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Schéma znazornujici zaclenéni poznatki molekularni
genetiky do procesu Slechténi.
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NAZVOSLOVI

BAZE NUKLEOSID ZKRATKA
adenin adenosin A
guanin guanosin G
cytosin cytidin c
uracil uridin U
thymin thymidin T

Nazvy mohou byt matouci, ale zkratky jsou jasné.

Nukleotidy se zkracuji tfemi
velkymi pismeny. Uvedme nékolik
priklad:

AMP = adenosinmonofosfat
dAMP = deoxyadenosinmonofosfat
UDP = uridindifosfat

ATP = adenosintrifosfat
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BAZE + CUKR = NUKLEOSID

BAZE + CUKR + FOSFAT = NUKLEOTID
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Syntéza polynukleotidového retézce

NH
2
N
- L B
TS N
HO— B O
Il 5 o
o
H H
|
HO—P— O—CH
Il
o
T
HO—P —8& —P —0—P— O —CH
! | l 2 o
OoH oH oH
= \H H/



Watsonovo-Crickovo parovani bazi

N N
H H
adenin tymin
(aminoforma) (ketoforma)
T
N—H - - - - o
|
- §
N—— i B R
L | | )i
! ) i o |
H
adenin uracil
(aminoforma) (ketoforma)

N N o ~
H | H
H
guanin cytozin
(ketoforma)

(aminoforma)

Chargaffovo pravidlo: obsah A=obsah T
obsah G = obsah C
obsah purini = obsahu pyrimidini



Sroubovici DNA
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Slabé chemickeé vazby

VAN DER WAALSOVY SILY

Na velmi kratké vzdalenosti vykazuji kterékoli dva atomy
slabou vazebnou interakci diky pohyblivym elektrickym
nabojam. Pokud se vSak atomy dostanou do velmi tésné
blizkosti, velmi silné se odpuzuji.

odpudiva

ENERGIE —

pritailiva

vzdalenost mezi ———
stfedy atoma

van der Waalsova styéna vzdalenost

Kazdy atom ma svij charakteristicky .rozmér”, tzv. van der
Waalshv polomeér; kontaktni vzdalenost mezi dvéma atomy
je souctem jejich van der Waalsovych polomeéra.
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0,12 Nnm 0.2 nm 0,15 nm 0,14 nm

Dwva atomy se pfitahuji van der Waalsovou silou aZ do vzdalenosti
dané jejich van der Waalsovymi polomeéry. | kdyZ tyto interakce
mohou byt jednotlivé velmi slabé, van der Waalsova pfitaZlivost

se muZe stat vyznamnou silou, jestlize se dva povrchy makromoleku
dostanou do tésného kontaktu.

SLABE CHEMICKE VAZBY

Organické molekuly mohou interagovat
s jinymi molekulami nekovalentnimi

vazbami, pusobicimi na kratkou
vzdalenost.

VODIKOVE MUSTKY

Jak uZ bylo popsano v panelu 2-2, vodikoveé vazby &i muastky
se tvori, jestlize se atom vodiku dostane mezi dva

YXXBXXXXH KX K Katomy (obvykle kyslik nebo dusik).
elektronegativni

Vodikové mustky jsou nejpevnéjsi, jestliZze jsou
vSechny tFi atomy v jedné linii.
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Priklady nachazime v makromolekulach:

aminokyseliny v polypeptidovych Ffetézcich
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vazba

Slabé chemické vazby reprezentuji pfibliZzné& 5 % silné
kovalentni vazby. Jsou v3ak dostateéné silné, jestlize
se jich Gaéastni vice najednou.

VODIKOVE MUSTKY VE VODE

Kterékoli molekuly, jeZ jsou schopny tvofit vodikové mustky
samy se sebou, to mohou ¢€init i s molekulami vody.

Diky této soutéZi s molekulami vody jsou vodikové miuastky
mezi dvéma molekulami rozpusténymi ve vodé

pomeérneé slabé.
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Slabé vazby

HYDROFOBNI INTERAKCE

Voda nuti hydrofobni skupiny, aby se navzajem
spojovaly a minimalizovaly tak kontakt s vodou.
Hydrofobni skupiny, které jsou tak k socbé
tlaceny, jsou viastné odpuzovany nemoZnosti
interakce s okolim; pfesto se této ., pfFitaZlivosti”
Casto Fika hydrofobni interakce.

IONTOVE VAZBY VE VODNYCH ROZTOCICH

Nabité skupiny jsou chrangny
svymi interakcemi s vodou.
Proto jsou iontoveé vazby

ve vodé velmi slabé.
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ma casto ve vazebném mistée
zaporné nabité aminokyselinové
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DNA a jeji stavebni podjednotky

stavebni kameny DRNA :
fosfat

cukerny
fosfat

nuklieotid

dvoufetdzcovsa DMNA
=0

kostra cukernéhaoa
fosfatu

==
Ppary bazi wazanvych
vodikowymi mastky

Fetdzec DMNA




Dvousroubovice DNA
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Konformace B:

Vzdalenost mezi pary bazi: 0,34 nm
Pocet paru bazi na jednu otacku: 10,5
Délka jedné otacky: 3,4 nm



Z.akladni konformace DNA

A-DNA B-DNA




Schéma ustredniho dogmatu molekularni biologie

A ¢tranSkrche > RNA ranstace protein .
4 zpitnd - 4 .
transkripce
replikace . replikace
v : “d
DNA - RNA

Sipkou je znazornén smér prenosu genetické informace.
U vsSech prokaryotickych a eukaryotickych organizma, také u DNA-vird

probiha prenos genetické informace v plném rozsahu.
U RNA-virag probiha jen v rozsahu vyznacdeném obdélnikem,



Funkce DNA

Struktura DNA umozZiiuje uchovani genetické informace, jeji prenos (replikace) a realizaci
(transkripce a translace).

Replikace DNA

ProtoZe oba retézce DNA v dvouSroubovici obsahuji sekvence nukleotidii, které jsou navzajem
presné komplementarni, mohou obé vlikna slouzit jako templat (matrice) pro syntézu nového
komplementarniho Fetézce. Pro tento proces se pouziva oznaceni replikace DNA; vznikaji pri ném
dvé identické molekuly z jedné piivodni. Tak je umoZnén prenos genetické informace z materské
buniky do dceriné.

Presto zde vznika otazka, jak miiZe buiika zkopirovat miliardy part nukleotidii pred kazdym
rozdélenim. Kopirovani musi byt velice rychlé a presné: béhem 8 hodin dokaze ZivociSna burika
zkopirovat cely sviij genom primérné s jednou ¢i dvéma chybami. Tuto praci provadi soubor
proteini, ktery dohromady vytvari replika¢ni aparat. Replikace DNA dava vznik dvéma novym
dvousSroubovicim, které pochazeji z materského helixu, a kazda dcefina dvousroubovice je tvorena
jednim ptvodnim a jednim nové vytvoienym vliknem (semikonzervativni replikace).
DvouSroubovice DNA je za normalnich podminek velmi stabilni, oba Fetézce jsou spojeny mnoha
vodikovymi mustky mezi bazemi. K oddéleni vlaken dochazi pri teploté kolem 100 °C. Pokud ma
vSak retézec DNA fungovat jako templat, musi byt oba retézce oddéleny, aby se jejich nukleotidy
mohly parovat s nukleotidy pripojovanymi do nového vlakna. Cely proces replikace zacinaji
iniciacni proteiny, které se vazou na DNA a rozvijeji jeji dvousSroubovicovou strukturu
prrerusovanim vodikovych miistki. Ac¢koliv vodikové mustky udileji dvousroubovici vysokou
stabilitu, energie jednoho miistku je velice mala. Proto separace kratkého useku DNA nevyZaduje
velky prisun energie a miize k ni dochazet za pomoci téchto iniciacnich proteini i za normalni
teploty.



Mistiim, kde je struktura dvousroubovice DNA nejdiive narusena, se rika replika¢ni pocatky,
které jsou urceny specialni nukleotidovou sekvenci. V jednoduchych bunkach, jako jsou bakterie
nebo kvasinky, jsou tyto replika¢ni pocatky urceny priblizné 100 pary bazi. Tato mista jsou
tvorena specifickymi sekvencemi nukleotidii, které jsou jednak rozpoznavany iniciaénimi proteiny
a navic zde snadno dochazi k oddéleni obou Fetézcli. Z predchoziho vykladu vime, Ze A se paruje

S T dvéma vodikovymi miistky, zatimco v paru G-C jsou tri vodikové miistky. Proto se

Vv replika¢nich pocatcich typicky vyskytuji sekvence s vysokym obsahem A a T, které¢ lze relativné
snadno rozpojit.

Bakterialni genom, ktery je obvykle tvoren jednou kruhovou molekulou o délce nékolika miliont
bazi, ma jediny replikac¢ni po¢atek. Na rozdil od bakterii 1ze v mnohem vét§im lidském genomu
najit zhruba 10 000 takovych pocatkii. Jejich velky pocet umoznuje lidské bunce zreplikovat
veSkerou DNA béhem relativné kratké doby.

Jakmile jsou inicia¢ni proteiny navazany na DNA a oteviou dvousroubovicovou strukturu, vaze se
na replika¢ni pocatek skupina proteint, které spolupracuji pri syntéze nového vlakna DNA.

Syntéza DNA v replikacnich vidlickach

Pro zacatky replikace jsou typické utvary ve tvaru Y, které se nazyvaji replikac¢ni vidlicky.

V téchto replikacnich vidlickach jsou navazany proteiny replikacniho aparatu, které se pohybuji
ve sméru replikace a rozvijeji dvousroubovicovou strukturu za soucasné syntézy nového retézce.
V jednom replikacnim pocatku se vytvori dvé vidlicky, které se pohybuji smérem od sebe, a proto
je replikace bakterialniho i eukaryontniho chromosomu nazyvana obousmérna. Vidlice se
pohybuje velice rychle — zhruba 1000 nukleotidii za sekundu u baktérii a 100 nukleotidii za
sekundu u ¢lovéka.



NejdilezitéjSim enzymem replikacniho aparatu je DNA-polymeraza, ktera syntetizuje nové
vlakno DNA podle pivodniho Fetézce. Tento enzym katalyzuje piipojovani nukleotidi na 3°-konec
rostouciho rretézce DNA, kdy je vytvarena fosfodiesterova vazba mezi skupinou 3’-OH retézce a 5°
fosfatovou skupinou pridavaného nukleotidu. Nukleotidy vstupuji do reakce jako energeticky
bohaté deoxynukleosidtrifosfaty a dodavaji energii polymeracni reakci. Energie uvolnéna
hydrolyzou jedné fosfodiesterové vazby v nukleosidtrifosfatu je dostate¢na pro kondenzaéni
reakci, pri které se vaze nukleotidovy monomer do nové syntetizovaného retézce za souc¢asného
uvolnéni difosfatu (PP;). DNA-polymeraza vyuZiva hydrolyzou uvolnénou energii k polymeraéni
reakci. Difosfat je dale hydrolyzovan na anorganické fosfaty (P;), coZ zaru¢uje naprostou
nevratnost polymerac¢ni reakce.

DNA-polymeraza se neoddéluje od DNA po kazdém pridani nukleotidu, ale ziistava navazana na
DNA a béhem polymerace se podél ni pohybuje. K DNA je pripojena pomoci specialniho proteinu.

Asymetri¢nost replikacni vidlicky

JelikoZ je DNA syntetizovana pouze ve sméru 5°—3’, nastava v replika¢ni vidli¢ce urcity problém.
Jeden novy retézec je syntetizovan podle templatu ve sméru 3’—5" a druhy podle templatu ve
sméru 5°—3°. Oba Fetézce vSak zdanlivé rostou smérem, jakym se pohybuje replikac¢ni vidlicka, a
tak se zda, Ze prvni vlakno je syntetizovano ve sméru 5" —3" a druhé 3" —5".

DNA- polymeraza vSak miize katalyzovat rist Fetézce DNA pouze v jednom sméru — pridava nové
podjednotky na jeho 3"-konec. To FeSi syntézu nového vlakna podle 3'—5" templatu, av§ak
zustava problém kopirovani podle 5°—3" templatu, protoZe neexistuje DNA-polymeraza, ktera by
dokazala prodluzovat 5°-konec DNA. V tomto sméru roste DNA diskontinudlné, to znamena, Ze
jsou ve sméru 5"—3” syntetizovany kratké useky DNA, které jsou nasledné spojovany

v kontinualni Fetézec. Tyto kratké useKy se nazyvaji Okazakiho fragmenty. Retézec DNA, ktery je
tvoren kontinualné (ve sméru 5'—3") se nazyva vedouci retézec; druhé vlakno, syntetizované
diskontinualné, se nazyva opozd’ujici se nebo vaznouci retézec.



Dvé funkce DNA-polymerazy

DNA-polymeraza je velice piesné pracujici enzym, ktery udéla primérné jednu chybu na 10’
zreplikovanych pari bazi. Typicky se paruji A-T a G-C, ale mohou se parovati G-T a A-C, avSak
tyto interakce jsou mnohem méné stabilni. K atypickému parovani dochazi relativné ¢asto, a
pokud by nebylo opravovano, hromadily by se v buiice mutace, které by mohly vést i k jeji smrti.
Hromadné fixaci mutaci v genomu je zabranéno opravnou funkci samotné DNA-polymerazy.
DNA-polymeraza katalyzuje tedy nejen syntézu DNA, ale ma i opravnou funkci nazyvanou
korektura (proofreading). DNA-polymeraza ma tedy dvé zakladni funkce: 5°—3" polymeracni a
3"—5 " nukleazovou aktivitu (Stépici nukleové Kkyseliny).

Syntéza DNA v replikacni vidlicce

DNA-polymeraza miize pripojit novy nukleotid pouze ke sparovanym nukleotidiim, ale nedokaze
zaCit syntetizovat nové vlakno. Musi tedy existovat jiny enzym, ktery by dokazal spojit dva volné
nukleotidy a zacal tak syntetizovat zcela nové vlakno podle jednoretézcové DNA. Tento enzym vSak
nevytvari DNA, ale kratky tsek RNA. Tyto useky dlouhé priblizné 10 nukleotidii se paruji

S templatovym retézcem a poskytuji sviij 3 -konec jako zac¢atek pro DNA-polymerazu. Slouzi tedy
jako primer pro syntézu DNA a enzym, ktery ho tvoii, se nazyva primaza. RNA-primer je
syntetizovan podle templatu na zakladé komplementarity bazi stejné jako DNA.



Pri syntéze vedouciho retézce je tieba pouze jeden RNA-primer. Syntéza opoZd’ujiciho Fetézce je
vSak diskontinuitni a vyZaduje neustile tvorbu RNA-primeria. Jakmile se replikacni vidlice
posune a uvolni se novy usek nesparovanych nukleotidii, je na ném vytvoien novy RNA-primer.
DNA-polymeraza pak pridava deoxyribonukleotidy na 3-konec RNA-primeru a prodluzuje
retézec DNA, dokud nenarazi na dalSi primer.

Pro vytvoreni souvislého vlakna DNA z opoZd’ujiciho se Fetézce tvoreného mnoha oddélenymi
useky (Okazakiho fragmenty) jsou nutné tri enzymy: RNA-primery jsou odstranény nukleazou a
jsou nahrazeny DNA, coZ provadi opravna DNA-polymeraza, a v kone¢né fazi jsou vSechny useky
spojeny DNA-ligazou. DNA-ligaza dokazZe spojit 5’-fosfatovy konec prvniho tseku s 3’-
hydroxylovym koncem dalSiho useku.

Replikacni aparat

Replikace DNA vyzaduje spolupraci nékolika druhii enzymi. Jednou ze zakladnich sloZek je
helikaza, ktera rozviji dvousroubovicovou strukturu. DalSimi bilkovinami nutnymi pro replikaci
jsou proteiny vazajici se na jednovlaknovou DNA, tzv. SSB proteiny (z anglického single-strand
binding proteins), které chrani jednoietézcovou DNA uvolnénou helikazou pied
znovusparovanim. Sviraci protein (anglicky sliding clamp) je dalsi soucasti replika¢niho aparatu.
Tento protein pevné vaze DNA-polymerazu na templat, na opozd’ujicim se retézci ji navic
uvoliiuje po dokonceni syntézy kazdého Okazakiho fragmentu. Sviraci protein ma tvar prstence,
ktery obemyka DNA a pohybuje se podél ni i s navazanou DNA-polymerazou ve sméru replikace.



Tok genetické informace (DNA—RNA—protein)

Princip predavani genetické informace z DNA do RNA a nasledné z RNA do proteinu je tak
obecny, Ze byl nazvan ustirednim dogmatem molekularni genetiky.

Mechanismus, kterym buiiky piepisuji DNA do RNA, se nazyva transkripce (prepis), a vyuziti
informace zapsané v RNA K syntéze proteint se nazyva translace (preklad).

Transkripce a translace jsou procesy, kterymi bunka realizuje své genetické instrukce — své
geny. Podle jednoho genu miiZe vzniknout mnoho kopii RNA a jedna RNA miiZe dat vznik
nékolika identickym molekulam proteinu. ProtozZe v burice byva jen jedna kopie genu na
haploidni genom, tato amplifikace umoznuje buice nasyntetizovat potifebné mnozstvi proteinu
mnohem rychleji, nez kdyby DNA byla sama templatem pro syntézu proteinti. Kazdy gen mutze
byt piepsan a preloZen s riznou ucinnosti, coZ umoziiuje burce nasyntetizovat velmi odliSna
mnoZzstvi riznych proteini. Navic, butika miiZe regulovat expresi kazdého genu podle okamzité
potieby.



Replikace
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Obrazek 6-13 Rozvolnéni
dvojsSroubovicoveé struktury v pocatku
replikace. Iniciac¢ni proteiny replikace
rozpoznavajl sekvenci specifickou pro
replikac¢ni pocatky a lokalné oddali oba
Tfetezce. Vzniklée jednoretezcove useky
IDNA mohou byt vyuzZity jako templat pro
kopirovani IDINA.



Asymetri¢nost replikacni vidlicky
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Gen. Typy genu

Pojem gen se pouziva ve dvou zakladnich vyznamech: jako synonymum pro viohu a jako
pojmenovani pro konkrétni usek DNA.

Gen jako vloha je jednotkou informace, podle které se vytvaii uréity znak — fenotyp. U
diploidnich organizmi ma gen dvé alely; bud’ jsou stejné (homozygot) nebo se lisi (heterozygot).
Na urovni fenotypu se projevuje dominance (u heterozygota se projevuje funkce jedné alely) a
recesivita (u heterozygota se funkce jedné alely neprojevuje). DalSimi pojmy jsou netplna
dominance a kodominance (projev obou alel soucasné). Geny jako vlohy miizeme rozdélit na
majorgeny (geny velkého ucinku) a minorgeny (geny malého ucinku).

Majorgeny maji velky acinek na fenotyp. Neovliviiuje je vliv prostiedi. Koduji kvalitativni znaky
(barva hrachovych semen, barva o€i, zbarveni srsti, struktura hemoglobinu aj.).

Minorgeny - geny malého ucinku maji obecné maly Gcinek na fenotyp a tykaji se zpravidla
vlastnosti kodovanych mnoha geny a alelami (celkova velikost organismu, dojivost...) - tzv.
kvantitativni znaky. Jejich mezialelové interakce jsou velmi slozité. Samotny jeden gen zpravidla
nema valny vyznam. U¢inKy jednotlivych alel riznych genu (ale nékdy i alel téhoZ genu) se s
dominantnim u¢inkem podobného typu (alely podporujici riist napriklad) ¢asto s€itaji nebo
nasobi.

Gen jako usek DNA je odpovédny za vytvareni funkéni RNA molekuly. Rozeznavame nékolik
typu gent:

Strukturni geny — jsou to useky DNA, které¢ jsou transkribovany do mRNA, které slouzi jako
matrice pro syntézu polypeptidovych retézcii

Geny pro ribozomalni RNA (rRNA)

Geny pro transferovou RNA (tRNA)

Geny pro malé RNA (small nuclear RNA, snRNA; small nucleolar RNA, snoRNA; mikroRNA,
MIRNA; small interfering RNA, siRNA; piwi interacting RNA, piRNA)



Organizace eukaryontniho strukturniho genu

Usek DNA zahrnujici v§echny nukleotidy, které jsou transkribovany do mRNA (messenger;
mediatorova RNA) se oznacuje jako strukturni gen. Jelikoz je to pravé mRNA, ktera je
prekladana do polypeptidu a jelikoZ translace za¢ina na 5’konci mRNA, je prijata konvence, Ze
sekvence bazi v genu je psana jako ekvivalent mRNA sekvence, ve sméru od 5" ke 3" konci. Na
rozdil od replikace, transkripce do RNA je nesymetricka, tzn., Ze v uritém segmentu DNA je
prepisovano jen jedno vlakno (3'— 57) oznacované jako negativni (antikédujici). Druhé
(neprepisované) vlakno (pozitivni; kodujici) ma potom stejnou sekvenci jako produkt transkripce,
ktery je oznacovan jako primarni transkript:

5° ...TCAGTTACGTACG...3  DNA - pozitivni vldkno (kédujici)

NN RRRERE
3° ...AGTCAATGCATGC...5 " DNA - negativni vlakno (antikédujici) — prepisované vlakno

EENERERRREEN
5° ...UCAGUUACGUACG. . .3 " RNA- primarni transkript



Funk¢ni strukturni gen sestava ze dvou ¢asti: transkrip¢ni jednotky, ktera navazuje na regulacni
oblast (promotor) (viz schéma genu). Bez regulacni oblasti je gen (transkrip¢ni jednotka)
nefunkéni.

Transkripéni jednotka je Gisek DNA, ktery je prepisovan (transkribovan) do pre-mRNA
(heterogenni RNA, hnRNA). V této transkribované pre-mRNA je informace pro kédovani
polypeptidového retézce. Ale nejenom to. Transkripce zacina i znacny kus sekvence pred start
kodonem (zacatkem kédovani polypeptidu) a konci zna¢ny kus sekvence za stop kodonem (ktery
ukoncuje kodovani polypeptidu). V pre-mRNA jsou useky kédujici polypeptid (exony) a dseky
nekodujici (introny).

Takze v transkrip¢ni jednotce (DNA) rozeznavame: inicia¢ni misto transkripce, kde RNA-
polymeraza Il zacina prepisovat DNA; tato Cast je v exonu 1. V urcité vzdalenosti od inicia¢niho
mista je v sekvenci DNA sekvence ATG, coz je start kodon (kodon pro aminokyselinu metionin).
Timto kodonem zacina kédovani vSech polypeptidii u eukaryontii. Start kodon miize byt v exonu 1,
2, 3, nebo i dalSich. Je to specifické pro kazdy gen. Sekvence od iniciaCniho mista transkripce po
start kodon se oznacuje jako 5" UTR (5" neprekladana oblast; 5" untranslated region). Nukleotid,
od kterého zacina prepisovani transkrip¢ni jednotky se oznacuje +1 (Cap site; Cap misto — viz
dale). Nukleotidy Cislované od startovaciho nukleotidu doprava po sméru transkripce se oznacuji
znaménkem +. Sekvence pred iniciaCnim mistem transkripce se oznacuje jako 5 upstream
sequence (proti proudu) nebo 5” flanking sequence (5" prilehla sekvence)(tato sekvence neni
soucCasti transkrip¢ni jednotky). Prvni nukleotid promotoru pred zacatkem transkripce se
oznacuje -1, a dalSi nukleotidy doleva proti sméru transkripce se oznacuji znaménkem - (napfr. ....
-4 -3-2-1+1+2+3 +4....)

Urcita Cast kodujici sekvence, oznacovana jako signalni sekvence, za¢inajici ATG kodonem, koduje
signalni peptid, ktery se odstépuje pri post-translacnich modifikacich (viz dale).



Za stop kodonem (TAG nebo TGA nebo TAA) pokracuje nekodujici sekvence, aZz do mista, kde
kon¢i transkripce. To znamena, Ze je to exonova nekédujici sekvence, ktera se oznacuje 3" UTR
(3" neprekladana oblast; 3" untranslated region). Délka 3" UTR muzZe byt stovky azZ nékolik tisic
bazi. 10 az 30 bazi pred koncem terminace transkripce je lokalizovan polyadenylac¢ni signal
(sekvence AATAAA, piipadné ATTAAA), ktery je signialem pro ukonceni transkripce. (Znovu
zduraznuji, Ze transkripce DNA do pre-mRNA zacina exonem a kon¢i exonem).

DNA sekvence, ktera nasleduje za 3" UTR, je oznacovana jako 3" downstream sequence (po
proudu) nebo 3" flanking sequence (3 prilehla sekvence).

Useky DNA, které po transkripci a post-transkripénich iipravach davaji vzniknout zralé mRNA,
se oznacuji exony. V DNA jsou jednotlivé exony od sebe oddéleny nekodujicimi useky DNA
(introny). Eukaryontni geny se vyrazné liSi v po¢tu exont (nékteré geny mohou byt bez introni;
tj. transkrip¢ni jednotka neni fragmentovana), jiné maji né€kolik, nékolik desitek, nebo vice nez
70 exontu (napr. gen pro dystrofin). Obecné, u Zivocichu je délka intronti mnohem vétsi nez délka
exoni. V sekvenci DNA, na zacatku intronu je sekvence GT, a na konci intronu je sekvence AG. |
kdyz existuji nékteré vyjimky, tyto sekvence se vyskytuji prakticky pravidelné, a proto se pro né
pouziva oznaceni GT-AG pravidlo (GT-AG rule).



Regulacni oblast genu

V regulacni oblasti se nachazeji sekvence, na kterych dochazi k usporadani obecnych
transkrip¢nich faktori a RNA polymerazy II do iniciaCniho komplexu a jejich navazani na DNA.
Tato sekvence se nazyva promotor. NejvyznamnéjSim typem sekvence v promotoru je TATA box,
ktery je prvnim rozpoznavanym mistem promotoru pri usporadavani transkripénich faktora do
iniciaCniho komplexu. Konsensualni sekvence je TATAWAWR (W = A nebo T; R = A nebo G).
Existuji vSak i jiné motivy. Misto, ve kterém zacina RNA polymeraza prepisovat gen, lezi
obvykle 25-30 pari bazi za TATA boxem. Zna¢né procento eukaryontnich gent (u ¢lovéka asi
76%) neobsahuje TATA box. Soucasti promotoru jsou i dalsi sekvence (CAAT box, GC box aj.).
Polohy regulacnich sekvenci se liSi gen od genu.

Transkrip¢ni faktory jsou proteiny, které se podileji na iniciaci transkripce. Nejbéznéjsi jsou
TFIIA, TFIIB, TFIID (soucasti je podjednotka zvana TATA binding protein (TBP) — vaze se
specificky na sekvenci TATA boxu), TFIIE, TFIIFa TFH.

Zesilovace (enhancery) jsou mista, na ktera se vazou aktivatory (rozvolnéni chromozomi).

Zeslabovace (silencery) jsou mista DNA, na ktera se vazou represory (spiralizace
chromozomii).

Zesilovace a zeslabovace mohou byt ve vzdalenosti az tisicii nukleotidovych pari od
promotoru a mohou byt lokalizovany pred nebo za genem. Regulacni sekvence mohou byt
lokalizovany i v intronech.



Schéma eukaryontniho strukturniho genu

—— Regulacni oblast 0 Transkripéni jednotka »
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Transkripce je katalyzovana RNA polymerazou 11
Jednoduché strukturni geny — nemaji introny — prepisuji se celé
SloZené strukturni geny — skladaji se z exoni a intronti

Introny: 5" GT...... AG 3" - GT/AG pravidlo



GTGGAGGTGG
TATATAAGCG
CTCCGTCCGC
GGTCCTGATT
GTGGCGGCCT
TCGGCCGGCA
GCAGACGGCC
CCGCTCCCGG
GGGACTCGCG
GGGCGCCGGT

TTTAAAGAAG
ACATCAACAT
ATCGACAAAA
TCTCTAAAAC
AGATGGAAGT
ATGGGAAAGG
CTCCCTGTGG
TGATTACAGG
CATGGATCTG
TTGTTGCTGC
ACCCTGGGTG
AGAGATTGTA
GCTGGAATGG
GGATAAGTTT
GGCAATGCCA
CCTGCCCCTC
CTTCATACGA
TCTCAAACCT
CTTTGAGTGA
GTGGCTGGTG
TAAACTGCCA
CATCCTGGCC
GAAGGAGAAG
TCGATATGGT
TAATTAAGCT
GCCGATTTGC
GGCAAGGTCA
CAGTGGTGGA
CAATGCATCG
ATTAGTTTTT
AAGTTTAATG
CTAGTGTTAC

Genomova sekvence genu EEF1A1 prasete

CGCGGGGTAA
CCGTGGTCCC
ATGGCCTCCG
CCGAGCTGCG
GCTGGGGCGC
GCCGCGTGTT
GCGGCGGGGC
TCTCAAGATG
GCCCGGGTGG
ACTAATGCTC

GTTTTTGTCG
CGTCGTCATC
GAACCATCGA
TAGTGTATAT
GAAACCTAGC
GCTCCTTCAA
AAATTCGAGA
CACTTCCCAG
TCCTTTTTGG
TGGTGTTGGT
TGAAACAGCT
AAGGAAGTCA
TGACAACATG
GAAAACACTA
GTGGAACCAC
CAGGACGTCT
GATAATTATG
GGCATGGTGG
AGCCCTTCCT
ACAGCAAAAA
GAACCTTAAC
AGATCAGTGC
ATTGATCGTC
TCCTGGCAAG
TCAGTAAAAA
TGTTCGTGAC
CCAAGTCTGC
AGAACGGTCT
TAAAACCTTC
AAAATCAGTA
AGAAACCTGT
ATAGAAACAA

ACTGGGAAAG
CGCGAACGTT
CCGGTGGCCA
GGCGGGGGGA
CGTGGCCGCC
ACTGCCAGGG
GGGGCGGGCG
GAGGACGCGG
GGGAGGGGCT
CCTGGAGTTT
TCTTAGGTGT
GGACACGTCG
AAAGTTCGAA
CTGACTTGAA
ATTGCTTCCA
GTATGCCTGG
CCAGCAAGTA
GTTTGTAGGA
AGAGGTTTTC
GAATTCGAAG
CATTGTTGGC
GCACCTACAT
CTGGAGCCAA
ATTGATGATC
ACTGCTTGAA
ACAAAATTGG
CTGTGCTGTG
TCACCTTTGC
GGGGACAACG
TGACCCACCT
TGTCTAAATG
TGGTTACGCA
GTTCTGGGAA
CCCATGTGTG
TGGAAAAGCA
ATGAGACAGA
TCAGAAAGCT
CAGAACTGTT
AGAAGGAAAG
CTTTTTAATG
GTGTTCTTTT
GATTTGTGGA

TGGTGTCGTG
CTTTTTCGCA
CGGCCTTAGC
GGTGGAGAAC
GCGTGCGATC
CGGCCCAGCC
GTCGGAGACC
ACGGCGGGCG
GGGCGCCGGG
GCCCTTGGCT
CGTGAAAGCC
ATTCGGGCAA
AAAGAGGCTG
CTAGTACATT
AGTGGGACTA
GTCTTGGACA
CTACGTGACC
TTAAGAACTC
ACAGGGTGTG
CAGGTATTTC
GTTAACAAAA
TAAGAAAATT
GTGCTAATGT
TTGTGTTTTA
GCTCTGGATT
TGGTAAGTTG
AATACTTCAG
TCCAGTCAAT
TGGGCTTTAA
ATGGAAGCAG
TCTAAAATGT
CCTGTGCTGG
AAAGCTGGAA
TTGAGAGCTT
GTTATGTAGA
CAGTTGCTGT
CAGAAGGCTA
TGTCTCAATT
GAGAATGTTT
GAAACAACTT
GGTCAACAGA
TGTTTTTTTC

TGCTGGCTCC
ACGGGTTTGC
GTGCCTCCCG
TCGAGGCCCT
CGCGCCTTCG
GAGGCCGCCC
CAGCGCCCCG
GCGCACAAAG
GCGGCCCCGT
GTTGGGGTTG
ATCGCTAAAA
GTCCACCACT
CGGAGGTCGG
GCAAAGTTTG
AGGAGTTTAG
AACTAAAGGC
ATCATTGATG
CTGAGAGTAA
GCCTTTTTTT
CAAGAACGGG
TGGATTCCAC
GGCTACAACC
AAGTGGTTTT
GATGCCTTGG
GCATTCTACC
AACGTTACAC
GTATTGGTAC
GTTACAACTG
TGTCAAAAAC
CTGGCTTTAC
GCTAAATGCA
ATTGCCACAC
GATGGCCCCA
CTCTGACTAT
GAAAGTGTTT
GGGTGTCATC

AATGAATATT ATCCCCAATA CCTGCCACCC CAGTCTTAAT

GGCCATTTAA
TGTGGACCAT
GACCAAAAAT
GTAACTTCCT
TGGGTATGAG

GCCCTTTTCC
CGCCAGGACA
GCCCCCCGCG
CCGCTCTCGC
CGCCcaeeecece
AAGGTGGCCT
CCCGGGCGGG
GGCCGGGCGG
TCGCTGGGTG
TGCCTGAGTC
GCTAAGCAAA
ACTGGCCATC
TAAAGTAACG
CTAAGTGGCT
TTACCGAGTA
TGAACGTGAG
CTCCAGGACA
CATTTTGAGT
CTTTTTTAAA
CAGACCCGTG
TGAGCCACCC
CTGATACAGT
GATGAGTTCT
TTCAAGGGAT
ACCAACTCGT
TCAGCTGGTA
AGTCCCTGTG
AAGTCAAGTC
GTGTCTGTCA
AGCTCAGGTA
AATTTTCTCC
AGCTCACATT
AGTTCTTGAA
CCTCCTCTGG
CTCATGGTGA
AAAGCTGTGG

GTTTAATAGT
TTGTTTTTTG
CTGTCACAGA
ATGAAGGTAA
CTTCATGTTT

CCGAGGGTGG
CAGGTGAGTA
CGTAGAGGGC
GGTTCCCTAC
GTCTGTCTTC
CCGTGCCCGG
CTGCGAGCGC
TGCTGCCCGC
TAGGCCGGGC
TCCGGTCGTC

AATGGGAAAG GAGAAGACTC

TGATCTACAA
TCAGCAAATT
TAACTCCAGC
ACCCTTCTTA
CGTGGTATTA
CAGAGACTTT
TATCTATAAA
GGCTGACTGT
AGCATGCTCT
TACAGCCAGA
AGCATTTGTG
CAAAACTTAA
GGAAAGTCAC
CCAACTGACA
TGGGTTGCAG
GGCCGAGTGG
TGTTGAAATG
AAGACGTTCG
ACACTTCAGT
CTAAGGTGAT
GCCTGCAAGT
ATCTGGTGAT
GTAAGAGTGC
TTTAATTTTT
ACAAGAAGGC

AAAAGACTGG
TGTGTGGCAG
ATTTTGAGAC
AGGCTGGTCA
CTCAAGACTG

GGGAGGACCA
CGGGTGTGGC
TCTGCGCCCT
CGCGTGCCCG
GCGCTCGAGT
CGGTCCCGGG
GGAAAGATGG
GCCGCTTCCC
AGGGCCCGCA
GGGACAGTAG

ATGCGGTGGG
AAGTGGTAGT
CAAGTTTAGG
ATCCCTGCAG
CCATTGACAT
ATTAAGAACA
TTGGCGAAAC
GCTGTCCTGA
TCTGGCCTAC
AGAGATATGA
CCAATTTCTG
GTCTGGGAAG
CCGTAAAGAT
AGCCCTTGCG
TGATGTTTGT
AGACCGGTGT
CACCATGAAG
TCGTGGCAAT
GACAGGTTTT
TATCCTGAAC
TTGCTGAACT
GCTGCCATTG
CTTTTTAGTG
GTTTTAATAG
AGCTGGAGCT

TTAATGATAA
TTTTTAAGTT
CCATTAAAAA
TAACCTATTT
TCTACAGAGA

5" upstream
Exon 1
(5'UTR)

g’UTR)
xon 2

Exon 3

Exon 4

Exon 5

Exon 6

Exon 7

Exon 8

(3'UTR)

3" downstream



Operon —35 region

lac ACCCCAGGCTITACAGTTTATGCTTCCGGCTCGIA
rac/ CCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGEALG
galP2 ATTTATTCCATGLEACACTTTTCGCATCTT TGTiks
araB. A D GGATCCTACCTGAEGC

araC GCCGTGATTATAGACACTTTTGTTACGCGTTTT

trp

bioA

bioB T

tRINATYT CAACGTAACACTIEAS ARGA
rrnD7 CAAAAAAATACELGIGCAAAAAAT TGGGATCCCRARAA
rrnE7 CAATTTTTCTALLELGEGGCCTGCGGAGAACTCCCEAEAZ
rrnAZ2 AAAATAAATGCTELG TCTGTAGCGGGAAGGCGRAIR/

—35 region

General plan:

“% Frequency of
occurrence

84 79 64 54 as

A Figure 7-3 The nucleotide sequences in several promoter
sites that direct transcription by E. coli RINA polymerase
containing the major sigma facror, o”7°. Each sequence shown
belongs to a specific operon, that is, a cluster of genes that
are all controlled by the same promoter. The Pribnow box is
a strongly conserved region of six bases; a sequence around
the —35 position, which has a five- or six-base core, is also
conserved. The bases in red type are initiation sites. Usually
transcription starts at a single nucleotide; occasionally mulri-
ple, alternate sites are present (e.g., in the lac and 772zA2 op-

RS EEGRATEE ——— —15—20 bp———&

Pribnow box Initiation
(—10 region) site (+1)
BMEG TG TGGAATTGTGAGCGG

AEAGCGCCCGGAAGAGAGTC
NEGGCHATGGTTATTTCATACCAT

 TTTTTATCGCAACTCTCFAGIGETTCTCCATACCCGTTTTT

GGCTTTGGTCCCGCTTTG
AGTACGCAAGTTCACGTA
TGTAAACCTAAATCTTTT
TACAAGTCTACACCGAAT
GCGCCCCGCTTCCCGATA
GCGCCTCCGTTGAGACGA
GCGCCTCCATCGACACGG

TGECAL
T AACT

erons). The general plan of the promoters is shown at the
bottom of the diagram; the percentages below each base in-
dicate the frequency with which that base was present in a
comparison of 112 different promoters. Note that the initia-
tion site for bioB (a gene for the vitamin biotin) is at a thy-
mine (which becomes a uracil in the mRINA) and that the
site for 7772A2 (a gene for rRINA) has three cytosines; all of
the other initiation sites occur at an adenine or a guanine.
[See D. Hawley and W. R. McClure, 1983, Nucleic Acids
Res. 11:2237.)



Model kontroly exprese lidského B-globinového genu
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Transkripce eukaryotického strukturniho genu a posttranskrip¢ni upravy

P¥i iniciaci transkripce katalyzované RNA-polymerazou II se na Hognessové boxu (TATA)
vytvori aktivni inicia¢ni komplex RNA-polymerazy II a transkrip¢nich faktori schopny za
pritomnosti volnych ribonukleotidii zahajit transkripci. Transkribovany tsek musi byt
prechodné rozvinut, zpristupnén regulaé¢nim proteiniim a DNA dvouSroubovice rozpletena pro
¢innost RNA polymerazy.

ProdluZovani (elongace) transkriptu: RNA polymeraza syntetizuje RNA Fetézec podle DNA
predlohy, pricemz asi 12 nukleotidii nového vlakna ziistava jesté pripojeno v misté transkripce.
Za timto segmentem se retézec RNA oddéluje od matrice a prepsany usek DNA se opét svinuje
do dvousSroubovice.

Terminace transkripce: U eukaryonti je konec transkripce signalizovan sekvenci AATAAA,
ktera se oznacuje jako polyadenylacni signal, nebot’ signalizuje, Ze 10 aZ 30 nukleotida za touto
sekvenci se hnRNA bude $tépit a tim se uvolni z DNA. Tento konec je pak polyadenylovan za
katalytického ucinku poly(A)-polymerazy.

Z tohoto pravidla jsou vSak i vyjimky. Napi. hnRNA vznikajici transkripci genii kédujicich histony
nemd polyadenylacni signdl. Takova hnRNA neni polyadenylovana, ale jeji 3" konec je urcen
tvorbou vldsenky a rozeznavan U7-snRNA vazajici se k této hnRNA prostiednictvim specifickych
sekvenci.



Post-transkrip¢ni upravy (RNA processing)

Transkrip¢ni jednotka se piepisuje do primarniho transkriptu (pre-mRNA; hn-RNA) cela — od
iniciaCniho mista transkripce azZ po konec transkripce. Primarni transkript nasledné prochazi
upravami:

- Pripojeni Cepicky: 5" konec hnRNA se hned pfi jejim uvoliovani z chromatinu pokryva
strukturou ve formé m’G> pppS N;mpN,mp....

(m = metylova skupina, G = guanozin, N, a N, = purinovy nebo pyrimidinovy nukleozid, p =
fosfat) (7-metylguanozin vazany 5,5 -trifosfodiesterovou vazbou k sousednimu metylovanému
nukleotidu). Tato struktura se oznacuje jako ¢epi€¢ka (5” cap) a vyjadruje se zkratkou m’G.

K tomuto procesu oby¢ejné dochazi kotranskripcné, tedy jeSté v prubéhu transkripce genu.

- Polyadenylace 3" konce: hnRNA se $tépi 10 az 30 nukleotidii za poly-A signalem a nasledné se
ke 3" konci hnRNA prida 50 az 200 zbytka kyseliny adenylové, coZ je katalyzovano poly(A)-
polymerazou.

Tyto dvé modifikace koncii mRNA — ¢epicka a poly(A) pravdépodobné stabilizuji molekulu
RNA a pomahaji pri jejim transportu z jadra do cytoplasmy. Pozdéji jsou také vyuzity
aparatem syntetizujicim proteiny jako signal, Ze dana mRNA ma oba konce a informace,
kterou koduje, je kompletni.

- Sestrih (splicing): VétSina strukturnich genii eukaryontii nejsou souvislé kodujici sekvence,
ale jsou preruSovany segmenty (introny), které nejsou soucasti zralé funkéni mRNA (ty jsou
vystfiZeny, a exonové sekvence jsou spojeny. Tak vznikne zrala mRNA, ktera prechazi z jadra
do cytoplazmy, na ni prisedaji ribozomy a dochazi k syntéza polypeptidového retézce.



Podstatné rysy genu a jeho mRNA

1
1
1
i
GC CAAT TATA ! Transcription Transcription |
X : initiation lcrmmauon,
| site site;
Coding -75 -25 : Exon 1 '"‘f"" 3'20" Intron 2 E?" Intron 3 Exon 4 i
et L N\E B ] | G - S AN
Template & A ATAT A'n'l i : -
strand Enhancer :
I
I
I
1
]
!
g leader AUG  GU AG GU AG __GU AG_UAA _ AAUAA % F,‘:}r{nﬁxy
sequence ‘\\ /,’ Trailer sequence transcript
o /
N /
\\ ,/
\\ /
N /
N /
N Intron 2 //
/
/
/ RNA splicin
. / k »
5 ; UM, AAUAA AAALAAAT capping, an
! i polyadenylation
i
“ Intron 3 "
1 ]
\ i
\ ]
\ ]
\ I
1 |
‘| Translated region :
\ 1
\ 1
. \ > ' %
5 mG AUG UAA ' _AAUAA AAA..AAA3 Mature mRNA
Translation Translation
start stop

Fig. 1.10 The cssential features of a gene and its mRNA.

Primary mRNA transcript = pre-mRNA = hnRNA (heterogenni
jaderna RNA)



Uprava 5’-konce hnRNA ¢epickou

5"-konec hnRNA se hned pfi jejim uvolfiovani z chromatinu pokryva strukturou

ve formé m’G® ppp°>’ N,mpN,mp.... (koncovy metylguanozin se vaze

5,9 -trifosfodiesterovou vazbou k sousednimu metylovanému nukleotidu). Tato struktura se oznacuje jako
¢epicka a vyjadFuje se zkratkou m’G,
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Velikosti genti

Yeast genes are fairly small, but genes in flies
and mammals have a dispersed distribution
extending to very large sizes.
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Velikosti genu

The average lower eukaryotic gene is similar in size to the average mRNA, but the average size of the higher
eukaryotic gene is about 5 times the length of its mRNA product.

Specles Average exon number Average gene length (kb) Average mRNA length (kb)
S. cerevisiae 1 1.6 1.6
Fungi 3 1.5 1.5
C. elegans 4 4.0 3.0
D. melanogaster 4 11.3 2.7
Chicken 9 13.9 2.4
Mammals i 16.6 2.2



Poéty exonu v genech

Most genes are uninterrupted in yeast, but most genes are interrupted in flies and mammals. (Uninterrupted
genes have only 1 exon, and are totalied in the leftmost column.)
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Velikosti exonu a intronu

Exons coding for proteins tend to be short.
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Gen miiZe kodovat riizné RNA produkty zménou
iniciace, terminace, nebo sestrihu

Promoters Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Terminators

Use of alternative promoters

Use of alternative terminators

Alternative splicing



Alternativni sestrih

Mysi hyaluronidasa

A
A

417497 —1 I
=417 493 — ] ]

~417495 —

Tri typy:

 zachovani intronu: namisto vystfiZeni intronu, tento je zachovan v
transkriptu mRNA. Intron v§ak musi spravné kodovat aminokyseliny.
Ptipadny stop kodon nebo posun faze translace miize zpisobit, ze protein
bude nefunkéni.

* vystiiZeni exonii: v tomto piipadé nékteré exony jsou vystfizeny a dojde
ke zméné aminokyselinové sekvence v exprimovaném proteinu.

» Alternativni mista sestrihu (alternative donor/acceptor site mode):
v tomto ptipad¢€ jsou pro dany exon vyuzivana alternativni 5 a 3" mista, a to
ma za nasledek posun faze translace nebo inzerci/deleci aminokyselin
v exprimovaném proteinu.

(Rekordmanem v alternativnim sesttihu je gen Dscam Drosophily, ktery ma
38 016 variant sestiihu.)

L


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/9/94/Hyaluronidase3.gif

Name

LMNA-001
LMNA-002
LMNA-003
LMNA-004
LMNA-005
LMNA-006
LMNA-007
LMNA-008
LMNA-009
LMNA-010
LMNA-011
LMNA-012
LMNA-013
LMNA-014
LMNA-015
LMNA-201
LMNA-202
LMNA-203
LMNA-204
LMNA-205
LMNA-206

Transkripty genu LMNA u ¢lovéka

_ (Databaze Ensembl)

Transcript ID Protein ID
ENST00000368300 ENSP00000357283
ENST00000368301 ENSP00000357284
ENST00000368298 ENSP00000357281
ENST00000368299 ENSP00000357282
ENST00000496738 No protein product
ENST00000368294 ENSP00000357277
ENST00000368297 ENSP00000357280
ENST00000473598 No protein product
ENST00000469565 No protein product
ENST00000495341 No protein product
ENST00000478063 No protein product
ENST00000470199 No protein product
ENST00000470835 No protein product
ENST00000498722 No protein product
ENST00000459904 No protein product
ENST00000292302 ENSP00000292302
ENST00000347559 ENSP00000292304
ENST00000361308 ENSP00000355292
ENST00000392353 ENSP00000376164
ENST00000392355 ENSP00000376165
ENST00000448611 ENSP00000395597

Description
protein_coding

protein_coding
protein_coding
protein_coding
processed_transcript
protein_coding
protein_coding
processed_transcript
processed_transcript
processed_transcript
processed_transcript
processed_transcript
processed_transcript
processed_transcript
processed_transcript
protein_coding
protein_coding
protein_coding
protein_coding
protein_coding
protein_coding


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000368300
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000368300
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000368301
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000368301
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000368298
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000368298
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000368299
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000368299
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000496738
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000368294
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000368294
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000368297
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000368297
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000473598
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000469565
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000495341
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000478063
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000470199
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000470835
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000498722
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000459904
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000292302
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000292302
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000347559
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000347559
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000361308
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000361308
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000392353
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000392353
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000392355
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000392355
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Summary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000448611
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/ProteinSummary?db=core;g=ENSG00000160789;r=1:156052369-156109880;t=ENST00000448611

Priklad alternativni transkripce

114 Chapter 4
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Fig. 4.10 An example of a gene ‘nested’ within the intron of another gene. The Gart gene of Drosophila, transcribed and
translated from left to right, encodes a trifunctional enzyme responsible for three enzyme activities in the pathway of purine
biosynthesis, abbreviated to GARS, AIRS and GART. Gart exons and introns are shown as stippled and empty bars,
respectively. Because of a partially effective transcription termination sequence (poly-adenylation site, T1) in the fourth
intron, two messenger RINAs (mRNAs) are produced, the smaller one encoding only GARS activity. The long first intron
contains a gene for cuticle protein, shown as a hatched bar. It itself contains a small intron, and is transcribed and translated
from right to left. Thus Gart uses one DNA strand as template and the cuticle protein gene uses the other. P = promoter; T1,
T2 = transcription terminators. After Henikoff ez al. (1986).
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Geny pro rRNA

Casti eukaryotické chromozomové DNA, na nichz jsou lokalizovany geny prepisované do rRNA,
se oznacuji zkratkou rDNA. ZvlaStnosti rDNA je, Ze je tvofena mnohonasobnymi repeticemi dvou
transkrip¢nich jednotek, z nichz kazda je prepisovana RNA-polymerazou I do 45S pre-rRNA.

V transkripc¢ni jednotce jsou sefazeny geny pro 18S-rRNA, 5,8S-rRNA a 28S-rRNA. Mezi obéma
jednotkami se nachazi dlouhy mezernik obsahujici regulacni oblasti pro transkripci, t.j.
mezernikovy promotor, zesilovace transkripce a terminator. Zakladni ¢ast promotoru predchazi
startovacimu nukleotidu. Cely usek mezerniku od promotoru az po terminator se prepisuje RNA-
polymerazou I (viz schéma transkrip¢ni jednotky RNA-polymerazy I a jeji primarni transkript).
pre-rRNA obsahuje exony a introny, které podléhaji sestfihu. Introny jsou vyStépovany, ale exony
nejsou pri sestiihu spojovany. V ribozomech piisobi jako nespojené RNA, které jsou navzajem
drZeny prostiednictvim ribozomovych proteinii.

Rostouci eukaryontni bunika musi syntetizovat miliony kopii kazdého typu molekul ribozomalni
RNA v kazdé bunécné generaci, aby mohla vytvorit miliony ribozomi. K tomu potiebuje
mnohonasobné kopie rDNA genii, které koduji ribozomalni RNA. Lidské burniky obsahuji asi 200
rDNA genti na haploidni genom, které jsou rozloZeny na péti riiznych chromozomech. Geny jsou
usporadany v tandemovych sériich.



Transkripce genu pro rRNA

geny pro rRNA mezernik geny pro rRNA
@ 18S op'S.8S gy 28S B 1 Wi% 18S
T
P pre-rRNA——» s " tIp pre-rRNA—
transkrip
mezerniku
P = promotor
T = tferminator
—— = mezernik mezi geny pro riRNA
W———

mezernik mezi skupinami genda (jednotkami repetice)

TJoto schema nepodava informace o velikostech genag a
mezernika. Zdaraznuje se v ném toliko jejich poradi.

Obr. 128
Transkripcni jednotka RNA-polymerazy | a jeji
primarni transkript

pre-RNA obsahuje exony a introny, které podléhaji sestrihu.
Introny jsou vystépovany, ale exony nejsou pri sestfihu spojovany.
V ribozomech pusobi jako nespojené RNA, které jsou navzajem
drZeny prostirednictvim ribozomovych proteinii.



Ribozomy jsou velké ribonukleoproteinové ¢astice, které
obsahuji vice RNA neZ proteinu a disociuji na velké a malé
podjednotky.

Ribosomes Subunits rBRNAs Proteins

Bacterial 50S i

: g 23S = 2904 bases 31
708 5S = 120 bases !
mass: 2.5Xx 108D
66% RNA

16S = 1542 bases | 21

30S

60S
Mammalian
28S = 4718 bases
5.8S = 160 bases {
58 = 120 bases : 49

80S
mass: 4.2 x 106 D
60% RNA

18S = 1874 bases { 33

408

28S — transkripce RNA polymeraza I
5,8S — transkripce RNA polymeraza I
18S — transkripce RNA polymeraza I

5S —transkripce RNA polymeraza I11



Eukaryotické ribozomy migruji od 5" konce mRNA k vazebnému mistu
pro ribozom, které obsahuje iniciacni kodon AUG

§ rnFtNA has tTwo features recognlzed by = rlbosome

S s e S — — SRRUR—— S— ————e S — ——— e

3 S 4 -
i - — -

£ = —
§ \ MVMiethyiated cap ] Ribosome-binding site

= Rlbosome binds to methylated cap

$

= Rlbosome mlgrates to blhdlng site

3 If leader is long enocough., rubosomes rnay form queue




Geneticky kod
Tripletovy, neprekryvajici se, univerzalni, degenerovany
(vice kodonii koduje jednu aminokyselinu)
Crack the code with Trends in Genetics

First position Second position Third position
(5' end) . (3' end)
U C A

Phe (F) Ser (S) Tyr (Y)
Phe (F) Ser (S) Tye (Y)
Leu (L) Ser (S) Stop
Leu (L) Ser (S) Stop

Leu (L) Pro (P) His (H)
Leu (L) Pro (P) His (H)
Leu (L) Pro (P) Gin (Q)
Leu (L) Pro (P) Gin (Q)

lie (D) Thr (T) Asn (N)
Ile () Thn«(T) Asn (N)
lie (1) Thr (T) Lys (K)
Met (M) Thr (T) Lys«(K)

Val (V) Ala (A) Asp (D)
val(V) Ala (A) Asp (D)
val'(Vv) Ala (A) Glu (E)
s Val (V) Ala (A) Glu (E)

e e — —— ———————— = R e e e S S

U
C
A
G
U
C
A
G
U
C
A
G
U
C
A
G

Kodon UGA (je i stop kodon) kéduje také selenocystein (u eukaryonti). Pro jeho
rozliSeni jako kodonu pro Sec je nutna vlasenkovita struktura mRNA v 3’'UTR oblasti. (Selenoproteiny:
glutathion peroxidaza, selenoprotein P, selenoprotein W, deiodinaza typ 1, 2 a 3).

Kodon UAG (je i stop kodon) kéduje také pyrolysin (Pyl). Nutna pritomnost vlasenkovité sekvence v3'UTR
oblasti. (Vyskytuje se u nékterych metanogennich archaebakterii).




Geny pro tRNA

Geny pro tRNA (a 5S-rRNA) se piepisuji RNA-polymerazou III do pre-tRNA (a pre-5S-
rRNA), které maji exon — intronovou strukturu. V lidském genomu bylo identifikoviano 497
geni pro tRNA.

Promotory tRNA a 5S-rRNA maji pred startovacim nukleotidem vnéjsi

regulac¢ni ¢ast promotoru a za startovacim nukleotidem dva vnitini boxy.

Post-transkrip¢ni tpravy zahrnuji vystfiZeni intront (za icasti enzymii

endonukleazy a RNA ligazy). Posttranskripéni upravy jsou také zodpovédné

za vyskyt minoritnich bazi v sekvenci tRNA (nejcastéji pseudouridin, dihydro-

uracil a thiouracil). Celkem je znamo nékolik desitek minoritnich bazi v tRNA.



Molekula tRNA

(transkripce transkrip¢ni jednotky pro tRNA je katalyzovana RNA
polymerazou III)

pfipojena
aminokyselina
{Phe)

SPCCON0P00P

antikodon trojlistek

(A) (B) (C)

5 GCGGAUUUAGCUCA
{D)

‘CUGGAGGUCCUGUGT¥CGAUCCACAGAAUUCGCABEA 3

antikodon



Geny pro malé RNA

Geny pro malé RNA (small nuclear RNA, snRNA; small nucleolar RNA,
SNoRNA; mikroRNA, miRNA; small interfering RNA, siRNA; piwi interacting
RNA, piRNA)

Transkripty téchto gent jsou kratké useky RNA (80 — 300 nukleotidii; miRNA
asi 22 nukleotidii). Tyto malé RNA maji regulacni funkci.



21 ruznych aminokyselin,
které se nachazeji v proteinech

AMINOKYSELINA ;gfgg&““' AMINOKYSELINA gg?ET;EAcNN[
Asparagové kys. Asp D negativni Alanin Ala A nepoldrni
Glutamové kys. Glu E negativni Glycin Gly G nepoldrni
Arginin ~ Arg R pozitivnl Valin Val V nepolémni

Leucin Leu L nepoldrni
Histidin s H opoztivnf ~  Isoleucin lle | nepolarni
Asparagin Asn N polarni bez naboje Prolin Pro P nepoldrni
Glutamin GIn Q polarni bez néboje Fenylalanin ~ Phe F nepolérni
Serin Ser S polarni bez naboje Methionin ~ Met M nepoldrni
Threonin Thr T polarni bez naboje Tryptofan Trp W nepolérni
Tyrosin Tyr Y polarni bez ndboje Cystein Cys C nepolérni

Selenocystein Sec U  nepolérni

L——— POLARNI AMINOKYSELINY ———
hydrofilni L NEPOLARNI AMINOKYSELINY ——
hydrofobni



Struktura proteini

Vsechny standardni aminokyseliny maji uhlik, na ktery se vaze aminoskupina —NH, (jen prolin
ma NH), karboxylova skupina —-COOH, vodik a zbytek zna¢eny symbolem —R, ktery predstavuje
bocni, postranni Fetézec. Ten urcuje vétSinu chemickych vlastnosti aminokyselin. Skupina -NH,

na uhliku o jedné aminokyseliny reaguje se skupinou —COOH na uhliku a jiné
aminokyseliny za vzniku peptidové vazby (kovalentni vazba) a vylouceni vody. NH,
konec se povaZuje za zacatek polypeptidového Fetézce a oznacuje se jako N-konec
polypeptidu. Zakonc¢eni karboxylovou skupinou se oznacuje jako C-konec
polypeptidu.

Primarni struktura je polypeptidovy Fetézec sestavajici z aminokyselin spojenych
peptidovou vazbou.

Sekundarni struktura — je prostorové usporadani polypeptidového retézce (peptidové
vazby, vodikové mustky). Vyskytuje se jako a-Sroubovice nebo B-list.

Terciarni struktura — asymetrické trojrozmérné usporadani. Zahrnuje peptidové
vazby, vodikové miistky, Van der Waalsovy interakce, hydrofobni interakce, iontové
vazby, disulfidové miistky).

Kvarterni struktura — usporadani jednotlivych polypeptidovych retézctii v molekule
proteinu. Zahrnuje vSechny vazby, které se vyskytuji v terciarni strukture.
Podjednotky jsou spojeny vodikovymi miustky, iontovymi vazbami, pripadné i
disulfidovymi mustky.



Struktura lidského rustového hormonu

Obr. 20-26. Pravdépodobnd struktura lidského riistového hormonu. Cisla oznaduji residua aminokyselin podinaje od
N-konce molekuly. (Strukturu zjisfoval C. H. Li.)



Tri typy nekovalentnich vazeb, které napomahaji
skladani proteinu

van der Waalsova sila

Jak se protein sklada do kompaktni konformace.
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nepolarni aminokyselinami
aminokyseliny na powvrchu proteinu

nesloZeny polypeptid kone<na konformace sloZeného polypeptidu ve vodé



Pravidelné usporadani polypeptidové kostry
pozorované v a-Sroubovici a v B-listu

«-Sroubovice

postranni Fetézec
aminokyseliny

A) B) )

postranni fetézec

aminokyseliny B-skladany list

peptidova
vazba P— r

(E) y ' (F)



Dva typy struktury B-listu

Obrazek 5-10 Dva typy struktury PB-listus.
(A) Antiparalelni PB-list (viz obrazek 5-91)).
(B) Paralelni PB-list. Obé tyto struktury jsou
v proteinech bézne.



Srovnani konformaci dvou serinovych proteaz




Rada proteinovych molekul obsahuje nasobné kopie

jediné proteinové podjednotky (homodimer, homotetramer, atd.)
KdyzZ se spojuji odliSné podjednotky, oznaCujeme je jako
heterodimer, heterotrimer, heterotetramer, atd.)

4
nu CAP

dimer protei
(A)

(B)



Post-translac¢ni modifikace polypeptidového retézce (1)

1. Zkraceni a proteolyza polypeptidového retézce
Odstépeni signalniho peptidu, proteolyza inzulinu, melitinu a mnoha dalSich.

2. Chemické modifikace aminokyselin

- (deformylace — u prokaryot; formyl se vaze na Met az po pripojeni k tRNA)

- hydroxylace prolinu a lyzinu (n¢které zbytky Pro a Lys jsou hydroxylovany;
hydroxyprolin a hydroxylyzin v kolagenu)

- fosforylace serinu, treoninu a tyrozinu (n¢které zbytky; u nékterych proteinii
vyznamnych pro ptenos signalit)

- acetylace lyzinu (v histonech), N-Acetylace

- metylace lyzinu (v histonech)

- N-formylace N-terminalniho glycinu v melitinu

- ubiquitinace

- S-nitrosylace

3. Glykosylace
- glykosylace s vazbou na N (vazba na asparagin)
- glykosylace s vazbou na O (vazba na serin nebo treonin)

4. Acylace a myristylace (lipidace)
- pfipojeni postrannich lipidovych fetézcii (mastnych kyselin) (na serin, treonin,
cystein)
- ptipojeni kyseliny myristové (14-ti uhlikova nasycena mastna kyselina) na N-
koncovy glycin (n€které proteinkinazy zahrnuté v pienosu signalu)



Post-transla¢ni modifikace polypeptidového retézce (2)

5. Vytvareni sekundarni a terciarni struktury
(spontanné, béhem syntézy nebo po uvolnéni z ribozémil)
VétSinou zac¢ina ko-translacné (N-termindlni ¢ast se zacina svinovat, zatimco C-
terminalni ¢ast proteinu je stale syntetizovana na ribozoému. Na svinovani nékterych
proteind se podileji specializované proteiny — chaperony. U eukaryontii jsou znamy
jako ,,heat shock proteiny (HSP-70; HSP-90).
a-helix a ,,f-sheet® struktury se vytvareji rychle, protozZe jsou stabilizovany
intramolekularnimi vodikovymi vazbami. Terciarni struktura mize zahrnovat
kovalentni vazby ve form¢ disulfidovych mustkli (mezi dvéma cysteinovymi
zbytky), iontové vazby, vodikové mustky, van der Waalsovy sily a hydrofobni interakce.

6. Vytvareni kvarterni struktury

Cetné polypeptidy se po translaci spojuji vodikovymi mustky, iontovymi vazbami, van der
Waalsovymi silami, hydrofobnimi interakcemi a disulfidovymi miistky — vzniké kvarterni
stuktura (dimery, trimery, tetramery aj.).

7. Pripojeni nékterych dalSich prostetickych skupin
Prostetické skupiny enzym a jinych proteint se pfipojuji k polypeptidovému fetézci
aZ po uvolnéni z ribozoémi. Pfipojeni miiZze byt spontanni nebo katalyzované
enzymove (rizné koenzymy, hem, kovové ionty apod.).
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Proopiomelanocortin

vsMSH ACTH B-LPH
v MSH oaMSH CLIP v-LPH B-ENDO
BMSH ME

Figure 10.23 Processing of the proopiomelanocortin

polyprotein.
Abbreviations: ACTH, adrenocorticotropic hormone: CLIP
corticotropin-like intermediate lobe protein; ENDO,
endorphin; LPH, lipotrophin; ME, met-encephalin; MSH,

melanotropin.
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Komplementarni analyzy a data — uceleny pohled

DNA - genom
kompletni popis gentli v organismu GENOMIKA

RNA - transkriptom
Kompletni popis mRNA v genomu TRANSKRIPTOMIKA

PROTEINY - proteom
Kompletni popis proteint
exprimovanych genomem PROTEOMIKA

METABOLITY - metabolom
Kompletni popis metabolitl METABOLOMIKA

INTERAKCE - interactom
protein — DNA, protein- RNA
protein-protein SYSTEMOVA BIOLOGIE



Organizace genomu u prokaryonti a eukaryonti

Termin genom zahrnuje aplny soubor genetického materialu (DNA, RNA), kterym je dany
organismus vybaven. Molekuly DNA a RNA jsou sloZeny z nukleotidii se specifickymi
sekvencemi bazi. Termin genom pouzivame jak pro podbunécné formy (viry, fagy), burky,
jedince, druh, tak také pro vyssi taxonomické jednotky (napr. genom savci, krytosemennych
rostlin aj.). Poprvé jej pouzil Winkler v roce 1920.

Genomy mohou byt malé i velké.

Nejmensi genomy rostlinnych viroidii maji nékolik set nukleotidi.

Nejvétsi genomy eukaryontni maji nékteri obojzivelnici (az 101° bp) a nékteré vyssi rostliny (az
10 bp).

Genomy mohou byt jednoduché nebo slozité. Kazda z molekul informacni soustavy miiZe byt
vyjadrena jen v jednom exemplari, nebo v dvojité ¢i vicenasobné davce. Genom bunky miize
byt soustiedén do jednoho prostoru, nebo rozdélen do nékolika oddili.

Genom eukaryontni bunky je rozdélen do dvou oddélenych bunéénych oddili — jaderného a
cytoplasmatického prostoru.

V jadre se nachazi vétsi Cast — proto ji nazyvame hlavni, centralni, nebo jaderny genom.

V cytoplasmé je cytoplasmaticky, nebo vedlejsi genom.

Jaderny genom clovéka je rozdélen do 46 molekul DNA, kazda v jednom chromozému. Cytoplasmaticky genom je tvoren
vétSim mnoZstvim identickych kopii mensich molekul DNA, lokalizovanych v mitochondriich v podobé “nahych* kruhovych
molekul DNA.

Existuji zna¢né rozdily v organizaci a sloZitosti genomii u prokaryontii a eukaryontii. Obecné lze Fici, Ze se vzrustajici sloZitosti
mnohobunéénych organismii vzrista sloZitost genomu. MnoZstvi DNA nebo pocet nukleotidit v genomu vs§ak nijak nesouvisi

S evolu¢ni vyspélosti.



Genom viru a fagu

Viroidy a viry obsahuji prevazné jednovlaknovou RNA. Nékteré viry obsahuji dvouvlaknovou
RNA, usporadanou do tvaru dvojité Sroubovice.
Nékteré viry maji dvouvlaknovou DNA nebo jednovlaknovou DNA (nap¥. nékteré fagy E. coli)
, ale jsou znamy i fagy E. coli, které maji jednovlaknovou RNA.
Nékteré viry maji DNA linearni, jiné kruhovou.
RNA viry — nejmensi RNA genom obsahuje 3 geny.
DNA viry — ssDNA geminiviry —5 — 6 genti
dsDNA caulimoviry — 6 — 8 genti
badnaviry — nejméné 3 geny
chlorellaviry — vice nez 50 geni (genom 350 kb)
U vira probihaji s nejvyssi Cetnosti substituce, delece a inzerce jednoho nebo nékolika
nukleotidii.

Maximalni vyuzivani kapacity genomu viru je zajiSCovano prekryvanim ¢tecich ramci,
mnohacetnou funkci jednotlivych bilkovin nebo variabilitou délky a funkce jedné konkrétni
bilkoviny. VEtsi nebo menSi prekryvani ¢tecich ramci je u mnoha skupin virt bézné: v
extrémnich pripadech mohou byt vSechny ¢teci ramce v urcitém misté funkéni a mohou
kodovat rizné bilkoviny.

Nékteré nekodujici oblasti na koncich, popripadé uprostied genomu, jsou regula¢nimi misty
ridicimi replikaci a translaci. Struktury na 5" konci Casto ridi prepis jednotlivych ¢tecich
ramcu a obsahuji zesilovace translace. Na 3" konci genomu byvaji sekvence s funkcemi
terminatorii.



Velikosti genomi

TABLE I
Error rates and genome sizes of RNA viruses as compared to autonomous organisms

Genome size: v Error rate: (1 —qg)

Virus?®
(number of (per replication
nt or bp) round and
per nt)®
RINA
Bacteriophage Qg 4 200 I3x 104
Polio-1 virus 7 400 3x10°%
Vesicular stomatitis virus 11 000 1 <x10™4
Foot and mouse disease virus 8 400 1 <1074
Influenza-A virus 14 000 6 <1072
Sendai virus 15000 3x10"°7
HIV-1 (AIDS virus) 10 000 1 <104
Avian myeloblastosis virus 7 000 5= 10773
DINA
Bacteriophage M13 6 400 107
Bacteriophage A 48 500 108
166 000 10~8

Bacteriophage T4
4.7 million 1§ ¢

=W N 0N
X X X X X X

E. coli

Yeast (Saccharomyces cerevisiae) 13.8 million 10 1°

Neurospora crassa 41.9 million 10~ 1°
— 10 —-12

Human 3 billion
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Typy virovych genofort

Nazvy hlavnich skupin vira podle typu jejich genoforu

Oznaceni skupiny
virua s prisluSnym

Typ virového genoforu
genoforem

dsIDDNA linearni nebo kruznicova dsDINA-viry

ssDINA linearni nebo kruZnicova ssIDINA-viry

dsRNA dsRINA-viry

pozitivini ssRINA +ssRINA-viry

negativni ssRINA -ssRINA-viry

RINA-viry se
Zzpétnou
transkriptazou

RINA urcena k zpétné transkripci v hostitelské bun-
ce do DNA., jejiz kopie po replikaci slouzi jako
matrice pro syntézu virového RNA-genoforu

DINA urcena k transkripci v hostitelské burice do DINA-viry se
RINA jako matrici pro zpé&tnou transkripci do DNA Zzpétnou
opét s funkci virového genoforu transkriptazou

Vysvetlivky

dsDNA = dvouret&zcova DNA

ssIDINA = jednorfetézcova DNA

dsRNA = dvouret&zcova RNA

ssRINA = jednofret&zcova RNA

Zkratky (symboly) pro nazvy virti s pfislusnym genoforem uvedendé ve
druhém sloupci tabulky se Stou timto zptusobem:

dsDNA-viry = viry s dvoufFet&€zcovou DNA

ssDNA-viry = viry s jednoret&€zcovou DNA

dsRNA-viry = viry s dvoufetézcovou RN A

+ssRINA-viry = viry s pozitivni RNA

-ssRINA-viry = viry s negativni RNA

Nazvy poslednich dvou skupin vira se &tou tak, Jjak je uvedno ve dru-
hém sloupci.

dsIDNA linearni nebo kruZnicova;
ssDINA linearni nebo kruZznicova;
dsRNA linearni:

pozitivni ssRNA linearni:
negativni ssRNA linearni:
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Figure 12.38 Genomic cloning vectors EMBL3 and EMBLS.



Genom prokaryonti

Prokaryontni (jednobunécné) organismy maji dvouvlaknovou kruhovou molekulu DNA (nukleoid) o velikosti 2 —
4 milionid bp. Genom prokaryontii je maximalné vyuzit. Strukturni geny s regula¢nimi oblastmi na sebe navazuji
a jen vyjimecné jsou proloZeny nekodujicimi sekvencemi. Strukturni geny jsou vétSinou v jednom exemplari.
Velikosti genomi jsou v rozmezi 6 — 8 tisic genti. Introny (nekdédujici sekvence uvniti genu) a mezerniky
(nekodujici sekvence mezi geny) jsou pritomny jen vyjimec¢né. (Celkovy obsah nekodujici DNA u E. coli je asi
11%).

Bunéc¢né organely

Plazmidy jsou malé kruhové molekuly extrachromozomalni DNA bakterii. DNA je ve formé dvousroubovice a
velikosti jsou v rozmezi 1 000 az 200 000 pari bazi. Mohou kodovat rizné dopliujici vlastnosti (rezistence proti
antibiotikiim; fixace vzdu$ného dusiku aj.). V jedné bakterialni bunice miiZe byt nékolik set plazmidii.

Nékteré typy plazmidii (s upravenymi sekvencemi) se vyuzZivaji v molekularni genetice, zejména pro klonovani
cizorodych fragmentiit DNA (tj. zvolenych usekiit DNA). Vyuziva se pri tom odolnosti k riiznym antibiotikiim a
pritomnosti mnohonasobnych restrikénich mist. Tyto plazmidy jsou malé — nap¥ pUC18 ma 2690 bp.

Mitochondrie jsou cytoplasmatické organely eukaryontnich organismi, obsahujici jednu nebo nékolik molekul
DNA ve formé kruhové dvousroubovice. V buiice jich muZze byt nékolik stovek, ale i sto tisic. Mitochondrialni
DNA (mtDNA) je velmi mala; nap¥. u savci ma velikost asi 16 500 bp.

Geneticky kod mitochondrialni DNA ma urcité odliSnosti od univerzalniho genetického kédu.

Chloroplasty jsou bunééné organely rostlin, ve kterych probiha fotosyntéza. V jedné buiice je pritomno 10 az 100
chloroplastii a v kazdém chloroplastu je 10 az 50 molekul DNA (¢cpDNA). Chloroplastova DNA je ve formé
cirkularni molekuly, ale také se uvadi, Ze je ve formé linearni. cpDNA obsahuje asi 100 genti, jednak pro
fotosyntézu a asi 100 proteint. Také geny pro rRNA (20 typii) a tRNA (37 typt). Chloroplastové geny obsahuji
introny.
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Figure 6.13 The E. coli genome.
The map is shown with the origin of replication (Section 12.3. I) positioned at the top. Genes on the outside of the circle are
transcribed in the clockwise direction and those on the inside are transcribed in the anticlockwise direction. Image supplied
courtesy of Dr FR Blattner, Laboratory of Genetics, University of Wisconsin-Madison. Reproduced with permission.



Plazmid pUC18

pUCIS, pUC19

These wvectors are identical except that they contain pelycloning sites ar-
ranged in opposite orientations. pUC plasmids lack the rop gene (see page
1.3), which normally is located close to the origin of DNA replication and is
involved in the control of copy number. As a result, these plasmids replicate
to a much higher copy number than do other plasmids that carry a pMB1 (or
ColE1l) origin. pUC vectors express the amino-terminal fragment of the lacZ
gene product ( B-galactosidase) and display a-complementation in appropriate
hosts (see pages 1.8—1.9). Recombinants can therefore be identified by

histochemical screening.

References: Messing (1983), Norrander et al. (1983), and Yanisch-Perron et al. (1985).
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ATG Acc ATT ACG AAT TCG AGC TCG GTA CCC GGG GAT CCT CTA GAG TCG ACC TGC AGG CAT GCA AGC TTrG GGCA CTG GeC
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In pUC19, the MHindlll site lies immediately downstream from Prac.
Plasmid Vectors 1. 13
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Figure 6.10 The rice chloroplast genome.

Only those genes with known functions are shown. A number of the genes contain introns which are not indicated on this map.
These split genes include several of those for tRNAs, which is why the tRNA genes are of different lengths even though the
tRNAs that they specify are all of similar size.




Mitochondrialni DNA
Mitochondrie jsou organely eukaryotickych bunék. Slouzi jako energetické centrum burnky.
Obsahuji vlastni genetickou informaci a dokonce i vlastni proteosynteticky aparat.
Mitochondrie jsou kulovité az podlouhlé organely Siroké asi 1um a dlouhé az 10pm. Jsou
uzavieny 2 membranami - vnéjSi mitochondridalni membranou a vnitini mitochondrialni
membranou, ktera vybiha v €etné vybézKky - tzv. kristy. Prostor mezi obéma membranami
oznaCujeme jako intramembranozni, prostor ohrani¢eny vnitini membranou oznacujeme
jako interkristalni. V prostoru mezi kristami najdeme matrix mitochondrie - amorfni
hmotu, obsahujici proteiny, koncentrovanou smés enzymi (v€etné enzymu Krebsova cyklu
a B-oxidace mastnych kyselin), mitochondrialni genom, specialni mitochondrialni ribozomy
a RNA. VétSina bunék obsahuje alespon 1000 mitochondrii.
Mitochondrie je energetické centrum bunky. Probiha zde cyklus kyseliny citronové
(Krebsiiv cyklus, citratovy cyklus), kde je oxidovan ziskany acetylkoenzym A (acetyl-CoA).
Cyklus vydava CO, a energii ve formé vysokoenergetickych elektroni. Ty jsou z cyklu
vyneseny nosi¢i (NADH, FADH,), které v dychacim retézci (elektrontransportni retézec)
odevzdavaji tyto elektrony za vzniku vody a syntézy ATP diky protonovému gradientu,
ziskanému transportem elektroni vnitini membranou. Bez mitochondrii by buné¢né
zasoby ATP byly odkazany jen na méné ucinné metody ziskani energie, jako je napr.
glykolyza.
Diky CasteCné nezavislosti mitochondrii na zbytku bunky je oznacujeme jako tzv.
semiautonomni organely. Z evolu¢niho hlediska je povazujeme za bakterialni bunky, které
pronikly do jiné bunky a tomuto prostredi se dokazaly prizptisobit (tzv. endosymbiéza). Pro
bakterialni ptivod hovori napr. dvojita membrana, cirkularni molekula DNA nebo
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Nyni k vlastnimu genomu mitochondrie. Bylo prokazano, Ze tento je jako u bakterii tvoren
kruhovou molekulou DNA (mtDNA) o velikosti (u ¢lovéka) 16569 nukleotidovych pari, které
predstavuji 37 genii, z toho 24 genti koduje riizné ¢asti proteosyntetického aparatu mitochondrie
(2 typy rRNA a 22 tRNA) a zbytek se podili na malé ¢asti enzymatické vybavy mitochondrie.
Naprosta vétSina mitochondrialnich proteint je ale kodovana v jadre buiiky a tyto sem musi byt
preneseny z mista vzniku v cytosolu. Stejné jako u bakterii, nejsou v mitochondrialnim genomu
nekodujici sekvence (introny).

Proteosynteticky aparat mitochondrie se také vyrazné liSi od normalniho aparatu eukaryotické
buniky. LiSi se nap¥. velikosti ribozomalnich podjednotek, mensSim poc¢tem typi molekul tRNA
(pouhych 22!) a odliSnosti najdeme i v genetickém kodu, zejména v kodovani methioninu a stop-
kodonii.

Pres zdanlivou nepodstatnost mohou byt mutace v mtDNA zdrojem ruznych zavaznych chorob.
Vzhledem k tomu, Ze vSechny mitochondrie v zygoté jsou z vajicka (vSechny mitochondrie ze
spermie jsou odbourany), mluvime zde o tzv. maternalni dédi¢nosti (tedy jeden z typu
nemendelovské dédicnosti). Jinymi slovy, pokud je matka prenasSeckou mutace v mtDNA, pak
tuto preda vSem svym potomkiim, zatimco pokud je prenaSeem otec, pak tuto mutaci Zadnému
potomkovi predat nemuze. Dalsi zvlasStnosti je, Ze pri déleni buiiky nedochazi k Zadné
kontrolované segregaci mitochondrii do dcefinych bunék. Proto je mtDNA mezi nové bunky
distribuovana zcela nahodné a dceriné buinky tak mohou ziskat zcela rizny pocet normalnich a
mutaci zatiZzenych mitochondrii. Stav, kdy buiika obdrzZi pouze normalni mitochondrie, ¢i naopak
pouze mutované mitochondrie se nazyva homoplazmie. Stav, kdy obdrzi smés normalnich a
mutovanych mitochondrii, se nazyva heteroplazmie.



Pripadna nefunkénost mitochondrii je neslucitelna se Zivotem, ale vzhledem k tomu, Ze
fenotypovy projev zavisi na podilu normalnich a zmutovanych mitochondrii v burice, je Zivot
takového jedince nejen moZny, ale v pripadé malého poctu zmutovanych mitochondrii v burice,
se tato skute¢nost nemusi projevit viibec. Proto se u pacienti s témito mutacemi mitochondrii
setkavame s variabilni expresivitou choroby a jeji neuplnou penetraci v rodokmenu (a aby to
nebylo jednoduché, existuje mezi jadernou DNA a mtDNA pomérné tésny vztah a byly
pozorovany takové interakce, které v rodokmenu nasledné vykazuji AD ¢i AR dédi¢nost).
Existuji riiznoroda onemocnéni, podminéna mutaci v mtDNA. Uvedu zde nékolik prikladi:
Leberova hereditarni opticka neuropatie

Nahla a rychla nekroza optického nervu s preogresivni ztratou zraku vedouci k uplné

slepoté. Projevi se zejména u muzi, a to mezi 16 - 25 lety véku.
Hluchota

Progresivni hluchota, jen malo pripada dédi¢né hluchoty je zptisobeno mutaci v mtDNA.
NARP

MELAS
Pearsoniiv syndrom
Vlozil 26. 3. 2005

http://genetika.wz.cz
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Mitochondrialni DNA ¢lovéka
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Fig. 1. Organization of the bovine mitochondrial genome. The shaded areas repre-
sent tRINA genes. designated by the single letter amino acid code. Protein genes are
listed as follows: NADH dehydrogenase subunits 1—4, 4L, 5 and 6 (Sub. 1—4, 4L. 5
and 6), ATPase (8). Cytochrome oxidase subunits 1—3 (CO I, CO Il and CO III) and
cytochrome b (Cyt b). The relative locations of restriction sites surveyed are indi-

cated.



(A) Human (B) Saccharomyces cerevisiae
21S rRNA

Cytb 12S rRNA

NDé
16S rRNA

ND5
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ND2
ND4
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ATP6 ATpg COII
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- Respiratory complex gene « Transfer RNA gene
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I:' Ribosomal protein gene Other RNA gene

Figure 6.9 The (A) human and (B) Saccharomyces cerevisiae mitochondrial genomes.

Because of their relatively small sizes, many mitochondrial genomes have been completely sequenced. The human and yeast
genomes illustrate two types of organization, the human genome being small and compact with little wasted space, typical of
multicellular animals, and the yeast mitochondrial genome having longer spaces between genes and possessing some introns, the
typical organization for lower eukaryotes and plants. In the human mitochondrial genome the ATP6 and ATP8 genes overlap. Th
yeast genome contains five additional open reading frames, not shown on this map, that have not yet been shown to code for
functional gene products, and there are also several genes located within the introns of the split genes. Most of the latter code ‘
maturase proteins that are involved in splicing the introns from the transcripts of these genes (Section 9.3.3). The two genomes
are drawn at different scales. Abbreviations: ATP6, ATP8, ATP9, genes for ATPase subunits 6,8 and 9; COI, COIl, COIll, genes for
cytochrome c oxidase subunits |, Il and lll; Cytb, gene for apocytochrome b; ND I-ND6, genes for NADH hydrogenase subunits
1—6; var |, yeast mitochondrial gene for a ribosome-associated protein. The 9S RNA gene in the yeast genome specifies the RN
component of the enzyme ribonuclease P (Section 9.3.2).



Geneticky kod, rozdilné kodony lidské mitochondrie

Kodon Standardni kod Ko6d mitochondrie
UGA STOP Trp

UGG Trp Trp

AUA lle Met

AUG Met Met

AGA Arg STOP

AGG Arg STOP



Velikosti genomiu mitochondrii a chloroplasti

Table 6.3 Sizes of mitochondrial and chloroplast genomes

Species

Type of organism

Genome size (kb)

A. Mitochondrial genomes

Chlamydomonas reinhardtii
Mus musculus

Homo sapiens

Metridium senile
Drosophila melanogaster
Chondrus crispus
Aspergillus nidulans
Reclinomonas americana
Saccharomyces cerevisiae
Suillus grisellus

Brassica oleracea
Arabidopsis thaliana

Zea mays

Cucumis melo

B. Chloroplast genomes
Pisum sativum
Marchantia polymorpha
Oryza sativa
Nicotiana tabacum
Chlamydomonas reinhardtii

Green alga

Vertebrate (mouse)
Vertebrate (human)
Invertebrate (sea anemone)
Invertebrate (fruit fly)
Red alga

Ascomycete fungus
Protozoa

Yeast

Basidiomycete fungus
Flowering plant (cabbage)
Flowering plant (vetch)
Flowering plant (maize)
Flowering plant (melon)

Flowering plant (pea)
Liverwort

Flowering plant (rice)
Flowering plant (tobacco)
Green alga

16
16
17
17
19
26
33
69
75
12
160
367
570
2500

120
121
136
156
195

Data taken from Brown (1998).



Genom eukaryontu

Eukaryonti maji diferencované jadro a jaderna DNA je lokalizovana v chromozémech. V kazdém
chromozému je jedna molekula dvousroubovicové DNA. Clovék, ktery ma 46 chromozémi (v
diploidni burice) ma v jadru kazdé bunky 46 molekul DNA; prase, s 38 chromozomy, ma 38 molekul
DNA (diploidni genomy). Obecné, velikosti genomi u savci jsou v rozmezi 2,5 az 3,5 Gb v
haploidnim genomu; u ptaki jsou podstatné mensi — kolem 1,2 miliardy bazi.

Rozdily mezi genomem rostlin a Zivocichii:

- Rostlinné genomy mayji vétsi frakci opakujicich se sekvenci DNA ve srovnani s ZivoCichy.

- Rozdily v obsahu DNA v jadrech raznych rostlinnych druhii jsou v rozmezi témér ti'i radua, od
priblizné 0,1 pg u Arabidopsis thaliana az po vice nez 100 pg v haploidnim genomu jmeli.

- Druhy s vysokym celkovym obsahem DNA v jadrech se vyznacuji vysokou proporci repetitivnich
sekvenci.

- U struktury genu je zasadni rozdil mezi velikosti a po¢tem intronu u rostlin a Zivoc€ichi, specialné
savci, ptaki a obojzivelniki. Zatimco u Zivocichii byva velky pocet intronii a jejich délka
mnohonasobné prevysSuje délku exoni, typicky rostlinny gen ma jeden az tfi introny a jejich
délka obvykle neprevySuje délku exonii.

- Transkrip¢ni jednotky (strukturni geny) Zivoc¢iSnych genomii maji regulac¢ni sekvence pred
genem i za genem, kdeZto rostliny je maji jen pred genem.

(7o je jednou 7 hlavnich p¥icin, pro¢ se pi‘enesené Zivocisné geny neprojevuji v rostlinném genomu. Zatimco u Zivocichii sekvence
zesilovacu (enhancers) piisobi do nékolika kilobadzi, a to nezdvisle na své orientaci a nezavisle na tom, zda se nachdzeji na 5° nebo 3" konci
od kodujici sekvence, u rostlin puisobi pied promotorem nebo v oblasti promotoru a na mensi vzdalenosti. Vlastni typické kratké sekvencni
iseky promotorii se u rostlinnych a ZivociSnych genii liSi jen nepatrné a nelisi se ani signdl pro polyadenylaci na 3" konci genu.)



Velikosti genomii u riuznych organizmiu
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Organizace genomu - typy DNA sekvenci
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JedineCné geny (solitary genes)
Jsou pritomny jako jedine¢né sekvence v genomu — Zadna jina stejna nebo podobna sekvence se v
genomu nevyskytuje. Prikladem takového genu je gen pro lysozym slepiciho vejce. Transkrip¢ni

jednotka je 15 kb sekvence, ktera predstavuje jeden gen a obsahuje 4 exony a 3 introny.

“ 50-60 kb -
No mRNA Lysozyme No mRNA
A Ay — D_\‘
rr oMt 1T 11

A Figure 10-1 The chicken lysozyme gene and its sur-
rounding regions. The 15-kb transcription unit contains four
exons (red) and three introns (white). The positions indicated
by arrows are repetitious sequences found elsewhere in the
genome. The solid squares (orange) indicate positions of scaf-
fold-attachment regions, or SARs, that bind to the nuclear
matrix. No mRNA other than lysozyme could be found in

embryonic or adult tissues that hybridize to this region. [See
P. Balducci et al., 1981, Nucleic Acids Res. 9:3575.]



Genove rodiny (duplikované geny)

VSechny geny kodujici proteiny nejsou jedine¢né jako gen pro lysozym. Velmi casto
ve vzdalenosti 5 — 10 kb od znamého genu jsou sekvence, které jsou podobnymi
kopiemi tohoto genu. Takové geny predstavuji témér polovinu genu kodujicich
proteiny v genomu obratlovcii.

Takové duplikované oblasti DNA se predpokladaly jeSté drive nez byla znama jejich
sekvence DNA — na zakladé sekvenc¢ni podobnosti proteint. Tyto proteinové rodiny
zahrnuji od nékolika do vice nez 20 ¢lent s podobnymi, ale ne identickymi
sekvencemi (napr. beta-globiny, inhibitory proteaz).

Pseudogeny jsou nefunkc¢ni sekvence DNA podobné sekvencim funkc¢nich genii.
Mohou mit stejnou exon — intronovou organizaci, ale mutace v sekvencich vedou k
akumulaci sekvenci, které bud’ ukonc¢uji translaci nebo blokuji upravu pre-mRNA,
¢imz ¢ini takové useky nefunkénimi.

Procesované pseudogeny vznikaji reverzni transkripci RNA (do DNA) a
zabudovanim takto vzniklého transkriptu (DNA) do genomu.
(I kdyby mély identickou sekvenci, odpovidajici otevienému ¢tecimu ramci, budou
nefunkcni, protoZe budou postradat regulacni (promotorovou) oblast).



Genové rodiny

Table 10-2 Protein families in vertebrates and invertebrates:

common and specific

Number of
protcins in family

—

Family .
COMMON PROTEINS
Actins 5—30
Heat-shock proteins 3
Histones 100—1000
Keratins >20
Myosin, heavy chain ' 5—10
Protein kinases ) ' . 10—100s
Transcription factors - 10—200s (?2)
3—15

Tubulins, « and 8-

INSECT PROTEINS

Eggshell proteins
(silk moth and fruit fly) 50

VERTEBRATE PROTEINS

Globins (many specres) ' -
a-globin 1-_ 3
B-like globins S

Immunoglobins, variable regions

(many species) - 500

Ovalbumin (chicken) 3

Transplantation antigens

(mouse and human) 50—100

Visual pigment protein (human) <4

S5

Vitellogenin (frog, chicken)




Zakladni mechanismy zvé&tSujici velikost genomu

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission regquired for reproduction or display.
At lowest level, exons duplicate or shuffie
New gene variant
Gene A

. Exon duplication | !

*
Introns
New gene
Gene B . Exon shuffling : - l

S e A

‘

Al next level, entire genes duplicate and create miultigene famiilies

Multigene family
Gene duplication LA A’ A1

Gene A
T

!

At next level, gene famiilies duplicate to produce gene superfamiilies

Gene superfamily
Chromosome 1
Gene A7 Gene B7T Gene C7
CGene A Gene S Gene C = B T BT
R Duplication of gene family

T T
Gene AZ2 Gene B2 Gene C2
Chromosome 2

T he entire genome duplicates, doubling the number of copies of every
gene and gene family

— i ——  Emitire genome duplicates
\ —— — ———1 — —

R I IR T

Exon shuffling — exony rdznych gend se vyménuji a vytvareji tak geny, ktere jsou ,,mozaikou‘ jinych gend;
nove geny tedy mohou kodovat proteiny, které maji funkce ,,smichané* z pavodnich gend.

Genova duplikace — duplikaci a naslednou divergenci vznikaji multigenové rodiny, tj. sady genu, které jsou
velice podobné svou sekvenci ale jejich produkty mohou mit jiné funkce.
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globins (e, », 8, and B) during gestation and the first 6 pos:t
natal months. Comparison of these curves with map posi-
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ited Disease, Sth ed., J. G. Stanbury et al., eds., McGraw-
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A Figure 10-7 Similarity of seguences just upstream from
57 cap site in globin genes. The seguences of about 150 nu-
cleotides were aligned to give maximum similarity. (a) Se-
guences of two highly conserved regions——the CCAAT and
the ATA boxes—are shown in red type. These regions are



Struktura lokusu Serpina3 na mySim chromosomu 12

340 S. Forsvth et al. 7/ Genomics 81 (2003) 336345

S
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Fig. 2. The structure of the Serpina3 (Spi2) locus on murine chromosome 12. All 14 genes are represented and the direction of transcription is indicated by
the block arrow. The genes are labelled according to the classification in Table 2. The ‘common’ names are indicated within the arrow and the revised name
i1s indicated below and in bold. The length of each gene as well as the intergenic sequence is shown. Information for this figure was acquired from the publicly
available mouse genome sequence database (htip://www.ensembl.org/Mus_musculus/).



Genovy “cluster® pro Serpiny clovéka
ceeeeeee A STOVRANI s geny Serpina mySi (na chromosomu 12F1)

(Forsyth et al., 2003)
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Fig. 3. Organization of mouse chromosome 12Fi containing the clade “a’ serpins versus the svntenic region on human chromosome 14932.1. The number
within each box indicates the number of genes within the locus. A question mark within a box indicates a gene frugment. The hatched boxes (SERPINA/ 7
and SERPINAY) are represented in the ENSEMBL database as one gene (ENSGO0000170054) with two alternative transcripts but closer examinauon of the
genomic sequence using the gene finding NIX tool (hup:/www. hgmp.mrc.ac.uk/NIX/) indicates two separate genes (as shown here). The size of the gene/s
(base pairs) as well as the intergenic sequence is indicated below (Hsa) and above (Mmu). The length of the enure cluster of genes is also shown. The quesuon
mark for the Serpinal locus in the mouse indicates an area with poor sequence and only Spil-5 (Serpinu/e) has been confirmed here. However. the remaiming
four Spil genes (see text) have been identified within an unassigned chromosome fragment which is likely to belong in this locus. Munne "TATR™ 18 in
inverted commas as. although it has been identified in the databases as the homolog. it shows little identity with the human gene (Table 3). The munne gene
in the corresponding position to human SERPINA+ (Kallikrein inhibitor) has 57% amino acid identity with SERPINAY (Table 3) but appears 1o be a
pseudogene and is described as "KALps". PZI = protein-Z dependent protease inhibitor. CBG = corticosteruid binding globulin. ATR = a,-anutrypsin
related protein. AIAT = a,-antitrypsin. KAL = Kallikrein inhibitor. PCI = protein C inhibitor and AACT = a,-antuchymouypsin. New names. as
approved by the MGNC and the HGNC. are underlined. Data for this figure was derived from the publicly available mouse and human genomes
(hup:/www . ensembl.org/).



Evolucni vztahy mezi serpiny ruznych druhu

Fvolution of serpins C. J. Marshall
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DNA kodujici rRNA, tRNA a nékteré histony

Mnohonasobné se opakujici kopie genu (v tandemu).

Geny pro rRNA - zahrnuji 100 a vice kopii (aZ 20 000 u obojZivelnikii)

Geny pro tRNA (v organismu je asi 50 riiznych genti pro tRNA) — kazdy gen je v 10 az 100 kopiich
Geny pro histony — zahrnuji 50 — 100 kopii

V jadérku dochazi ke spojeni ¢asti riiznych chromozémaii, ve kterych se nachazeji geny pro
ribozomalni RNA. V jadérku jsou transkribovany geny pro ribozomalni RNA a jsou zde také z
proteint importovanych z cytoplazmy sestavovany ribozomalni podjednotky. Ty jsou pak
transportovany do cytoplazmy jadernymi pory.

Geny pro ribozomalni RNA jsou stfedné repetitivni sekvence organizované v tandemech, které
obsahuji jak transkribované, tak netranskribované segmenty. Dlouhé intergenové mezerniky
(spacers) v lidskych rDNA jednotkach obsahuji mnoho Alu repetici (SINE).

Histonové geny savci jsou lokalizovany na ruznych chromozomech, podobné jako jiné geny,
jejichZ produkty jsou nepostradatelné pro strukturu a funkci bunék (napr. aktin a tubulin). U

drosofily se geny pro histony nachazeji v klastrech (shlucich).



Sekvence mezerniku mezi 5S rDNA geny u X. laevis

» Figure 10-11 (a) Electron micrograph of partially dena-
tured 5S rDNA from the frog Xenopus laevis. The “loops”
correspond to spacer regions, which are rich in A and T resi-
dues and hence melt more easily than the transcribed regions.
The spacer loops vary in length, whereas the transcribed cod-
ing regions are all the same length. (b) Sequence of spacer
region between 5S-rRNA genes in X. laevis, starting from the
5" G that begins the transcribed portions of 5S rDNA. The
end of the partially repetitious AT-rich portions of the spacer
DNA (blue) begins about 50 bases (—50) upstream from the
transcription start site. This sequence is shown in a stacked
arrangement (the last nucleotide in each row is actually adja-
cent to the first nucleotide in the row below) to emphasize
the repeated portions. About 200 bases upstream of the cod-
ing portion of the gene is a sequence (red) that appears a
variable number of times (n = 2 to 12) in each spacer. This
short, variably repeated sequence is responsible for all of the
length variation among the spacers of a tandem 5S-gene
array. [See N. V. Federoff, 1979, Cell 16:697.] Part (a) from
D. Brown, P. C. Wensink, and E. Jordan, 1971, Proc. Nat’l
Acad. Sci. USA 68:317S5; courtesy of D. D. Brown.

(a)

(b)

Spacer
DNA

CAAAGCTTCATTTTTT

CAAGGTTTGATTTTTT
AAAGTTTT[CAAAGTTTGAGTTTT] ,
CAAAGTTTTCAAAGTTTAATTTTT
CAAAGTTTT
CAACGTTTTCAAAATTTGATTTTT
CAAAGTTTTCAAAGTTTAAATTTITT
CAAAGTTTTCAAAGTTTGATTTTTT
CAACGTTTTCAAGGTTTGATTTTT
CAACGTTTTCAAAGTTTCATTTTTT
CAACGTTTT
CAACGTTTTCAAGGTTTGATTTTT
CAACGTTTTCAAAGTTTCATTTTT

CAGTTTT
CAGTTTCATTTTT
CAAAGTTTTCATTTTCATTTTT
CCACAGTGCC
GCTGACAAGT ~50
CAAGAAGCCG
AAAAGTGCCG__
CTGTTCAT CiGHaes

l
+1



Long terminal repeat elements (LTRS)

Long terminal repeats (dlouhé terminalni repetice) jsou identické sekvence DNA ve stovkach
nebo tisicich opakovani, které se nachazeji na obou koncich retrotranspozonii nebo provirové
DNA vytvorené reverzni transkripci retrovirové RNA. Mezi LTR elementy patii retroviry,
endogenni retroviry a retrotranspozony.

Retroviry: RNA genom je piepsan do DNA reverzni transkriptazou, ktera je produktem
virového genu pol, a DNA kopie se zabuduje do hostitelského genomu. Nové viry mohou byt
vytvareny kopirovanim integrované DNA do RNA a obaleny membranovymi proteiny
kodovanymi geny env virového genomu.

Endogenni retroviry (ERVS): Jsou to retrovirové genomy integrované do chromozomi
obratlovcii. Nékteré jsou stale aktivni a v ur€itém stadiu Zivota buiiky mohou ridit syntézu
exogennich viri, ale vétSina je pozménénych, pri¢emz jeden z genli nezbytnych pro sestaveni
infek¢nich Castic (gen env) je zmutovany nebo chybi, takZe nemaji mozZnost naruSovat bunécnou
sténu. U savcu predstavuji asi 8% genomu.

Retrotranspozony maji sekvence podobné endogennim retroviriim. U obratlovci se vyskytuji v
mensSim méritku. Replikacni a vélennovaci proces je stejny jako u retrovira, ale nemaji gen env,
nebo jej maji nefunkéni, takze nejsou infek¢ni.

Transpozony jsou pohyblivé sekvence, které nemaji virovou charakteristiku. Pfesun z mista na
misto se uskute¢iiuje pomoci enzymu transposazy. Jsou v genomech jak prokaryontu, tak
eukaryonti. Vysoky je vyskyt u kukufice — zpiisobuji zmény viditelnych znaku (zbarveni
perikarpu, aleuronové vrstvy, endospermu, tvar zrna, zbarveni listi aj.)
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Figure 6.18 Retrotransposition. B e

Compare with Figure 6.7, p. 124, and note that the events are
essentially the same as those that result in a processed

pseudogene.



(A) Retrovirus
LTR gag pol env LTR
~7 kb
(B) Tyl/copia retrotransposon
LTR  gag pol LTR

NN 00000 O

(C) LINE

(D) SINE

poly(A)
~0.3kb

Figure 6.19 Retroelements.

A comparison of the structures of four types of retroelement. Retroviruses and retrotransposons are LTR elements that possess
long terminal repeats at each end. The gag gene codes for a series of proteins located in the virus core, pol codes for the reverse
transcriptase and other enzymes involved in replication of the element, and env codes for coat proteins. LINEs and SINEs are
non-LTR retroelements or retroposons. Both have a poly(A) region (a long series of A nucleotides) at one end.



LINE a SINE

(Long interspersed nuclear element; short interspersed nuclear element)

Oba elementy patri mezi retropozony; tj. pavodné byly (a mohou byt) transkribovany
z genomové DNA (na RNA), reverzni transkripci prepsany do DNA a zabudovany do
nahodného mista na nékterém chromozomu. V podstaté maji charakter
procesovanych pseudogenii.

LINE vznikly z transkripti RNA polymerazy II, a SINE z transkripta RNA
polymerazy III.

Lidsky SINE (Alu family) je odvozen od 7SL RNA, zatimco u vétSiny savci jsou SINE
odvozené od tRNA.

LINE maji velikost priblizné 6 kb, a SINE asi 300 bp. Oba elementy kon¢i poly-A
sekvenci a jsou ohranic¢eny kratkymi pirimymi repeticemi (7 — 14 bp)

V genomu savci je pritomno 20 000 — 40 000 kopii LINE a az 1 milion SINE, které

jsou roztrousSeny na ruznych mistech genomu.



Tandemova opakovani (1)
Satelitni DNA

Satelitni DNA je charakterizovana velkym mnoZzstvim kratkych nebo dlouhych sekvenci,
které mohou zahrnovat nékolik milioni nukleotidi. Preferencné jsou asociovany s
heterochromatinem a jsou typickymi centromerickymi sekvencemi u vétSiny savcii. Rozsah a
pocet ruznych satelitnich DNA tfid u urcitého druhu jsou vysoce variabilni. Satelitni DNA je
typicky usporadana hierarchickym zpusobem. Nap¥. prevazujici mysi satelit je vytvaren
nejméné Ctyrmi urovnémi hierarchii opakovani. Devitinukleotidovy motiv GAAAAATGA
nebo jeho modifikace vytvareji trimer s délkou 28 — 30 bp. Tento element je duplikovany na
60 bp fragment a ten se dale opakuje ¢tyrikrat. Vysledny 240 bp element vytvari konecnou
jednotku v dlouhych usecich.
Lokalizace satelitni DNA v centromerach naznacuje, Ze ma urcitou strukturni funkci v
chromozomu, zi'ejmé ve spojitosti s procesem segregace chromozomii.

Telomerové sekvence
Telomery stabilizuji konce chromozémi. Témér vSechny znamé telomery sestavaji z
mnohanasobnych repetic; repeti¢ni jednotka u ¢lovéka je CCCTAA a vytvari elementy
nejméné 10 — 15 kb. Délka telomerové repetitivni oblasti se zkracuje vékem, a zkracovani

telomery muZe byt piimo korelovano s bunéénym starnutim.



Tandemova opakovani (2)
(Tandem repeats)
- malo repetitivni (kolem 10 kopii opakujiciho se motivu)
- stiredné repetitivni (10 — 10 000 kopii)
- vysoce repetitivni (10°— 10° kopii)

Minisatelity. Tyto elementy jsou vytvaireny 10 — 60 bp jednotkami, které mohou byt opakovany az
mnohotisickrat. Minisatelity v sav¢ich genomech existuji v nékolika rodinach, pricemz ¢lenové
kazdé rodiny vykazuji malou aZ vyraznou sekven¢ni homologii. Minisatelity jsou hypervariabilni

— skute¢nost, ktera byla vyuzita pro “DNA fingerprinting®.

Mikrosatelity. Ctvrta tfida tandemovych repetici je oznatovana jako mikrosatelity (nebo kratké
tandemové repetice — short tandem repeats, STR). Hranice pro tuto tiidu jsou spiSe zaleZitosti
dohody — mono-, di-, tri- a tetranukleotidové repetice mohou byt jednoznaé¢né klasifikovany jako
jednoduché repetice. Je vSak tireba zdiiraznit, Ze genom zahrnuje kontinuitu tandemovych
repetici vzhledem k délce repeti¢ni jednotky. Napr. nedavno byly charakterizovana lidska

hexanukleotidova repetice.

Vyskyt: V eukaryontnich genomech se hojné vyskytuje repetice (CA),. V sav€ich genomech je pritomna v

50 000 — 100 000 kopii (lokusech). Tyto elementy jsou rozptyleny v celém genomu. V nékterych oblastech maji
nizsi hustotu (centromery, telomery, organizator jadérka). V genomech jsou pritomny ve velkych poctech také
jiné motivy; podrobnéji o mikrosatelitech pojedname v souvislosti s genetickym polymorfismem.



Geneticky polymorfismus repetitivni DNA

Minisatelity: vhodné jsou takové minisatelity, které maji repeti¢ni jednotku 10 — 20 bazi.
Minisatelity jsou pritomny na nékolika mistech riznych chromozomi. V minisatelitech

se vyskytuji ¢etné mutace, jak v poctu repetici, tak v sekvencich. Pouzitim restrikéniho
enzymu, kterym nastépime genomovou DNA, naslednou elektroforetickou separaci v
agarozovém gelu a hybridizaci se zna¢enou minisatelitovou sondou ziskame unikatni vzory
(DNA fingerprints) pro kazdé zvire. Tato metoda je vyuzitelna pro ovérovani rodicovstvi, v
ochrané prirodnich zdroji, evolu¢nich studiich aj. Prispéla také ke genovému mapovani.

Telomerovy a satelitni (centromerovy) DNA polymorfismus: Polymorfismus
délky jako diisledek rizného poctu opakovani jednotek byl také pozorovan pro
centromerovou satelitni DNA. Podobné byl prokazan polymorfismus také v telomerovych
repeticich. Oba tyto typy polymorfismu mohou byt uziteéné v genovém mapovani, jelikoz
mohou definovat zaatek a konec chromozomovych ramének.

Polymorfismus mikrosatelitii: Polymorfismus mikrosatelitii je din opakovanim
rizného poctu jednotek (napr. CA). Studium tohoto polymorfismu bylo zjednoduseno
zavedenim a pouzitim PCR. Princip spociva v syntéze primeri — sekii DNA, které priléhaji k
mikrosatelitové oblasti, a tyto primery jsou vyuzity k amplifikaci téchto fragmentu.
Naslednou elektroforézou miiZeme identifikovat fragmenty rozdilné délky.

Studium polymorfismu mikrosatelitii se vyznamné uplatiuje v projektech studia genomi
hospodarskych zvirat, zejména pro genové mapovani, pro ovérovani rodicovstvi aj. Vyhodna
aplikovatelnost je umoznéna vysokym vyskytem mikrosatelitii, hypervariabilitou, a ve vétSiné
pripadi stabilni mendelistickou dédi¢nosti.



Nemoci zpusobené expanzi trinukleotidovych repetic

Pokud jsou uvniti nebo v blizkosti genii, mohou mit mikrosatelity, resp. jejich rizna délka, zavaziné
dusledky, napi. v heterogenni skupiné monogennich nemoci podminénych expanzi trinukleotidovych
repetic. Nejznaméjsim piikladem je Huntingtonova chorea, fatdalni neurologické onemocnéni s
ndastupem v dospélosti, projevujici se jako demence s extrapyramidovou poruchou motoriky. V genu
pro huntingtin je repetitivni sekvence (CAG)n, kterd koduje usek bilkoviny tvoieny zbytky glutaminu
(polyglutaminovy usek, polyglutamine tract). Za normdlnich okolnosti maji lidé méné nez 20
trinukleotidit CAG a tedy i glutaminii v huntingtinu, kde tyto tvoii diileZitou doménu pro interakce s
jinymi proteiny. Pokud se v§ak mutaci toto mnoZstvi zvétsi nad 30 glutaminii, protein nepracuje
spravné (jak presné je predmétem rozsahlého vyzkumu a je mimo rozsah tohoto textu) s vyslednym
progresivnim odumirdanim neuronii v nucleus caudatus. U jiného onemocnéni, myotonické dystrofie
(svalova dystrofie se svalovou slabosti provazenou paradoxné zvySenym svalovym tonem) se nachazi
patologicka expanze trinukleotidu CTG v 3" nepiekladané oblasti genu DMPK (dystrophia myotonica

protein kinase). Mutantni mRNA ma sama o sobé patogenni potencidl, skodi pravdépodobné
sekvestraci riiznych trankripcnich faktori.

Mechanismy expanze/zmenSeni tandemovych repetic

Prvnim mechanismem, ktery prispiva k polymorfismu tandemovych repetic je nerovnomérny
crossing-over. To je typické zvlasté pro vétsi repetice. Malé mikrosatelitni repetice ¢asto méni svoji
délku diky chybam pri syntéze DNA, napr. mechanismem ''klouzani'" polymerazy. Na Cele
replikace neni dvojita Sroubovice DNA jeSté extrémné stabilni a podléha vyznamnym termalnim
fluktuacim. Pokud pravé DNA polymeraza replikuje mikrosatelit, DNA Fetézce béhem fluktuace
nemusi reasociovat exaktné, ale s posunem o nékolik jednotek repetice. Tento mechanismus je
zesilen u nékterych typi repetic, které mohou stabilizovat metastabilni stavy tvorbou
dvouretézcové klicky, napr. CAG/CTG trinukleotid.



Minisatelitova sonda — pouZita pro test paternity u psi

(Southerniiv bloting, po Stépeni DNA enzymem Haelll)
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Fig. 12.2 A paternity test in dogs using Southern analysis with the enzyme Haelll
and a multi-locus human minisatellite probe consisting of 29 tandem repeats of a 16 bp

core sequence.

Prouzek 6 chybi u feny a u psa A, ale je pritomen u psa B a 4 §ténat.
Pes A tedy nemiiZe byt otcem Sténat.



Figure 6.17 The use of microsatellite analysis in genetic
profiling.

In this example, microsatellites located on the short arm of
chromosome 6 have been amplified by PCR. The PCR
products are labeled with a blue or green fluorescent marker
and run in a polyacrylamide gel, each lane showing the genetic
profile of a different individual. No two individuals have the
same genetic profile because each person has a different set
of microsatellite alleles, the alleles giving rise to bands of
different sizes after PCR. The red bands are DNA size
markers. Image supplied courtesy of PE Biosystems,
Warrington, UK, and reproduced with permission.



Mikrosatelity — fragmentova analyza (multiplex PCR)

*Three chromatograms are shown, one for each of three distinct
fluorophores.

*For each fluorophore, three or four loci are examined.

*The PCR primers are designed to give products with non-overlapping sizes
for loci using the same fluorophore.

DNA Profile — Crime Scene Sample
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http://bioinformatics.ucd.ie/shields/kjohnston/img6.JPG

Analyza genomu

Odhalovani variability DNA a celkova analyza genomu
zvirat zahrnuje:

a) identifikaci genetickych markeru
b) konstrukci genetickych map
c) konstrukci map QTL

d) lokalizaci a popis genu podilejicich se na projevu
uzitkovych vlastnosti

e) urCeni uplné sekvence DNA genomu
f) funkCni analyzu genomu

Cil: Vyuziti v selekci podporované markery (MAS) a
genomicke selekci



