Struktura lidskeho genomu

Historicky uvod

Zakladni poznatky o strukture lidského genomu
(DNA, nukleosomy, chromatinoveé vilakno)

Metodickeé pristupy
Chromosomy (stavba, cleneni, teritoria - CT)

Globalni struktura genomu (stavba CT, radialni vs
angularni distribuce, pohyblivost molekul a CT)



Jadro bunky (Robert Brown, 1831)
Jadro predava dedicnou

informaci (Haeckel 1866)
% V jadre je obsazena kysela
iad latka — nuklein (DNA)
jadrd — (Miescher 1869)

Nukleova kyselina vs protein

9 & ‘ (Miescher 1874)



Deleni bunek (Walther Flemming, 1882)

Bunka pred delenim

Chromosom
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Mitoticke
chromosomy

Walther Flemming: zkoumal
deleni bunek, prvni pozoroval
chromosomy, zaved| pojem
mitoza a chromatin




Prvni predstavy o strukture genomu

Dlouhou dobu se védci domnivali, ze nukleova kyselina v jadre
bunky je rozprostrena nahodné vsude se stejnou
pravdéepodobnosti.

Pozorovani mitotickych chromosomu vsak vedlo jiz koncem 19.
stoleti nékteré badatele k zaveéru, ze také v interfazi si mohou
chromosomy uchovat svou identitu (genetickou a strukturalni)
(Rabl 1885, Boveri 1888).

Theodor Boveri: dedicnost je vazana na
chromosomy (1887), po znovuobjeveni
Mendlovych zakonu Hugo de Vriesem
(1900) pokracuje ve vyzkumu dedicnosti.




Zakladni poznatky o strukture genomu

Primarni a sekundarni struktura DNA
Nukleosom a chromatinove viakno

Chromosomy a genom



Primarni a sekundarni struktura DNA

Retézec fosfat-cukr

il
1

Watson a Crick, 1953



Nukleosom

H1 histon

Nukleosomové jadro (oktamerni
komplex histonu)

Roger Kornberg, 1974



Chromatinove viakno

Nukleosomové jadro



DNA, nukleosomy, chromatin, chromosom a genom

Chromosom L.
Genom v jadre

Bunka

Chromatinové
vlakno

Nukleosomy

DNA



Metodicka cast

Techniky pouzivané pro studium struktury
lidskéeho genomu

Bunky a jejich fixace

FISH a 3D-FISH

In vivo techniky (SRL, GFP)
Kombinované znaceni
Konfokalni mikroskopie

Analyza obrazu



Fluorescencni in situ Hybridizace (FISH)

Chromosomova DNA

—
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DNA proba (sonda)

Hybridizace
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Druhy sond pro FISH

Sondy specifické pro urcité geny (sekvence)

Sondy specifické pro repretitivni sekvence v okoli centromer
Sondy specifické pro telomery

"Paintingové" sondy pro celé chromosomy
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Chromosomy obarvene FISH technikou




3D-FISH a konfokalni mikroskopie

1912 probe
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Maximalni obraz

Vsech fezu

Galerie optickych rezu

3D reconstrukce CT

Weierich et al., (2003) in press



Znaceni bunék metodou SRL (scratch replication labeling)
uzitim nukleotidi konjugovanych s fluorochromem

(SRL on neuroblastoma cells with " - fixed 30" after labelling)

Schermelleh et a. (2001) Chromosome Res. 9:77-80



Vizualizace vazebnych mist proteinu

V DNA in vivo pomoci GFP
Chromosomova DNA

Do bunky se vlozi plasmid koduijici

dany protein konjugovany s GFP

Syntéza konjugo-
vaného proteinu

—
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Protein se vaze na
cilova mista v DNA,
Ktera potom zelené
fluoreskuiji
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SRL pomoci Cy3-dUTP a segregace
chromosomovych teritorii u jader HeLa bunék s
histonem H2B konjugovanym s GFP

1st cycle 3rd cycle after at least 6 cycles



Sekvencni vizualizace uzitim

imunochemickych a FISH technik

ESR-000 G:000 B:0

ESR:000 G:000 B:

1.znacCeni (uzitim
protilatek)

Topoisomeraza
alfa

E4R:000 G:000 B:00

R R:000 G:000 B

2.znaceni uzitim
hybridizace

Teritorium
HSA 17

E8R:000 G:000 B:00




Cytometrie s vysokym rozliSenim
(automatizovana konfokalni mikroskopie)

ZEISS A100 + CARV LEICA + CSU-10a
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Software pro snimani obrazu a jeho analyzu

Umoznuje nastaveni frady uzivatelskych parametru pro
snimani (pozice na sklicku, meandrovité snimani,
pocet rezl, krok vertikalniho posunu, pocet a druh
fluorochromu, rozsah intenzit apod.)

Analyza se provadi bud manualné nebo automaticky.
Pri automatické analyze Ilze obvykle zadat radu
parametri pro segmentaci obrazu a 3D analyzu
signalu




Automaticka analyza obrazu



Automaticka analyza obrazu

Signal attributes:
Hybridization #1 Probe #2  Signal bype: Gene
Zy 45,00
2 -24.20
24  Intensity; 83 Height: 51

FisHMz: 0

Lo wou want to delete this signal?




Chromosomy

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

CT a jejich ¢asti jsou disjunktni
Subdomény CT

Chromosom jako nahodny polymer

Nenahodna vnitrni struktura CT



Klasické barveni chromosomu
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Lidské chromosomy
obarvené pomoci multicolor FISH




Vyznamneé sekvence na chromosomech

Centromery — identifikovatelné jako mista konstrikce, v nichz jsou
chromatidy spojeny k sobé, odpovédné za segregaci CT, fixovany
na urcité misto v CT, maji uritou sekvenci. Tyto sekvence mohou
byt stejné nebo podobné pro vice CT.




Chromosomova teritoria (CT)

Prvni experimenty, které vedly k zavéru, ze chromosomy se nacha-
zeji v jadre v podobé ohranicenych domén, byly pokusy T. Cremera

v létech 1982-1984. Zavedeni FISH podstatné urychlilo poznani
chromosomu jak v mitéze, tak v interfazi.
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Chromosomova teritoria se
neprekryvaji; ani jejich casti




Funkcni usporadani genomu v jadre

Jadérko

Chromatinogé ;
vlakna 3"

Chromosom

Proteinovy Jaderné pory
komplex

Transkripce



Chromosomy

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

CT a jejich ¢asti jsou disjunktni
Subdomény CT

Chromosom jako nahodny polymer

Nenahodna vnitrni struktura CT



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



Struktura CT - schéma

Cytoplasm = Nucleus

nuclear envelope

subchromosomal
domain

chromosome territory

chromosome fiber - - -
200-400 nm




Chromosomy

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

CT a jejich ¢asti jsou disjunktni
Subdomény CT

Chromosom jako nahodny polymer

Nenahodna vnitrni struktura CT



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




A random-walk/giant-loop model
Interfazniho jadra (Sachs et al., 1995)

flexible backbone"
straight for visual
clarity only

y

protein

chromatin

A

I "gian" loops"
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Chromosomy

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

CT a jejich ¢asti jsou disjunktni
Subdomény CT

Chromosom jako nahodny polymer

Nenahodna vnitrni struktura CT



Pouziti vice DNA prob pro tentyz chromosom
Signaly z prvni hybridizace Ize rozlisit v druhe
p-arm: red 1

yellow 1
green 1

red 2

-arm: qgreen 2 - )
. = / p-arm: red 1 /
yellow 2
yellow 1

green 1

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
tézistovéem systému jadra, intensita,
V}'léka VelikOSt apOd. Hybridization #1  Probe #1  Signal bype: Gene

Signal attributes: |

6 dZ: 2
%R 75 Inkensity: 239 Height: 126 Size: 24
ALIFWHM:): 0 AZ(FWHMy: 0 AS(FWHMz): O
Inktensity criterion: 1 of 4
Height criterion: 1 of 4

Size cricetion: 2 af 4

- 9 Do you wank ko delete this signal?




Polarni struktura Go-lymphocytes Stimulated lym
chromosomovych
teritorii

<45°

CT8in
Go-lymphocytes




Orientace CT v jadrech bunék

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

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

4) Vezmeme tenky rfez jadrem kolem roviny vedouci pres strfed
jadra a stfred CT

Mean
position




Orientace CT v jadre bunky

@ RARA
® TP-53
©® cen17

Probability density [x1072]
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VySe popsanym zpusobem dostaneme realné polohy
genetickych lokusu vzhledem k CT a také do znacéné miry
vzhledem k jadru. Transformace odstrani fluktuace polohy
genetickych elementu jez jsou zpusobené fluktuacemi CT
uvnitr jadra



1)

2)

Struktura chromosomovych teritorii

Zaveéery o nenahodném usporadani chromosomovych teritorii:

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

Orientace jader se zviditelnenymi CT a jejich genetickymi
elementy poskytuje dikaz o orientaci a polarité CT.



Usporadani genomu v jadre bunky

Rozdéleni genetickych elementu v jadre pro ruzné typy
bunék a ruzné zivoc¢isné druhy (radialni distribuce)

Uhlové distribuce pro geny a CT - interpretace

Vzajemné vzdalenosti genetickych elementu — vypocet
a porovnani s experimentem

Vazba genetickych elementi (CT) mezi sebou

Genom se prilis nehybe



Chr. 22

Chr. &




Polohy genetickych elementu v jadre

Rezy stfedem jadra z rGznych jader pieloZené pies sebe pro dva geny
(c-MYC a ABL)




, . 0 ABL
Vzdalenosti genu | Eodymphcyies

od stredu jadra
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Radialni usporadani chromosomu v jadre (genové bohaté a casné se
replikujici oblasti ( a genové chudé a pozdé replikujici
oblasti (zelene)

. -
Two color replication labeling of SH-EP N14 cells with and FITC-dUTP

Schermelleh et a. (2001) Chromosome Res. 9:77-80



Usporadani chromatinu homologniho k lidskym chromosomum
#18 a #19 se u lymfoidnich bunék zachovalo
v prubéhu evoluce vysSich primatu

. Human (HSA) |

Marmoset (CJA) |

n=38

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

HSA #19 homoloagous chromatin
HSA #18 homologous chromatin

Tanabe et al. (2002), PNAS 99: 4424-9

DNA-counterstain



Distribuce ¢asné se replikujiciho chromatinu microchromosomu a
pozdné se replikujiciho chromatinu makrochromosomu v interfazi
kurecich bunék a embryonalnich fibroblasti a neuron
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Habermann et al. (2001) Chromosome Res. 9:569-84



Usporadani genomu v jadre bunky

Rozdéleni genetickych elementu v jadre pro ruzné typy
bunék a ruzné zivoc¢isné druhy (radialni distribuce)

Uhlové distribuce pro geny a CT - interpretace

Vzajemné vzdalenosti genetickych elementu — vypocet
a porovnani s experimentem

Vazba genetickych elementi (CT) mezi sebou

Genom se prilis nehybe



Uhlové distribuce

Rozdéleni uhlu mezi spojnicemi stfed jadra — gen pro homologni dvojice
genu. Jeden z genu dvoijice lezi na ose x, druhy je v plose obrazku.
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Rozdéleni uhlu gen-stred-gen
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Usporadani genomu v jadre bunky

Rozdéleni genetickych elementu v jadre pro ruzné typy
bunék a ruzné zivoéisné druhy (radialni distribuce)

Uhlové distribuce pro geny a CT - interpretace

Vzajemné vzdalenosti genetickych elementiu — vypocéet
a porovnani s experimentem

Vazba genetickych elementi (CT) mezi sebou

Genom se prilis nehybe



Vzdalenosti mezi homolognimi a
heterolognimi genetickymi elementy
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Usporadani genomu v jadre bunky

Rozdéleni genetickych elementu v jadre pro ruzné typy
bunék a ruzné zivoc¢isné druhy (radialni distribuce)

Uhlové distribuce pro geny a CT - interpretace

Vzajemné vzdalenosti genetickych elementu — vypocet
a porovnani s experimentem

Vazba genetickych elementi (CT) mezi sebou

Genom se prilis nehybe



Polohy dvou genu na chromosomech 9 a 22




Vzdalenosti dvou genu na heterolognich
chromosomech

Chromosomy 8 a 22 Chromosomy 9 a 22

Go-lymfocyty Go-lymfocyty
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pro chrojnosomy 8 a 22 chromosomy 9a 22

Typické pro radu dvojic genu ABL a BCR geny
a bunécnych typu v Go-lymfocytech



Vazba mezi genetickymi lokusy

Geny RET a H4

v bunkach stitné
zlazy

e Vazba mezi geny




Usporadani genomu v jadre bunky

Rozdéleni genetickych elementu v jadre
Radialni distribuce, hustota provdepodobnosti
Uhlové distribuce pro geny a CT - interpretace

Vzajemné vzdalenosti genetickych elementu —
vypocet a porovnani s experimentem

Genom se prilis nehybe, ke zménam dochazi v
mitoze



nuclear volume:

1200 pym3

Walter et al. (
J. Cell Biol. 1




normalized distances

14 -
12 q.—"—/\_/f\/——\/\/
. 10 -
=
= R
e ——
[T
E § P S —— e
17 R
©
4
2 A Walter et al. (2003)
J. Cell Biol. 160: 685
0 ] L L| L L] L L] L] L] L] ] L]
0:00 2:00 4:00 6:00 8:00 10:00 12:00 time [h]
A(max-min) [um]
A(max-min) [um] —CT1-CT2 1.11
~—CT1-CN 0.91 CT3-CT1 1.04
~=CT 2-CN 1.19 mean + SD CT3-CT2 1.54 mean = SD
CT3-CN 0.73 0.85+0.27 —CT4-CTH1 1.48 1.37 £ 0.25
= CT 4 - CN 0.57 —CT4-CT2 1.66

CT4-CT3 1.37



HelLa bunky stabilné exprimujici H2B-GFP

before bleaching

10 um

after bleaching

- A_—

10 um

Walter et al. (2003)
J. Cell Biol. 160: 685

Jak se bude chovat nevysviceny
chromatin v priibéhu cyklu ?



Usporadani genomu v jadre bunky

Rozdéleni genetickych elementu v jadre
Radialni distribuce, hustota provdepodobnosti
Uhlové distribuce pro geny a CT - interpretace

Vzajemné vzdalenosti genetickych elementu —
vypocet a porovnani s experimentem

Genom se prilis nehybe, ke zménam dochazi v
mitoze

Globalni struktura u nadorovych bunek



Zmény struktury genomu v prubéhu diferenciace
(Bartova et al., 2000, 2001, 2002)

HL-60 cells granulocytes



Zmeény struktury genomu v prubéhu diferenciace
(Bartova et al., 2000)

—&—  HL60 cells
B ORN RA/DMSO, 6 hours
—A—  RA/DMSO, 7 days

P
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o
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Probability, P
Probability,

40 80
Center-to-gene fractional distance, r [%] Center-to-domain distance, r [% of radius]

[ HL-60 control
[ RA/DMSO, 6 hours
Il RA/DMSO, 7 days

Probability, P

Chromosome 8 domain area, o [umz]



Zmeny struktury genomu po indukci fuzniho
proteinu PML/RARa (Falk M. et al., 2003)

fusion protein PML/RAR«
(microspeckles)

protein PML (nuclear bodies)



Zmeny struktury genomu indukovane zarenim

Probability

>
=
=
:5
<
e}
o
=
~y

Probability

Probability

Centromere 6

Nuclear center-to-centromere
distances
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Centromere 17
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distances

TP53 gene
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Fragmentace CT 11 (zobrazeno CT, centromera a piekryv obou obrazii)

8| &

Apopticka téliska a rozpad CT 21




Usporadani genomu v jadre bunky

Rozdéleni genetickych elementu v jadre
Radialni distribuce, hustota provdepodobnosti
Uhlové distribuce pro geny a CT - interpretace

Vzajemné vzdalenosti genetickych elementu —
vypocet a porovnani s experimentem

Genom se prilis nehybe, ke zménam dochazi v
mitoze

Zmény genomu: diferenciace, reparace,
apoptoza, transformace

Globalni struktura u nadorovych bunék



Radialni rozdéleni genetickych lokusu v
bunkach HL-60 a v bunkach strevni tkane

Spatial distributions of the BCR, Spatial distributions of the
ABL and c-MYC genes in HL-60 BCR, ABL, and c-MYC genes
in colon cells
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Vzdalenost signalu od stiedu jadra [ %]

Mean values of radial distributions: 45.0£2.2% (ABL), 42.3+2.6% (BCR),
60.8+0.7% (c-MYC), 56.9+1.3% (cenl), 61.5+1.4% (cen 8) a 65.8+1.0% (cen 9).
The parameters do not differ significantly for HL-60, HT-29 and colon tissue cells.



Radialni distribuce fuzniho genu BCR/ABL

ABL-BCR distances in control
and leukemic cells

Spatial distributions of

Healthy donor BCR, ABL, and BCR/ABL
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Radialni distribuce fuznich genu v
bunkach Ewingova sarkomu

Radial 3D distributions of
EWS and FLI genes in
human lymphocytes

CN -to- EWS distances
mean = 56.8 + 0.7 %

0 20 40 60 80

CN -to- FLI-1 distances
mean =68.2 + 1.7 %
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Centre-to-gene distance

Radial 2D distributions of EWS,
FLI and both fusion loci in Ewing
sarcoma cells

Chromosome 11 Chromosome 22

CN -to- FLI-1 distances ~ | CN -to- EWS distances
mean =62.2+1.4 % : mean=454+1.2%

0 20 40 60 80 100 - 0 20 40 60 80 100

CN -to- fusion gene : CN -to- fusion gene
distances . distances
mean=54.3+1.3% ) mean=54.4+1.2%

Probability density

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Centre-to-gene distance



Struktura lidského genomu

Zavery:

1)

2)

)

4)

5)

6)

7)

Genetické elementy v jadrech lidskych bunécnych linii jsou
lokalizovany prednostné v radialnich vzdalenostech jez jsou
specifické pro dany element; chromosomova teritoria tudiz
vykazuji radialné zavislou vnitrni strukturu

Nenahodné radialni usporadani je podobné u riznych typt bunék
a zachovalo se i v prubéhu vyvoje vyssSich primata a
pravdépodobné i v priubéhu delSi evoluce

Genetické elementy ruznych chromosomu jsou lokalizovany
nezavisle na sobé, a proto jsou chromosomova teritoria v jadrech
bunék lokalizovana nezavisle (tj nahodné) jedno na druhém
Genetické elementy a tim i CT mohou byt vazany k sobé; frakce
bunék s vazanymi elementy se muze liSit v zavislosti na typu
bunék

Chromatin je v interfazi malo pohyblivy (vazba k matrici?, malo
prostoru), CT nemeéni vzajemné polohy, ty se mohou meénit v
mitoze.

Pri diferenciaci, po ozareni pri apoptéze a po indukci fuzniho
proteinu dochazi ke zménam struktury.

V nadorovych bunkach je globalni struktura podobna avsak v
nécem se muze liSit.
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