Regulace exprese lidskeho genomu

Uvod (tok genetické informace, skladba lidského
genomu, velikost - porovnani s jinymi organismy,
urovn é regulace)

Porovnani regulace transkripce u pro- a eukaryot
Regulace transkripce na urovni genetickeho kodu
Regulace na urovni chromatinu a jadra

Urove ri sest fihu, translace, degradace RNA a
proteinu




Geneticky kod a tok geneticke informace
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Skladba lidskeho genomu

Mitochondrialni (MCH) genom (Anderson 1981) 14.5
kb, 0.5% celého genomu, d eédi se vyhradn é od matky,
pA deéleni bu nky MCH DNA segreguje nahodn €,

— syntéza na MCH ribosomech (vlastni rRNA a
tRNA); MCH genom je kompaktni - kodujici

Jaderny genom
24 ruznych molekul, 22 autosom u, 2 pohlavni chr.,
velikost 50-250 Mb,

70% tvo ri sekvence majici ur city vztah ke kodujici
DNA (v céetné intron u a regula énich oblasti)

10% tvo ri repetice (nap F. Alu sekvence)

10% tvo Fi transpozony




Poéty gen u u ruznych organism u

Mycoplasma (600)

Escherichia coli (4000)
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Skladba gen U u pro- a eukaryot

Genom eukaryot obsahuje mezi kodujicimi
sekvencemi Fadu nekodujicich oblasti - intron 4

coding region
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eucaryotic gene

Geny : pram. velikost 10-15 kb ale variabilni od stovek bp- Mb
(tRNA — Dys); exony ¢€ini od 100% az po 0.6% (Dys)

Introny jsou velmi variabilni: 0-118 na gen (u colagenu); de lka
0.5 kb pro £-globin az po 30 kb pro dystrofin




Rozdily v regulaci u pro- a eukaryot

Exprese u prokaryot je typicky regulovana v ramci operonu -
souboru kontrolnich sekvenci v bezprostredni blizkosti protein-
kodujici sekvence

Eukaryotické geny jsou rovnéz regulovany souborem kontrolnich
sekvenci, které se nachazeji pobliz protein-kodujici sekvence, ale
operony zde neexistuji.

V eukaryotickych bunkach je jadro - regulace je komplexnéjsi
(transkripce a translace jsou oddéleny).

Introny se u bakterii témér nevyskytuji a regulace sestrihem se
uplatinuje pouze u eukaryot

Existuje kratkodoba a dlouhodoba regulace transkripce.




Moznosti regulace exprese u eukaryot
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Reqgulace transkripce u eukaryot

Regulace kratkodoba exprese se m éni rychle jako
reakce na pot rFeby bu nky nebo na vn éjSi faktory

Regulace dlouhodoba geny d dlezité z hlediska vyvoje
nebo diferenciace




Zakladem regulace je vazba protein U na DNA

par bazi cukr-fosfatova

= Vazba se uskutecnuje

‘ " prostrednictvim interakce proteinu s
DNA. Jsou znamy rtzné strukturni
motivy proteinu, které specificky
vazou na DNA

-Homeodoména
-Motiv zinkoveho palce

-Leucinovy zip




Promotor a transkrip €ni kompex

Regulace na urovni

transkripcni faktory

RNA-polymeraza

Il aan
Gompla

L
| zacatek
promotor transkripce BB il

Carmplade

- Promotor se nachazi pocatkem transkripce

- Nekteré promotory urcuji zacne transkripce (napr. TATA), jiné toto
misto neurcuji

- Specifické TF se vazou na specifické promotory

- Gen mlize mit jeden nebo vice promotoru




Transkrip €ni kompex

Regulace na urovni prvotniho kodu DNA

D — TFIID je multi-komponentni faktor, ktery rozpozna

a vaze se k promotoru DNA. Obsahuje TBP (TATA

binding protein), ktery se vaze k TATA sekvenci. Va zba
TFIID k DNA je prvnim krokem p A iniciaci transkripce

TBP protein navazany k DNA




Transkrip €ni kompex

Regulace na urovni prvotninho kodu DNA
B — TFIIB — vaze se k TBP a k RNA polymeraze Il

stabilizuje vazbu TBP k TATA elementu, nutny pro
asociaci RNA polymerazy Il k inicia  énimu komplexu

Struktura
navazaného k TBP-
komplexu




Transkrip €ni kompex

Regulace na urovni prvotniho kodu DNA

TFIIF ma dv é podjednotky a vaze se k RNA polymerase
Il — je pot rebny pro stabilni vazbu polymerazy k
promotorovemu komplexu

TFIIH ma 6 nebo vice podjednotek, vaze se k DNA
prost Fednictvim TFIIE a umoz nuje polymeraze opustit
promotor (p Fejit do elonga éniho rezimu)




Enhancery a aktivatory transkripce

regulaéni
sekvence
genu

1

aktivaéni protein

obecné
transkripéni faktory

RNA-polymeraza
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promotor transkripce

EUKARYOTA

Nékteré proteiny mohou mit dv € nebo vice Urovni exprese, p Acéemz
vySSi Urove n zajis tuji aktiva ¢éni proteiny, které maji dvn € domény —
vazebnou k DNA a aktiva éni. Vazebna sekvence se m uze nachazet

daleko od regulovaného genu




Enhancery

Enhancery jsou kratké sekvence regulujici transkripci
na v étsi vzdalenost

- mohou se nachazet p rfed i za mistem transkripce

- aktiva €éni proteiny maji doménu pomaoci niz se vazou

specificky na enhancer a doménu aktiva éni

- DNA muaze vytva fet smy €ky, které umozni interakci
aktiva ¢niho proteinu s transkrip  énim komplexem

- interakce regula ¢nich protein & urcuje zda bude
transkripce aktivovana (m dze byt také utlumena)




Enhancery - p riklad

Prikladem jednoduche regulace u eukaryot je regulace
steroidnimi hormony kdy jeden typ bun ek organismu
iIndukuje transkripci u jinych bun  ék

- geny regulovane steroidnimi hormony maiji
enhancery HRE — hormone response elements

- HRE se nachazeji v mnoha kopiich

- ph absenci hormonu je jaderny receptor vazan na
chaperon

- pritomnosti hormonu se odstrani chaperon,
zmeneény receptor se vaze na enhancer




Enhancery - p riklad

Hormone binds to
receptor, displacing Hsp90

Glucocorticoid
steroid hormone _v

Hsp90 ——
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Glucocorticoid-receptor
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activates transcription

RNA
polymerase

Translation
produces
proteins




Epigeneticka regulace exprese

Epigenetika zahrnuje jevy souvisejicisd édiénou modifikaci
struktury a transkripce chromatinu jez navazuje zejmena na:

- modifikace histon U
- metylaci DNA

Patri zde PEV, uml éovani gen u heterochromatinem, regulace
vyvoje a diferenciace Polycom and trithorax proteiny,
imprinting a dalsi jevy.

Nepatri zde vliv vn jSich faktor G na expresi bun ék.




,Position effect” u kvasinek a Drosophily

Po ozareni se u Drosophily objevila
mutace p Fi niz se €ervene facety o €i
zmenily z ¢asti na bilé. Cytogeneticka
analyza ukazala, ze doslo k inverzi
chromosomu, kdy se gen ozna ¢eny
jako ,white“ p fesunul do blizkosti
heterochromatinu.

Jev bylo mozno potla €it nebo naopak
zesilit. Casem bylo nalezeno 50 gen
modifikujicich tento fenomen.

Nejlépe charakterizovanym modifikatorem
je HP1 protein . HP1 obsahuje evolu éneé
stalou chromo doménu, ktera se vysky-
tuje také u vyvojového regulatoru
Polycomb (PC) proteinu. DalSim je pak

SUV39H1, ktery zajisS tuje metylaci H3-K9.

Opaény efekt maji tzv. trithorax proteiny.




A

| Fizeni exprese

Uloha heterochromatinu p

Heterochromatin - tmavé zbarvena ¢ast chromatinu,
- kondensovana po dobu bunééného cyklu
- nachazi se hlavné v centromerickych a telomerickych oblastech
- je genové chudy,
- obsahuje repetitivni sekvence
- nachazi se vétsSinou na okraji jadra
- DNA v heterochromatinu je Spatné pfistupna pro
transkripéni faktory,
- histony jsou malo acetylovany a hodné metylovany na H3-K9
- obsahuje HP1 protein vazany na metylovany H3-K9

BrUTP — late S phase

*
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Uloha heterochromatinu p Fi Fizeni exprese
Dvoustup nova regulace exprese (Francastel et al., 1999)

Mérena vzdalenost genu
"y it :
f - od nejblizsi oblasti
Fl 0RO 0] heterochromatinu pro

B Active, open 3 typy bun é
Bl Silent, open
B Silent, closed

T-MEL — exprese uml éena
gen je bli zko heterochrom
atinu

Struktura se m UZe otevrit
- dole a k expresi jest &
nemusi dojit

N-MEL — struktura je
otevrena, gen je aktivni
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Uloha heterochromatinu p Fi Fizeni exprese
Vzdalenost Rb gen u k chromocentr um (Bartova et al)

Bunky HL-60 Granulocyty




Metylace DNA

- Existuji enzymy metylujici de novo (DNMT3a a DNMT3Db)
- Existuji enzymy, které DNA podle prvniho
(,maintenance methylaes”) — ty jsou odpov  édné za

- Existuje demetylaza, ktera odstrani metylaci z DNA.
- Metylace DNA nastava nej €astéji v symetrickych CG sekvencich
(CpG islands), ktere se nachazeji u poloviny lidskych genu

methyl grou
Deoxyribose ( yl group) Deoxyribose

Cytosine (in DNA) 5-Methylcytosine (5mC)




Zachovani metylace p rireplikaci ,udrzovaci
metylazou*

Replikace
Metylace

DNMT1




Metylace DNA je d ulezita

- Metylace DNA se nachazi hojn é u zhoubnych nador G (jak u
onkogen u tak i u tumor supresorovych gen 1)

- Poskozeni metylaz (mutaci) vede k tézkym onemocn énim (bez
methyltransferaz se embryo nevyvine)




Uloha metylace p F¥i Fizeni transkripce

- Transkrip €éné aktivni geny obsahuji podstatn & mensSi hladinu
metylované DNA ve srovnani s inaktivnimi geny,

- Inaktivni chromatin je obvykle metylovan (napf. inaktivni X-
chromosom nebo inaktivované supresorové geny u nador u)

- Chromatin v misté metylace DNA je kondensovan éjSi a brani
pristupu TF

- Promotory, které nemaji CpG ostr uvky, mohou byt citlivé na
methylaci jednotlivych cytosin 0 — TF mohou byt metyla ¢€né zavislé
(napf. AP-2), existuji vSak proteiny, které se vazou pouze na
metylovanou DNA




Mechanismus jak metylace DNA vede ke
kondensovanému chromatinu

Induction of silent chromatin

by DNA methylation signals DNA metylace usnad nuje vazbu HDAC
komplex u (pfes MBP — methyl binding
proteins) a histon metylazy (HMT).
Tyto enzymy odstrani Ac skupinu a
pridaji M skupinu na H3-K9, ktera je
rozpoznana HP1 proteinem. Tento stav
je dale Si fen vazbou histon

metyltransferazy na HP1.




Uml€eni exprese genu metylaci de novo

gene regulatory general
= roteins transcription factors

Umléeni genu probiha v
nasledujicich krocich:

1) Odstran éni regula €nich
LOSS OF GENE .
REGULATORY PROTEINS proteln loj
T —— — |GENEIQFF
2) Metylace DNA

U T LEAKY

NEW DNA METHYLATION

3) Vazba metyla éné zavislych
protein U

THAT RECOGNIZE METHYL C 4) Deacetylazy a histon-
metylazy

5) HP1 se vaze na met. H3-K9 a
BINDING AND ACTIVITY OF CHROMATIN r17 . =
REMODELING COMPLEXES AND posili kondenzaci chromatinu

HISTONE DEACETYLASES

GENE
mr _—  COMPLETELY
OFF




Insulator — hrani ¢ni element

Vzhledem k plisobeni aktivatorti na velkou vzdalenost, musi byt
jejich vliv oddélen (aby si neprekazely). To zprostredkovavani
insulatory - elementy jez vazou proteiny, které

1) chrani geny pred sSirenim heterochromatinu (jejich prenos
spolecné s genem do blizkosti heterochromatinu vylouci PEV)

2) blokuji funkci enhancertl (pokud se nachazeji mezi
enhancerem a cilovym genem)

gen A neni ovlivnén blizkym
heterochromatinem

gen A neni ovlivnén
enhancerem, zatimco gen B je




Uloha Polycomb group protein @ (PcG) a trithorax
group protein u (trxG) p Fi Fizeni vyvoje

Ontogeneze je kontrolovana d Gmyslinou kaskadou gen 4, jez zahrnuji
transkrip éni faktory nejprve rozd élujici embryo do v étSich domén a
nasledn &€ do jemn éjSich podjednotek. Identita jednotlivych  casti téla je
dana ur éitym TF.

U Drosophily tyto TF tvo Fi tzv. HOM-C komplex , u obratlovc G je to Hox
komplex.

Stabilni expresi  téchto TF zajis tuji PcG proteiny (udrzuji geny v
reprimovaném stavu) a trxG proteiny (udrzuji aktivni stav). Mechanismus,
kterym se tak d €je zahrnuje modulaci struktury chromatinu.

Existuji vyznamné paralely mezi regulaci vyvoje a uml  €ovanim gen
prost fednictvim modifikace chromatinu. N  ékteré PcG proteiny maji HDAC
aktivitu a naopak trxG proteiny maji HAT aktivitu
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Uloha PcG a trxG protein G pfi Fizeni vyvoje

Egg

Anterior

Cellular blastoderm

Embryo at
10 hours

Ventral

APAPAP AP AP 4B NPAPAPPAD

Thoracic  Abdominal
segments segments

Posterior

Parasegments

Compariments

Molekularni gradienty v anterior-
posterioralnim a dorso-ventralnim
smeéru vedou k formovani
parasegment(l a poté segmentti u
embrya i dospélého jedince

V kazdém segmentu je exprimovan
jiny ridici protein

Segmentace u embrya a dospélého
jedince




Uloha PcG a trxG protein a pfi fFizeni vyvoje




Regulace exprese lidskeho genomu

Uvod (tok genetické informace, skladba lidského
genomu, velikost - porovnani s jinymi organismy,
urovn é regulace)

Porovnani regulace transkripce u pro- a eukaryot
Regulace transkripce na urovni genetickeho kodu
Regulace na urovni chromatinu a jadra

Urove ri sest fihu, translace, degradace RNA a
proteinu
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Positions of all chromosomes in nuclei of differeall types
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Umist éni genetickych element U HSA 17 vzhledem ke
stredu jadra a jejich umist eni na transkrip ¢ni map e
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Umist éni genetickych element G HSA 17 a HSA
12 na transkrip €énich mapach chromosom U

TP53
Iso p |

'-

LukaSova et al., 2002 Okumura et al., 2000




VIiv genové exprese na strukturu
chromosomovych teritorii

Volpi et al., JCS, 2000




Schéma interfazniho chromosomu

su omal

Chromosome
Chromatin loopes backbone
(shown short for

clarity) S
> D
Active

\subdoma'

Chromosomy jsou polarni s aktivni (dekondensovanou) domenou uvnitf a
neaktivni (kondensovanou) domenou na okraji jadra. Toto uspofadani se
v zasadeé vytvori v telofazi/G1 fazi a zustava v prubéhu cyklu neménné.
Tim se nastavi expresni profil bunky. Je dano metylaci DNA?7??




Regulace exprese lidskeho genomu

Uvod (tok genetické informace, skladba lidského
genomu, velikost - porovnani s jinymi organismy,
urovn é regulace)

Porovnani regulace transkripce u pro- a eukaryot
Regulace transkripce na urovni genetickeho kodu
Regulace na urovni chromatinu a jadra

Urove ri sest /ihu, translace, degradace RNA a
proteinu




Regulace exprese na urovni zpracovani mRNA

Existuje nékolik regulacnich mechanismu:

Alternativni polyadenylace - podle toho kde se prida polyA
konec (jeden gen muize dat proteiny zcela odlisné funkce)

Alternativni sestrih - podle toho, ktery exon je zaclenén do
konecné mRNA

Malé molekuly RNA (siRNA) - 20-25 nukleotidli dlouhé
dsRNA mohou potlacit expresi urcitého genu (RNAi efekt),
jiné mohou aktivovat expresi. Nobelova cena -

Adrew Fire a Craig Mello v roce 2006 ,,RNA interference"

MicroRNA (miRNA) - kodovany genomem, reguluji expresi
30% genli u clovéka podobné jako siRNA (bud’ degradaci
MRNA nebo post-transkripcné. Exprese miRNA deregulovana
u nadorovych onemocneéni, snizena exprese miRNA vede k
rychlejsi onkogenezi u modelovych organismtl.

Tyto mechanismy mohou fungovat i soucasne




Regulace exprese na urovni zpracovani mRNA

dsRNA Ize do bu nky dopravit pomaoci

plasmidu, ktery umozni jeji expresi.

dsRNA St épi protein DICER, po

navazani dalSich protein 0 se aktivuje

SiIRMNA unwinding
(RISC activation)

Komplex rozpoznava mRNA a degra-
duje ji

cleavage

.@ NS deicuion Prob &hlo jiz testovani terapeutickych

‘l' moznosti u lidi.

t Protein expmsg’

Byly objeveny microRNA, které maiji

podobnou funkci, kodovany genomem




