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mezinárodní konsorcium

DNA 12 anonymních dárců

Celera Genomics

5 dárců různé etnicity

mapování

whole-genome shotgun

paired-end sequencing, scaffolds



  



  

centromerické repetice
(makrosatelity), n Mb

telomerické repetice
(TTAGGG)n, 5-12 kb

tandemové repetice (mini- (TGC…ACG)n, mikro-satelity (CA)n)

rozptýlené repetitivní sekvence (Alu, L1, ...)

pseudogeny: kopie genů které ztratily funkci

geny (protein kódující, RNA kódující)

typy sekvencí v lidském genomu



  

introny (3.5 kb)
GT AG

geny  kódující proteiny

exony (120 bp)
AATAAATGA

TAG
TAA 3´ UTR (1 kb)

ATG

5´ UTR
promotor

1 2 3 95 6 874 30 kb

kódující oblast (1.3 kb)
                        (450 aa)

geny kódující nekódující RNA (ncRNA)

nejdelší gen: dystrofin (2.5 Mb, 89 exonů)
nejvíce exonů: titin (363 exonů)

genové rodiny

pseudogeny

počet genů: méně než 25 tisíc



  

geny (exony + introny) cca. 1/4
exony protein kódujících genů cca. 1.5%
mezigenová DNA

´junk DNA´     98.5%

podstata, původ a funkce ´junk DNA´ ?



  

21

300
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600 400

nepravidelná distribuce genů v genomu
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1500

2500
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5 m

100 m

450 m

550 m

600 milionů let

celogenomové duplikace
duplikace segmentů
tandemové duplikace
retropozice
vznik de novo

horizontální transfer genů
(také transfer z genomu organel)

původ genů



  

mobilní (sobecká) DNA

repetitivní DNA cca. 50%
nerepetitivní DNA

exony cca. 1.5%

repetitivní DNA



  

AAA

AAA

AAA

AAA

TTT
AAA

L1L1 (1)

L1 (2)



  

gen DMD
Xp21

2.5 Mb

~89 exonů

DMD - Duchennova muskulární dystrofie

duplikace cílové sekvence

inzerční mutace



  

L1

Alu
AA

AA

AAA

AA

AAA

AA

TTT
AA

Alu (2)

Alu (1)

AAA
AA

AA

AAA



  

1 2 3 4

1 2 3 4

1 2 3 4

inserce
1 2 3 4

vliv transpozonů na genom

delece
1 2 3 4

inverze
1 4

fluidita/plasticita genomu



  

  cca. 5% genomu, podobnost kopií >90%
  intra- i inter-chromozomální
  nejčastěji pericentromericky, subtelomericky
  substrát pro rekombinace (genomové choroby)
    RhD lokus, barvoslepost, mikrodeleční syndromy
    CYP450, CYP2D6 odpověď na léky (farmakogenetika)

segmentální duplikace v lidském genomu

http://humanparalogy.gs.washington.edu/build36/view/blowups/starburst.S5000.P0.95/chr16_5kb_95perc.pdf



  

velké fragmenty

střední fragmenty

malé fragmenty

fág λ
člo

věk

fág λ

mutant 1

mutant 2

mutant 3

člověk

pacie
nt 1

pacie
nt 2

pacie
nt 3



  



  

člověk

pacie
nt 1

pacie
nt 2

pacie
nt 3



  

gelová elektroforéza (úterý/středa) blotting na membránu (středa/čtvrtek)

hybridizace se sondou (čtvrtek/pátek)

restrikční štěpení DNA (pondělí/úterý)

Southernova metoda

autoradiografie (pátek/pondělí, nebo déle)



  

Southern
1975

Northern
Western



  

denaturace DNA

hybridizace primerů (annealing)
(mají délku kolem 20 bází)

syntéza nové DNA
termostabilní polymerázou

po proběhnutí jednoho cyklu se
jedna molekula DNA zmnoží na dvě

vstup
do dalšího

cyklu

po proběhnutí dvou cyklů se
jedna molekula DNA zmnoží na čtyři

po proběhnutí n cyklů se jedna 
molekula DNA zmnoží na 2n molekul

PCR
  Polymerase
  Chain
  Reaction

Mullis
1985



  


