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Organizacja genomu cztowieka 1
sekwencjonowanie DNA

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



Organizacja genoOw na ludzkim chromosomie. Najkrotszy autosom -
chromosom 22 zawierajacy ok. 1,5% ludzkiego genomu.
Najwieksza niespodzianka dla badaczy po zsewkencjonowaniu
duzych porcji ludzkiego genomu byto stwierdzenie, ze tylko
niewielki utamek koduje uzyteczne czasteczki — pozostaty czesc¢
nazwana ,.,junk DNA” lub ,,selfish DNA”.



Ludzki genom w liczbach

Cecha

Dtugos¢ DNA

Liczba gendow

Najdtuzszy gen

Liczba
3,2 x 10° par zasad
ok. 25 000

2,4 x 10° par zasad

Srednia dtugo$é genu

I

Najmniejsza liczba eksonow na gen
Najwieksza liczba eksonow na gen

Srednia liczba eksonéw na gen

27 000 par zasad

178
10,4
17 106 par zasad

Rozmiar najdtuzszego eksonu

Srednia dtugosé eksonu

Liczba pseudogenow

Procent DNA zawartego w eksonach

Procent DNA zawartego w innych konserwowanych

145 par zasad
ponad 20 000
.
3,5 %

sekwencjach, np. odcinki regulatorowe, 0. kodujgce RNA.

Procent DNA zawartego w elementach powtorzonych w duzej
liczbie kopii.

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

50 %



Ludzki genom mitochondrialny

Mate (16.5 kb) koliste DNA
Geny koduja biatka oraz rRNA, tRNA (37)

Miotochondria majq wlasne rybosomy przypominajqce rybosomy bakteri.
1 gen/0.45 kb
Niewiele powtorzen

Brak intronow

0 : e 16 569 pz
93% to czes¢ kodujaca; pocatek replikadl
Dziedziczone tylko po matce. -geny rRNA (165, 125)

-geny tRNA (22)

-gen cytochromu b

-biatka dedydrogenazy NADH
-biatka oksydazy cytochromowej
-bialka syntazyATP




Typy sekwencj1 (w procentach) wystepujacych w ludzkim
genomie. Ponad 40% genomu stanowig tzw. sekwencje mobilne

(transpozony). Potowa ludzkiego genomu to sekwencje

powtarzajace si¢. Tylko niewielki utamek genomu to sekwencje

kodujace tancuchy biatek.

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

100 %

F

Sekwencje Powtorzenia prostych Introny

retrowiruso-podobne sekwencji

LINE SINE 7 \ '\ 1

Sekwencje niepowtorzone

T

Eksony

Transpozony DNA ) .
nie bedace genami
Geny
Transpozony

Sekwencje powtarzajgce sie Sekwencje unikalne

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



Geny w genach. Introny niektorych genow sa tak obszerne, ze moga pomiescic¢
wiele innych gendw z wlasnymi intronami. Stwarza to konieczno$¢ bardzo
precyzyjnej regulacji ekspresji genow (transkrypcji, wycinania intronow).

Ekson 26 Ekson 27
Sensowna nié - Intron 26 .
genu NF1 5’| ] 3
3| B N B N B 0 | 5
Anty-sensowna ni¢ OGMP EVI2B EVI2A

genu NF1

Gen neurofibromatozy (NF1) zawiera intron 26 kodujacy
trzy inne geny: OGMP, EVI2A i EVO2B zawierajace
po dwa eksony.

Na podstawie: Human Molecular Genetics (© BIOS Scientific Publishers, 1996)




Dlaczego cztowiek — ,,szczyt drabiny stworzenia™
ma tak mato genow?

Cztowiek 25 000 genow
Muszka owocowa 13 000
Robak obty 19 000

1. Genom — suma wszystkich genoOw oraz calos¢ informacji
genetyczne) organizmu.

2. Transkryptom — suma czasteczek RNA organizmu
(komorki).
3. Proteom — suma wszystkich bialek organizmu (komorki).

Potencjalna réznorodnos¢ genomu i transkryptomu jest tak
duza, ze najwyrazniej nie ma potrzeby zwiekszania liczby
genow



Powtarzajace si¢ sekwencje w genomie

* PowtoOrzenia rozproszone (interspersed repeats)
* PowtoOrzenia tandemowe (fandem repeats)

— Mikrosatelity

— Minisatelity

— Satelity

* PowtoOrzenia tandemowe genow (g. TRNA, g.histonow)




/Znaczenie powtOrzen rozproszonych.

* Moge generowac podczas transpozycji
chorobotworcze mutacje.

* Przyspieszaja tworzenie si¢
biordznorodnosci (znaczenie ewolucyjne).
 Inne nieznane funkcje ??7?
— ,,S¢lfish DNA™ ?




Trzy gltowne klasy elementow ruchliwych (transpozondw).

Opis klasy i budowa.

Transpozony DNA

Krotkie, odwrécone
Powtdrzenia na
koncu

Enzym konieczny do
przenoszenia

Transpozaza

Retrotranspozony retrowirusopodobne

Flankowane
sekwencjami LTR

Odwrotna
transkryptaza
| integraza

Retrotranspozony nie-retrowirusopodobne

Na koncu wystepuje

ogon poliA

Odwrotna
transkryptaza
i iendonukleaza

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

Sposéb
przenoszenia

Porusza sie wylacznie w
formie DNA

Porusza sie za
posrednictwem RNA
powstatego w transkrypcji
z promotora w obrebie
LTR

Porusza sie za
posrednictwem RNA
powstatego w transkrypc;ji
z promotora
sgsiadujgcego genu



Duze powtorzenia: Transpozony

* Elementy ruchliwe, transpozony ang.
“Transposable elements” (TE’s) — sekwencje zdolne do
przemieszczania si¢ w obrebie genomu.

Dlaczego transpozony sg istotne?

Zapamietaj: ok. 50% genomu cztowieka zawdziecza swoje
pochodzenie transpozonom.



Mechanizm transpozycji typu ,,wytnij-wkle;”. Tak poruszaja si¢ transpozony bez
posrednictwa RNA. Przemieszczanie si¢ tych elementow odbywa si¢ za
posrednictwem kompleksu enzymatycznego zwanego transpozaza. Sekwencja
transpozonu jest oflankowana krotkimi, odwroconymi powtdrzeniami. W miejscu
insercji powstajg krotkie powtdrzenia proste.

Transpozon DNA

sekwencja insercyjna IS Transpozon W nowym miejscu

Wiazanie transpozazy Ligacja transpozonu w nowej lokalizacji
do powtoérzen

—8— &= -/

Wyciecie sekwencji z

Wypetlenie l / * pierwotnej lokalizacji
“ \ Ligacja powstalego naciecia

Transpozosom




,,Retroelementy” to transpozony przemieszczajace si¢ za posrednictwem czasteczki
RNA 1 wymagajace do przemieszczania enzymu zwanego odwrotna transkryptaza
oraz integraza. Podczas przemieszzania si¢ retroelementu nastepuje duplikacja
sekwencji ruchliwej — przemieszczanie odbywa si¢ metoda ,.kopiuj-wkle;j”.

sekwencja insercyjna retrotranspozon

polimeraza RNA
v
transpozaza RNA
odwrotna
A J transkryptaza
dwuniciowe DNA
przed insercja
¥ v docelowe
DNA
l transpozaza l integraza

Elementy ruchliwe wprowadzone w docelowe DNA



Rodzaje retroelementow

Retroelementy zawierajace sekwencje LTR
ang. long terminal repeat (LTR)

- retrotranspozony
Retroelementy pozbawione sekwencji LTR
- LINES
- SINES

- Processed pseudogenes




SINES: short interspersed nuclear elements

SINES; np. sekwencja Alu

Nie potrafig poruszac sie autonomicznie
Nie koduje odwrotnej transkryptazy
Transkrybowany przez RNA Pol III

W ludzkim genomie wystepuje ok. 1 milion kopii

Element dtugosci 150 pz, zawiera bogaty w A tacznik (linker).
Sekwencja zawiera miejsce rozpoznawane przez enzym Alul.



,,Retroelementy” 1 transpozony wystepujace w
genomie cztowieka.

Przecietna diugos¢

LINE ORF1 ORF2 AAAAA 8 000 pz
A B
SINE —1H- Aaaaa Np. Alu 250 pz
LTR gag pol LTR
Transpozony
>
Retrowiruso- g 10 000 pz
LTR LTR
_pc_)dobne R R
transpozaza
Pozostalosci po > < 3 000 pz
transpozonach
DNA € 70 - 3 000 pz

% genomu

20 %

13 %
1,5 min
kopii

9 %

3%




Tworzenie si¢ pseudogenow.

romotor
P ekon 1 ekson 2

N e EEEEEAAAAR

T integracja
l transkrypcja

pre-mRNA AAAAA
— AAAAA TTTTT
l wycinanie intronow odwrotna
mRNA transkrypcja

AAAAA

\

AAAAA

odwrotna
transkryptaza




Sekwencje minisatelitarne

« 6-20 bp - dlugosc¢ powtarzajgcej sie jednostki

TTGCAATGCGTCGTGCACCTATGCCAGGATTTT
TTAGCTTTGAGGATTTTAGAGGATATTAGGCAGC

AGGATTTTAAGGATATTAGGCAGC TAGTATTATG

Konsensus AGGATTTT




Sekwencje minisatelitarne

— Wysoce polimorficzne, pomocne w
1dentyfikacj1 osobniczej na podstawie sladow
DNA ang. ,,DNA fingerprinting”

Prawdopodobnie uczestnicza w regulacji
ekspresj1 genow.




Sekwencje mikrosatelitarne

* 1-5bp - dtugoscC powtarzajgcej sie jednostki
* W puli genowej populacji cztowieka wystepujg wersje
mogace roznic sie liczbg powtorzen.

actgtagtcctaaag ctctctctctctctctctctctctctct agcctaagggtcaagcttt

tctgccgtcctcccg gtgataqtgatqaqgtgatgatagtqgataqtqggtg attcctaaaagtctggcet




Sekwencje mikrosatelitarne

* Liczba powtorzen wykazuje migdzyosobnicze
roznice.

* Gwattowna zmiana liczby kopii jest przyczyna
wielu chorob:
— Fragile X syndrome, Huntington’s disease,

Myotonic dystrophy

« Ze wzgledu na duza zmiennosc sa
powszechnie wykorzystywane w
sadownictwie 1 kryminalistyce np. do testow
na 0jcostwo.




Glowne etapy polimerazowej reakcyi tancuchowe;
(PCR ang. polymerase chain reaction).

. termostabilna polimeraza DNA

—>» oligonucleotydowy starter (primer)

S S 0

9 =
ok. 55°C l wiazanie startera T

< ._(_
wydtuzanie startera
(polimeryzacja DNA)

94 °C l denaturacja DNA




Reakcja PCR zachodzi w urzadzeniach zwanych termocyklerami, ktore sa
blokami grzejaca-chtodzacymi starowanymi komputerowo. Grzejace pokrywy
uniemozliwiaja odparowywanie wody z roztworu reagentow.

B ——

Produkty PCR sa zwykle
rozdzielane w celu
uwidocznienia przy pomocy
elektroforezy w zelu
agarozowym. DNA jest
wybarwiany interkalujaca
substancja — bromkiem
etydyny.




Wykorzystanie PCR do amplifikacji sekwencji
mikrosatelitarnych 1 1dentyfikacji osobnicze;.

Starter 1

N

actgtagtcctaéag ctctctctctctctctctctctctctct agcctaagggtcaagcettt

&
~

Starter 2
Starter 1
—> .
—>—>=D>=>=>—>—D>—> < chromosom ojca
Starter 2
2 > > >>>>>>>>> chromosom matki
<

\L PCR i rozdziat produktéw na zelu

Fragment z 11 powtérzeniami

Fragment z 8 powtdorzeniami




Zasada sekwencjonowania DNA metoda dideoksy. W reakcji polimeryzacji DNA in vitro
biora udzial deoksynukleotydy 1 dideoksynukleotydy. Wbudowanie dideoksynukleotydu
powoduje zakonczenie syntezy tancucha DNA. Metode opracowal Fred Sanger w drugie;

potowie lat 70-tych ubieglego wieku.

®E E—cH2 ®)(P)(P)— cn2

OH
~
5’-trifosforan 5’-trifosforan
deoksyrybonukleozydu dideoksyrybonukleozydu
dNTP ddNTP
Sekwencjonowana matryca 5’

3,
ATGCCGTATGGACCGTATGGTAAACGGGGCTAAAGTACGGCTTC

|
TACGGCATACCT === l ‘
5 starter

dGTP

Wyznakowane produkty
wydtuzania startera

dATP dTTP
dCTP ddATP  Mieszanina czterech dNTP i jednego ddNTP



Reakcje wydluzania startera prowadzi sie¢ w osobnych probowkach, ktore zawieraja
identyczna matrycg starter 1 polimeraz¢ 1 cztery dNTP ale w kazdej znajduje si¢ inny
dideoksynukleotyd. Nastepnie produkty polimeryzacji rozdziela si¢ w osobnych Sciezkach
zelu poliakryloamidowego. Z powstatego obrazy produktoéw odczytuje si¢ sekwencje DNA.

3’ Sekwencjonowana matryca 5’

ATGCCGTATGGACCGTATGGTAAACGGGGCTAAAGTACGGCTTC
|

TACGGCATACCT == l {

o’ starter I

dTTP ddCTP Wyznakowane produkty
dCTP wydtuzania startera

Mieszanina czterech dNTP i jednego ddNTP




Odczyt sekwencji na podstawie fragmentow DNA
znakowanych radioaktywnie.

Rozdziat produktéw reakcji w probowkach z:

ddCTP ddTP
ddATP ddGTP

ACGT
- -

Kierunek rozdziatu




Sekwencjonowanie z uzyciem znacznikow radioaktywnych byto ktopotliwe ze
wzgledu na stosunkowo krotkie odczyty sekwencji z jednego rozdziatu (maks.
300 bp), koniecznos¢ rozdziatu 1 probki na czterech sciezkach 1 dlugi czas
oczekiwania na ekspozycje autoradiograficzna. W latach 80-tych powstaty
automatyczne sekwenatory DNA wykorzystujace barwniki fluorescencyjne do
znakowania DNA 1 czule czytniki do detekcji wyznakowanych fragmentoéw
DNA. Kazdy dideoksynukleotyd ma dotaczony inny barwnik fluorescencyjny.




Zastosowanie roznych barwnikow fluorescencyjnych dotaczonych do
dideoksynukleotydow umozliwito przeprowadzenie reakcji 1 rozdziatu dla
jednej probowce w jedne Sciezce zelu. Ponadto, odczyt odbywa si¢ w
czasie rzeczywistym i dzigki temu probki moga by¢ rozdzielane na cate;
dhugosci zelu, co umozliwia odczyt nawet 900 nukleotydow.

Elektroforogram - sekwencja jest przenoszona
bezposrednio do pamieci komputera

T CGG AGTGGGEGGC CA G AGAT G
| 2

Polimer — ztoze do
elektroforezy

Laser wzbudzajacy
fluorescencje Czuly czytnik

-- fluorescenciji




Pierwsza generacja sekwenatorow automatycznych wykorzystywata
elektroforeze ptytowa. Nowsze generacje korzystaja z elektroforezy
kapilarnej, ktora mozna zautomatyzowac.

ABI 377 - plytowy GA3500 - kapilarny



Sekwencjonowanie moze by¢ wykorzystane do poszukiwania
mutacji. Na 1lustracji przedstawiono wyniki
sekwencjonowania z radioaktywnym znakowaniem.
Poszukiwano mutacji genu 7P53 w DNA tkanki raka pluca.

Tkanka Nowotwor
poprawna

ACGT ACGT

Tkanka Nowotwor
poprawna

ACGT ACGT

i
______d- __“-(
__—;17‘ N -_,."':“-— N
-— -—
"= e
;...'. ;:8
i
— = .
e R ™




Wykorzystanie PCR do amplifikacj1 sekwencji
mikrosatelitarnych 1 1dentyfikacj1 osobnicze;.

Genotyp matki Genotyp badanych mezczyzn
(llos¢ powtorzen) (ilo$é powtorzen)
Marker1 16 20 14 20 20 20 14 20 16 16
Marker2 8 10 8 8 810 12 12 8 12
A B C D

Na podstawie analizy dziedziczenia markera
Genotyp dziecka 20 20 1 udato sie wykluczyé ojcostwo mezczyzny
(ilos¢ powtorzen) 8 12 D, na podstawie analizy markera 2 udato si¢
wykluczy¢ ojcostwo mgzczyzn A 1 B.
Powtdrzenie podobnej analizy dla wigkszej

liczby markerow daje prawie 100% pewnos¢

potwierdzenia ojcostwa.




Struktura genu kodujacego rRNA (ok. 1200 genow w

ludzkim genomie.

Jednostka transkrypcyjna rRNA 13 kbp Odcinek miedzygenowy 27 kbp

18S 5,85 28S

— i

DNA

l Transkrypcja — polimeraza | RNA

— [ pierwotny transkrypt

Dojrzewanie: usuwanie
odcinkéw ,,niekodujacych”
i chemiczna modyfikacja RNA

\\4
I 0 B pojrzate rRNA

18S 5,85 28S

Na podstawie: Human Molecular Genetics (© BIOS Scientific Publishers, 1996)

18S, 5.8S i 28S
Sa kodowane przez
ta sama jednostke

transkrypcyjna;

Sa zlokalizowane
w 5 grupach:
chr. 13,14,15, 21,22

Wszystko po to aby
przyspieszy¢
produkcje
rRNA




Powielanie (duplikacja genow) oraz jej skutki. Drzewo genealogiczne genow
tancucha globiny — biatka przenoszacego tlen we krwi zwierzat. Rozmieszczenie
genoOw globiny w ludzkim genomie przedstawiono w gornej czgsci ilustracji.

chromosom 16 chromosom 11
’ » HH—+
g vG YA 0 B

Czas
Globiny
ptodowe

Globiny
pourodzeniowe

—

Duplikacja i translokacja
chromosomowa

Ok. 500
min lat

Pojedynczy
gen globinowy

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



Grupa (klaster) genow globinowych na ludzkim chromosomie 11. Kluster ma dlugos¢ ok.
100 tys. par zasad. U jego poczatku znajduje si¢ tzw. sekwencja LCR kontrolujaca ekspresje
kazdego z gendw w grupie. Jej brak jest przyczyna groznej anemii. Ekspresja
poszczegdlnych genow globinowych podczas zycia osobniczego jest zilustrowana u dotu.
Globiny ptodowe zanikaja ok. 12 tygodnia po porodzie. Synchroniczne wzrasta ekspresja 3-
globiny. W czasie ewolucji pierwotny gen globinowy ulegt powieleniu 1 spokrewnione geny
pelnia nieco inne, ale podobne, funkcje.

LCR g vG YA 0 B
———H—
/G YA poréd

— P

Wzgledna ilosé

A0

—— |

- | | |
0 12 24 36 12 24 36 48
Wiek w tygodniach

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



Co to jest polimorfizm genetyczny?

Czeste wystepowanie w populacji kilku odmian sekwencji
genu (alleli). Rzadsza wersja wystepuje przynajmniej u jednego
osobnika na 50.

Mutacja r6zni si€ od polimorfizmu funkcjonalnie — skutkuje
ona obnizeniem ptodnosci organizmu — dlatego wystepuje w
populacji o wiele rzadziej niz polimorficzna wersja genu.

Polimorficzne odmiany genu (allele) moga modulowac
funkcjonowanie produktu genu — biatka, w niektorych
warunkach moze ono dzialac lepiej lub gorzej w porownaniu z
najczescie] wystepujaca wersja.

Duza czes¢ morfologicznych, fizjologicznych 1
psychologicznych rdéznic migdzyosobniczych ma swoje zrddto
w polimorfizmie genetycznym.




Przyktad polimortfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP —
ang. single nucleotide polymorphism). Oznaczenie, przy
pomocy sekwencjonowania, polimorfizmu G23A genu XPA
kodujacego biatko naprawy DNA.

A. XPA (-4) G—A - homozygote GG B. XPA (-4) G—A - heterozygote AG
T LCGG AGT GGG C CT GG AGAT G« TCGG AGT GGG C CR GAG AT G C
7O 20 " 8O

C. XPA (-4) G—A - homozygote AA

T CGG AGTGGGC CA G AGAT G«
o B&

Zrédto: badania wiasne.




Wystepowanie polimorfizmow typu CNV (copy number variations). Ten
polimorfizm polega na duplikacji lub delecji duzych segmentow DNA mogacych
zawiera¢ nawet cate geny. Przez dtugi czas to zrodlo zmiennosci miedzyosobniczej
byto niezauwazone. Kazda osoba ma srednio 100 polimorfizmow typu CNV.

Gen CYP2D6

Gen GSTM1
——> Allel 1

Allel 1 — ) ) Allel 2

Allel 3

Allel 2 Przyktady alleli genu CYP2D6
kodujgcego cytochrom
metabolizujacy wiele lekow:
tamoksyfen, B-blokery,
antydepresanty. Polimorfizm
moze modulowac reakcje na leki.

Czesc osob, ok. 50% rasy biatej,
nie posiada transferazy glutationowej n
ze wzgledu na allel z delecjg genu.
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