Podstawy genetyki - biologia molekularna genu

Rekombinacja. Ekspresja i regulacja. Systemy regulacyjne.



Rekombinacja
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Rekombinacja

+ Procesy pekania | ponownego taczenia tancuchow nukleotydowych

- Opisana w zwigzku z crossing-over

- Plerwotna funkcja — naprawa pekniec nici po replikacji, odblokowywanie
widetek replikacyjnych

- Crossing-over utrzymuje chromosomy homologiczne razem — ufatwia
segregacje

- Bardzo wazna funkcja dla zapewnienia ewolucyjnej dynamiki genomu
(wtorna)



Rekombinacja a ptec

- Rekombinacja (crossing-over) jest wazna dla procesow piciowych
+ Ale nie jest to Je] pierwotna funkcja
+ Mechanizm starszy | bardzie| rozpowszechniony, niz ptec

- Pierwotna i gtowna funkcja - DSBR



Rekombinacja homologiczna

- Rekombinacja homologiczna
(ogolna)

+ zachodzi miedzy fragmentami
DNA o znacznej homologii

+ pomiedzy dwiema
czasteczkami lub w obrebie
jedne]

» crossing-over, naprawa DNA

Homologous recombination

Between different molecules

+ >Homologous chromosomes
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+

Figure 17-1a Genomes 3 (© Garland Science 2007)
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Rekombinacja umiejscowiona

- Zachodzl miedzy czasteczkami
majacymi jedynie krotki obszar ) L . )
homologii Site-specific recombination

-+ Regulowana przez specyficzne
enzymy

Short region of homology

- Np. integracja genomow fagowych




Rekombinacja umiejscowiona

+ Przyktady
- Integracja faga (np. A\) do genomu

- Wykorzystywana przez ruchome elementy genetyczne (transpozony, wirusy,
niektore introny)

+ Specyficzne enzymy — rekombinazy (np. integraza A)
- Wykorzystywana w inzynierii genetycznegj (system rekombinazy Cre)
- Delecje warunkowe

- Usuwanie markerow selekcyjnych



Iranspozycja

- [ranspozycja

+ Przeniesienie fragmentu DNA z
jednej pozycji w genomie w inng

- Replikatywna: przenoszona kopia
sekwencji

- Konserwatywna: przenoszona Transposition
sekwencja oryginalna Transposon

- Rdzne mechanizmy (z udziatem ;l——

DNA i odp. biatek, T ——— S —
retrotranspozycja za Replicative Conservative
posrednictwem RNA itp.) | .

“ J

Figure 17-1c Genomes 3 (2 Garland Science 2007)



Iranspozycja

+ Nie jest odrebnym mechanizmem rekombinacii
+ Proces wykorzystujacy rekombinacje do przenoszenia fragmentow DNA
+ Transpozycja DNA
- replikatywna
- konserwatywna
+  Retrotranspozycja
- Przepisanie RNA na DNA — odwrotna transkryptaza
- Integracja utworzonego DNA do genomu (integrazy)

+ Np. retrowirusy, retrotranspozony, niektore mobilne introny



Exchange of polynucleotides
sets up the heteroduplex
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Figure 17-31b Genomes 3 (£ Garland Sclence 2007)

Figure 17-2 Genomes 3 (© Garland Science 2007)
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Model peknieC dwuniciowych
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Model peknieC dwuniciowych

A
T Heteroduplex m
TR with two A
% T Holliday junctions  TITTTTIITIIIIITT
o . o 1 Cleavage of the . .
1 Ligase joins up the gaps Holliday junctions 1 Mismatch repair
RRRGRERRRRRRNR YRR Heteroduplex A
TN with two ERERRRRRRRRRRRRRAR]
T Holliday junctions :
e 17:5 part o1 Gon 4 sdonca00 A

ure 17-5 part§ of € Genomes 3 (= Garland Sclerce 2007|

- Konwersja genu przez MMR

- Mozliwe jest wiele sposobdw rozciecia podwojnej struktury Hollidaya, dajgcych wymiane nici, brak wymiany,
konwersje Iitp



Maszyneria rekombinacyjna

- Wiele roznych wariantow, niektore enzymy zachowane od bakterii do ssakow,
INNe specyficzne

Kompleks RecBCD — tworzy dwuniciowg czasteczke z wolnym
jednoniciowym koncem. Helikaza + nukleaza

+Inne warlanty: Reck, Reck

+ RecA — wigze Koniec jednoniciowy, iInwazja nicl

-+ RuvA, RuvB, RuvC — przemieszczanie sie rozgatezienia, roztgczenie struktury
Hollidaya

- U eukariontow I niekt. bakterii w roztgczaniu bierze udziat topoizomeraza



Rekombinacja | naprawa DNA

+ Naprawa peknie¢ dwuniciowych

-+ Gdy maszyneria widetek replikacyjnych napotka miejsca z uszkodzeniami
DNA, w nici potomnej powstaje luka. Replikacja czesto sie zatrzymuje (kolaps
widetek replikacyjnych)

- Naprawa polega na wykorzystaniu nieuszkodzonej czasteczki potomnej do
uratowania replikacjl

- Mechanizm rekombinacji homologicznej — gtowna funkcja



Naprawa peknieC przez rekombinacje

- Postreplikacyjna - w fazie stacjonarne

+ Replikacyjna - zapobieganie kolapsowi replikacii przy peknieciach matrycy



Naprawa peknieC dwuniciowych
przez rekombinacje

- Pekniecia dwuniciowe czesto
powodowane sg przez
promieniowanie jonizujace, UV.

\
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- Mutanty defektywne w
rekombinacji — wieksza
wrazliwos¢ na promieniowanie
(mutanty rad drozdzy)
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Homologous Recombination
(HR)




Naprawa przez rekombinacje

- Proba replikacji peknietej nici — kolaps

widetek

Sl

3l

,—l——_— — 5

Gap

1 Replication fork
collapses

1 Strand invasion

Figure

17-11 part 1 of 2 Genomes 3 (2 Garland Science 2007)
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Figure 17-11 part 2 of 2 Genomes 3 (O Garland Science 2007)



Funkcje rekombinacii

+ Naprawa peknieC | utrzymywanie widetek replikacyjnych — najstarsza |
podstawowa funkcja

- Pomaga w parowaniu chromosomow homologicznych — u Eukaryota

+ Generuje roznorodnosc genotypdw w rozmnazaniu ptciowym (Eukaryota) —
funkcja wtorna



EKSpresja genu



Centralna hipoteza (“dogmat”)

Ideas on Protein Synthesis (Oct. 1956)

Francis Crick’ 1956 The Doctrine of the Triad.

The Central Dogma: "Once information has got into a protein it
can't get out again". Information here means the sequence of
- the amino aclid residues, or other sequences related to it.

That is, we may be able toc have

.

DNA — > RNA — - » Protelin
(;—jj TT;,QA,.,,.;~’ (:_/j; | T
but never |
DNA‘L' RNA é;_ — Protelin

(&)

where the arrows show the trangfer of informatiqg.




Centralna hipoteza (,dogmat”)
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Growth at 3’ One strand

Transkrypcja e e o

- Konkretne mechanizmy rozne u
Prokaryota | Eukaryrota

strand strand

C , C Y = : : Complementa
+Inicjacja w miejscu promotora, ooy ASCICTAGETTAC, ompementary

zwigzanie biatek z DNA | rozplecenie
podwdjngj helisy

- Dla gendw kodujacych biatka
powstajagcy transkrypt dtuzszy, niz
sekwencja kodujgca

AFRATFUI ] Fianschibedteoon TR TN AT R0
Linl i Transcribedregion T THTT

+ obszary UTR (untranslated regions)

- nie mylic miejsca startu transkrypcji
(+1) z miejscem startu translacji an
konca transkryptu z kodonem stop




Transkrypcja

- U Prokaryota polimeraza wigze sie z DNA, u Eukaryota z DNA wigzg sie ogolne
czynniki transkrypcyjne, a z nimi dopliero polimeraza

- U Eukaryota kilka (3 gtowne) polimeraz
| - rRNA
|l - mRBNA, niektore mate RNA

- Il - tRNA, mate RNA

- mitochondrialna



Ekspresja genow
orokariotycznych

-+ dominuje regulacja na poziomie transkrypcii

- policistronowe jednostki transkrypcyjne o

wspolnej regulaciji transkrypcyjnej — RNA p°|ymerase
operony
- MRNA szybko degradowane, translacja _ g ]
zachodzi zasadniczo rownoczesnie z / Ribosome
transkrypcja //’

RNA?  ®protein

Figure 12-10 Genomes 3 (© Garland Science 2007}



Ekspresja gendw eukariotycznych

+  Eukaryota
+ Procesy transkrypciji | translacji sg rozdzielone w przestrzeni | czasie
+ Kazdy gen ma wtasny promotor, nie wystepuja operony
+ Proces ekspresji genu sktada sie z wielu etapow
- Na kazdym z etapow mozliwe dziatanie regulacyjne

- Informacja kierujgca synteza biatka moze byC modyfikowana po transkrypcii
(alternatywne sktadanie, redagowanie) — ztozonoscC proteomu przekracza
ZtozoNOSC genomu




Etapy ekspresji/poziomy regulacji u Eukaryota

- struktura chromatyny

- transkrypcja

+ obrobka i kontrola jakosci RNA

- transport RNA

- degradacja RNA
- translacja
+  modyfikacje post-translacyjne

+ degradacja biatka



Losy mRBNA w komorce
eukariotycznej

Transkrypcja
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U Eukaryota transkrypcja i obrobka RNA sa sprzezone

Wspotczesny obraz

Tradycyjny obraz ekspresji genu

ekspres|i genu

A V4 ~ \LK/ '
DNA QA0 AN
Cap
O L
Transkrypcja .
/ Transkrypcja i obrobka
Pre-mRNA I—1——1
Obrdobka
O Cap AAAAAAAAAAAA
Cap AAAAAAAAAAAA HiEEE

MRNA NN

Rys. © dr Zbigniew Dominski, University of North Carolina at Chapel Hill



Elementy systemow regulaci

- Elementy cis

+ /Nnajdujg sie w obrebie te] samej czasteczki, co element podlegajgcy
regulacjl

* Elementy cis w obrebie DNA
* Np. promotory, operatory, enhancery
+ Elementy cis w obrebie RNA

+ sekwencje wigzace biatka regulujgce translacje, splicing, degradacie itp.



Elementy systemow regulaci

-+ Elementy trans
- Odrebne czgsteczki oddziatujgce z elementami cis | modulujgce ekspresje

- Bliatka regulujgce transkrypcje (czynniki transkrypcyjne), aktywatory,
represory Itp.

- Biatka regulujgce inne etapy ekspresji (aktywatory/represory translacji,
splicingu itp.)

+  RNA regulatorowe (siRNA, miRNA itp.)



Podstawy regulacji genu

* Regulacja pozytywna
+czynnik trans jest aktywatorem — zwicksza ekspresje
* Regulacja negatywna

+ czynnik trans jest represorem — ostabia ekspresje



Podstawy regulacji genu

Regulacja indukowalna

+ Sygnat zwieksza (indukuje) ekspresje

Regulacja reprymowalna

+ Sygnat zmniejsza (reprymuje) ekspresje

-+ Mozliwe sg rozne uktady, np. regulacja negatywna indukowalna

- Nie nalezy myliC pojec: pozytywna/negatywna dotyczy aktywnosci czynnika trans a
indukowalna/reprymowalna — odpowiedzi na sygnat



Operony

Lactose operon

1kb
lacZ lacY lacA
. s i8 ai
Typowy dla bakteri i archeonow system ————m
ekspresji
PO”CiStronOWy tranSkrypt - Wspolna Lactose.permease transports B-qalactosidase+transacetylase
ekspresja wielu genow z jed nego lactose into the cell split lactose to galactose + glucose

CH20H CH,0H CH,0H CH20H
prOmOtOra HO o - O OH HO O oH H O OH
H H H H
oH HAOKoH H — OH H + OH H
H H H H H OH H
H OH H OH H OH H OH

Przewaznie geny zwigzane funkcja, ale sg

Wyj at k| Lactose Galactose Glucose
Tryptophan operon
1kb
_

trpE  trpD trpC trpB trpA

~N\ | A

Chorismic acid === ===) == == Tryptophan

Figure 8.8 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Przykiad — operon lac

(b) I" 0" ZT YT A" (wild type) — no lactose present — repressed
/ P 0 L 4 ) A

Repressor binds to operator, No transcription
blocking transcription

No enzymes

()~ 07 Z7 Y" A” (wild type) — lactose present — induced
/ P 0, L 7 Y A

S T N TR PPAT™) PSP T STPITITITIINTY | o NN

No binding occurs;
/ transcription proceeds
Operator-binding

site is altered when
bound to lactose

Transcription

1 Translation

D B D

Enzymes

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Operon lac

- Regulacja na poziomie inicjacji transkrypci
- Negatywna indukowalna — przez laktoze/represor lacl
- Pozytywna — przez glukoze | cAMP/biatko CAP

- Biatko to reguluje szereg operondw zwigzanych z wykorzystywaniem zrodef
wegla - regulon



Kod genetyczny

+ Trojkowy
20 aminokwasow
- kodony po 3 nukleotydy: 43=64 mozliwosci

- Dowody: badanie mutantow insercyjnych | delecyjnych (3 kolejne insercje
lub delecje przywracaty funkcje)



Kod genetyczny

- Nienaktadajacy sie
- Dowodaly:

- zatozmy sekwencje GTACA: jeden kodon: TAC, pozostate: GTA | ACA
(naktadanie 2 nukleotydow). Przy danym kodonie “centralnym”, mozliwe
tylko 42 = 16 roznych kombinaciji trzyaminokwasowych. W naturze
natomiast wystepuja wszystkie mozliwe kombinacje (20°=400).

- Pojedyncza zmiana nukleotydowa w sekwencji kodujgce] zmienia tylko
jeden aminokwas, a nie dwa sgsiednie



Kod genetyczny

+  Bezprzecinkowy
- /degenerowany

- 3 kodony STOP, pozostate 61 kodondw koduje 20 aminokwasow



Kod genetyczny

- Kod |Jest jednoznaczny
- Dany kodon zawsze koduje jeden | tylko jeden aminokwas

- Degeneracja oznacza, ze jeden aminokwas moze byC kodowany przez
wiece] kodonow



Kod genetyczny

First base of codon

Second base of codon |
8 | A | G
ucu UAU Tyrosine UGu Cysteine
UCC| Serine  |lUAC tyr Uugc| cys C
UCA|  ser Bl s70P codon | A
STOP coden Tryptonphan
| UCG UGG i G
|cuy CCU CAU| Histidine |CGU .
C ||| Leucine |[|CC| Proine |ICAC]  his  |ICGC] arginine | C
CUA eu CCA pro CAA Glute!mine CGA arg | A
CUG CCG CAG|  gn CGG) G
AUU _— ACU AU | psnaragine [[ACY|  Serine
A | AUC 30?::’"9 ACC| Threonine [[AAC| asn  [lAGC|  ser C
AUA o ACA thr AAA Lysine AGA Arginine A
R izt pocion) || ACG AAG lys ACG &g G
GUU GCU GA| pcpartic acid |[CY 0]
G [®YC| vaine ||®CC| Alanine GAC = 6C|  Glycine | C
GUA val GCA ala GAA| 1 tamic acid || GG aly A
GUG GCG GAG| gu |GGG G

© Clinical Tools, Inc.

UOPQO JO 3Seq pilyL



Uniwersalnos¢ kodu

- Kod genetyczny jest zasadniczo taki sam u wszystkich organizmow na
Ziemi

+ Nieznaczne odstepstwa przez ewolujcje pojedynczych tRNA
- kody organellarne (np. UGA - Trp a nie stop w mitochondriach)
* niektore orzeski

- nieliczne grzyby (CUG Ser a nie Leu u Candida)



Regularnosci w kodzie

+Irzecia pozycja kodonu najmniej znaczaca
+ (np. UCX — Ser)
- Aminokwasy o podobnych wiasciwosciach czesto z podobnymi kodonam
- Np.
- AAA, AAG: lizyna; AGA, AGG: arginina

- UCx: seryna; ACx: treonina



Parowanie wobble

W 3 pozycji kodonu (1
antykodonu) dozwolone

3 Wobble bases

Amino acid

parowanie: 5 Shihiall B
mRNA| G U C A C
U G A
G-U e
, YWobble bases
“U/A/A (‘ — IﬂOzyﬂa) 3217 <= Anticodon MRNA|l C A & U
mRNA 5 123 3
L 7 RNA |G U C A
Tzw. zasada tolerancji Cricka woer Vj:bb.e 1 U G
nosition |
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Sekwencja biatka zawiera sygnaty sortowania do przedziatow komorki

&
/"'/’ ;

S . (SU\/&
g Lo W

Kierowanie do ER | szlaku wydzielniczego zachodzi
rownoczesnie z translacja
Kierowanie do mitochondrium zachodzi po translaci



Biatka podlegaja ztozonym modyfikacjom

- Fatdowanie — wspomagane przez biatka opiekuncze

- Blatka opiekuncze odgrywajg wazna role w patogenezie wielu chorob
(nowotwory, choroba Huntingtona i inne choroby agregacyjne, choroba

Parkinsona i Alzheimera, mukowiscydoza)

+ Modyfikacje chemiczne (fosforylacja, glikozylacja itp.)

- Ublkwitynacja | degradacja

- Zaburzenia w ubikwitynacji | degradaciji biatek s

choroby Parkinsona, zespole Angelmana, anemnr
Hippel-Landau | Innych

'wierdzono w rodzinnej postac

lach Fanconiego, zespole von



Przefgczniki genetyczne

Genetyczne podstawy rozwoju i roznicowania



Ekspresja genow a rozwo

- Zmiany ekspresji genu odpowiadajg na
czynniki srodowiskowe i wewnetrzne

Utrzymanie homeostazy - . @_»
\\ / @ b’ " .

Adaptacja do srodowiska L 2 B
(male ganic) Gorm plasm germ cells

Rozwaj i roznicowanie — tworzenie Oncyte FERTILI.  CLEAVAGE

. i . (female gamete)
ztozonych struktur przez lokalne interakcje , SR
GAMETOGENESIS
GASTRULATION \
:‘:“:"‘T MATURITY
S adult Mectamorphosis
(in some species)
ORGANOGENESIS
\ LARVAL
Gonad STAGES

A T Harching

g\g_ﬁ@_*; " Immature larval (birth)

Mages .'-
\.- — @D o
ey
Figure 2.1 \

Developmental history of a frog. The stages from fertilzation
through hatching (birth) are known collectively as cmbryogenesis,

Gilbert, S. Developmental Biology. 6th Edition. Sunderland, Mass.: Sinauer Associates Inc., 2000.



Przefgczniki genetyczne

- Zmiana informacji genetyczne;

-+ Rearanzacje DNA: nieodwracalne lub odwracalne

—pigenetyczne

- Zmiany wzoru ekspresji, utrzymujgce sie po podziale komorki - np. pietho genomowe,
regulatorowe RNA

Reqgulacja ekspresji genu
- Kaskady | sieci regulacyjne oparte na kontroli ekspresji

+Transdukcja sygnatu — integracja informacji ze srodowiska



Odwracalna rearanzacja DNA

. System MAT u S. cerevisiae Meiosis Sporulation

Zygote P e s Tetrad containing

- Dwa typy ptciowe: ai a alo the four spores

——

- Po podziale (paczkowaniu) komorka
moze zmienic typ ptciowy (tylko \ Germination
komorka-matka) / :

ol

D
@ 7 (or o)

@
:

HO causes

mating-type
switch

Cosma MP, EMBO Rep. 2004; 5(10): 953-957



Przetgczanie typu piciowego
drozdzy

SIR gene products silence
HMLo and HMRa

- Na chr. lll oprocz aktywnego locus MAT

dwie wyciszone kasety HMLa | HMLa
HMIL cx MAT locus HMRa

- Przetgczenie typu: mechanizm konwersj R a a

genu przez rekombinacje

- Inicjowany przez naciecie DNA Make

endonukleazg HO copy Insert Remove

v

o 24 a

Caopyright © 2009 Pearson Education, Inc.



Konwersja kasety MAT - rekombinacja

mMATa | HMHAa
HO endonuclease

http://www.bio.brandeis.edu/haberlab/jehsite/resDSBR.html



Dlaczego przetgczenie zachodzi
tylko w komorce-matce”?

Endonukleaza HO aktywna tylko w
komorce-matce

W paczku wyciszona przez biatko Asht

MRNA ASH1 transportowany do paczka
podczas podziatu

aseydeue aje

aseydojalL

1O

=" ASHTMRNA

® Loct

> ASHTMRNA/
She2

ASHTMRNA/
v)" She proteins

(RNP)

e Actin fiber

ASHTMRNA/
Kdh1/Bud6/Sheb

& ASH1 protein




Nieodwracalna reranzacja
DNA

Generowanie roznorodnosci przeciwciat |
receptorow limfocytowych

Obszary zmienne tancuchow przeciwciat
determinuja swoistosS¢ wobec antygenu

Rozne limfocyty wyrazaja rézne
przeciwciata/receptory

Populacje swoiste wobec odpowiednich
antygenow podlegajg selekciji

@ Variable region (&) Heavy chain
@» Constantregion ‘@ Light chain
- Disulfide bond

Figure 14-17 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Generowanie roznorodnosci
orzeciwciat | receptorow limfocytowych

Geny przeciwciat wystepuja w postaci
segmentow:

Obszar zmienny: segmenty V, D (tylko w
tancuchu H) i J

determinuje swoistosc wobec

antygenu
Obszar staty: segmenty C @ Variable region (&) Heavy chain
@» Constantregion ‘@ Light chain
- Disulfide bond

determinuje klase immunoglobuliny

Figure 14-17 Genomes 3 (© Garland Science 2007)

Podczas rozwoju prekursorow limfocytow

dochodzi do rearanzacii segmentow w v D J C
roznych kombinacjach tancuch H 120-13 27 9 11
tancuchL 70 - 7-11 7-11




Rearanzacja V-D-J | synteza IgM 1 IgD

Co
---=-=-= =El'-1= =FFI— —‘E—Tﬁ

\\ / 1 DNA rearrangement

DNA ---= =—=—
Co

1 Transcrlptlon

Exon 1 Exon 2 Exon 3
pre-mRNA 15 5 | | | e o s [ |

I Alternative splicing

1 2 1 3
MRNAS | e — . . ey |

l l

Immunoglobulin M Immunoglobulin D

Figure 14-19 Genomes 3 (@ Garland Science 2007)




Dalsze przetgczanie klas

- Zmiana z IgM/IgD na inne klasy — delecja
segmentow C i wykorzystanie kolejnych

- Indukowane przez aktywnosc
transkrypcyjna

- np. dla IgG:
Jregion Cu €& Cy3Cy1l ¥ Cal ¥ Cy2Cy4 Ce Ca2
L e Ay

I Deletion by recombination

Cy2Cy4 Ce Ca2

Figure 14-20 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



INNne mechanizmy zwiekszania a Somatic hypermutation
roOznorodnosci przeciwciat s

S-region DNA

O
@

- Forma btonowa | wydzielana IgM - alternatywne 5
miejsce poliadenylacii e Paaminated DA

 Hipermutacja somatyczna

- Po zaindukowaniu proliferaciji limfocytow B
przez antygen dochodzi do bardzo znacznego
(105-106 razy) zwiekszenia czestosci mutacii
w obszarach hiperzmiennych
(determinujgcych rozpoznawanie antygenu)

- Deaminacja cytozyn (C->U) | naprawa z
wykorzystaniem glikozydazy i polimeraz DNA
0 niskiej wiernosci (error-prone)

. Proces indukowany przez transkrypcje A

Conslant region
(Class-swilch
recombinabon)

Nussenzweig & Alt, Nature Medicine 10, 1304 -1305 (2004)



Przefgczniki oparte na regulaci ekspresji

»  Nie dochodzi do zmiany sekwencji DNA

eoretycznie odwracalne, ale mogg byC bardzo stabilne
- Mechanizmy transkrypcyjne lub inne (np. alternatywne sktadanie)
- Proste uktady:
- Petle sprzezenia zwrotnego
- Przetgczniki dwustanowe
- Bardziej ztozone ukfady
- Oscylatory | zegary
- Integracja sygnatow z otoczenia: gradienty morfogendw i efekty lokalne

- Sleci



Prosty przetacznik
dwustanowy: fag A

- Cykl lizogenny

- Integracja do genomu

- Wyciszenie ekspresji genow faga
- Cykl lityczny

-+ Wyciecie z genomu

- Ekspresja genow faga

+ Replikacja

A Genetic Switch, 3rd edition, 2004
© Cold Spring Harbor Laboratory Press
Introduction, Figure 1b



Kontrola przetacznika faga A

cl — represor: cykl lizogenny
cro — cyKl lityczny

wspolne sekwencje cis

cl Cro

cl
transcript

WA

transcript

A Genetic Switch, 3rd edition, 2004
© Cold Spring Harbor Laboratory Press
Chapter 1, Figure 4



Dzlatanie represora

- Hamuje ekspresje genow wczesnych, w
tym cro

- Aktywuje wtasng ekspresje
- Zaleznie od poziomu biatka

+ Przy niskim i Srednim stezeniu biatka
represora wigzanie z Or1 i Or2

- Przy duzym stezeniu biatka represora
wigzanie tez z Or3 — hamowanie
ekspresji cl

- Dodatnie sprzezenie zwrotne utrzymuije
wysokKi staty poziom represora cl

Repressor concentration

e
ANV v\ m N . ‘

Og3 OR2 ORT

hamowanie genu cl

A Genetic Switch, 3rd edition, 2004
© Cold Spring Harbor Laboratory Press
Chapter 1, Figure 16



Efekt kooperatywny

Powinowactwo do Or2 duzo nizsze, niz do

ORr1

99.7% repression

promoter controlled by

Zwigzanie cl z Or1 zwieksza :
a single repressor-operator

powinowactwo do Or2 — wigzanie 100 system

kooperatywne §
\\%;\\\%\\wm\w&\\m\\\m\' :, § 1

Taki rodzaj wiazania daje szybka i - P S

jednoznaczng odpowiedz uktadu na £

stezenie dl VR

Ogr3 ORZ ORrl

lysogen

Repressor concentration

E R dE i|=,i,||l| l||||||l|lllll

repressor concentration

YD
\\%;\\\%\ m\\\wg\g§ i.

A Genelic Swiltch, 3rd edition, 2004

A Genetic Switch, 3rd edition, 2004 © Cold Spring Harbor Laboratory Press
© Cold Spring Harbor Laboratory Press

Chapter 1, Figure 16 Chapter 1, Figure 25



Dziatanie cro

Blokuje ekspresje represora cl

Brak cl — ekspresja genow wczesnych,
kaskada lityczna

: : stable state 1: the prophage state stable state 2: the lytic state
Dalsze etapy przez antytermmaCJQ lambda repressor protein is made lambda Cro protein is made

zalezng od produktu genu N
- Efekt: przetgcznik dwustanowy (bistabilny) L ON opmm, — opmm
_RNA RNA—
- ¢l aktywny -> nieaktywny cro
lambda lambda O )
: repressor Cro

» cro aktywny -> nieaktywny cl

Alberts et al. Molecular Biology of the Cell, American Society for Cell Biology (ASCB)



Dodatnie sprzezenie zwrotne X1l

Moze dawac etekt pamieci —
stabilnego utrzymywania zmienionego stanu

g the effect of
the transient signal

* 's remembered in La planéte suivante était habitée par un buveur. Cette visite fut trés courte, mais elle plongea
all of the cell's

Q :“ descendants

L%
Q9

le petit prince dans une grande mélancolie :

« Que fais-tu la ? dit-il au buveur, qu’il trouva installé en silence devant une collection de

transient signal
turns on expression
protein A of protein A
1S not made
because it is
normally required
for its own
transcription

bouteilles vides et une collection de bouteilles pleines.
— Je bois, répondit le buveur,d’un air lugubre.
— Pourquoi bois-tu ? lui demanda le petit prince.
— Pour oublier, répondit le buveur.
— Pour oublier quoi ? s’enquit le petit prince qui déja le plaignait.

— Pour oublier que j’ai honte, avoua le buveur en baissant la téte.

— Honte de quot ? s’informa le petit prince qui désirait le secourr.
— Honte de boire ! » acheva le buveur qui s’enferma définitivement dans le silence.

Alberts et al. Molecular Biology of the Cell, American Society for Cell Biology (ASCB)
Antoine de Saint-Exupéry, Le Petit Prince, http://wikilivres.info/wiki/Le_Petit_Prince



Wyjscie z blokady lizogenne;

Przetgczenie z lizogenii w cykl lityczny:
proteoliza biatka represora przez RecA
(sygnat uszkodzen genomu)

A Genetic Switch, 3rd edition, 2004
© Cold Spring Harbor Laboratory Press
Chapter 1, Figure 20



Oscylatory

Kombinacja kilku prostych opartych na
represji przetacznikdw moze dac uktad
periodycznie oscylujacy — konieczne
ujemne sprzezenie zwrotne

Przyktad (skonstruowany sztucznie) — tzw.

repressilator (Elowitz & Leibler, 2000)

Repressilator Reporter

P lacO1

amp?R
tetR-lite

P, tet01

pSC101 gfp-aav

origin APy

lacl-lite
ColE1

A cl-lite

P, tet01
Elowitz & Leibler, Nature. 2000 Jan 20;403(6767):335-8.

=L | =1 J—Al_ —_

A cl Lacl TetR GFP



Represillator

Time (min)
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Elowitz & Leibler, Nature. 2000 Jan 20;403(6767):335-8.



http://www.elowitz.caltech.edu/movies.html


http://www.elowitz.caltech.edu/movies.html

Modelowanie

function ydot=repressilator(t,y,p)
alpha® = 1;
n = 2.0;
beta = 5;
alpha = 1000;
% order of species; y = [ml pl m2 p2 m3 p3]
ml = -y(1) + alpha/(1+y(6)~n) + alpha®;

pl = -betax(y(2) - y(1));

m2 = -y(3) + alpha/(1+y(2)*n) + alpha®;
p2 = -betax(y(4) - y(3));
m3 = =y(5) + alpha/(1+y(4)”n) + alpha®;
p3 = —betax(y(6) - y(5));

ydot = [m1l; p1; m2; p2; m3; p3];

https://sysmic.ac.uk/static/html_module1/1.9-the-repressilator.html

—_— o — — - — - —

rtimespan=[0 151

yd = [0 10 280 5];

[t,y] = oded5(@repressilator,timespan,y@);

figure();
plot(t,y)
xlabel('Time")
ylabel('Amount')

legend('ml','pl','m2','p2','m3', 'p3"', 'Location', 'NorthWest"')

figure();

plot{Y(:,l)n Y(=)2))
xlabel('Amount ml1')

ylabel('Amount p1')

Amount

A
/’ 4 -

w

A
10
-

Time

1.9.3




Oscylatory cyklu dobowego

- Podobna zasada, ale bardziej ztozone (|
bardziej stabilne)

Wewnatrzkomorkowy oscylator dobowy myszy

(http://www.bmse.ucsb.edu/profiles/mirsky/)



PrZleaC 7N | kl Determinacja plci somatycznej

posttranskrypcyjne XXAA XAA
- Przetagczniki genetyczne Eukaryota moga l '
byC oparte na mechanizmach post-

transkrypcyjnych funkcjonalny niefunkcjonalny Sxf
| produkt Sxi

- Np. alternatywne skfadanie (splicing) i
alternatywna poliadenylacja/terminacja w l l
limfocytach (przeciwciata)

funkcjonalne defektywna
-+ Determinacja ptci Drosophila produkty tra obrobka tra
- Decyduje aktywnos¢ SXL w zarodku l '

biatko dsx biatko dsx
lypu zenskiego lypu meskiego

l |

soma © soma &




Kaskada przetgcznikow
alternatywnego sktadania

- Ekson 3 zawiera kodon STOP — degradacja
NMD

- Biatko SXL aktywuje “zenski” tryb sktadania

transkryptu SXL — dodatnie sprzezenie 2 3 4
T e e
SWrotne sxl pre-mRNA
- Poczatkowa aktywnosc systemu: biatka Males Females
regulatorowe kodowane na X | kodowane na
autosomach, tworzg dimery y) 3 4 y) 4
 —— -
+ przewaga autosomoéw — dimery nieaktywne No SXL synthesized 1
(aktywatory kodowane na X
wymiareczkowane) o S
sy size
. réwnowaga (XA:1) — aktywaCja tranSkrprji Figure 12-33a Genomes 3 (€ Garland Science 2007)

SXL przez biatka kodowane na X



Kolejne etapy

tra pre-mRNA :-=-:

SXL
/

U2AF65

Males Females
U2AF65

1 2
=

TRA not synthesized

@ TRA synthesized

Figure 12-33b Genomes 3 (© Garland Science 2007)

SXL aktywuje wybor kryptycznego miejsca styku intron/ekson w transkrypcie
genu tra



Kolejne etapy

dsx pre-mRNA =S R s

Males AFemales a

l l

Male-specific DSX protein e

SR proteins

Female-specific DSX protein

Figure 12-33¢ Genomes 3 (© Garland Science 2007)

Tra Jest aktywatorem skradania dla eksonu 4 genu dsx



Genetyczne podstawy
rozwoju zarodkowego

Lokalne interakcje miedzy komorkami —

ustalanie pozycj
Bezposrednie
Przez wydzielane morfogeny

Sieci i kombinacje modutdw regulaciji
ekspresji genow

Carroll et al

Matemnal
Cadt—BcdF—Nos
Gap

hkb—4 u—hb—* Kr = kni p=hkb

Primary pair-rule l \lm

Secondary pair-rule l

ftz

Segment polanty ‘

cn

., (2001) From DNA to Diversity: Molecular Genetics and the Evolution of Animal Design, Blackwell Publishing



Mechanizmy interakci

NA

i b/

- Gradienty mF

- Bezposredni kontakt komorek

- Wydzielane morfogeny

‘ ‘\ N\ INEATRI T
with undorm with localirnd
diginbution RNA
Of RNA
b

Watson et al. Molecular Biology of the Gene, 5th ed., Pearson 2004



Gradienty i przetgczniki

+  Dzieki mechanizmom kooperatywnego
wigzania przetacznik genetyczny moze dac
jednoznaczng odpowiedz na gradient
morfogenu/sygnatu

gradient
morfogenu

odpowiedz
przetgcznika

roznicowanie 2 typow komorek



Roznicowanie zarodka Drosophila

geny efektu
matczynego

geny zygotyczne:

geny ubytku

geny reguty
parzyste;

geny polarnosci
segmentow

geny homeotyczne

ce of Biology, Purves et al, 1998



Geny efektu matczynego

Gradient mRNA tworzony podczas
oogenezy: synteza w trofocytach i transport Proteins
przez mostki cytoplazmatyczne do oocytu

Hunchback

high

Inne geny (np. hunchback) — mRBNA
matczyny oraz syntetyzowany w zygocie —
ekspresja regulowana przez gradienty
matczyne na poziomie transkrypcyjnym i
post-transkrypcyjnym

Bicoid

concentration

low

anterior posterior
position in early embryo

nanos RNA is localized at the

hunchback — transkrypcja aktywowana S B
przez bicoid, translacja hamowana przez .
nanos

nanos protein spreads from the
posterior end at the 8th division

www.rgito.com




Geny zygotyczne: geny
ubytku

- Ekspresja regulowana przez geny
matczyne

Anterior Postenor

(a)

Anterior-posterior
gradients formed by

- Interakcja gradientow o dziataniu maternal effect genes.

aktywujgcym I hamujgcym tworzy

wyrazne strefy -

, , 4 oo g
- Jednym z gtéwnych regulatorow jest broad reglons.
hunchback
* Np. Kruppel:  [hunchback] knirps

- aktywowany przez bicoid [bicoid] Q\ /\
—

- aktywowany przez niskie stezenie
hunchback, hamowany przez
wysokie

- hamowany przez Knirps

Krippel




Geny reguty parzystej

- Dalszy podziat na strefy — pary segmentow

Mutacje powodujg zaburzenia co drugiego
segmentu

Ztozona regulacja kombinatoryczna przez
geny ubytku | hunchback

R

b

siripe ¥3, &7 stripe &2 siripe 84, 06 stripe #1_ M5
erhancer m erkanees oﬂwnew
J —
' 4
~Akb -3 -2

07 08

Obszar regulatorowy even-skipped —
12 kb, enhancery determinujace kazda ze stref ekspresii

(b)

Zygotic gap genes
divide embryo into
broad regions.

Zygotic pair-rule genes
divide embryo into
stripes about two
segments wide. The
combined action of all
pair-rule genes defines
segment borders.

8 repressors acyvalrs

lewd' lG-am. MBicoid () W Hunchback ()

— e e ——

CD - N0 - = == 19 =« D s )« W =W - =Y

concentration of gene requiatory protein ©

> BNENOr posiion along embryo POSINOE ——t
Watson et al. Molecular Biology of the Gene, 5th ed., Pearson 2004
Klug & Cumminas “Concepts of Genetics”. Prentice Hall. 2005



Zygotic pair-rule genes
divide embryo into
stripes about two

Geny polarnosci segmentow

segments wide. The
combined action of all
pair-rule genes defines
segment borders.

Wyznaczane przez oddziatywania genow
reguty parzystej i innych genow polarnosci

Zygotic segment
polarity genes divide
segments into anterior
and postenor halves,

Np. engrailed: 14 segmentdw zaleznie od
6 gendw reguty parzyste;

Ustalenie osi przod-tyt kazdego segmentu

Krotkodystansowe oddziatywania na styku
segmentow

Poprzez szlaki transdukcji sygnatu

Np. engrailed -> hedgehog

FIGURE 23-14 The 14 stripes of expression of the segment
polarity gene engrailed in a Drosophila embryo



(a) Expression domains of homeotic genes
Geny homeotyczne

- Ekspresja w segmentach
zalezna od aktywnosci genow
reguty parzystej i polarnosci
segmentu

- Czynniki transkrypcyjne
(homeodomena — wigzanie DNA)

- Wyznaczajg tozsamosc (b) Chromosomal locations of homeotic genes

. kb pb O W obdA  AbdS
segmentu i - -

/-

Klug & Cummings “Concepts of Genetics”, Prentice Hall, 2005

- Domeny ekspresji kolinearne z
potozeniem na chromosomie



Geny homeotyczne

(@)

Np. Antennapedia — zestaw 5 genow, Bithorax — 3 geny

Klug & Cummings “Concepts of Genetics”, Prentice Hall, 2005



Geny homeotyczne sg konserwowane w ewoludji

Klug & Cummings “Concepts of Genetics”, Prentice Hall, 2005
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FIGURE 23-19 Patterns of Hox gene expression control the
formation of structures along the anterior-posterior axis of
bilaterally symmetrical animals in a species-specific manner. in
the chick (left} and the mouse (right) expression of the same
set of Hox genes is differentially programmed in time and
space to produce different body forms.

FIGURE 23-20 Mutations in posterior Hox genes (HoxD13 in
this case) in humans result in malformations of the limbs,
shown here as extra toes. This condition is known as
synpolydactlyly. Mutations in HoxD13 are also associated with
abnormalities of the bones in the hands and feet.



RozwQj u innych organizmow

Ogolne zasady sg wspodlne
gradienty morfogenow

szlaki transdukcji (czesto zachowana
homologia, np. hedgehog)

lokalizacja RNA w oocycie (np. Xenopus)

pigmented s‘r:fr'::)o'm
e [
cy‘top_lasm -~ Q%
of animal
pole
-------------- VENTRAL DORSAL
!
/ -
/ - .
AN 4 q ~ Dsh protein
plasme -~ \\ \_/7 ~ cortex W //: P
. \.\ d ’A : ’_).\ \\\\. A 2 ’
membrane . \¢.‘“".' 2/ volky core \\_&/
.-': ‘w s -
VegT and Vgl VEGETAL POLE Pshprotein  yuorand Vgt
mRNA mRNA
(A) | J \B)

0.5 mm

Alberts et al. Molecular Biology of the Cell, American Society for Cell Biology (ASCB)



Przekazywanie sygnatu a
rozwo|

- Inne niz stawonogi organizmy, np. C.
elegans | kregowce nie majg fazy
syncytialne] zarodka

-+ Geny i mMRNA matczyne determinuja
polarnosc komorki jajowe;

- Pdzniej przeptyw informaciji przez
interakcje i ruch komorek

- Za posrednictwem szlakow transdukc;ji
sygnatu

- Istotna rola apoptozy

future future
MS cell  E cell

Alberts et al. Molecular Biology of the Cell, American Society for Cell Biology (ASCB)



Szlaki transdukcji sygnatu w
rozZwoju

- Komunikacja miedzy komorkami w rozwoju — kilka
klas szlakow transdukcji sygnatu konserwowanych
w ewoluci

- Hedgehog

- Wnt

- TGF-P

- receptorowe kinazy tyrozynowe

 Notch

- JAK/STAT

- hormony jadrowe (sterydowe, np. kwas retinowy)

+ Kluczowa jest zawsze kombinatoryka

http://ccr.cancer.gov/staff/images/1372_Fortini_178.gif



zone

(®

pVC 7
JA sABiosciences

 moga

Systemy transdukc

(

Rearrangment \

\_Cyt«kolmn

Szlak Wnt

lllllll
-
]’l




Metameria

- Podstawag roznicowania wielu grup jest
struktura powtarzajgcych sie segmentow

- Takich samych

- Zrdznicowanych (dzieki genom Hox)

4 Eotw O IRDTAL




Oscylator w rozwoju
Kregowca — “zegar | czoto fall”

Determination
‘ Front

Cooke & Zeeman 1976

FGF8

Oscylacje + ruch (np. wzrost)

(Polezhaev, J Theor Biol v 156, p 169,

1992) :

Z(: = A; O (vt-r)-0 (hU —h(t —t(,)) Anlerior Posterior
%=ka—dh+D (;j];

a(0,r)=h0,r)=0, rel0,L]

oh

oh
—(t,0)=—1(,L)=0
Br( ) (?r( )

B(x)=1 forx=0 and O otherwise

Baker et al., (2006) Dev Biol 293:116-126



Oscylator w rozwoju

Kregowca — “zegar | czoto fall”

Strefy generowane przez oscylatory (np.
rozwoj somitow D. rerio, myszy itp.)

oscylacje Her/hes (regulator transkrypciji)
sygnalizacja Notch

petle ujemnego sprzezenia zwrotnego

(A) " (B) Anter_ior/rostral

notochord

presomitic
mesoderm

tailbud
. Notch-Hes7-Ling loops
er
paraxial mesoderm lDII cell2
Posterior/caudal Notch cellt
& )
(C) l I 1] IV '
. EE TR RE R sli
T Sl.- IO, | T o T o | NINOtchlco
SO| H i i |
- — o’ 6§
N - - ” — SO osterior
of gene - - growth of

expression R ‘ f ‘

: the embryo
, and progression
= of the
wavefront
¥ ‘ f." PBP -J
\-_ _ Nucleus Lfng

N ¥ \.NH

Cytoplasm )

Holley & Takeda (2002) Semin Cell Dev Biol 13(6):481-8 Kageyama et al. (2007) Dev Dyn 236(6):1430-9



Sieci regulacii sg bardzo ztozone

The Endomesoderm model:
View from the genome

Dec 10", 2002
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Gteboka homologia

- Niektdre szlaki regulatorowe kieruja
rozwojem podobnych struktur u bardzo
odlegtych organizmow

- Np. Pax6 — rozwdj oczu
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