Zakladni poznatky o struktu Ffe genomu

Primarni a sekundarni struktura DNA
Nukleosom a chromatinové viakno

Chromosomy a genom




Primarni a sekundarni struktura DNA

DNA je tvo rena nukleotidy
(baze+cukr+fostatova skupina),
které jsou uspo radany do
retézce. Dva retézce pak tvo ri
dvousroubovicl.

DNA, side view DNA, top view




Pyrimidiny a puriny v DNA

Baze nukleotidu jsou odvozeny od pyrimidini nebo od purind.
Jsou to nenasycené slouceniny s dvojitymi vazbami, struktura je
plosna, absorbuji UV svétlo. Hlavni pyrimidiny a puriny obsazené

v nukleotidech jsou:

Pyrimidines Purines

Adenine Guanine




Supercoiled DNA

Realna DNA nize mit @tSi nebo mensi pet otaek nez
odpovida jeji pirozene struktie. To je kompenzovano
vytvorenim vyssi Sroubovice (DNA supercoiling).

Kruhove genomy bakterialni DNA t¥bnadsroubovici (5
otatet na 1000 bp. Linearni chromosomy mohou mit take
oblasti se supercoiled DNA.

Supercoilng in DNA
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Komplementarita DNA umoz nuje replikaci

adénine
thymine
cytosine
guanine

acide phosphorique
désoxyribose

Origin of
replication

Replication fork

Direction of

replisome 7 ik
Replication bubble W

i 5 continuous strand
With 2 replication forks, , &7
Each with a ] T Lagging strand

H W5’ made in pieces
replisome N (ckazak
fragments)

Ends DNA replication




DNA koduje aminokyseliny

Geneticky kod je system pravidel , které
prifazuji posloupnost nukleotid u v DNA
aminokyselinam. Tento kod je vyuzit v
zivych bu nkach a je universalni.

Vznik kodu je predm étem teorii:

1) afinita aminokyselin k jejich triplet  Gm —
mozna se d rive syntéza d éla primo, tj.
bez tRNA

2) vyvoj prost rednictvim selekce tak, aby
byl co nejmensi po c¢et chyb (mutaci)




Od DNA k proteinu
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1st position
(5' end)

MRNA koduje aminokyseliny

2nd position

C A G

| 3rd position
(3' end)

'

Ser Tyr
Ser Tyr
Ser STOP
Ser STOP

Cys
Cys
STOP
Trp

Arg
Arg
Arg
Arg

Kod je

-degenerovany
(existuje 4 3=64 komb.)
-skryté mutace

-stop kodon (UAG,
UGA, UAA)

-dllezita je faze d&teni
-variace:

-mykoplasma (UGA
je tryptofan)

-bi¢ikovci (UAG je
glutamin)

-candida (CUG —
Serin)




Geneticka informace v DNA

dvojSroubovice
DNA

Exprese gen
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Sestrih — u eukaryot

Splice sites are locations on DNA at boundaries of

- exons (which code for proteins)
- introns (which do not)
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DNA jako sou cast chromatinu

V eukaryotickych jadrech — chromatin=DNA + histony + d alsi
proteiny. Histony (H2A a H2B) a (H3 a H4) tvo ¥i dimery, ty tvo Fi
tetramery a dohromady pak vznika oktamer — kolem se vine

DNA (146 bp) a vytva fi tak nukleosom. Spojnice = 56 bp.

Histony jsou zasadité proteiny, bohaté na lysin a argin in
(R-skupiny maji kladny naboj, ktery interaguje se zap  ornym
nabojem fosfatovych skupin DNA).

Histony jsou vysoce konzervovany u eukaryot.

Nucleosome structure
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Denaturace DNA

Je to odd éleni komplementarnich Fetézcua. Maze
nastat teplotou (95 °C — kompletni). Denatura c¢ni
teplota (Tm) — teplota, p £ které je polovina DNA
odd élena. Denaturace je doprovazena zvysenim
absorpce UV. Denatura ¢€ni kAvka — zavislost
absorbance na T. Tm zavisi na obsahu GC par a.

Melting curve of DNA

Absorbtion spectra of double stranded and
single stranded DNA at pH 7.0
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Chromatinoveé vilakno

30nm

V| &~8 Nukleosom

' . Spojovaci DNA

Nukleosomoveé jadro




Chromatinoveé viakno

30-nm chromatinové viakno s nukleosomy a
navazanymi proteiny

Sekven éné specifické
proteiny

Nukleosomy




Struktura chromatinu
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forma chromatinu forma chromatinu




DNA, nukleosomy, chromatin, chromosom a genom

Chromosom

Genom v jad fe




RNA v bu nce

Ribosomalni RNA (rRNA) 80% celkove RNA,
c¢ast ribosom u

Transferova RNA (tRNA) — nese aktivovanou
aminokyselinu na ribosom

Messengerova RNA (mRNA) — nese info z
DNA na ribosomy pro odpovidajici protein

Mala RNA — regulace exprese




Chromosomy

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

CT ajejich ¢asti jsou disjunktni
Subdomeény CT

Chromosom jako nahodny polymer

Nenahodna vnit mi struktura CT




Chromosomy-slozeni

Chromosom obsahuje jedinou molekulu DNA spojenou s

a)

proteiny:

5 druh & molekul histon 4 — proteiny bohaté na lysina
a arginin — proto s pozitivnim nabojem. Proto se
vazou siln é s negativn e nabitymi fosfatovymi
skupinami DNA

r zné proteiny nehistonoveé povahy- v étSinou jsou to
transkrip ¢ni faktory



Chromosomy-struktura

Interfaze vs mitdoza — stupe n kondenzace, v mitoze dob re
viditelné

V S-fazi dochazi k syntéze DNA, a proto v mitdze
pozorujeme chromosomy duplikované, slozené ze
dvou sesterskych chromatid spojenych v
centromerickeé oblasti

V oblasti centromery jsou p Fitomny proteiny
kinetochory, ktere se vazou na vlakna d éliciho
vreténka

Ramena se ozna cuji p-ramenko (kratsi) a g-raménko

Barveni Giemsou zviditelni sérii pruh  d (tzv. G-pruhy)




Chromosomy-po Cty

VSechna zvi rata maji charakteristicky po cet
chromosom u ve svém t éle, tzv. diploidni po cet (2n)

Ty se vyskytuji jako homologni pary, kazdy z paru byl
ziskan od jednoho z rodi éu

Pohlavni bu nky obsahuji haploidni po ¢éet chromosom




Chromosomy-po Cty

Clovek

MysS

Drosofila melanogaster
Mikroskopickycerv Caenorhabditis elegans
Kvasinky (Sacharomyces cerevisie)
Arabidopsis thaliana (rostlina)

Z&aba Xenopus laevis (jizni Afrika)
Pes

Kuie

PSenice

Mravenec Myrmecia pilosula

Cerv Parascaris equorum

Rak Cambarus clarki

Preslicka rolni Equisetum arvense




Klasické barveni chromosom U
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Barveni chromosom u - G-banding




Lidské chromosomy
obarvené pomoci multicolor FISH




Lidské chromosomy
obarvené pomoci multicolor FISH
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Translokace detekovana pomoci m-FISH




Vyznamné sekvence na chromosomech

. interfaze mitdza interfaze

telomera —!! 1 " 1

po éatek
replikace

centromera !

mitotické

vieténko duplikované

chromosomy

Na chromosomech rozliSujeme:
telomery (konce chromosom U obsahujici sekvence zajiS tujici

zachovani délky chromosomu)
centromery (G¢€astni se p Fi segregaci chromosom U v mitéze)

po catky replikace (vice mist, kde za €ina replikace)




Typy chromosom U podle umist éni
centromery

ik

metacentric | acrocentric
submetacentric telocentric

Centromery - identifikovatelné jako mista konstrikce, v nichz jso u
chromatidy spojeny k sob &, odpov édne za segregaci CT, fixovany
na ur ¢ité misto v CT, maji ur €itou sekvenci. Tyto sekvence mohou
byt stejné nebo podobneé pro vice CT.




Centromery maji odliSneé histony

Centromery — jsou tvo Feny alfa-satelitni DNA, obsahuji
kinetochorové proteiny, zajiS t'uji p Fipojeni chromosomu k
vieténku a d éleni chromosomu do dce Finych bun ék.
Centromery obsahuji specificky histon CENPA, maji schop nost
vytva fet chromocentra a U €astni se regulace exprese.

Na obr. pericentromerické satelity (Sipky). Bloky re petic obsahuji ob €as LINEs a SINEs
(interspersed elements). Orientace mohou byt stejné nebo opa €né. Centromerické oblasti
obsahuiji alfa satelity (obsahuji 5 monomer ) — modre.

SINE

— <

Monomeric

Higher order repeat 171 bp monomer




Struktura centromery

higher order repeat

a satelite DNA monomer 17
nucleotide pairs

Centric heterochromatin

: kinetochore on
Spindle centromere

microtubules

Kinetochore inner plate l
formed by kinetochore Heterochromatin formed on a satelite

proteins bound a satelite DNA
DNA

- kinetochore outer plate formed
from special proteins




Vyznamné sekvence na chromosomech

Telomery — probléem p Fi replikaci na konci linearnich molekul DNA
se reSi specialni sekvenci (tandem GGGTTA — az 10 kbp), ktera  vaze
enzym telomerazu, tj. enzym, ktery funguje v komplex  u s kratkym
usekem RNA, podle kterého syntetizuje (jako reverznit  ranskriptaza)
malé Useky DNA na koncich chromosom Q.




Vyznamné sekvence na chromosomech

Pocatky replikace - replikace b ézi v obou sm érech od spole éneho
pocatku (50 bp/s), ktery je charakterizovan ur ¢&itym typem
sekvence; v lidském genomu je mnoho po ¢atku replikace (10 3).
Replikace je aktivovana v klastrech a probiha nejd Five pro mén é
kondensovany chromatin.




Vizualizace v ice DNA sekvenc 1 In VIVO
pomoc | GFP

Sadoni et al., JCB 2000




Chromosomova teritoria (CT)

Prvni experimenty, ktere vedly k zav  éru, ze chromosomy se nacha-
zeji v jad re v podob é ohrani éenych domen, byly pokusy T. Cremera
v létech 1982-1984. Zavedeni FISH podstatn é urychlilo poznani

chromosom u jak v mitoze, tak v interfazi.




Chromosomova teritoria se
neprekryvaji; ani jejich ¢asti




Funk €ni uspo radani genomu v jad re

Jadérko

Chromatin_ovc_s’_t
viakna 3

Proteinovy Jaderné pory
komplex

Transkripce




Chromosomy

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

CT ajejich ¢asti jsou disjunktni
Subdomény CT

Chromosom jako nahodny polymer

Nenahodna vnit mi struktura CT




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




Struktura CT - schéma

Cytoplasm /Nucleus

b

nuclear envelope

subchromosomal

chromosome fiber - -
200-400 nm




Chromosomy

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

CT ajejich ¢asti jsou disjunktni
Subdomeény CT

Chromosom jako nahodny polymer

Nenahodna vnit mi struktura CT




Nahodny (Gausovsky) polymer v jad re bunky
(jsou zobrazeny 2 body polymeru R a R")




Stredni vzdalenosti mezi genetickymi elementy
v zavislosti na jejich molekularnich vzdalenostech
(H. Yokota et al., 1995)
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A random-walk/giant-loop model
Interfazniho jadra (Sachs et al., 1995)

| flexible backbone"
straight for visual
clarity only

¥

protein

chromatin

\

I "gian" loops"




Multi-loop subcompartment model (Munkel et al., 199  9)

Existence disjunktnich CT Existence subdomén uvnitf CT

Schéma modelu

) subcompartmaent
chromatin

subcomparnment loop base spring

(magnified)




L2(n) zavislsot pro velké molekularni
vzdalenosti podle MLS modelu

Narust do 50 Mbp Ize vysvétlit bud nAhodnym
polymerem (exponent 0.5 v log-log méritku) nebo
MLS modelem. Pro vétSi vzdalenosti odpovida
exponent 0.3 spiSe globularni struktufe popsané v
MLS modelu.
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Chromosomy

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

CT ajejich ¢asti jsou disjunktni
Subdomeény CT

Chromosom jako nahodny polymer

Nenahodna vnit mi struktura CT




Pouziti vice DNA prob pro tentyz chromosom

Signaly z prvni hybridizace Ize rozliSit v druhé

p-arm: red 1
yellow 1
green 1

g-arm: green 2 —m=
yellow 2 _— p-arm: red 1

red 2 yellow 1
green 1

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




Cytometrie s vysokym rozliSenim — nalezeni signal

Topografické parametry jsou vypocteny
pro kazdy signal — souradnice X, y, z v
tézistovem systému jadra, intensita,
V)I/éka VelikOSt apOd. Hybridization #1  Probe #1  Signal bype: Gene

7

Signal attributes:

6 dzZ; 2
%R 75 Inkensity: 239 Height: 126 Size: 24
ALIFWHM:): 0 A2(FWHMy: 0 AJFWHMz: O
Inkensity criterion: 1 of 4
Height criteriorn: 1 of 4

Size criterion: 2 af 4

Do you wank ko delete this signal?




Zpracovani dat

Souradnice a dalsi parametry Ize ulozit do
textoveho souboru a exportovat z programu
FISH 2.0

V prabéhu dalSi analyzy CT lze vzajemn é porovnat
a zkoumat miru podobnosti
Podobnostni funkce — definice a vypo  ¢et pro serii CT
Jsou vypo ctenatézisté CT a posunuta do jednoho bodu
CT jsou rotovana v 3D prostoru tak, abychom dostali co
nejlepsi hodnotu podobnostni funkce
Definice klastr u genetickych lokus o a vypo ¢et jejich
disperze




CT jsou vzajemn € porovnany

CT jsou stejna CT se velmi ligi
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Definice podobnostni funkce pro 2 teritoria

Pouzijeme translace a rotace pro superponovani CT

Se= Z(Axyellow )2 "'Z(Axgreen)2 o
2 (DX prack )+ (DX piye )?

je

definovana jako @ a




Definice miry podobnosti pro vice CT

Superposice teritorii jedné na druhou metodou nejmensich ¢tverc G

SZ:Z(Axyellow )2 u
+2 (Ax
+Z(Axblack )¢
+Z(Axblue)2

green)2




Ukadzeme metodu na p fikladu 2 lokus u

0 S0

CT se 2lokusy 2 CT se 2 lokusy KFizkem jsou ozna éena

do stejneho bodu a CT
|ze rotovat tak, abychom
dostali lokusy na stejnou
osu, €ervené k sob é a
bilé k sob é.




Vysledky rotace vidime pro realné lokusy HSA 17

Standard deviation/Mean = 0.38 L ze vypo éitat

rozd éleni vzdalenosti
a pomér
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R=S.D./Mean

Standard deviation/Mean = 0.48

Frequency




Porovnani s ndahodnym modelem:
300 dvojic bod U byly nahodn é generovany v prostoru
podle Gaussovy distribuce
Rayleigh distribution, R=0.5

Standard deviation / Mean value = 0.5
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Rayleigho rozd éleni vede k zav éru, ze

interfazni chromosom se chova jako voln é
plovouci polymer
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Uvazujme nyni 3 geneticke elementy

invia

Polozime je do jednoho bodu

Rotujeme trojuhelniky tak, abychom dostali
signaly stejné barvy co nejblize k sob e
Genetické elementy stejného typu vytvo i
Klastry




Polarni struktura
chromosomovych
teritorii

CT 8in
Go-lymphocytes

Go-lymphocytes

Stimulated lym




Porovn ani s nahodnym modelem: 3 elementy
nahodn e generov any po rotaci
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Side view — elements are
located in one plane




Porovn ani s nahodnymi modely: 3 elementy
nahodn e generov any Vv prostoru po rotaci kolem
jednoho z nich

Podle ndhodnych model 1 by
uhly rovnostranného
Trojuhelniku m ély byt 60°

MensSi hodnoty ziskaneé

v experimentu p redstavuji
dukaz nenahodného

uspo radani CT




Vice genetickych element u: 5lokus u CT 17 u Go- a
stimulovanych lymfocyt u

Go-lymphocytes Stimulated lymphocytes




Porovn ani s nahodnymi modely: pro v ice
element U se zmen Suje jejich vz ajemna
vzdalenost po rotaci

Points restricted in Gaussian distribution
a spatial volume




Orientace CT v | adrech bun ek

1) Bunécna jadra rotujeme tak, abychom dostali CT na jednu osu
2) Vypocte se stfedni poloha CT na této ose

position




Transformace CT v | adre bunky

polohy

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

Mean Mean
position ~ position




Orientace CT v jad re bunky
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VySe popsanym zpusobem dostaneme realné polohy
genetickych lokusu vzhledem k CT a také do znac¢né miry
vzhledem k jadru. Transformace odstrani fluktuace polohy
genetickych elementu jez jsou zpusobené fluktuacemi CT
uvnitr jadra




Struktura chromosomovych teritori

Zavery o nenahodném uspo radani chromosomovych teritorii:

Pomeér mezi standardni odchylkou a st fedni hodnotou vzdalenosti
mezi dv éma genetickymi lokusy je v mnoha p fipadech mensi nez
0.5, coz je hodnota typicka pro Rayleigho distribuci.

Uhly trojahelniku jez vznikne ze t  ¥i genetickych element @ stejného
CT v jadre jsou v mnoha p fipadech mensi nez 60 °, tj. hodnota,
kterou lze o éekavat pro nahodnou strukturu.

Pro veétSi po¢et genetickych oblasti, polohy element G ve 3D
prostoru maji mensSi rozptyl nez klastry vzniklé pro nahodn e
generovanou strukturu.

Orientace jader se zviditeln énymi CT a jejich genetickymi
elementy poskytuje d 0kaz o orientaci a polarit & CT.




