| |

i3] Kolegij Molekularna biologija

-

ORGANIZACIJA I SEKVENCE
STANICNIH GENOMA

Geneticka informacija organizma

@ sadrzana je unutar genoma

Genom
- ukupna DNA organizma
e virusi - jednolanc¢ana ili dvolanc¢ana DNA ili RNA
e svi stani¢ni organizmi - dvolan¢ana DNA
- veli¢ina genoma raste prema visim organizmima
(bakterija - 3 Mpb; ¢ovjek - 3000 Mpb)
Gen
- funkcionalna jedinica genoma
- odsjecak DNA koji kodira za polipeptidni lanac ili
molekulu RNA
Ekspresija gena
- nastanak genskog produkta

Sredisnja dogma molekularne biologije
- prijenos genske poruke: DNA = RNA 2 PROTEIN

@ 2 pristupa sekvenciranju genoma

e

nasumicno kidanje genoma u male preklapajuce
fragmente

viSestruko sekvenciranje fragmenata da se pokrije
cijeli genom (oko 10X)

sklapanje preklapajucih sljedova daje kompletne
kromosomske regije

podjela kromosoma u manje dijelove (engl. contigs)
organizirano kartiranje dobivenih dijelova
sekvencirange svakog od tih dijelova klasi¢nim

metodama
su poznata mjesta preklapanja)
sklapanje sekvenciranih dijelova u cjelinu

nije potrebno visestruko sekvenciranje jer
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e Sekvenciranje citavih genoma
Slozenost eukariotskih genoma
Kodirajuca i nekodiraju¢a DNA

Kromosomi, kromatin, lokalizacija
nekodiraju¢e DNA

Nukleotidni sljedovi genoma
razlicitih organizama

Sekvenciranje cCitavih genoma
visih organizama

prije par desetljec¢a neostvariv pothvat

(80-ih godina najveci sekvencirani genom 180 kb -
Epstein-Barrov virus)

danas realnost zahvaljujuci automatskom
sekvenciranju

sekvenciranje humanog genoma - 2 skupine
znanstvenika:
-Eric Lander

(International Human Genome Sequencing
Consortium)

-Craig Venter (Celera Genomics)
skica humanog genoma objavljena 2001.

—-Nature, 409(6822) (2001)
-Science, 291(5507) (2001)

2 pristupa sekvenciranju genoma

Craig Venter

‘ Shotgun Sequencing ‘




| Do danas sekvencirani genomi

Prema National Centre for Biology Information,
National Institutes of Health, USA
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Virusi - 1383 genoma Koliko se ljudi medusobno
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Bakterije i arhebakterije — 197 razlikuju prema sastavu genoma?
Manje od 0.1%

genoma (266 u tijeku)
Gljive i kvasci — 8 genoma

Eukarioti — 21 genom
(dvadesetak u tijeku)

Mitohondriji — 621 genom
Plastidi — 41 genom

. ) ) = Velicina genoma nije razmjerna
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@ Velik dio eukariotskih genoma &ini oy Struktura eukariotskih gena i
nekodiraju¢a DNA s izrezivanje introna
kromosomska DNA
: razdvojni shjed intran 1 intron 2 razdvojni shijed
dijelovi eksona koji se ne prevode e e i T I [ : I | ' =7
A -2 3 I I ol e ;
u protein (engl. untranslated : pzon 1 egzon 2 gzon
regions —UTR) e 1. Kripeija
introni Bl | primami .. ..
razmaknice (engl. spacers) ..: transkript RA | L ‘:‘L T
ponavljajuci sljedovi DNA : l' e
- ponavljanja jednostavnih sljedova 49 egzon 1 egzon 2 egzon 3
- transpozoni 5y mRNA 5 1 —
« DNA transpozoni e 5'UTR ln...--L.\im ;TR
e retrotranspozoni i
pseudogeni o3 protein [ —
Introni ¢ine oko 25% ukupne genomske DNA covjeka




Alternativno prekrajanje
(engl. alternative splicing)
povecava varijabilnost genskih

produkata
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Ponavljanja jednostavnih sljedova

e engl. simple sequence repeats

e uzastopno ponovljeni nizovi nekoliko tisuca
kopija kratkih sljedova duljine 1-500
nukleotida (npr. ACAAACT u vinskoj musici)

e satelitna DNA
satelitna
DNA

e Cini oko 10% ukupne DNA

Zbog jedinstvenog sastava
satelitna DNA moze se
razdvojiti iz ostatka
genomske DNA ravnoteznim
centrifugiranjem u gradijentu
gustoce CsCl

Pokretanje retrotranspozona
u genomu
retrolranspazan
kromosomska [ | I ]
DNA 1 | 1
1 transkripcija
RNA L /]
1.-.-\r-:zn.uIr.|||~kr-|>;-|.|
retrotranspozonska DNA
1 N Daa
e cmesomsko I .

OIS pozon

Ponavljajuci sljedovi DNA

e Cine cak preko 50% DNA sisavaca!
¢ nekoliko vrsta ponavljajucih sljedova

ek poncsdjent djedosi

E. coli DNA

nepanoyljen
sljeddoni
u poreedda

detekcija
pracenjem
kinetike
reasocijacije e UM P i
DNA ur ur ur? 1 I .ln 10 10 i}

Pokretni geneticki elementi -
transpozoni

cine oko 45% ukupnog genoma covjeka
rastrkani po genomu
DNA transpozoni

- 300 000 kopija veli¢ine 80-3000 pb (oko 3%
humane DNA;

retrotranspozoni

- Kratki rasprSeni elementi (engl. short interspersed
elements, SINE)

e 1,5 milijun odsjecaka od 100-300 pb rastrkano po genomu
(oko 13% genomske DNA)

- Dugi rasprseni elementi (engl. long interspersed
elements, LINE)

e 850 )000 ponavljanja veli¢ine oko 1 kb (oko 21% genomske
DNA
- Retrovirusu sliéni elementi (engl. retrovirus-like
elements)
. 45'5\&)000 odsjecaka veli¢ine 2-10 kb (oko 8% genomske

Duplikacija gena i pseudogeni

mnogi geni postoje u vise kopija od kojih
su neke cesto nefunkcionalne -
pseudogeni (oko 5% ljudskog genoma)
mogu nastati duplikacijom i mutacijskom
inaktivacijom etka

razdvani

a-globinski lokus
Kkromasom 16 |

embrijski fetalni i

odrasli

fi-globinski lokus

kromosom 11

pseudogen fietalni

pseudogen  odrash

embrijski

Porodice globinskih gena



ﬁ Organizacija eukariotskog genoma

e Sekvenciranje citavih genoma
Slozenost eukariotskih genoma

Kodirajuca i nekodiraju¢ca DNA

j poznate funkcije Kromosomi, kromatin, lokalizacija

nekodiraju¢e DNA
Nekodirajuéi

funkcionalni Nukleotidni sljedovi genoma

(sat:.'i’;‘:‘.’:;“.‘,NA, razli¢itih organizama

5] DNA je vrlo dugacka molekula
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_{?? « haploidni genom ¢ovjeka ima 3 164 700 000 parova
baza ~ 1 m (promjer jezgre je 5-10 pm)
zbog slaganja parova baza DNA je razmjerno kruta
~ - L molekula
Slozenost eukariotskih genoma grupa bazicnih proteina (histona) sudjeluje u
organizaciji strukture DNA
. .. . B - ; kompleks izmedu eukariotske DNA i proteina -
Kodirajuca i nekodirajuca DNA kromatin
osnovna strukturna jedinica je nukleosom
. . . . - po dva histona H2a, H2b, H3 i H4
Kromo_so!“'/ kromatin, lokalizacija - 140 pb dva puta je omotano oko histona
nekodirajuce DNA histon H1 veZe se na DNA duzine 40 - 100 pb izmedu
! dva nukleosoma

e Sekvenciranje citavih genoma

Nukleotidni sljedovi genoma 1013 stanica x 2 m = 182 000 000 000 km
razlicitih organizama (610 puta do sunca i nazad)

Kromatinska vlakna

166 pb omotanih oko hi ske jezgre koje
zajedno drzi vezni histon H1

F e moleku
H2A, H2B, H3 i H4
- A




profaza

Interfazni
kromatin

e eukromatin
heterokromatin

Metafazni
kromosomi

10 um

Centromera metafaznog
kromosoma

e CENTROMERA - podrucje
spajanja dviju sestrinskih
kromatida

¢ na centromernu DNA veZu
se proteini tvoreci
KINETOHORU na koju se
vezu niti diobenog vretena

e centromere sisavaca -
prosirene regije
heterokromatina koji se
sastoji od satelitne DNA

e humana satelitna DNA -
171 pb uzastopno se
ponavlja u regijama i po
milijun pb

Politeni
kromosomi
vinske musice

In situ hibridizacija
na politenom
kromosomu

I telomere sadrze ponavljajuce sljedove

Telomerni
ponovijeni
Organizam slijed
Gy aT
Gy sTTAC

GGOGTT
G A

AGGGTTT

AGCGTT




Vaznost analize cjelokupnih genoma
- uloga bioinformatike -

poredpa g 0 0
DIrga o d
Veli¢ina Broj Sljedovi koji
Organizam genoma (Mb)* gena kodiraju proteine
Bakterije

Mycoplasnra genitalinm
H. influenzie
E. coli
Kvasci
5. cerevisine
5. pombe
Beskraljeznjaci

C. elegs
Drosaphili
Biljke
Arabidopsis thaliana
Riza
Sisavel
Covjek

0,58
18
1,6

a

180

125

440

3.200

470
1743
4288

6.000
4.800

19.000
13,600

26,000
30.000-50.000

FO000—40.000

BA%
BI%
BE%

0%
o0%

Mb = milijuni parova bazs

otkrivanje evolucijskih
odnosa
- arhebakterije i eukarioti
dijele zajednicku
evolucijsku liniju
otkrivanje novih gena
otkrivanje genske )
funkcije prema sli¢nosti
s genima iz drugih
organizama
- komplementarni pristup
eksperimentalnim
istrazivanjima
(inaktivacija gena)
otkrivanje regulatornih
sljedova
otkrivanje gena
ukljucenih u bolesti
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