Mutacje I interakcje genetyczne

Mutacje w ujeciu genetycznym. Interakcje genetyczne. Genetyczne podstawy biologii systemow -
interaktomika.



Mutacja

- Trwata, przekazywana przy replikacji zmiana sekwencji nukleotydowe| w
Materiale genetycznym

+ Nie kazde uszkodzenie DNA jest mutacjg — staje sie nig dopiero po
utrwaleniu | przekazaniu do czasteczki (lub czasteczek) potomnych



Mutacje — poziom kodu genetycznego

- Podstawienia
+ Niesynonimiczne
- Zmiany sSensu (missense)
+ Nonsens (honsense)
+ Synonimiczne (“ciche’)

- Moga niekiedy wptyngC na fenotyp - efekt czestosci wykorzystywania
kodonow synonimicznych



Mutacje — poziom kodu genetycznego

+ /Zmiany fazy odczytu

- zmienia sekwencje I/lub dtugosc kodowanego biatka ponize] miejsca
wystgpienia

+ Delecje lub insercje w biatku
+ delecje lub insercje wielokrotnosci 3 nukleotydow
+ delecje lub insercje eksonow

 Deficjencja — rozlegta delecja, np. obejmujgca caty gen



Mutacje w ujeciu genetycznym



Mutacje — efekty fenotypowe

- Klasyfikacja Mullera
+ nullomorty
* hipomorty
*  hipermorty
+ antymorty

*  neomorty



Nullomorty

- Brak jakiejkolwiek funkcji genu
- Tzw. allele null, iInna nazwa: amorty
» Nullomorty:
- transkrypcyjne (brak transkryptu)
- translacyjne (brak biatka wykrywalnego przeciwciatem)
- Inaktywacyjne (obecne biatko, ale catkowicie nieaktywne)
- najpewnie|szy sposob na uzyskanie nullomorfa — deficjencja (petna delecja)
- (Czesto recesywne

- Dominacja (lub kodominacja) w przypadku efektu ilosci biatka - haploinsuficjencja



Hipomorty

- Obnizona aktywnosc produktu, niewystarczajgca do uzyskania dzikiego
fenotypu homozygoty

- Obnizenie ilosci produktu lub produkt o obnizonej aktywnosci
- Np.
+ Obnizona transkrypcja, splicing, stabilnosc¢, translacja
+obnizona aktywnos¢ (np. katalityczna)

- (Czesto recesywne



Hipermorty

+ Fenotyp wynika z:
 nadmiaru produktu genu (Np. nadekspresja)

+  nadmiernie wysokiej aktywnosci produktu



Antymorty

- Zmutowany produkt ma dziatanie antagonistyczne wobec dzikiego

+ Fenotyp podobny do fenotypu nullomorfa lub hipomorta, ale z definicil
dominujacy

- Zwiekszenie dawki allelu dzikiego moze ostabiC (odwrdcicC) fenotyp

- Inny termin — mutacje dominujace negatywne (dominant negative)



Antymorty

E But add in a poisonous o subunit...
5 ; : ...and no further elongation can occur

Mutacje w genach podjednostek tubuliny blokujgce polimeryzacje



Antymort — zespot Marfana

Dominujgca mutacja w genie FBN1
kodujacym fibryline — biatko tkanki fgcznej

Zmutowane biatko blokuje polimeryzacje
biatka prawidtowego

Defekty tkanki facznej, aorty i zastawek
serca, wysoki wzrost, arachnodaktylia

Ok. 1:5 000 urodzen

Normal
hands

e

Marfan
Syndrome

Z

Elongated finger and arm bones




Stawni muzycy chorzy na
zespot Marfana

- Niccolo Paganini (1782-1840)

- Robert Johnson (1911-1938)




Stawni sportowcy chorzy na
zespot Marfana

- Flo Hyman (1954-1986)

- Michael Phelps




Neomorty

- AktywnosC genu w niewtasciwym miejscu lub czasie
* NP. mutacje heterochroniczne (ekspresja w niewtasciwym czasie)

+ przykiad: chtoniak Burkitta: translokacja fragmentu chromosomu 8 na 14 przenosi
gen c-myc pod kontrole silnego promotora IGHa aktywnego w limfocytach

- Niewfasciwa aktywnosc, ale nie toksyczna dla produktu dzikiego
+ Wiele mutantow regulatorowych

 Np. biatko pozbawione domeny odpowiadajacej za regulacje aktywnosci,
konstytutywnie aktywne



Neomort

+ Antennapedia (Antp73b)

- Sekwencja genu Antp przeniesiona w poblize promotora genu ulegajacego
ekspresjl w gfowie

+ Rozwo] odndzy na segmencie gtowowym




Dziedziczne zapalenie trzustki '

+ Choroba dominujaca autosomalna
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Dzledziczne zapalenie trzustk

- Trypsyna w trzustce ulega autoinaktywacj
przez proteolize

- Mutacja R117H - “supertrypsyna” oporna
na proteolize - aktywna w komorkach
trzustki




INne terminologie

- Mutacje utraty funkciji (loss-of-function)
- nullomorty I hipomorty w klasyfikacji Mullera

+  Mutacje nabycia funkcji (gain-of-function)
- neomorty I hipermorty w klasyfikacji Mullera

-+ Mutacje dominujace negatywne (dominant negative)
+ - antymorty

+ niekiedy zaliczane do “nabycia funkcji” allbo “utraty funkcji” — niejednoznaczne



Mutacje utraty funkgji

» Null — catkowita utrata funkcji. Np. deficjencja.

+(Czesciowa utrata funkcji (hipomorf). Dotyczy poziomu produktu lub jego
aktywnosci.

- \Warunkowe

- np. temperaturo-wrazliwe — utrata aktywnosci tylko w warunkach restrykcyjnych -
np. podwyzszona (ts) lubb obnizona (cs) temperatura.

- Wazne narzedzie do badania genow, w ktorych mutacje null sg letalne

-+ Mutanty ts czesto sg hipomortficzne w temperaturze permisywnej



| etalnosé

Mutacja powoduje niezdolnos¢ do przezycia

U organizmow wielokomorkowych czesto smierC na wczesnych etapach rozwoju
- embrioletalnosc

Problem definicji - czy mutacja prowadzaca do przedwczesne] smierci, ale po
urodzeniu jest letalna’”

+ujecie ewolucyjne - tak, jezeli sSmierC przed osiggnieciem wieku
reprodukcyjnego

- /darza sie, ze allel null jest letalny, a allel hipomorticzny w tym samy genie nie, ale
powoduje zaburzenia fenotypowe



NiezbywalnoscC

- Geny, ktorych mutacje nullomorficzne sg letalne to geny niezbywalne
(niezbedne): ang. essential

-+ U drozdzy S. cerevisiae, w warunkach laboratoryjnych: ~20% gendw
+ E. coli: ~14%
+ Mycoplasma: ~55%

- Mysz: ~40%7



Dominacja | recesywnosc¢

- Dominacja | recesywnoscC to pojecia wzgledne

- dany allel moze by¢ dominujacy wzgledem jednego, a recesywny wzgledem
iINnnego allelu

+ Dominacje | recesywnosc nalezy rozpatrywac pod katem
+  konkretnego fenotypu

+ poziomu organizacji (komorka vs. organizm)



WzglednosC dominaci

Dziedziczenie jednolitego ubarwienia u
kotdw na przyktadzie rasy brytyjskie;

allel B - dominujacy: barwa czarna
allel b: barwa czekoladowa
recesywny w stosunku do B
ale dominujacy w stosunku do b1
allel b7: barwa cynamonowa

recesywny w stosunku do Bido b




Dominacja | recesywnosc¢

- Poziomu organizacji (komorka vs. organizm)
* NP. supresory howotworow (p53, Rb)

+ Na poziomie komorkowym recesywne — komorka z jednym allelem dzikim
funkcjonuje prawidtowo

+ Na poziomie organizmu (rodowody) dominujace — u heterozygot rozwija sie
zespot chorobowy czestego wystepowania rzadkich nowotworow (zespof Li-
Fraumeni, retinoblastoma)

+ U heterozygot prawdopodobienstwo zmutowania jedynej pozostajgcej kopil
w Jednej z bardzo wielu komaorek | rozwiniecia sie nowotworu jest wysokie



Dominacja | recesywnosc¢

Mutacje nullomorficzne | hipomorficzne (utraty funkcji) z reguty sg recesywne

- Jeden allel pozostaje aktywny | wytwarza produkt. [losC produktu (enzymu)
nie jest limitujgca (limituje zwykle substrat)

Poniewaz sg to najczestsze mutacje, to wiekszosc izolowanych mutaciji jest
recesywna



Haploinsuficjencia

- Wyjatek: haploinsuficjencja

- Jedna kopia (allel) nie wystarcza do zapewnienia odpowiednie] iloScl
produktu

- U drozdzy stwierdzono dla okoto 3% (~200) genow

- /darza sie haploinsuficjencja warunkowa — heterozygota objawia fenotyp
tylko w konkretnych warunkach srodowiska



Choroby dominujace

- Jednym z mechanizmow jest haploinsuficjencia

- Chorzy sg heterozygotami, u homozygot zwykle duzo ciezsze objawy albo
letalnosc



Rodzinna hipercholesterolemia

- Mutacje w genach LDLR (receptor LDL — low density lipoprotein) | ApoB
(@polipoproteina B — czes¢ kompleksu LDL odpowiedzialna za oddziatywanie z

receptorem)

+ Heterozygoty: podwyzszony poziom LDL we krwi, miazdzyca, choroby serca
ok. 40 r. zycia

+ leczenie: statyny, dieta
- Homozygoty: ciezkie schorzenia serca | naczyn juz w dziecinstwie

- leczenie: trudne, wysokie dawki statyn, przeszczep watroby



Haploinsuficjencja
warunkowa

- Anemia sierpowata
+ Mutacje w genie [3-globiny

- Choroba recesywna, ale w warunkach ron __ oroup
niskiego ci$nienia (wysoko w godrach) b ;P ohain
heterozygoty chorujga — warunkowa
haploinsuficjencja

- Dodatkowy fenotyp — odpornosc¢ na red blood cell
malarie, fenotyp dominujgcy 5 chain

helical shape of the
polypeptide molecule

-+ W rejonach wystepowania malarii
heterozygoty majg przewage selekcyjnag
nad obiema homozygotami -
naddominacja



Anemia sierpowata




/Znani nosiciele allelu HbS

Lassana Diarra Ryan Clark
(ex. Real Madryt, ex. rep. Francji) (Pittsburgh Steelers)



HDS | sport

- W latach 2004 - 2008 5 przypadkow smierci u zawodnikow akademickiej ligl
futbolu amerykanskiego powigzanych z nosicielstwem anemii sierpowate;

- ~2% wszystkich (reszta to inne choroby, urazy | przyczyny niezwiazane z
uprawianym sportem)

* ryzyko u nosiciell 37 X wyzsze, niz u homozygot dominujgcych

Zrodto: Br J Sports Med. 2012 Apr;46(5):325-30.



Mutacje dominujgce

+  Haploinsuficjencja nullomorfow 1 hipomortfow
* Hipermorty
- Antymorfy — wiecej kopii allelu dzikiego moze odwrocic fenotyp

+ Neomorty



Interakcje genetyczne

Od ujecia klasycznego do biologii systemow



Interakcje genetyczne

- Oddziatywania funkcjonalne miedzy roznymi mutacjami]
W obreble tego samego genu

* pomiedzy genami



Interakcje genetyczne w obrebie jednego genu

* rewersja

*  pseudorewersja



Rewersja

UAU -> UAA -> UAC

tyr  Stop tyr

UGG -> UGA -> CGA

trp stop  arg

- Dotyczy tego samego kodonu, ale nie musi przywracac tego samego aminokwasu, moze dotyczy¢
tego samego lub innego nukleotydu

Podstawienia czesto rewertuja, ale rozlegte delecje — nigdy (albo bardzo rzadko)



Pseudorewersja

- “Supresja wewnatrzgenowa’
- Specyficzna wzgledem allelu

- Narzedzie do badania oddziatywan miedzy aminokwasami wewnatrz biatka



Pseudorewersja — badanie struktury biatka

I I I Iv VvV VI VI
o

Random oligo-directed
mutagenesis of TMIII

e e el = W

Screen for loss
of function

o e X e el W e
Random PCR mutagensis
of pairs of transmembrane
segments

e e —F

N ——

e P
Screen for suppressors
conferring gain

of function

o X X W I

Sommers & Dumont, 1997, J Mol Biol 266:559-575



Komplementacja

M1 +M?2 M +M?2
I L I
] ] 0 ]
+M’ M2 +mM m2
Jest funkcjonalny allel Oba allele
jednego | drugiego genu niefunkcjonalne

W uktadzie trans mutacje w roznych genach
komplementujg, w tym samym genie - nie

Warunek m1 1 m2 recesywne.



Komplementacja wewnatrzgenowa

- Dwie mutacje w tym samym genie w ukfadzie trans komplementujg

+ Mutacje w dwoch niezaleznych domenach biatka

*—-——
~_——*—




Interakcje miedzy roznymi genami: od genetyki do biologii systemow



Interakcje genetyczne miedzy roznymi genami

+ Fenotyp podwdjnego mutanta AB nie jest prostym potaczeniem fenotypdw mutacii
AiB

- (Gdy nie ma interakcii:

- mutacja w (biate oczy) | mutacja y (zotte ciato) u Drosophila: mutant wy ma biate
oczy | zOtte ciato

+ mutacja leu?2 | mutacja ura3 u drozdzy: podwojny mutant leu2, ura3 wymaga
leucyny | uracylu

+ Ujecie jakosciowe wymaga dobrze zdefiniowanych, dyskretnych (0,1) fenotypow —
np. letalnosc



Interakcje genetyczne miedzy roznymi genami

- Dla ujecia illosciowego wymagana jest liczbowa miara fenotypu (fitness)

* NP. Czas podziatu (czas generacj) — czas wymagany do podwojenia liczby
komorek w hodowli

 np. mutant m7 rosnie w tempie 0,5 dzikiego, mutant m2 w tempie 0,9
dzikiego, przy braku interakcji wzrost podwdjnego mutanta w tempie 0,5 -
0,9 = 0,45 dzikiego - model multiplikatywny




Problem terminu “epistaza’

Epistaza (“epistasis”), Bateson 1909 — jeden z rodzajow interakgji
W tym znaczeniu stosowane w genetyce klasycznej
Epistaza (“epistacy”), Fisher 1918 - wszelkie interakcje genetyczne

W tym znaczeniu uzywane w genetyce populacii | genetyce ewolucyjne



INnterakcje

- Lagodzace, pozytywne (positive, alleviating interactions)

- Fenotyp podwodjnego mutanta lzejszy, niz przewidywany dla sumowania
fenotypow mutantdw pojedynczych

- Syntetyczne, pogarszajace, negatywne (negative, synthetic, aggravating
Interactions)

- Fenotyp podwojnego mutanta ciezszy, niz przewidywany dla sumowania
fenotypow pojedynczych mutantow



Ujecie ilosciowe

Fitness

Wild-type
Single mutant A

Single mutant B 0.5

- Expected
No [ /E?p x 0.5 =035

Interaction

ant AB

U mikroorganizmow typowa miarg dostosowania (fenotypu) jest tempo podziatow
Przy braku interakcji oczekiwane tempo podziatow podwojnego mutanta to iloczyn
wartoscli mutantow pojedynczych

Dixon et al. 2009, Annu Rev Genet 43:601-25



Ujecie ilosciowe - interakcje syntetyczne

d Negative genetic interactions

Fitness

Wild-type
Single mutant A

Single mutant B 0.5

- 2 Expected
Interaction &
- Synthetic sick
0.2

Negative

: | Synthetic lethal
Interactions

0

Double mutant AB

Dixon et al. 2009, Annu Rev Genet 43:601-25



Ujecie llosciowe — interakcje tagodzace

C Positive genetic interactions (asymmetric)
Fitness

Wild-type

Single mutant A

Single mutant B 0.5 .

? - - Expected I

ol B _/0.7 x05=035 |

& | interaction | :

= - Masking'

= 05

w | Positive . Suppression
O | interactions

- 0.7
o)

= .

Dixon et al. 2009, Annu Rev Genet 43:601-25



Miary dostosowania

- Najczescig] stosowana miarg jest tempo podziatow
+Inne miary:

+ efektywnos¢ metaboliczna: przyrost biomasy przy statym doptywie
substancji pokarmowych

+ przezywalnos¢ w warunkach stresowych (np. w fazie stacjonarnej hodowli)



Interakcje tagodzace

- Supresja

+ Fenotyp mutacji (a) znoszony przez mutacje w innym genie (b)

- Epistaza

Mu

Podwojny mutant ab ma fenotyp ta

Podwojny mutant ab ma fenotyp dziki lub bliski dzikiemu (nie ciezszy, niz sam b)

—enotyp mutacj (a) maskowany przez mutacje w innym genie (o)

KI sam, jak mutacja b (epistatyczna) — obecnoscC

tacjl b narzuca fenotyp niezaleznr

ger

U a

ie od allelu genu a (hipostatycznego) | maskuje allele

- epistaza symetryczna — pojedyncze mutanty a i b majg taki sam fenotyp, jak podwojny ab



Supresja

Fenotyp mutacji (a) znoszony przez mutacje w innym genie (b)
R6zne grupy mechanizmow
Informacyjne
* np. translacyjna supresja mutacj nonsens
losciowe
Interakcyjne (“zamka i klucza”)
+ Zmienigjgce ten sam szlak
+ Zmieniajagce Inny szlak
+ obejScie
- zmiana srodowiska komorki
+  obnizenie/podwyzszenie aktywnosci szlaku antagonistycznego



Supresja iInformacyjna

+ Supresory zwigzane z przekazywaniem informacji genetycznej (informational
SUpPPressors)

+  Najbardzie] znana supresja translacyjna nonsens
-+ Tez zmiana transkrypcji, obrobki RNA, stabilizacja RNA
-/ reguty supresja jest specyficzna wobec konkretnego allelu

- Wiele supresorow informacyjnych moze dziataC na mutacje w roznych genach (np.
SUPresory Nonsens)

+ Przydatne w badaniu ekspresji genu, ale nie w badaniu funkgcji konkretnych gendw



Supresja nonsens

Wild type: UUG codon is read by Leu-tRNA

| Locus IRNA  Wild Type UPOesSSor J

ﬂ% CodonAnt  Anti/Codon

St f ol t

e supD (sul)Ser UCG CGA CUA UAG

'l‘ SWE (su2) GIn CAG CUCc CUA UAG

2o % o ,;2:‘...,...,. SUPF (su3) Tyr UA [ | GUA CUA UAG
Nonsense mutant UAG codon terminates SUC (sud) Tyr UAU GUA UUA l-lﬁ'aé
T supG (suld) Lys AA R 5 UUU UUA UA”f

@ o swU(su7)Trp UGG CCA UCA UGR

4

> ¢ o 9
POl A A Al A

supressor mutation: changes Tyr-tRNA anticodon

/Zmodyfikowane supresorowe tRNA moga byC
stosowane do syntezy biatek z nietypowymi
aminokwasami

AU

4 tRMN A mutation

N
¥ i

.

Tyr
2 e 0 @ . o, &
.. ... ..6 LA A



Supresja

b Positive interactions/genetic suppression
Loss-of-function suppression Gain-of-function suppression
a* a*
i H
® v
V|
S
S
Function Toxic Function Function Mn Function
Wild-type Lethal Viable Wild-type Lethal Viable

Dixon et al. 2009, Systematic mapping of genetic interaction networks. Annu Rev Genet 43:601-25



Supresja ilosciowa

Dosage suppression

a* a*

I

@ ©
|

l

A 4
Function Fu on Function

Wild-type Lethal Viable

Dixon et al. 2009, Systematic mapping of genetic interaction networks. Annu Rev Genet 43:601-25



Supresja ilosciowa

- Mutacja regulatorowa zwieksza ekspresje genu, kompensujac efekt mutacj
hipomorficznej, albo

+ Zwiekszenie ilosci produktu innego genu kompensuje brak (lub obnizong
aktywnos¢) produktu genu

- Rozne mechanizmy

- Aktywacja ekspresji (mutacje elementdw regulatorowych)
+ Duplikacja genu
- Supresja plazmidami wielokopiowym

+ Czesto niezalezna od konkretnego allelu



Supresja przez interakcje

- Mechanizm “zamka | klucza” — mutacja
supresorowa zmienia miejsca interakcji tak, by
“pasowaty” do zmutowanego biatka

- Silnie specyficzna wobec allelu

- Rzadko spotykana

-+ Uogdlniona zmiana (np. wzmocnienie) interakcji

- Mutacja supresorowa ogolnie wzmacnia site
interakcji tak, ze toleruje ostabienie wywotane
mutacjami w drugim biatku

- Czesto wzajemne (mutacja a supresorem b,
a b supresorem a)

Bialko dzikie

Mutant

Supresor interakcji

ORI
L |

Dziki fenotyp

Fenotyp mutanta

Dziki fenotyp



Supresja w obrebie tego
samego szlaku

Jezeli mutacja jest nullomorfem, to supresja
mozliwa tylko przez mutacje genu
kodujgcego biatko lezace ponizej w szlaku.

Dla hipomorfow mozliwa tez supresja w
elemencie lezacym powyzej (silniejszy
sygnat powyzej kompensuje defekt).

a) Typdziki .
ckspresja S Dziki
| fenotyp
Czyvnnik
Bialko A > Bialko B > transkrypeyjny

¢) Mutant —brak jednego ze
skladnikow Sciezki

brak ekspres
Fenotyp

>< . Czynnik L mutanta
/ --3€-> BialkoB ----- > transkrypeyjny

b) Podwdjny mutant - Supresja
m ckspresja Dziki
. fenotyp
. . Czynnik L
X X>? Bialko B* —> transkrypeyny D

Mutant o podwyzszonej aktywnosci B




Supresja w innym szlaku

+ Obejscie (bypass)
- Zmiana srodowiska komorkowego

- Przywrdcenie rownowag!



Supresja w innym szlaku

+ Obejscie (bypass)

- Np. u E. colil mutanty permeazy maltozowe] suprymowane przez mutacje
genu permeazy laktozowe] — zmutowane biatko nabiera zdolnosci transportu

maltozy

- Mutacje odblokowujace (np. przez inaktywacje represora) alternatywna
droge



Supresja w innym szlaku

- Zmiana srodowiska komorkowego

+ Np. defekty gendw zaangazowanych w wycinanie introndw w
mitochondriach drozdzy suprymowane przez mutacje w genach kodujgcych
mitochondrialne trasportery jonow Mg2+

- Mg2+ to kofaktor w reakcji splicingu, wzrost stezenia kompensuje defekty
czynnikOw wspomagajacych reakcje



Supresja w innym szlaku

- Przywrocenie rownowagi

* np.: mutacje ostabiajgce transkrypcje
suprymujag defekty szlaku degradaciji

RNA

Accumulation of mis-processed Reduced levels of

RNAs and high molecular weight mostly correctly
precursors processed transcripts

sup)

Secondary degradation routes

Secondary degradation routes
Reduced transcription

Secondary degradation routes

(Rpo41p>for M tf1p

Molecular Biology of the Cell
Vol. 17, 1184-1193, March 2006

Balance between Transcription and RNA Degradation Is
Vital for Saccharomyces cerevisiae Mitochondria: Reduced
Transcription Rescues the Phenotype of Deficient RNA
Degradation

Agata T. Rogowska,** Olga Puchta,* Anna M. Czarnecka,* Aneta Kaniak,*
Piotr P. Stepien,** and Pawel Golik**



Epistaza (sensu stricte)

- Mutacje w jednym genie (epistatyczne) maskuja fenotyp alleli innego genu
(hipostatycznego)

-/ reguty wskazuje na funkcje w tym samym szlaku lub kompleksie,
*  mMoze postuzyC do ustalenia kolejnosci etapow

-+ Zauwazona w 1909 jako czynnik zmieniajgcy typowy rozktad 9:3:3:1 w
kKrzyzOwkach dwugenowych



Epistaza symetryczna
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Epistaza

-+ D. melanogaster — mutanty barwy oka
wt  white vermillion

*
¥

Podwojny mutant white, vermillion ma oczy
biate, nieodroznialne od pojedynczego
mutanta white

- Mutacje white epistatyczne wzgledem
vermillion (i wielu innych mutacji barwy oka




Epistaza

Drozopteryna — jasnoczerwona,
ommochromy — brunatne

Defekty szlaku drozopteryny — oczy
ciemnobrgzowe

Defekty szlaku ommochromow — oczy
jaskrawoczerwone (np. vermillion)

Produkt genu white — transport
prekursorow barwnikdw (guaniny i
tryptofanu) do komorek zawigzka oka w

zarodku

wt  white vermillion

guanine — drosopterin

tryptophan ——» ommochromes

:!...
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Grupa krwi Bombay

- Rzadki recesywny allel h genu innego niz /

- Homozygoty hh nie wytwarzajg antygenu H,
ktory jest prekursorem antygenow A i B

- Homozygoty hh w testach dajg grupe O,
niezaleznie od genotypu /A lub [B
Bombay
- Uniwersalny donor, biorca tylko od innej °‘V ..LV

osoby hh

+ OKk. 4 osoby na milion (w Bombaju 1: 10

000, wyspa Reunion 1:1000)
Legend . Red b|OOd

cell

N acetyl- galactosamlne Fucose

‘ N acetyl-glucosamine O Galactose




Epistaza

- Przy regulacji pozytywnej (i np.
szlakach biosyntezy) mutacja
elementu lezacego wyzej w
szlaku bedzie epistatyczna
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Epistaza | szlaki regulatorowe

Obecnos¢ mutantow o przeciwstawnym
efekcie sugeruje regulacje negatywng
jednego z etapow szlaku
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Epistaza | szlaki regulatorowe
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Epistaza | szlaki regulatorowe
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Epistaza | szlaki regulatorowe
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INnterakcje syntetyczne

- Syntetyczne wzmocnhienie

- Fenotyp podwojnego mutanta silnigjszy (lub nieoczekiwany) niz suma fenotypow
pojedynczych mutaci

- Syntetyczna letalnos¢
+ Pojedyncze mutacje nie sg letalne, podwdjny mutant letalny
- Niekomplementacja niealleliczna (SSNC — second-site non-complementation)

- Dwie recesywne mutacje a | b w podwojne] heterozygocie dajg fenotyp
zmutowany



Syntetyczne wzmocnienie

- Nieoczekiwanie silny (synergistyczny) efekt potaczenia dwdch mutacii

* NP. mutacja a obniza tempo wzrostu o 10%, mutacja b o0 20%, a w
podwOjnym mutancie obnizenie 0 90%

-+ Skrajny przypadek: syntetyczna letalnosc¢
- /Zwykle dotyczy alleli nullomorficznych lulb hipomorficznych

- tatwiejsza do badania w organizmach majgcych wegetatywna faze
haploidalng (np. drozdze)



Syntetyczne wzmocnienie

Pathway A Pathway B

SN
<>

- W przypadku alleli null dotyczy
szlakow dziatajgcych rownolegle

- Szlaki A | B wykazuja redundacije,
ale defekt obydwu jest letalny

- Interakcje syntetyczne wskazuja na
Istnienie redundancji w systemach
biologicznych

/0-0-0
\
0-0-0

Essential biological function

'

Cell proliferation

Boone et al. Nature Reviews Genetics, 2007 vol. 8 (6) pp. 437



Syntetyczne wzmocnienie pomiedzy szlakami

d Negative interactions

Between pathway genetic interactions (nonessential pathways)
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Syntetyczne wzmocnienie w tym samym szlaku

Within pathway genetic interactions (essential pathways)

A a* A a*
*
B B b* b W przypadku alleli hipomorficznych moze
; dotyczy¢ elementdw tego samego szlaku
| | | ¢
C C C C
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Syntetyczna letalnos¢ dawki

(nadekspresja)
C Gene dosage
+ Syntetyczna letalnosC dawki Dosage lethality
(nadekspresji) — synthetic
dosage lethality . a* a*
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Dixon et al. 2009, Systematic mapping of genetic interaction networks. Annu Rev Genet 43:601-25



Poszukiwanie interakci

- Interakcje dajgce sie selekcjonowac pozytywnie (Np. supresje) mozna
wykrywac stosujac bezposrednig selekcje (np. po mutagenezie albo po
transformacji plazmidem wysokokopiowym)

+ Przy selekcji negatywnej - przeszukiwanie (screening)

W niektorych organizmach modelowych (np. drozdze) mozliwa jest
systematyczna analiza interakcji dla wszystkich par gendw

+ cel: stworzenie | opis kompletne] mapy interakcj - interaktom

- Poszukiwanie interakcji syntetycznych: np. metody SGA | dsSLAM



Mapowanie interakcil

Step 1:
Generate double mutant

Saccharomyces cerevisiae

Mating == =

= X

Query strain

ey U

Deletion library

Caenorhabditis elegans
Feeding 5 ~F
I I

Query strain Bacterial RNA:i library

Mammalian cell culture

oo X X
X X

Query cell line Viral shRNA library

Step 2:

Score phenotype and identify interactions

Report

3 4 —

Measure colony size

Report
®®
Count viable worms
Report
—_—

Measure viability
using a dye

Colony 1: 98 pixels
Colony 2: 99 pixels
Colony 3: 95 pixels
Colony 4: 17 pixels

Well 1: 30 worms
Well 2: 28 worms
Well 3: 29 worms
Well 4: 3 worms

Well 1: 998 a.u.
Well 2: 956 a.u.
Well 3: 972 a.u.
Well 4: 211 a.u.



SGA

- Synthetic Gene Array

- Kolekcja delecji, krzyzowana z
badanym genem

- Sporulacja,

MATa haploid selection

- Selekcja haploidow MATa A=)

l kanR selection

- @&

l Double-mutant selection

- Selekcja pojedynczych i podwojnych
mutantow

| 3 CANI  mm canlA:MFAIpr-HIS3 O Q Wild-type alleles @ @ Deletion mutations

Boone et al. Nature Reviews Genetics, 2007 vol. 8 (6) pp. 437



Interaktomy - baza danych

BIOGRID 20 home help wiki tools contribute stats downloads partners about us | U

Welcome to the Biological General

i " By Identifier
Repository for Interaction Datasets Q Search BioGRID: /

BioGRID is an interaction repository with data compiled through Enter search terms here...
comprehensive curation efforts. Our current index is version 3.5.170

and searches 68,754 publications for 1,670,339 protein and genetic Al Oroant -
interactions, 28,093 chemical associations and 726,378 post Lol s

translational modifications from major model organism species. All
data are freely provided via our search index and available for Submit Identifier Search Q

download in standardized formats.

7 [ w
BioGRID Statistics [«lil Latest Downloads (wp Advanced Search Helpful Search Tips Featured Datasets

https://thebiogrid.org




Rekonstrukcja sieci interakc

Step 3:
Build genetic interaction networks

Common biological
process

Array 1
Array 2
Array 3
Array 4
Array 5

Query 1
Query 2
Explore function
guery Z of gene cluster
uery
Query 5

&
oL LT TTITI T L e

. No interaction
- Interartinn

Dixon et al. 2009, Systematic mapping of genetic interaction networks. Annu Rev Genet 43:601-25



Interakcje genetyczne — ujecie systemowe

- Interakcje genetyczne wskazuja na zwigzki funkci

- Moga wigzac elementy tego samego szlaku/kompleksu, ale tez roznych
szlakow, powigzanych funkcja

- Zestaw interakcji (pozycja ha mapie interaktomu genetycznego) moze
wskazywac na funkcje genu



Wizualizacja | analiza interaktomu
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Sieci biologiczne
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Przykfadowa sieC dla 204 genow drozdzowych — interakcje syntetycznie letalne

Boone et al. Nature Reviews Genetics, 2007 vol. 8 (6) pp. 437



Siecl interakc;

- Siec interakcji syntetycznych letalnych jest b
rzadka — okoto 1%

- Interakcje syntetyczne sg jednak czeste > Qi
pomiedzy genami o powiazanej funkciji NUASALNAR® sixa
(18%-25%) ‘S
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@ Cell polarity
@ Cell-wall maintenance

Dixon et al. 2009, Systematic mapping of genetic interaction networks. Annu Rev Genet 43:601-25 O Chromosome structure
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Interakcje genetyczne a
fizyczne

Interakcje fizyczne | genetyczne rzadko sie
naktadaja, cho¢ czesciej, niz przewidywano
by dla petnej losowosci

Nakfadanie sie interakcji genetycznych |
fizycznych czeste dla interakcji
pozytywnych (epistaza)

Interakcje negatywne z reguty pomiedzy
roznymi kompleksami fizycznymi

Dixon et al. 2009, Systematic mapping of genetic interaction networks. Annu Rev Genet 43:601-25
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Sieci biologiczne

- Zastosowanie pojec teorii grafow i sieci
+ N - liczba weztdw
-k - stopien wezta (liczba potaczen)
- L - catkowita liczba potaczen

- P(k) - rozktad prawdopodobienstwa
znalezienia wezfa o stopniu k

- Najwazniejsze odkrycie - opisanie sieci
bezskalowych: Barabasi & Albert.
Emergence of scaling in random networks.
Science, 286: 509, 19909.

Albert-Laszlo Barabasi & Reka Albert

http://barabasi.com/networksciencebook/ PREFERENTIAL ATTACHMENT

NETWORK SCIENTISTS



Sieci losowe | bezskalowe

T, e 8 . N/ P(k) ~ L |P (I-p)
e . . N
= A P(k)~ k™"

http://barabasi.com/networksciencebook/



Sieci interakc

- Sieci interakgji biologicznych majg

charakter bezskalowy

- wezty centralne (hubs) z duzg
liczlbg potgczen

+wezty peryferyjne, z maig liczba
potgczen

- wezty centralne czescie;
odpowiadajg genom
niezbywalnym (ktorych defekt
jest letalny)

POWER LAW

Many nodes
~ with only a few links

A few hubs with
large number of links

Number of nodes with k links
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Sieci biologiczne 1 Inne

- Wezty centralne | peryferyjne

- "“Maty swiat” — dtugosc najkrotszej sciezki pomiedzy dwoma weztami jest
niewielka (~3,3 wezty u drozdzy)

 Niewielkie zwiekszenie odlegtosci przy zwiekszaniu liczby weztow (“ultra
maty Swiat”)

-+ Podobne wiasciwosci ma np. sieC potaczen lotniczych, Internet (WWW), siec
interakcji spotecznych, liczba Erddsa wsrod matematykow



Swiat sieci

Potaczenia lotnicze



The “Social Graph” behind Facebook

Network Science: Introduction
Keith Shepherd's "Sunday Best”. http.//baseballart.com/2010/07/shades-of-greatness-a-story-that-needed-to-be-told/




Mozg jest siecig




The y Dependent Properties of Scale-Free Networks

e P(k)~ k™
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Ewolucja siecl bezskalowych / q ﬁ

- Preferencyjne przytaczanie: model
Barabasiego-Albert

- Nowy wezet dotagcza do istniejacych z
prawdopodobienstwem proporcjonalnym

do stopnia wezta %

ki

oA

[1(k,) =

http://barabasi.com/networksciencebook/



SIEC

Dwie wtasnosci sieci

+ robustness (krzepkosC) — odpornosc na zaburzenie np. mutacje jednego z
elementow)

+ evolvability — potencjat zmiennoscl

- /alezg od topologii siec



KrzepkosC siecl

- Sleci bezskalowe sg bardziej odporne na o
przypadkowe zaburzenia niz sieci losowe S P ode failure \ w
(wyktadnicze)

0 1 e il
S wrazliwe jezeli atak skierowany jest ng ~ Fraction of removed nodes, f
wezty centralne
wykorzystanie znajomosci sieci w ]
projektowaniu lekow itp. 1
= T e
....................... AN
Exp. N.— 1% Failures
/
Pow. N.—> besteseteseeesetesetsssttstatestsssstsssstensonnes

ft of nodes eliminated

Error and attack tolerance of complex networks
Réka Albert, Hawoong Jeong and Albert-Laszlé Barabasi
Nature 406, 378-382(27 July 2000)

doi:10.1038/35019019 wg. Yechiam Yemini
Columbia University




Interakcje genetyczne a biologia systemow

+ Badanie sieci interakcji funkcjonalnych na skale catego organizmu to podstawa
biologii systemow

+ Interakcje genetyczne sg waznym elementem takiej sieci
- Moze nawet bardziej, niz interakcje fizyczne

- Interakcje fizyczne identyfikujg kompleksy, interakcje genetyczne mogg pokazac,
w Jakim kontekscie te kompleksy funkcjonujg

- Wszystkie dotychczasowe wyniki sg bardzo niekompletne, nawet u drozdzy

+ Nie ma biologii systemow bez genetyki



The Genetic Landscape of a Cell
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A global genetic interaction
network maps a wiring diagram
of cellular function

Michael Costanzo,* Benjamin VanderSluis,* Elizabeth N. Koch,* Anastasia Baryshnikova,*
Carles Pons,* Guihong Tan,* Wen Wang, Matej Usaj, Julia Hanchard, Susan D. Lee,
Vicent Pelechano, Erin B. Styles, Maximilian Billmann, Jolanda van Leeuwen,

Nydia van Dyk, Zhen-Yuan Lin, Elena Kuzmin, Justin Nelson, Jeff S. Piotrowski,

Tharan Srikumar, Sondra Bahr, Yiqun Chen, Raamesh Deshpande, Christoph F. Kurat,
Sheena C. Li, Zhijian Li, Mojca Mattiazzi Usaj, Hiroki Okada, Natasha Pascoe,
Bryan-Joseph San Luis, Sara Sharifpoor, Emira Shuteriqi, Scott W. Simpkins,

Jamie Snider, Harsha Garadi Suresh, Yizhao Tan, Hongwei Zhu, Noel Malod-Dognin,

Vuk Janjic, Natasa Przulj, Olga G. Troyanskaya, Igor Stagljar, Tian Xia, Yoshikazu Ohya,
Anne-Claude Gingras, Brian Raught, Michael Boutros, Lars M. Steinmetz, Claire L. Moore,
Adam P. Rosebrock, Amy A. Caudy, Chad L. Myers,} Brenda Andrews,T Charles Boonet

Transcription &
Chromatin Organization

A global network of genetic interaction profile similarities. (Left) Genes with similar genetic interaction
profiles are connected in a global network, such that genes exhibiting more similar profiles are located
closer to each other, whereas genes with less similar profiles are positioned farther apart. (Right) Spatial
analysis of functional enrichment was used to identify and color network regions enriched for similar Gene
Ontology bioprocess terms.
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NiezbywalnoscC a interakcje

Wezty odpowiadajgce genom

niezbywalnym (essential) majg wiecej

interakcji (wyzszy stopien)

SCIENCE sciencemag.org

Network Density
Negative Interactions

0 0.05 0.10
| | |
Nonessential
Genes
Genes
Positive Interactions
0 0.05 0.10
| | |
Nonessential |
Genes
Essential H
Genes

23 SEPTEMBER 2016 « VOL 353 ISSUE 6306



Interakcje genetyczne a
fizyczne

- Produkty w roznych kompleksach -
czestsze interakcje negatywne

+ Produkty w tym samym kompleksie -
pozytywne czestsze dla genow nie
bedacych niezbywalnymi

A Within Complex Enrichment B Between Complex Enrichment

Percentage of protein complex pairs Percentage of protein complex pairs
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Fig. 8. Genetic interactions within and between protein complexes. (A) The percentage of nonessential
and essential complexes whose members were enriched for genetic interactions with each other and biased
(i.e., coherent) for either mostly negative (blue) or mostly positive (yellow) interactions. (B) The percentage
of nonessential-nonessential, essential-essential, or essential-nonessential complex-complex pairs found to
be enriched for genetic interactions and biased (i.e., coherent) for either mostly negative (blue) or mostly
positive (yellow) interactions. Black dashed lines indicate the background rate of coherent genetic inter-
action enrichment within individual complexes or between pairs of protein complexes. Error bars indicate
the standard deviation across multiple samplings of different alleles for the same essential genes, where
each gene is represented by a single, randomly selected allele in each sampling.



Sieci a choroby wieloczynnikowe

Barrenas et al. Genome Biology 2012 13:R46 doi:10.1186/gb-2012-13-6-r46
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Przysztoscé

- Systematyczne badania interakcji genetycznych sg obecnie w fazie poczatkowe]
- Zagadnienia na przysztosc:

- Oddziatywania wyzszego rzedu niz podwojne (3 | wiece] genow)

- Wptyw srodowiska | tta genetycznego

- Allele inne, niz delecja (null) I nadekspresja — mnigj ekstremalne formy
ZMiennosci genetycznej

- Systematyczne analizy w innych, bardziej ztozonych organizmach



