Zakladni poznatky o strukture genomu

Primarni a sekundarni struktura DNA
Nukleosom a chromatinové viakno

Chromosomy a genom




Primarni a sekundarni struktura DNA
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Watson a Crick, 1953 — struktura DNA, DNA kéd




Komplementarita DNA
umoznuje replikaci
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Replikace DNA




DNA koduje aminokyseliny

Geneticky kod je system pravidel, které
prirazuji posloupnost nukleotidu v DNA
aminokyselinam. Tento kéd je vyuzit v
zivych bunkach a je universalni.

Vznik kodu je predmeétem teorii:

1) afinita aminokyselin k jejich tripletum —
mozna se drive syntéza dela primo, tj.
bez tRNA

2) vyvoj prostrednictvim selekce tak, aby
byl co nejmensi pocet chyb (mutaci)




Od DNA k proteinu
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MRNA koduje aminokyseliny
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(3' end)
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Kad je
-degenerovany
(existuje 4°=64 komb.)
-skryté mutace

-stop kodon (UAG,
UGA, UAA)

-dullezita je faze cteni
-variace:

-mykoplasma (UGA
je tryptofan)

-bic¢ikovci (UAG je
glutamin)

-candida (CUG -
Serin)




Geneticka informace v DNA
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Sestrih — u eukaryot

Splice sites are locations on DNA at boundaries of
- exons (which code for proteins)
- (which do not)

— EXON — intron 4 €X0ON Intron €X0N - intron EX0ON - iIntron | EX0N —

DNA
ATG GT AG GT AG GT AG GT AG TTG TAA
transcription TGA
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translation
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Nukleosom

Histony (H2A a H2B) a (H3 H1 histon
a H4) tvori dimery, ty tvori
tetramery a dohromady
pak vznika oktamer

6 nm

Nukleosomové jadro (oktamerni

komplex histonu)

Roger Kornberg, 1974




Vazba DNA k histonum nukleosomu

. Na nukleosom pripada
-~ {pfiner groovs outsidel zhruba 200 bp, z toho 146
. bp se toCi 1.65 krat kolem
B S , histonového jadra

Vazba deformuje maly
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Chromatinové viakno




Chromatinoveé vilakno

30-nm chromatinové viakno s nukleosomy a
navazanymi proteiny

- Sekvenéné specifické
proteiny

Nukleosomy




Struktura chromatinu

Roztazena a ¢castécneé roztazena Kondensovana forma
forma chromatinu forma chromatinu




DNA, nukleosomy, chromatin, chromosom a genom

Chromosom .
Genom v jadre

\j: Chromatinové
\’jﬂ" vlakno

% 0




Uvod - mitotické a interfazni chromosomy
Barveni chromosomu (klasika, FISH)
Vyznamné elementy chromosomu

CT a jejich casti jsou disjunktni
Subdomeény CT

Chromosom jako nahodny polymer

Nenahodna vnitrni struktura CT




Chromosomy-slozeni

Chromosom obsahuje jedinou molekulu DNA spojenou s
proteiny:

a) 5 druhu molekul histonti — proteiny bohaté na lysina
a arginin — proto s pozitivnim nabojem. Proto se
vazou silné s negativné nabitymi fosfatovymi
skupinami DNA

b) ruzné proteiny nehistonové povahy- vétsinou jsou to
transkripcni faktory




Chromosomy-struktura

Interfaze vs mitoza — stupen kondenzace, v mitéze dobre
viditelné

V S-fazi dochazi k syntéze DNA, a proto v mitoze
pozorujeme chromosomy duplikovaneé, slozené ze
dvou sesterskych chromatid spojenych v
centromerické oblasti

V oblasti centromery jsou pritomny proteiny
kinetochory, které se vazou na viakna déliciho
vreténka

Ramena se oznacuji p-raménko (kratsi) a g-raménko

Barveni Giemsou zviditelni sérii pruhu (tzv. G-pruhy)




Chromosomy-pocty

Vsechna zvirata maji charakteristicky pocet
chromosomiu ve svém téle, tzv. diploidni pocet (2n)

Ty se vyskytuji jako homologni pary, kazdy z paru byl
ziskan od jednoho z rodic¢u

Pohlavni buriky obsahuji haploidni po¢et chromosomii




Chromosomy-pocty

Clovek 46
Mys 40
Drosofila melanogaster 3
Mikroskopicky ¢erv Caenorhabditis elegans 12
Kvasinky (Sacharomyces cerevisie) 32
Arabidopsis thaliana (rostlina) 10
Z4aba Xenopus laevis (jizni Afrika) 36
Pes 78
Kuie 78
PSenice 20
Mravenec Myrmecia pilosula 2
Cerv Parascaris equorum 2
Rak Cambarus clarkii 200
Preslicka rolni Equisetum arvense 216




Klasické barveni chromosomu

Chromosom 11
barveny Giemsou
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R-pruhy

G-pruhy




me |"osve | waueg

|~ -y L D T T mEE N




Lidské chromosomy
obarvené pomoci multicolor FISH




Lidské chromosomy
obarvené pomoci multicolor FISH




Translokace detekovana pomoci m-FISH




Vyznamné sekvence na chromosomech
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duplikované
chromosomy

vreténko

Na chromosomech rozlisujeme:
telomery (konce chromosomui obsahujici sekvence zajistujici

zachovani délky chromosomu)
centromery (G€astni se pfi segregaci chromosomu v mitéze)
pocatky replikace (vice mist, kde zac€ina replikace)




Typy chromosomu podle umisténi

centromery
metacentrlc acrocentrlc
submetacentrlc telocentrlc

Centromery — identifikovatelné jako mista konstrikce, v nichz jsou
chromatidy spojeny k sobé, odpovédné za segregaci CT, fixovany

na urcité misto v CT, maji urcitou sekvenci. Tyto sekvence mohou
byt stejné nebo podobné pro vice CT.




Centromery maiji odlisné histony

Centromere — W

Kinetochore protein

Centromere-
specific histone H3

specific proteins

Centromere —specific
nucleosome

Conventional

histone H3




Struktura centromery

higher order repeat
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centromere DNA

Centric heterochromatin

kinetochore on
centromere

Spindle
microtubules

Kinetochore inner plate
formed by kinetochore
proteins bound a satelite

DNA

I

Heterochromatin formed on o satelite
DNA

kinetochore outer plate formed
from special proteins




Vyznamné sekvence na chromosomech
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Telomery — problém pfi replikaci na konci linearnich molekul DNA
se fesi specialni sekvenci (tandem GGGTTA - az 10 kbp), ktera vaze
enzym telomerazu, tj. enzym, ktery funguje v komplexu s kratkym

usekem RNA, podle kterého syntetizuje (jako reverzni transkriptaza)
malé Useky DNA na koncich chromosomu.




Vyznamné sekvence na chromosomech
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Pocatky replikace — replikace bézi v obou smérech od spoleéného
poc¢atku (50 bp/s), ktery je charakterizovan uréitym typem
sekvence; v lidském genomu je mnoho pocatku replikace (103).

Replikace je aktivovana v klastrech a probiha nejdfive pro méné
kondensovany chromatin.




Vizualizace vice DNA sekvenci in vivo
pomoci GFP

Sadoni et al., JCB 2000




Chromosomova teritoria (CT)

Prvni experimenty, které vedly k zavéru, ze chromosomy se nacha-
zeji v jadre v podobé ohraniéenych domén, byly pokusy T. Cremera
v létech 1982-1984. Zavedeni FISH podstatné urychlilo poznani

chromosomu jak v mitéze, tak v interfazi.




- Chromosomova teritoria se
neprekryvaji; ani jejich casti




Funkcni usporadani genomu v jadre

Proteinovy Jaderné pory
komplex |

Transkripce




Uvod - mitotické a interfazni chromosomy
Barveni chromosomu (klasika, FISH)
Vyznamné elementy chromosomu

CT a jejich casti jsou disjunktni
Subdomeény CT

Chromosom jako nahodny polymer

Nenahodna vnitrni struktura CT




Verschure et al., 1999 — H2B+GFP a nascentni mRNA (BrUTP) + Cy3
ukazuje, ze mMRNA se nachazi mezi chromatinem vizualizovanym
pomoci GFP.




Struktura CT - schéma

Cytoplasm | ﬁleus

nuclear envelope

chromosome fiber - - .~
200-400 nm

subchromosomal
domain




Uvod - mitotické a interfazni chromosomy
Barveni chromosomu (klasika, FISH)
Vyznamné elementy chromosomu

CT a jejich casti jsou disjunktni
Subdomeény CT

Chromosom jako nahodny polymer

Nenahodna vnitrni struktura CT




Nahodny (Gausovsky) polymer v jadre bunky
(Jsou zobrazeny 2 body polymeru R a R)




Stredni vzdalenosti mezi genetickymi elementy

v zavislosti na jejich molekularnich vzdalenostech
(H. Yokota et al., 1995)
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A random-walk/giant-loop model
Interfazniho jadra (Sachs et al., 1995)

| flexible backbone"
straight for visual
clarity only

protein

chromatin




Multi-loop subcompartment model (Miinkel et al., 1999)

Existence disjunktnich CT Existence subdomén uvniti CT

Schéma modelu

subcompartmaent

chromatin

subcompartment loop base spring

(magnified)




L2(n) zavislsot pro velké molekularni
vzdalenosti podle MLS modelu

Mean squared distances [um?]

'v'vvvv'va*YTVYYv'Y_

Narust do 50 Mbp Ize vysvétlit bud nahodnym
polymerem (exponent 0.5 v log-log méfitku) nebo
MLS modelem. Pro vétsi vzdalenosti odpovida
exponent 0.3 spiSe globularni strukture popsané v
MLS modelu.

it

150

Genomic separation [Mbp]




Uvod - mitotické a interfazni chromosomy
Barveni chromosomu (klasika, FISH)
Vyznamné elementy chromosomu

CT a jejich casti jsou disjunktni
Subdomeény CT

Chromosom jako nahodny polymer

Nenahodna vnitrni struktura CT




Pouziti vice DNA prob pro tentyz chromosom

Signaly z prvni hybridizace Ize rozlisit v druhé

1st hybridization — 6 probes 2" hybridization — 3 probes




Cytometrie s vysokym rozliSenim — nalezeni signalu

Topografické parametry jsou vypocteny
pro kazdy signal — souradnice X, y, z v
teziStovem systému jadra, intensita,
vyska, velikost apod.

Signal attributes: .

Hybridization #1  Probe #1  Signal bype: Gene
Ae hRl Ny 1B2s En 135

da: 36 dv: &6 diy 2

%R 75 Intensity: 239 Height: 126 Size: 24
ALEWHM:: 0 AZFWHMyY: 0 AS(FWHM=): O
Inktensity criterion: 1 of 4

Height criterion: 1 of 4

Size criterion: 2 af 4

Do wou wank ko delete this signal?

faigln] Me

.................................




Zpracovani dat

Souradnice a dalsi parametry Ize ulozit do
textového souboru a exportovat z programu
FISH 2.0

V prubéhu dalSi analyzy CT Ize vzajemné porovnat

a zkoumat miru podobnosti:
 Podobnostni funkce — definice a vypocet pro sérii CT

W W e w

« CT jsou rotovana v 3D prostoru tak, abychom dostali co
nejlepsi hodnotu podobnostni funkce

« Definice klastra genetickych Ilokusu a vypocet jejich
disperze




CT jsou vzajemné porovnany

CT jsou stejna CT se velmi ligi

A




Definice podobnostni funkce pro 2 teritoria

Pouzijeme translace a rotace pro superponovani CT

S2= 2:(Axyellow)z '|'Z(Axgreen)2 +
+2(AXpjack) *HZ(AXpue)?

Podobnost je
definovana jako
minimalni mozna
hodnota funkce S2




Definice miry podobnosti pro vice CT

Superposice teritorii jedné na druhou metodou nejmensich ¢tvercu

.
\

SZ:Z(Axyellow
2 (M groen)?
+2(Axblack)2
+Z(Axblue)2

)2 +




Ukazeme metodu na prikladu 2 lokusu

(o (1 (I

CTse 2lokusy 2CT se 2 lokusy Kfizkem jsou oznac¢ena
kazda téziste

W W R W

do stejného bodu a CT
Ize rotovat tak, abychom
dostali lokusy na stejnou
osu, ¢ervené k sobé a
bilé k sobé.




Vysledky rotace vidime pro realné lokusy HSA 17

Standard deviation/Mean = 0.38 ze Vypoéitat
AC09084 ozdeI?nl vzdalenosti
17921.1 pomer
T AC03616
17p13.3 R=S.D./Mean

Standard deviation/Mean = 0.48

.




Porovnani s nahodnym modelem:
300 dvojic bodu byly ndahodné generovany v prostoru
podle Gaussovy distribuce

Standard deviation / Mean value = 0.5
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rozdéleni vede k zavéru, ze
chromosom se chova jako volné
olymer




Uvazujme nyni 3 genetické elelmenty

W W ewv

Polozime je do jednoho bodu

Rotujeme trojuhelniky tak, abychom dostali
signaly stejné barvy co nejblize k sobé
Genetické elementy stejného typu vytvori
klastry




Polarni struktura
chromosomovych
teritorii

CT8in
Go-lymphocytes

Go-lymphocytes Stimulated lym




Porovnani s nahodnym modelem: 3 elementy
nahodné generovany po rotaci




Porovnani s nahodnymi modely: 3 elementy
nahodné generovany v prostoru po rotaci kolem
jednoho z nich

Podle nahodnych modelti by
uhly rovnostranného
Trojuhelniku mély byt 60°

Mensi hodnoty ziskané

v experimentu predstavuji
dikaz nenahodného
usporadani CT




Vice genetickych elementu: 5 lokusu CT 17 u Go- a
stimulovanych lymfocytu

Go-lymphocytes Stimulated lymphocytes




Porovnani s nahodnymi modely: pro vice
elementu se zmensuje jejich vzajemna
vzdalenost po rotaci

Points restricted in Gaussian distribution
a spatial volume




Orientace CT v jadrech bunek

1) Bunécna jadra rotujeme tak, abychom dostali CT na jednu osu

2) Vypocte se stfedni poloha CT na této ose

Mean
position




Transformace CT v jadre bunky

W wwv

3) Téziste CT posuneme podél osy do jednoho bodu — stredni
polohy

4) Vezmeme tenky rez jadrem kolem roviny vedouci pres stred
jadraa stred CT

Mean
position

Mean
position




Orientace CT v jadre bunky
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VySe popsanym zpusobem dostaneme realné polohy
genetickych lokusu vzhledem k CT a také do znaéné miry
vzhledem k jadru. Transformace odstrani fluktuace polohy
genetickych elementu jez jsou zplsobené fluktuacemi CT
uvnitr jadra




1)

2)

3)

4)

Struktura chromosomovych teritorii

Zavéry o nenahodném usporadani chromosomovych teritorii:

Pomér mezi standardni odchylkou a stfedni hodnotou vzdalenosti
mezi dvéma genetickymi lokusy je v mnoha pfipadech mensi nez
0.5, coz je hodnota typicka pro Rayleigho distribuci.

Uhly trojahelniku jez vznikne ze tfi genetickych elementti stejného
CT v jadie jsou v mnoha pripadech mensi nez 60°, tj. hodnota,
kterou Ize o¢ekavat pro nahodnou strukturu.

Pro vétSi pocet genetickych oblasti, polohy elementii ve 3D
prostoru maji mensi rozptyl nez klastry vzniklé pro nahodné
generovanou strukturu.

Orientace jader se zviditelnénymi CT a jejich genetickymi
elementy poskytuje dlikaz o orientaci a polarité CT.




