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1. Gen to odcinek DNA odpowiedzialny za
kodowanie funkcjonalnego produktu.

2. W genomie wystepuje szereg sekwencji nie
bedacych genami.

3. Mitochondria 1 chloroplasty maja witasne

genomy.



Sekwencjonowanie DNA

(A) Poczatek syntezy nici
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Sekwencjonowanie DNA
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Sekwencjonowanie DNA

Co zrobic, aby zsekwencjonowa¢ DNA?

*uzyskac wtasciwa matryce

*wybrac startery

reakc)¢ 1 rozdziat zleci¢ wyspecjalizowanemu laboratorium
sprzeanalizowac uzyskane wyniki
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Sekwencjonowanie genomow

Glowny problem: reakcja sekwencjonowania si¢ga tylko do 1000 pz
estartery wewngtrzne lub DNA pocigty na krotkie fragmenty

*jak ustali¢ kolejnos¢ krotkich sekwencji?

jak zsekwencjonowac sekwencje repetytywne?

(A) Starter uniwersalny
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Sekwenmonowame genomoOw

Ha EmO-_bh f uenzae

Metoda shotgun

*losowa fragmentacja DNA
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/Zsekwencjonowane genomy

Organizmy o zsekwencjonowanych genomach (listopad 2004)
*66 prokariotycznych w tym szereg chorobotworczych
*wszystkie gtdbwne organizmy modelowe

*niecktore rosliny uzytkowe

eczlowiek



Podsumowanie

1. Gen to odcinek DNA odpowiedzialny za
kodowanie funkcjonalnego produktu.

2. W genomie wystepuje szereg sekwencji nie
bedacych genami.

3. Mitochondria 1 chloroplasty maja witasne
genomy.

4. Genomy wielu organizmow sa

zsekwencjonowane.



Wyktad 7

Regulacja ekspresji genow
* po co regulowac ekspresje genow?
* jakie sa mechanizmy regulacji ekspresji genow?

 na jakich poziomach ekspresja gendw jest regulowana



Regulacja ekspresji genow
Znaczenie regulacji ekspresji genow
*r0zw0j 1 rOZnicowanie
*odpowiedz na warunki srodowiska

eprocesy chorobowe

*wydajnos¢ organizmow uzytkowych



Regulacja ekspresji genow

Poziomy na ktorych ekspresja genow jest regulowana
«dostep do DNA

*inicjacja transkrypcji

*terminacja transkrypcji

*splicing

estabilnos¢ RNA

*inicjacja translacji

transport biatka

ciccie biatka

*modyfikacje posttranslacyjne biatka
*degradacja biatka



Dostep do DNA
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Regulacja struktury nukleosomowej chromatyny

ecuchromatyna 1 heterochromatyna - obszary o
strukturze rozluznionej lub zageszczone)

Dostep do DNA
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Dostep do DNA

Znaczenie struktury chromatyny dla uzyskiwania organizmow
transgenicznych

emiejsce integracji transgenu w genomie silnie wptywa na
poziom ekspresji

*sekwencje modyfikujace strukture chromatyny moga
niwelowac efekt pozycyjny
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Dostep do DNA

Metylacja DNA
*przylaczenie grupy metylowej do cytozyny
epowoduje zamknigcie danego obszaru chromatyny

*moze by¢ podtrzymywana podczas podziatow
komorkowych
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Inicjacja transkrypcy
Alternatywne czynniki sigma u E. coli
6’V - wariant gtowny
>4 - rozpoznaje geny metabolizmu azotu
*G3? - rozpoznaje geny aktywowane w wysokKiej temperaturze
G - rozpoznaje geny stacjonarnej fazy wzrostu
o' - rozpoznaje geny kodujace biatka wici

ot - rozpoznaje geny kodujace biatka wydzielane na zewnatrz
komorki

ctecl - rozpoznaje geny kodujace biatka transportu zelaza



Inicjacja transkrypcy

Operon laktozowy
przyktad mechanizmu regulacji transkrypcji

N ———
Lacl LacZ
*sekwencje o nieznanej funkcji *gen kodujacy enzym [3-
'mutacja (lacl) LacZ aktywny galaktozydaze
rowniez przy braku laktozy *ckspresja indukowana przez
laktoze

'mutacja (lacZ) brak zdolnosci
rozktadania laktozy

Pytanie: czy Lacl to czynnik CIS czy trans?



Inicjacja transkrypcy

Operon laktozowy
*wiemy ze: mutacja (lacl”) - LacZ aktywny rowniez przy braku laktozy

pytanie: czy Lacl dziala w cisczy w trans? ’ ®

—
Lacl LacZ Lacl LacZ
dziatanie CIs dziatanie trans
Lacl to sekwencja Lacl produkuje czynnik
regulatorowa LacZ regulujacy aktywnos¢ LacZ
emutacja lacl- powinna emutacja lacl- powinna by¢
by¢ dominujaca recesywna

T6° Pro* lacl- LacZ* x T6R pro Lacl* lacZ

fenotyp: ekspresja LacZ indukowana
wniosek: Lacl dziata w trans



Inicjacja transkrypcy

Operon laktozowy
*wiemy ze: mutacja (lacl”) - LacZ aktywny rowniez przy braku laktozy
'wiemy ze: Lacl dziata w trans

pytanie: czy Lacl koduje aktywator czy represor?

aktywator represor
- laktoza niezwigzany zwiazany

+ laktoza zwigzany niezwigzany

CO robi aktywuje hamuje

mutant aktywny nieaktywny

Lacl* LacZ* x lacl- lacZ aktywno$¢ LacZ
* -laktoza +laktoza

1. lacl-lacZ- - -
2. lacl-lacZ- LacZ? + +
3. lacl-lacZ- LacZ* Lacl* - +

wniosek: Lacl koduje represor




Inicjacja transkrypcy

Operon laktozowy - budowa 1 zasada dziatania
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Inicjacja transkrypcy

activator protein

Regulacja inicjacji transkrypcji u Eucariota 1 omers

*bardziej rozbudowane sekwencje regulacyjne mstart of

transcription
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Terminacja transkrypcii

WyboOr miejsca terminacji

. . promotor
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Splicing

Alternatywny splicing

eomijanie lub pozostawianie egzonu
swyci¢cie lub pozostawienie intronu
*wybor egzonu poczatkowego
*wybOr egzonu konczacego
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Stabilno$S¢ mRNA

Regulacja stabilnosci mRNA
*mechanizm zalezny od deadenylacji

esekwencje przyspieszajace degradacje
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Inicjacja translacyi

Regulacja inicjacji translacji

‘regulacja ogdlnego poziomu syntezy bialek
fosforylacja IF

‘regulacja specyficzna
synteza biatek rybosomalnych u E. coli
esynteza ferrytyny u ssakow
synteza transferyny u ssakow



 biatka

Transport
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Ciecie biatka
Obrobka proteolityczna biatka
poliproteiny
*odcinanie koncow biatka

swycinanie fragmentow ze srodka biatka
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Modyfikacje posttranslacyjne biatka

Modyfikacje posttranslacyjne - przylaczenie do biatka r6znych grup
chemicznych

ezmienia wlasciwosci biatka

Iodification Armine acids that are modified Examples of proteins

Addition of small chemical groups

Acetylation Liysine Histones

Iethylation Liysine Histones

Phosphotylation merne, threomne, tyrosine mome protems involved in signal transduction
Hydrosylation Proline, Iysime Collagen

MN-formyvlation I -terrnal glycine Idlelittin

Addition of sugar side chains

O-linked glycosylation werine, threonine Many membrane proteins and secreted proteins
H-linked glycosylation Lsparagine Many membrane proteins and secreted proteins
Addition of lipid side chains

Acylation mertne, threomne, cysteine Many membrane protems

A-mynstoylation I -terrrunal glycine mome protemn kinases involved m signal transduction
Addition of biotin

Biotinylation Liysine Warious carboxylase enzymes



