UNIA EUROPEJSKA
EUROPEJSKI
KAPITAt LU DZKI FUNDUSZ SPOLECZNY

ARODOWA STRATEGIA SPOJNOSCI

Regulacja ekspresji genow

Materiaty dydaktyczne wspotfinansowane ze srodkow Unii
Europejskie; w ramach Europejskiego Funduszu Spotecznego.



Problem: jak sprawic¢ aby z jednej komorki powstat
wielokomadrkowy organizm sktadajacy sie z komodrek o znacznej
roznicy w budowie i funkgji?

Po pierwszych dwéch Kolejny podziat tworzy 8 komérek. Stopniowo
ostona przejrzysta Przedjadrza meskie i podziatach komdrkowych komérki zaczynajg sie roznicowac
(zona pellucida) zeniskie zlewaja sie. powstajg 4 komorki. Na tym funkcjonalnie. Te majace kontakt z ostong
Powstaje jedno jadro etapie, po ich sztucznym przejrzysta stajg sie funkcjonalnie rézne od
komdrkowe zygoty. rozdzieleniu moze powstac tych tworzacych wewnetrzng mase
identyczne genetycznie komodrkowa. Z nich powstanie przyszty
przedjadrze zenskie i meskie organizmy — klony. zarodek.

zaptodniona zygota morula
komérka jajowa

blastocysta

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



O fenotypie (budowie i funkcji) komdrki decydujg przede wszystkim produkowane w komadrce biatka
zarowno strukturalne jak i enzymatyczne. Wszystkie komorki organizmu powstate z zygoty majg w
jadrze komorkowym identyczny zestaw gendw. Jednak z jakiegos powodu te identyczne geny
generujg powstanie w ludzkim organizmie ponad 200 typow réznych komadrek. Dzieje sie tak miedzy
innymi dlatego, ze w poszczegdlnych typach komadrek transkrypcji ulegajg inne zestawy gendow.
Znaczna czesc¢ badan wspoiczesnej biologii dotyczy poznania mechanizméw powstawania tej
zroznicowanej ekspresji genow. Niektore geny, zwane housekeeping genes, sg aktywne we
wszystkich komorkach poniewaz decydujg o utrzymaniu podstawowych funkcji zyciowych
wspolnych wszystkim komorkom.
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Bardzo czesto srodowisko podpowiada komoérce, ktore geny uaktywnic, a
ktore wyciszyé. Srodowisko nalezy rozumieé bardzo szeroko, np. dla
jednych komérek srodowiskiem sg inne komaérki. W organizmie tworzy sie
dynamiczna sie¢ wzajemnych zaleznosci komorek.

Regulacja ekspresji genu (czyli to czy gen jest wyciszony czy aktywny)
odbywa sie na bardzo wielu poziomach. Jednym z nich jest poziom
regulacji ilosci czgsteczek mRNA produkowanych w procesie transkrypciji.
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Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Schemat budowy promotora bakteryjnego oraz zasada negatywnej
regulacji ekspresji genu przez represor. Przyktad tego jak srodowisko ( w
ktoérym jest badz brak liganda) moze witgczad lub wytgczac gen.

promotor
miejsce poczatku transkrypcji
operator ‘
czagsteczka
-60 +1 wytaczajaca gen
C

uniemozliwiajagcy mu wigzanie sie sekwencjg DNA. Blokuje to polimerazie swobodny
z rozpoznawang sekwencja DNA dostep do promotora i rozpoczecie transkrypcji.
zwang operatorem.

Brak czasteczki wytaczajacej gen. zasteczka wytaczajgca gen jest obecna i wigze sie
Represor (biatko hamujgce z represorem, ktéry przyjmuje ksztatt
transkrypcje) przyjmuje ksztatt umozliwiajacy mu wigzanie sie z rozpoznawang

-60 - \l;

Gen wigczony N = l Gen wytaczony

+1

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Schemat pozytywnej i negatywnej regulacji ekspresji genu
przez aktywator i represor.

Wiqgzanie
liganda
zdejmuje
biatko z DNA

Wigzanie
liganda
taduje biatko
na DNA

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Regulacje ekspresji genu z udziatem aktywatoréw i
represorow dobrze poznano na przyktadzie operonu
laktozowego i pateczki okreznicy Escherichia coli.

Gdy w srodowisku jest glukoza i laktoza najpierw wykorzystywana jest
glukoza. Enzymy potrzebne do metabolizmu laktozy sg wytgczone.
Gdy glukoza zostaje zuzyta wytgczane sg enzymy metabolizmu
glukozy a wigczane s enzymy metabolizmu laktozy.

B-galaktozydaza

CH,O0H CH,0H CH,O0H CH,OH
HO 0 0 HO o OH 0
OH o { OH E— OH OH
OH HO OH
OH OH OH OH
Laktoza galaktoza glukoza

Schemat enzymatycznego rozpadu laktozy.
Enzym: B-galaktozydaza kodowany przez gen LacZ



Operon to funkcjonalna jednostka genetyczna zawierajgca
geny strukturalne i elementy regulatorowe:

Promotor Operator

P O Z Y A
-------- [ I I DNA
>
. mRNA >
Represor B-galaktozydaza

permeaza transacetylaza



Dwa, skrajne stany operonu laktozowego: wytgczony gdy dostepna
jest glukoza i brak laktozy w srodowisku oraz wtaczony gdy brak
glukozy w srodowisku a dostepna jest laktoza.
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[
Glukoza +, CAMP - \ ] ‘r> Aktywator CAP wigze sie z promotorem tylko
Lactoza - CAP w obecnosci wysokiego stezenie cAMP
stanowigcego sygnat braku glukozy.
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Stany operonu laktozowego. Dzieki dziataniu aktywatora (CAP) czutego na glukoze i
represora czutego na laktoze mozliwe jest wtgczanie operonu tylko podczas
optymalnej kombinacji sktadnikow odzywczych w srodowisku.

promotor

miejsce poczatku transkrypcji
miejsce CAP operator

-60 +1 gen LacZ

Operon wytaczony poniewaz przy

g|ukoza + duzym stezeniu glukozy brak w
lakt N komoérce cAMP i aktywator CAP nie
aktoza wiaze sie z promotorem.

Operon wytaczony poniewaz nie
glukoza + tylko brak aktywnego CAP ale
lakt réwniez przy braku laktozy represor

aKtoza - uzyskuje zdolnos¢ wigzania sie z
operatorem.

Operon wytaczony poniewaz przy
gIUkoza - braku laktozy represor uzyskuje
laktoza - zdolno$¢ wigzania sie z operatorem i

uniemozliwia to polimerazie

transkrypcje pomimo obecnosci

aktywatora CAP zwigzanego z cAMP.
gIUkoza - Operon wigczony poniewaz pojawity
laktoza + sie potrzebne czynniki aktywujace

(CAP zwigzany z cAMP) i zniknety
czynniki hamujace (w obecnosci

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) ————) laktozy represor nie jest w stanie

zwigzac sie z operatorem).



W komorkach eukariotycznych wystepujg sekwencje regulatorowe dziatajgce na
duzg odlegtosc¢ kilkaset lub kilka tysiecy nukleotyddéw od promotora. Mogg one
by¢ zlokalizowane zaréwno powyzej jak i ponizej promotora i dziatajg w
orientacji prostej lub odwrdconej, mogg dziata¢ pobudzajgco i wtedy noszg
nazwe enhanseréw (wzmacniaczy, ang. enhancer) lub wyciszajaco (ang. silencer).

Polimeraza Il RNA i
Enhanser powszechne czynniki

transkrypcyjne. Enhanser

Biatka regulatorowe

Promotor

Sekwencje rozpoznawane
przez biatka regulatorowe

Biatka posredniczace.

DNA ulega wypetleniu dzieki czemu
nawet biatka zwigzane z DNA
potozone tysigce nukleotydéw w
goére lub w dét od promotora mogg
wptywaé na wydajnosé transkrypcji.

\ Biatka remodelujgce

Polimeraza ll RNA i
chromatyne.

powszechne czynniki
transkrypcyjne.

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008; © Gerland Publishing 1989)



Aktywnosc¢ transkrypcyjna genu jest wypadkowa sygnatow aktywujgcych i
hamujacych transkrypcje. Te sygnaty z kolei zalezg od tego czy aktywatory badz biatka
wyciszajgce ekspresje sg zwigzane z enhancerami lub silencerami. W ten sposoéb
tworzy sie bardzo skomplikowana sie¢ sygnalizacyjna decydujgca miedzy innymi o
ilosci biatka produkowanego przez dany gen.

Polimeraza Il RNA i

Enhanser powszechne czynniki Silencer
transkrypcyjne.

Biatka regulatorowe

AUe . e e e e ——

Promotor \l/

Silencer

Enhanser /—\

Biatka regulatorowe

N = I _%_ S LAT0 a8
—

)l




Przyktad wptywu aktywatora na ekspresje genu w dwoch réznych typach
komérek (NCI-H1299 i U20S). Dodanie do komérek poprawnego (WT)
aktywatora powoduje kilkudziesiecio do 100 krotny wzrost ekspres;ji
genu. Dodanie aktywatora w ktérym wystgpity mutacje w domenie
wigzgcej DNA powoduje utrate aktywnosci.
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Na podstawie: badania wtasne



Kazda sekwencja DNA stanowi unikalny uktad donorow i akceptoréw zdolnych do
tworzenia wigzan wodorowych w obrebie szerszego i waskiego rowka w DNA.

Wiekszy rowek

— @
S

o

Mniejszy rowek

Wiekszy rowek

Q‘?& /ﬁi’

Mniejszy rowek

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2002)
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Czasami oddziatywanie z biatkiem wymusza zmiane ksztattu czgsteczki
DNA np. silne wygiecie podwojnej helisy.

—

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2002)



Schemat wigzania biatka regulatorowego z DNA. Przedstawiono tylko jedno z
potgczen odbywajgcych sie poprzez wigzania wodorowe. Zwykle potgczen jest
kilkanascie im wiecej potaczen tym wieksza sita oddziatywania. Swoiste
oddziatywanie z biatkiem regulatorowym zapewnia jedynie scisle okreslona
sekwencja DNA.

Zaznaczono wchodzgcy do wiekszego rowka
fragment biatka wigzgcego DNA

E Wiekszy rowek
. V—n I O o
T )
1 / A \/1/ T H— T \
/ /I/J >rv\
deoksyryboza Mniejszy rowek © \ deoksyryboza

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2002)



Schemat najczescie] wystepujacego biatkowego motywu wiazacego DNA —
motyw: helisa-skret-helisa (ang. helix-turn-helix). Helisa rozpoznawcza
uczestniczy w swoistym dla sekwencji wigzaniu z DNA wpasowujac si¢ w
szerszy rowek DNA.

turn

VN

Dwie a helisy potaczone krotka
sekwencjg aminokwasowag. N
zielono zaznaczono helise
kontaktujgca sie z DNA.

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2002)



Biatka tworzgce uktad HTH czesto wigzg sie z DNA jako dimer
sekwencja wigzgca biatko musi rowniez cechowac sie symetria.

—
5" GCATTT NNNNN AAATGC 3’

3’ CGTAAANNNNN TTTACG 5’
—

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Przyktadem motywu HTH jest homeodomena wystepujgca w biatkach
regulatorowych wielu organizmow. Rysunek przedstawia schemat wigzania helisy
rozpoznawczej z zasadami w szerszym rowku DNA. Do helisy 1 dotgczone jest
ruchome ramie tworzace kontakt w wezszym rowku DNA.

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Motyw palca cynkowego (ang. zink finger). Zbudowany z a helisy i spinki 3
ztgczonych atomem cynku. Palec cynkowy jest utrzymywany przez taricuchy
boczne dwdch cystein (C) i dwdch histydyn (H). Palce cynkowe wystepuja
najczesciej grupami. Z szerszym rowkiem DNA wigzg sie aminokwasy
tworzace a helise.
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N2 2

spinka 3
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Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Motyw suwaka leucynowego (ang. leucin zipper) tworza dwa
odrebne fancuchy polipeptydowe tworzgce a helisy. Czes¢ a helisy
odpowiada za wigzanie sie z DNA, druga czes¢ odpowiada za
wzajemne potaczenie sie tancuchow polipeptydowych
hydrofobowymi oddziatywaniami taricuchow bocznych leucyny.

XX XX

Biatka tworzace suwak leucynowy
mogg wigzac sie z DNA jako
homodimery lub heterodimery.

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



U eukariotow wigzanie biatek regulatorowych z DNA odbywa sie w
obecnosci histonow. Biatka regulatorowe mogg indukowac stan
chromatyny. Stan chromatyny moze z kolei decydowac o
dostepnosci DNA dla biatek regulatorowych.

Euchromatyna Czynniki transkrypcyjne nie majg m

dostepu do rozpoznawanych
sekwencji ze wzgledu na geste
e upakowanie chromatyny. w

Heterochromatyna

Czynniki transkrypcyjne i -
polimeraza RNA maja utatwiony Q
dostep do rozpoznawanych .
sekwencji ze wzgledu na luzne histonH1
upakowanie chromatyny.



Wyciszeniu ekspresji genow czesto towarzyszg modyfikacje kowalencyjne
chromatyny. Jedng z nich jest metylacja cytozyny w obrebie par CpG
promotorow genow. Wzor metylacji zostaje zachowany pomimo replikac;ji
DNA dzieki aktywnosci enzymow metylujgcych DNA — metylaz.

NH, NH,

Enzymatyczna H,
\ N metylacja

C\N
P P
0 NS N0

N

cytozyna 5-metylocytozyna oH
| 3
[ s AGTCGTTCGAT #
CH, 5 AGTCGTTCGAT 3 3 TCAGCAAGCTA
| 3 TCAGCAAGCTA |
5 AGTCGTTCGAT » CH,
3 TCAGCAAG(liTA 5 cH,
cH. el vialg s AGTCGTTCGAT »
| 3 TCAGCAAGClTA 5
CH,

CH,



Metylacja najczesciej stuzy do
catkowitego wyciszenia transkrypgcji
genu, ktory  wstepnie  zostat
wytgczony poprzez utrate biatek
regulatorowych. Metylacja wywotuje
Zmiane struktury chromatyny
uniemozliwiajgcg ponowne zwigzanie
biatek  regulatorowych. Ponadto
niemozliwa staje sie nawet bardzo
staba transkrypcja genu.
Dla  wiekszej przejrzystosci na
ilustracji nie zaznaczono histondw,
ktore rowniez podlegaja
modyfikacjom podczas , wytgczania” i
,wiaczania” chromatyny.

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science

2002)
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Gen wytaczony ale staba transkrypcja wciaz zachodzi
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Biatka rozpoznajg metylowang cytozyne l

Biatka remodelujace
chromatyne catkowicie
wyltaczaja gen.




Acetylacja histondw w nukleosomach sprawia, ze DNA nawiniety na nukleosomy
staje sie tatwiej dostepny dla innych biatek np. biatek regulatorowych lub
czynnikdw transkrypcyjnych. Regulujgc acetylacje histondw mozna regulowac
poziomem ekspresji genu.

' Tworzenie sie

heterochromatyny i
K9 . ..
( wytaczanie ekspres;ji
\ genu.
K4 K9 /\
( Aktywna transkrypcja.

S10 K14 /\
( Aktywna transkrypcja.

Tworzenie zwartej
K27
( chromatyny wybranych

fragmentow
chromosomoéw.

,,Kod histonowy”

Dostepnosé chromatyny jest regulowana réwniez przez inne modyfikacje histondw,
np. metylacje. W wyciszaniu chromatyny biorg rowniez udziat tzw. biatka

heterochromatynowe.

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell
(© Garland Science 2008)



Malte, niekodujace transkrypty sa waznym elementem systemu regulacji ekspresji genow. Np. mikro RNA
(miRNA) reguluja co nayjmniej 1/3 gendéw kodujacych biatka. Dtuzsze transkrypty sa cigte w cytozolu na
wlasciwe miRNA przez enzym zwany ,,Dicer”. Mikro RNA tworzy rybonukleoproteinowy kompleks
zwany RISC (RNA-induced silencing complex). Gdy miRNA znajdzie komplementarna czasteczkg mRNA
wiaze si¢ z nig 1 w zaleznos$ci od stopnia parowania mRNA ulega szybkiej degradacji lub tez

powstrzymana zostaje jego translacja.
AAAAAAA \L

Kompleks biatek
,argonauta” ﬁ

mMiRNA

Silne dopasowanie Stabe dopasowanie
domRNA/ do mRNA
3'
L AAAAAAA
mMRNA mRNA

- l 3 i 5 AAAAAAA

- ostabienie wydajnosci translacji
@ AAAAAAA

szybka degradacja mRNA
Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Indukcja heterochromatyny przez czasteczki siRNA. RITS — RNA-induced
transcriptional silencing (wyciszanie transkrypcji indukowane siRNA).

OO dsRNA

\l/ fragmentacja
I

Kompleks biatek
»argonauta” /
3’ 5’ m
miRN

Indukcja metylacji
histonow, metylacji DNA i
represji transkrypcji.

promotor

VN

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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