Struktura lidskeho genomu

Historicky uvod

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

Metodicke pristupy
Chromosomy (stavba, ¢lenéni, teritoria - CT)

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



Jadro bunky (Robert Brown, 1831)

Buriky a jejich jadra Jadro predava dedi¢cnou
informaci (Haeckel 1866)
% V jadre je obsazena kysela
2 g latka — nuklein (DNA)
jadrd — (Miescher 1869)

Nukleova kyselina vs protein

9 & ‘ (Miescher 1874)



Deleni bunéek (Walther Flemming, 1882)
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Walther Flemming: zkoumal
deleni bunek, prvni pozoroval
chromosomy, zavedl| pojem
mitoza a chromatin




Prvni predstavy o strukture genomu

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

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

Theodor Boveri: dedicnhost 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

,x//\\/Y\\

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

Genom v jadre
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Metodicka cast

Techniky pouzivane pro studium struktury
lidskeho 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

"Paintingove'" 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 nukleotidii 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
fluoreskuji
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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

R R:000 G:000 B:0

R#R:000 G:000 B
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protilatek)

Topoisomeraza
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E#R:000 G:000 B:00
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2.znaceni uzitim
hybridizace

Teritorium
HSA 17
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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 rady uzivatelskych parametru pro
snimani (pozice na sklicku, meandrovité snimani,
pocet rezu, krok vertikalniho posunu, pocet a druh
fluorochromu, rozsah intenzit apod.)

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




Automaticka analyza obrazu



Automaticka analyza obrazu

Signal attributes:
Hybridization #1  Probe #2  Signal type: Gene
Zy 45,00
4,83 Y 6.6 dz; -24,20

24 Intensity: 63 Height: 51
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Chromosomy

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

CT a jejich casti 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, odpovedné za segregaci CT, fixovany
na urcité misto v CT, maji urcCitou 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 domeén, byly pokusy T. Cremera

v léetech 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

Chromosom

Proteinovy Jaderné pory
komplex

Transkripce



Chromosomy

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



Struktura CT — CT je tvoreno subdomeénami

L | L1 '
asr A . R

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



Struktura CT - schéma

subchromosomal

chromosome fiber - - -
200-400 nm




Chromosomy

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

CT a jejich casti 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"




loop base spring

(magnified)

subcompartmaent

chromatin
ubcompartment

Schéma modelu

Existence subdomeén uvnitr CT
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Chromosomy

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

CT a jejich casti 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: green 2 -, ,
a J /' p-arm: red 1 /
yellow 2
yellow 1

green 1

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



Cytometrie s vysokym rozliSenim — nalezeni signalt

Topografické parametry jsou vypocteny
pro kazdy signal — souradnice X, y, z v
tézistovéem systému jadra, intensita,
V}'/§ka VelikOSt ap0d. Hybridization #1  Probe #1  Signal bype: Gene

e N e

Signal attributes: |

& dZ: Z
%R 75  Intensity: 239 Height: 126 Size: 24
ALFWHM:: 0 A2(FWHMyY: 0 A3(FWHMZ: 0
Intensity criterion: 1 of 4
Height criteriorn: 1 of 4
Size criterion; 2 of 4

- 9 Do ywou wank ko delete this signal?




Polarni struktura Go-lymphocytes Stimulated lym
chromosomovych
teritorii

<45°

CT8in
Go-lymphocytes




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

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

4) Vezmeme tenky fez jadrem kolem roviny vedouci pres strfed
jadra a stfed CT

Mean
position

Mean
position




Orientace CT v jadre bunky

@ RARA
@® TP-53
@ cenl17

® TP53
® RARa
@ cenl7

Probability density [x1072]
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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 zpusobené fluktuacemi CT
uvnitr jadra



1)

2)

Struktura chromosomovych teritorii

Zavery o nenahodném usporadani chromosomovych teritorii:

Uhly trojuhelniku jez vznikne ze tfi genetickych elementt 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 rizné zZivocisné druhy (radialni distribuce)

Uhlové distribuce pro geny a CT - interpretace

Vzajemné vzdalenosti genetickych elementu — vypocet
a porovnani s experimentem

Vazba genetickych elementu (CT) mezi sebou

Genom se prilis nehybe



Chr. 22

Chr. &




Polohy genetickych elementu v jadre

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




, . 0 ABL
Vzdalenosti genu | Eodymphocyies

od stredu jadra
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Usporadani chromatinu homologniho k lidskym chromosomum
#18 a #19 se u lymfoidnich bunek zachovalo
v prubéhu evoluce vysSich primatu

. Human(HSA) - |

0

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




Usporadani genomu v jadre bunky

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

Uhlové distribuce pro geny a CT - interpretace

Vzajemné vzdalenosti genetickych elementu — vypocet
a porovnani s experimentem

Vazba genetickych elementu (CT) mezi sebou

Genom se prilis nehybe



Uhlové distribuce

Rozdeleni uhll mezi spojnicemi stfed jadra — gen pro homologni dvojice
genu. Jeden z genu dvojice lezi na ose X, druhy je v ploSe obrazku.
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Rozdéleni uhlu gen-stred-gen
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Geny ABL, c-MYC, BCR,
centromera C1 v bunkac
Go-lymfocytu




Usporadani genomu v jadre bunky

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

Uhlové distribuce pro geny a CT - interpretace

Vzajemné vzdalenosti genetickych elementi — vypocet
a porovnani s experimentem

Vazba genetickych elementu (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 rizné zZivocisné druhy (radialni distribuce)

Uhlové distribuce pro geny a CT - interpretace

Vzajemné vzdalenosti genetickych elementu — vypocet
a porovnani s experimentem

Vazba genetickych elementu (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

Pravdépodobnost
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pro chromosomy 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

st 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 zmenam dochazi v
mitoze



Walter et al. (
J. Cell Biol. 1




normalized distances
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J. Cell Biol. 160: 685
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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 1.1
——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-CT1 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

-

10 um

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

Jak se bude chovat nevysviceny
chromatin v prabéhu 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 zmenam dochazi v
mitoze

Globalni struktura u nadorovych bunek



Zmeény 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)
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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 indukovaneé zarenim

Probability

Probability

Probability

Probability

Centromere 6

Nuclear center-to-centromere
distances

Centromere 9

Nuclear center-to-centromere
distances

Centromere 17

Nuclear center-to-centromere
distances

TP53 gene

Nuclear center-to-gene
distances
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Distance in % of radius

Centromere 6

Centromere-to-centromere
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Centromere 9

Centromere-to-centromere
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Centromere 17
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TP53 gene

Gene-to-gene distances
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Fragmentace CT 11 (zobrazeno CT, centromera a pirekryv 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 zmenam dochazi v
mitoze

Zmeny genomu: diferenciace, reparace,
apoptoza, transformace

Globalni struktura u nadorovych bunek



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

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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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 =682+ 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 3.5 CN -to- EWS distances
mean =62.2+1.4 % 301 mean=454 +1.2%
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Probability density



Struktura lidskeho genomu

Zavery:

1)

2)

3)

4)

o)

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 pruabéhu vyvoje vyssSich primata a
pravdépodobné i v prubéhu 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 sobe; frakce
bunék s vazanymi elementy se muze liSit v zavislosti na typu
bunéek

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



Regulace exprese lidského genomu

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

Porovnani regulace transkripce u pro- a eukaryot

Regulace transkripce na urovni genetickeho kodu



Geneticky kod a tok genetické informace

Gene expression

Template —
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Skladba lidského genomu

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

— synteza na MCH ribosomech (vlastni 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 koédujici
DNA (vcetné intronu a regulacnich oblasti)

10% tvori repetice (napr. Alu sekvence)

10% tvori transpozony



Poéty genu u ruznych organismu

Mycoplasma (600)

- . Escherichia coli (4000)
clovek

+ vysSSi
organismy
(25 000)




Skladba genu u pro- a eukaryot

Genom eukaryot obsahuje mezi kodujicimi
sekvencemi radu nekédujicich oblasti - intronu

coding region

c i

o'
.
o

3

|
bacterial gene

coding regions noncoding regions

LEXOns) (introns)

elcaryotic gene
Geny : prum. velikost 10-15 kb ale variabilni od stovek bp- Mb
(tRNA — Dys); exony ¢éini 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



Rozdily v regulaci u pro- a eukaryot

Exprese u prokaryot je typicky regulovana v ramci operonu -
souboru kontrolnich sekvenci v bezprostiredni 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

regulace regttJvI.ahce
transkripce SEElnE

regulace
transportu
a
lokalizace

regulace
degradace
MRNA

o
protein
translace regulace

degradace

inactive 2 cldbily



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, umi€ovani gentu heterochromatinem, LCR
regulace, regulace vyvoje a diferenciace Polycom and trithorax
proteiny, imprinting a dalsi jevy.

Nepatri zde vliv vnéjsich faktoru na expresi bunék.



»Position effect” u kvasinek a Drosophily

Po ozareni se u Drosophily objevila
mutace pri niz se €ervené facety o€i
zmeénily zcasti na bilé. Cytogeneticka
analyza ukazala, ze doslo k inverzi
chromosomu, kdy se gen oznaceny
jako ,,white“ presunul do blizkosti
heterochromatinu.

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

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

DalsSim je pak SUV39H1, ktery je pribuzny
trithorax (TRX) proteinium a zajist'uje
metylaci H3-KO9.




Uloha heterochromatinu pfi fizeni exprese

Heterochromatin - tmavé zbarvena Cast chromatinu,
- kondensovana po dobu bunécného cyklu
- nachazi se hlavné 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

—2t 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€éena
gen je blizko heterochrom

atinu

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

N-MEL - struktura je
otevrena, 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 podile prvniho
(,,maintenance methylaes®) — ty jsou odpovédné za

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

methyl grou
Deoxyribose ( ylgroup) Deoxyribose

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



Zachovani metylace pri replikaci ,,udrzovaci
metylazou*

CH3 CH3

ACGTATCGT

ACGTATCGT

---.- - . | ’
e e aal LI it l'll'l,
CH3 TGCATAGCA TGCATAGCA
Replikace
Metylace CH3
—)>
} DNMT1
CH3
TGCATAGCA

ACGTATCGT
CH3 ’ PR

’
Sl ;
’ - Il ’

TGCATAGCA TGCATAGCA

CH3 CH3



Metylace DNA je dulezita

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

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



Uloha metylace pfi Fizeni transkripce

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

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

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

- Promotory, které nemaji CpG ostrivky, mohou byt citlivé na
methylaci jednotlivych cytosini — 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 metnylaon signars” DNA metylace usnadfuje 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 sifen vazbou histon
metyltransferazy na HP1.




Umliceni exprese genu metylaci de novo

gene regulatory general

==Sroteins transcription factors
/

Umlceni genu probiha v
nasledujicich krocich:

1) Odstranéni regula€nich
LOSS OF GENE _—
REGULATORY PROTEINS P roteinu
e ——— - (TN OFF
= -+
2) Metylace DNA
NEW DNA METHYLATION 3) Vazba metylaéné ZéViSIYCh
proteinu

4) Deacetylazy a histon-
metylazy
5) HP1 se vaze na met. H3-K9 a
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Insulator — hranicni element

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

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

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

gen A neni ovlivnén blizkym
I heterochromatinem

»’ hES 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 dimyslnou kaskadou genu, jez zahrnuji
transkripéni faktory nejprve rozdélujici embryo do vétSich domén a
nasledné do jemnéjSich podjednotek. Identita jednotlivych casti téla je
dana urcCitym TF.

U Drosophily tyto TF tvori tzv. HOM-C komplex, u obratlovcu 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 déje 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 maiji HAT aktivitu.



o

Uloha PcG a trxG protein pfi Fizeni vyvoje

Egg

Anterior Posterior

Ventral
Cellular blastoderm Parasegments

l..FIF‘I.P A P& FM‘I.F‘A-PH‘J:F.\F‘

Compartments

Embryo at
10 hours

Thoracic  Abdominal
segments segments

Molekularni gradienty v anterior-
posterioralnim a dorso-ventralnim
smeéru vedou k formovani
parasegmentil 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 proteint pfi Fizeni vyvoje




Regulace exprese lidského genomu

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

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

Regulace na urovni chromatinu a jadra



Transkripcni mapa genomu
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Positions of all chromosomes in nuclei of different cell types
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Umisténi genetickych elementu HSA 17 vzhledem ke
stredu jadra a jejich umistéeni na transkripcni mape
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Umisténi genetickych elementi HSA 17 a HSA
12 na transkripénich mapach chromosomii

TP53

RARa

73, 103, 189, 197

206, 97, 116

Lukasova et al., 2002 Okumura et al., 2000




Vliv genové exprese na strukturu
chromosomovych teritorii

Volpi et al., JCS, 2000




Schéma interfazniho chromosomu

Inactive

SO~ 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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