Interakcje genetyczne

Od ujecia klasycznego do biologii systemow



Interakcje genetyczne miedzy roznymi genami

+ Fenotyp podwdjnego mutanta AB nie jest prostym potaczeniem fenotypow mutaci
Al B

- Gdy nie ma interakcii:

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

-+ mutacja leu? | mutacja ura3 u drozdzy: podwdjny mutant leu?2, ura3 wymaga
leucyny | uracylu

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



Interakcje genetyczne miedzy roznymi genami

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

* NP. czas podziatu (czas generacji) — 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




INnterakcije

- kagodzace, pozytywne (positive, alleviating interactions)

+ Fenotyp podwojnego mutanta Izejszy (blizszy dzikiemu), niz przewidywany
dla sumowania fenotypow mutantow pojedynczych

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

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



Interakcje genetyczne

a Log-additive model b Positive versus negative € Magnitude versus sign

Epistaza maskujaca - podwojny mutant ma
fenotyp pojedynczego - to jest epistaza w AB Better Magnitude

" - —5 +B

ZNnaczeniu WQSkIm (BateSOna) é AB Expected AB Expected
> Ab .
3. +A Worss Magnitude

Epistaza (w znaczeniu szerokim) znaku - 8 ./ @ Ab Masking

druga mutacja zmniejsza albo zwieksza § : o Sign

. . 7 . . . +
dostosowanie w zaleznosci od pierwszej | e Reciprocal
Wild type Single Double sign

mutants mutants ab ab

Epistaza (w znaczeniu szerokim) znaku
wzajemna - pierwsza | druga mutacja sa
pojedynczo niekorzystne, ale razem sa
kOrzyStne (lUb Vice Versa) Annu. Rev. Genom. Hum. Genet. 2019. 20:433-60

przykfad: systemy toksyna-antytoksyna



Ujecie ilosciowe - multiplikatywne

Fithess

Wwild-type

Single mutant A

Single mutant B 0.5
~ Expected
< | No /0.7 x0.5=0235
= | 'nteraction
g~ Dixon et al. 2009, Annu Rev Genet 43:601-25

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



Ujecie ilosciowe - interakcje syntetyczne

Negative genetic interactions

Fitness

Wild-type

Single mutant A

Single mutant B 0.5
Expected
No [ 0.7 x0.5=0235
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

g ~ s Expected .

S ) /07%x05=035 |

c | interaction '
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Dixon et al. 2009, Annu Rev Genet 43:601-25



Miary dostosowania

- Najczescie] stosowang miarg jest tempo podziatow
+ Inne miary:

- efektywnosC 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 mutacji (a) maskowany przez mutacje w innym genie (b)

KI sam, jak mutacja b (epistatyczna) — olbecnoscC

tacji b narzuca fenotyp niezalezr

gen

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)
Rozne grupy mechanizmow
Informacyjne
+ Np. translacyjna supresja mutacj nonsens
losciowe
Interakcyjne (“zamka i1 klucza”)
- Zmienigjgce ten sam szlak
- Zmieniajagce Inny szlak
- obejscie
- zmiana srodowiska komorki
+ obnizenie/podwyzszenie aktywnosci szlaku antagonistycznego



Supresja informacyjna

+ Supresory zwigzane z przekazywaniem informacj genetycznej (informational
SUPPIressors)

+ Najbardzie] znana supresja translacyjna nonsens - mutacje genow tRNA
(antykodon) umozliwiajace rozpoznanie kodonu stop

- Przydatne w badaniu ekspresji genu, ale nie w badaniu funkcji konkretnych
genow



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
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Symbole stosowane w schematach szlakow regulacyjnych

l Aktywacja, stymulacja

| Hamowanie



Supresja przez zmiane szlaku

b Positive interactions/genetic suppression
Loss-of-function suppression Gain-of-function suppression

a* a*
i i

® v
V|

c <
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 mutacji
hipomorficznej, albo

- Zwiekszenie ilosci produktu iInnego genu kompensuje brak (lub obnizong
aktywnosC) produktu genu

- ROzne mechanizmy

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

+ Czesto niezalezna od konkretnego allelu



Supresja przez interakcje

- Mechanizm “zamka 1 klucza” — mutacja
supresorowa zmienia miejsca interakciji tak,
by “pasowaty” do zmutowanego biatka

- Silnie specyficzna wobec allelu

- Rzadko spotykana

- Uogdlniona zmiana (np. wzmochienie)
interakcil

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

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 lezgce ponizej w szlaku.

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

a)

c)

)

Typ dziki

Bialko A > Bialko B

Mutant — brak jednego ze
skladnikow Sciezki

Podwojny mutant - SUpPresja

X -X-> BialkoB ===-=-->

X x )1 Bialko B* —>

(N

Czyvnnik
transkrypcyny

Czynnik
transkrypcyjny

(N

Czynnik

transkryvpeyiny

Mutant o podwyzszonej aktywnosci B

ckspresja

Dziki

brak ekspres

fenotyp

D

Fenotyp

mutanta

ckspresja

Dziki

fenotyp

2/



Supresja w innym szlaku

+ Obejscie (bypass)
+ Zmiana srodowiska komorkowego

+ Przywrocenie rownowagi



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 genow zaangazowanych w wycinanie intronow w
mitochondriach drozdzy suprymowane przez mutacje w genach kodujgcych
mitochondrialne transportery jonow Mg2+

- Mg?+ to kofaktor w reakgji sktadania RNA (splicingu), wzrost stezenia
kompensuje defekty czynnikOw wspomagajacych reakcje



Supresja w innym szlaku

- Przywrocenie rownowagi

*  np.: mutacje ostabiajgce transkrypcje o et
suprymuja defekty szlaku degradacj

RNA

Accumulation of mis-processed Reduced levels of
RNAs and high molecular weight mostly correctly
precursors processed transcripts

Secondary degradation routes
Secondary degradation routes
Secondary degradation routes

Reduced transcription
Rpodi1psrorM tflp )

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**



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 mutacji (a) maskowany przez mutacje w innym genie (b)

KI sam, jak mutacja b (epistatyczna) — olbecnoscC

tacji b narzuca fenotyp niezalezr

gen

U a

ie od allelu genu a (hipostatycznego) | maskuje allele

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



Epistaza (sensu stricte)

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

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

- Zauwazona jako czynnik zmieniajacy typowy rozktad 9:3:3:1 w krzyzowkach
dwugenowych



Epistaza symetryczna

Podwojny mutant nieodroznialny od pojedynczych

b

Positive genetic interactions (symmetric)

Wild-type

Single mutant A

Single mutant B

Double mutant AB

No

interaction

Positive
interaction

Fitness

at

Protein
complex

Fitness =1

0.5

0.5

Expected |

/0.5x0.5=0.25

Symmetric positive
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-

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



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 barwnikdow (guaniny i
tryptofanu) do komorek zawigzka oka w

zarodku

wt white vermillion

guanine — drosopterin

tryptophan ——» ommochromes

:!...

>—0 Red Eye




Gen O

- Obecnosc allelu O (orange) u kotow daje
rude ubarwienie

- Niezaleznie od tego, jaki jest genotyp allel
genu B (black) - O jest epistatyczny



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 daja grupe O,
niezaleznie od genotypu /A lub /B
Bombay
- Uniwersalny donor, biorca tylko od innej °’V ’.‘V

osoby hh

H antigen h antlgen

+ Ok. 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 lezgcego
wyzej w szlaku bedzie epistatyczna
wzgledem mutacji ponizej

Fenotyp podwojnego mutanta taki sam, jak
mutanta w genie, ktorego produkt dziata na
wczesniejszym etapie szlaku

Wykorzystywane do mapowania kolejnosci
etapow w szlakach regulatorowych,
rozwojowych | metabolicznych

Wild type

lin-26 mutant

lin-39 mutant

let-23 mutant

lin-26 lin-39
double mutant

lin-39 let-23
double mutant

lin-26 let-23
double mutant

" lin-26 lin-39 let-23 k
" Pn.p » VPCs B vulval
cells cells cells
\ .
\
Iin-39 let-23 sk
Pn B
cells > VPCs cells
>
£ B
on lin-26 let-23 -
Pn.p : vulva
cells q cells VPCs cells
\E: >,
& B
’ lin-26 lin-39 ﬁ)
n > Pn.p 5 vulval
cells cells vhes J cells
>
\
; p% let-23
n.p vulval
cells ' cells N @ 4 VOB fm— cells
J
C in-26 E
Pn.p VPCs vulval
cells cells cells
N >,

y o lin-39
n.p
cells é cells p- VPCs

~N
ﬁ vulval
' cells

y

Roth et al. Journal of Biology 2009, 8:35



Epistaza | szlaki regulatorowe

Obecnosc mutantow o przeciwstawnym
efekcie sugeruje regulacje negatywng

jednego z etapow szlaku
her-1 muy

female soma

X:O wulp her-1wd tra-1 ol

male soma |®tra-1 mutan

—

female soma

X:X mlpp 1611 ] tra-1 P

male soma

her-1 tra-1
double mutant

Roth et al. Journal of Biology 2009, 8:35



Epistaza | szlaki regulatorowe

female soma
X:0 —}@q tra-1#
\ male soma

Obecnosc mutantow o przeciwstawnym
efekcie sugeruje regulacje negatywng s @ Y female soma

jednego z etapow szlaku
her-1 muV

female soma
X:0 wuulp her-1w tra-1 ol

~Imale soma |Btra-1 mutz

male soma

female soma

X:X w107~ 1 e tra-1 P

male soma

her- 1%

double mutant

Roth et al. Journal of Biology 2009, 8:35



Epistaza | szlaki regulatorowe

Obecnosc mutantow o przeciwstawnym
efekcie sugeruje regulacje negatywng
jednego z etapow szlaku

female soma
X:0 —}@q tra-1%
\ male soma

female soma

X:X —}@-l tra-1
\ male soma

female soma
X:O—}her—1—|®/v
N male soma

female soma
X: X mulpy her-1—|®

P 4
\I male soma

her-1 muV

female soma
X:0 wup her- 1w tra-1 ol

male soma | B tra-1 mutant

female soma

X: X wulp her-1w=d tra-1 -

male soma

her- 1k‘

double mutant

Roth et al. Journal of Biology 2009, 8:35



Epistaza | szlaki regulatorowe =
x:o—>®-| tra-1< emale soma

male soma

Obecnosc mutantow o przeciwstawnym
efekcie sugeruje regulacje negatywna o @ At gy oo ke

jednego z etapow szlaku
her-1 muV
female soma female soma
X:O mulp heor-1md tra-1 N X:O—}her—1—|® ad
\Imale soma |Wtra-1 mutant \lmale soma

female soma

X:X w161~ 1 ] tra-1 0

male soma

her- 1%
double mutant female soma
\l male soma

female soma
mutacja tra epistatyczna @ S

Roth et al. Journal of Biology 2009, 8:35

male soma

female soma
X: X mly her-1—|®/v
N male soma




Interakcje syntetyczne

- Syntetyczne wzmochienie

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

- Syntetyczna letalnosé
- 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 potgczenia dwoch mutaci

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

-+ Skrajny przypadek: syntetyczna letalnosc

-+ Zwykle dotyczy alleli nullomorficznych lub hipomorticznych

- Inny wariant: SDL (synthetic dosage lethality)
+ nadekspresja jednego genu ujawnia silny fenotyp dopiero w kontekscie mutacji innego genu

- katwiejsza do badania w organizmnach majgcych wegetatywng faze haploidalng (np. drozdze)



Syntetyczna letalnosc

Pathway A Pathway B

SN
<>

- W przypadku alleli null dotyczy
szlakow dziatajacych rownolegle

- Szlaki A i B wykazujg redundacije,
ale defekt obydwu jest letalny

- Interakcje syntetyczne wskazujg na
Istnienie redundancji w systemach
biologicznych

- Podobnie dla fenotypow
nieletalnych (syntetyczne
wzmocnhienie)

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

Essential biological function

'

Cell proliferation

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



Interakcje syntetyczne pomiedzy szlakam

d Negative interactions

Between pathway genetic interactions (nonessential pathways)

A
b*
4
C
4 K
Essential Essential Essential ral
function function function m
Wild-type Viable Viable Lethal

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



Interakcja syntetyczna w tym samym szlaku

Within pathway genetic interactions (essential pathways)

A a* A a* W przypadku alleli hipomorficznych
l moze dotyczyc¢ elementow tego
l l l samego szlaku
B B b* b*
| | | H
C C C C
! | | H
Essential Essential Essential il
function function function m

Wild-type Viable Viable Lethal

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



Syntetyczna letalnos¢ dawki

(nadekspresja)
C Gene dosage
- Syntetyczna letalnosC dawki Dosage lethality
(nadekspresji) — synthetic
dosage lethality . a* a*

Nadekspresja genu B letalna
tylko w kontekscie mutacji genu
A

l i i
1 1 1
Function  Function Fu)((n

Wild-type Viable Lethal

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



Poszukiwanie interakgji

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

- Przy selekcji negatywnej - przeszukiwanie (screening)

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

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

+  Poszukiwanie interakcji syntetycznych: np. metody SGA | dSLAM



Mapowanie interakgji

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 w drozdzach S.
cerevisiae

Synthetic Gene Array
- Kolekcja mutantow delecyjnych

- Kazdy mutant z kolekcji krzyzowany ze
wszystkimi pozostatymi

+ Sporulacja (mejoza)
- Selekcja haploidow

- Selekcja pojedynczych i podwojnych_
mutantow

- Test wzrostowy

MATa haploid selection
(canlA:MFATpr—HIS3)

<P EPEr

‘ kanR selection

- @&

l Double-mutant selection

[1 ‘ ’ 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



Rekonstrukcja siecl interakcil

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 wskazujg na zwigzki funkci

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

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



Sieci interakgeji odkrywaja
nowe funkcje

- Mapa interakcji genetycznych 1482 genow
zwigzanych z funkcjonowaniem
mitochondridw u drozdzy (Hoppins i wsp.
2011)

- W sumie 616 270 interakciji
- Wyrazna modularnosc

- Odkrycie nieznanego wczesniej modutu: 4
geny, z ktorych tylko jeden miat wczesnie;
opisang funkcje - kompleks MitOS
zaangazowany w organizacje struktury
przestrzennej btony wewnetrznej

>

Secretory Functions

Mitochondrial Functions

Autophagy

Ca2+ homeostasis
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A mitochondrial-focused genetic interaction map
reveals a scaffold-like complex required for inner
membrane organization in mitochondria

Suzanne Hoppins,' Sean R. Collins,? Ann Cassidy-Stone,' Eric Hummel,® Rachel M. DeVay,' Laura L. Lackner,'
Benedikt Westermann,® Maya Schuldiner,* Jonathan S. Weissman,> and Jodi Nunnari'



Interaktomy - baza danych

BIOGRID 20 home help wiki tools contribute stats downloads partners about us | U
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Repository for Interaction Datasets Q Search BioGRID: /

BioGRID is an interaction repository with data compiled through Enter search terms here...
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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
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Wizualizacja | analiza interaktomu
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Sieci biologiczne
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Przyktadowa sieC dla 204 genow drozdzowych — interakcje syntetycznie letalne

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



Sieci interakci

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

- Interakcje syntetyczne s3 jednak czeste V% e <.
pomiedzy genami o powigzanej funkcji LA
(18%-25%)
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Interakcje genetyczne a
fizyczne

Interakcje fizyczne | genetyczne rzadko sie
nakfadajg, choc czesciej, niz przewidywano
by dla petnej losowosci

Nakfadanie sie interakcji genetycznych i
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 weztow
-k - stopien wezta (liczba potaczen)
- L - catkowita liczba potaczen

- P(k) - rozktad prawdopodobienstwa
znalezienia wezta 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

a. POISSON b.

: flink t . . _ ... ( n \ r ek
‘ L X AN, P(k)~ ) p (1-p)
" . \ Y,

‘ http://barabasi.com/networksciencebook/



Sieci interakc

Sieci interakcji biologicznych majg
charakter bezskalowy

- wezty centralne (hubs) z duzg
iczlbg 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” — dtugoscC najkrotszej sciezki pomiedzy dwoma weztami jest
niewielka (~3,3 wezty u drozdzy)

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

+ Podobne wtasciwosci ma np. siec potaczen lotniczych, WWW, sieci interakcj
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™

ANOMALQUS SCALE-FREE RANDOM

REGIME REGIME REGIME
No large network Indistinguishable
can exist here from a random network
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- Preferencyjne przytagczanie: model
Barabasiego-Albert

Ewolucja siecli bezskalowych / q ﬁ

- Nowy wezet dotgcza do istniejgcych z
prawdopodobienstwem proporcjonalnym

do stopnia wezla %

ki

oA

[1(k,) =

http://barabasi.com/networksciencebook/



SIEC

Dwie wtasnosci siecl

+robustness (krzepkosc) — odpornos¢ na zaburzenie np. mutacje jednego z
elementow)

» evolvability — potencjat zmiennosci

- /alezg od topologii sieci



Krzepkosc siec

Sieci bezskalowe sa bardziej odporne na de fail
przypadkowe zaburzenia niz sieci losowe - / SaSi Ll \ w
(wyktadnicze)

0 1 il
S wrazliwe jezeli atak skierowany jest na ~ Fraction of removed nodes, f
wezty centralne
wykorzystanie znajomosci sieci w ]
projektowaniu lekow itp. 1
A | agssaseses
................... b
Exp. N.— 1% Failures
/
Pow. N.—> bestetseeeseessetssstorastssetesssssetsssstorsennes

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 interakcjl funkcjonalnych na skale catego organizmu to podstawa
biologil systemow

+ Interakcje genetyczne sg waznym elementem takigj siec
- Moze nawet bardziej, niz interakcje fizyczne

- Interakcje fizyczne identyfikujg kompleksy, interakcje genetyczne mogag 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.

SCIENCE sciencemag.org 23 SEPTEMBER 2016 « VOL 353 ISSUE 6306



Niezbywalnos$¢ a interakcje A Network Density

o Negative Interactions
- Wezty odpowiadajgce genom 0 0.05 0.10
niezbywalnym (essential) maja wiecej : | |
interakcji (wyzszy stopien) Nonessential
Genes
Essential

sential

Positive Interactions
0 0.05 0.10

A global genetic interaction o l |
network maps a wiring diagram Nonessential |

of cellular function Genes

S S S e S S et Essential H

T e e Genes

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,
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Interakcje genetyczne a
flzyczne

- Produkty w roznych kompleksach -
czestsze interakcje negatywne

 Produkty w tym samym kompleksie -
czestsze pozytywne (ale tylko dla gendw
nie bedacych niezbywalnymi)

A global genetic interaction
network maps a wiring diagram
of cellular function

Michael Costanzo,* Benjamin VanderSluis,* Elizabeth N. Koch,* Anastasia Baryshnikova,*
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A Within Complex Enrichment B Between Complex Enrichment
Percentage of protein complex pairs Percentage of protein complex pairs
0 20% 40% 60% 80% 100% 0 1% 2% 3% 4% 5%
| ] | | | | l | | | 1 |
[ Negatve Negaiive |
Nonessential . ' Nonessential
Positive Positive
Essential corio | E920e
ROSItve Soema Positive |
Essential- Negative _
Nonessential | psitive 5 |

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.
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Przysztosc

+ 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 — mniej ekstremalne formy
ZMmiennosci genetycznej

+ Systematyczne analizy w innych, bardziej ztozonych organizmach



Kuzmin et al. Page 38

MAT a Mutant Query

T-SGA ' ' ' ><

-+ Poszukiwanie interakcji syntetycznych

. . WT control Single mutant-1 Single mutant-2 Double mutant Diagnostic MAT a
pom|edzy trzema genam| ura3A: natMXxX4 gene- 1:: natMX4 hoA:: natMX4 gene-1:natMX4 Single Mutant Array
hoA:: URA3 hoA:: URA3 gene-2::URA3 gene-2:: URA3 gene-3 :: kanMX4
+ Trzy szczepy "query": dwa pojedyncze l l l l
mutanty + podwojny (+ kontrola WT)
: ' "I : . MAT a Output A
- Krzyzowanie z biblioteka daje mutanty el
pOdWOJ ne | pOt rOJ ne Single mutant Double mutant Double mutant Triple mutant
array array-1 array-2 array
ura3 A: natMX4 gene- 1:: natMX4 hoA:: natMX4 gene-1:natMX4
hoA:: URA3 hoA:: URA3 gene-2::URA3 gene-2::URA3
gene-3:kanMX4 gene-3:kanMX4 gene-3:kanMX4  gene-3:kanMX4
® ® ® Mutantalleles (A orts) O Wil type alleles
g=F-(Ff)

g = fijk ) (‘fifjfk) 'le ij‘fk : Eik'fj 3 Ejk‘fil
|

digenic interactions
expected triple mutant fitness
observed triple mutant fitness

Quantify colony size

T S Score digenic and trigenic interactions

Nat Protoc. 2021 February ; 16(2): 1219-1250. do0i:10.1038/s41596-020-00456-3.



T-SGA

- Interakcje trojgenowe istotnie wzbogacaja

sieC interaktomu

A
© &
NN
: RS
e enrichment, p<0.05 o O () &
p>0.05 QY @
0.5 2 3.5 PR
|llog, fold changel| ROIRS
O\QQ«(@Q’

mRNA and tRNA processing . ©

Nuclear-cytoplasmic transport . @

Vesicle traffic @) @)

Mitosis and chromosome segregation ® o

DNA replication and repair @ &

Transcription and chromatin organization @ @

Glycosylation and protein folding/targeting @ @
Mitochondria and respiration

Within
process

M Digenic interactions
M Trigenic interactions

PPI
Co-expression
Co-annotation

Co-localization

0 2 4 6 8
Fold change over background
(all p < 0.008)



Interakcje trojgenowe istotnie
wzlbogacajg sieC interaktomu

- MDY2 - szlak GET (guided entry of tail-
anchor) - kierowanie biatek do ER

- MTCT1 - biatko o nieznanej funkciji,

lokalizacja w ap. Golgiego

- Interakcje dwugenowe zwigzane z

procesami transportu

- Interakcje trojgenowe - tez inne procesy

Global Similarity Network - Bioprocesses

Cytokinesis
Cell Polarity & s o
Morphogenetg,ls s e tRNA Wobble Modification

MVB Sortin ~ < Peroxisome
pH- dependen \ !
Signaling /A e S° 0 \ Respiration,

R Oxidative
Glycolsz}/latlon ~=%Ss Phosphorylation,

rotein
Foldlngfrargﬂetln ‘0! /)’ \ Mitochondrial

Targeting
N \ Protein
Vesicle », ' Degradation

Traffic | \ A Metabolism
| & Fatty Acid

Ribosome ) % Biosynthesis

Biogenesis \ ® ¢ / Mitosis &
’ / Chromosome

AV
\ Segregation
\ \sal -
EA érgggsﬁﬁg \ (- > " DNA Replication
N k- & Repair
~N

~ Y- = Nuclear-cytoplasmic

mRBNA e Transport

Processin
9 Transcription & Chromatin
rganization

MTC1 Digenic Interactions Enrichment

Cell Polarity &
Morphogenesis

\
Vesicle T/c"

Traffic | MTC1

MDY2 Digenic Interactions Enrichment

Vesicle !
Traffic |

MDY2 MTC1 Trigenic Interactions Enrichment

Cell Polarity & tRNA Wobble Modification
Morphogenesis TS

7~
/

Gly: cos lation, ,
Proteln Fo dlnﬁ/
Targeting, Cell Wa -
Biosynthesis / :\

Vesicle
Traffic

I Mitosis &
Chromosome
/ Segregation

DNA Replication
& Repair

Processin
9 Transcription & Chromatin

rganization

Kuzmin et al., Science 360, eaaol1729 (2018) 20 April 2018



Biologia molekularna genu

Replikacja i stabilnos¢ genomu



L ektura

e Allison, rozdziaty 2 1 6

e Brown, rozdziat 15

o /aktadam znajomosc podstaw biochemii kwasow nukleinowych (budowa DNA
| RNA)



Funkcje informacji genetyczne

* Replikacja

e powielanie genomu, utrzymywanie stabilnosci genomu
 Ekspresja

» Odczytywanie informaciji, niezlbedne do funkcjonowania komorki

* Regulowana



Materiat genetyczny - natura
fizyczna

- Eksperyment Griffitha (1928)

- Bakterie zawierajg ,,czynnik transformujacy,
zdolny do przekazania informaciji z
martwych bakterii do zywych

S J——
o
o e = ’/._.L. - Mouse dies

Virulent bacteria

Mouse survives

» — o

Avirulent bacterma

Mouse survives

Mouse dies

Avirulent bacteria
+

heat-killed virulent bacteria

Virulent bactera



Natura materiatu
genetycznego

- Avery, MaclLeod, McCarthy (1943)

-+ Czynnikiem transformujgcym jest DNA

s Protease ) No effect

—wsnp Ribonuclease vy  No effect

—p Deoxyribonuclease ) |nactivated



Materiat genetyczny

- Materiatem genetycznym sa kwasy
nukleinowe

zdjecie nr 51, 1952

. o, Gosling & Frankli
-+ Materiatem genetycznym organizmow osling & Franklin

komorkowych jest kwas
deoksyrybonukleinowy (DNA)

- Struktura DNA: Franklin, Watson, Crick,
1953




Budowa DNA

- DNA zbudowany jest z nukleotydow

- kancuchy majg kierunek 5’-3’

- W czgsteczkach dwuniciowych fancuchy sa

przeciwbiezne

(A) A nucleotide
O O
Y 3
9 P e () :-‘
Phosphate
(B) The four bases in DNA
I 1
C C
N = =
/1 CE 63N NG 4 SCH
HCE Iy 5] PO
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| |
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Zasada komplementarnosci

Na podstawie sekwencji j|ednej nici
mozna jednoznacznie odtworzyC
sekwencje nicl komplementarne]

A zawsze z T
G zawsze z C

5’ GATGTACTGATGACATA3'
3’ CTACATGACTACTGTATS'

5’ GATGTACTGATGACATAS3'
3’ CTACATGACTACTGTATS'



Istota replikaci

* Potomna kopia ma te same wtasciwosci jak czasteczka macierzysta | jest
petnoprawng matrycg umozliwiajgcg odtworzenie catosci informaci



Replikacja a ewolucja

Replikacja jest warunkiem koniecznym zachodzenia ewolucji biologiczne]
Replikacja nieuchronnie wprowadza zmiennosc

+ Osiggniecie zerowej czestosci bteddw jest nierealistyczne (wymaga
nieskonczone| enerqii)

- Zmiennosc + zroznicowane dostosowanie = ewolucja

Powstanie replikacji to powstanie zycia | poczatek ewoluc)i



Parent double helix
3 5

Replikacja

Model semikonserwatywny:

w kazdej czgsteczce potomnej jedna nic
rodzicielska | jedna nowa

doswiadczenie Meselsona i Stahla (Brown,
r. 15)

Two daughter double helices
Figure 15-1 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Synteza DNA - polimeraza

5’ 3 - @Y @ 3 . | @ 5Y 3
dATP PP, dGTP PP, [

B \ /., ¢ ¢ & \ /., s

- Synteza DNA (i RNA tez) zawsze zachodzi M M ¢

przez dotaczanie nowych nukleotyddéw do faiaial el SEEEER A of ot ad s d
grupy —OH na koncu 3’ syntetyzowane; bl L, s m

¢ A G
e e B
P) | (P

(2 ClVad

czgsteczki -
. zawsze w jednym kierunku! L
- Substratem sa trojfosforany nukleotydow, -
enzymem polimeraza (zalezna od DNA +
polimeraza DNA)
o

- Polimeraza DNA potrafi dobudowywac
nukleotydy do istniejgcego tancucha, nie
potrafi rozpocza¢ syntezy




Etapy replikaci

- Inicjacja - kiedy, gdzie i jak rozpoczact
- Elongacja (wydiuzanie)
* Procesywnosc - jak nie skonczyC przedwczesnie

+Terminacja - gdzie i jak zakonczycC



INicjacja u bakterll

- Replikacja rozpoczyna sie w mie|scu or/
g | oesy ¢ | The structure of oriC

- Wigzanie biatka DnaA 20 bp

- = o I -
- Rozplecenie (topnienie) podwojnej helisy W

DNA w obszarach bogatych w pary AT _
13-nucleotide motifs 9-nucleotide motifs—
DnaA binding sites

Melting of the helix

N -

s \ -

Melted region Barrel of

DnaA proteins

Figure 15-9b Genomes 3 (© Garland Science 2007)



INicjacja u Eukaryota

(A) Structure of a yeast origin of replication

B3 B2 B1 A
) e S e S ——— S i
—)
T Origin recognition
20bp sequence

(B) Melting of the helix

ABF1 Melted ORC
region

Figure 15-10 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Elongacja a struktura genomu

Replication of a circular bacterial chromosome  Replication of a linear eukaryotic chromosome

S
- - - -

—O—C—

e ——

36 kb (yeast)
150 kb (humans)

enomes 3 (© Garland Science 2007)

4= Direction of replication ==

a Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Replikacja matego genomu kolistego — petla D

Replication of the
displaced strand

Displaced strand

Completion of first
strand synthesis

Figure 15-6 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Replikacja matego genomu kolistego — rolling circle

Strand synthesis “rolls off” a linear
copy of the circular genome

the linear genome to double-
stranded DNA

,// &, 51 | 3:
ARRERRRERRERRRRRRRRRRRRRRRRRRR RN

Figure 15-7 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Terminacja transkrypci
genomu kolistego bakterii

Pojedyncze widetki replikacyjne nie
przekraczajg potowy genomu (unikanie
kolizji)

Mechanizm zalezny od biatek Tus

(A) Terminator sequences in the E.coli genome (B) The role of Tus

Tus proteins

Origin of
replication

by a Tus protein bound in

l The replication fork can pass
one orientation...

ﬁ

...but is blocked by a

Tus protein bound in the other
orientation

/

Terminator
sequences

L |

Replication forks become % &
trapped in this region




v
=
W
V)
N
o
[

U Eukaryota

DNA

replication

+ Podczas replikacji chromosomy
utrzymywane sg razem przez biatka:

kohezyny az do roztgczenia w anafazie

Anaphase



Problem topologiczny
replikaci

- Replikacja DNA postepujac bedzie
generowac naprezenia (superskrety)

- W DNA linlowym praktycznie
nierozwigzywalne ze wzgledu na
upakowanie w komorce

- W DNA kolistym absolutnie
nierozwigzywalne ze wzgledu na brak
wolnych koncow

Unwound Overwound

\V/AUR.V/A\V/A\V/A\V/A\




Problem topologiczny -
topoizomerazy

- Topoizomeraza typu | wprowadza naciecie
w jednej z nici, przesuwa druga nicC przez
przerwe i taczy konce

+ Topoizomerazy typu Il nacinajg obie nicl

(A) Type IA topoisomerase

X0
XX

—
lvv)
N—
<
©
m
=
—
(]
©
o
wv
(@]
3
Q
o
wv
(g°]

OO
NN
o

l

XX XX

K
), O1Q'

X\
|

q N/‘. 25

VONONONINS ,\\\/ }

S

l Break both strands, move helix through gap

l Helix is now partially unwound




Startery

- Startery do replikacji zbudowane sg z RNA

- Za ich synteze odpowiada aktywnos¢
prymazy

- Prymaza (polimeraza RNA zalezna od DNA)
syntetyzuje starter (RNA) dla polimerazy
DNA, ktora go wydtuza

DNA template
3 e e R e Ve A FEU A RN RUUNFUNRUARRRNRUAE] '

lPtimase

b R R PR R A R A P PO PR R
S FEEROIIIRREE 3
RNA
primer
lDNA polymerase Il

3 R N S T TN
5 s
New DNA



Prymaza

U bakterii prymaza to odrebny enzym,
synteze DNA po nig] przejmuje polimeraza
DNA I

U Eukaryota kompleks polimerazy a ma
aktywnosc prymazy i polimerazy DNA -
tworzy starter RNA | zapoczatkowuje
synteze DNA, po nim synteze przejmuja
inne polimerazy (np. pol 0)

(A) Priming of DNA synthesis in bacteria

DNA template

3'llllllllllllllllllllllllllllllll

RNA l

primer  Primase

DNA polymerase I

Sl

(B) Priming of DNA synthesis in eukaryotes

DNA template

,1aannnn sasEEERRRRRNNRRRRND panng

3 5

RNA l

PrIMer New Primase,
& -—— DNA polymerase a

' ............................ S'
e

Sl
3'

A

DNA polymerase € or 6




Aktywnosci polimeraz DNA

(A) 5"—=3" DNA synthesis

el Synteza DNA — wszystkie polimerazy (z definicii).

(B) 35" exonuclease activity

Egzonukleaza 3'-5" —
~ korekcja btedow (wiekszoSC polimeraz
' replikacyjnych, ale nie wszystkie).

3 | >

DNA polymerase

reverses its direction

(C) 5'—=3' u~lmi;jc'|uw:t - EgZOHUK‘eaza 5’_8’ _
naprawa uszkodzen, usuwanie starterow.
SN e Niektore polimerazy bakteryjne, u Eukaryota jest

to osobny enzym.



Problem nici nieciagte

Na nici nieciggtej trzeba co
pewien odcinek ponawiac
synteze startera —
fragmenty Okazaki

" 5 Leading strand

Parental
DNA
h
) v
) Okazaki fragments

V)
o \3 L3

agging strand

LEADING LAGGING
STRAND STRAND



tgczenie fragmentow
Okazaki

U bakterii: aktywnosc¢ egzonukleazowa
5’—3’ poll i ligaza

U Eukaryota: polimeraza 6 nie ma
aktywnosci 5’3’ egzo, razem z helikaza
odsuwa starter, odciecie przez
endonukleaze FEN1 (flap endonuclease

(A) Escherichia coli

DNA polymerase |l|
l Adjacent Okazaki
New DNA/ fragment
5 ll— J—

DNA polymerase Il stops when
it reaches the RNA primer

—m_

DNA polymerase |
continues synthesis

—.HQ—

<

DNA ligase links the
two DNA fragments

.

Piiii i NRRA R

A 4

(B) Eukaryotes

Adjacent Okazaki
New DNA fra ment

5

DNA polymerase 6

+ helicase push FENT cutsat
aside the primer the bfTCh point
NG
'P'
I A . A

l Missing
phosphodiester
bond

|

DNA ligase links the
two DNA fragments

=

<I




Maszyneria replikacyjna

Helicase

Single-stranded binding
protein —a

. ‘\ Primase

DNA polymerase /
Il holoenzyme \

DNA / RN
polymerase | \ \
0‘:.. 5.
DNA ligase />' 3

strand Lagging
strand



Maszyneria replikacyjna

- Topoizomeraza - usuwa haprezenia

Helikaza (DnaB) - rozdziela nici

DNA
topoisomerase

- SSB - stabilizuje jednoniciowy DNA

Prymaza - syntetyzuje startery 5

Polimeraza (-y) DnaB helicase

Ligaza — skleja fragmenty

by DNA
polymerase Il



Widetki replikacyjne - topologia

DNA polymerase

1l dimer Lagging strand

Lagging-strand copy

Sliding Clamp

DNA polymerase

Leading strand

v,



% www.dnalc.org

:-t!s




Dodatkowe czynniki

Kompleksy biatkowe o strukturze
przesuwajgcego sie pierscienia (sliding
clamp)

- Zapewniaja procesywnosc¢

Regulacja | koordynacija replikacj

Bakterie podjednostka 3 pollll

Archaea PCNA typu arcahea

Eukarionty PCNA




PCNA

Proliferating Cell Nuclear Antigen

Kompleks biatkowy w formie pierscienia
przesuwajgcego sie po nici DNA w czasie
replikacii

Koordynuje rozne etapy replikaciji i syntezy
DNA

i) Leading-strand synthesis

Parental strands

i) Lagging-strand synthesis

i) Okazaki fragment flap removal

iv) Okazaki fragment nick ligation

PCNA




DNA polymerase 111

New DNA
Next Okazaki fragment

5 i

Polimerazy bakteryjne ; s
- Pollll (PolC)- gtowny enzym replikacyjny, l
ma aktywnos¢ Exo 3’-5’ (korekta btedow), DNA polymerase I stops when
Synteza dO 1000 nt/S it reaches the RNA primer
T I T T O T IIIT
- Pollll nie ma aktywnosci Exo 5°-3’
- Poll (PolA) — ma dodatkowo aktywnosc¢ 1

DNA polymerase I continues synthesis

Exo 5°-3’, usuwa startery i dokancza

synteze, do 20 nt/s Jnmm:nxr@/rmn
l DNA ligase links the
/two DNA fragments
e

TN

Ligaza tgczy zsyntetyzowane fragmenty
(nie jest polimeraza)



Polimerazy bakteryjne c.d.

+ Polll (PolB)- naprawa uszkodzonego DNA w fazie stacjonarne

- PollV 1 polV — synteza DNA w fazie stacjonarnegj (pollV) I przy znacznych
uszkodzeniach genomu (polV)



Polimerazy Eukaryota

- Pol a - prymaza, wydtuza startery
- Pol B — naprawa DNA
- Pol & — gtdwny enzym replikacyjny

- Pol € — replikacja, kontrola cyklu kom.,
naprawa DNA

- Pol vy — replikacja DNA w mitochondriach

3 5

(B) Priming in eukaryotes

RNA primer l

New ‘DNA /DNA polymerase a

"
3 é 5’

l DNA polymerase &

£

Polimerazy eukariotyczne nie maja
aktywnosci Exo 5'-3', startery RNA
usuwajg nukleazy FEN1, RnazaH i inne
biatka




Dwie klasy polimeraz

- O duzej wiernosci — mato btedow, ale wrazliwe na uszkodzenia w matrycy
+ zatrzymuja sie w migejscu uszkodzenia

- standardowe enzymy replikacyjne

- O niskie] wiernosci — wiecej btedow, ale mniej wrazliwe na uszkodzenia matrycy

+ 83 W stanie kontynuowac synteze mimo uszkodzen matrycy — TLS (trans-
lesion synthesis)

+mechanizm umozliwiajgcy dokonczenie replikacji uszkodzonego DNA
(zapobiega rearanzacjom genomu)



Uszkodzenia DNA | replikacja

+ Obecnosc uszkodzen w DNA hamuje inicjacje replikacii

- Jezell w trakcie replikacji napotykane sg uszkodzenia w DNA to uruchamiane
sg polimerazy TLS

- replikacja z btedami jest mniej ryzykowna, niz replikacja niedokonczona
+ Przy duzych uszkodzeniach DNA, przekraczajgcych mozliwosci naprawy
+ U bakteril - uruchomienie systemu SOS (replikacja za wszelkg cene)

+ U wielokomorkowych Eukaryota - zatrzymanie cyklu (GO), apoptoza



System SOS u bakterl

Przy rozegtych uszkodzeniach
matrycy (miejsca AP, fotoprodukty,
uszkodzone zasady)

Biatko RecA pokrywa matryce

Polimeraza V z RecA tworzy
mutasom

Replikacja zachodzi, ale generuje
wiele btedow

DNA polymeraselll

é : § Highly damaged

template DNA

llnitiation of the SOS response

DNA polymerase V

% [ i RecA proteins

1Error-prone DNA synthesis

/?

Replication errors

Figure 16-29 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



PCNA

Rola PCNA . = ad —

polymerase

Ubikwitynacja | deubikwitynacja PCNA RPA

przetgcza miedzy replikacjg TLS i wierna Rad6
Rad18

ubiquitin

damage-tolerant
polymerase

http://www.acsu.buffalo.edu/~kowalsk/dnarepair/



Molecular Cell

Synteza DNA rozpoczyna sie

zawsze od startera RNA?
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- Jest w stanie zainicjowac
synteze DNA od startera z DNA!!



PrimPol

Przedstawiciel rodziny obecnej
tez u Archaea

Ponawia przerwanag replikacje w A

mitochondriach i w jadrze

M. In. w obszarach
repetytywnych, gdzie replikacja
blokowana przez zatrzymang
transkrypcje (petle R)
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Revealing the Superpowers of PrimPol:
rescuing replicating microsatellites

Jane EA Reid & Tamds Fischer®

The EMBO Journal (2019) e101298
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Problem nici nieciagte

Na nicl nieciggte] trzeba co pewien
odcinek ponawiacC synteze startera —
fragmenty Okazaki
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Problem zakonczenia
replikacji DNA liniowego

Na koncu czasteczki nie ma skad zaczac
nowego fragmentu Okazaki na nici

. . The final Okazaki fragment cannot be primed
opoznione;

Leading strand Chromosome end

Czgsteczka potomna bedzie skrécona gjﬁ %5‘ Parentmolecul
31HWT arent molecule

5/as

Lagging strand
3 5
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; Two daughter molecules
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Replication of T

the lagging-
strand copy !
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£i_’,II T One granddaughter molecule
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Molecule has become shorter
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Telomere

Telomery

, , Cell
Konce chromosomow (gr. telos)

Sekwencje powtorzone (u cztowieka

TTAGGG) The telomeres form caps at
the ends of chromosomes.
u cztowieka ok. 2500 powtodrzen b sk They contain a unique DNA

sequence which is repeated
several times.

Skracaja sie przy kazdym podziale komorki

u cztowieka od ~11 kb do ~4 kb

.
FTAGOGOGOG T T AGGOGOGQ T TAGOGGT T AGOGQGOG T T AG

AATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATC.

W niektorych komadrkach moga jednak byc¢
odtwarzane dzieki aktywnosci telomerazy Telomere

© The Nobel Committee for Physiology or Medicine 2009
lllustration: Annika Rohl



Telomeraza

Telomeraza moze wydtuzac telomery
wykorzystujgc fragment RNA

Skracanie telomerdw ogranicza liczbe
podziatow niektorych komorek

Aktywacja telomerazy zwigzana jest z
uniesmiertelnianiem komorek

nowotworowych

Istniejg tez alternatywne sposoby
wydtuzania telomerdw (oparte na

rekombinaciji)

Chromosomal DNA Telomerase RNA
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l When enough DNA has been

synthesized, a new Okazaki
fragment can be primed

Okazaki fragment Primer
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