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Eukarionty | ztozonos¢

prokarionty maja ogromne zroznicowanie repertuaru genow i funkci
metabolicznych

repertuar biochemiczny eukariontow jest mniej zmienny, ale wykazujg wzrost
Zl0ZONOSCI

+ Wieksze genomy
+wieksza liczba genow

bardzie] ztozona regulacja, wielokomorkowosc



Energetyka ztozonosci

Budzet energetyczny komorki
prokariotycznej: ~0,5 pW (1 pW = 10-12 W)

Budzet energetyczny komorki
eukariotycznej: ~2300 pW

Udziat w budzecie energetycznym:
replikacja: ~2%
ekspresja gendw i synteza biatek: ~75%
Znacznie wiecej energii/gen u eukariontow!!

Jedyna droga zwiekszania ztozonosci

Figure 2: The cellular power struggle.
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Genomy eukariotyczne

- Znaczna roznorodnosé
Paradoks wartosci C
brak korelacji miedzy ztozonoscig organizmu a wielkoscia genomu
Paradoks wartosci G
brak korelacji miedzy ztozonoscig organizmu a liczbg gendow

+ (Czesto znaczna 1losC obszarow niekodujacych
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Paradoks wartosci C

- Bardzo duza zmiennosc¢ w obrebie

Eukaryota

- Najbardziej prawdopodobne wyjasnienie -

elementy repetytywne

- RNA transposable elements
- DNA transposable elements

A I |

Arabidopsis  Brachypodium Rice Sorghum

125 Mb 272 Mb 389 Mb
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730 Mb

Soybean
1,115 Mb

Maize
2,300 Mb

Range of C values in a sample of monophyletic eukaryotic higher taxa®

Ratio

(highest/

Taxon Genome size range (Kb) lowest)
Dinophyceae (dinoflagellates) 1,470,000-220,000,000 150
Fungi (fungi) 2,220-893,000 402
Metazoa (animals) 19,600-130,000,000 6,642
Porifera (sponges) 39,200-1,760,000 45
Cnidaria (cnidarians) 225,000-1,810,000 8
Rotifera (rotifers) 245,000-1,200,000 5
Tardigrada (water bears) 78,400-804,000 10
Nematoda (roundworms) 19,600-2,450,000 125
Platyhelminthes (flatworms) 58,000-20,100,000 342
Annelida (annelid worms) 58,800-7,490,000 127
Mollusca (mollusks) 421,000-7,690,000 18
Crustacea (crustaceans) 137,000-63,300,000 462
Chelicerata (chelicerates) 78,400-7,350,000 94
Hexapoda (insects) 88,200-16,600,000 188
Myriapoda (myriapods) 274,000-2,100,000 8
Echinodermata (echinoderms) 529,000-4,310,000 8
Bryozoa (bryozoans) 196,000-1,570,000 8
Onychophora (velvet worms) 4,340,000-19,500,000 4
Gastrotricha (gastrotrichs) 49,000-617,000 13
Cyclostomata (jawless fishes) 1,260,000-4,500,000 4
Chondrichthyes (cartilaginous fishes) 1,480,000-16,700,000 11
Osteichthyes (bony fishes) 343,000-130,000,000 380
Amphibia (amphibians) 931,000-118,000,000 127
Crocodylia (crocodiles) 2,440,000-3,380,000 1
Squamata (squamates) 1,030,000-3,850,000 4
Testudines (turtles) 1,750,000-5,330,000 3
Aves (birds) 891,000-2,120,000 2
Mammalia (mammals) 1,600,000-8,230,000 5
Viridiplantae (green plants) 9,800-149,000,000 15,204
Pteridophyta (pteridophytes) 88,200-71,200,000 807
Bryophyta (mosses) 167,000-7,810,000 47
Spermatophyta (seed plants) 63,400-149,000,000 2,350
Eukaryota (all eukaryotes) 373-149,000,000 399,000

Source: Data from www.genomesize.com, http:/data.kew.org/cvalues, www.zbi.ee/fungal-genomesize,

LaJeunesse et al. (2005), Hackett and Bhattacharya (2006), and Bennett and Leitch (2011),
*Only monophyletic taxa that contain multicellular organisms were included.

MOLECULAR AND GENOME EVOLUTION Te, Table 11.2
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Paradoks wartosci GG

TABLE 11.5

Number of protein-coding genes in some eukaryotic species

- Brak zwiazku miedzy liczba gendw a

ztozonoscig organizmu

- Tylko staba (i nieliniowa) korelacja
miedzy liczbg gendw a wielkoscig

genomu

- Wyjasnienia

- generowanie roznorodnosci przez

mechanizmy ekspresii

- redundancja

Gene Gene
Species? number Species? number
*Cyanidioschyzon merolae (red alga) 5,009 *Bigelowiella natans (chlorarachniophyte alga) 21,706
*Plasmodium falciparum (malaria parasite) 5,429 Mus musculus (mouse) 22,606
*Saccharomyces cerevisiae (yeast) 6,692 Poecilia formosa (Amazon molly) 23,615
*Ostreococcus lucimarinus (green alga) 7,603 Hordeum vulgare (barley) 24,287
*Entamoeba histolytica (parasitic amoeba) 8,283 *Tetrahymena thermophila (ciliate) 24,725
Apis mellifera (honeybee) 10,157 *Guillardia theta (cryptomonad alga) 24,945
Petromyzon marinus (lamprey) 10,415 Danio rerio (zebrafish) 26,459
Ciona savignyi (sea squirt) 11,616 Amborella trichopoda (plant) 27,313
*Dictyostelium discoideum (slime mold) 13,212 Arabidopsis thaliana (mustard weed) 27,416
Drosophila melanogaster (fruit fly) 13,937 Theobroma cacao (cacao) 29,188
Gallus gallus (chicken) 15,508 Vitis vinifera (grape) 29,971
Ciona intestinalis (sea squirt) 16,671 Physcomitrella patens (moss) 32,273
*Phytophthora infestans (potato blight) 17,785 Solanum lycopersicum (tomato) 34,675
Xenopus tropicalis (western clawed frog) 18,442 Oryza sativa (rice) 35,679
Takifugu rubripes (fugu) 18,523 Solanum tuberosum (potato) 39,021
Pan troglodytes (chimpanzee) 18,759 Populus trichocarpa (poplar) 41,377
Latimeria chalumnae (coelacanth) 19,569 Manihot esculenta (cassava) 30,666
Tetraodon nigroviridis (pufferfish) 19,602 Selaginella moellendorffii (lycophyte) 34,799
Canis familiaris (dog) 19,856 *Emiliania huxleyi (haplophyte) 38,544
Bos taurus (cow) 19,994 Zea mays (maize) 39,469
Caenorhabditis elegans (nematode) 20,447 Brassica rapa (rape) 41,018
Monodelphis domestica (opossum) 21,327 Pinus taeda (loblolly pine) 50,172
Homo sapiens (human) 20,364 Malus x domestica (hybrid apple) 57,386
Oreochromis niloticus (tilapia) 21,437 *Trichomonas vaginalis (flagellated protist) 60,815
Ornithorhynchus anatinus (platypus) 21,698 Triticum aestivum (bread wheat) 99,504

Source: Data from www.ensembl.org, fungi.ensembl.org, protists.ensembl.org, plants.ensembl.org, and www.ncbi.nim.nih.gov/genome/browse.

30rganisms marked with an asterisk (*) are unicellular.

MOLECULAR AND GENOME EVOLUTION Te, Table 11.5
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Co znajduje sie w genomie

eukariotycznym

LINE - dtugie rozproszone
elementy jadrowe

>5 kb, geny pol i gag, w
wiekszosci nieaktywne

SINE - krotkie rozproszone
elementy jadrowe

nie koduja biatek, np. Alu

LTR - dtugie powtorzenia
koncowe

LINE, SINE i LTR to ruchome
elementy genetyczne (czesto
juz nieaktywne)

Genes and gene-related
sequences 1200 Mb

Related

sequences
1152 Mb

Gene

Pseudogenes
fragments

Human genome
3235 Mb

Intergenic DNA
2035 Mb

Genomewide Other
repeats intergenic

1400 Mb regions
635 Mb

Introns, Microsatellites
UTRs 90 Mb

Various
LINEs LTR elements 545 Mb
650 Mb 250 Mb

SINEs DNA transposons
400 Mb 100 Mb

TA Brown, Genomes, 4th ed




Elementy genomu -
klasyfikacja ewolucyjna

- Literal DNA - selekcji podlega sekwencja Genome

nukleotydowa
- Indifferent DNA - fragmenty potrzebne, ale | |

sekwencja nieistotna (np. strukturalne) Functional Rubbish

DNA DNA

- Junk DNA - neutralne |
-+ Garbage DNA - niekorzystne, ale utrzymuja | |

sie mimo kontrselekcji, samolubne geny Literal Indifferent Junk Garbage

DNA DNA DNA DNA

MOLECULAR AND GENOME EVOLUTION Te, Figure 11.1

© 2016 Sinauer Associates, Inc.



Rozna zawartos¢ obszardw niekodujgcych w genomach

KEY

Exon Intron

\ LINE SINE LIR DNA

F-. element transposon

Gene

(A) Human genome PCSK9 USP24

Okb 200kb

(B) S. cerevisiae genome
TRN3 PMT5 USO1 OSH2

T J LA
Okb ] 200kb
(C) D. melanogaster genome lama Ir64A DIP-delta
Okb 200kb
(D) Maize genome knox1
Okb 200kb

TA Brown, Genomes, 4th ed



21SrRNA

Cytb 12S rRNA

ND6 -\, n.*rRNA
Genomy organellarne TmowA

B: 16,569 bp .

coi

S. cerevisiae
mMtDNA

o

9S RNA

-
j ND2 -. 79 kb l
- Mitochondria i1 plastydy pochodzag od NDaL \ I
przedstawicieli Bacteria . ; CO’/‘/ 0,, .
ATP6  7pg z'../

- Gospodarz symbiozy nalezat do Archaea

KEY KEY

| I Respiratory complex gene I Ribosomal protein gene I-I Intron
I I Resp"atory complex gene I Ribosomal RNA gene o Transfer RNA gene Il OtherRNA gene

Genomy organellarne maja cechy genomow S Ribosomal A gene

prokariotycznych

o  Transfer RNA gene

I Photosynthesis gene

-+ Ogromna roznorodnosc¢ struktury i organizaciji

I Ribosomal RNA gene

ckspresj e
,Zgé B RNA polymerase gene
- Koduja zwykle od kilku do kilkunastu (u | AL
cztowieka - 13) biatek, przewaznie sktadniki B
kompleksow tancucha oddechowego/ s
fotosyntezy oraz rRNA i tRNA

+ Czesto dziedziczone tylko od jednego z
L, . Figure 8.17 The rice chloroplast

- genome. Only those genes with known
rOd Z I COW (WyJ ate k - g rzy by) functions are shown. A number of the
genes contain introns, which are not
indicated on this map. These discontinuous
genes include several for tRNAs, which is
why the tRNA genes are of different lengths
even though the tRNAs that they specify
are all of similar size.




“Definicja” genu

-+ Region DNA, ktory okresla dziedziczong ceche organizmu; zwykle koduje
pojedyncze biatko lub RNA

Zawiera catg funkcjonalng podjednostke wraz z sekwencjg kodujaca,
niekodujgcymi sekwencjami regulatorowymi DNA oraz z intronami

- Definicja niedoskonata, trudno jednoznacznie zdefiniowac gen

+ \Wspotczesne definicje — centrum jest transkrypt



Geny eukariotyczne

+ Procesy transkrypcji | translacji sg rozdzielone w przestrzeni | czasie
- Kazdy gen kodujacy biatko ma wtasny promotor, nie wystepujg operony
- Jagdro komorkowe, np. u cztowieka:

+ Srednica jgdra ~10 pm,

+ dtugosc DNA ~2 m,

+ podstawowe widkno chromatyny: grubos¢ 10 nm



Po co powstato jadro”

Hipoteza - jadro powstato u eukariotow
jako system obrony przed inwazja
introndw od symbionta mitochondrialnego

Introny gr. |l - sg u bakterii, brak u Archaea

Sktadanie (splicing) jest wolniejsze od
translacji

Rozdzielenie translacji od sktadania -
obrona przed zaburzeniem translacji przez
sekwencje intronowe

o.-proteobacterial invader

Archaeal host

Mitochondrial endosymbiosis

'

..

Group |l intron invasion /

7

Spliceosome,

Splicing-mRNA export

coupling
NMD - 2 |ine of
defense — destruction
of aberrant mRNAs
Hypothesis

Nucleus — 1st line of

Linear chromosomes,
defense - telomeres, telomerase

compartmentalization

Ubiquitin signaling — 3rd line of
defense — tagging and
degradation of aberrant

proteins

The origin of introns and their role in eukaryogenesis: a
compromise solution to the introns-early versus introns-late

debate?
Eugene V Koonin*

Biology Direct 2006, 1:22 doi:10.1186/1745-6150-1-22



Ekspresja genow
eukariotycznych

Ztozony, wieloetapowy proces

Kazdy z etapow moze podlegac regulacii

Mechanizmy zwiekszajace roznorodnosc¢ produktow gendw
alternatywne miejsca startu transkrypcii

alternatywne miejsca startu translacii

alternatywne sktadanie

modyfikacje biatek

Ztozonosc proteomu (u cztowieka >500 tys. form) znacznie przekracza
ztozonos¢ genomu (u cztowieka ~20 tys. genow)

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

Chromatin

&Y

chromatin
remodeling

l Regulation of

Transcription Regulation of
transcription

Pre-mRNA (primary transcript)

Regulation
\ of splicing and

processing

mRNA f

Nucleus Regulation
of transport

- - Ribosome
Cytoplasm | » Degradation
L of mRNA
Translation Translational
regulation

Y
Protein | Protein
product ﬂ@ modifications



(A) (B)

Architektura jgdra a ekspresja
genow

Organizacja DNA i biatek w kompleks - chromatyne jest
kluczowa dla regulacji ekspresji gendow

Jadro ma ztozong i wysoce uorganizowang strukture

jaderko - synteza rRNA plamki (ciatka) jadrowe

ciatka Cajala - synteza snBNA i snoRNA (?)

Heterochromatin Euchromatin

plamki (ciatka) jadrowe (nuclear speckles) - sktadanie
MRNA

Euchromatyna - rozluzniona
Heterochromatyna - skondensowana

konstytutywna (centromery, telomery, obszary
repetytywne)

fakultatywna (regulowana)

TA Brown, Genomes, 4th ed



Short region of
DNA double helix

Kondensacja chromatyny

‘Beads on a string” =
form of chromatin

Obraz “klasyczny”, zwigzany z kondensacja
podczas podziatu komorki

| WY W N W Y
. o _ 30-nm chromatin 2 _._"_ A
- W interfazie inne mechanizmy fibre of packed Teo eo o oo o 30 nm
nucleosomes N . .. v
potwierdzono istnienie in vivo wtokna 10
nm (DNA + nukleosomy) Sactonih f 3. 88§ JE}

chromosome in an
: : : : , extended form
niepewne istnienie wtokna 30 nm.

(solenoidu)

: : . Condensed section
organizacja w petle i domeny of chromosome

Entire mitotic
chromosome

AT-rich regions
= S/MARs



lerytoria chromosomowe

Kazdy chromosom w jadrze interfazowym
zajmuje okreslona przestrzen - terytorium

Kanaty prowadzace do porow jadrowych -
transkrypcja aktywna w poblizu kanatu

Terytoria chromosomow w jadrze komorki cztowieka

Nuclear pore

TA Brown, Genomes, 4th ed



(B) Nucleolus

Nuclear bodies

Funkcjonalna architektura

J@d ra (Cajal, PML, etc.)

Replication site

Miejsca aktywnej transkrypcji tworza Transcription site

skupiska - tzw. fabryki transkrypcyjne RNA transcripts at
splicing factor site
- Biatka zaangazowane w sktadanie tworzg Chromosome
ciatka jadrowe w sasiedztwie fabryk Territories (CT)

transkrypcyjnych Nuclear matrix

. _ . L Nuclear lamina
- Tradycyjny model: czynniki transkrypcyjne | e

polimeraza przytaczajg sie do DNA Nuclear pore

+ Wspotczesny model: DNA przemieszcza sig Fritz. et al. Genes Chromosomes Cancer. 2019;1-20
do nieruchomej fabryki transkrypcyjne;



Fabryki transkrypcyjne jadra | jgderka

nucleolar

factory

IC

=
7
k-
Q.
O
L
o
=
=

Papantonis & Cook; Chem. Rev. 2013, 113, 8683-8705



Domeny i przedziaty (A)  HKatac, Kdmet | /R AMAMSAS S VS NN
H3K27me3, H3K9me3 \{ " (.

C h rO m atyny (transcriptional repression

Nucleosomes

CTCF, cohesin, insulators
MAR loop anchoring site

Przedziaty typu A: euchromatyna, aktywne

Topologically Associating
: Domains (TADs)/ mb
Przedziaty typu B: heterochromatyna, chmmati,f dom;ins (%Ds)

ekspresja wyciszona Late replicating TAD
Early replicating TAD

A compartments
Domeny chromatynowe (domeny

. HVVE .
powigzane topologicznie - TAD) SOMPATTIMS

Nucleolus

Perinucleolar
heterochromatin

Heterochromatin at the
nuclear periphery

Chromosome
Territories (CT)

Fritz. et al. Genes Chromosomes Cancer. 2019;1-20



(A) Insulators block the regulatory signals that control gene expression

Regulatory signals
influence gene expression

Domeny chromatyny —

= = = ¢ e I
Regulatory modules Gene
Domeny przedzielone sg sekwencjami
izolatorow Signals blocked
— "
- |zolatory uniemozliwiajg oddziatywanie s [ o s [ s N
Insulator

elementow regulatorowych (enhancerow)
poza obrebem domeny

(B) Insulators prevent cross-talk between domains

TES YES

~ > ~ >
s [ o ] s N s [ s ) [ s R =

;JO
TOPOLOGICALLY ASSOCIATED DOMAIN

R

’\J

Insulator
sequence

Insulator
sequence

TA Brown, Genomes, 4th ed Su(Hw) Kod(ridaa)



Nukleosomy

- Oktamer rdzeniowy 2x (H2A, H2B, H3, H4),
owiniety ok. 147 bp DNA

+ Histon tacznikowy H1 zwigzany z ok. 50 bp
DNA

- H3 i H4 - bogate w argininy, nalezg do
najbardzie] konserwowanych ewolucyjnie
sekwencjl

- H2A 1 H2B - bogate w lizyny,
konserwowane ewolucyjnie

- H1 - bardzo bogaty w lizyny, stabo
konserwowany, duza roznorodnosc¢

-

~50bp
pomiedzy
nukleosomami

—

10 nm i 146 bp

+ oktamer histonowy [ \
= nukleosom

http://fermat-2.cer.jhu.edu/~as410610/lecture_pdf/
What _is_the organization_of a_eukaryote .PDF

Luger K, Mader AW, Richmond RK, Sargent DF, Richmond TJ. Nature 1997 Sep18;389(6648):251-60




Struktura chromatyny
reguluje aktywnos¢ genow

Na poziomie domen i kompartmentow:
przejscia miedzy fakultatywna
heterochromatyng a euchromatyna

Na poziomie genow: rozmieszczenie
nukleosomow w obrebie sekwencii
promotora

Regulacja przez strukture chromatyny
moze byc¢ trwata - mechanizmy
epigenetyczne

regulacja genow utrzymujaca sie po
podziale komorki, a nawet w
kolejnych pokoleniach

odstoniety promotor dostepny dla czynnikow transkrypcyjnych
RNA pol |

High levels of transcription

N\AYAVANY/

Basal factors

\//

Promoter

struktura chromatyny ogranicza wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych

Nucleosome FPromoter

Histone core

Hartwell, Hood, Goldberg, Reynolds, Silver, Veres. Genetics. From Genes to Genomes. Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc.



Mechanizmy regulacji chromatyny

+[rwalsze:
- Metylacja DNA (nhajczescie] 5-metylocytozyna)

- Modyfikacje kowalencyjne biatek histonowych (najczescie] metylacja,
acetylacja, fosforylacja)

- Remodelowanie chromatyny (zmiana utozenia nukleosomow na DNA) -
pbardzie] dynamiczne

+ moze zaleze¢ od modyfikacj histonow



Elementy regulacii

Epigenetic
epligenetycznej
Biatka zapisujace (writers): modyfikujga DNA J Witers Lo Readers ““--;1'..“ Erasers
lub histony n DNMTs 2 veos @  HKDMs
Y HKMTs 0  Tudor O HDACs
W PRMTs M PHD

np. metylotransferazy DNA, W HATs @ Chromodomain
metylotransferazy i acetylazy histonow Bromodomain

Biatka odczytujace (readers). wiazg sie ze
zmodyfikowanym DNA lub histonami

np. biatka wiazace metylo CpG, biatka z | 2 Frasers remove the modiication
ChrOmOdOmena | brOmOdOmena Writers introduces modifications Readers binds to the modifications
on DNA and histone tails using specialized domains
Biatka wymazujace (erasers): usuwaj ~
y jace ( ) I @ @ —» H2s @) > H3 . > Ha

modyfikacje

__» Methylation ——» Acetylation SmC » 5-methylcytosine
A — Vet A e =

np. demetylazy DNA, demetylazy |

deacetylazy histonow
Biswas & Rao, European Journal of Pharmacology 837 (2018) 8-24



Metylacja DNA

Najczesciej metylowana cytozyna w pozyciji
5 przez metylotransferazy DNA (DNMT)

Rzadka u nizszych eukariotow, u
kregowcow do 10% cytozyn (u roslin do
30%)

Najczesciej w sekwencjach CG (u roslin tez
CNG)

Wzor metylacji odtwarzany po replikacji
podczas mitozy

Podczas mejozy zwykle (nie zawsze)
“reset” do wzoru domyslnego

0

0

Me —

NH> Me —
|
C
£
NZ CH
| | Cytosine
20, ~CH
N
|
DNA
methyltransferase Me —
Me —
NH>
I Parent—3==E— New
C CH strand
7
NZ Ne” s
| | 5-methylcytosin
T Me — — Me
Me — — Me

TA Brown, Genomes, 4th ed

strand

— Me
— Me

DNA replication

Me —
Me —

Me —
Me —

- —Me
-=8— Me

Maintenance
methylation

== — Me
-=8— Me

De novo
methylation

— Me
— Me

— Me



Metylacja DNA

- Metylacja DNA prowadzi do kondensaciji
chromatyny i wyciszenia aktywnosci
transkrypcyjnej

-+ Odczytywanie: biatka MeCP wiaza sie ze
zmetylowanymi sekwencjami CG

- Zwigzanie biatek MeCP rekrutuje

kompleksy deacetylaz histonow (HDAC)
Sin3 i NuRD

- Deacetylacja histonow powoduje
kondensacje chromatyny

CpGisland Gene
= B eeessssss N =

CpGisland becomes
methylated

Me Me

—H—_-

1 HDAC attaches via
MeCPs

—H—_-

Packaged
chromatin

TA Brown, Genomes, 4th ed




Niektore funkcje metylacii
DNA

- Inaktywacja jednego z dwoch chromosomow X
-+ Pietho genomowe (imprinting)

-z dwoch alleli genu aktywny jest tylko jeden, pochodzacy
od okreslonego rodzica

- dotyczy ok. 200 gendw u ssakow
- np. IGF2 - aktywny ojcowski, wyciszony matczyny
- H19 - aktywny matczyny, wyciszony ojcowski

* niezbedne do prawidtowego rozwoju zarodka

Paternal chromosome 11

Igf2 Me (19 Me

e | /-

Maternal chromosome 11

TA Brown, Genomes, 4th ed



Pietno genomowe | choroby -
zespot Angelmana

- Delecje lub mutacje punktowe na

matczynej kopii chr. 15 (obszar 15g11-
q13)

+ Gen UBE3A koduje biatko zaangazowane w
szlak ubikwityny

- Allel ojcowski jest wyciszony przez

imprinting, nie moze zapewnic¢ funkcji genu

- Gdy wystepujg dwie kopie chromosomu
ojcowskiego (disomia jednorodzicielska) tez
brak funkcii

+ Defekty rozwoju intelektualnego i
motorycznego, normalna diugosc zycia
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Pietno genomowe | choroby -
zespot Prader-Willi

- Delecje na ojcowskiej kopii chr. 15 (tez w
obszarze 15g11-q13)

NA

Vi b

- Kilka gendw, w tym kodujace snoR

- Allel matczyny jest wyciszony przez
imprinting, nie moze zapewnic¢ funkcji genu

- Gdy wystepujg dwie kopie chromosomu
matczynego (disomia jednorodzicielska) tez
brak funkci

- Defekty rozwoju intelektualnego |
motorycznego, ciezkie zaburzenia
odzywiania

Prader-Willi syndrome : Genetic mechanisms

P M P M M M

\_/ \_/

Normal Paternal Maternal Imprinting
deletion UPD Defects
(65-75%) (20-30%) (2-5%)

- http://www.geneticsdmedics.com/prader-willi-syndrome.html|




A R106W  T158M R255X G273X R306C

. v v
/espot Retta PSS "":D *lﬂ l £iD

R133C R168X R270X R294X
" AT-hook domain

Najczesciej mutacje genu MECP2 (methyl-
CpG binding protein-2)

B
Biatko wyrazane w neuronach )
Target gene
Defekty wyciszania ekspresiji gendw /\ \ f[T:\/\\/\\/ﬁericentric heterochromatin (PCH)

Transcriptional repression
Niedorozwoj umystowy | motoryczny,
ciezkie zaburzenia behawioralne G

l Chromatin compaction Chromatin-remodeling proteir
(' q Methylated-CpG site
AT-hook domain

M SN/ Nucleosome

Xu & Miller, Front. Cell. Neurosci., 2013



Tumor suppressor gene Repetitive sequences

Metylacja DNA | nowotwory — nomaices

| ;
W komorkach nowotworowych obnizony Expression of tumor suppressor genes lenxrgtr)eit;g?ogf repetitive segences
ogolny poziom metylacji (hipometylacja) l l

Tumoral cell ’_X_>

Hipometylacja sekwencji repetytywnych _U.IIIILM.LLJ_-L-_ ” |
przyczynia sie do niestabilnosci genomowe;

Inhibitionof tumor suppressor genes Transcription of repetitive
sequences
Hipermetylacja w niektorych obszarach
DNA skutkujgca m. in. wyciszeniem gendw
SUpreso row nowotworzenia Silencing of tumor suppression activity Genome instability
Tumor progresion Chromosome instability

Lopez-Serra & Estreller, Oncogene, 31,1609-1622, 2012



Modyfikacje histonow

N- i C-konce histondw rdzeniowych
wystajg poza globularng strukture B T =
owinietg DNA | sg miejscem wielu
modyfikacj

Nature Reviews Molecular Cell Biology 4, 809-814, 2003

acetylacja, fosforylacja,
metylacja, cytrulinacja, ADP-

H2A
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? Acetylation ~ Citrullination ? Methylation ? Phosphorylation Y Ubiquitination || Histone fold domain

TA Brown, Genomes, 4th ed



Ac Ac Ac
I I I

HZA' SGRGKQGGKARAKAK
10

Acetylacja histonow y o x ok
H2B PEPAKSAPAE)KKGSKKAVTg(OAQKKDG_
Prowadzi do rozluznienia (otwarcia) Ac A e A O A
chromatyny H3 ARTKQTARKSTGGKAPRKQLATKAARKSAPATGGVKKP mmm
10 20 30
- . Ac Ac Ac Ac Ac
| | | | |
Aktywacjaekspresjl H4 SGRGKGGKGLGKGGAKRHRKVL =
10 20

enzymy: acetylazy histonow (HAT)

substrat: reszta lizyny

elementy wiekszych kompleksow (np.
SAGA, TFTC)

wymazywanie: deacetylazy histonow (HDAC)

kompleksy: np. Sin3, NuRD
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Deacetylacja prowadzi do zamkniecia
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Metylacja histonow

- Metylacja lizyny (do trzech grup metylowych, me1,me2, me3)
+ RoOzne znaczenie w zaleznosci od pozyciji i liczby grup metylowych
- Np.:

+ H3K4AmMe2,3 H3K9Me1, H3K2/mel1, H3K3ome3 | H4K20me1 to znaczniki
aktywnej] chromatyny

+ H3KIMe2,3 H3K27/me2,3 | H4K20me3 to znaczniki heterochromatyny

+ Oprdcz tego tez metylacja arginin



Inne modyfikacje

- Fosforylacja i defosforylacja (seryna,
treonina, tyrozyna) HZBQi

- Ubikwitynylacja i sumoilacja (H2A i H2B)

- Cytrulinacja (H3 i H4) - przemiana argininy
w cytruline wn Pl

- Rozne efekty: oprocz regulacji ekspresiji tez
naprawa DNA, koordynacja cyklu
komorkowego Bannister & Kozaurides, Cell Research (2011) 21:381-395.

- Skomplikowane interakcje



Blatka odczytujace
modyfikacje histonow

B Chromodomain

. Royal
S Tudor domain family

Modyfikacje histondw rekrutuja specyficzne
biatka lub hamujg wigzanie innych biatek

- MBT domain

I PhD finger
Domeny np. 2 Bromodomain
B 14-3-3
- tudor
chromodomena
bromodomena

Bannister & Kozaurides, Cell Research (2011) 21:381-395.



Zaburzenia modayfikacjl
histonow w howotworach

Wyciszenie gendw kodujacych supresory
nowotworow

Aktywacja obszarow repetytywnych -
niestabilnosc genomowa Komérka zdrowa

Obszary bogate w geny

i 2 Geny supresoroTe g Centromer e D 7 i
. Acetylacja e o
O Metylacja )

Komérka _pwer \ Obszary subtelomerowe —
nowotworowa o *. Powtérzenia satelitarne _--"

Heterochromatyna

Esteller, M., Nature 8:286-292, 2007




Modyfikacje chromatyny w
komorkach macierzystych

Chromatin structure of ES and iPS cells

mdukowane plunpotentnel komorki | i o e |
maC|erzySte (|PS) Wykazuja Szereg Zmilan w | @ H3K4me3 @ H4K20me3 & DNA methylation
stanie ChrOmatyny /' Differentiated cell

-

Pluripotency genes Differentiation regulators Telomeres

Pluripotency induction A

OSKM
ES cell — differentiated cell fusion
Nuclear reprogramming v

Differentiation stimuli

/" iPS and ES cell

Bivalent domains

DNA de-methylation window

Pluripotency genes Differentiation regulators Telomeres




Remodelowanie chromatyny

- Przesuwanie nukleosomow wzgledem DNA

- Odstanianie lub zastanianie miejsc wigzania
czynnikdw transkrypcyjnych

- Zalezne od ATP

- Moze tez przebiegac z wymiang wariantow
histonow

- Kompleksy remodelujgce: najbardziej znany
SWI/SNF

- Powiagzanie z innymi mechanizmami:

kompleksy remodelujgce rozpoznajg
metylacje DNA i modyfikacje histonow

sliding __ﬂ\ h— _A“_F\
2

Act

H2A-H2B dimer
ejection

<—_._1=1§

H2A-H2B dimer <
replacement _ﬂ\ —> _E\

H2A variant—-H2B

Cairns Nature Structural and Molecular Biology 14: 989-996

, 2007



/Zawsze sg wy)atk

- Bruzdnice (Dinoflagellata) - nie maja
histonow ani nukleosomow!

- Biatka HLP (Histone-Like Proteins) -
pochodzenia bakteryjnego

- Biatka DNVP (Dinoflagellates/Viral
NucleoProteins) pochodzenia wirusowego

- Genomy (bardzo duze) skondensowane
przez caty czas cyklu, transkrypcja w
obszarach peryferyjnych zwigzana z
nietypowymi strukturami DNA (forma Z)

tolweb.org

tolweb.org

- DNA w fazie ciektokrystalicznej


http://tolweb.org
http://tolweb.org

Transkrypcja u eukariotow

- -
- o - " g -
- ,.. o’ -
'\. - . -l y o 1 i - i
- “ o L) - L b - -
I agt I o p § A D _—

e

- Trzy gtowne polimerazy RNA pre-rRNAs ncRANAs pre-mANAs pre-tRNAs
! l Wﬁ }on-functioml l .----l-----
- pol | - prekursor rRNA 35S (obrabiany do i S (e.g-snofiNAS)  (0.g. CUTS) Splicing | Splicing
: ’ 4+ trimming T :
255, 185 1 5.85 rRNA) o | : |=@© | Trimming
3on0 @ yod |
. pol I - mRNA, wiekszosé snRNA, snoRNA, @ Fodoa e | —
MIRNA, RNA telomerazy, i transkrypty l | | - @ ; 1 Folding
niekodujace | SN o wRiPa. D
|1 M@ ]
- pol Ill - tRNA, 5S rRNA, niektore snRNA, Export Export tRNA
RNA RNazy P, 7S RNA
+ pol IVipol V - tylko u roslin, siRNA FommaAREEEn, BE% 2058

- polimeraza mitochondrialna (MtRNAP) |
chloroplastowa



Czynniki cis

Gen
\V/Q\V/Q\V/QA\V/Q\V/ sV ANV A\V/ A \V/a\V/ o) —
Enhancer Promotor
, . , Przed genem, w okreslonej odlegtosci
Dziata na’c?dleg}osc: za.chowu!e , od miejsca startu transkrypcji.
aktywnos¢ przy zmianie polozenia Zapewnia podstawowy poziom transkrypcji.

wzgledem genu.
Wzmacnia transkrypcje ponad poziom podstawowy.



Czynniki transkrypcyjne

- Ogolne czynniki transkrypcyjne: wiaza sie
W obrebie rdzenia promotora, konieczne dla
zapewnienia podstawowego poziomu
ekspresji

- Specyficzne czynniki transkrypcyjne:
wigzg sie w dystalnej czesci promotora i w
enhancerach

- Eukariotyczne polimerazy jadrowe | - lll nie
sg w stanie zwigzac sie z DNA (w
odrdznieniu od bakteryjnych i
organellarnych) - ogdlne czynniki
transkrypcyjne sg niezbedne do
zainicjowania transkrypcii




(a) Focused promoter

Iranskrypcja pol | e

Promotory pol Il wykazujg duzg One major transcript
roznorodnosc, zaleznie od wzoru ekspresii
genu (b) Dispersed promoter

Geny metabolizmu podstawowego
(housekeeping) - ekspresja na statym
poziomie (mozliwe zwiekszenie)

Geny regulowane (np. w rozwoju)

Niektore promotory majg wiele Multiple transcripts
alternatywnych miejsc startu transkrypcii
(tzw. promotory rozproszone) - moze byc
regulowane w zaleznosci od tkanki

miesnie mdézdzek siatkbwka kom. Schwanna pozostate tkanki
C M Ce R CNS S G
cee e - . 0200 g 2., - o
0 500 1000 1500 2000 2500 kb

o S 1 e S N S R NS NS

] ) Genomes 3 (© Garland Science 2007)
Gen dystrofiny cztowieka




Promotor rdzeniowy

£ elementami cis promotora rdzeniowego 40 T 140
wigzg sie ogolne czynniki transkrypcyjne, a | ™ |
nastepnie polimeraza ' ' :

—38 to —32 —2to+4  +18to+27
—30 to —24 +28 to +33
—23 to—17

BRE THIB
TATA TBP

Inr THID
DPE THID
MTE TFIID (7?)




=30, =40 30 =20 =10 +10
|

| | | | | |

Sktadanie kompleksu Tt
Inicjacyjnego NYNNUNNYNNN

- Rozpoczyna sie od przytgczenia TFIID (TBP
+ podjednostki pomocnicze TAF) do DNA w
obszarze TATA-box

+ Nastepnie rekrutowane sg kolejne czynniki
0golne

+ Do platformy utworzonej przez czynniki
ogolne przytacza sie pol Il wraz z
kompleksem mediatora

- TFIIH ma aktywnos¢ helikazy - rozplecenie
DNA (zalezne od ATP)

- Fosforylacja C-koncowej domeny pol Il -
przejscie do elongagciji

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



Czynniki regulacyjne

+ Specyficzne czynniki transkrypcyjne

Enhancer

NININUNNNY

- wigzg DNA w obrebie promotora (czesc
dystalna lub enhancera

Activator and
— Coactivator

Proteins

- Specyficznosc¢ tkankowa, rozwojowa, w
odpowiedzi ha sygnat, itp.

Koaktywatory * Wed E
RNAP Il | e

- uczestnicza w regulacji, ale nie wiaza N W
DNA, tylko oddziatujg z innymi biatkami

kompleksu transkrypcyjnego

TATA box
- mediator: ogolny koaktywator pol Klug, Cummings, Spencer, Palladino, Concepts of Genetics 11th ed. ©Pearson



Enhancery - model petil

Biatka wigzgce enhancery oddziatujg z
kompleksem polimerazy za posrednictwem
mediatora

Mediator to ztozony kompleks wielu (25 u
drozdzy) biatek, konserwowany ewolucyjnie

Niezbedny do zachodzenia transkrypcii

Dzieki temu enhancery dziatajg na
odlegtosc i niezaleznie od orientac;ji

Organizacja chromatyny w domeny
zapobiega niespecyficznemu dziataniu
enhancerow

inhibitory
Mediator
subunits

Regulatory
sequence

Mediator

Transcription
start site

ACT - trx activator
IIBDEHF - trx factors

Bjorklund and Gustafsson, 2005, TiBS

Kornberg R D PNAS 2007;104:12955-12961



Elementy cis

- W promotorach | enhancerach znajduja sie
moduty - motywy sekwencji rozpoznawane
przez czynniki transkrypcyjne

Np.:

CRE (wiazany przez CREB) - odpowiedz
na cAMP

- specyficzne tkankowo: np. MyoD
(miesnie), NF-kB (limfoblastoidalny)

rozwojowe (np. homeobox)

GC A5 ocT E2 A3 CRE A2 E1 A1 G1 TATA Gene

GC, A5 Module name
: - - ia «. Basal ter el t
Promotor ludzkiego genu insuliny iSSESEi Basal promoter elements
| i 11 Cell-specific modules
Figure 11-27 Genomes 3 (© Garland Science 2007)
-250 —zoo —1 50 -1 oo —50 Transcription

| start site

b
I

thmm

By 600 dh.lLhlde

Promotor ludzkiego genu metallotioneiny hMTIIA

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




A e 100bp

Regulacja kombinatoryczna .. =« - : . r 32 =
o c 'Y
® 00 OO 0 0 o OI l
Rozne motywy wigzgce rozne czynniki ™ * Y . | .

. _ . ®o o 0Do0 He 00 © @b/ L7l e [Lle]especr
tr,a.nskrypcyjne. ’rac.z.a sie w bardzo wiele T 6% _ o % In "e gg‘ PGCF1
roznyCh kOmbIﬂaCjI B (-216) (-200) | (-180) (-160) (-140) (-12(();) (-116)

CG1 P Otx Z CG2 SpGCF1

B e A S AT SRS e A A S e R e eaecese

Bardzo ré6zne wzory ekspresji roznych i . cdz ™ - “Vces  spocFi . spacrt o) qara 20 (19
, . . . . , . ggﬁ TC@;@T‘I‘CGTCT G%g :‘_; ‘ ' T 3

genow przy ograniczonej liczbie motywow | ......... SR
czynnikow transkrypcyjnych C Module A functions:

Vegetal plate expression in early development: | A/?VI_)
Wyzwanie dla OpiSU SyStemOwegO Synergism with modules B and G enhancing endoderm expression in later develcpment: | G/!’:??A/_}w»

Repression in ectoderm (modules E and F) and skeletogenic mesenchyme (module DC): |} Fﬁ@;\/? r—)(

Modules E, F and DC with LiCl treatment: ' F#/ETA/-’WI

Yuh et al. (1998) Science 279, 1896-1902. Endo 16 regulatory system of the sea urchin.



Domenowa struktura
aktywatorow transkrypci

Domena wigzgca DNA i domena
odpowiadajgca za aktywacje dziataja
niezaleznie od siebie

Mozliwe tworzenie biatek hybrydowych (np.

system dwuhybrydowy)

Czesto dziatajg jako dimery (homo- lub
hetero-) - aktywacja zalezna od dimeryzacii

Domena aktywacyjna czesto bogata w
aminokwasy kwasowe

domena

wlazaca
DNA

domena domena domena
odpowiedzialna aktywujaca regulatorowa
za dimeryzacje

Domena wigzaca
DNA

Domena
aktywujaca

A

' 3

Interakcje z biatkami Modyfikacja struktury
kompleksu transkrypcyjnego chromatyny

Hartwell, Hood, Goldberg, Reynolds, Silver, Veres. Genetics.
From Genes to Genomes. Copyright © The McGraw-Hill Companies,
Inc.



Przyktady domen wigzacych
DNA

Helix 2

Palce cynkowe

HLH (helisa-petla-helisa)

Helix 1

HTH (h elisa-s kret— helis a) Figure 11.11 Helix-turn-helix motif. Figure 11.12 Homeodomain motif.

N

suwak leucynowy (dimer) \,’
| wiele innych
Cys
Recognition helix  Dimerizing helix @A\
| _‘ o A Cys OH:

L/

Figure 11.13 Cys;His; zinc finger.

Figure 11.14 Treble clef zinc finger.

Figure 11.15 Basic helix-loop-helix TA Brown, Genomes, 4th ed



Represory

Najczesciej przez dziatanie antagonistyczne
do aktywatora

blokowanie domeny aktywujacej
blokowanie domeny wigzacej DNA
hamowanie importu do jgdra

Rzadziej przez wigzanie bezposrednio z
DNA

Wspdtzawodniczenie o miejsce wigzania
Activator Repressor

kompleks

° podstawowy
s 6 O

S 000 R
Enhancer Gene '

Blokowanie domeny wigzacej DNA

Activator Repressor kompleks

\9 o/ _ g odstawowy
DNA-binding domain — \/'_é_

Blokowanie domeny aktywujace;j

¢ O @
<_ (4 P

Hartwell, Hood, Goldberg, Reynolds, Silver, Veres. Genetics. From Genes to Genomes. Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc.



Direction of

EHfton nucleolus ik A\
. . f e «g {,§ :3 [ ", ¥ .v.‘
Polimeraza | | synteza rENA o

rRNA transcription 18

unit

Ponad 70% aktywnosci )
transkrypcyjnej w komorce 455 pre-rRI\.A

- Geny rDNA w postaci tandemowych 415 pre-rRNA s
powtorzen do 200 kopii
205 pre-rRNA 2S5 pre-rk I\‘\

s , . IL

Niektore ogolne czynniki l |
. s . . 18S rRNA 285 rRNA

transkrypcyjne wspolne z innymi o LT —
polimerazami (TFIIH, TBP) s mrer = = ma—n 5.85 rRNA

Promotor rdzeniowy zawiera
sekwencje TATA

mammals

Regulacja zaleznie od stanu
energetycznego komorki - szlak Tor




Polimeraza |l

(. box B boxC
Elementy cis ponizej startu transkrypciji
tRNA gene
Promotor rdzeniowy zawiera sekwencje :” A bOX B box
TATA

. v i
M i e e e
3 R e R I T R R R e

tRNA  Fiores et al PNAS, 1999



Transkrypcja | obrobka RNA sg sprzezone

Tradycyjny obraz Wspodtczesny obraz
ekspresji genu ekspresji genu
Pol RNA ol RNA
DNA Pah Yy alY Aty gl | PaAhYS ALY AN phY ”
. O Cap
Transkrypcja . . s
/
B——a—l
Obrobka
Cap—D AAAAAAAAAAAA Ca AAAAAAAAAAAA

HiNE " HiNE

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



Sprzezenie transkrypcji | obrobki RNA

+ Na poszczegdlnych etapach tworzg sie kompleksy roznych biatek z polimeraza
RNA I

- Inicjacja/synteza czapeczki
- Elongacja/splicing
+Terminacja/poliadenylacja

-+ Kluczowym obszarem jest C-koniec polimerazy Il (CTD) — regulacja przez
fosforylacje



PrzejScie inicjacja - elongacja

- C-koncowa domena polimerazy (CTD) .
zawiera sekwencje z powtdrzeniami @?ﬁl'
YSPTSPS +1 o i

Initiation ——p Promoter —a Pausing

- Fosforylacja CTD reguluje przejscie od A |

kompleksu inicjacji do kompleksu elongaciji Productive elongation

- Uwolnienie sie z promotora i przejscie do
produktywnej transkrypcij

+ Zmienia sie sktad towarzyszacych
polimerazie biatek

»Inicjacja + przytaczanie czapeczki NELF RNA

5’ (kapu)
Saunders et al. Nature Reviews Molecular Cell Biology 7, 557-567, 2006

- elongacja + sktadanie (splicing)



