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Mechanismus davkové kompenzace a jeho evoluce
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Strategie vyrovnavajici davkove senzitivni
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Historie - objev davkové kompenzace

1949 — Barr a Bertram identifikovali strukturu blizko jaderné laminy v

jadre, ktera nebyla pfitomna v sam¢im jadre (,,sex chromatin)“
1959 — Ohno popsal Barrovo télisko jako kondenzovany X chromozom

1961 — ,,Lyon hypothesis=law”
* Xinaktivace v samicim jadre jako nastroj davkové kompenzace
¢ Nahodny vybér X-chromozomu
e Rlizné pocty X chromozomi

*  XX,44—diploid, normalni karyotyp, 1 X
* XY, 44 —diploid, normalni karyotyp, 0 X
* XXX, 44 — X trisomie, abnormalni vyvoj, 2 X
. XXY, 44 — Klinefeltertv syndrom, abnormalini vyvoj, 1 X

. XXXX, 88 — tetraploid, abnormalni vyvoj, 2 X

M. Barr a E. G. Bertram

S. Ohno




Fenotypovy projev davkové kompenzace

* U kocCek gen ginger (G) odpoveédny za oranzové zbarveni (phaeomelanin),

recesivni alela (g), nulova (b) — ,,black color” (eumelanin) — X vazany gen

» Kocoufi = oranzové zabarveni nebo hnédo-Cerné (pruhované velmi vzacné, casto

XXY), koCky = pruhovani

Neplést — gen pro zrzavé
vlasy (MCR1) je na
chromozomu 16!




Dve formy X inaktivace u savcu

e Nahodna

* Béhem gastrulace (epiblast)

* Inaktivace maternalniho nebo paternalniho chromozomu, dédicna

do dcefinych bunék

+ DGvod pruhovaného zabarveni u ko¢ek wehi.edu.au

* Imprintovana X inaktivace
* Paternalni X chromozom
* Pre-implantacni perioda embrya a extra-embryonalni tkan
* U vacnatcl, zfejmé vyvojové ptuvodnéjsi/primitivnéjsi

mechanismus




Imprintovana X-inaktivace
Pre-implantacni doba
Paternalni X chromozom,
stadium 2-4 bunék

sperm

. @0 =
@ 7 @

N
embryo 4 cell

oocyte
embryo

Nahodna inaktivace
somatickych bunék cells
béhem celého Zivota

morula |ﬁ:_§\|\| H"
%:y II|

| f
N \ blascyst a'l

id-gestation
embryo

E4.5 E5.0 E5.5 somatic

cells trophectodenm

Ectoplacental (&1
cone

Epiblast

placenta  |mprintovana X-inaktivace
\ Nahodna inaktivace Extra-embryonalni tkan

-~ | E5.5umysivbunkach epiblast Paternalni X chromozom
Pro-amniotic AN PR e pi b | a st u

Peri-implantation cavity

Kafer 2020



Imprintovana X-inaktivace
Pre-implantacni doba
Paternalni X chromozom, 2-
4 bunék
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Faze X chromozom inaktivace u savcu

* Pocitani, zalozeno na mechanismu X:A davky

* Vybér, ktery chromozom bude inaktivovan

* Iniciace, inaktivace chromozomu, Xist exprese z X inaktivacniho centra (XIC)
« Sifeni, in cis podél inaktivovaného chromozomu

* Kompletni umlceni, stabilizace X inaktivace, Xist je umlcen

* Udrzeni inaktivace, behem zivota a bunécného déleni, klonalni populace

bunék



Determinace poctu X chromozom?U

e Uloha XIC kontrolni oblasti a Rnf12/RIlim proteinu
* XIC je nezbytna pro X inaktivaci

e Oblast zahrnujici elementy regulujici Xist RNA
 Xist polyadenylovana 17kb RNA, nema proteinovy produkt
* Pouze z jednoho chromozomu (determinace Xp/m inaktivace, prvni zndmka procesu)

* Xist RNA pokryva cely chromozom
* Tsix, DXPas34, Xite a Tsx pfimo i neprimo negativné reguluje Xist expresi
* Ftx a Jpx poozitivné reguluje expresi
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Determinace poctu X chromozom?U

* Ne zcela popsano, konsensus — X-vazané faktory a autozomalni faktory determinuji pocet (X:A)

* Delece X-vazané oblasti (nekédujici RNA) blizko Xist elementu vede k neldspésné inaktivaci,

autozomalni faktory nejsou znamy

* Gen Rnf12 X-vazany gen lokalizovan pred XIC

* Rnf12/Rlim protein a jeho hladina jsou nutné pro pokracovani inaktivace
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Uloha Rnf12/Rlim a determinace poctu X
chromozomu

* PocCatek X inaktivace pro dany X chromozom se jiz neméni
* Rnf12 aktivuje Xist expresi (?)
» X inaktivace snizuje hladinu Rnfl2=druhy chromozom jiz nemuze byt inaktivovan

* Neznamy autozomalni faktor nebo dalsi faktory-Rnf12 musi byt pfimo zahrnuty v

determinaci poctu, ale samotny Rnf12 zcela nevysvétluje cely jev
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Determinace poctu X chromozom?U

* Rnf12 aktivuje expresi Xist

 Pluripotentni faktory — pluripotentni stav bunky (ES, PGC aj.)
* Oct4, Sox2, Nanog...

* Represe Xist (vazba do intronu)

 Aktivace regulujicich elementl (7six, vazba DXPas34 a Xite)

* Represe Rnf12 (Rnf12 aktivuje Xist)

‘ Pluripotency factors
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,X-chromosome Kissing” - vyber

* X chromozomy pfichazeji do své blizkosti a paruji se pres XIC a pfiléhajici oblasti, stabilizujici expresi pouze z
jednoho XIC
* Vymeéna informace, které davaji volbu (vazebné faktory)
* Kritické pro funkci — ektopické parovani X:X vede k poruse exprese Xist

* Vyména dalSich zatim neznamych faktor(?




Epigeneticka dedicnost X-inaktivace a duvod
zabarveni Callico kocek
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Iniciace a sireni X-inaktivace

* Iniciace zahrnuje Xist expresi a pokryti celého chromozomu touto RNA

* Xist exprese setrvava po cely zivot bunky

* Xinaktivace je zavisla na Xist expresi a je reverzibilni, béhem bunééné determinace se stdva neménna

(epigeneticky krajinny model)

* Pro uspésné umlceni je Xist dostatecny pouze v nékolika bunécnych typech (dalsi faktory?)

Siteni X inaktivace zahrnuje odstran&ni RNA Polll a umléeni repetic
» ,sex body” formace se objevuje pred umlcenim genl

* Akumulace inaktivnich epigenetickych znacek

+ Uloha LINE element v TADs (autozomy obohacené uméle o LINE-1 elementy jsou uml&eny)-similarita s Xist RNA



Iniciace a sireni X-inaktivace

ES cells - active X Early post-differentiation Somatic cells
chromosome

Dalsi faktory nutné pro inaktivaci

LINE elementy

\ T

Genes that escape X
inactivation

@® Expressed gene f Xist
@ Inactive gene X Sabiandsay  IONEIECHUNKISISNEISOUNNGREVOVSIS

[ Repetitive element



Neuplna X-inaktivace

— ——  Nejsou zahrnuty v, sex chromatin body“
=  Geny PAR
* Non-PAR maji 2x vyssi expresi

[

* Poruchy regulace genu, které priléhaji k
XIC, jsou zdrojem X-vazanych chorob

e Rettlv syndrom

* Mutace nebo ztrata genu MeCP2 — mentalni
poruchy




Umlceni a udrzeni X-inaktivace

* Neni zcela presné determinovano (nejasné rozhrani)

e Zalozeni trvale umlceného chromatinu
e Ztrata aktivnich chromatinovych modifikaci (H3K4me, H4ac)

e Akumulace represivnich modifikaci (H3K27me3, H3K9me2)

e Vazba PRC2 (H3K27me3) a PRC1 (H2AK119Ub)
* Funkce RepA (Repeat A) jako vazebny faktor

.

HISTONE METHYLATION - H3K27me

i




Shrnuti X-inaktivace a hlavnich uda

ES cells/ ICM 0 1 2 3 4 5 6 7 8... 10+ days

osti

Pluripotency

factors

X-X pairing
Satb1/2
Rnf12

Xist coat on X,

RNA Pol Il exclusion

Loss of H3/dac, H3K4me3

Recruitment of PRC1/ PRC2

Accumulation of H3IK27me,

H2AK119ub, H3K9me

Silencingof geneexpression "= === = s s s s s s s s s s s s s s s s s s .-
(dependent on gene)

* Pro udrzeni nutna aktivita Dnmt1, vazba Smchd1 (SMC trida proteinu)

Somatic
cells



Davkova kompenzace u drozofily a hadatka

Up-regulace samciho X

chromozomu

Uloha nekddujici RNA (roX1
a rox2)

Zahrnuje histon
acetyltransferazy, RNA/DNA
helikazy

Zalozeni aktivni jaderné
domény obohacené o

transkripcni jednotky

d

fruit flies

worms

> @inkinbeinietel
“

De-regulace obou chromozomdi

Uloha SMC proteint (kondenziny a
kondenzin-like proteiny-podobnost se
Schmd1?)

Meiotické a proliferujici buriky — regulace
transkcripce chromatin remodelujicimi
proteiny MES (,maternal effect
sterile“=PcG—->H3K27me2, H3K27me3)
Epigenetické znacky (jiné pro jeden X
chromozom u sameckd v dlsledku

neparovani)-role?



Funkce davkoveé kompenzace v C. elegans

* Xol-1 je master gen, ktery kontroluje pohl. determinaci i DC

* V hermaphroditech (XX), 2x vyssi davka XSE reprimuje xol-1

aktivaci (srkze ASEs) ()§§£ess) SDC-3

» Off/
her-1
xx xol-1 r:;:ressed 20X

 Represe xol-1 umoZiiuje expresi/aktivitu XX-specifického / N .
ASEs SDc-a o B : |

proteinu SDC-2, ktery stabilizuje SDC-3, snizujici expresi obou X (2 doses) Y chiGianiitig
repressed 2X

chromozom o % (lokus her-1 a 20x)

* DPY-30 je podjednotka SMC proteinu, ktery interaguje s oa
COMPASS komplexem (methylace histonu, ,writer”) XSEs

(1 dose)

"s
X0 S xold

* VX0 samcich, XSEs-davka jednoho chromozomu neni dostatecna /
, . ASEs :
pro vazbu a prekonani ASEs, nedochazi k umléeni X-chromozomu (2 doses) X chromosome

a her-1 lokusu
Meyer et al. 2005



Davkova kompenzace u Drosophily

melanogaster

e Samci MSL komplex se tvori
béhem ranné embryogeneze
a je asociovan primo s X-

vazanymi geny

* U samicek nedochazi k
expresi MSL2, proto se
netvori MSL komplex,
nedochazi 2x vyssi expresi X

chromozomu

A
MSL complex associates Vhithioaang
Male with single X chromosome
hg MLE 8% H4 acetylation of X euchromatin
roX Q lﬁ» ~4K1.6ac “&
: ' _) . A NG e __*
MOF ’ ) Leads to ~2-fold up-requlation
MSL2 MSL1 o I_Agg\rll?plex of X-linked genes
forms Non-sex chromosomes
Female
P Q No H4 acetylation
No
m -—* MSL complex @\m
Q formation LSS S
‘ Basal expression of
X-linked genes

Interphase
nucleus

Ferre et al. 2017



Cesta vedouci k prekonani X-vazané
,haploinsuficience” a DC mechanismu

MALE

FEMALE

Proto
XY AA XY AA
A
—> —> 1|
A
A A
upregulation
of X alleles
Proto
XX AA XX AA

XY AA

)(X AA

XX AA

A A AL

upregulation
of X alleles

compensatory
downregulation
of the X

X up-regulace je typicky priklad jak se bunécény
mechanismus vyrovnava s nerovnou davkou
genové exprese mezi pohlavimi (u savci)-
“Ohno’s hypothesis“=kvlli Y degeneraci, X alely

mohou byt potencionalné haploinsuficientni

K prekonani této genové davky a jeji nerovnosti,
organismy maji rizné typy, z nichz evolucné
jednodussi se jevi X chromozom up-regulace
nejdrive v obou pohlavich, posléze de-regulace

nebo inaktivace v homogametickém pohlavi



Evoluce sireni X-chromozom DC vazebnych
mist

» 7 hlediska evoluce DC vazebnych element

byly predpovézeny 4 rizné varianty

* (Cis-acting elementy na dlouhé vzdalenosti
l. Single recruitment site and long-range spreading
* Neékolik cis-acting element( a Siteni

umlcovani lokalné
Il. Limited number of recruitment sites and local spreading

» Nékolik cis-acting element( bez Siteni

Ill. Limited number of recruitment sites without spreading inaktivace

* Mnohocetné sireni inaktivace in-cis na kratké

IV. High density of recruitment sites without spreading vzdalenosti

Mevyer et al. 2005



Podobnost specifikace DCC vazby a Sireni

mezi modelovymi organismy

* Podobné jako TFs, DCC s vaze do
oblasti s nizkou nekleozomalni
hustotou (MSL se vaZe na vice
oteviena mista chromatinu,

oznacena H3K36me3)

¢ Neniznamo, jak presné je DCC
lokalizovdn na X chromozom,

mozna role nékolika faktord
Histonova varianta (H2A.Z)
Pol Il —,,pushing”
Chromozomalni interakce

SRNA(?)

Three dimensional interactions
may aide Xist spreading

Mouse
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=
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Ercan et al. 2015



Similarita DC a kondenzin komplexu, jeho
funkce v C. elegans

* DC-kondenzin geny v C. elegans maji podobnost s geny kodujici 13S kondenzin komplex, ktery je esencialni pro
rozliSeni a organizaci mitotickych a meiotickych chromozom u ¢lovéka, kvasinky a dalSich druht = vyuziti

existujictho mechanismu

* DC komplex v Caernohabitis se vyvinul jesté s dalSimi podjednotkami, které urcuji jeho specifitu (SDC-2, SDC-3,

DPY-30)
Worm Mitotic / Meiotic Worm Dosage 13S
Condensin Complex Compensation Complex Condensin Complex
MIX-1 SMC-4 MIX-1 DPY-27 XCAP-E XCAP-C

DPY-26 XCAP-H
HCP-6 SDC-1

SDC-2

DPY-28 XCAP-D2
XCAP-G

resolve and condense mitotic reduce X-linked resolve and condense
and meiotic chromosomes gene expression mitotic chromosomes



C. elegans X-chromozom vazebna mista a X-
chromozom inaktivace

* X chromozom obsahuje nékolik XRE (X rozpoznavajicich element) X

rex rex rex

* XRE se lisi od ostatnich mist v genomu zménou v bp, tak aby DCC

specificky rozpoznal pouze X chromozom

* DCC po vazbé na XRE se Sifi in cis na dalSi mista X chromozomu

sup-7 sup-21
uvt-4 lin-14 myo-2 lin-15
X ﬂ H a
X | | BN L—
rex-1

dosage compensated genes
= 1 Mbp non-dosage compensated genes

I strong recruitment of the DCC

0 weak recruitment of the DCC

I no detectable recruitment of the DCC
gene-rich clusters

I recognition element on X M eyer et a/. 2005




Podobnost a rozdily DCC vazebnych mist mezi
Drosophilou a C. elegans

* MRE (21bp) a MEX (12bp) jsou obohaceny na DCC MSL

Mix-1 () ppy-27

X chromozomu, maji vyssi obsah GA a jsou

esencialni pro vazbu DCC

* MRE a MEX se nachazeji v genomu, oproti
autozomdlnim motiviim doslo k sekvenéni
divergenci, maji 2-4x vyssi hustotu na X

chromozomu

* DCCvC. elegans sdili 4/5 podobnost s

(motif enriched on the X) (MSL recognition element)
kondensinem | zatimco DCC v Drosophile
zahrnuje nékolik podjednotek vazajicich non- Worm X F:y X
coding RNA roX . — ettt Y
IMEX IMRE

Ercan et al. 2015



\VAV A4 /

Rozdil Sireni X chromozom inaktivace mezi
modelovymi druhy

X inactivation

Xi center (Xic!

Mouse Xa Monoallelic expression

e |
FEMALE Xist <YYT) of Xist starts inactivation
(PRCZ>

MSL
complex

FI m % ﬁ ﬁ % Rox1 RNA and CES
y A E = =E = = = = =

start recruitment
Rox1 Rox2 | .~
CES

MALE
chromatin entry sites

DCC

% g Q%. _C% Rex sites start
Worm recruitment
HERMAPHRODITE ﬁ % ﬁ ﬁ “-\
recruitment sites

on the X (rex)

Ercan et al. 2015



Evoluce XRE a jejich ,,optimalizace” na mladych pohl.
chromozomech

Ancestral karyotype D. albomicans M D. miranda

of Drosophila

\of/
1N o

Fusion of A+D element

Female

Process of degeneration

Domestikace a
optimalizace

neo-X
Nova CES na 7
neo-X a neo-Y

Existence DC
//' \ mechanismu &
* CES pro MSL neo-Y novych CES
vazbu
YX YX YX
Autosome Young Y chromosomes Intermediate Y chromosomes Old Y chromosomes
0 MY ----------------- ) 0.1 MY --------------------- } 1 MY ----------------------------- > >10 MY

Bachtrog 2014, Bracewell and Bachtrog 2020



Evoluce CES na X chromozomu — stareé vs.
mladé X a Y chromozomy

* |. domestikace a akvizice MRE
sekvence jako CES pro MSL

komplex

* II. Amplifikace domestikovanych

TE (s pre-MRE) na X chromozomu

 |ll. Degenerace TE a ztrata signalu

TE

* |V. Optimalizace pre-MRE na zrala

MRE (plnd vzaba MSL komplexu)

P=854x10"7
ISY CGACACGACAA ACTECOTUCOACACA ACATAAAATCA <
ISX CGACACTACAAAN ---------- ACACAT-ACACAAAATCA

Domestication

Autonomous helitron

Non-autonomous
derivative

| | Presite
L Weak MRE
B strong MRE

MRE creation via ISX

P=835x10"10

:
Refinement 3 _
E

&.
10 bp deletion .:. Erosion

||
i sazire BN
& ISXR

MRE creation

Ellison et al. 2013



Uloha sRNA interference ve specifikaci DCC na
X chromozom

» 1.688 satelit je 359bp dlouha repetice, v

malém mnozstvi na autozomech, unikatni A
ec . 1.688% roX1
na X chromozomu P— '
* Slouzi k produkci malych RNA béhem ’ AN\
embryogeneze *l
MSL
* siRNA efektor ovliviiuje chromatinové S'RF‘M effector cnmplex
complex
remodelujici komplexy na X chromozomu, 5 /
jejichZ funkce je zfejmé nezbytnad pro - Il:l: DO OO O 1]
vazbu MSL X chromosome

Joshi et al. 2017



Funkce X chromozom-specifického satelitu u

autozoma

* Inzerce 1.688 satelitu do genové
oblasti na autozomu 2 umoznuje
prezit jedinclim s deleci
homologniho useku (napodobeni

XY genové disbalance)

* SiRNA tedy nepfimo umoznuje
vazbu MSL komplexu pro acetylaci

H4K16 a vyssi genovou expresi

B

CT(

nach genu u leta

Chromosome 2

Normal
gene transcription

nich mutaci

Reduced
gene transcription

Increased
gene transcription

/ 1.688 transgane
“a

| [ \%’
D l— r——— — T %“
__7 Essa'rﬂ:'_:an-;«s Gene delstion

| = -] = -f]
\\

Viable Lethal

Active FHNA';poI '

MSL complex

Transcribed region of gene

3 F& &y P

Unknown chromatin

leller

T
1.688 small RNAs

1.688 repeats

_u

—

D

Male X chromosome

Ferre et al. 2017

Current Bioclogy



Ko-existence DC mechanismu a jejich kombinacni vlastnosti na
chromatin — dichotomie DC mechanismu u monarchy
stehovavého

fly-like dosage compensation

the monarch butterfly Danaus plexippus

|
E Jene ex pre&smn
; =
= H4Kfsac -
J 1

Autosomes

* Ancestralni ¢ast Z chromozomu ma nizsi expresi

eVVvV/

* Nové neo-Z oblasti jsou obohaceny H4K16ac
(,Drosophila like DC“)

* Mechanismus rozporujici evolucni hypotézu —

nové pohl. chromozomy ziskavaji DC

mechanismus ancestralniho typu

WOrm- Ilke dc:sage compensatlon

Gu et al. 2019
Duan et al. 2019



Jak lze studovat evoluci DC mechanismus

Muyle et al. 2022

A
3 Lem
F - /__d___
: N
g 2
4 = V optimalnich
5 H N I I I podminkach se
» |
A A X X X Y X0X0 X0Y0 X0Y2 X0Y2 XIY2 XIXI XIXI exprese X(Z)
F, “*m P “Tm |'- ’ -, - F . - L. ,
¢ J d d G Q g senzitivnich alel
g 9 o %0\-\0 . zvysuje s mirou
ation & e & ene Al (xy ’ X
outgroups 5. latifolia GenEduPl'cahong Spec'am"; 5.\0 & (XY) " BERE urovne Y(W)
:gene Al gene A2 (A) "2 |2 |5 degenerace
Ancestral ; 3
gene A
gene Al (A)
‘90/..
Ancestral ¥ gene A2 (A)
gene A gene A

Arabidopsis

* Pro studium DC a jeho skutecného efektu je nutné porovnat
ancestralni stav exprese pohlavné-vazanych gend s jejich ortology
(autozomalni stav)




Dékuji za pozornost!



