Regulace exprese lidskeho genomu

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

Porovnani regulace transkripce u pro- a eukaryot

Regulace transkripce na urovni genetickeho kédu
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Skladba lidského genomu

Mitochondrialni (MCH) genom (Anderson 1981) 14.5
kb, 0.5% celeho genomu, dédi se vyhradne od matky,
pri deleni bunky MCH DNA segreguje nahodne,

— synteza na MCH ribosomech (viastni rRNA a
tRNA); MCH genom je kompaktni - kédujici

Jaderny genom

24 ruznych molekul, 22 autosomu, 2 pohlavni chr.,
velikost 50-250 Mb,

70% tvori sekvence majici urcity vztah ke kédujici
DNA (véetné intronu a regulac¢nich oblasti)

10% tvori repetice (napr. Alu sekvence)

10% tvori transpozony



Pocéty genu u ruznych organismu

Mycoplasma (600)

- Escherichia coli (4000)

clovéek

+ vysSSi
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(35 000)




Skladba genu u pro- a eukaryot

Genom eukaryot obsahuje mezi kodujicimi
sekvencemi radu nekdédujicich oblasti - intronu
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Geny : prum. velikost 10-15 kb ale variabilni od stovek bp- Mb
(tRNA — Dys); exony ¢ini od 100% azZ po 0.6% (Dys)

Introny jsou velmi variabilni: 0-118 na gen (u colagenu); délka
0.5 kb pro S-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-koédujici 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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Epigeneticka regulace exprese
Epigenetika zahrnuje jevy souvisejici s déedicnou modifikaci
struktury a transkripce chromatinu jez navazuje zejména na:
- modifikace histoni
- metylaci DNA
- strukturu chromatinu a genomu

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

Nepatri zde vliv vnéjsich faktortl na expresi bunék.



»Position effect” u kvasinek a Drosophily

Po ozareni se u Drosophily objevila
mutace pfri niz se ¢ervené facety oci
zmeénily z¢éasti na bilé. Cytogeneticka
analyza ukazala, ze doslo k inverzi
chromosomu, kdy se gen oznac¢eny
jako ,,white‘ presunul do blizkosti
heterochromatinu.

Jev bylo mozno potlacit nebo naopak
zesilit. Casem bylo nalezeno 50 gent
modifikujicich tento fenomén — Su(var)
nebo E(var).

Nejlépe charakterizovanym modifikatorem
je HP1 protein. HP1 obsahuje evoluéné
stalou chromo doménu, ktera se vysky-
tuje také u vyvojového regulatoru
Polycom (PC) proteinu.

Dalsim je pak SUV39H1, ktery je pfibuzny
trithorax (TRX) proteinum a zajist'uje
metylaci H3-KO9.




Uloha heterochromatinu pfi fizeni exprese

Heterochromatin - tmavé zbarvena Cast chromatinu,
- kondensovana po dobu bunécného cyklu
- nachazi se hlavne v centromerickych a telomerickych oblastech
- je genove chudy,
- obsahuje repetitivni sekvence
- nachazi se vétSinou na okraji jadra
- DNA v heterochromatinu je Spatné pristupna pro
transkripCni faktory,
- histony jsou malo acetylovany a hodné metylovany na H3-K9
- obsahuje HP1 protein vazany na metylovany H3-K9

DAPI BrUTP — late S phase Me9H3
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Uloha heterochromatinu pfi fizeni exprese
Dvoustupnova regulace exprese (Francastel et al., 1999)

Mérena vzdalenost genu

e — od nejblizsi oblasti

R=<0:001p<0.00f heterochromatinu pro
EActive, open 3 typy bunék

Bl Silent, open
@l Silent, closed

T-MEL - exprese umi€ena
gen je blizko heterochrom

atinu

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

N-MEL - struktura je
oteviena, gen je aktivni
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Uloha heterochromatinu pfi fizeni exprese
Vzdalenost Rb genu k chromocentrim (Bartova et al.,2000)

Bunky HL-60 Granulocyty




Metylace DNA

- Existuji enzymy metylujici de novo (DNMT3a a DNMT3b)
- Existuji enzymy, které DNA podle prvniho
(,,maintenance methylaes“) — ty jsou odpovédné za

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

methyl grou
Deoxyribose ( ylgroup) Deoxyribose

Cytosine (in DNA) 5-Methylcytosine (5mC)
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Metylace DNA je dulezita

- Metylace DNA se nachazi hojné u zhoubnych nadoru (jak u
onkogent tak i u tumor supresorovych genti)

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



Uloha metylace pfi fizeni transkripce

- Transkripcné aktivnhi geny obsahuji podstatné mensi hladinu
metylované DNA ve srovnani s inaktivhimi geny,

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

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

- Promotory, které nemaji CpG ostriivky, mohou byt citlivé na
methylaci jednotlivych cytosinli — TF mohou byt metylacné zavislé
(napr. AP-2), existuji vSak proteiny, které se vazou pouze na
metylovanou DNA



Mechanismus jak metylace DNA vede ke
kondensovanému chromatinu

R meryiation siona” DNA metylace usnadfiuje vazbu HDAC
komplexu (pres 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 Siren vazbou histon
metyltransferazy na HP1.




Umliceni exprese genu metylaci de novo

gene regulatory general
==Sroteins transcription factors
¥l

Umlceni genu probiha v
nasledujicich krocich:
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Insulator — hranicni element

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

1) chrani geny pred sirenim 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
I heterochromatinem

/, \\ Ié . d
» S m gen A neni ovlivnén
enhancerem, zatimco gen B je



Uloha Polycomb group proteint (PcG) a trithorax
group proteinu (trxG) pri fFizeni vyvoje

Ontogeneze je kontrolovana diumyslnou kaskadou genu, jez zahrnuji
transkripéni faktory nejprve rozdélujici embryo do veétsich domén a
nasledné do jemnéjSich podjednotek. Identita jednotlivych casti téla je
dana urcitym TF.

U Drosophily tyto TF tvori tzv. HOM-C komplex, u obratlovcl je to Hox
komplex.

Stabilni expresi téchto TF zajistuji PcG proteiny (udrzuji geny v
reprimovaném stavu) a trxG proteiny (udrzuji aktivni stav). Mechanismus,
kterym se tak deje zahrnuje modulaci struktury chromatinu.

Existuji vyznamné paralely mezi regulaci vyvoje a umléovanim genu
prostrednictvim modifikace chromatinu. Nékteré PcG proteiny maji HDAC
aktivitu a naopak trxG proteiny maji HAT aktivitu.



Uloha PcG a trxG proteint pfi Fizeni vyvoje
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Uloha PcG a trxG proteintl pf¥i Fizeni vyvoje




Regulace exprese lidskeho genomu

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

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

Urovern sestrihu, translace, degradace RNA a
proteinu



Transkripéni mapa genomu

(Caron et al., 2001)
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Positions of all chromosomes 1n nuclei of different cell types
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Umisténi genetickych elementu HSA 17 vzhledem ke
stredu jadra a jejich umisténi na transkripcni mape
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Umisténi genetickych elementi HSA 17 a HSA
12 na transkripénich mapach chromosomu

TP53

108, 140, 190

RARG

73, 103, 189, 197

206, 97. 116

Okumura et al., 2000

Lukasova et al., 2002




Vliv genové exprese na strukturu
chromosomovych teritorii

Volpi et al., JCS, 2000




Schéma interfazniho chromosomu

Inactive
subdomai

Chromosome
Chromatin loopes backbone

(shown short for
clarity)

)
Active ¢
\subdoma' :

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