TGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTG
GATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGA
TGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCC
TTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCT
AGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCC
TTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAG
! . ATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAG
E’ TCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGC
TAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTA
TGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTG
TGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTG

5 I GATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGA
TGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCC
TTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCT
AGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCC
) TTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAG
d

E8 4 ae 8

ATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAG
TCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGC

TAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTA
TGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTG
TGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTG
I : d k o GATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGA
I S y g e n O m TGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCC

. TTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCT
ad ro . AGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCC
J - TTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAG
g 4 o V4 ’ ATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAG

3 . 2 m I I Ia rd y pa ru baz I D NA TCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGC
TAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTA

(2X) TGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTG

mitochondrie:

16.5 kb kruhova DNA
nekolik g/mt, stovky mt/b)
geny pro 24 RNA + 13 proteinu

1 strana 1 800 znaku



LIDSKY GENOM
East 12 000

1 kniha 150 stran
270 000 znaku
tloustka 2 cm

cely genom
3.2 miliardy znaku
1.8 milionu stran
12 000 knih
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NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/
Sanger/EBI: http://www.ensembl.org/
UCSC: http://genome.ucsc.edu
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1 agascasacs ACAtLogoas Sagocaccada agUsagagre CLgYotoata Catocasasge

61 tgoagaatct grgaactgac atcadaccca Jasdgotacc sgaascadod ot oo s

121 coassasgecs ttgogetgas ctgoaggoat ggogoagbac aaaggoacca tgogogasge

. . . 151 tggocgggoc atgoacctga bcasgaagog tgagasgoag saggagoaga tggaggbgot
bIOInform atl ka 241 gaagoagoge ALCOCAdAdy SOacCatcat Jasgtoasss JLYgacasga agrtotoggo
301 acactacgac googbggagy cogagotgsa JLocagtacy JLogooctod tgaccotogas

36l tgacatgasy goocaagoagy aggocctgot gagogagogy gagatgoage togocasagag

471 ggagocagoty gagoascgoc ggatacagot ggagatgoty cgcgagasgy agogaagoog

451 agagogoasy COCRAaatOr COSACCLIEC CLLCAacgttdy gacgaggasy asgdtgaccs

E41 agaggacagc COCCaagUcd agagtgooga JULCCcacadt Jotoggagoca agaagaactt

601 gogoaagast coogatgtgy acacgagobt cobgoocgac cgogagoocy aggaggaogos
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hybridizace DNA

l denaturace DNA denaturovana
komplementarni
T T T T T T T T T DNA (sonda, primer)
L e e e e e e e e e o

< \

l renaturace N O
\
\

il | /\

i hybridizace




GC'Zl["ll'(l;lAATTCGGCCTAGT
. CGAACTTAAGCCGGATCA .
restrikCni endonukleaza
5 SCTTCARTTCGGCCTAGT 3
. CCGGATCA .

rozpoznévaciT(étépné) misto restrikCni stepeni DNA

GETES  AATTCRGCCTAGT i
. CGAACTTAA GCCGGATCA |

kohezni (lepivé) konce

GCTTGACTTCGGCCTAGT

i CGAACTGAAGCCGGATCA

X




gelova elektroforéza DNA

@ zaporna elektroda

O =0 O O = = = = start elektroforézy
(jamky, do kterych se pipetuji vzorky)

smér postupu elektroforézy

agarozovy gel

@ kladna elektroda

velké fragmenty

stfedni fragmenty

malé fragmenty
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klonovani DNA

2 plasmid s genem pro rezistenci k antibiotiku (R)
gen pro pfeménu bezbarvého substratu na barevny produkt (B)
\ rozpoznavaci misto pro restrikCni endonukleazu v genu B

\ plasmid linearizovany restrikCni endonukleazou

/ B\ fragment lidské genomové DNA

\ / vystépeny toutéz endonukleazou

v smisit, pfidat DNA ligazu
. \
//A 7z

rekombinantni plasmid recirkularizovany
\

s insertem lidské DNA puvodni plasmid,
\ gen B je funkéni



transformace hostitelskych bakterii l

‘_

rust bakterialnich klont na pudé
s antibiotikem a substratem

| 1 |

00
Q ......... U x i OOO O
bezbarvé UUU @, netransformované barevné
ez bakterie nevytvorFi :
Kolonie OOY y QQO kolonie

zadné kolonie
| N /]
| X




knihovny DNA £ L




sekvenovani DNA

GC?F%@CTAAGGCCTAGT

CGAATCGATTCCGGATCA

denaturovana DNA

+ primer + polymeraza

+ deoxynukleotidy G, A, T, C
+ dideoxynukleotidy G5 25 T9 C°®

>

TTTTTTTTTT1GCTTAGET®
L] | eeaaTeeatrecgeaTeal |11




GCTTAGCTAAGGCCTAGT®

GCTTAGCTAAGGCCTAG®

GCTTAGCTAAGGCCT

GCTTAGCTAAGGCCT®

GCTTAGCTAAGGCC®

GCTTAGCTAAGGC®

GCTTAGCTAAGG®

GCTTAGCTAAG®

GCTTAGCTA

GCTTAGCT

GCTTAGCT®

GCTTAGC®

GCTTAG®

GCTT

GCTT®

GCT®

GC®

|G‘







GCTTAGCTAAGGCCTAGT

M

[GCTTAGCTAAGGCCTAGT|
CGAATCGATTCCGGATCA




normalni
sekvence
CTGGOC CCOA AR ARG
137 138 139
Leu Ala Lys
: heterozygot

G
c:CCAAG

137 138 139
Leu Ala Lys
Pro




mezinarodni konsorcium

DNA 12 anonymnich darcu

mapovani

Celera Genomics

5 darcu rdzné etnicity

EaH ux

( fF iKde B X 0
g8 £k 3¢ B ou

paired-end sequencing, scaffolds



KEVIN
DAVIES

Rozlusteny
__genom

Pribéh
nejvétsiho
védeckého

objevu

nasi doby







geny kodujici proteiny

1 2 3 4 5 6 7 8 o 30kb
[ — —— R — R - WY
ATG GT AG TGA  AATAAA
exony (120 bp) introny (3.5 kb) TAG
5 UTR koduiici oblast (1.3 kb) TAA 3° TR (1 kb)
promotor (450 aa)

nejdelSi gen: dystrofin (2.5 Mb, 89 exonu)
nejvice exonu: titin (363 exonu)

genoveé rodiny
pocCet genu: méné nez 25 tisic
geny kodujici nekodujici RNA (ncRNA)

pseudogeny



geny (exony + introny) cca. 1/4
exony protein kédujicich genu cca. 1.5%
mezigenova DNA

junk DNA”  98.5%

podstata, puvod a funkce ‘junk DNA" ?



2500| nepravidelna distribuce gent v genomu
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puvod genu
celogenomové duplikace
duplikace segmentu
tandemove duplikace
retropozice
vznik de novo

A4

100 m

450 m

S

I I

950 m

600 milionu let

horizontalni transfer genu
(takeé transfer z genomu organel)



repetitivni DNA

exony cca. 1.5%
repetitivni DNA cca. 50%

nerepetitivni DNA

| ﬂ
0 0T O CERTTET AR 1 CVOCED A

mobilni (sobecka) DNA







DMD - Duchennova muskularni dystrofie

2.5Mb

Xp21
gen DMD | ~89 exonu |

inzeréni mutace

DMD intron 44 DMD exon 44
«— «—
10 20 30 40 50 60
5’aagacttacCTTAAGATACCATTTGTATTTAGCATGTTCCCAATTCTCAGGAATTTGTGT . , ,
3 ttctgaat g@AATTSTATGGTAAACATAAATCGTACAAGGGTTAAGAGTCCTTARACACA duplikace cilové sekvence

K‘;L Y W K Y K A H E W N E PRI O T
[}

(:EEAAAA ) CCTTTGTCACTAC
CTTTCTGAGAAACTGTTCAGCTTICTGTTAGCCACTGATTRAATATCTTTATATCAGATGA
GAAAGACTCTTTGACAAGTCGAAGACAATCGGTGACZAAT TRATAGAAATATAGTICTACT

K R L F Q E A E T L W Q(NAF)I K I D 5 5

X ]

|

GTAGGTTGCAAAARTTTTCTCCCATGTTGTAGGTTGC TCACTCTGATGGTAGTTTC AATGCCTAGGTTTTCTTCTAGGGTTTTTATGGT TTTAGGTTTAACGTTTARATCTTTAAT L1
CATCCAACGTTTTTAAAAGAGGGTACAACATCCAACGGACAAGTGAGACTACCATCAAAG TTACGGATCCAAAAGAAGATCCH TACCAAAATCCAAATTGCAAATTTAGAAATTA 4_,.’
Y T A F I K E W T T P Q R N V R I T T E I ¢ L N E E L T XK |I T ¥ P K V N L D K I
TTTTGCTGTGCAGAAGCTCTTTAGTTTAATTAGATCCCATTTGTCAATTTTGTCTTTTGT cCATCTTGMTTGATTTTTGTATAAGG'JPTAAGGAAGGGATCCAGTTTCAGCTTTCTACA
AAAACGACACGTCTTCGAGAAATCAAATTAATCTAGGGTAAACAGTTAAAACAGAAAACA GGTAGAACTTAACTAAAAACATATTCCACATTCCTTCCCTAGGTCAAAGTCGARAAGATGT

K A T C F S K L K I L D W K D I K D K T W R S N I K T Y P L F P DL K L K R C
TGCCATTGCTTTTGGTGTTTTGGACATGAAGTCCTTGCCCACGCCTATGTCCTGAATGGT TATGGCTAGCCAG'1"1'TTCCCAGCACCAT[&TATTAAATAGGGAATCCTTTCCCCATTGCTT
ACGGTAACGAAAACCACAARACCTGTACTTCAGGAACGGGTGCGGATACAGGACTTACCA ATACCGATCGGTCAAAAGGGTCGTGGT. TAATTTATCCCTTAGGAAAGGGGTAACGAA

A M A K P T K S M F D K GV G I D Q I T I A L W N E W C W K N F L S D G W Q K

GCGGCATTAT

e ———————————————
GTTTTTCTCAGGTTTGTCAAAGATCAGATAGTTGTAGATATGCGGCAAAAAAARARAARA
CAAAAAGAGTCCAAACAGTTTCTAGTCTATCAACATCTATACGCCGTTTTTTTTTTTTTT
N K BE P K D F I L ¥Y|N Y I H P F F F F F

AATATCTTTATATCATAATGAAAACGCCGCCA
TTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTYT TTATAGAAATATAGTATTACTTTTGCGGCGGT
F F F F F F F F FIF I K I D Y H F R R W

TTTCTCAACAGATCTGTCAAATCGCctgcaggtaaaagcatatggatcaagaaaaataga 3”°
AARAGAGTTGTCTAGACAGTTTAGCGgacgtccattttecgtatacctagttectttttatet 5°
K E VvV S R D F R

DMD exon 44 DMD intron 43
- -







vliv transpozonu na genom

1 2 3 4
—Wm A
1 2 4 4
- O
inserce | ——Z ==
1 2 3 4
1 .4 4

fluidita/plasticita genomu



