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Regulacja inicjacji transkrypcji
Czynniki transkrypcyjne i koaktywatory

Podstawowe — wspédlne dla wielu promotoréw, wigzanie w
proksymalnej cz¢éci promotora

Specyficzne (tkankowo, w odpowiedzi na sygnaly regulacyjne, w
rozwoju), wigzanie w dystalnej cz¢éci promotora i w enhancerach

Koaktywatory —uczestnicza w aktywacji transkrypcji, ale nie wiaza
si¢ z DNA. Dzialaja przez oddziatywania z biatkami kompleksu
transkrypcyjnego

— Kompleks mediatora jest ogélnym koaktywatorem polimerazy 11
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Transkrypcja genéw eukariotycznych zachodzi w chromatynie
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Struktura chromatyny pozwala na rozny sposdb odczytania
informacji zawartej w DNA. Mozliwe staje sie ustanowienie
specyficznych wzoréw ekspresji genow

genom
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Catosciwy obraz struktury chromatyny i mechanizméw kontrolujgcych j3

http://ec.europa.eu/research/health/genomics/newsletter/issue4/article08_en.htm



KOLEJNE STOPNIE KONDENSACJI CHROMATYNY
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Dwa podstawowe stany chromatyny

Nuclear

Nuclear
s Heterochromatyna

»;ﬁ‘ konstytutywna — jest obecna stale w komérce, DNA
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S Euchromatin wchodzacy w jej sklad nie zawiera genéw, dzigki czemu
17 zachowuje zwartg struktur¢ (obszary centromeréw i
1\ YHetero- l ,
Nuicheokgs 2Bt 5 o e hromatin telomeréw)

fakultatywna — ta forma chromatyny pojawia si¢ w jadrze
okresowo i tylko w niekt6rych komérkach,
prawdopodobnie zawiera geny nieaktywne w czasie
niektdrych faz cyklu komérkowego,

s Euchr omatyna — to luzno upakowana forma
chromatyny, zawierajaca geny aktywne transkrypcyjnie




Dwa podstawowe stany chromatyny
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Domeny funkcjonalne i izolatory
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Figure 10-9b Genomes 3 (© Garland Science 2007)




Obszary kontrolujace loci

*  LCR (locus control regions) — utrzymujg domeny funkcjonalne otwarte,
czyli aktywne transkrypcyjnie
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Figure 10-10 Genomes 3 (© Garland Science 2007)




Mechanizmy molekularne odpowiedzialne za procesy
epigenetyczne

Metylacja DNA

Histony:
warianty histonowe Chromatyna ulega /)
modyfikacje potranslacyjne dynamicznym zmianom /

strukturalnym
Przebudowywanie chromatyny

Niehistonowe biatka (PcG i TrX)

Niekodujgcy RNA




Chromatyna — preparaty mikroskopowe
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ehttp://cellbio.utmb.edu/cellbio/nucleus2.htm




Trawienie chromatyny nukleazg mikrokokalnga
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Dean Hewish i Leigh Burgoyne

w 1973 r. wyizolowali z watroby szczura
nukleaze DNA, ktorg trawili chromatyne. Po
trawieniu otrzymali specyficzny wzor
powtarzajacych sie prazkow.
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Struktura chromatyny

DNA + zwiazane biatka
1. Histony (male, zasadowe biatka)
2. Nichistonowe biatka regulatorowe

We wszystkich stanach chromatyny biatka sq zwiazane z DNA,
a réznice strukturalne wynikaja z réznego stopnia upakowania
chromatyny




PODSTAWOWE BIALKA BUDUJACE CHROMATYNE TO
HISTONY —

najbardziej konserwowane ewolucyjnie biatka u Eucariota

Histony H3 i H4 : bogate w argininy, najbardziej

konserwowane ewolucyjnie sekwencje biatkowe

Histony H2A i H2B : wzbogacone w lizyny, sekwencje

konserwowane ewolucyjnie

Histon H1 : bardzo bogaty w lizyny, sekwencja biatkowa
stabiej konserwowana ewolucyjnie, zwigzany z
nukleosomem poza jego rdzeniem




Roger Kornberg

w 1974 r. zaproponowat
model budowy nukleosomu,
w ktorym DNA owiniety jest
wokot rdzenia histonowego

tworzac nukleosom

Laureat Nagrody Nobla w
dziedzinie Chemii w 2006




Nukleosom zbudowany jest z rdzenia biatkowego, z okoto
147 bp DNA owini¢tego wokét rdzenia oraz z 50 bp DNA facznikowego
Rdzeri sktada si¢ z dwéch kopii kazdego z histonéw

H2A, H2B, H3 i H4

Poza rdzeniem nukleosomu dofaczony jest histon H1

~50bp
pomigdzy
nuklessomami
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http://fermat-2.cer.jhu.edu/~as410610/lecture_pdf/What_is_the_organization_of a_eukaryote .PDF
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Struktura Krystaliczna Nukleosomu

Luger K, Mader AW, Richmond RK, Sargent DE Richmond T]J.

Nature 1997 Sep18;389(6648):251-60




Regulacja dostgpnosci chromatyny

odstoniety promotor dostepny dla czynnikow transkrypcyjnych
RNA pol Il

High levels of transcription

NN\

Basal factors

\Y/4

Promoter

struktura chromatyny ogranicza wigzanie czynnikéw transkrypcyjnych

Nucleosome Promoter

Histone core

Hartwell, Hood, Goldberg, Reynolds, Silver, Veres. Genetics. From Genes to Genomes. Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc.




Modpyfikacje struktury chromatyny wptywajace
na regulacje procesu transkrypcji

1. Metylacja DNA




Metylacja DNA: przytaczenie grupy
metylowej do cytozyny




Metylacja DNA

(u ssakéw metylacji podlegaja gtéwnie sekwencje CpG, do 10% cytozyn jest metylowanych u ssakéw )

*powoduje zamknigcie danego obszaru chromatyny
*moze by¢ podtrzymywana podczas podzialéw komérkowych

*moze powstawal de novo
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podtrzymywanie wzoru metylacji DNA




Metylacja DNA odgrywa wazng role w regulacji ekspresji genéw oraz
w dziedziczeniu epigenetycznym

Epigenetyczna regulacja genéw to zjawisko polegajace na dziedziczeniu poziomu
ckspresji genéw, niezaleznie od zmian w sekwencji DNA

Metylacja DNA odgrywa podstawowg role w inaktywacji chromosomu X. Dzigki
inaktywacji jednego z chromosoméw X, u samic tak jak i u samcéw aktywna jest

tylko jedna kopia genéw sprzezonych z picia.

Metylacja DNA utrzymuje si¢ podczas mitozy, u zwierzat w procesie mejozy jest
usuwana

Metylacja DNA jest znacznikiem epigenetycznym decydujacym o prawidtowym

zachodzeniu pig¢tna genomowego (ang. genetic imprinting), znacznik ten jest
niezbedny do utrzymania mono-allelicznej ekspresji pictnowanego genu (np. gen Igf2
— koduje czynnik wzrostowy, wyltacznie allel od ojca jest aktywny). Proces ten jest
niezbedny do wlasciwego rozwoju.




Przyktad epimutacji
(zmiana we wzorze metylacji DNA)
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Cubas et al 1999, Nature 401: 157-161
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Modpyfikacje struktury chromatyny wptywajace na
regulacje procesu transkrypgji

2. Kowalencyjne modyfikacje histonéw rdzeniowych




Nukleosom

e

55 nnm

11T Nnm
Nature Reviews Molecular Cell Biology 4, 809-814 (October 2003)

Timeline: Chromatin history: our view from the bridge Donald E. Olins! & Ada L. Olins

Zasadowe N- i C-konce histonowe wystajg na zewnatrz nukleosomu, ponad DNA
owiniety na oktamerze biatkowym. Sg miejscem wielu potranslacyjnych modyfikacji



http://www.nature.com/nrm/journal/v4/n10/full/nrm1225.html

Enzymy modyfikujace histony rdzeniowe moga by¢ aktywatorami
badZ represorami transkrypcji
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Po-translacyjne modyfikacje histonéw
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Ponad 100 miejsc modyfikowanych

Mozliwo$¢é mono-, di-, trimetylacji podnosi poziom
skomplikowania systemu

Nier6wnomierne rozmieszczenie na obszarze chromatyny

Z.alezne od stanu komérki

TEORIA KODU HISTONOWEGO




Mechanizm dzialania modyfikacji potranslacyjnych

bialek histonowych




Zmiana struktury chromatyny
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Epigenetics © 2006 Cold Spring Harbor Laboratory Press



Acetylacja histonéw rdzeniowych rozluznia strukture

chromatyny
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Zmiana dostepnosci chromatyny dla czynnikdéw transkrypcyjnych i polimeraz




Modyfikowane histony rekrutuja specyficzne biatka

rozpoznajace okreslone modyfikacje
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Tony Kozaurides, Cell 128 (2007) 693-705




Typowy wzor modyfikacji histonowych na aktywnym transkrypcyjnie genie

H2B ubiguitlating compleres

8/ 1981
Copyright © 2006 Nature Publishing Group o

Nature Reviews | Molecular Cell Biology
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Modytikacje struktury chromatyny wplywajace

na regulacje procesu transkrypcji

3. Remodeling (przebudowa) struktury chromatyny




Regulacja struktury nukleosomowej chromatyny

przesuwanie nukleosoméw - zwalnianie dostepu do miejsc wigzania czynnikéw
transkrypcyjnych

% $cisle upakowana
Z chromatyna \

chromatyna N




Kompleksy remodelujace chromatyne

- s3 zbudowane zazwyczaj z kilkunastu podjednostek
- aktywno$c¢ zalezna od ATP
- w wyniku ich dzialania zmienia si¢ sposob oddziatywania pomiedzy histonami, a

DNA

Kompleksy remodelujace zaangazowane sa zarowno w aktywacje
jak 1 represje¢ transkrypcji (koaktywatory i korepresory transkrypcji)




Przebudowa (remodeling) chromatyny

rdzeniowe
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Mohrmann & Verrijzer, Biochimica et Biophysica Acta 1681 (2005) 59-73




SWI/SNF — kompleks remodelujacy chromatyng

c d
yeast Drosophila human

BAF250

BAF

polybromo

RsC3(Rrsco RSC7 (RSC15

RSC PBAP
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Konserwowane funkcje biologiczne kompleksow SWI/SNF:

v’ Regulacja inicjacji oraz elongacji transkrypcji

v' Udzial w rekombinacji homologicznej, naprawie DNA

v Regulacja cyklu komoérkowego

v Regulacja proceséw rozwojowych — takze u roélin

v' Udzial w szlakach sygnalizacyjnych uruchamianych

przez hormony — takze u roslin




Podstawowe modyfikacje zmieniajace
struktur¢ chromatyny

Short region of
DNA double helix

‘Beads on a string" ==
form of chromatin

*  Metylacja DNA (zamykanie obszaréw
chromatyny)

30-nm chromatin
fibre of packed
nucleosomes

* Kowalencyjne modyfikacje histonéw, np.

acetylacja lub metylacja (kod histonowy)

Section of d
chromosome inan &
extended form

Condensed section 90 * ATP-zalezna przebudowa (remodeling)
© f chromatyny- zmiana konformagji
nukleosoméw lub ich pozycji wzgledem
DNA

Entire mitotic
chromosome




Wspotzaleznos¢ roznych typow modyfikacji chromatyny

Metylacja DNA i potranslacyjne modyfikacje histonéw rdzeniowych
wspolzaleza od siebie i moga si¢ wzajemnie indukowac.

Kompleksy remodelujace chromatyne¢ zazwyczaj zawierajq biatka
rozpoznajace modyfikacje histonow oraz metylacj¢ DNA.

Nieprawidtowe funkcjonowanie systemu modyfikacji chromatyny jest
charakterystyczne dla wigkszos$ci nowotworow




Zmiany wzoru metylacji DNA w procesie nowotworzenia

Charakterystyczng cechg komérek nowotworowych jest
obnizony poziom metylacji DNA w skali calego genomu (hipometylacja)

i jednoczesna hipermetylacja niektérych obszar6w DNA




Wz6r modyfikacji histonéw rdzeniowych w komérkach niezmienionych

i nowotworowych

Komoérka zdrowa
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Esteller, M., Nature 8:286-292, 2007




Zmiany w kompleksie SWI/SNF zidentyfikowane

w réznych typach nowotworéw czlowieka

Nowotwory osrodkowego uktadu
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Najwazniejsze pytania epigenetyki

Srodowisko

ey

Los komarki

Kod epigenetyczny Komérki macierzyste

mod remodeler Regeneracja
Dziedziczenie epigenetyczne g
Typ komorki
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" Starzenie, nowotwory

Stan prawidtowy/patologiczny

1

Srodowisko

Epigenetics © 2006 Cold Spring Harbor Laboratory Press



