Regulace exprese lidskeho genomu
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Skladba lidského genomu

Jaderny genom
22 autosomu, 2 pohlavni chr., velikost 50-250 Mb,

Mitochondrialni (MCH) genom (Anderson 1981) 14.5 kb,
0.5% celeho genomu, déedi se vyhradne od matky, pri
deleni bunky MCH DNA segreguje nahodne, —
synteza na MCH ribosomech (viastni rRNA a tRNA);
MCH genom je kompaktni - kodujici

Repetitivni sekvence (napr. Alu sekvence, LINE)

transpozony




Skladba genu u pro- a eukaryot

Genom eukaryot obsahuje mezi kodujicimi
sekvencemi radu nekédujicich oblasti - intronu

coding regian
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eucaryotic gene

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

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




Moznosti regulace exprese u eukaryot

Jadro Cytoplasma
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Epigeneticka regulace exprese

Epigenetika zahrnuje jevy souvisejici s dédicnou modifikaci
struktury a transkripce chromatinu jez navazuje zejména na:

- modifikace histoni
- metylaci DNA
- strukturu chromatinu a genomu

Patri zde PEV, uml€ovani genti heterochromatinem, LCR
regulace, regulace vyvoje a diferenciace Polycom and trithorax
proteiny, imprinting a dalsi jevy.

Nepatri zde vliv vnéjsich faktoru na expresi bunék.




Uloha heterochromatinu pfi fizeni exprese -PEV

Heterochromatin — kondensovana forma chromatinu po dobu bunécného cyklu
- nachazi se hlavné v centromerickych a telomerickych oblastech
- je genove malo zastoupeny,
- obsahuje repetitivni sekvence
- nachazi se vétSinou na okraji bunécného jadra
- DNA v heterochromatinu je Spatné pfistupna pro
transkripCni faktory,
- histony jsou malo acetylovany a hodné metylovany, napfiklad

na H3-K9
- obsahuje HP1 protein vazany na di-/tri-metylovany H3-K9

BrdU — late S phase H3K9me3




Uloha heterochromatinu pfi fizeni exprese
Dvoustupnova regulace exprese (Francastel et al., 1999)

Mérena vzdalenost genu
il od nejblizsi oblasti
P<0.001p<0.001 heterochromatinu pro
e 3 typy bunék

Bl Active, open
Bl Silent, open

B Silent, closed

T-MEL — exprese umi¢ena
gen je blizko heterochro
atinu

Struktura se muze otevrit
- dole a k expresi jesté
nemusi dojit

N-MEL - struktura je
oteviena, gen je aktivni

Distance to centromere/radius




Uloha heterochromatinu pfi fizeni exprese

Vzdalenost Rb genu k chromocentrum (Bartova et al., 2000)

Buriky HL-60 Granulocyty




Metylace DNA

- Existuji enzymy metylujici de novo (DNMT3a a DNMT3b)

- Funkce

- Existuji které se uplatnuji pri
degradaci metylace DNA.

- Metylace DNA nastava nejcastéji v heterochromatinu a u
nadorovych bunék u (CpG islands),

zdrojem metylové skupiny je
S-adenosylmethionin (SAM)

methyl grou
Deoxyribose ( ylgroup) Deoxyribose

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




The fate of hemimethylated DNA

After DNA replication, hemimethylated Cpls are converted to symmetrical methylation by DNMTI,
De novo symmetric methylation by DNMT3B is possibly mediated by H3K36me binding. DNMT3A maintains
hemimethylated DNA at specific loci, potentially marked by CTCF-cohesin and MBD proteins.
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Zachovani metylace pri replikaci ,,udrzovaci
metylazou“
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Methylace DNA se u savcu podili na udrzovani
genomoveé stability napriklad prostrednictvim
inaktivace chromozomu X. Na metylované CpG se vazi
specifické proteiny (MeCP)




Co oznacujeme za epigenetické faktory
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Obecné plati, ze CpG ostriivku se vyskytuji prevazné v promotorech house
keeping genti a ty jsou fyziologicky fungujicich bunék demethylovany na
DNA.

Methylace CpG se vyskytuje tedy jen v nadorovych bunka, nebo v house
keeping genech na inaktivnim chromosomu X, v okamziku kdy zacne
fungovat Xist. Dale vyjimkou ve statusu demethylace CpG jsou bunky
senescentni, u kterych se vyskytuje globalni metylace genomu.

Obecné u nadorovych bunék plati, ze se v genomu vyskytuje globalni
hypomethylace, ale nefyziologicka lokalni hypermetylace DNA




Uloha metylace pfi fizeni transkripce

- Transkripcné aktivni geny obsahuji podstatné mensi hladinu
metylované DNA ve srovnani s inaktivnimi geny,

- Inaktivhi chromatin je obvykle metylovan (napr. inaktivni X-
chromosom nebo inaktivované supresorové geny u nadoru)

- Chromatin v misté metylace DNA je kondensovanéjsi a brani
pristupu TF




Mechanismus jak metylace DNA vede ke
kondensovanému chromatinu

Induction of sileant chromatin
by DNA methylation signals

DNA metylace usnadnuje vazbu HDAC
komplexu (pfes MBP — methyl binding
proteins) a histon metylazy (HMT).
Tyto enzymy odstrani Ac skupinu a
pridaji Me skupinu na H3-K9, ktera je
rozpoznana HP1 proteinem. Tento stav
je dale SsSiren vazbou histon
metyltransferazy na HP1.




Umliceni exprese genu metylaci de novo

gene regulatory general
==roteins transcription factors

Umlceni genu probiha v
nasledujicich krocich:

1) Odstranéni regulacnich
LOSS OF GENE
REGULATORY PROTEINS proteinﬁ

2) Metylace DNA

BUT LEAKY
3) Vazba metylac¢neé zavislych
proteinu

THAT RECOGNIZE METHYL C 4) Deacetylazy a histon-
metylazy

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

HISTONE DEACETYLASES

GENE
T COMPLETELY
OFF




Transkripcni mapa genomu

(Caron et al., 2001)
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HSA 18 and 19 (positioningand gene density)

T. Cremer group, Munich




