Zakladni pojmy molekularni genetiky

geneticka informace, gen, geneticky kod

Struktura a informacni obsah genomt
prokaryoticky genom
eukaryoticky genom (jaderny, mitochondriovy, chloroplastovy)
virovy genom



Zakladni pojmy molekularni genetiky

Gen = Informacni a funkcni jednotka obsahujici genetickou informaci o
primarni strukture funkcni molekuly translacniho produktu (proteinu) nebo
funkcni molekuly produktu transkripce RNA (tRNA, rRNA, snRNA a dalSich
RNA) nepodléhajicich translaci

Geneticka informace = informace primarné obsazena v nukleotidové
sekvenci genomové DNA (genomové RNA u RNA-virt)

Geneticky koéd = systém pravidel, podle kterych jednotlivé kodony urcuji
na ribozomu zafazeni standardnich aminokyselin do polypeptidu

Genom = vsechny molekuly DNA (nebo RNA u RNA virl) Zivé soustavy,
které se vyznacuji replikaci a dédi se na potomstvo

(Genom = soubor veskeré genetické informace konkrétniho organismu)

(The total genetic content in one set of chromosomes — haploidni sada)
Genotyp = geneticka konstituce organismu reprezentovana souborem alel
(tj. konkrétnich variant genu) a sekvenci jeho genomu

Fenotyp = soubor znakl a vlastnosti, kterymi se v daném prostredi
projevuje dany organismus (vyjadreni genotypu)



Zpusoby prenosu genetické informace

DNA (chromozom, genofor)
5" GAACTC 3° — uchovani genetické informace

Replikace
5" GAACTC 3~

(prenos na potomstvo)
genova exprese

1. Transkripce zména genetické informace
(prepis) v MUTACE
mRNA 5 GAACUC 3° l
2. Translace 0 GAACCC 3
(preklad)
v
PROTEIN Glu-Leu Glu-Pro

(strukturni slozky,
enzymy) l
Funkce Zmeéna funkce

(struktura, metabolismus) proteinu



Znaceni retézcl nukleovych kyselin
podle jejich funkce pri prenosu genetické informace

5" — 3°
kodujici (pozitivni)
[neprepisujici se]

o SRR 3’ 5° GATC 3°

3 eonennneneee e 3" CTAG 5°
antikodujici (negativni) (-DNA)

[prepisujici se]
I

transkripce

o SRR 3’ 5" GAUC 3°

RNA v genomu viru
pozitivni (+) = preklada se do virovych proteinu (plni funkci mRNA)
negativni (-) = nepreklada se, slouzi k replikaci (regulacni funkce)



Ustfedni dogma molekularni biologie

Prenos genetické informace je mozny z NK do NK nebo z
NK do proteinu, ale neni mozny z proteinu do proteinu
nebo z proteinu do NK

F.H.C. Crick - 1958

transkripce translace
DNA ¢ > RNA >  protein
T Zpétna T = —ff— - -
transkripce
replikace replikace

! !

DNA RNA



Zpusoby vyjadreni genetické informace

informace o primarni strukture proteinu

informace o primarni strukture RNA (u DNA
sekvenci) nebo DNA ( u RNA sekvenci)

informace, urcujici navazani proteinu na
sekvence NK (regulacni funkce)
informace o vazbe regulacnich RNA na DNA




Konkrétni formy genu

Geny strukturni = prepisuji se do molekul mRNA, ktere
se prekladaji a koduji polypeptid (translacni produkt)
strukturni gen jednoduchy, neobsahujici introny
strukturni gen slozeny, tvoreny exony a introny

Geny pro funkcni typy RNA = prepisuji se do molekul
RNA, ktere se neprekladaji (tRNA, rRNA, snRNA, miRNA
a dalsi funkcni typy)

Geny jako regulacni oblast = Usek DNA, na néjz se vaze
regulacni protein nebo molekula regulacni RNA
(neprepisuji se ani neprekladaji)



Vztah mezi geny a jejich produkty

5 ATG TAG 3
STRUKTURNI GEN GEN PRO FUNKCNi RNA | REGULACNI OBLAST
3'TAC | ATC | 5"

transkripce transkripce interakce s proteiny
_AUG_ ,,RNA —UAG  tRNA nebo TrRNA
5' | 3 |

translace -

!

primarni struktura
polypeptidu (proteinu)

AUG UAG

DNA (genomova)

DNA-VIRY, PROKARYOTA, EUKARYOTA

STRUKTURNI GEN

REGULACNI OBLAST

translace

v

primarni struktura
polypeptidu (proteinu)

it 3

interakce s proteiny

RNA-VIRY

RNA (genomova)

U RNA-vira
neexistuji geny pro
tRNA nebo rRNA.



Rozdil mezi jednoduchym slozenym strukturnim genem

Rozdil mezi jednoduchym a sloZzenym
strukturnim genem spociva v tom, ze slo-
Zeny gen je sestaven z intronl a exonl
a jeho primarni transkript podléha sestri-
hu, kdezto jednoduchy gen neobsahuje
ani introny ani exony a jeho primarni
transkript nepodléha sestrihu.

jednoduchy
strukturni gen

transkripce

!

primarni transkript
MRNA
(prokaryota)

translace

v
primarni struktura

polypeptidu (proteinu)

slozeny
strukturni gen

transkripce

!

primarni transkript
hnRNA

(eukaryota)

sestrih

v
MRNA

translace

v

primarni struktura
polypeptidu (proteinu)



Schéma posttranskripcni upravy sestrihem

sloZzeny gen

exon [intron | exon

transkripce

v

y__primarni transkript
(pre-mRNA, hnRNA)

*

posttranskripéni iprava — sesffih

MRNA

Pri sestfihu se z primarniho transkriptu vystépi
prepis intronu a spoji se prepisy exonu
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tront v genu pro ovalbumin

A4

Diikaz pritomnosti in

MRNA vV EM

Heteroduplex DNA

INtron

DNA

MRNA

Poly(A) tail
o



Srovnani jednoducheho bakterialniho a slozeneho
eukaryontniho strukturniho genu

kédujici oblast

3I
: :I DNA
5
bakterialni gen
koédujici oblasti nekoédujici oblasti
(exony) (introny)
5' ERE \l SEN St  Bmaaa e

g e e
L

eukaryontni gen
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Organizace genu na chromozomu obratlovcu
a jejich prepis do mRNA

chromosome of 1.5 x 10® nucleotide pairs, containing about 3000 genes

0.5% of chromosome, containing 15 genes

)

one gene of 10° nucleotide pairs

T ¥ T W I R ] B |
I T N1 ¥ I 1l I ;T i e |

regulatory DNA sequences intron exon
DNA TRANSCRIPTION

5. :
' ' R . i ) ' . .
primary RNA transcript RNA SPLICING intron
sequence
5 Wl 3' exon
mRNA sequence
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Velikost vybranych genu ¢lovéka (v kbp), velikost
mRNA a pocty intronu

velikost genu velikost mRNA  pocet intronii

kb kb

B-Globin 15 0.6 2
Insulin 4 0.4 2
Protein kinase C 11 1.4 f
Albumin 25 2.1 14
Catalase 34 1.6 12

- LDL receptor 45 5.5 17
Factor VIII 186 9 25
Thyroglobulin 300 8.7 36
Dystrophin* more than 17 more than

2000 50




Preklad genetické informace

UCG CAU GCC =kodony na mRNA

2.5 = antikodony tRNA

= amlnokyselmy nesené tRNA

Transferova RNA rozeznava svym antikodonem
na mRNA kodon pro aminokyselinu, kteiou nese. Jinymi

slovy ¢te genetickou informaci na mRNA a preklada ji do
poradi aminokyselin v polypeptidovém retézci.

v

Kompletni deSifrovani genetického kodu: 1966

15



Standardni geneticky
kod (na urovni RNA)

History of the names of the stop codons First, the
amber codon was named following experiments
in the Benzer's lab at Caltech. In searching for a
mutation that would allow a type of phage
mutant to grow, Seymour Benzer said that
whoever identified the mutation would get to
name it after themself (in some versions of the
story, it would be named after the discoverer's
mother). The graduate student who isolated the
mutation was a young man named Harris
Bernstein, whose name "'Bernstein®" in German
means "‘amber*’. Thus, the UAG codon, known as
a nonsense codon (later known as a stop codon),
was named the amber codon. Later, the other two
stop codons were called "ochre™ (UAA) and
"opal" (UGA) (sometimes called, "'umber™) to
maintain the color metaphor. What happened to
the graduate student? He became a famous
molecular biologist.

Vysvétlivky: (SC) = selenocystein, (PL) = pyrolyzin,
(I) = inicia¢ni kodon

G|y'f;;f

123

Kodonove rodmy jSOU vyznaéeny modre
© o sady cervene b




Zakladni vlastnosti genetického kodu

je tripletovy (tripismenovy)
obsahuje 64 kodonu

je degenerovany - jedna aminokyselina muze byt kddovana vice kodony
redundance

61 kodonu ma smysl (koduji aminokyseliny)

vétsina kodonu je synonymnich (tj. odlisSné kodony koduji stejnou
aminokyselinu)

synonymni kodony jsou zarazeny do kodonovych rodin a dvoukodonovych sad

3 kodony jsou nesmyslné (stop kodony, terminacni kodony): UAA - ochre,
UAG - amber, UGA - opal

3 kodony jsou bifunkcni:
UGA - opal = nesmyslny nebo kdduje selenocystein (21. aminokyselina)
UAG — amber = nesmysiny nebo kdéduje pyrolyzin (22. aminokyselina)
je univerzalni, tj. vétSina kodonu ma stejny smysl ve vsech zivych
soustavach (prokaryota, eukaryota, viry)

17



Charakteristika standardniho genetického kédu

8 kodonovych rodin tj. 32 kodonu
8 dvoukodonovych sad UC tj. 16 kodonu
5 dvoukodonovych sad AG tj. 10 kodonu
1 iniciacni a bifunkcni kodon AUG  tj. 1 kodon
3 terminacni kodony tj. 3 kodony
(z toho dva bifunkcni)
1 kodon Ile AUA t. 1 kodon
1 kodon Trp UGG t. 1 kodon

celkem 64 kodonu

18



Geneticky kod

64 kodonu (triplett), 61 se smyslem, 3 beze smyslu

(3 bifunkcni)

/|

AGA UUA AGC

AGG UUG AGU :
GCA CGA GGA CUA CCA UCA ACA GUA d
GCC CGC GGC AUA CUC CCC UCC ACC GUC UAA |
GCG CGG GAC AAC UGC GAA CAA GGG CAC AUC CUG AAA UUC CCG UCG ACG UAC GUG UAG |
GCU CGU GAU AAU UGU GAG CAG GGU CAU AUU CUU AAG AUG UUU CCU UCU ACU UGG UAU GUU UGA
Ala Arg Asp Asn Cys Glu GIn Gly His lle lLeu Lys Met Phe Pro Ser Thr Trp Tyr Val stop
A R D N C E Q G H | L K M F P S T w Y V

Stop kodony (terminac¢ni kodony, kodony beze smyslu):

UAA = ochre (stop), UAG = amber (bifunkcni), UGA = opal
(bifunkéni)

o ° ] v 4

UGA — selenocystein (21 standardni aminokyselina)

UAG — pyrrolyzin (22 standardni aminokyselina)

19



Cteni kodonti

Cteni kodont (triplet() zavisi na tom, u kterého nukleotidu dané
sekvence stanovime pocatek ¢teni.

Cteci ramec (reading frame) — jeden ze tfi moznych zpiisobii rozpoznavani tripleti v

nukleotidové sekvenci. Je dan polohou nukleotidu, na kterém zacina ¢teni

ATGATGATGATG > 3 ¢tecl ramce
; |
ATGATGATGAT 1. ATGATGATG
TGATGATGATG—¥% d&teciramce 2. TGATGATGA
‘ / 3. GAT GAT GAT
GATGATGAT

ORF = open reading frame = otevreny cteci ramec

 —
—_—

dsDNA 9 ATCGTCTTGAAGTGCGTGTTAG 3°
3" TAGCAGAACTTCACGCACAATC 5°

—

20



Struktura genomu

Prokaryoticky genom
chromozom (nukleoid) - bakterialni chromozom
plazmidy

Eukaryoticky genom
soubor chromozomd v jadre (jaderny genom)
Mitochondrie (mitochondriovy genom)
chloroplasty (u rostlin) (chloroplastovy genom)
plazmidy

+ slozky genomu: proviry, transpozony, aj.

nDNA = jaderna, ds linearni
mtDNA = mitochondriova, ds kruznicova nebo linearni
ctDNA = chloroplastova, ds kruznicova

virovy genom = DNA (ds, ss) nebo RNA (ds, ss)

21



Tri domény organizmi (16S RNA a 18S RNA)
o Bakterie (Bacteria)
0 Archea (Archea)

Zivé soustavy . tunms e

® bunécneé

O jednobuné&&né Vsechny zpusoby prenosu genetické informace.

- Maji vsechny slozky translacniho systému.

© mnohobunecne B (aa-tRNA-syntetazy, tRNA, ribozomy)
® nebunécné ~
O viry DNA Jsou vvtra,nslaci zavislé na hlostitelskych buﬁlféch.
L nebo >  Viry = zivé soustavy schopne reprodukce v zavislosti
O viroidy RNAJ na translacnim systému hostitelskych bunék.

prokaryoticky typ bunky
jadro bez jaderné membrany
nedéli se mitoticky

DNA kruznicova (vétsinou)
nebo linearni
eukaryoticky typ bunky

jadro obaleno jadernou membranou
déli se mitoticky

chromozomy = chromatin (proteiny + DNA)
22



Univerzalni fylogeneticky strom

Entaméby | Hlenky

Zelené nesirné
bakterie

| Methanosarcina |
Methanobacterium —
halofilové
Thermoproteus

Mitochondrie
Purpurové bakterie Grampozitivni
bakterie

Chloroplasty \

Sinice

\

AN

Nalevnici

Pyrodictium

Flavobakterie
Thermotoga

Mastigophora

UNIVERZALNIi PREDEK

PROGENOT 23




Table 8.1 Structural aspects of genomes.

Organismal Typical genome
leve! Genome type size (bp) Localization  Structural proteins
virus dsDNA, dsRNA, ssDNA,  10°-10° viral envelope!  capsidienvelope proteins
ssRNA; linear or circular capsid
bacteria  dsDMNA; usually circular 10510/ gytoplasm HU, IHF, minor proteins {see Table 8.2)
archaea dsDNA; usually circular 105105 cytoplasm histone-like proteins (contain histene fold and
interact through handshabe motif, see main text)
eukaryotes  dsDNA; linear 10%-10" nudeus histones; non-histone proteins
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Velikost genomu jednotlivych skupin organismu

kvetouci rostliny
ptaci

savci

plazi
obojzivelnici
kostnaté ryby
chrupavcité ryby

Velikost genomu
se udava v poctech
paru bazi:

Estnlovlfoici bp = pér bazi
hﬁf)):le nt = nukleotid
mkkydi
Et(e:;lv;y kbp = 1000 bp
rasy Mbp = 1000 kbp
=1 1 Gop= 1000 Mop
viry ; s . : ; - = 11’3 1 bp = 660D

- . 10 DNAc;:tent(bp)w 3 s 1 mm DNA = 3 Mbp

Paradox hodnoty C - velikost genomu neodpovida
vyvojovému postaveni (celkové komplexité) organismu

25



TABLE 4.01 Genome Sizes
‘>

° Number Amount Number of
Po‘c'et gen u Organism of Genes of DNA (bp) Chromosomes
. Viruses
a ve h kOSt ge No- Bacteriophage MS2 4 3,600 1 (ssRNA)*
7 o Tobacco Mosaic Virus 4 6,400 1 (ssRNA)*
mu u ZaSt u pc u ®X174 bacteriophage 11 5,387 1 (ssDNA)
. VLY Influenza 12 13,500 8 (ssRNA)
J ed n Ot l] VyC h T4 bacteriophage 200 165,000 1
sku p'| no rganis- Poxvirus 300 187,000 1
° Bacteriophage G 680 498,000 1
mu Prokaryotes
Mitochondrion (human) 37 16,569 1
Mitochondrion (Arabidopsis) 57 366,923 1
Chloroplast (Arabidopsis) 128 154,478 1
Nanoarchaeum equitans 550 490,000 1
Mycoplasma genitalium 480 580,000 1
Methanococcus 1,500 1.7 Mbp 1
Escherichia coli 4,000 4.6 Mbp 1
Myxococcus 9,000 9.5 Mbp 1
Eukaryotes (haploid genome)
Encephalitozoon 2,000 2.5 Mbp 11 =
Saccharomyces 5,700 12.5 Mbp 16 1
Caenorhabditis 19,000 100 Mbp 6 =
Drosophila 12,000 140 Mbp 5 =
Homo sapiens 25,000 3,300 Mbp 53 u
Arabidopsis 25,000 115 Mbp 5 o
Oryza sativa (Rice) 45,000 430 Mbp 12 3

*ssRNA = single stranded RNA; ssDNA = single stranded DNA; all other genomes consist of double
stranded DNA.



Udinnost sekvenovani DNA
a historie analyzy DNA

Soucasnost:

1.

Stale vySsi ucinnost
sekvenovani, nizsi cena

Nové bioinformatické pristupy

Aplikace v biomediciné (zejm.
v onkologii)

Komercionalizace

Analyza mikrobiomu a
metagenomu

vyznamné ohjevy
ve vyvoji sekvenovani

[

ucinnost
bpl/osobalrok

1000 000

1990

1995

ucinnost
bp/pfistroj/rok

150 000 000

2004 |

Miescher: objev DNA
Avery: dikaz, ze DNA je ,geneticky material®

Watson & Crick: objev struktury DNA jako dvojité Sroubovice

Holley: uréeni sekvence tRNA*? kvasinek
« K sekvenovani RNA byly pouzity metody specifického enzymatického
traveni RNA a chromatografie, coz vyzadovalo velkd mnozstvi analyzovaného vzorku.

Wu: Sequenced X cohesive end DNA
« Primed synthesis concept and 2-D electrophoresis were used;
samples were labeled and less material was required.

Sanger: Developed dideoxy termination sequencing procedure;

Gilbert: Developed chemical degradation sequencing protocol
+ Chain termination and chemical degradation concepts were developed.
+ Polyacrylamide gel electrophoresis was used to separate DNA tracts.

Goad: Proposed GenBank prototype

Messing: Developed M13 cloning vectors
« Cloning system was applied.

Hood: Developed partially automated sequencing system
+ Sequencing reactions were optimized.
« Assorted sequencing strategies were applied and computer
assisted-data handling was started.

Watson: Human genome project initiated

Venter: First bacterial genomes sequenced
« Automated fluorescent sequencing instruments and robotic operations
were applied to the process.
+ PCR sequencing concept was introduced.

International consortium of scientists: First eukaryotic

genome-yeast-sequenced
+ Collaborations between teams of scientists.

PerkinElmer, Inc.: Developed 96-capillary sequencer
+ Fully automated 96-capillary electrophoresis sequencing system
becomes available to research laboratories.

Complete sequence of the Caenorhabditis elegans genome

Complete sequence of the euchromatic portion of the Drosophila
melanogaster genome;
Compl of the Arabidopsis thali

(d Y

International Human Genome Sequencing Consortium and Celera
Genomics scientists: First drafts of the sequence of the human
genome published

International Rice Genome Sequencing Project and Syngenta
scientists: First drafts of the genomic sequences of two rice
subspecies;

Mouse Genome Sequencing Consortium: First draft of the
sequence of the mouse genome

Rat Genome Sequencing Project Consortium: First draft of the

2005

q of therat g
International Human Gene Sequencing Consortium: Nearly
complete (99% of euchromatin) sequence of the human genome 27



Casovy pribéh sekvenovani genoml

1984 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1993 2000 2001

1 /] | | | | | : | | ] |

| e | | ! 1 ! -t l | 3 f 1 )"
Discussion and debate
in scientific community

NRC report
|

I Bacterial genome sequencing

H. lﬂu E (l;o/,- 39 species

w
5 | S. cerevisiae sequencing
= S
& C. elegans sequencing
) 1| - W EEEN SN SN EEmEEEmEEEe S e
E D. melanogaster sequencing
Ol A. thaliana sequencing

| Genstic maps Microsatellites i hs SNPs e
% thSical maps e cowmms e seegmne e
3| ESTs Full length
S | cDNA sequencing m— 9—.»

1Ol

_Genomic sequencing Y ———

FCuiis maps Microsatellites SNPs .
« Physical maps
@

3 5 Full length
§ cDNA sequencing e : — 9‘__.»
T Working
L . Pilot project,15% draft, 90%,Finishing, ~100%
Genomic sequencing - :

Chromosome 22 Chromosome 21 28



Projekty sekvenovani genomu
modelovych organizmu

(DY ™ Escherichia coli (4.6 Mb) - bakterie, prokaryoticky organismus
znama struktura genomu, regulace a funkce genu
dobre prostudovany biochemickeé drahy

Saccharomyces cerevisiae (14 Mb) - kvasinka, jednobunécny
eukaryoticky organismus

znama struktura genomu, regulaci a funkce genu

probiha mitéza a meidza

velky pocet dobre definovanych mutant

vysoka frekvence homologni rekombinace - snadné zamény alel
Caenorhabditis elegans (100 Mb) - jednoduchy mnohobunécny

organismus (hlistice, cerv)

obsahuje 959 bunék, jejichz vyvojové linie jsou znamy

detailné prostudovany nervovy systém (302 neuronu a jejich spojeni)

modelovy organismus vyvojové biologie (procesy diferenciace)

29



Projekty sekvenovani genomu
modelovych organismu

Drosophila melanogaster (165 Mb) - zastupce hmyzu
» objekt klasicke genetiky

o dobre prostudovana struktura genu, jejich regulace
a funkce

» rada dobre definovanych mutant.
Fugu rubripes (400 Mb) - ryba

» model genomu obratlovcl

» nizka proporce repetitivnich sekvenci
» vysoka proporce exonl

» relativné kratké geny ve srovnani s lidskymi homolognimi geny
(vhodny pro identifikaci lidskych kodujicich gent)

Danio rerio - ryba

Studium vyvoje obratlovcu. Velka embrya s rychlym rastem.

Studium genetickych poruch u Clovéka.
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Projekty sekvencovani genomu
modelovych organismu

Arabidopsis thaliana (100 Mb) - kvetouci rostlina
» neobvykle maly genom

» nizky pocet chromozoml

o nizka proporce retitivnich sekvenci

o vysoky pocet semen (10 000) béhem kratké generacni doby

Mus musculus - mys, savec (3000 Mb)

» geneticky nejlépe prostudovany savec
geneticka krizeni

» vazba genl podobna jako u ¢lovéka

e vVvhodny experimentalni model pro studium mutaci a

e moznost pripravy transgennich mysi s genetickymi

modifikacemi
» model studia genové exprese a funkce gend.

metagenom = geneticky material pochazejici z urcitého prostredi

mikrobiom = mikrobialni osidleni lidského téla
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Prokaryoticky genom

Slozky
Bakterialni chromozom (nukleoid)

Mobilni elementy (Plazmidy, inzeréni sekvence, transpozony,
genomické ostrovy, integrony aj)

Bakteriofagy, profagy

32



STRUKTURA PROKARYOTICKYCH GENOMU .
Vysoka

Mozaikovy charakter dynamika
a plasticita

Endochromozomy (1,2)

Pridatn¢ tické el ty (A-H — -

; {)1laz;£§:dgye;1§ 11(;)9, clementy (A-H) Variabilni slozka

- Profagy a defektni profagy (B, D, E, G) genomu - adaptace
- Genomické ostrovy (A, C) na prostredi

- IS-elementy, transpozony, integrony (I)
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TOPOLOGIE PROKARYOTICKEHO GENOMU

DRUH CHROMOZOMY ’ _PLAZMIDY e

KRUZNICOVE | LINEARNI |  KRUZNICOVE LINEARNI
Escherichia coli | 1 (4,6 Mb) nékolik
Bacillus cereus 1 (S5Mb) sprssssesncncapunes » 0

1 (2,4 Mb) 4gesseneeees | nékolik (2,6 Mb)

Vibrio cholerae 2

(2,9+1,1 Mb)
Borrelia 1 (0,9Mb) 9 12
burgdorferi (kb) (kb)
Agrobacterium 1(2,8Mb) (1(2,1 Mb) 2 (0,75 Mb)
tumefaciens
Streptomyces 1 (8 Mb) 1 (50 kb)
lividans 4+ )




Prokaryota s linearnim chromozomem

Streptomyces (ambofaciens, lividans) 10 Mb
Borrelia burgdorferi (B. hermsii) 0.95 Mb
+ linearni plazmidy
Coxiella burnetii 2,1 Mb
Paracoccus denitrificans - tri molekuly DNA
2; 1,1; 0,64 Mb, dve jsou linearni
Agrobacterium tumefaciens
a rada dalsich...
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Pocet druhu

Velikost genomu prokaryot

2y MR 1 i 1 M 1 : 1 A 1 | 1 M 1

22.5

201

1757

151

12.57

107

"specialisté"

"generalisté" N

Velikost genomu (Mbp)



Geneticka organizace prokaryotického genomu

velmi kompaktni genom s malymi mezerami mezi geny
vetsina genomu je obsazena strukturnimi geny

mala cast (10 %) je tvorena nekodujici DNA

operonové usporadani genu (vétsinou funkcné
pribuznych)

poradi genu neni u prokaryot konzervovano - dusledek
prestaveb genomu a horizontalniho prenosu genu
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ch prdkaryétitkﬁh genomu

velikost genomu v parech nukleotidd

druh pifedpovézeny pocet genl
Archaea

Archaeoglobus fulgidus 2178 400 2 486
Methanosarcina acetivorans 5751492 4721
Nanoarchaeum equitans 490 885 582
Pyrococcus furiosus 1908 256 2228
Sulfolobus solfataricus 2992245 3033
Thermoplasnea volcanium 1584 804 1548
Eubacteria

Bacillus subtilis 4214 630 4225
Bordetella parapertussis 4773551 4 467
Bradyrbizobium japonicum 9105 828 8373
Buchnera aphidicola 615 980 550
Chlanydia pnenmoniae kmen AR39 1229853 1167
Escherichia coli kmen K12 MG1655 4 639 675 4 467
Escherichia coli kmen O157 EDL933 5528 970 5 463
Haemophilus influengae Rd KW20 1830138 1789
Legionella preumophila kmen Paris 3503610 3136
Mycobacterium tuberculosis kmen CDC 4 403 837 4293
Mycobacterinm genitalinm 580 076 525
Neisseria meningitidis 72491 2184 406 2208
Pseudomonas syringae kmen DC3000 6397126 5 660
Rickettsia typhi 1111496 919
Salmonclla typhivurium 4857432 4622
Staphylococcus aurens kmen MW?2 2820 462 2712
Strepronzyces coelicolor 8 667 507 7912
Ureaplasma parum ATCC 700970 751719 633
Yersinia pestis kmen KIM 4600755 4 240

Udaje jsou pievzaty z webové strinky NCBI (http:/ /www.nchi.nlm.nih.gov/Genomes/), kvéten 2008.
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Pocet genu u prokaryot je proporcionalni velikosti
jejich genomu - paradox hodnoty C u nich neplati

Organizmus Velikost genomu (Mbp) Pocet ORF
T. pallidum 1.14 1040
B. burgdorferi 1.44 1751
H. pylori 1.66 1657
A. fulgidus 2.18 2 437
B. subtilis 4.20 4 100
M. tuberculosis 4.41 3924
E. coli 460 Vv 4 288

1 gen ~ 1 kbp



Klasifikace 4288 genu E. coli podle jejich funkce

funkce faga, metabolizmus  transkripce,
transpozon( a plazmidu nukleotidd metabolizmus RNA
replikace DNA, \
rekombinace, reparace DNA

2,0 %

14 % - mastné kyseliny,

metabolizmus 1,3 % 119 fosfolipidovy metabolizmus

metabolizmus aminokyselin

dalsi geny ) 329%

se znamou funkci

regulacni ,
funkce 38 % Q geny s neznamou
translace, funkci

proteinovy metabolizmus
ustredni intermediarni
metabolizmus

adaptace,
ochranné funkce
bunécéna sténa, transportm
strukturni membranové energeticky proteiny
komponenty metabolizmus o

potencialni

enzymy

40



Struktura chromozomu E. coli

nadSroubovicové zéavity

solenoidové smy&k

relaxovana smyéka

HLP, HU-proteiny, enzymy a faktory ucastnici se replikace a transkripce
41



Charakteristika plazmidu
dsDNA - kruznicova nebo linearni, velikost: 1-1000 kb

Zakladni typy plazmidu:
krypticke - funkce neznama

epizomalni - reverzibilni intergace do chromozomu
hostitele

konjugativni - schopné prenosu konjugaci
mobilizovatelné - prenositelné za pritomnosti
konjugativniho plazmidu
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Priklady plazmidu:

F-plazmidy (fertilitni faktor, konjugativni)
zodpovedné za konjugaci
R-plazmidy (R-faktory)
zodpovédné za rezistenci k antibiotikiim
kolicinogenni (Col-plazmidy)

tvorba proteinu s antibiotikovym charakterem
(Enterobacteriaceae, aj.)

Ti-plazmidy (tumory indukujici)
tvorba nadoru u dvoudéloznych rostlin (Agrobacterium
tumefaciens)
plazmidy odbouravajici organické slouceniny (Pseudomonas)
plazmidy podilejici se na fixaci vzdusného dusiku (Rhizobium).
plazmidy pouzivané jako vektory pro prenos DNA (pBR322, pUC)
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Eukaryoticky typ bunéek

Jadro je ohraniceno od cytoplazmy membranou

Déleni bunék probiha mitozou nebo meidzou
Geneticky material tvori chromatin

Bunécna sténa je odlisna od prokaryotické nebo chybi
Bunka obsahuje organely: mitochondrie, chloroplasty,

cytoplazmatické retikulum, Golgiho aparat, lysozomy
aj.

Prenosy genetické informace u eukaryot probihaji
principialné stejné jako u prokaryot
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Slozky eukaryotického genomu

jaderny genom - linearni chromozomy v rizném poctu

mitochondriovy genom - kruznicove nebo linearni
genofory

chloroplastovy genom (rostliny) - kruznicove genofory
plazmidy (velmi vzacné) - kruznicové genofory
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Chromatin = geneticky material eukaryotické bunky
30 % NK (DNA + RNA) + 70 % proteinu

Zakladni formy organizace chromatinu

«— R

chromatinova sit’ vlaken jednotlivé chromozomy
v interfazi pri mitoze

euchromatin (transkripcné aktivni)
chromatin (méné kondenzovany, slabé barvitelny bazickymi barvivy)

A heteroterochromatin (transkripcné inaktivni
konstitutivni fakultativni

centroméra + teloméra docasné netranskribované geny,
zmeény béhem ontogenetického
vyvoje
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Struktura mitotickych chromozomu

C

B

KEY

I

Tandem repeats

Centromere-associated
tandem repeats

Telomeric and sub-

|| telomeric repeats

11

Dispersed Ty!/copia
retroelements and microsatellites

LINEs

Single and low-copy sequences
including genes
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Funkcni slozky eukaryotickych chromozomu

centromera - zajistuje segregaci chromozomu
do dcerinych bunék pri mitoze (meioze)
telomera - koncova oblast - jeji struktura
zajistuje dokonceni replikace linearniho
chromozomu
Typické telomerove repetice:
TTGGGG - Tetrahymena
TTAGGG - clovek

pocatky replikace (ori)
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Urovné kondenzace chromatinu

N ANVANAN AN AN

N
>

Lkoralkova” forma 11 nm
chromatinu ¥
30-nm chromatinové

30 nm

vlakno s poskladanymi
nukleosomy

usek chromosomu

v rozvinuté formé T vys led e k:

Kazda molekula DNA
je zabalena do
700 nm mitotickeho
chromozomu tak, ze
je 50 000krat kratsi
nez v rozvinuté
formé

kondenzovany
usek chromosomu

centromera

uplny
mitoticky
chromosom

1400 nm



Nukleozomova struktura DNA

8 — 114 bp

spojnikova DNA jadrové histony
nukleosomu

O A . “ :‘
uvolnéna @ w : T

Céstice jadra

; i 1 nm
wkoralkova" forma | | nukleosomu ¥
chromatinu nukleosom
obsahuje disociace
s | 200 nukleotidovych vevysoke
nukleéaza stépi pérti DNA Y koncentraci soli

spojnikovou DNA

oktamerni :
. X A dvousroubovice DNA
histonové 146 nukleotidovvch
Tdro ze 146 nukleotidovyc
‘ l paru
> disociace

¢ }
dy 09 oY g

H2A H2B H3 H4



histonovy oktamer

|

DNA

Histonovy oktamer ’
Ize si Ize velmi "
zjednodusené
predstavit jako
valec, kolem néhoz
se otaci DNA.

10 -11 nm

r 3
v

6 nm
molekularni model

realnéjsi

pohled

na umisténi histonu
v oktameru




Funkce histonu H1 pri spojovani nukleozomu

nukleozom
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Molekularni struktura
eukaryotického chromozomu

30 nm vlakno - solenoidova struktura Zavit solenoidu tvoreny
6 nukleozomy

DNA

H1 histone Histone

tamer
0

roztazeny smrstény
(d) Model cik-cak.
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Proteiny chromatinu

Histony

Bazicke proteiny obsahujici vysokou proporci argininu a lyzinu (20-
30%). U nekterych organismu jsou ve spermiich pritomny
protaminy, ktere jsou bohate na arginin.

Histony jsou velmi konzervativni (zejména H3 a H4). U bakterii se
vyskytuji toliko HLP, u archei se nachazeji histony, ktere jsou jen
castecne homologni s H3 a H4.

Proteiny nehistonové povahy

proteiny s enzymovymi funkcemi, zajistujici replikaci a
transkripci (polymerazy, ligazy aj) a enzymy modifikujici histony
pri remodelaci chromatinu (acetyltransferazy, metylazy aj) -
regulace genove exprese

HMG-proteiny (high mobility group), navozujici zmeény chromatinu
behem transkripce
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Struktura 30 nm chromatinoveého vilakna

nukleozom

1 zavit (otacka) 30 nm-chromatinového
vidkna, ktery sestava ze Sesti nukleozomu
G dsDNA propojenych dsDNA.

30 nm-chromatinové viakno

' " 1 4 " t *I* ’

"‘ t‘*‘*" M‘, “ t‘t‘*" " “ t‘*‘*“ ” “ t‘t‘ 4‘ "’ “ ATATA ’#
- o B e O 2 WD (2|5 (o
- G &2 v <) > €2 525 27
-.‘-n 4\“ o ;‘ -“'L 4‘4 ‘fh 4‘* .“f‘ “‘

A A ". . A A !‘; 4.‘1 e 4&‘

0 Y D AT 0 P Y | e R

proteinové leseni

chromatinova doména
(chromatinova smyc¢ka)

replikace
& transkripce

h

Tento obrazek je idealizujicim schématem.
Chromatinové domény nejsou stejné velké.
Jejich délka je 60 - 150 kb.



Modely pretvareni nukleozomové struktury

chromatinu

restoration of
standard
nucleosomes

dissociation
of
DNA-binding
proteins

 remodeling
_ chm‘pl_exB;]

‘remodeling

\&comm ex Al

Chromatin remode-
lujici komplexy

- docasné zmény
struktury
chromatinu

addition of
DNA-binding proteins

Genova exprese, replikace DNA a dalsi procesy vyzadujici

pristupnost DNA ulozené v nukleozomech
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Kovalentni modifikace histonu

H2A

HB2

H4

histone-fold
domain

S —serin, K - lyzin

Ac = acetyl (lyzin)
Me = metyl (lyzin)
P = fosfat (serin)
u = ubiquitin

(& J
Y

,Histonovy kéd*“

« zména struktury
chromatinu
(de/kondenzace)

« exprese genu

« umlceni genu
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Sekvence eukaryotickéeho genomu

/\.

Jedinec¢né sekvence Repetice
(strukturni geny) / l \
primé tandemové r. rozptylené r. obracené
ATGCATGCATGC ATGC...GCAT
> T Alvieta
i SN
. kratké dlouhé IR LTR
Jednotka repetice 100-300 bp > 300 bp :
retroviry
Alu transpozony
p——_4
IR (inverted repeat) ATGC-------- GCAT Obracena (koncova) repetice
TACG-------- CGTA
e____
LTR
< >
LTR (Long Terminal Repeat) : GTATG-----CATAC GTATG-----CATAC

Dlouha koncova repetice CATAC-----GTATG CATAC-----GTATG
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Typy genu na eukaryotické jaderné DNA

Jedinecné geny (1 kopie, vétsina strukturnich genu)
Tandemoveé repetice (geny pro rRNA, geny pro histony)

Ger)mvé rodiny (skupiny pribuznych genu - geny pro globin, aktin
aj.

Pseudogeny (inaktivm’ kopie genu)

Rozptylené genové repetice (kopie genu nebo genovych rodin
rozptylené po genomu - geny pro tRNA, snRNA aj.)

Orfany (orphans, ORFANS) = URF = ORF s neznamou funkci, bez
homologie ke znamym genum

Mezerniky - sekvence oddelujici geny nebo skupiny
genu

prepisované
neprepisované
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Projekt analyzy lidského genomu

Human Genome Project (HGP)

1985 - prvni Uvahy
1987 - prvni financni zdroje
1990 - oficialni zahajeni Dept. Energy, NIH, HUGO

Cile dilcich etap:
Konstrukce genetické mapy s vysokym rozlisenim
Konstrukce fyzikalnich map ruzného typu

Témeér uplna sekvence genomu stanovena v roce 2003
(2001-publikace v Nature a Science), dokonéeno 2005
identifikovat a lokalizovat geny v genomu clovéka
stanovit rozdily v genetické vybaveé jedincu
jak rozdily v genetické vybaveé predisponuji jedince k chorobam

Soucast projektu:
Rozvoj metodologie analyzy genomu (mapovani gend, sestavovani
sekvenci)
Bioinformatika (sbér a zpracovani dat)
Analyza genomu modelovych organismu 60



Projekt diverzity lidského genomu
(Human Genome Diversity Project)

Studium genetickych variaci v etnickych skupinach

Puvod clovéka, migrace prehistorickych populaci,
socialni struktura populaci.

Adaptace a choroby. Nachylnost populaci k chorobam
(hypertenze, thalasemie, srpkovita anemie aj).

Forenzni antropologie. Variabilita DNA markerdu,
spolehlivost DNA-fingerprintu, identifikace jedincu.

Matt Ridley: Genom — Zivotopis lidského druhu v tiiadvaceti
kapitolach. Portal, Praha 2001.
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Lidsky mezinarodni projekt HapMap (Haplotype map)

Cil projektu: identifikovat a mapovat SNP (,,snips*, single-nucleotide polymorphisms) v
riznych populacich, zjistit jejich asociaci s geny zodpovédnymi za choroby a tim stanovit rizika

vzniku chorob (270 narodi ze ¢tyi vétvi lidstva - Ameri¢ant, ptiivodem evropskych bélochii,
Ciiiant, Japonci a Yoruby ze zapadni Afriky)

Drobné zmény v lidském genomu: jednonukleotidové polymorfismy = SNP - zamény
nukleotidi v ¢etnosti 1 : 2 000 (podobnost genomi u nepribuznych lidi ~99,5%)

Haplotyp: skupina vazanych SNP v urcité oblasti chromozomu vyuzivanych jako markery (jsou
vazany k urcitym geniim (alelam) — asociace s geny zodpovédnymi napr. za choroby)

plvod DNA:

jedinec 1
jedinec 2
jedinec 3

jedinec 4

SNP1

TACAG GATC! - - -
TACAAGATC ---
TACAGGATC ---
TACACIQGATC

haplotyp 4

SNP2 SNP3 SNP4

TTCGGGCCA --- AATCCATGC ---/AAGCTCGGA ---

TTCGAGCCA --- AATCCATGC ---AAGCTCGGA ---

TTCGAGCCA ---'/AATCTATGC ---AAGCTCGGA ---

TTCGAI\GCCA AATC(‘TATGC AAGC(;)CGGA---
_________ Y ; IVV_____________—I
haplotyp 1 GGCT v
o2 AAcT [ Cetnost vyskytu 1:1 200
haplotyp 3 GATT
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Typy DNA-sekvenci v lidském genomu

Geny a gentm
podobné sekvence
20-30%

Lidsky genom

3 miliardy bp

Negenova DNA
70-80%

Introny,
promotory,
| zavad&ci sekvence
Nekddujici
sekvence Pseudogeny
>90%
(Genové fragmenty
Kodujici
sekvence
<10% Repetice SINE
Rozptylené repetice
Stfedné aZ 40%
vysoce Repetice LINE
repetitivni
20-30% Tandemoveé repetice Satelitni DNA
60%
Minisatelitni DNA
Jedinetna
nebo malé Mikrosatelitni DNA
potty kopii

70-80%
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Odlisovani jedincu na zakladé polymorfismi STR

STR = short tandem repeats

Rozdilny po¢et STR
ve stejném lokusu
tfi part
homolognich
chromozoml

(A)

PCR

ANALYSIS OF ONE STR LOCUS IN A SINGLE INDIVIDUAL

SEPARATE PCR PRODUCTS BY
GEL ELECTROPHORESIS

e
= =—————|

DNA-fingeprint po

elektroforéze PCR-produktu

primers —— T—— f
~ oo
paternal \—h——\ ——
= s
chromosome & paternal | s
(= ]
homologous repeated sequences
chromosomes at an STR locus ——— maternal | s
matemal —_—
chromosome f—
e —
(— ]
(8) individual A individual B individual C

forensic sample F

STR1
STR2
STR3
PCR PCR PCR
2 4
GEL
ELECTROPHORESIS
¥ & 3 t
A a8 = C o F
353
m—
30— ommee e ==
£
g 25— emmm o= ===
9
S 20— —— S s
3
g 15 — cmm
& = ===
10- cone oo 0 o=
s s
57 TS sewmr  o— e

(-]

3 pairs of homologous
chromosomes
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Statistické udaje o lidském genomu

Celkova velikost genomu 3289 Mb
Chromozomy

- nejvetsi 279 Mb
- nejmensi 45 Mb
X 163 Mb
Y 51 Mb

Cast genomu kodujici proteiny

1,50 % (<2%)

Cast genomu, ktera je transkribovana

33 % (20-90%)

Pocet dosud identifikovanych genl

26 500

Celkovy pocet predpovézenych genl

22 287 (2008)

Stredni hustota genl

9-14 genl/Mb

Soucasny odhad
18 000-20 000

Primérna velikost genu

27 kb

Nejvétsi gen 2,4 Mb (DMD)
Primérna velikost transkriptu 1340 bp
Proporce repetitivhich sekvenci ~ 45%

Pocet psedogent 13 000
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Vybrané typy nekodujicich molekul RNA

(ncRNA)
Typ Nazev
tRNA transfer
rRNA ribosomal
MIRNA mikro
SNRNA Small nuclear
INCRNA Long non-
coding
l[incRNA Long intergenic
non-coding




Funk¢ni klasifikace genti predpovézenych z analyzy sekvence lidskeho genomu

bunécéna adheze (577, 1,9 %) chaperon (1 59, 0,5 %)
rizne (1318; 4,3 %) cytoskeletalni strukturni protein (876; 2,8 %)
virovy protein (100; 0,3 %) extracelulami matrix (437; 1,4 %)

transferovy/nosicsky protein (203; 0,7 %) imunoglobulin (264; 0,9 %)

iontovy kanal (406; 1,3 %)
transkripcni faktor (1850; 6,0 %) motor (376; 1,2 %)
svalovy struktumni protein (296; 1,0 %)
protoonkogen (902; 2,9 %)
vybrané proteiny vazajici kalcium (34; 0,1 %)
intraceluldmi transportér (350; 1,1 %)

transportér (533; 1,7 %)

neurceno

enzym se vztahem k nukleovym kyselinam (2308; 7,5 %)

signéini molekula (376; 1,2 %)

receptor (1543; 5,0 %)

kinaza (868; 2,8 %)

prenos signalu

vybrana regulaéni molekula (988; 3,2 %)

transferaza (610; 2,0 %)
syntaza a syntetaza (313; 1,0 %)
oxidoreduktaza (656; 2,1 %)

lyaza (117; 0,4 %)

lipaza (56; 0,2 %)

izomeraza (163; 0,5 %)

hydrolaza (1227; 4,0 %) neznama molekularni funkce (12 809; 41,7 %)

ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements) — mezinarodni projekt pro

vysvétleni struktury a exprese lidského genomu 67



Genom organel: chloroplastu a mitochondrii

Table 14-2 The Size of Organelle Genomes*

Size
Type of DNA (thousands of nucleotide pairs)
Chloroplast DNA
Higher plants 120-200
Chlamydomonas (green alga) 180
Mitochondrial DNA
Animals (including flatworms, insects,
and mammals) 16-19
Higher plants 150-2500
Fungi
Schizosaccharomyces pombe (fission yeast) 17
Aspergillus nidulans 32
Neurospora crassa 60
Saccharomyces cerevisiae (budding yeast) 78
Chlamydomonas (green alga) 16 (linear molecule)
Protozoa
Trypanosoma brucei 22
Paramecium 40 (linear molecule)

*These genomes are circular DNA molecules unless indicated otherwise.

Pocet kopii DNA v organelach: mtDNA: 5-50 i vice, ctDNA = 20-80

heteroplasmie

[e]s}
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Velikost a genovy obsah vybranych mitochondrialnich a chloroplastovych genomu

druh trividlni oznacenf velikost genomu v pdrech nukleotidd predpovézeny pocet gen(
mitochondridlni genomy

Apis mellifera viela 16343 13
Avrabidopsis thaliana husenicek 366 924 57
Caenorbabditis elegans haditko 13794 12
Candida glabrata kvasinka (infekénf) 20 063 37
Chlamydomonas reinbardtii zelend fasa 15758 25
Drosophila melanogaster octomilka 19517 37
Danio rerio dinio pruhované 16 596 37
Mus musculus my$ 16 299 37
Oryza sativa ryze 491515 96
Plasmodium falciparum prvok, ptivodce malarie 5 967 3
Rattus norvegicus potkan 16 313 37
Saccharomyces cerevisiae pekafska kvasinka 85779 43
Zea mays subsp. mays kukufice 569 630 218
chloroplastové genomy

Arabidopsis thaliana husenicek 154 478 129
Chlanzydomonas reinbhardtii zelend fasa 203 828 109
Marchantia polymorpha jatrovka 121024 134
Onryza sativa ryze 134525 159
Zea mays subsp. mays kukufice 140 384 158

Udaje jsou pievzaty z webové stranky NCBI (heep://www.nebi.nlm.nih.gov/Genomes/) k 15. kvétnu 2008.
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Struktura genomu mitochondrii Cloveka

16 569 pb, 37 genu

\ \ subunits of
ATP synthase
cytochrome oxidase subunits

NADH dehydrogenase = protein-coding regions (13 total)
subunits !
[ =tRNA gene (22 total)
total length of genome = 16,569 base pairs
16S rRNA 128 rRNA origin of replication

NADH dehydrogenase
subunits .

cytochrome b

Funkce mitochondrii: tvorba ATP oxidaci cukri a mastnych kyselin
mtDNA koduje: rRNA (12S a 16S), 22 tRNA, cytochrom c-oxidazy,

cytochrom b, ATP-syntetazu
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Mapa lidského mitochondrialniho genomu

tézky retézec H (vyssi obsah purint)

lehky L (vyssi obsah pyrimidinu)

Analyza mtDNA pro identifika¢ni
a genealogické ucely je zamérena
zejména na prvni a druhou /
hypervariabilni oblast (HVR1 a
HVR 2) kontrolni oblasti mtDNA
(neobsahuje kodujici sekvence),
ktera se také nazyva D-smycka.
Tato oblast, o kterou se pri
analyze mtDNA (HVR 1 a HVR 2)
predevSim zajimame, je velika
pouze 1050 bazi (~ 7% genomu
MtDNA).

tezky Fetézec

malg

—_—— —

lidska mtDNA
(~17 kb)

((\G

O

\ RN

Ox; ATPaza N .\63'1«
%za [l podjednot@
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Mitochondriova DNA ruznych skupin organizmu

Organizmy Velikost v bp Struktura Charakteristika

Buiiky vice- kazdy zivo€iSny druh ma
bunéénych | 1,6a22,0x10* | kruznicova | sviij vlastni typ mtDNA
zivocichu

pozoruhodna variabilita
ve velikosti, struktuie a

2,5x10° kruZnicova genetické organizaci
Buiiky vysSich az nebo nejen mezi druhy, ale
rostlin 2,0x 106 linearni také u stejného organiz-
mu, a tedy i ve stejné
burice
3,0 x 10* kruznicova
Prvoci az nebo rozdily mezi druhy
6,0 x 10* linearni
2,0 x 10 jednotna uvnitf stejného
Kvasinky az kruznicova | druhu, ale rozdily mezi
1,0 x10° druhy

. Velmi charakteristické pro mtDNA vys$ich rostlin jsou useky, které se
podobaji DNA chloroplastu.



Specifické rysy mitochondriového genomu

Geny jsou usporadany velmi huste, temer cela sekvence je tvorena
strukturnimi geny nebo se prepisuje do rRNA a tRNA

K translaci je vyuzivano jen 22 tRNA, které jsou schopny diky
kolisavému parovam bazi precist vsechny kodony

Geneticky kod pouzivany v mitochondriich (nekterych orgamsmu)
se lisi od standardniho genetického kodu. 4 ze 64 kodonu maji jiny
smysl (zfejme v dusledku malého poctu proteinu kodovanych v mi-

tochondriich byly tyto zmény behem evoluce tolerovany)

pro zajisténi fungovani mitochondrii je vyzadovano 90 gent
lokalizovanych v jaderném genomu

mitochondriové geny se dédi nemendelisticky (matroklinne,
cytoplazmaticka dediénost) - studium lidskych populaci

podléha rychleji mutacim (10-100x cCasteji nez jaderny genom,
reparacni procesy omezené)Mutace mitochodnrii zodpovidaji za
radu onemocnéni (neurodegerativni,, svalové aj.)
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Vétsina proteinu v organelach je kédovana
jadernym genomem

CYTOSOL

RNA

precursor
tein

74



Kooperace jadernych genu s geny na mtDNA lidského
genomu

Podjednotky (protomery)
funkéniho produktu

Funkéni produkt
urcené geny urcené geny
lokalizovanymi lokalizovanymi
na mtDNA v jadre bunky
NADH-dehydrogenaza 7 podjednotek >41 podjednotek

Sukcinat CoQ-oxidoreduktaza | 0 podjednotek 4 podjednotky

Komplex cytochromu b-cl 1 podjednotka 10 podjednotek

Cytochrom c-oxidaza 3 podjednotky 10 podjednotek

H*-transportujici ATP-syntaza| 2 podjednotky 14 podjednotek

rRNA mitochondrii 2 0
tRNA mitochondrii 22 0
mRNA mitochondrii 13 0
DNA- a RNA-polymerazy 0 vSechny
Ribozomové proteiny 0 ~70

Onemocnéni jako dusledek mutaci mtDNA a nDNA
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Biogeneze proteinti dychaciho retézce v lidskych mitochondriich

nucleus

Q‘c:jc::DC:':

cytoplasmic
RNAlv- ribosome

f

®¢®0 ~1000 different
A AL E
e¢ 00 nuclear-encoded

-:.'o:o mitochondrial proteins

mitochondrial DNA

translokazy (mtDNA)

13 mtDNA- mitochondrial
encoded proteins ribosome
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Genom chloroplastu

inverted repeats
containing ribosomal
RNA genes

total length of genome = 121,024 nucleotide pairs

ribulose bisphosphate
carboxylase (large

subunit) —~——
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Geneticka organizace genomu chloroplastu

poB

genom chloroplastu jatrovky
Marchantia polymorpha
(121 024 part nukleotid)

Legenda:

[ | fotosyntéza a transport elektronti
B translace

O RNA-polymeraza

O neznamé ORF

ﬂ’s?' — Smér transkripce:

a‘?\\‘\ geny uvnitf kruhu — ve sméru pohybu

2P Mo hodinovych rugicek
a\\’? P ( o geny vné kruhu — proti sméru pohybu

o® // hodinovych rugicek

P
o
S\ S
’Q 2 32 2
&~

y 2 Ag ZJ "’: 8 LS




Geny chloroplastu Nicotiana tabacum

Funkce - Pocet genit

Transkripce

RNA-polymeriza 4
Translace

rRNA 4
tRNA 30
Ribozomové proteiny , 21

Fotosyntéza
Fixace CO, 1
Fotosystém I 5
Fotosystém IX 14
Cytochromovy komplex b/f 5
H'transportujici ATP-syntiza

Jine funkce
NAD(P)H-dehydrogendzovy komplex 11

Clp-proteaza
Acetyl-KoA-karboxylaza (EC 6.4.1.2)
Membréina plastidu

Maturazy (str. 394)

Oteviené &teci ramce kédujici vice neZ 29 aminokyse - 30
lin

el Bl Bl B

Geny chloroplastd jsou podobné geniim cyanobakterii




Plvod mitochondrii a chloroplastu
(endosymbioticka teorie)

MITOCHONDRIE

chemoorganotrofni prokaryotické
bunky s aerobni respiraci
(protomitochondrie)

CHLOROPLASTY
fotolitotrofni prokaryotické bunky
(fotosyntetizujici protochloroplasty)
Neprimé dikazy:
O prehradecné déleni mitochondrii
O konformace DNA (kruznicova forma)
O transla¢ni aparat podobny prokaryotiim

améboidni anaerobni pred-
chuidci eukaryotickych bunék

améboidni predchidci
—_—

eukaryotickych bunék

® podobnost sedimentacnich koeficientli ribozomt
® podobnost sekvenci mt-rRNA s rRNA bakterie E. coli
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Puvod mitochondrii

Aerobic
prokaryote

protomitochondrie
,Symbiont“

Transfer of many

protomitochendrial h

genes to nuclear
genome

Nuclear
envelope

< Pr in )

,protoeukaryot*

Anaerobic
eukaryotic
precursor

Aerobic 81

eukaryotic
cell




Genom viru

® Viry

O Prokaryoticke (bakteriofagy)
©® DNA
® RNA

O Eukaryoticke
® zivocisné DNA/RNA
® rostlinné DNA/RNA
® houbové DNA/RNA

® Typy genomové NK
O ssDNA - linearni nebo kuznicova
O dsDNA - linearni nebo kruznicova
O ssRNA - linearni
O dsRNA - linearni

Segmentovany genom
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Inner
glycoprotein
core

Struktura virovych castic

Tail {

bakteriofag

Lipid
membrane

Matrix  Capsid

virus HIV
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Rozdéleni viru podle typu genomu

1. dsDNA ——» dsDNA
v virion
+ mRNA——>» proteiny 7
( vétSina DNA fagu, herpesvirus, poxvirus, adenovirus, SV40)

2. +ssDNA —» -ssDNA_— » +ssDNA
\

v virion
+mRNA —» proteiny —
-sSDNA —» +ssDNA ——» -ssDNA
virion

+mRNA ——» proteiny —
(parvoviry, £X174)
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Retroviry (HIV)

> -sSDNA --—---- > dsDNA
integrace do chromozomu

aktivace &\
+RNA

£27 =
mRNA +ssRINA

\ v

proteiny —» virion
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Model struktury centromery metafazniho chromozomu

gy

vlakno déliciho vieténka

-
DNA chromatid o

)QUWM

\%

centromera

Konzervativni struktury centromer u kvasinky

20 nm
||
mikrotubulus déliciho vieténka
nukleozomy /centromera
.,1’,!.. LI

1
-a

10 nukdeotidi | |
(~40 nm DNA) <11 nm)

konzervativni elementy

ATAAGTCACATGAT =

' TGATTTCCGAA
TATTCAGTGTACTA - 88b6P.93% AT \cTAAAGGCTT

1 1

vazba specifickych proteinu
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Model lidské telomery stabilizované tvorbou t-smycky

vysoce konzervativni
sekvence — tandemové

repetice \
centromera

(TTAGGG)n

V komplex

komplex TRF-1
TRF-2

Specifita struktury telomery:
- zabranuje odbouravani koncii chromozomu DNazami
- brani spojovani (fuzim) koncti ruznych chromozomu

- umoznuje replikaci linearnich chromozomi
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