli bychom
klidné pouzit 0,05 a 0,95. Citlivost tak
mé vyznam jen pro porovnavani rtiznych
systémfi.

1
0,9
0,1 L]
[L]o [Lo,o
~_
XR,



Projiné procesy ale chceme, aby systém el rychle , pfepinat” mezi dvéma
stavy. Zavislost vystupu na vstupu by tak méla mit spiSe sigmoidni tvar.
Je mnoho funkci, které takovy tvar maji. Pokud jste fanousci strojového
udeni a neuronovych siti, nejspiSe jste slyseli o funkci

1
1+e "

fx) =

Pokud je zavislost velmi citlivd, mtizeme ji dokonce zjednodusené popsat
tzv. Heavisideovou (skokovou) funkci,

h(x):{o x <0
1 x>0

To uvidime niZe v systémové biologii — je ale vzdy potfeba si uvédomit,
Ze realistické funkce nikdy nemaji takto nahly ,skok”. Je to tedy jen
aproximace, kterd ndm déla Zivot o néco jednodussi.

vvvvv

z typického mechanismu pro zvyseni citlivosti, a to kooperativni vazby.

Kooperativita — Hillova funkce

Kooperativita nastava v pripadé, kdy se na jeden enzym (nebo sekvenci
DNA) miiZe ligand navézat vice neZ jednou. Pojdme se podivat na pfiklad,
kdy méme dvé vazebnd mista. Mizeme tedy napsat rovnovéhy

K
Enz + L == Enz-L

K3
Enz-L + L — Enz-L,

Pokud by na sobé vazebnd mista byla nezavisl4, platilo by
Ky =2Ko,

protoze komplex Enz—-L mé dvé moznosti, kde mtiZe ligand byt.

Pokud je ale K1 > 2Kj, znamena to, Ze komplex Enz—L, je néjak znevy-
hodnény —napf. proto, Ze si v ném ligandy navzajem pfekazeji. V takovém
piipadé mluvime o negativni kooperativité.

V opacném piipadé, K; < 2Kj, je tvorba komplexu Enz—-L, podporovana
a mluvime o pozitivni kooperativite.

Pro nds bude mnohem dillezitéj$i pozitivni kooperativita. Je zfejmé,
Ze bychom ji mohli pIné popsat pomoci rovnovaznych konstant K;
a K. Pokud by se ale na enzym vézaly ¢tyfi ligandy (jako napf. na
hemoglobin), pak bychom pottebovali ¢tyfi rovnovazné konstanty. To je
ale zbytecné sloZité (a navic se hodnoty téchto konstant i Spatné zjistuji
experimentaln€) — libil by se ndm tedy néjaky jednodussi model, ktery
kooperativitu zachycuje.

1/2

1/2

1+e*

h(x)
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Pokud je kooperativita silné pozitivni, pak v podstaté mtzeme komplex
Enz-L Gplné zanedbat a uvazovat jen rovnovaznou reakci

K/
Enz + 2L — Enz-L,

s rovnovaznou konstantou K’ = K;Kj;. Takova rovnovazna konstanta
mé ale jednotky M2, coz se nam nelibi — budeme tedy psat K4 =
1/VK’, a dostaneme tak disociatni konstantu v biochemicky piijatelnych
jednotkach.

Podobnym argumentem jako pro rovnici (1) ziskame

__ [P
/= K2+ L]

vy

Tento model miizeme jednoduse rozsifit i na vazbu n liganda, kdy

dostaneme
[L]"

= (4)
f K4 +[L]"
Této rovnici pak fikdme Hillova rovnice. Je zfejmé, Ze na rozdil od jedno-
duché vazby ligandu (1) ndm rovnice (4) da sigmoidni vazebnou kfivku,
a tedy i zvySenou citlivost. To uvidite kvantitativné v doméacim kole.

Existuji i lepsi modely neZ tento, ktery bychom mohli nazvat , vSechno-
nebo-nic”. Typickymi p¥iklady jsou MWC a KNF model. Druhy z nich
dokonce umi popsat i negativni kooperativitu — to tfeba Hillova rovnice
nemuze. Tyto modely se v olympiddé neobjevi, ale miiZete se na né pro
zajimavost podivat — jedné se v podstaté o rozsifeni T/R modelu, ktery
jsme si pfedstavili vyse.

Systémova biologie

Systémova biologie je obor, ktery se zabyva matematickym popisem in-
terakci v biologickych systémech. V nasf malé exkurzi do svéta systémové
biologie se zamé&fime hlavné na ,transkripéni sité” — tedy soubory gent,
které se ovliviiuji navzajem. Neznamena to, Ze by systémova biologie
neumeéla nic jiného — naopak, mtizeme se dostat klidné aZ k popistim
celych organt — ale prave soubory genti jsou asi nejjednodussi a nejlépe
studované systémy.

Cilem této casti je podivat se na par konkrétnich matematickych modela,
které vadm pfedstavi zdklady systémové-biologické analyzy. V ChO na
vas cekaji jiné modely; jejich popis je ale zaloZeny na tplné stejnych
principech.

Budeme matematicky popisovat zmény urcitych veli¢in v ¢ase. K tomu
se standardné vyuzivaji tzv. diferencidlni rovnice. P¥ikladem mtize byt

rovnice
dP

— = AP, 5

I Q)
ktera popisuje rtist populace bakterii v ¢ase. Co rovnice (5) ale viibec
znamena?

Enz+nL < Enz-L,

1/2

it
Ki+x

Kq
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Veli¢ina P(t) je mnozstvi bakterii v ase t. Zapis fi—lz oznacuje derivaci —
tedy rychlost zmény veli¢iny P.

Rovnice (5) nam tedy #ikd, Ze rychlost zmény populace je pfimo tmérna
mnozstvi bakterii. To d4va biologicky smysl — bakterie se mnoZzi délenim,
kdy se z jedné bakterie stanou dvé. Cim vice bakterii mame, tim rychleji
jejich populace roste. Pokud za¢neme s 1000 bakteriemi, za chvili jich
bude 2000, 4000, 8000, 16000, atd. To oznac¢ujeme jako exponencialni rtist.
A vskutku, feSenfm rovnice (5) je exponenciéla,

P(t) = Pye™,

kde Py je pocet bakterii v ¢ase t = 0. Hodnota A udéava , rychlost réistu” —
lépe piedstavitelny je ale ¢as T = In2/A, ktery nam ¥ik4, za jak dlouho se
populace zdvojnésobi.

Jednoduchy model transkripce a fdzové portréty

Zaénéme nejjednodussim pifpadem transkripce — genem A, jehoZ pro-
motor nenf nijak regulovany. Takovy promotor budeme znacit zjednodu-
Senym schématem vpravo, kde barevny obdélnik oznacuje gen A a Sipka
jeho transkripci. Podobna schémata budeme vyuzivat i déle ve studijnim
textu a v samotné ChO.

Predpoklddejme, Ze transkripce probihd konstantni rychlosti a. Vysledny
protein ale v burice nevydrZi vécné; jeho koncentrace postupné klesa
degradaci.?® To popiieme line4rni zavislosti —y A — skoro jako rovnice (5),
jen se zdpornym znaménkem. Rovnice pro zménu koncentrace proteinu A
tak bude

— =a-yA. 6

=AY ©)
Pro trochu vice chemicky pohled na tento pfipad bychom si mohli napsat
transkripci a degradaci jako dvé ,,chemické reakce”,

o —> A
A — 2.

Transkripce je syntéza A z ,ni¢eho”, a mtiZeme ji tak popsat kinetikou
nultého fadu, ”{lj—‘? = a. Transkripce je samoziejmé enzymatickd reakce —
jeji rychlost bychom spravné méli popisovat pomoci kinetiky Michaelise
a Mentenové s celkovou koncentraci [RNAP];o; a koncentraci substrata
DNA a nukleotidti. Tyto koncentrace jsou ale v burikdch viceméné
konstantni — pokud tedy predpokladdme, ze i [RNAP];, je konstanta,
pak konstantni rychlost transkripce snad dava smysl.

Oproti tomu degradaci mtizeme popsat jako reakci prvniho fadu a jeji
rychlost je tedy pfimo timérnd koncentraci reaktantu, ‘fi—’? = —yA.

Nyni bychom ale chtéli pochopit, jak se koncentrace proteinu A méni
v ¢ase. Mohli bychom rovnici (6) vyfesit pfimo, ale to je pro nase tcely
zbyteéné slozité. Lepsi bude, kdyZ se trochu zamyslime nad tim, co ndm
rovnice vlastné ¥ika.

K tomu ndm slouZi fizové portréty. Pojdme se zamyslet nad konkrétni
situaci, kdy @ =3uMs™! ay = 1s7L. Spotitdme si, jak rychle se A méni
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26: Degradace proteinu je obecné sni-
zovani koncentrace — budto v diisledku
proteolyzy, kdy buiika enzym aktivné
nic¢i, nebo i v dasledku bunééného dé-
leni. KdyZ se butika rozdéli na dvé, zvysi
se celkovy objem, zatimco pocet molekul
proteinu ztistane stejny.



pfi rtiznych hodnotach A — staci prosté dosadit hodnotu A do rovnice (6).
Napt. pro A = 0uM je ‘;—‘? = a = 3uMsl. MiiZete se presvédiit, Ze to
nadm da hodnoty v tabulce 1.

Vidime tedy, Ze pokud je koncentrace A mald, m4 tendenci se zvySo-
vat, zatimco pokud je moc velkd, bude se sniZzovat. Nakonec dosahne
staciondrniho stavu, ktery nastane pro

dA

E_O'

To v naSem p¥ipadé odpovidd hodnoté A = a/y = 3 uM. Fazovy portrét
nam tyto informace podéva v grafické forme.

dA

dt

y A (degradace)

a « (transkripce)

aly
Sy > > @ 4 —

Nejprve si mtiZeme naértnout rychlosti transkripce a degradace v zavis-
losti na A. Fazovy portét ndm pak ukazuje, kterym smérem se bude A
vyvijet. Pro malé A si tedy nakreslime $ipku doprava — transkripce bude
rychlejsi neZ degradace, a A se tedy zvysuje. Pro velké A ale vyhraje
degradace, A se bude sniZovat, a my musime kreslit Sipky doleva. V bodé
A = 3 uM si nakreslime ¢ernou tecku, coZ znamena stabilni staciondrni
bod. Stabilni znamend, Ze Sipky mifi dovnit? a ne ven. Pokud se tedy kon-
centrace trochu zméni, bude mit tendenci se zase vracet zpatky. Miizeme
mit i nestabilni staciondrni body — ty budeme znacit bile vyplnénou

teckou.

Cviceni 3 Pfedstavte si, Ze mame systém, jehoZ fadzovy portrét vypadd
takto:

O — e — 0 — e

Vysvétlete, pro¢ jeho vyvoj v ¢ase pro rtizné pocétecni koncentrace
bude vypadat jako graf vpravo.

Negativni zpétna vazba - robustni regulace

Regulované promotory nejsou o moc sloZzitéjsi. Pojdme se zkusit zamyslet
nad ptipadem negativni zpétné vazby. To znamend, Ze protein A inhibuje
svoji vlastni transkripci — bud pf¥imo, nebo pres néjaky dalsi transkripéni
faktor.
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Tabulka 1: Zavislost 'i,—? na A.

A/uM  H/ Ms!

0 3
1 2
2 1
3 0
4 -1
5 -2

Fazovy portrét jsou pouze Sipky, které ndm
fikajf, jakym smérem se bude A ménit.
Graf rychlosti degradace a transkripce
je jen pomiicka, kterd ndm umoZiiuje ho
sestrojit.

Obrazek 9: Fazovy portrét pro jedno-
duchy model transkripce (6). Rychlost
transkripce ma konstantni hodnotu «,
zatimco rychlost degradace je piimo
umeérnd mnozstvi proteinu A. Pro A <
a/y se tak A bude zvySovat (vyhraje tran-
skripce), zatimco pro A > a/y se bude
A snizovat (vyhraje degradace). Pro li-
bovolnou pocéte¢ni hodnotu A se nako-
nec dostaneme do stacionarniho bodu
A=aly.

A

aly .
4

T
t

Obriézek 10: Casovy vyvoj koncentrace
proteinu A pro rtizné pocatecni koncent-
race. V8imnéte si, ze vzZdy dosdhneme sta-
bilniho staciondrniho bodu. Pokud v ném
uz za¢neme, koncentrace A se neméni.

—

DE
ALA

]



Pfipad, kdy se samotny protein A vadZe na gen A si zkusite vyftesit
v domécim kole. My se zde podivame na kooperativni regulaci, kterou
zjednodusené popiseme Heavisideovou (skokovou) funkdi,

% =ah(Ay—A)—-yA. (7)

Tento pfedpis ndm ¥ik4, Ze rychlost transkripce zévisi na tom, jestli je A
vys8inez ,limitni koncentrace” Ay. Pokud je A < Ay, transkripce probiha
rychlosti a. Pokud je ale A > Ay, transkripce neprobihd viibec.

Fazovy portrétje ukdzdn na obrazku11. Pro A < Agjerychlost transkripce
vyssineZ rychlost degradace, a koncentrace A se tak bude zvysovat (Sipky
,doprava®). Pro A > Ag ale pfevlada degradace, a koncentrace se tak
naopak bude sniZovat ($ipky ,,doleva”). Fazovy portrét ndm tedy ik4, Ze
staciondrni bod je A = A% Vidime také, Ze stacionarni bod je stabilni,

vz

protoZe Sipky mifi ,dovnitf”.

dA
dt

LYI’Z(AO - A)

A
S > e —

Systém s negativni zpétnou vazbou ma oproti neregulovanému genu
dvoji vyhodu — miize dosdhnout staciondrniho stavu rychleji a zaroven
je robustni vii¢i zménam parametrd.

MiiZete si vS§imnout, Ze pokud budeme ménit parametry a a y/, staciondrni
bod bude vidy A = Ay (viz obrédzek 12). Tyto parametry se mohou mezi
burikami znacné lisit — rychlost transkripce i degradace zéleZi na tom, co
se v butice zrovna déje. Tento systém ndm ale umoZzni mit stabilni hladinu
A'i za takto variabilnich podminek — tomu fikdme robustni systém.

Systém mtize dosdhnout stacionarni stavu rychleji, protoze mtizeme libo-
volné zvysit hodnotu «, aniz bychom posunuli staciondrni koncentraci.
(To je samoziejmé artefakt Heavisideovy funkce — v realistickém p¥ipade,
napf. s Hillovou funkci, bychom narazili na néjaké limity.)

Feedforward loop

Castym motivem v biochemii je tzv. feedforward loop. Ta zahrnuje t¥i geny
— A, B aC - kdy pro aktivaci genu C potfebujeme jak protein A, tak
protein B. Protein A ale zarover slouZi i jako aktivator genu B. UkdZeme
si, Ze tento transkripéni motiv umoziiuje rozpoznat délku vstupniho
signdlu - to je dtilezité, protoze burika chce odpovidat jen na opravdové
zmény a ne na ndhodné fluktuace.
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27: Alesponi v piipadé, kdy a > yAy.
V opa¢ném ptipadé ale negativni zpétna
vazba ponékud ztréci smysl.

Obréazek 11: Fazovy portrét pro rov-
nici (7). Transkripce probiha rychlosti
a pro A < Ag; v opa¢ném piipadé ne-
probiha viibec. Degradace proteinu je
opét pifmo tiimérna koncentraci. Vidime,
Ze v tomto pfipadé je staciondrni bod
dany hodnotou Ag, kterd je zavisla na
chemickych vlastnostech enzymi (a ne
na jejich koncentraci jako & a y v prvnim
modelu).

dA
dt

/

A

A

Obrazek 12: Zména parametru y (tfi
¢erné kiivky) neovlivni polohu stacio-
narniho bodu. Systém je tedy robustni.
Podobny graf 1ze nakreslit i pro zménu
parametru «.



V pfirodé tento systém vyuZziva napt. bakterie E. coli na regulaci metabo-
lismu arabin6zy.?® E. coli chce metabolizovat arabinézu jen kdyZ neméa
dostatek glukézy. Geny pfislusného ara operonu tak budou aktivovany
jen v piipads, Ze glukézy je malo, ale arabin6zy dostatek.?’

U E. coli nedostatek glukézy zptlisobi zvyseni koncentrace cAMP, a to
nasledné aktivuje protein CRP. Protein CRP aktivuje transkripci genu araC.
Protein AraC je transkrip¢ni faktor, ktery je ale aktivni jen v pfitomnosti
arabin6zy. Geny pro metabolismus arabinézy, souhrnné znacené araBAD,
potiebuji pro transkripci jak CRP, tak AraC. Schéma téchto vztahti je
na obrazku 13. V8imnéte si, Ze pro systémovou biologii nejsou diileZité
molekuldrni detaily aktivace jednotlivych gent.

Cviceni 4 Systém, ktery jsme popsali, neni tpIné kompletni — gen araC
je navic regulovéan i negativni zpétnou vazbou (tedy protein AraC
inhibuje transkripci araC). Vysvétlete, proc to je duleZzité.

Napovéda: Co by se stalo v pfipadé, Ze by burika neméla ani glukézu, ani arabinézu?

Clizlb—

L

Q)

9y)
|

araA

araB — araA - araD —

Budeme predpoklddat, Ze oba aktiva¢ni kroky se opét daji popsat Heavi-
sideovou funkci. Napf. aktivaci araC p¥i nizké koncentraci glukézy (Glc)
popiSeme vztahem

h([Glc]o — [Glc])

To je zjednoduseni realisti¢t&jsi Hillovy funkce — kriticka koncentrace
[Glc]p pak odpovida disociani konstanté K4 (zamyslete se proc).

Predpoklddejme, Ze v médiu je dostatek arabinézy a ménf se jen koncent-
race glukézy — protein AraC tak bude vzdy aktivovany.*’ Rovnice pro
koncentrace proteinti AraC a AraBAD pak mtiZeme zapsat podobné jako
pro piipad negativni zp&tné vazby. Kone¢ny vysledek je’!
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28: MtuiZete to srovnat s regulaci metabo-
lismu lakt6zy, o niz se dozvite vdomécim
kole. V ném také hraje roli protein CRP
(obcas se mu také ¥ikd CAP), ktery je
aktivovan nedostatkem glukézy.

29: Pro vice informaci se miiZzete podivat nap¥.
na Schleif, R. (2000). Regulation of the L-arabinose
operon of Escherichia coli. Trends in genetics,
16(12), 559-565 a Mangan, S., Zaslaver, A., &
Alon, U. (2003). The coherent feedforward loop
serves as a sign-sensitive delay element in transcrip-
tion networks. Journal of molecular biology,
334(2), 197-204..

glukéza

cAMP

e

CRP .,
arabinéza

L v

AraC

araBAD

Obrazek 13: Schéma interakci reguluji-
cich metabolismus arabinézy. Oba pro-
teiny — CRP i AraC - jsou potfeba pro
aktivaci metabolickych genti araBAD.

Obréizek 14: Schéma feedforward loop
regulujici metabolismus arabin6zy. CRP
véze jako ligand cAMP (Cernd) a AraC
vaze arabinézu (zluta).

30: V opa¢ném piipadé bychom jesté
museli pFidat ¢len h([Ara] - [Ara]o) Za-
visly na koncentraci arabinézy [Ara].

31: Hodnota vyrazu h(x)h(y) je jedna
jenkdyz x > 0 a zaroveni y > 0.V jakém-
koliv jiném piipadé je nulova.

% = (XAraC h([GlC]o - [GIC]) = Y AraC [AraC]
d[Ar;?AD] = araBaD N1 ([Glc]o — [Glc]) i ([AraC] — [AraClo) — YaraBan[AraBAD]

Cviceni 5 Vysvétlete jednotlivé ¢leny v rovnicich vyse. Co reprezentuji
parametry [Glc]y a [AraCly? Pomoci vdm muize i obrazek 15.

Ukazte, ze stacionarni hodnota [AraC] je @arac/ )Y Arac, pokud je pro-



motor pro araC aktivovany (tedy [Glc] < [Glc]p). Jak4 je staciondrni
hodnota [AraC] pro [Glc] > [Glc]y?

Pro¢ musi platit [AraClp < aarac/VArac?

MtiZeme transkripci AraBAD aktivovat pomoci dvou kratsich obdobi
nizké koncentrace glukézy po sob€, namisto jednoho dlouhého?

Casové zavislost koncentraci jednotlivych proteinti je ukézana na ob-
razku 15. Vidime, Ze mald fluktuace koncentrace glukézy spusti tran-
skripci araC, ale nikoli metabolickych genti araBAD. Ty se aktivuji, aZ
kdyZ je koncentrace glukézy nizkd po dobu delsi neZ interval 7. Mo-
tiv feedforward loop ndm tedy umoznuje rozlisit kratké fluktuace od
dlouhodobych zmén.

[Glc]
[Glc]o
t
[AraC]
[AraC]o \- \
t
[AraBAD]
N\
t
7

Inzulin, glukéza a glukotoxicita

Dalsi priklad, ktery si ukdZeme, bude trochu vice fyziologicky. Podivdme
se totiZ na to, jak hladina inzulinu ovliviiuje mnoZstvi glukézy v krvi.

s

Vime, Ze kdyZ se zvysi mnozstvi glukézy, télo (konkréiné slinivka)
na to reaguje zvysenim mnozstvi inzulinu. Ten zvysi tok glukézy do
bunék, a hladina krevni glukézy tak zase spadne. Tento systém je velmi
prisné regulovany, aby se hladina glukézy v krvi dlouhodobé drzela na
hodnoté 5 mM.

Tuto situaci 1ze popsat jednoduchym modelem. Oznacme si koncentraci
glukézy jako G a koncentraci inzulinu jako I. Pak mtizeme psat

aG

E = m(t) —sIG
dl

kde m(t) je mnozstvi ptijaté glukézy v Case.

Parametr s je tzv. citlivost k inzulinu. Prvni rovnice ndm tedy ik, Ze
glukézu prijimdme v jidle rychlosti m(t) a odbouravame ji rychlosti sIG
— odbourévéani to tedy ,reakce prvniho fadu” viici glukéze a jeji rychlost
je pfimo timérnd hladiné inzulinu v krvi.
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Obrazek 15: Vyvoje koncentraci proteint
pro metabolismus arabinézy. Koncent-
race arabinézy je konstatni, ale koncen-
trace glukézy se méni. Pokud klesne
pod hodnotu [Glc]o, aktivuje se tran-
skripce araC a po ¢ase 7 i transkripce
metabolickych genti araBAD.

Tato diskuze byla z velké miry pfevzata z
ucebnice Alon, U. (2019). An introduction to sys-
tems biology: design principles of biological circuits.

Chapman and Hall/CRC.
m(t)
t
G
N——"" ¢
I
t

Obrézek 16: Casovy vyvoj koncentraci
glukézy a inzulinu po jidle - to je repre-
zentovano jako pulz m(t).



Druha rovnice ndm fikd, Ze inzulin je produkovan burikami slinivky
rychlosti gBf(G) a je degradovén rychlosti —yI. Druhy ¢len uz zndme
z predchozich modelfi, ale prvni ¢len si asi zaslouZi vice vysvétleni.
Parametr g je ,rychlostni konstanta” vyroby inzulinu a B je mnoZstvi
bunék slinivky. Cim vice bunék, tim vice inzulinu vyrabime. Tyto butiky
ale odpovidajf na koncentraci glukézy, G, a to jakousi aktiva¢ni funket
f(G). Typicky se bere f(G) = G2. Pokud je koncentrace glukézy nulové,
buriky nejsou aktivované viibec; a ¢im vice je glukézy, tim vice aktivované
jsou. Je ponékud nerealistické, Ze by se aktivace zvySovala do nekone¢na,
ale pro tento model to neni diilezité. (MtiZete se zamyslet na leps{ funkci

f(G))

Budeme nejprve uvaZovat, ze produkce glukézy je konstantni,*? m(t) =
my. Pro tuto situaci si mizeme nakreslit fAzovy portrét a dokonce i vyfesit
pro stacionarni koncentrace G a I.

Protoze mame dvé proménné (G a I), budeme si muset nakreslit dvou-
rozmérny fazovy portrét. Opét ale chceme znét zévislosti derivaci dG/dt
a dI/dt na hodnotdch G a I.

Fazovy portrét je nakreslen na obrazku 17. Vodorovna osa pfedstavuje
koncentraci glukézy, G, zatimco hladinu inzulinu budeme kreslit na
svislou osu. Pro kazdy bod v roviné se soufadnicemi (G,I) si spocitame
hodnoty derivaci jako vektor (dG/dt, dI/dt). Tento vektor pak nakreslime
jako 8ipku v konkrétnim bodé.

Jako konkrétni ptiklad zkusme vzit my = s = ¢ = B = y = 1 (zapome-
neme vyjime¢né na jednotky), ¢Imz dostaneme rovnice

dG

Zo1-1G
dt

a
7 =6

Pokud si vybereme bod (2,3), ziskdme

dG
— =1- 2 =_
T 3 X 5
. dl
—=22_3=1.
dt 3

V tomto bodé tak dostaneme vektor (—5,1), ktery je reprezentovan Sipkou
,doleva nahoru” (pfesvédcte se, Ze ji na fdzovém portrétu najdete).

Staciondrni bod je takovy, kde se koncentrace G a I neméni. Musi tedy
platit dG/dt = 0 a zdroveri dI/dt = 0 — dostaneme tak soustavu dvou
rovnic. Na fadzovém portrétu ji miizeme zobrazit graficky pomoci nulklin.
Nulklina je kfivka, na které plati jedna z téchto rovnic. Dostaneme tak
nulklinu pro dG/dt = 0 (modra), kterd je popsand rovnici

aG

—=1-1G=0,

dt
neboli

1
I—E.
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32: Konstantni produkci glukézy méme
napf. pfes noc, kdyZ jsme se dlouho ne-
najedli, a jatra ji tak musi uvolfiovat do
krve ze svych zésob.

To znamend, Ze Sipky za¢inajici na modré
kfivce budou tiplné svislé — mutizete se
presvéddit, Ze to tak skute¢né je.
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Pro dI/dt = 0 podobné dostaneme druhou nulklinu (¢ervena), ktera je
popsana rovnici
I=G

Prasec¢ik nulklin spliiuje obé rovnice najednou, a bude to tedy hledany
staciondrni bod. Uréovani stability ve 2D fazovych portrétech je o néco
sloZzitéjsi — v tomto p¥ipadé to trochu vypada, Ze se Sipky ,toci kolem
dokola”, neZ Ze by mifily ptimo dovnitf*® — a proto bude v ChO vzdy
explicitné vyznacena.

Cviceni 6 UkaZzte, Ze ve stacionarnim stavu plati

ymy 1/3

1/3
[ msqB /
s2y '
Tento model vypada, Ze krasné vysvétluje regulaci hladiny glukézy v krvi.

Mame stabilni staciondrni bod, coZ znamen4, Ze po zvySeni koncentrace

glukézy se zase dostaneme zpéatky na fyziologickou hodnotu, jak je
ukazéno na obrazku 16.

Ma ale jeden velky hacek — ukazuje se, Ze parametr s se mezi riznymi
lidmi zna¢né lisi, i kdyZ staciondrni hodnota hodnota G = 5mM je
univerzalni. V tomto modelu ale stacionarni koncentrace glukézy zavisi
na s —nemuzeme tedy toto pozorovani vysvétlit.

Pokud se ale podivéte na staciondrni hodnotu G pofadné, zjistite, Ze zavisi
na kombinaci s B — a vskutku, lidé s vy3si hodnotou s maji méné inzulin
produkujicich bunék ve slinivce. Tyto dva efekty se pfesné ,vykrati”, aby
hodnota staciondrni koncentrace byla vzdy 5 mM.

Abychom pochopili matematicky, jak lidské télo zvladne takto pfesné
kompenzovat hodnoty s a B, musime k nasim rovnicim pfidat jesté jednu,

21

Obrazek 17: Fazovy portrét pro regu-
laci hladiny glukézy pomoci inzulinu.
Cervend a modra kiivka jsou jednotlivé
nulkliny a jejich prusecik je stabilni staci-
ondrni bod.

33: To je vidét i jako oscilace G a I na
obrazku 16.



a to rychlost mnoZeni bunék slinivky,

C;—I: = p(G)B.

Tato rovnice je podobnd rovnici (5), ale rychlost ristu 1(G) zavisi na
koncentraci glukézy. Tento rtist je velmi pomaly — adaptuje se jen na
dlouhodobou hladinu glukézy. Rychlost rtistu je ale dana mikroskopic-
kymi parametry, které se mezi lidmi moc neméni (na rozdil od s) —to je
podobny princip, jako jsme vidéli u negativni zpétné vazby.

Pokud je G dlouhodobé mensi nez 5 mM, pak bude pocet bunék klesat
— tim se sniZi mnoZstvi inzulinu a zvysi G — pokud vétsi, tak naopak
stoupat. Ve stacionarnim stavu bude platit

dB

E = [J(G)B =0,

coz nastane v pfipadé, kdy p(G) = 0. Vidime tedy, ze u(G) musi mit
hodnotu nula pravée pfi G = 5mM. MtzZete se presvédcit, Zze abychom
dostali stabilni staciondrni bod, musi v ném byt 1(G) rostouci. (Zamyslete
se, co se stane, kdyz dlouhodoba koncentrace glukézy trochu klesne.)

Tomuto mechanismu fikdme dynamickd kompenzace. Jeho principem jsou
dveé negativni zpétnovazebné smycky — jedna rychld, mezi inzulinem
a glukézou, a druha pomald, mezi glukézou a mnoZenim bunék slinivky.
Rychla smycka udrzuje glukézu na konstantni hladiné, zatimco ta pomald
zptisobuje adaptaci po¢tu bunék na konkrétni hodnotu s.

Jak dynamicka kompenzace vypada v ¢ase je ukdzano na obrazku 18.
Grafy ukazuji, co se stane, kdyZ se najednou zvysi hodnota s. Po kaZz-
dém jidle (zvyZeni m(t)) se hladina glukézy G rychle ustali na , kvazi-
staciondrni” hodnot&.3* Tato hodnota je ze zad4tku niz&i nez Gg — zvysili
jsme s, takZe vyrabime az moc inzulinu, a tedy mdme malo glukézy.
Postupem casu ale pomalu kles4d pocet bunék slinivky, B, a hladina

glukézy v krvi se vraci na hodnotu G.

m(t)
HEERENENNREENNEE
) t
@ =1

t

B
VWO\\\
543 t
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34: Tuto hodnotu lze spoé&itat pomoci
cviceni vyse — hodnota B se méni velmi
pomalu, takZe ji pro vypocet miZzeme
povaZovat za konstantni.

Obrazek 18: Dynamickd kompenzace. Po
sniZeni senzitivity k inzulinu, s, se hla-
dina glukézy v krvi docasné snizi — to je
ale postupné kompenzovano snizenim
poctu bunék slinivky, a staciondrni hla-
dina glukézy se tak postupné vrati na
spravnou hodnotu G.
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Ukazuje se ale, Ze tato regulace je zajimavéjsi, neZ jsme zatim vidéli.
K¥ivka pro p(G) totiz ma i nestabilni staciondrni bod — pokud tedy
presdhneme kritickou koncentraci glukézy v krvi, pocet buriky slinivky
se za¢ne rapidné sniZovat a nakonec se dostaneme do situace, kdy hladina
glukézy v krvi viibec neni regulovana. Tomuto jevu se ¥iké glukotoxicita
a je spojeny s diabetem 2. typu.

Mohli byste se ptat, pro¢ kiivka 1(G) viibec md takovyto tvar. Je pro
to dobry diivod — chrani nds pfed zmutovanymi burikami slinivky.
Predstavte si, Ze mdme zmutovanou buriku, kterd je pétkrat citlivéjsi
na glukézu nez normélni burika. Pfi G = 5mM se tedy chov4, jako
by G = 25mM. Takova burika by se bez glukotoxicity rychle mnozila
by mély byt — ale tim padem by staciondrni koncentrace glukézy v krvi
byla jen letdlné nizkych 1 mM. Tvar kfivky pro u(G) je tak bilance mezi
glukotoxicitou a ochranou pfed zmutovanymi butikami.

Biologicky oscilator

V nékterych pfipadech by se buiice hodilo, aby se hladiny proteinti
meénily cyklicky v ¢ase — miiZete si pfedstavit, Ze na podobném principu
by mohly byt zaloZeny jakési , biologické hodiny*.

Je mnoho raznych zptisobt, jak takovy oscilator sestrojit — klicovym
prvkem je vétSinou negativni zpétna vazba ,se zpozdénim”. Jeden

z nejjednodussich zahrnuje dva geny, A a B, kde A aktivuje sim sebe, ale
zéroven aktivuje i sviij represor B.

Abychom tuto situaci popsali matematicky, musime se zamyslet nad
riznymi ,stavy” promotorti pro geny A a B. Promotor genu A ma tfi
riizné stavy — volny, s navdzanym A a s navdzanym B. Promotor genu B
mé jen dva stavy, a to volny, nebo s navdzanym A.

Predpoklddejme, Ze jak A, tak B se na promotory vazou jako dimery,
a pro zjednoduSeni muiZeme fici, Ze vSechny maji stejnou disocia¢ni
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Nasledujici dva odstavce jsou nad rdmec
aloh ChO a jsou zde opét jen pro vase
potéseni.

p(G)

5mM

Tato diskuze byla z velké miry pfevzata z
ucebnice Phillips, R., Kondev, J., Theriot, J.,
& Garcia, H. (2012). Physical biology of the cell.
Garland Science.

Dal3im zndmym modelem pro biolo-
gicky oscilator je tzv. represildtor — ten
zahrnuje tfi geny, ale nepotiebuje pozi-
tivni zpétnou vazbu.

Podobné poéitani stavti — ale o néco jed-
nodussi - je soucasti domdctho kola.

N
CA\/‘B

Obrazek 19: Vazba transkripénich fak-
tor A a B na promotory jejich genti.
Dvojita Sipka naznacuje, Ze transkripce
je vyrazné aktivovand.



konstantu Kg4. Vazbu jednoho dimeru transkripéniho faktoru bychom
tedy mohli popsat Hillovou funkci,

x> (x/Kg)?
K422 1+(x/Kal

To si mtiZzeme interpretovat tak, Ze stav s navdzanym transkripénim fak-
torem ma ,,vahu” (x/Kq)?, zatimco volny promotor ma ,vdhu” jedna.

Kazdy stav md svoji vlastni rychlost transkripce. Pokud je promotor pro
gen A volny, transkripce probiha rychlosti ag4. Pokud ho ale aktivujeme
(navdzanim dimeru A), transkripce bude probihat rychlosti a4 > aga.
Oproti tomu inhibovany promotor (s navdzanym dimerem B) transkripci
uplné zastavi.

Celkova rychlost transkripce pak bude vdzeny primeér téchto rychlosti.
Rovnice pro koncentrace proteinti A a B tedy budou

dA  aga+aa(A/Ka)?
dt 1+ (A/Kq)*+ (B/KqP?
dB _ aop + ap(A/Ka)?

dt 1+ (A/Kq?

yaA

yBB

Vsimnéte si, Ze jmenovatel zlomku v prvni rovnici mé tfi ¢leny — ty
odpovidajf ttem stavtim pfislusného promotoru. Citatel ma jen dva ¢leny,
protoZe stav s navdzanym B nepodléha transkripci viibec.
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Z tazového portrétu to neni tolik jasné, ale priisecik nulklin je nestabilni
staciondrni bod. Co se ve skutecnosti stane je, Ze koncentrace proteinti A
a B se budou cyklicky ménit v ¢ase, coZ je ukdzéno na obrazku 20. Vidime,
Ze koncentrace A za¢ne rapidné stoupat, ale to zrychli i transkripci
represoru B. KdyZ B dosahne kritické koncentrace, transkripce A se
zastavi, a mnoZstvi A tak zase klesne. Ale pak uz nic neaktivuje ani
transkripci B, takZe i protein B je degradovén, a cyklus mitiZze pokracovat
znovu.
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Obrazek 20: Vyvoj koncentrace pro-
teint A a B v case.

Obréazek 21: Fazovy portrét pro biolo-
gicky oscilator.



Shrnuti

Ukézali jsme si, Ze geny a proteiny musi v burice byt striktné regulované,
aby se organismy mohly pfizptisobovat zménam prostiedi. Tato regulace
zahrnuje mnoho trovni — od mezimolekulovych interakci po komunikaci
mezi riznymi organy.

Funkce proteinti je v burikdch regulovand pomoci tf{ mechanismi —
alosterické vazby, kovalentni modifikace (zejména fosforylace) nebo
regulace transkripce. Prvni dva mechanismy jsme popsali dvoustavovym
R/T modelem.

V regulaci jednoho proteinu vétsinou hraje roli mnoho latek — hormont,
druhych poslti nebo regula¢nich proteinti. To jsme si ukdzali konkrétné na
pfikladu signalizace pomoci receptorti spfazenych s G proteinem (GPCR).
Kli¢ové poznatky byly, Ze jednotlivé kroky signalizace musi ptivodni
signal zesilit (amplifikovat) a Ze v8echny latky se musi po ukonceni
signdlu vratit do ptivodniho stavu.

Abychom regula¢ni mechanismy popsali kvantitativné, seznadmili jsme
se se zéklady systémové biologie. Misto popisu vSech mezimolekulovych
interakci pouzivame zjednodusené modely jako Hillovu nebo Heaviside-
ovu funkci. I to ndm ale umozZnuje zachytit hlavni principy biologické
regulace.

Systémovou biologii jsme si pfedstavili na p¥ikladech zahrnujici tran-
skripci. Ukédzali jsme si, Ze negativni zpétna vazba umoziiuje robustné
regulovat mnozstvi kone¢ného proteinu. Déle jsme si pfedstavili feedfor-
ward loop jako motiv umoziujici rozeznat délku zmén v case.

Adaptaci na dlouhodobé zmény jsme si ukazali na piikladu regulace
hladiny glukézy v krvi, kde jsme vyuzili 2D fazovy portrét. Ten jsme si
nakonec ukézali i na modelu biologického oscildtoru. Ten méa nestabilni
stacionarni bod, a koncentrace proteinti se tak cyklicky méni v ¢ase, misto
aby se ustdlily na jedné hodnoté.

Dodatek: numerické feSeni diferencidlnich
rovnic

Pokud by vés zajimalo, jak jsme ziskali grafy v tomto textu (a v zadani
ChO), odpovéd je pomérné jednoduché — pouZili jsme tzv. Eulerovu
metodu. Principem je, Ze si ¢as rozdélime na mnoho kratkych tsekt
o délce At. Pak mtZeme piiblizné psat

dA At + A1) - At)
dar = At ’

odkud dostaneme

At + At) = A(t) + i—fAt.

Ale hodnotu derivace zndme z diferencidlni rovnice naseho modelu.
Takto tedy mtiZeme postupné spocitat vyvoj hodnoty A v ¢ase. Volba
intervalu At je kli¢ova — pro presny vypocet musi byt dostate¢né maly,
ale ¢im mensi je, tim déle vypocet trva.
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Mtizeme to zkusit napf. pro inzulin a glukézu, kde jsme ziskali rovnice

aG
E_G

Predpoklddejme, Ze za¢neme s hodnotami G = 5, I = 1. Pak ziskdme

iG

& o1-5x1=-4
it x

a

o2 1=24.
a0

Pokud zvolime At = 0,01, dostaneme

G(0,01) = 5 — 4At = 4,96
1(0,01) = 1+ 24At = 1,24.

Tyto hodnoty mtizeme opét dosadit do ptivodnich rovnic a ziskat tak

G(0,02), G(0,03), atd. Ru¢ni feseni je zdlouhavé, ale poéitac si s témito
vypocty hravé poradi.
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