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Materiat genetyczny a zr6znicowanie
komorkowe

D)

(B)

Figure 1-1 Molecular Biclogy of the Cell 5/e (3 Garland Science 2008}



Minimalne wymagania genetyczne

Ile genow potrzebuje zywa komorka aby realizowac plan biologiczny?

o Istnieje ~60 genow wspolnych dla wszystkich organizmow

 Zaktada sie, ze 200-300 genow to minimum zapewniajace przetrwanie

o Mycoplasma genitalium ma 480 genow, genom sktada sie z 580070 par
nukleotydow
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Minimalne wymagania genetyczne

Mycoplasma genitalium
e Liczba specyficznych genow:
e 37 dla RNA
e 297 koduje biatka:
e 153 zwigzane z replikacjgq,
transkrypcjq, translacjq
e 29 wspottworzqcych
struktury btony komorkowej
e 33 odpowiedzialnych za
transport przez btone
komorkowq
e /1 zwiqzanych z
przetwarzaniem energii,
syntezq i degradacjq
drobnych molekut
« 11 zwiqzanych z podziatem
komorkowym

“iguRe 1-143 M acular Biology of tws Z6ll 3)e (0 Garland SConca 200s)
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Struktura DNA

(A) building block of DNA (D) double-stranded DNA
P"“P';:g-'ar fosforan i cukier wigzania kowalencyjne i wodorowe
-+l —
sugar base

phosphate nucleotide

(B) [DNAstrand.  asymetria-nadaje kierunkowos$¢

sugar-phosphate  hydrogen-bonded

._ T I I I I l i 8 . I backbone base pairs

(E) DNA double helix
(C) templated polymerization of newstrand cukrowo-fosforanowy tancuch

nucleotide
monomers

Figure 1-2 Molecular Biology of the Cell 5/e (> Garland Science 2008}

polimeryzacia matrycy - kontrola nici potomnej &\






Replikacja DNA

template strand

AL

parent DNA double helix \

Figure 1-3 Molecular Biclogy of the Cell 5/e (2 Garland Science 2008}
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Materiat genetyczny

N dezoks bonukleinow
Hypersensit.ve
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Long-range regulatory elements Promoters Transcripts
(enhancers, repressors/
silencers, insulators)

WGRS e seq

RIP- seq

DNA w komérce
wystepuje w postaci
bardzo dtugich nici

* U ludzi genom jest

podzielony na 23 pary
chromosomow (od
~19 do 240 milionow
par zasad)

 Odcinki sekwencji
zawierajace
informacje potrzebne
do utworzenia RNA i
biatek nazywamy i
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DNA w jadrze jest Scisle upakowane

- 2 metry DNA w kazdej komérce NiéoNA  IRPTVHTVPVPDV 12

* 5 x 1010 km DNA w ludzkim ciele
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Chromosomy w komorce

A dividing cell nondividing cell

(B)

/\ J)
- \ | :
Sigure 4.1 Molacular Eio/ogy of the Coll 5'a (0 Gadand Sclonce 2008) ‘:,’s \i | ZMADBM 2018



Nukleosom

core histones

linker DNA of nucleosome
! ' \

~
- -
| ]

“beads-on-a-string” nucleosome includes

form of chromatin ~200 nucleotide
pairs of DNA
NUCLEASE
DIGESTS
LINKER DNA }

|

released ¥
nucleosome 11 nm
core particle ¥

Flgure @21 part | of 2 Malecular Rialagy of tha Call /¢ (0 Garland Selance NWR|
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Nukleosom

released T
nucleosome 11 nm

core particle ¥

DISSQCIATION
WITH HIGH
CONCENTRATION
OF SALT

N\

),

octameric
hlstone core

’\ DISSOCIATION
SENS B

)J wi -'\. ~ p
H2A  H2B HA

Figure 3-23 part 2 ¢f 2 Mole:zular Biology of the Cal 5/e (D Gadand Sdence 2008)

DNA double helix

147-nucleotide-pair
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N U kl eosom Sekwencja aminokwasow

histonu H4 u groszku i krowy rézni
sie 2 pozycjami ze 102.

side view bottom view /

/
) histone H2A () histone H2B () histoneH3 @@ histone H4 ; \—"J

Figure 48-24 Malacular Rialagy of the Cal 5/e (O Garlard Scianca 200R) & \
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Nukleosom

t two dimers
bind to H3-H4
tetramer

-

N e

S

\
Figure 4-26 Molecular Biology of the Cell 5/e (2> Garland Sclence 2008) ' '
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Modyfikacje
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Sciezka sygnatowa

receptor proteinin cell membrane
detects environmental signal

\
A - Komorki wykonujg instrukcje
N genetyczne poprzez procesy
- — Y |at ot H A i °
@ @& g";eﬁ:ea‘t’:'d_f”'" -n transkrypcll | trlanslacp czyli
ekspresje genow
/..and binds to regulatory DNA...
T —

to produce another protein...

A

l ..provaking activation of a gene

o

- =

.-

( protein-coding
region !
D G N —
regullatory
region
& ) [ 07
...to produce yet more proteins, including 8
some additional gene-regulatory proteins .
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Figure 1-39 Molecalar Biclogy of the Cel 5ie (£ Garland Science 2003) l:

..that binds to other ( o

1 regulatory regions... .

-
\
.

.
-



Od DNA do biatka

DNA synthesis » Centralny dogmat biologii molekularnej
(replication) — transkrypcja
» Informacja genetyczna przekazywana z
DNA DNA na RNA — przepisywana

* Informacja z RNA jest tumaczona z
jezyka nukleotyddw na jezyk
aminokwasow.

PR T A

RNA synthesis
(transcription)

RNA
protein synthesis S e
(translation)
PROTEIN \ /
amino acids /y M

\J»
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Transkrypcja

RNA MOLECULES AS EXPENDABLE
INFORMATION CARRIERS

DOUBLE-STRANDED DNA AS
INFORMATION ARCHIVE

- ——- ~ --

m"k"““[ """ TRANSCRIPTION

\\'\\\.‘

A ‘ B2

strand used as a template to
direct RNA synthesis

many identical
RNA transcripts

Sigure 1.5 Melacular 3iclogy of the Cell 5/a (© Garland Sziance 22038)

- Z jednego genu powstaje wiele identycznych czgsteczek RNA, a na
bazie kazdej czgsteczki RNA powstajg czgsteczki biatka. Duzo " o
efektywniejsze niz gdyby DNA bezposrednio byt matrycg do syntezy {
biatek. N v,
- Kolejna czgsteczka RNA moze podlegac syntezie zanim skoriczy sie S,
synteza wczesniejszej PN
- Geny roznig sie wydajnoscig transkrypciji / )
 Transkrypcja: przepisanie bo w obebie “jezyka nukleotydow” L
« RNA jest jednoniciowe . T
V4 “S ZMADBM 2018
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RNA - wewnatrzczgsteczkowe pary zasad

barccrnm

L
o N “,
(A) (B) ™
migure 1.6 Malace arEiology el Lol 50 10 Garlind Scimn 2o L.0%)

"Zf*" ZMADBM 2018



Struktura RNA
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polimeraza RNA

Zwijanie rozwijanie
LR ":\\L\
/ / v ,f
3 5' ni¢ matrycowa
3y 3' ni¢ kedujgez

-~
N\ )
T 4

miejsce elongac)

« Komplementarnosc

. | |
hybrydowa helisa i i
Lt mlgdzy nicig RNA.a
niclig matrycowa 1
> kodujaca DNA
ruch polimerazy e Uzamiast T
Synteza RNA jest katalizowana przez enzym polimeraze RNA (powstawanie B

wigzan fosfodiestrowych)

Polimeraza wigze sie do nici DNA nazywanej matrycowg

Syntetyzowany jest fragment pomiedzy promotorem a terminatorem
(jednostka transkrypciji)

Ni¢ DNA jest odczytywana od korica 3’ do 5’
Ni¢ RNA powstaje od konca 5’ do 3’ / 5
Substratami sg trifosforany rybonuklrozydéw: ATP, CTP, UTP, GTP W——,

/

K?:_ 7 7 '\ 7"‘\

http://www.e-biotechnologia.pl/Artykuly/transkrypcja > &
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RNA polymerase

DNA exit , . ~

channel f"d"‘g strand

- » ':"-."\-.\-\.. DNA entry
‘. channel y
| s\?’: e ””‘ : — '
\\ /;g;f’ﬂa-._;\_,;,;ﬁ 1, L 5
NV AN Nl
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7 ,‘ 2 L’L I ] a \
77N /,\3 \.. rNTP entry

LAY . R channel
o s 3 _ﬂ\
1) )
T 52
RNA 5’ =¥
q—~ -
RNA exit
channel Direction of transcription

Figurs 1574
Melecn'ar b 0'300 Purapies and Prachre
I0° 2% M Fregmon 2°d Campanwy

- Mowigc o sekwencji DNA genu myslimy o nici kodujgcej, bo ona jest
,2hiemal” identyczna co RNA ktére bedzie stanowito podstawe do
syntezy biatka.

 Polimeraza musi rozpoznac miejsce rozpoczecia transkrypcji i jej
zakonczenia (promotor i terminator)

- Polimeraza RNA nie sprawdza i nie koryguje produktu syntezy ‘
[

-‘\w'}‘/'
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%
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Rodzaje RNA

Wsrod kwasow rybonukleinowych wyréznia sie miedzy innymi:

informacyjny lub matrycowy RNA (mRNA)

rybosomalny RNA (rRNA)

transferowy RNA (tRNA)

heterogenny jadrowy RNA (hnRNA lub pre-mRNA) - gtownie produkty

transkrypcji DNA i przetwarzania surowego transkryptu do mRNA

« antysensowy RNA albo interferencyjny RNA (siRNA i miRNA) - produkowany
w celu precyzyjnej regulacji ekspresji genow kodujacych biatka (za
pomocg mechanizmu wspolnego lub bardzo zblizonego do systemu
zwalczania wirusow RNA)

o maty cytoplazmatyczny RNA (scRNA) - odpowiedzialny za rozpoznawanie

sygnatu w komorce

o maty jadrowy RNA (snRNA) - petnigcy funkcje enzymatyczne przy (
wycinaniu intronow z transkryptow | .
 maty jaderkowy RNA (snoRNA) - bioracy udziat w modyfikacji chemicznej '~ V.
pre-mRNA =
[
\ W g 2
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Polimeraza RNA Il




Co poza polimerazag RNA i

Gen odpowiada na wiele ré6znych sygnatbw — mamy 4 podstawowe réznice w
regulacji ekspresji gendw u eukariotéw i bakterii

- Bakterie majg jeden typ polimerazy. U eukariotow mamy trzy: RNA, 1l i [I1.
RNA | i Il dokonujg transkrypcji genow kodujgcych rybosomowe,
transportujgce i mate RNA (funkcje stukturalne); RNA Il prowadzi transkrypcje
ogromnej wiekszosci gendw w tym kodujgce biatka i ShRNA

U bakterii polimeraza RNA moze inicjowac transkrypcje z u eukariotow nie i
potrzebuje do inicjacji szeregu biatek (czynnikow transkrypcyjnych)

- Ekspresjg gendbw moga regulowac sekwencje DNA oddalone o setki tysiecy
par zasad, u bakterii geny sg regulowane przez sekwencje regulatorowe g«
lezgce w poblizu promotora. (

\ ZMADBM 2018



Inicjacja transkrypcjigenow eukariotycznych

start of tramscription

=T e Eukariotyczna polimeraza potrzebuje ogolnych
" czynnikéw transkrypcyjnych. One:
am " - sytuujg polimeraze we wtasciwym miejscu,
* wspomagajg rozdzielanie dwoch nici,
l'—— = * rozpoczecie transkrypcji poprzez uwolnienie
& polimerazy
w C(D TFIE _other factors . . % Yy i
1 voew Sekwencja , TATA box” znajdujgca sie ~25pz
rF‘uE od miejsca rozpoczecia transkrypciji
o , * Podjednostka TBP rozpoznaje TATA box i
RNA polymerasall TFIID przytagcza sie do DNA
ol L LAl - DNA sie odksztatca po przytgczeniu TFIID

i e - Przytacza sie polimeraza RNA i wiele

©)
; czynnikow transkrypcyjnych 4
cThGTP | hnpcroenossnervianion + TFIIH za pomoca ATP fosforyluje diug f

B Or OST  »,0gon” (C-terminal domain) przez co zmienia '/
-Fmo“s - konformacje RNA Il — moze sie on uwolnié¢ z k>
T, ~— kompleksu i rozpoczgé transkrypcie. /
b ek N
TRANSCRIPTION A .Ip;,—-—.,-"
“igure 6-16 Molecular Bislogy of tha Call5/e (© Garland Sciance 200%) l<
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o Sredniej dtugosci gen 1500pz - transkrypcja ~ 50 sekund
e ~ 15 polimeraz moze pracowac jednoczesnie

ZMADBM 2018



Inicjacja transkrypciji

transcription
start point

~35-30 [

[ - i
BRE TATA INR
consensus
element
sequence
BRE G/CG/CG/ACGCC
TATA TATAA/TAA/T
INR CTCOTANT/AC/TCT
DPE AIGGA/TCGTG

Figure A-17 Malecila- Rialogy of *he CallSis (0 Garlane Seianes 2008)

+30

DPE

general
transcription
factor

TFIIB
TBP

TFIID

TFIID
S

S
!:’ -
N J
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TATA-binding protein - struktura 3D

Fiqure 6 13 Meleculor Biology st the C2 15" (2 Garkend Scdence 2003
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Enhancer - sekwencja wzmacnhiajgca

— activator protei BIRE g
: PN « Badania in vitro pokazaty
—e", hme,r—" e TATAbox | —— jak funkcppule model
Ibinding site for BINDING OF transcription transkrypcji na
activator protein) GENERAL TRANSCRIPTION 0oczyszczonym DNA.
FACTORS, RNA POLYMERASE,
MEDIATOR, CHROMATIN REMODELING Jednak chromatyna to
COMPLEXES, AND HISTONE ACETYLASES skomplikowany kompleks
— chromatin biatek i F)NA i .
T remodeling rzeczywistosci potrzebne

/
{
\

mediator e onmplex i
Sg jeszcze aktywatory
& ‘ transkrypciji. Zwiekszaja
A &

Y one lub zmniejszajg
= A aktywno$¢ polimerazy
] s RNA II. L
TRANSCRIPTION BEGINS f X
- i NS
- Mediator stuzy do wtasciwego oddziatywania pomiedzy aktywatorem a T
polimerazg i czynnikami transkrypcyjnymi e 4
« Stan upakowania chromatyny ma istotny wptyw na inicjacje / /
transkrypcji. Nukleosomy mogg hamowac jej inicjacje. r.,__,v}
XN/
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DNA supercoiling

DNA with free end

unwind 10 DNA base pairs
(one helical turn)

DNA with fixed ends
KORNRONGUCRORRNRS

unwind 10 DNA base pairs
(one helical turn)

§ . : O
RN OARNONONC A RS (ﬁ‘g”‘lw
' v L]
DNA helix must DNA helix forms
rotate one turn one supercoil
protein molecule
DNA ‘
SOV RV e
( >
; IR0 £ xCODODY: o0y GR0Tag »,:oxom '
OO O -t
ot YA &
¢ 8% 4 F+37 +) 7
Lcc\‘-'ci‘d ‘(‘D:\b’-’ bw -11‘1- ::5 / L
NEGATIVE SUPERCOILING POSITIVE SUPERCOILING ~ /
helix opening facilitated helix opening hindered ' B ‘

sapar ¥IZ, Pa ke b g, of Seobe 10007 Ga by ol Sk ar 3330
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Tempo transkrypcji - etap elongacji

« Zrbéznicowane

tempo, od
powolnego po
szalencze
Elongation factors -
zmniejszajg
prawdopodobienstw
0 od dysocjowania
polimerazy od DNA.
Niektore z nich
powigzane sg z
komplekasmi biatek
histonowych.
Dodanie wtasciwych
zakonczen — na
koncu 5’ juz po
syntezie ~25pz

PROcANATCMENA coding nancoding

sequence sequence

5 3
R

protein w protein B protein-<y
SHCTOTC NI coding noncoding
; sequence sequence
®5 "\ S
G| —EERE AAAAA oy 250 &
CH, 7-methlylguanosine l
5'cap 1 /
protein

Fiogore 6320 Moo lor B obegy of the ol S 1 Garleind Sapmee J0E
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Organizacja dwoch genow u cztowieka

human B-globin gene

123

AN P

(|
2000
(A) nucleotide pairs

human Factor VIl gene

1 5 10 14 22 25 26 ..
! HEi o min:  m T il 5 f
| Iniii il = e ] = -
| \\/
' exons |3 *"

(B) 200,000 nucleotide pairs

Figure 5>-25 Mo ecalar B clegy of the Call Sfe (o Garlayd Science JLus
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Podumowanie

(A)

EUCARYOTES
cytoplasm
nucleus
intirons exons
L . N\
e - - 6 SE  Ees——
IS e m— a2 — _-__

L J
transcription unit
“primary RNA tramscript” TRANSCRIPTION
= - - s - =
5" CAPPING
RNASFLICING
3’ POLYADENVYLATICN

RNA cap

\ '
mRNA s AAAA
l EXPORT

mRNA [esssmmn AAAA
l TRANSLATION
protain L

Sigure 6-21 Melocular Biclogy ef the Call 5.a (0 Garland Sciance 200€)

(8)
PROCARYOTES

DNA

—_——— .
R —

‘ TRANSCRIPTION
L e —————]

l TRANSLATION
protein L
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Regulacja ekspresji genow

NUCLEUS CYTOSOL mRNA
degradation 5

control

3
transcriptional RNA RNA

control processing transport translation 3

control and control

localization
control

Figure 7.5 Nolkecular Biology of the Cell S/e {2 Garland Science 2008)

i

protein

activi

(onm?l' inactive
protein

,‘ ”
P
g

{
&
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Cwiczenia
tcga <- readRDS(gzcon(url("http://zbo.ipipan.waw.pl/files/data/TCGA_KM_clinical_data.rds")))
cec <- readRDS(gzcon(url("http://zbo.ipipan.waw.pl/files/data/OrigCecRNA_en.rds")))

Podziel plik (OrigCecRNA _en.rds) na dane tylko z ekspresjg gendw i na dane pacjentéw. Zapisz
jako oddzielne .rds

I. Analizujemy dane pacjentow:

- Zweryfikuj czy lista pacjentow jest unikatowa

- Zapisz $patient dla tych ktérzy sie powtarzajg. Wyjasnij na podstawie $subtype patient i
ewentualnie innych cech pacjenta, dlaczego sie oni powtarzali w bazie.

- Stwérz dane (df) z unikatowymi ID pacjentéw.

- Wybierz tylko tych pacjentow, dla ktorych sg dane o RNAseq.

- Bedziemy analizowali Smiertelnos¢ pacjentow. Usun te cechy kliniczne z df, ktdre Twoim

zdaniem sg nieprzydatne z analityczno-matematycznego-logicznego punktu widzenia. Nazwy

tych zmiennych zapisz.

Il. Zaproponuj na podstawie zmiennej $subtype Survival..months. podziat na:

- (A)SmiertelnosC wczesng, srednig i pozna;

- (B)Smiertelno$¢ wczesng i pozna. 2

Czy w ustalaniu typow Smiertelnosci inna zmienna nie powinna by¢ réwniez brana pod uwa e’? |
Zaproponuj jaka zmienna. N\
lll. Sprawdz czy $miertelnosS¢ jest istotnie rozna u pacjentéw przy uwzglednieniu ich: -
"subtype IDH.status", subtype IDH.codel.subtype, subtype TERT.promoter.status oraz inngj

cechy jakg sam wybierzesz — musi ona zawiera¢ co najmniej trzy klasy. -

Wyniki zobrazuj za pomocg wykresu/sdw oraz wykonaj wiasciwe testy statystyczné
IV. Porbwnaj na podstawie wybranych 4-5 zmiennych czy do dalszych analiz Ieplej—brac‘dane

pacjentow z OrigCecRNA en.rds, TCGA KM clinical_data.rds. Odpowiedz uz’asadnu
, \  ZMADBM 2018

’.


http://zbo.ipipan.waw.pl/files/data/TCGA_KM_clinical_data.rds
http://zbo.ipipan.waw.pl/files/data/OrigCecRNA_en.rds

