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Klasyczne wyobrazenie genu — fragment
DNA, ktory koduje mRNA
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Definicja genu
GEN- podstawowa jednostka dziedziczenia

Region DNA, ktory okreéla charakterystyczna dziedziczong ceche
organizmu,

zwykle koduje pojedyncze biatko lub RNA. Zawiera catg funkcjonalng
podjednostke wraz z sekwencja kodujaca, niekodujacymi
sekwencjami regulatorowymi DNA oraz z intronami.
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Wspotczesne definicje odnoszg sie do produktuy,
jakim jest funkcjonalny transkrypt 1 nie biorg pod
uwage biatka

Jak zawsze w biologii, 1stniejg wyjatki.

Trans—splicing. Istnieja geny “w kawaika_ch’. Transkrypt pochodzacy z jednego
fragmentu jest faczony z transkryptem z innego fragmentu, aby mogt powstac
funkcjonalny RNA.

Geny nakfadajace sie: Niektore ‘geny’ naktadaja sie. Oznacza to, ze pojedynczy
fragment DNA moze by¢ cze$cig dwoch lub nawet trzech genéow.

Redagowanie RNA. Niekiedy pierwotny transkrypt ulega intensywnemu
redagowaniu zanim stanie si¢ transkryptem funkcjonalnym. W najbardziej skrajnych
przypadkach dochodzi do WstaW1an1a lub usuwania nukleotydow. Oznacza to, ze
zawartos¢ informacyjna ‘genu’ jest nlepe{na dla zapewmema jego funkqonalnosm 1
musi by¢ uzupetniona z udzialem innych ‘genéow’




Geny eukariotyczne

cytoplasm
nucleus
m;rsns exons * Proces ekspresji genu sklada sie z wielu
etapow

o TR lTRANscmPn()N « Na kazdym z etap6w mozliwe dzialanie
“primary RNA transcript” .
regulacyjne
5" CAPPING e ..
RNA SPLICING * Procesy transkrypcji 1 translacji sa
3' POLYADENYLATION . . . .
RNA cap rozdzielone w przestrzeni 1 czasie
RNA AAAA . . . . )
" sxpom/  Informacja kierujaca syntezg biatka moze
by¢ modyfikowana po transkrypcji
mRNA === AaAA (alternatywne sktadanie, redagowanie) —
l’“‘"s'-‘“m zlozono$¢ proteomu przekracza ztozono$é
protein )

genomu




Etapy ekspresji/poziomy regulacji

struktura chromatyny
transkrypcja

obréobka 1 kontrola jakosci RNA
transport RNA

degradacja RNA

translacja

modyfikacje post—translacyjne

degradacja biatka




Transkrypcja

Kluczowym etapem regulacyjnym wiekszo$ci gendow jest
transkrypcja

Regulacja odbywa sie z reguly na poziomie 1nicjacji
transkrypcji

Czynniki cis — sekwencje regulatorowe w obrebie
promotor6éw i enhancer6w (wzmacniaczy)

Czynniki frans — biatka wiazace sie z sekwencjami
regulatorowymi (elementami c¢rs)




Czvynnikl cis

Gen
N NN NN it TNTNTNT NI —

Enhancer Promotor

) . ) Przed genem, w okreslonej odlegtosci
Dzizla na’c‘:dleglosc‘, za'chowu!e ) od miejsca startu transkrypcji.
aktywnos< przy zmianie poloZenia Zapewnia podstawowy poziom transkrypcji.

wzgledem genu.
Wzmacnia transkrypcje ponad poziom podstawowy.

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




Czynniki frans

Chromosom A
Enhancer Promotor

N\NANANANA MBRNA - NAANANANAN N\NANANNN

Chromosom B

— === Chromosom C

— Chromosom~ D

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




Rozmieszczenie sekwencji
regulatorowych

{a} Mammalian gene

— 1y

| /1 | 1 N I |

=101 =50 kb - 200 =30 +10to +50 kb

(b} 5. cerevisiae gene

ST I 7

=100

I

D Exon DTATA box D Promoter-
proximal
alement

D Intran B Enhancer
{mammalian}

UAS (yeast)

Ekson - odcinek genu, ktéry koduje sekwencje aminokwaso6w w biatku
Intron - niekodujacy odcinek genu, rozdziela eksony

UAS - ang. upstream activating sequence




3 (+1) gtdbwne polimerazy RNA Eukaryota

polimeraza produkty
o-amanityne

Polimeraza I  geny rRNA (18S; nie wrazliwa
28S; 5,8S9)
hn/mRNA,

Polimeraza II = wiekszo$¢ snRNA bardzo
(U1, U2, U4, Ub), wrazliwa
miRNA
male RNA: tRNA,

Polimeraza III  snoRNA, 5S umiarkowanie
rRNA, U6 snRNA wrazliwa

» Polimeraza mitochondrialna




Sktad podjednostkowy 3 gtownych polimeraz
RNA Eukaryota

Poli _
R?\qumfezfgzz' Eukariotyczne polimerazy RNA

. -I -I -III } Podjednostki typu B i B’

T CT

= (=] <1 % = } Podjednostki typu a
L L] @
a L a
< < <> Podjednostki wspoélne
> > >
= [ |
= = = J_ | |
s o - 1 Podjednostki specyficzne

dla danej polimerazy

CTD- C koncowa domena Pol I, o krytycznym znaczeniu dla transkrypcji




Polimeraza Il

/ Polimeraza II RNA rozplata nici DNA,
RNA pol Il syntetyzuje RNA 1 taczy ponownie obie
%xon Intron Exon Intron Exon nici DNA.

Enhancerj EPromotor ierwotny traskrypt - . . .. ; i
l| P b L Samodzielnie nie jest w stanie rozpoznacé

| mANA promotora genu 1 zainicjowac transkrypcji.

| Do tego celu niezbedna jest obecnos¢
OGOLNYCH CZYNNIKOW TRANSKRYPCYJNYCH

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

« U prokariontéw geny sa najczeéciej ciagle, tj. kolinearne z ich
mRNA.

« U wyzszych eukariontéw geny sa nieciagle, tj. niekolinearne z ich
mRNA.

« (zesci genu ulegajace ekspresji noszg nazwe eksonéw, zas
sekwencje przedzielajace eksony — intronéw.




Inicjacja transkrypcji

e Ogoblne czynniki transkrypcyjne (podstawowe) —
wspolne dla wielu promotoréw, wigzanie w
proksymalnej czes$ci promotora

GTF — ang. general transcription factor
TFIA, TFIB, TFIID, TFIE, TFIF, TFIIH




General Transcription Initiation Factors from Human Cells

MNumber of  Molecular

Factor Subunits Weight (kDta})  Function
TEID TBF 1 3& Core promoter recognition (TATA); TFIB recruitment
TAFs 12 15-250 Core promoter recognition (non-TATA elements); positive and negative

regulatory functions

TFIIA 3 12,15, 35 Stabilization of TBP binding; stabilization of TAF-DNA interactions;
antirepression functions

TFIIE 1 35 RMNA pol II-TFIIF recruitment; start-site selection by RINA pol 11

TFIIF 2 30,74 Promoter targeting of pol 11; destabilization of nonspecific RNA pol [I-DNA
interactions

RNA pol I 12 10-220 Catalytic functions in RNA synthesis; recruitment of TFIIE

TFIIE 2 34,57 TFIIH recruitment; modulation of TFIIH helicase, ATPase, and kinase activities;
direct enhancement of promoter melting (2}

TFIIH 9 35-85 Promoter melting using helicase activity; promoter clearance (7} by CTD kinase
activity

* The subunit compositions and polypeptide sizes are those described for the human factors, but homologues for virtually all have also been identified in rat,
Drosopliia, and yeast.

* Abbreviations used: CTD, carboxy-terminal donmain of pol I; RNA pol IT, RNA polymerase 11; TAFs, TATA-binding protein—associated factors; TEF, TATA-
binding protein,

Sewrces Fromn B G, Roeder, Trends Biochens, Sei {1996) 21:327-5335. & 1996 with permission of Elsevier Science.




(a)

Podstawowe czynniki
tworzg platforme, do
ktorej wigze sie
polimeraza

P

-40 -3C +1

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




Podstawowe elementy cis

e Promotor rdzeniowy (podstawowy) — wiaze
og0lne czynniki transkrypcyjne

Elementy bliskiego promotora — wiaza czynniki wspolne dla
wielu roznych promotoréw, ktore zapewniajg podstawowy
poziom transkrypcji

e element CAAT —czynniki NF-1 1 NF-Y
e element GC — czynnik Spl
e oktamer — czynnik Octl




Promotor podstawowy

-35-30
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BRE
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transcription
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general
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Pierwszy etap inicjacji transkrypcji
przytaczenie ogb6lnego czynnika transkrypcyjnego TFEIID

TATA binding protein (TBP) w kompleksie z DNA w rejonie “TATA-box’
TBP- sktadnik ogo6lnego czynnika transkrypcyjnego TFIID

N

\_,_

gil) (8G,
‘(’i B -_ -

A R \
NV e

& £ &

ol a

:%éw

\

5

3

Molecular Biology of the Cell Forth Edition




Sekwencyjny model sktadania Kompleksu Preinicjacyjnego (PIC — preinitiation

complex)

Aktywno$¢ transkrypcyjna na poziomie podstawowym, jeSzcze nie

regulatorowym

- +?
l '_;TE_FSTATA nr
TFI
TBP h}\p
polimeraza Il ﬂ ‘Q

>,

helicase ° CTD protein kinase

%

Kompleks preinicjacyjny

ATP - hydrolizal

Kompleks inicjacyjny, DNA na | nukl. stopiony

TFII A, B, D,E, H, F — Og6lne
Czynniki Transkrypcyjne
(GTF)

Czynniki TAF — sktadowe TFIID
(ang. TBP Associated
Factors)

TATA — TATA box -
sekwencja TATAAA rozpoznawana
przez biatko TBP

Inr — sekwencja inicjatorowa
rozpoznawana przez biatka TAF

Polimeryzacja pierwszych kilku nukleozydotrifosforanéw 1 fosforylacja CTD prowadza do

uwolnienia promotora.




Regulacja 1nicjacji transkrypcji —
czynniki transkrypcyjne 1 koaktywatory

« Podstawowe — wspolne dla wielu promotorow,
wigzanie w proksymalnej czeéci promotora

e Specyficzne (tkankowo, w odpowiedzi na sygnaly
regulacyjne, w rozwoju), wigzanie w dystalnej
czescl promotora 1 w enhancerach




Specyficzne elementy cis promotorow i
enhancerow

 Moduty odpowiedzi na sygnal

— np. modut CRE — odpowiedZ na cAMP (czynnik
transkrypcyjny CREB)

 Moduty specyficzne dla komoérek i1 tkanek

— np. modut mioblastowy rozpoznawany przez czynnik
MyoD; modut limfoblastoidalny — czynnik NF-xB

 Moduty rozwojowe
— np. moduty Bicoid i Antennapedia D. melanogaster




Modularna organizacja elementoéw cis
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. £V,
Vegetal plate expression in early development:

I Gﬂ/ﬁ»

Synergism with modules B and G enhancing endoderm expression in later development: I S

Repression in ectoderm (modules E and F) and skeletogenic mesenchyme (module DC): } }

Modules E, F and DC with LiCl treatment: f {

Yuh et al. (1998) Science 279, 1896-1902. Endo16 regulatory system of the sea urchin.




Modularna organizacja elementéw cis

« W sekwencjach regulatorowych wystepuja rézne
kombinacje elementéw cis wiazacych r6zne czynniki frans,
co daje bardzo wiele mozliwo$ci regulacji przy udziale
stosunkowo niewielkiej liczby regulator6w — kombinatoryka

GC A5 ocCT E2 A3 CRE A2 E1 A1 G1 TATA Gene

AIM aa— S——

50bp

GC, A5 Module name

Promotor ludzkiego genu insuliny "'!'" Eas pIEmate R inEnG
| i s i i Cell-specific modules

Figure 11-27 Genomes 3 (© Garland Science 2007)




Alternatywny start transkrypcji

 Wiele gen6w wyzszych eukariontéw posiada wiele
alternatywnych miejsc startu transkrypcji (promotorow),
specyficznych tkankowo

 Dzieki temu z jednego genu powstaja rézne transkrypty 1
biatka w r6znych komorkach 1 tkankach

miesnie Mozdzek siatkowka kom. Schwanna pozostate tkanki
C M Ce R CNS S G
0 500 1000 1500 2000 2500 kb

L B LN LB LB —1 D ) S VW P | W—— 0| PN — -

o s s | s W
Genomes 3 (© Garland Science 2007)
Gen dystrofiny cztowieka




Sekwencje wzmacniajace 1 wyciszajace
,Enhancery’ i ,Silencery’

Enhancery stymulyja transkrypcje, silencery hamuja
transkrypcje .

Jedne i drugie dzialaja niezaleznie od orientacji, tj. odwroécenie
ich sekwencji nie wptywa na efekt.

Jedne 1 drugie dzialaja niezaleznie od miejsca polozenia w
genomie.

— Moga dziata¢ na odlegto$¢ w stosunku do promotora
— Enhancery wykrywa sie nieomal wszedzie

Jedne 1 drugie stanowig miejsce wigzania dla specyficznych
czynnik6w transkrypcyjnych.




Specyficzne czynniki transkrypcyjne




Struktura domenowa aktywator6w transkrypcji

domena domena domena domena
wiazaca odpowiedzialna aktywujaca regulatorowa
DNA za dimeryzacje

Domena wiazaca

aktywujaca

Interakgje z biatkami Modyfikacja struktury
kompleksu transkrypcyjnego chromatyny

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




Domeny obecne w czynnikach transkrypcyjnych

 Palce cynkowe

« Helisa—skret—helisa (H-T-H) — np. homeodomena,
domena HMG, domena PAU

 Suwak leucynowy
« Helisa—petla—helisa (H-L-H)
* 1 wiele innych




Domeny wiazace DNA

(A)

Palec cynkowy

From The Art of MBoC? © 1995 Garland Publishing, Inc

@) O OO @) © oO Q O OO
Figure 11-3 Genomes 3 (© Garland Science 2007) @) Q O Q . .
9 9 § Zo o - Czynnik transkrypcyjny
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Dimeryzacja czynnikow transkrypcyjnych

P

Suwak leucynowy . 9
Np. protoonkogeny rodziny c-Fos 1 g &%
c—Jun = S
Rodzina CREB — %

«
(cAMP response element binding \

protein) g?




Represory

Wspodtzawodniczenie o miejsce wigzania

Activator Repressor kamplele;
\o o/ ° ; podstawowy
= T T ] —
Enhancer Gene )
Blokowanie domeny wigzacej DNA
Activator Repressor kompleks
podstawowy

DNA-binding domain _54_

Blokowanie domeny aktywujacej

¢ O -@

kompleks

Q_g podstawowy

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




Regulacja inicjacji transkrypcji
Czynniki transkrypcyjne 1 koaktywatory

 Podstawowe — wspblne dla wielu promotoré6w, wiazanie w
proksymalnej cze$ci promotora

« Specyficzne (tkankowo, w odpowiedzi na sygnaty
regulacyjne, w rozwoju), wigzanie w dystalnej czeéci
promotora 1 w enhancerach

 Koaktywatory —uczestniczg w aktywacji transkrypcji, ale
nie wiaza sie z DNA. Dzialaja przez oddziatywania z
biatkami kompleksu transkrypcyjnego

— Kompleks mediatora jest og6lnym koaktywatorem
polimerazy II




Mediator — kompleks biatkowy

Kornberg R D PNAS 2007;104:12955-12961

©2007 by National Academy of Sciences | | ﬂ é i



Polimeraza Il RNA wraz z Mediatorem

» niezbedny do regulowanej transkrypcji

 absolutnie wymagany do transkrypc;ji
wiekszoéci geno6w eukariotycznych

» oddziatuje bezposrednio z aktywatorami
transkrypcji 1 polimeraza II RNA

» wazny zaréwno dla pozytywnej jak i
negatywnej regulacji transkrypcji

Kornberg R D PNAS 2007;104:12955-12961

©2007 by National Academy of Sciences | | ﬂ A i S



Elongacja transkrypcji gen6éw eukariotycznych jest $ciéle zwiazana
zZ obrobka RNA

nucleus
'ws exons

transcription unit
lTRANSCRIPTION

pnmary RNA transcript”
5 CAPPING
RNA SPLICING
RNA cap 3' POLYADENYLATION
4
mRNA
mRNA B AnAA
lTRANSLATION

proteln V-9

Molecular Biology of the Cell Forth Edition




Domena CTD polimerazy II RNA koordynuje wydarzenia transkrypcyjne

| ‘\.

(M \N“F* DSIF) Domena CTD zawiera powtarzajaca sie
& {Fns sekwencje aminokwasowa (YSPTSPS)
+1 +20 to +40
Initiation —e Promoter —a Pausin
siisks ;g Hiperfosforylacja domeny CTD determinuje

Productive elongation

nowy zestaw regulatoré6w przytaczajacych sie
do pol II 1 zaznacza przej$cie od inicjacji do
elongacji transkrypcji.

— 7 polid e Zatrzymanie w poblizu promotora i
uwolnienie promotora; przejécie do fazy
produktywnej transkrypcji — jest zalezne od
fosforylacji CTD

Copyright @ 2006 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Saunders et al. Nature Reviews Molecular Cell Biology 7, 557-567 (August 2006) | doi:10.1038/nrm1981

nature CEEEr
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Terminacja 1 poliadenylacja

Polimeraza ll
DNA i il
—_
? Sekwencja sygnatu poliadenylagji
CPSF 1
CPSF wiaze sie z sekwencja sygnatowa
& A

l

Terminacja przewaza nad
elongacja

Figure 12-23 Genomes 3 (© Garland Science 2007)

CPSF- kompleks biatkowy, czynnik specyficznos$ci ciecia 1 poliadenylacji




Terminacja 1 poliadenylacja

5’ 3’
AAUAAL s CA s CU E——

Pre-mRNA

‘Tworzenie kompleksu
l poliadenylujacego
Biatka wigzace poliA

AAUAAA mnmnssss CA anmssss GU —

l Poliadenylacja

" Poliadenylowany
mMRNA

Figure 12-22 Genomes 3 (© Garland Science 2007)

AAUAAA Bl CAAAAAAAAAAAAAA




Poliadenylacja

Kontroluje (zwieksza) stabilno$¢ mRNA

Dotyczy wiekszo$ci mRNA, wyjatkiem sqg mRNA kodujace
histony

Pelni funkcje w procesie translacji




Chromatyna — wazny element regulacji transkrypcji
gendéw eukariotycznych

Chromosome
Chrormnatid Chromalid

http://www.accessexcellence.org/AB/GG/nucleosome.html




Transkrypcja gendéw eukariotycznych zachodzi w chromatynie

Kornberg R D PNAS 2007;104:12955-12961

©2007 by National Academy of Sciences | | ﬂ A i i



KOLEJNE STOPNIE KONDENSACJI CHROMATYNY

&= "\sn.um DNA with
&ss0ciated protains

protans

Loop chromatin

http://www.us.elsevierhealth.com/SIMON/Pollard/favoritefigs/W_Earnshaw_favorite_figures.htm

1



Dwa podstawowe stany chromatyny

Nuclear

Pore
Nuclear

Envelope

Heterochromatyna

konstytutywna — jest obecna stale w komorce,
DNA wchodzacy w jej sktad nie zawiera genow,
dzieki czemu zachowuje zwartg strukture (obszary
centromeréw i telomerow)

fakultatywna — ta forma chromatyny pojawia sie w
jadrze okresowo 1 tylko w niektoérych komorkach,
prawdopodobnie zawiera geny nieaktywne w
czasie niektérych faz cyklu komoérkowego,

Euchromatyna - to luzno upakowana forma
chromatyny, zawierajaca geny aktywne
transkrypcyjnie




