Podstawy genetyki - biologia molekularna genu

Ekspresja i regulacja. Systemy regulacyjne.



Ekspresja

- Ekspresja (wyrazanie) genu jest regulowana na wielu etapach

+  Regulacja ekspresji jest podstawowym mechanizmem dla:

+ adaptacji do zmiennych warunkow
- homeostazy
* rOZWOJU | rOznicowania

- WzOr regulacji ekspresji genow moze bycC utrzymywany z kolejnymi podziatam
komorki, a nawet z kolejnymi pokoleniami - epigenetyka



Regulacja dziatania genow

-+ Kazdy gen ulega ekspresji na innym
poziomie

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

rocesOow regulacyjnych
P J yiny 4+ ot RNA
transcnpts

A T

Gene | Gene. 2 3 Geve X
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EKkspresja genu - obraz bardzo uproszczony

\L DNA
Transcription RNA
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Centralna hipoteza (“dogmat”)

Francis Crick, 1956

Ideas on Protein Synthesis (Oct. 1956)

The Doctrine of the Triad.

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

That is, we may be able to have

——

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

where the arrows show Ehe transfer of informatiqg.




Centralna hipoteza (,dogmat”)
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Transkrypcja

- Konkretne mechanizmy rozne u

Prokaryota | Eukaryrota

+Inicjacja w miejscu promotora,
zwigzanie biatek z DNA | rozplecenie
podwdjngj helisy

Dla genow kodujacych biatka
powsta

acy transkrypt diuzszy, niz

sekwencja kodujgca

+ obszary UTR (untranslated regions)

- nie mylic migjsca startu transkrypcj

-4

(+
KO

) Z migejscem startu translacji an

Nca transkryptu z kodonem stop

Growth at 3’ One strand
5 end of RNA of DNA
being
transcribed

Al

4
/ /
Template Nontemplate

strand strand
Complementary
DNA strands

RNA polymerase

3 H5H %
fipad

Start Protein termination
codon codon

0-@-0-@)-0-@-0-v

mRNA |,




Transkrypcja

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

- U Eukaryota kilka (4 gtdwne) polimeraz:
- pol | - rRNA
- pol Il - mMRNA, niektore mate funkcjonalne RNA
- pol lll - tRNA, mate funkcjonalne RNA

- mitochondrialna



Ekspresja genow
orokariotycznych

-+ dominuje regulacja na poziomie transkrypcii

- policistronowe jednostki transkrypcyjne o
wspolnej regulaciji transkrypcyjnej —
operony

RNA polymerase

- MRNA szybko degradowane, translacja
zachodzi zasadniczo rownoczesnie z
transkrypcja

Ribosome

DNA’

RNA” °protein

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



Ekspresja gendw eukariotycznych

+ Procesy transkrypcji | translacji sg rozdzielone w przestrzeni | czasie
- Kazdy gen ma witasny promotor, nie wystepuja operony

+ Proces ekspresji genu sktada sie z wielu etapow

- Na kazdym z etapdw mozliwe dziatanie regulacyjne

- Informacja kierujgca syntezg biatka moze byC modyfikowana po transkrypci
(alternatywne sktadanie, redagowanie) — ztozonos¢ proteomu przekracza

ZtozoONOSC genomu



Etapy ekspresji/poziomy regulacji u Eukaryota

- struktura chromatyny

- transkrypcja

+ obrobka i kontrola jakosci RNA

- transport RNA

- degradacja RNA
- translacja
+  modyfikacje post-translacyjne

+ degradacja biatka



Losy mRBNA w komorce
eukariotycznej

Nucleus

- Transkrypcja

- Dodanie ,,czapeczki” na koncu 5’

- Sktadanie (splicing)

RNA processing

-

- Poliadenylacja na koncu 3’

e e e
+ Transport do cytoplazmy |
Mature mRNA
. : Amino acid
Translacja chain Transport to
cytoplasm
- Degradacja Y

mRNA ’

/ Translation
Ribosome




U Eukaryota transkrypcja i obrobka RNA sa sprzezone

Wspotczesny obraz

Tradycyjny obraz ekspresji genu

ekspres|i genu

VUIVIVI e
A V4 ‘7 \LK/ '
DNA QAP VIN
Cap
O L
Transkrypcja .
/ Transkrypcija i obrobka
Pre-mRNA I—1—E—18
Obrdébka
Ca AAAAAAAAAAAA
Cap-D AAAAAAAAAAAA IOIII-

MRNA NN

Rys. © dr Zbigniew Dominski, University of North Carolina at Chapel Hill



Bakterie | eukarionty

Prosta w porownaniu z Eukariontami ekspresja genu bakterii moze by¢
ewolucyjnie wtdrna, nie pierwotna

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

*  najwczesniejsze gatezie drzewa bakterii zawierajg wiele gatunkow
ekstremofilnych



Podstawowe elementy systemow regulaci

- Elementy cis

+ /najduja sie w obrebie te] samej czasteczki, co element podlegajacy
regulacjl

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

+sekwencje wigzace biatka regulujgce translacje, splicing, degradacje itp.



Podstawowe elementy systemow regulaci

- Elementy trans
- Odrebne czgsteczki oddziatujgce z elementami cis

- Biatka regulujace transkrypcje (czynniki transkrypcyjne) - aktywatory,
represory Itp.

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

+ RNA regulatorowe (siRNA, miRNA itp.)



Podstawy regulacji genu

- Regulacja pozytywna

- czynnik trans |est aktywatorem — zwieksza ekspresje

- Regulacja negatywna

* Czynnik trans |est represorem — ostabla ekspresje



Podstawy regulacji genu

Regulacja indukowalna

+ Sygnat zwieksza (indukuje) ekspresje

Regulacja reprymowalna

+ Sygnat zmniejsza (reprymuje) ekspresje

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

- Nie nalezy myliC pojec: pozytywna/negatywna dotyczy aktywnosci czynnika trans a
indukowalna/reprymowalna — odpowiedzi na sygnat



Operony

Typowy dla bakteri i archeondw system
ekspresii

Policistronowy transkrypt — wspolna
ekspresja wielu genow z jednego
promotora

Przewaznie geny zwigzane funkcja, ale sa
wyjatki

Lactose operon
1 kb

g

lacZ lacY lacA
I ——

Lactose permease transports B-galactosidase + transacetylase
lactose into the cell split lactose to galactose + glucose
CH20H CH20H CH20H CH20H
HO Y H O _OH HO O _OH H O _OH
H H H H
oH H/%RNoH H — OH H + OH H
H H H H H OH H
H OH H OH H OH H OH
Lactose Galactose Glucose
Tryptophan operon
1kb
—

trpE  trpD trpC trpB trpA

~N\ | A

Chorismic acid == =) =) =) Tryptophan

Figure 8.8 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Przykiad — operon lac

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

Repressor binds to operator, No transcription
blocking transcription

No enzymes

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

No binding occurs;
// transcription proceeds
Operator-binding

site is altered when
bound to lactose

o B l Translation

D B D

Enzymes

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



Operon lac

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

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



Kod genetyczny

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

- Dowody: badanie mutantow insercyjnych | delecyjnych (3 kolejne insercje
lub delecje przywracaty funkcje)



Kod genetyczny

- Nienaktadajacy sie
- Dowodaly:

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

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



Kod genetyczny

+  Bezprzecinkowy
- /degenerowany

- 3 kodony STOP, pozostate 61 kodondow koduje 20 aminokwasow,
wiekszoSC aminokwasow kodowana przez wiecej niz jeden kodon



Kod genetyczny

- Kod |Jest jednoznaczny
- Dany kodon zawsze koduje jeden | tylko jeden aminokwas

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



Kod genetyczny

First base of codon

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

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

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

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

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

© Clinical Tools, Inc,

m|> n.o‘:]:- nl.m‘l» n.m > O

UOPCO JO 3Seq pilyL



Uniwersalnos¢ kodu

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

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

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



Regularnosci w kodzie

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

- UCx: seryna; ACx: treonina



Parowanie wobble

W 3 pozycji kodonu (1
antykodonu) dozwolone

7 Wobble bases

Amino acid

parowanie: 5 Shihiall I
mRNA| G U C A C
J G A
G-U .
, Vi obble bases
-U/A/C (I = inozyna) 3219 Anticodon o 1 e 4 o
mRNA 5 123 2
L 7 RNA |G U C A
Tzw. zasada tolerancji Cricka woer ﬁ,bme 1 U G
nosition |




Aminoacylacja tRNA

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

Amino acid

specyficzne dla aminokwasu

zwykle rozpoznawany nie jest antykodon,
tylko elementy struktury tRNA

4 4

istnieje aktywnosc korekcyjna (usuniecie
niewtasciwie przytaczonego aminokwasu

Aminoacyl-tRNA P Pi

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

AMP is released.

alchetron.com



Translacja

o O o
» @ -5 &

Ma*dmv‘%\' Nextt codon Yo be read

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

www.Khanacademy.org




Inicjacja translacji

- Mata podjednostka rybosomu wigze sie z
MRNA, nastepnie przytacza sie duza
podjednostka

u bakterii decyduje interakcja rENA z
sekwencja Shine-Dalgarno w mRNA

- U Eukaryota - czapeczka (kap) mRNA

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

Bacterial translation initiation

Large ribosomal
subunit

Small ribosomal

subunit Initiator tRNA

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

Initiation complex

www.khanacademy.org

Eukaryotic translation initiation

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

S0 Initiator tRNA
/

s Small ribosomal subunit

5’— 3
Start codon

5’ cap

l Complex scans to
find the start codon.

sl s 3

4 Initiator tRNA binds
Met to start codon.

l Large ribosomal
subunit joins to form
initiation complex.

Large ribosomal
subunit

Initiation complex


http://www.khanacademy.org

Elongacja

Methionine

- Energie zapewnia hydroliza GTP przez —_— N |
Czynnik elongacyjny Anticodon N Nev;l) ssdp!tlde ‘

- U bakterii EF-G

- U Eukariontow eEF-2

- Tworzenie wigzania peptydowego - +pp Codon

aktywnosc peptydylotransferazy (rybosom) tRNA binds to

matching codon MRNA shifts

forward by a codon

1

GDP+ Pi

+ przykiad rybozymu - centrum
katalitycznym jest czasteczka rRNA




Terminacja

3
>

-+ Kodon stop - nie ma odpowiedniego tF

Konkurencja o wigzanie miedzy tRNA a
czynnikiem uwalniajgcym RF

- RRF - ribosome recycling factor - rozdziela
podjednostki

Release

factor
(a protein)

Free
polypeptide

Stop codon
(UAG, UAA, or UGA)

(no corresponding aa-tRNA)

http://www.proteinsynthesis.org/



Nobel 2009 - chemia

26 August 1999

Bacterial
ribosome
structure

Mosquito control
Dynamics ofinsecticide
resistance

Measuring g
Anatomic leap in accuracy
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4 Oceanography
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F
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Animacie | struktury

http://www.mrc-Imb.cam.ac.uk/ribo/homepage/mov_and_overview.html



Sekwencja biatka zawiera sygnaty sortowania do przedziatow komorki

&
/’ 3

&
i

\

; §

Membrane Signal Ribosome- \ ) O\
peptide receptor Signal \
= o e S U

peptide protein

Kierowanie do ER | szlaku wydzielniczego zachodzi
rownoczesnie z translacja
Kierowanie do mitochondrium zachodzi po translaci



Biatka podlegaja ztozonym modyfikacjom

- Fatdowanie — wspomagane przez biatka opiekuncze

- Blatka opiekuncze odgrywajg wazna role w patogenezie wielu chorob
(nowotwory, choroba Huntingtona i inne choroby agregacyjne, choroba

Parkinsona i Alzheimera, mukowiscydoza)

+ Modyfikacje chemiczne (fosforylacja, glikozylacja itp.)

- Ublkwitynacja | degradacja

- Zaburzenia w ubikwitynacji | degradaciji biatek s

choroby Parkinsona, zespole Angelmana, anemnr
Hippel-Landau | Innych

'wierdzono w rodzinnej postac

lach Fanconiego, zespole von



Przefgczniki genetyczne

Genetyczne podstawy rozwoju i roznicowania



Literatura

- Brown, r. 14 (wyd. 3)



Ekspresja genow a rozwo

- Zmiany ekspresji genu odpowiadajg na
czynniki srodowiskowe i wewnetrzne

Utrzymanie homeostazy

sp‘;'m @a * ./ﬁ‘t‘
\ e Py
1 o

Adaptacja do srodowiska P S i o
Tmpnmc) G“““ plasm e iqeoiog

Rozwdj i rdznicowanie — tworzenie 4 Oocyte ZATION | CLEAVAGE
i i . (female gamete)
ztozonych struktur przez lokalne interakcje / R
GASTRULATION
T MATURITY
e adult Metamorphosis
(In some species)
ORGANOGENESIS
LARVAL
\ Gonad STAGES

Figure 2.1
Developmental history of a frog. The stages from fertilzation
through hatching (birth) are known collectively as embryogenesis,

Gilbert, S. Developmental Biology. 6th Edition. Sunderland, Mass.: Sinauer Associates Inc., 2000.



Przetgczniki genetyczne - dwa rodzaje

+ Zmiana informacji genetycznej w rozwoju
+  Rearanzacje DNA: nieodwracalne lub odwracalne
+  Regulacja ekspresji genu
+ Kaskady | siecl regulacyjne oparte na kontroli ekspresji
- Transdukcja sygnatu — integracja informacji ze srodowiska
- Mechanizmy epigenetyczne

- chromatyna, miIRNA



Odwracalna rearanzacja DNA

- System MAT u S. cerevisiae Meiosis Sporulation

Zygote == " \ Tetrad containing

- Dwa typy piciowe: aia alor the four spores
- Po podziale (paczkowaniu) komorka
moze zmienic typ ptciowy (tylko \ Germination
komorka-matka) / :

HO causes

mating-type
switch

Cosma MP, EMBO Rep. 2004; 5(10): 953-957



Przetgczanie typu piciowego
drozdzy

- Na chr. lll oprocz aktywnego locus MAT
dwie wyciszone kasety HMLa | HMLa

+ Przetaczenie typu: mechanizm konwersii
genu przez rekombinacje

+ Inicjowany przez naciecie DNA
endonukleaza HO

SIR gene products silence
HMLo and HMRa

HML o MAT locus HMRa
o a a
Make
CO
24 Insert Remove
Y
o a
o o a

Copyright © 2009 Pearson Education, Inc.




Konwersja kasety MAT - rekombinacja

MATa ] FMHaE
HO endonuclease

http://www.bio.brandeis.edu/haberlab/jehsite/resDSBR.html



Dlaczego przetgczenie zachodzi
tylko w komorce-matce”?

Endonukleaza HO aktywna tylko w
komorce-matce

W paczku wyciszona przez biatko Asht

MRNA ASH1 transportowany do paczka
podczas podziatu

aseydeue aje

aseydojal

1O

=" ASHTMRNA

® Loct

> ASHTMRNA/
She2

ASHTMRNA/
v)" She proteins

(RNP)

e Actin fiber

ASHTMRNA/
Kdh1/Bud6/Sheb

& ASH1 protein




Nieodwracalna reranzacja
DNA

Generowanie roznorodnosci przeciwciat |
receptorow limfocytowych

- Obszary zmienne fancuchow przeciwciat
determinuja swoistosS¢ wobec antygenu

Rozne limfocyty wyrazaja rézne
przeciwciata/receptory

Populacje swoiste wobec odpowiednich
antygenow podlegajg selekciji

@ Variableregion (&@&) Heavy chain
@ Constantregion ‘@ Light chain
- Disulfide bond

Figure 14-17 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Generowanie roznorodnosci
orzeciwciat | receptorow limfocytowych

- Geny przeciwciat wystepujg w postaci
segmentow:

+ Obszar zmienny: segmenty V, D (tylko w
tancuchu H) i J

- determinuje swoistos¢ wobec
antygenu

-+ Obszar staty: segmenty C
- determinuje klase immunoglobuliny
Podczas rozwoju prekursorow limfocytow

dochodzi do rearanzacji segmentow w
roznych kombinacjach

@ Variable region (@) Heavy chain
a» Constantregion ‘@ Light chain

- Disulfide bond

Figure 14-17 Genomes 3 (© Garland Science 2007)

kancuch H 120-13 27

kancuchL 70 -

9
7-11

11
7-11




Rearanzacja V-D-J | synteza IgM 1 IgD

Co
---=-=-= =I=FF =FFI— —!ﬁ

\\ / 1 DNA rearrangement

DNA ..-= =—=—
Cd

1 Transcrlptlon

Exon 1 Exon 2 Exon 3
Pre-M RN A R e . |

I Alternative splicing

1 2 1 3
MRNASs |5 S — I | JES-p———————

l l

Immunoglobulin M Immunoglobulin D

Figure 14-19 Genomes 3 (© Garland Science 2007)




Dalsze przetgczanie klas

- Zmiana z IgM/IgD na inne klasy — delecja
segmentow C i wykorzystanie kolejnych

- Indukowane przez aktywnosc
transkrypcyjna

- np. dla IgG:
Jregion Cu €& Cy3Cy1l ¥ Cal ¥ Cy2Cy4 Ce Ca2

I Deletion by recombination

Cy2Cy4 Ce Ca2

Figure 14-20 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Przefgczniki oparte na regulaci ekspresji

- Nie dochodzi do zmiany sekwencji DNA
- Teoretycznie odwracalne, ale moga byC bardzo stabilne

- Mechanizmy transkrypcyjne lub inne (np. alternatywne sktadanie)

- Mechanizmy epigenetyczne (metylacja DNA, chromatyna, miBNA, itp.)

Proste uktady:

Petle sprzezenia zwrotnego

Przefgczniki dwustanowe

Sardzie] ztozone uktady
- Oscylatory | zegary
- Integracja sygnatow z otoczenia: gradienty morfogenow | efekty lokalne

+ Slecl | systemy



Dodatnie sprzezenie zwrotne X1l

Moze dawac etekt pamieci —
stabilnego utrzymywania zmienionego stanu

Q the effect of
the transient signal
} is remembered in
- '
{ all of the cell's le petit prince dans une grande mélancolie :
transient signal

q m descendants
« Que fais-tu la ? dit-1l au buveur, qu’il trouva installé en silence devant une collection de
turns on expression

bouteilles vides et une collection de bouteilles pleines.
protein A of protein A g — Je bois, répondit le buveur, d'un air lugubre.
ti)s not mado } — Pourquoi bois-tu ? lui demanda le petit prince.
ecause itis tacaeeseesmesememendy
normally required | — Pour oublier, répondit le buveur.
for its own Qm

— Pour oublier quoi ? s’enquit le petit prince qui déja le plaignait.

La planéte suivante était habitée par un buveur. Cette visite fut trés courte, mais elle plongea

transcription
— Pour oublier que j’ai honte, avoua le buveur en baissant la téte.

— Honte de quoi ? s’informa le petit prince qui désirait le secourir.

— Honte de boire ! » acheva le buveur qui s’enferma définitivement dans le silence.

Alberts et al. Molecular Biology of the Cell, American Society for Cell Biology (ASCB)
Antoine de Saint-Exupéry, Le Petit Prince, http://wikilivres.info/wiki/Le_Petit_Prince



Prosty przetacznik
dwustanowy: fag A

- Cykl lizogenny

- Integracja do genomu

- Wyciszenie ekspresji genow faga
- Cykl lityczny

-+ Wyciecie z genomu

- Ekspresja genow faga

+ Replikacja

A Genetic Switch, 3rd edition, 2004
© Cold Spring Harbor Laboratory Press
Introduction, Figure 1b



Kontrola przetacznika faga A

cl — represor: cykl lizogenny
cro — cyKl lityczny

wspolne sekwencije cis

cl Ccro

cl
transcript

WA

transcript

A Geneltic Switch, 3rd edition, 2004
© Cold Spring Harbor Laboratory Press
Chapter 1, Figure 4



Dzlatanie represora

- Hamuje ekspresje genow wczesnych, w
tym cro

- Aktywuje wtasng ekspresje
- Zaleznie od poziomu biatka

+ Przy niskim i Srednim stezeniu biatka
represora wigzanie z Or1 i Or2

- Przy duzym stezeniu biatka represora
wigzanie tez z Or3 — hamowanie
ekspresji cl

- Dodatnie sprzezenie zwrotne utrzymuije
wysokKi staty poziom represora cl

WAV

ORr3 OR2 OR1

aktywacja genu cl

Repressor concentration

2N L. Y ' '
A ) @“\\ 98

ORr3 ORr2 OR1

AN

hamowanie genu cl

A Genetic Switch, 3rd edition, 2004
© Cold Spring Harbor Laboratory Press
Chapter 1, Figure 16



Efekt kooperatywny

Powinowactwo do OR2 duzo
nizsze, niz do OR1

Zwigzanie cl z OR1 zwieksza
powinowactwo do OR2 —
wigzanie kooperatywne

Taki rodzaj wigzania daje szybka
| jednoznaczng odpowiedz
uktadu na stezenie cl

promoter controlled by
a single repressor-operator

100 |
system

% repression

U
o
|

| [ 1 et 1 S 0

Repressor concentration

99.7% repression

lysogen

llllllll | lllllllll Y N |

repressor concentration

A Genetic Switch, 3rd edition, 2004
© Cold Spring Harbor Laboratory Press
Chapter 1, Figure 25

VAN

Or3 Or2 OR1

7R

AN

A Genetic Switch, 3rd edition, 2004
© Cold Spring Harbor Laboratory Press
Chapter 1, Figure 16



Dziatanie cro

Blokuje ekspresje represora c/

Brak c/ — ekspresja genow wczesnych,
kaskada lityczna

Dals_ze etapy przez antyterm Inacje stable state 1: the prophage state stable state 2: the lytic state
zalezng od produktu genu N lambda repressor protein is made lambda Cro protein is made

cl

Efekt: przetacznik dwustanowy (bistabilny)

OFF operator ‘ ON
- ¢l aktywny -> nieaktywny cro n
- cro aktywny -> nieaktywny c/ 'c“,':bd 5 OOO

Alberts et al. Molecular Biology of the Cell, American Society for Cell Biology (ASCB)



Wyjscie z blokady lizogenne;

- Przefagczenie z lizogenii w cykl lityczny:
proteoliza biatka represora przez RecA
(sygnat uszkodzen genomu)

A Geneltic Switch, 3rd edition, 2004
© Cold Spring Harbor Laboratory Press
Chapter 1, Figure 20



Oscylatory

Kombinacja kilku prostych opartych na
represji przetacznikdw moze dac uktad
periodycznie oscylujacy — konieczne
ujemne sprzezenie zwrotne

Przyktad (skonstruowany sztucznie) — tzw.

repressilator (Elowitz & Leibler, 2000)

Przyktad emergencii

Repressilator Reporter

P lacO1

amp?®
tetR-lite

P tet01

kan®

pSC101 gfp-aav

P
origin APy

lacl-lite

ColE1

A cl-lite

¢

P tet01
Elowitz & Leibler, Nature. 2000 Jan 20;403(6767):335-8.

L | L | 1 i

A cl Lacl TetR GFP

Wikimedia commons



Represillator

Time (min)

b
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http://www.elowitz.caltech.edu/movies.html


http://www.elowitz.caltech.edu/movies.html

Modelowanie

‘function ydot=repressilator(t,y,p)
alphad = 1;
n=2.0;
beta = 5;
alpha = 1000;
% order of species; y = [ml pl m2 p2 m3 p3]
ml = -y(1) + alpha/(1+y(6)~n) + alpha@;
pl = -betax(y(2) - y(1));
m2 = -y(3) + alpha/(1+y(2)~n) + alpha@;
p2 = -betax(y(4) - y(3));
m3 = -y(5) + alpha/(1+y(4)”n) + alpha@;
p3 = -betax(y(6) - y(5));
ydot = [ml; pl; m2; p2; m3; p3l;

— B — —_ B — - ——  — . . - - - - v e » e - -

rtimespan=[0 151 ;

yo = [010 2 0 5];

[t,y] = oded5(@repressilator,timespan,y@);

figure();

plot(t,y)

xlabel('Time")

ylabel('Amount')

legend('ml1', 'pl','m2', 'p2','m3"', 'p3"', 'Location', 'NorthWest"')
figure();

plot(y(:, 1), y(:,2])

xlabel('Amount ml')

ylabel('Amount p1l')

https://sysmic.ac.uk/static/html_module1/1.9-the-repressilator.html

Time

1.9.3




Oscylatory cyklu dobowego

- Podobna zasada, ale bardziej ztozone (|
bardziej stabilne)

Wewnatrzkomorkowy oscylator dobowy myszy

(http://www.bmse.ucsb.edu/profiles/mirsky/)



Prze’rQC 7N | k| Determinacja plci somatycznej

posttranskrypcyjne XXAA XAA
- Przetaczniki genetyczne Eukaryota moga l l
byC oparte na mechanizmach post-
transkrypcyjnych funkcjonalny niefunkcjonalny Sx{
produkt Sxf
- Np. alternatywne skfadanie (splicing) i D_;
alternatywna poliadenylacja/terminacja w l l
limfocytach (przeciwciata)
funkcjonalne defektywna
-+ Determinacja ptci Drosophila produkty tra obrébka tra
- Decyduje aktywnos¢ SXL w zarodku l l

biatko dsx biatko dsx
lypu zenskiego typu meskieqgo

l |

soma ¥ soma &




Kaskada przetgcznikow
alternatywnego sktadania

- Ekson 3 zawiera kodon STOP — degradacja
NMD

2 3 4

- Biatko SXL aktywuje “zenski” tryb sktadania sxl pre-mRNA e e B
transkryptu SXL — dodatnie sprzezenie

ZWrothe

Males Females
- Poczatkowa aktywnosc systemu: biatka
regulatorowe kodowane na X i kodowane na p) 3 4 2 4
autosomach, tworzg dimery e — e
, | | No SXL synthesized l
- przewaga autosomow - dimery nieaktywne

(aktywatory kodowane na X
wymiareczkowane)

synthesized

. Figure 12-33a Genomes 3 (© Garland Science 2007)

- rownowaga (X:A=1) — aktywacja transkrypciji
SXL przez biatka kodowane na X



Przetgczniki epigenetyczne

-+ WzOr ekspresji regulowany przez mechanizmy takie, jak struktura chromatyny
(metylacja DNA), mIRNA, czy dodatnie sprzezenie zwrotne, utrzymywany przy
podziale komorki - dziedziczony

- U organizmow wielokomorkowych zwykle “reset” podczas gametogenezy

+ /darza sie, ze epigenetyczna zmiana wzoru ekspres|i utrzymuje sie przez
kolejne pokolenia (nie jest wymazywana przy gametogenezie)

- tzw. transpokoleniowe dziedziczenie epigenetyczne (transgenerational
epigenetic inheritance)



Dziedziczenie stresu”?

Myszy warunkowane stresem na
wrazliwos¢ na bodziec zapachowy
(acetofenon) w pokoleniu FO

Zwiekszona wrazliwos¢ na bodziec
zapachowy utrzymuje sie w pokoleniu F1 |
F2 - przekazywane przez gamety
(zaptodnienie in vitro, rodzice zastepczy)

Zwiekszona ekspresja receptora
acetofenonu (gen OIfr157) zwigzana z
hipometylacja promotora genu

Neuroanatomiczne elementy szlaku Olfr151
bardziej rozrosniete

Dorsal glomerulus area QQ

F1-Home

Parental olfactory experience influences behavior and
neural structure Iin subsequent generations

Brian G Dias!? & Kerry J Ressler!—3

NATURE NEUROSCIENCE VOLUME 17 | NUMBER 1 | JANUARY 2014



Cardiovascular and diabetes mortality determined by
nutrition during parents’ and grandparents’ slow

U ‘UdZi growth period

G Kaati', LO Bygren*' and S Edvinsson?

. . . i , . ) European Journal of Human Genetics (2002) 10, 682-688
Sg dane sugerujace, ze dieta (obfitosc © 2002 Nature Publishing Group Al rights reserved 1018 4813/02 $25.00

pozywienia) rodzicoOw wptywa na cechy www.nature.com/ejhg
metabolizmu kolejnych pokolen (do
pokolenia wnukow)

Persistent epigenetic differences associated with
Zwiazek z zapadalno$cia na cukrzyce | prenatal exposure to famine in humans

choro by metaboliczne Bastiaan T. Heijmans®'2, EImar W. Tobi®2, Aryeh D. Stein®, Hein Putter, Gerard J. Blauwd, Ezra S. Sussere,
P. Eline Slagboom?, and L. H. Lumey®'
17046-17049 | PNAS | November4,2008 | vol.105 | no.44

Badanie z Overkalix (Szwecja)

Table 1. IGF2 DMR methylation among individuals periconceptionally exposed to famine and their unexposed,

Badania holenderskie - dzieci urodzone w same-sex siblings -
- l, d .1 944 IGF2 DMR Meanimethylatien tractionisn) Relative change Difference

cZasie g Oodau ( ) methylation Exposed (n = 60) Controls (n = 60) exposed in SDs P
Average 0.488 (0.047) 0.515 (0.055) —5.2% —0.48 5.9 X 105
: . CpG 1 0.436 (0.037) 0.470 (0.041) ~6.9% ~0.78 1.5 X 104
Zmilany metyIale promotora genu |GF2 CpG 2 and 3 0.451 (0.033) 0.473 (0.055) —4.7% —0.41 8.1 X 103

: . CpG 4 0.577 (0.114) 0.591 (0.112) —2.3% ~0.12 41
utrzymujgce sie przez ponad 60 lat CpG 5 0.491 (0.061) 0.529 (0.068) ~7.2% ~0.56 1.4 X 1073

dotyczy dzieci poczetych w trakcie gtodu



Nadinterpretacie

- Zjawisko dziedziczenia epigenetycznego bywa
nadinterpretowane

Nie jest prawda, ze podwaza to catos¢ genetyki, ze fenotyp
nie zalezy od gendw

- epigenetyka polega na regulacji genow
Nie jest prawdg, ze podwaza to ewolucje darwinowskag
- to nie jest powrdt do Lamarcka

- daje zwiekszenie plastycznosci fenotypowej, ale
dtugofalowe zmiany ewolucyjne muszg wigzac sie ze
zmianami w DNA

Nie oznacza to, ze dziedziczymy w genach stresy rodzicow

W eksperymencie z myszami warunkowanie dotyczyto
bodzca wykrywanego przez jeden receptor, wiekszosc
bodzcow tak nie dziata

Nie oznacza to, ze mozemy zapanowac nad genami (np. w
nowotworach) sitg woli!

DNA Is Not Destiny: The A@5cience of

digenetics

eries in epigenetics are
, and identity.

he rules of disease,

Epigenetics Shatters "The Centre

Your Emotions R tic Expression

A Healthy Lifestyle Supports Healthy Gené

We are Not Our Genes
Epigenetics

Thinking of upgrading d, body and life?

the science of epige ow you can hack you
environment to cj Vi gene expression will be of T

Interest to you,

ditation Has the Po
fluence Your Genes



Space.com > Science & Astronomy

Astronaut Scott Kelly and His Twin Brother Are
Still Identical, NASA Says

By Elizabeth Howell, Space.com Contributor | March 16, 2018 03:00pm ET
The Telegraph HOME =~ NEWS ' i i

News | Science

A . News > Science

Nasa astronaut twins Scott and Mark
Kelly no longer genetically identical
after space trip

Twin astronauts Scott and Mark Kelly pose at Johnson Space Center in Houston on Jan. 19, 2015,
before Scott Kelly's nearly yearlong stay on the International Space Station.



Genetyczne podstawy
rozwoju zarodkowego

Lokalne interakcje miedzy komorkami —

ustalanie pozycj
Bezposrednie
Przez wydzielane morfogeny

Sieci i kombinacje modutdw regulaciji
ekspresji genow

Carroll et al

Matemnal
Cadb—BcdF—Nos
Gap

hkb—4 n—hb—' Kr p—— kni p=hkb

Primary pair-rule l \IM

Secondary pair-rule l

ftz odd

Segment polanty ‘

cn

., (2001) From DNA to Diversity: Molecular Genetics and the Evolution of Animal Design, Blackwell Publishing



Mechanizmy interakci

Gradienty mRNA
Bezposredni kontakt komorek

Wydzielane morfogeny

N e T
mmm fertiezed e
with undorm with localizod
digtnbution RNA
of RNA
b
celA —————» il B
sigral

c

cedl 1

Watson et al. Molecular Biology of the Gene, 5th ed., Pearson 2004



Gradienty i przetgczniki

+  Dzieki mechanizmom kooperatywnego
wigzania przetacznik genetyczny moze dac
jednoznaczng odpowiedz na gradient
morfogenu/sygnatu

gradient
morfogenu

odpowiedz

roznicowanie 2 typow komorek



Roznicowanie zarodka Drosophila

geny efektu
matczynego

" ¢
,,r

P
(
”r>.
\

.“
2

geny zygotyczne:

geny ubytku

geny reguty parzyste

geny polarnosci
segmentow

geny homeotyczne

LIFE: The Science of Biology, Purves et al, 1998



Anterior Posterior

Hierarchia genow rozwoju @) (e i | crior-posterio
Drosophila NG o T Ol Y

Geny efektu matczynego - ustalenie osi

przdd-tyt Zygotic gap genes
divide embryo into

broad regions.

Geny ubytku: ustalenie ogdolnych obszarow

Zygotic pair-rule genes
divide embryo into
stripes about two
segments wide. The
combined action of all
pair-rule genes defines
segment borders.

Geny reguty parzystej i polarnosci
segmentow: powstanie segmentagcii

Geny homeotyczne: roznicowanie
segmentow

Zygotic segment
polarity genes divide
segments into anterior
and posterior halves.

$

Homeotic selector
genes specify the
identity of
each segment.

(e)

Klug, Cummings, Spencer, Palladino, Concepts of Genetics 11th ed. ©Pearson



Geny efektu matczynego Anterir Posteior

+ Gradient mRNA tworzony pOdCZB..S bicoid mRNA is injected into the egg /
oogenezy: synteza w trofocytach i transport 1
przez mostki cytoplazmatyczne do oocytu

Bicoid proteins are synthesized in ~ ¢®
Inne geny (np. hunchback) — mMRNA the anterior region  ®
matczyny oraz syntetyzowany w zygocie —
ekspresja regulowana przez gradienty 1

matczyne na poziomie transkrypcyjnym i
post-transkrypcyjnym

Proteins diffuse to form a
concentration gradient
+ hunchback — transkrypcja aktywowana

przez bicoid, translacja hamowana przez T—— Caudal | TA Brown, Genomes, 4th ed
nanos

high

Bicoid

concentration

anterior posterior
position in early embryo



Yellow stripe contains both

Geny Zyg Otyczne geny hunchback and Kriippel proteins
U bytku Hunchback protein Krippel protein

- Ekspresja regulowana przez geny
matczyne

Anterior Posteriol

- Interakcja gradientow o dziataniu
aktywujgacym | hamujgcym tworzy
wyrazne strefy

Klug, Cummings, Spencer, Palladino, Concepts of Genetics 11th ed. ©Pearson

-+ Jednym z gtdwnych regulatorow jest

hunchback
i g
- Np. Kruppel: . lhunchback] knirps] E
- aktywowany przez bicoid [bicoid] '..l. )

- aktywowany przez niskie stezenie
hunchback, hamowany przez
wysokie

Kruppel

- hamowany przez Knirps

giant

Kriuppel




Geny ubytku

HEAD I THORAX I ABDOMEN
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
| |
Huckebein I ' ' B |
Tailless R |
Orthodenticle E 3
Empty spiracles E =
Buttonhead B
Giant
Kriippel E =
Knirps F 3

TA Brown, Genomes, 4th ed



Geny reguty parzystej

Dalszy podziat na strefy — pary
segmentow

Mutacje powodujg zaburzenia
co drugiego segmentu

- Ztozona regulacja
kombinatoryczna przez geny
ubytku | hunchback Obszar regulatorowy even-skipped —
12 kb, enhancery determinujgce kazda ze stref ekspresji

a "

Watson et al. Molecular Biology of the Gene, 5th ed., Pearson 2004 peMLNT kel o stripe #4, #6  stripe #1, ¥

erhancer eeding enhaneces enhancer

erhances
Klug & Cummings “Concepts of Genetics”, Prentice Hall, 2005 d “y— w— :: pe—r)
—dm— ‘-1L :..J
1 +* * * + * +

® | B
~A4kb -3 -2 -

(b) "
Zygotic gap genes
divide embryo into
broad regions.

‘ Zygotic pair-rule genes

(C) W

divide embryo into
stripes about two
segments wide. The
combined action of all
pair-rule genes defines

segment borders.

8 repessors actvalors

WKiippe @ WGan@ | MBicod(G) W Hunchback )

(T : N0 - =W = 1 = B =

e B )

concentration of gene requiatory protein &




Kombinatoryka *

Przyktad mechanizmu kombinatorycznego

L

. B

No transcription  Transcription  No transcription

(b) @

Area of mRNA transcription

Klug, Cummings, Spencer, Palladino, Concepts of Genetics 11th ed. ©Pearson



Geny polarnosci segmentow

Wyznaczane przez oddziatywania genow
reguty parzystej i innych genow polarnosci

Np. engrailed: 14 segmentdw zaleznie od
6 gendw reguty parzyste;

Ustalenie osi przod-tyt kazdego segmentu

Krotkodystansowe oddziatywania na styku
segmentow

Poprzez szlaki transdukcji sygnatu

Np. engrailed -> hedgehog

Zygotic pair-rule genes
divide embryo into
stripes about two
segments wide. The
combined action of all
pair-rule genes defines
segment borders.

(©)

(d) Zygotic segment

polarity genes divide
segments into anternior
and posterior halves,

FIGURE 23-14 The 14 stripes of expression of the segment
polarity gene engrailed in a Drosophila embryo.

Klug, Cummings, Spencer, Palladino, Concepts of Genetics 11th ed. ©Pearson



Geny homeotyczne

Ekspresja w segmentach
zalezna od aktywnosci genow
reguty parzystej i polarnosci
segmentu

(a) Expression domains of homeotic genes

Head Thorax Abdomen

Czynniki transkrypcyjne
(homeodomena — wigzanie DNA)

Wyznaczajg tozsamosc¢

segmentu
(b) Chromosomal locations of homeotic genes

. . g W0 g 0N Ja Ubc _abdA AbS
Domeny ekspresji kolinearne z

potozeniem na chromosomie

Klug & Cummings “Concepts of Genetics”, Prentice Hall, 2005



Geny homeotyczne

(@)

Np. Antennapedia — zestaw 5 gendow, Bithorax — 3 geny

Klug & Cummings “Concepts of Genetics”, Prentice Hall, 2005



Geny homeotyczne sg konserwowane w ewoludji

Klug & Cummings “Concepts of Genetics”, Prentice Hall, 2005

ﬁm

lab pb zen DId Scr ftz Antp beabdA Abd-8

L 111 ] 7

Hox! Hox2 Hox3d Hoxd HoxS mﬂw

Drosophila HOM-C

Ancestral Urbilaterian
HOM-C

:
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g Ce C5 OC8 Cs C» Cw Cn Cu2 Cu
HoxC
HoxD
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Transcription 3 - -}

¥te f?na"‘j‘

FIGURE 23-19 Patterns of Hox gene expression control the
formation of structures aleng the anterior-posterior axis of
bilaterally symmetrical animals in a species-specific manner. in
the chick (left) and the mouse (right) expression of the same
set of Hox genes is differentially programmed in time and
space to produce different body forms.

FIGURE 23-20 Mutations in posterior Hox genes (HoxD13 in
this case) in humans result in malformations of the limbs,
shown here as extra toes. This condition is known as
synpolydactlyly. Mutations in HoxD13 are also associated with
abnormalities of the bones in the hands and feet,



RozwQj u innych organizmow

Ogolne zasady sg wspodlne
lokalne interakcje
gradienty morfogenow

szlaki transdukcji (czesto zachowana
homologia, np. hedgehog)

lokalizacja RNA w oocycie (np. Xenopus)

0.5 mm

L ANIM F
pigmented PRSIV .
cytoplasm - entry DOJ:_"
of animal
pole
-------------- VENTRAL DORSAL
I' > o
!
AN £ 4 ~ Dsh protein
plasma -~ \ \_r// “~cortex K i/ *
\\.\ - ” ; .;i'\ > . ./
ol o \:¢' 0380‘5':- -~ “~yolky core T L b
G ™~ Ds} .
VegT and Vg1 VEGETAL POLE shprotein  yeaTand Vg1
mRNA mRNA
{B)

Alberts et al. Molecular Biology of the Cell, American Society for Cell Biology (ASCB)



Przekazywanie sygnatu a
rozwo|

»Inne niz stawonogi organizmy, np. C.
elegans | kregowce nie majg fazy
syncytialne] zarodka

-+ Geny i mMRNA matczyne determinuja
polarnosc komorki jajowe;

- Pdzniej przeptyw informaciji przez
interakcje i ruch komorek

- Za posrednictwem szlakow transdukc;ji
sygnatu

- Istotna rola apoptozy

future future
MS cell E cell

Alberts et al. Molecular Biology of the Cell, American Society for Cell Biology (ASCB)



Szlaki transdukcji sygnatu w
rozZwoju

- Komunikacja miedzy komorkami w rozwoju — kilka
klas szlakow transdukcji sygnatu konserwowanych
w ewoluci

- Hedgehog

- Wnt

- TGF-P

- receptorowe kinazy tyrozynowe

 Notch

- JAK/STAT

- hormony jadrowe (sterydowe, np. kwas retinowy)

+ Kluczowa jest zawsze kombinatoryka

http://ccr.cancer.gov/staff/images/1372_Fortini_178.gif



pbyC ztozone
S sABiosciences

 moga

Systemy transdukc

(

Rearrangment \

.\-Cytolkoloton

Szlak Wnt




Metameria

- Podstawag roznicowania wielu grup jest
struktura powtarzajgcych sie segmentow

- Takich samych

- Zrdznicowanych (dzieki genom Hox)

4 Bt O ROOTAL



Oscylator w rozwoju
Kregowca — “zegar | czoto fall”

Determination

$ Front

Cooke & Zeeman 1976

FGF8

Oscylacje + ruch (np. wzrost)

(Polezhaev, J Theor Biol v 156, p 169,
1992) :

da M
f-—19 (vt—=r)-0 (h(, —h(t - t(,)) Anterior Posterior

Jat T
oh 9°h

—=ka-dh+D—
dt ar-

al0.ry=h(0.r)=0, r€l0,L]

oh oh
—(t,0)=—(t,L) =0
g7

B(x)=1 forx=0 and O otherwise

Baker et al., (2006) Dev Biol 293:116-126



Oscylator w rozwoju
Kregowca — “zegar | czoto fall”

Strefy generowane przez oscylatory (np.
rozwoj somitow D. rerio, myszy itp.)

oscylacje Her/hes (regulator transkrypciji)
sygnalizacja Notch

petle ujemnego sprzezenia zwrotnego

(A)

(B) Anterior/ros_t_ral

notochord

presomitic
mesoderm

tailbud R
e o . Notch-Hes7-Lfng loops
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Gteboka homologia

- Niektdre szlaki regulatorowe kieruja
rozwojem podobnych struktur u bardzo

odlegtych organizmow

- Np. Pax6 (eyeless) — rozwoj oczu

(a) Eye formation on the antenna (arrow) of Drosophila induced by action of the mouse version of the eyeless gene
(Small eye). (b) High magnification of the induced eye showing that the eye structure on the antenna is normal.
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