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Cegietki DNA

® Kod genetyczny DNA ztozony jest z czterech zasad:
adeniny (A), guaniny (G), cytozyny (C) i tyminy (T)

® Struktura podwadjnej helisy powstaje dzieki szkieletowi
fosforylowane] deoksyrybozy

® Szkielet zawiera czgsteczki pentozy z przytgczonymi
zasadami azotowymi (A, G, C lub T)




Struktura DNA

Jakiej dtugosci DNA

znajduje sie w jednej

komorce?

Jaka jest catkowita
dtugosc DNA w
organizmie
cztowieka?¢
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Upakowanie DNA

» Jedna komorka zawiera ok. 2 m DNA
» Jgdro komorki ludzkiej ma srednice ok. 6 mikrometrow

» Organizm ludzki zawiera
20,0 x 107 kilometrow DNA
= 133,691627 jednostki astronomiczne

» [33,691627 / 2 = 66,8458135 podrozy na Stonce iz
powrotem




Eu- | heterochromatyna

®» Heterochromatyna —
nieaktywna forma
Magazynowda

®» Fuchromatyna —
transkrypcyjnie aktywna

Hetero-
chromatin




Histony

» Chromatyna sktada sie z bardzo dtugiej czesteczki
dwuniciowego DNA i prawie takiej samej masy matych,
kwasnych biatek zwanych histonami

» Biatka te sg bogate w arginine i lizyne — dodatnio
natadowane AA
» Dodatnio natadowane AA pomagajg histonom w

przycigganiu ujemnie natadowanego szkieletu
cukrowego DNA



(b) Nucleosome structure

Linker
Dl:lA

r

DA%
/ !

Histfony AL
H1 protein attached

to linker DNA and
nucleosome

v /_/}/

+ Nucleosome

8 histone
proteins

-
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Protein scaffold

Chromosome in its condensed form
(the form it’s in during cell division)
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Upakowanie DNA

® Istnieje kilka poziomdw upakowania DNA

® Podstawowym poziomem organizacji, na ktorym
opierqjq sie dalsze etapy upakowania, sg nukleosomy

® Sqg to struktury, ktorych rdzen stanowi 8 biatek
histonowych oktamer oraz owinieta na nich
dwuniciowa helisa DNA

® Dodatkowy element stanowi histon H1, ktory stanowi
element rozdzielajgcy poszczegolne nukleosomy




Oktamer histonowy

Core of 8 Histones




Nukleosomy

» Poza upakowaniem DNA, histony
regulujg rowniez ekspresje gendw
(fzn. ich aktywnosc¢), poprzez
odstanianie DNA i umozliwienie

igzania sie czynnikow

transkrypcyjnych

Core of eight
histone molecules

Histone H1


http://biology.kenyon.edu/courses/biol114/Chap01/chime/histone.html

Modyfikacje
histonow

» Acetylacja i deacetylacja
reszt lizynowych sprawiq, ze
DNA staje sie tatwigj lub
trudniej dostepne dla
czynnikow transkrypcyjnych
acetylacja = aktywacja
transkrypciji
deacetylacja = wyciszenie

Acetylation
@ c‘!) 49

Deacetylation

 Histone

" Deacetylation | |
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Metylacja DNA - inna metodao
WYCIszania genow

» Metylowana jest cytozyna
» \Wigzanie jest stabilne przez caty okres zycia organizmu

» W komorkach potomnych (po replikacji) DNA jest
rowniez zmetylowane




Ciatko Barra = jeden z chromosomow X
U kobiet

» Przyktad metylacji fizjologicznej
» Jedna z metod weryfikacji ptci sportowcow



Metylacja DNA w nowotworach

®» /azwycza] w nowotworach wykrywa sie hipermetylacje
supresorow nowotworzenia i hipometylacje onkogenow




Hipermetylacja
supresorow
nowotworzenia

Unmethylated CpG Island

Activators, Histone Acetyltransferases, Pra W,Id fowa
Basal Transcriptional Machinery Protect the Island komorka
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RNA Transcription
=
Hypermethylated CpG Island )
Komaorka
Transcriptional Repressors, Histone Deacetylases, NOWOTWOrowa
DNA Methyltransferases and Methyl-binding Proteins
Shut-Down the Island '
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Transcription is Abolished

Figure 1 The typical CpG island of a tumor suppressor gene is represented in a normal and a tumor cell. The presence of a dense
hypermethylation changes completely its molecular environment. White dots, unmethylated CpGs; Black dots, methylated CpGs



Przyktady gendw metylowanych przez nowotwory

Table 1

Selected genes that undergo CpG island hypermethylation in human cancer

Gene Function Location Tumor profile Consequences

ple™Eee Cyclin-dependent Kinase Inhibitor  9p21 Multiple Types Entrance in Cell Cycle

pld™™" MDMZ2 inhibitor 9p21 Colon, Stomach, Kidney Degradation of p53

pl5™ " Cyclin-dependent Kinase Inhibitor  9p21 Leukemia Entrance in Cell Cycle

hMLHI DNA mismatch repair 3p21.3  Colon, Endometrium, Frameshift Mutations
Stomach

MGMT DNA repair of 06-alkyl-guanine 10q26 Multiple Types Mutations, Chemosensitivity

GSTPI Conjugation to Glutathione 11q13 Prostate, Breast, Kidney Adduct Accumulation?

BRCAI DNA Repair, Transcription 1721 Breast, Ovary Double Strand-Breaks?

p/3 pa3 Homologue 1p36 Lymphoma Unknown (Cisplatin?)

CKBT/STKTT Serine/ Threonine Kinase 19p13.3  Colon, Breast, Lung Unknown

ER Estrogen Receptor 6g25.1  Breast Hormone Insensitivity

PR Progesterone Receptor 11g22 Breast Hormone Insensitivity

AR Androgen Receptor Xqll Prostate Hormone Insensitivity

RARS2 Retinoic Acid Receptor f2 3p24 Colon, Lung. Head and Vitamin Insensitivity?
Neck

RASSFI1 Ras Effector Homologue 3p21.3  Multiple Types Unknown

VHL Ubiquitin Ligase Component 3p25 Kidney, Hemangioblastoma Loss of hypoxic response?

Rb Cell Cycle Inhibitor 13ql4 Retinoblastoma Entrance in Cell Cycle

THBS-1 Thrombospondin-1, Anti-angiogenic 15ql5 Glioma Neovascularization

CDHI1 E-cadherin, cell adhesion 16g22.1 Breast, Stomach, Leukemia Dissemination

HIC-1 Transcription Factor 17p13.3  Multiple Types Unknown

APC Inhibitor of f-catenin 5q21 Aerodigestive Tract Activation fi-catenin Route

COX-2 Cyclooxigenase-2 1925 Colon, Stomach Antinflamatory Resistance?

SOCS-1 Inhibitor of JAK/STAT Pathway 16pl13.13 Liver JAK?2 Activation

SRBC BR(CAI-binding Protein Ipl5 Breast, Lung Unknown

SYK Tyrosine Kinase 9q22 Breast Unknown

RIZ]1 Histone/Protein Methyltransferase  1p36 Breast, Liver Aberrant Gene Expression?

CDHI13 H-cadherin, cell adhesion 16q24 Breast, Lung Dissemination?

DAPK Pro-apoptotic 9g34.1 Lymphoma, Lung, Colon  Resistance to Apoptosis

TMSI Pro-apoptotic 16pll Breast Resistance to Apoptosis

TREE / HPRPT 1 rancmatmBrane Reotol o Fete Be § {Calan Bladdar T T b+ cvonres




Jaki odsetek gendw supresorow
nowotworzenia jest hipermetylowanyche

Percentage of CpG Island Hypermethylation in ;tymphoma
. .Esophagus
» Human Cancer According to the Tumor Type p—
— _— — —— 4.Colon
=0 S5.Pancreas
25 6.Leukemia
7.Uterus
20 8.Liver
15 | 9.Head & Neck
10.Glioma
104 11.Kidney
5 | 12.Breast
V 13.Lung
0 14.0Ovary
15.Bladder

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 1S5




Ktore geny supresorow nowotworzenio
sq najczesciej hipermetylowane?

Percentage of CpG Island Hypermethylation in

A Human Cancers According to the Tumor Suppressor Gene
Yo

25 2. p15INKdb
i 3. DAPK
20 4. hA(MLH1
, 5. MGMT
151 6. APC
10 4+ 7. GSTP1
. 8.p73
51 9, p14ARF
0 - 10. BRCA1




Kariotyp

» Kariotyp:
» ytozone w kolejnosci chromosomy danego osobnika
» 7Hbior chromosomow z komorek mitotycznych

» barwienie pozwala uwidoczniC prgzki na
chromosomach




K O rl O -l-y p OWO n I e Packed red and Hypotonlc Fixative
white blood cenmfuge solution /),(/
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cells (including . Stain

lymphocytes) White
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cells
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Centromere — ‘m }?"
Sister 5
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Pair of homologous
chromosomes
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Trisomia 21 = zespdt Downa

- Niedobdr wzrostu
-Opdznienie
umystowe

) - Mongoidalne, sko$ne oczy
- Ptaska potylica

- Imarszczka nakgtna
- Plamki Brushfielda

- Wrodzone wady serca
(wspdlny kanat
przedsionkowo-komorowy,
ubytek przegrody
miedzyprzedsionkowej,
ubytek przegrody
miedzykomorowej,
przetrwaty przewdd tetniczy)

- Dysplastyczne
uszy

- Wystajacy, duzy,
pomarszczony
jezyk

- Krotkie,
szerokierece z
bruzdg
»matpig”

) - Ostra
biataczka
limfoblastyczn

- Szeroki odstep
miedzy 1.1 2.
B Zpy palcem stopy

FIGURE 6-11. A. Clinical features of Down syndrome. B. A young girl v Rubin’s Pathology, 5th Edition



/espot Klinefeltera (47, XXY)

w 1'FSH, LH

Wysoka, szczupta sylwetka
eunuchoidalna

< G\

- 2 Ginekomastia
e \ Sfeminizowana budowa ciata
(estradiol)
9 33 Z’E \‘ . .
i p Atrofia jgder
N\ U
Ciatko Barra
XXY
)
O

FIGURE 6-13. Clinical features of Klinefelter syndrome. FSH = follicle-
stimulating hormone; LH = leuteinizing hormone




Zespot Turnera (45, X)

Drobna sylwetka

>

@

Ptetwowata szyja
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Koarktacja
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rozstawione
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FIGURE 6-14. Clinical features of Turner syndrome.
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FIGURE 6-7. Translocations in human chromosomes demonstrated by spectral karyotyping. A. Bal-
anced translocation: t (1; 11). B. Unbalanced karyotype: Derivative chromosome 12 with chromosome 4
material attached (partial trisomy for 49 and partial monosomy for 12q). €. Characterization of marker
chromosomes from an aneuploid breast cancer showing multiple translocations.



Telomery

Telomere Shortening

Telomeres, end caps that
protect the chromosome

http://www.wholehealthinsider.com




Wideftki replikacyjne
DNA sg
asymetryczne

» NiC wiodgcai
opOzZNniona sg
replikowane w inny
SPOsSOb

% 5’ triphosphate

Figure 5-7. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



\.’\.,\ leading-strand template

[
: sliding clamp
}’\"\_ DNA polymerase on
/\’\

newly synthesized leading strand

stran /\
trand /\_/\

({ parental
DNA helix
next Okazaki fragment NN
will start here
RNA primer /25 DNA hencaseJ :
rimosome
new Okazaki fragment / p— DNA primase P

\:\; L single-strand DNA-

Iagglng -strand template binding protein

clamp loader

DNA polymerase on lagging strand
(just finishing an Okazaki fragment)

Figure 5-21. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Telomeraza rozwigzuje problem niekompletne]
syntezy nici opoznione;

parental strand 3
 ITTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
” :IAACCCS'\ incomplete, newly synthesized lagging strand

TELOMERASE
BINDS

3 3
I ITTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG direction of
ITTTIAACCC ACCCCAA m) telomere
TELOMERASE 5 3 5 synthesis
EXTENDS 3" END telomerase with bound RNA template
(RNA-templated
DNA synthesis) 3
I TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
I:AACCCS(; &CCCCAA
COMPLETION OF - o

LAGGING STRAND
BY DNA POLYMERASE
(DNA-templated
DNA synthesis) ¥ 3
i ITTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
T 1AACCCC -CCCCAACCCCAACCC%

DNA
polymerase

Figure 5-43. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Komorki somatyczne

ChOrOkTe,WZqu S|@ niSkq g:gomosome long telomere tels:r?'\:atre
aktywnosciq telomerazy g p—— m—

\/
telomere repeats
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©
mtode S .
komorki & Z
o @)
7] wn
g >
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o (&)
po wielu 5
podziatach § /\ /\
increasing — increasing —
telomere length telomere length

Figure 5-45. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.







Struktura genu

promoter

------- ORF

TSS

Exon | Intron | Exon 2 Intron 2 Exon 3 3

et

Transeription factor

binding sites
TATA-box
CCAAT-hox

Transcription downstream
clement

Intron | Exon 2 Intron 2

Primary
transcript
N '\ ; : y / cleavage
b \ ‘._‘ . . : ’/'. 3 '.'..
% v X Splicing 7 3 S polyA  site
™ N : 7 A Z signal
.".\ \ “.\ 4 ." ”
. 4 /
\.‘ N, ‘ . § s /'. .
P aadond. . \ ‘ . FolyA tail  Mature

AAA-AAA mRNA

Start codon
aug Stop codon

. (uga,unn,nag) cleavage
Translation site

Protein



Promotor genu

Promotor
. A

5!
3'

i ‘ _
Sekwenqa TATA Punkt startowy  Ni¢ matrycowa
DNA




Czynniki transkrypcyjne

TOF|€|;§|ne czynniki franskrypcyjne: 9 Kilka czynni!(éw

TFIIB transkrypcyjnych, w tym

TFID jeden rozpoznajgcy

LE::E sekwencje TATA, musi sie

TFIIH Czynniki Alepels 2 gl e
transkrypcyjne S 4 zeby mogta to zrobic

polimeraza II RNA.

SI
3!




Dojrzewanie RNA

Wzmacniacz

Elementy
(elementy kontroli dystalnej)

kontroli proksymalnej

Intron

//
DNA /4

Ekson

Sekwencja Region
sygnafu poliadenylacji terminacyjny

Intron Ekson

Odcinek powyzej genu S Odcinek
Promotor l Transkrypcja Sygnat  ponizej
i- enu
pre-mRNA/hNRNA PO es

Pierwotny Ekson Intron Ekson Intron Ekson Skrécony

transkrypt 5’ koniec 3'

RNA (pre-mRNA) pierwotnego
Dojrzewanie RNA: transkryptu
dodanie czapeczki

; i ogona, wycigcie
RNA intronowy % intronéw i polaczenie

eksonow

I Translaga |

A
(] =
Obrébka
b

i degradacja bty




. . Transkrypt RNA (pre-mRNA)
EREeWanie RNA =
Spliceosom Batko
(1 sARNA Inne biatka

small nuclear RN A SaRIFS /
v

Spliceosom

small nuclear ribonucleoproteths

Sktadniki
spliceosomu

Wyciety
intron

mRNA
9 P e e e el
Ekson 1 Ekson 2




Dojrzate mRNA

Zmodyfikowany nukleotyd 50 do 250 nukleotydéw
guaninowy przytgczony do konca 5’ adeninowych przytgczonych do konca 3’
, Odcinek kodujacy biatka Sygnat poliadenylacji
5 - A \ —

3!
EEPEPEP |k R AAUAAA AAA- AAA
C A ) X X J
v Kodon start Kodon stop : e

EWVLS V&
5’ Czapeczka 5’ UTR 3 IR Ogon poli-A



Alternatywny splicing

» Uwaza sie, ze przynajmniej 75% sposrod okoto
30.000 ludzkich gendow podlega
alternatywnemu splicingowi




mRNA Jes’r przenoszony do cysozolu

Otoczka ‘

——m~./ jadrowa

= lpre—mRNA | B

TRANSLACIA




Rylbbosom jest syntetyzowany w jgderku

» gderko zawiera okoto 500 gendw potrzebnych do
produkcji rybosomow; geny te znajdujg sie na
chromosomach 13, 14, 15, 21122

» krotkie ramiona tych chromosomow zawierajg regiony
organizujgce jgderko (NOR), konieczne do uformowania
jgderka po podziale komorki

» v jgdrze moze znajdowac sie od 1 do 5 jgderek



Rylbbosom jest syntetyzowany w jgderku

» jqgderko jest rowniez miejscem przechowywania
niektorych biatek:

» nukleolina — reguluje transkrypcje

®» fibrylaryna — tworzy snRNP

» felomeraza — jest nieaktywna, gdy jest zwigzana
W |gderku

®» nukleostemina — wigze | dezaktywuje p53







Regulacja ekspresii

» W 1993 roku odkryto jednoniciowy RNA, ktory
jest w stanie wigzac i neutralizowac mRNA

» Okoto jedna trzecia wszystkich gendw jest
regulowana za pomocg tego mechanizmu

» Mechanizm tfen nazywany jest interterencjg RNA




Transkrypt pierwotny miRNA (microRNA)

MIRNA

m ot 3__5, : + eeed O Modyfikacja chromatyny
\ L




€ Z pierwotnego
. transkryptu miRNA
Powstawanie enzym odcina

mlRNA kazda spinke. - Wiqzanie

wodorowe
€ Inny enzym, znany

jako Dicer, odcina
ze spinki petle oraz
jednoniciowe
konce, tak jak to
wskazano na
rysunku.

€) Jedna z nici
dwuniciowego RNA
jest degradowana.
Pozostata nic
(miRNA) tworzy
woéwczas kompleks
z jednym lub kilkoma
biatkami.

Kompleks
miRNA-biatko




b WAL A PN LG S SN 20 S s / .
woéwczas kompleks mRNA ___

z jednym lub kilkoma
biatkami.

Kompleks
miRNA-biatko

Aktywnosc
MIRNA @ Wchodzacy w sktad

kompleksu miRNA moze sie
wigzac z kazdym mRNA, ktory
zawiera co najmniej
sze$ciozasadowg sekwencje
komplementarng.

Zdegradowany mRNA Zablokowana translacja




Trigger dsRNA

Dicer cleaves the
n dsRNA into
oligonucleotides

SIRNA

PESETIITS PUETERES DR
gl p gl g L,

siRNA of 21-24

siRNA hybridizes
g with target mRNA
and associates

with RISC

Target

mRNA

o)
RISC\SiRNA

Slicer of RISC
B cleaves the
target mRNA

>, A

o B Tl T
Cleaved target mRNA




MIRNA (microRNA) 1 SIRNA

Trigger Strand | Length Precursor Complementarity to | Silencing mechanism
target Required
siRNA Ds 21-23 nt long dsRNA Perfect mRNA cleavage
(mammals)
21,25 nt
(plants)
miRNA/ | Ss 21-22 nt 70 nt stem-loop Imperfect repress translation of
(eukaryotes) RNA (shRNA) mRNA to protein
stRNA
miRNA Ss 21-22 nt 70 nt stem-loop Perfect mRNA cleavage

RNA (ShRNA)




A ounmethylated cytosine,

o L] gere expressin Podsumowanie:
e mechanizmy
promoter e ke regulacji ekspresji

gendw

B
c 3'  pre-miRNA :
s'
lcleavage
3 5'
protein coding lmature miRNA

sequence 3 5'
T A AAAAAAA

S 3-UTR

translational
inhibition




