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ZAJECIA nr 5

ZAGADNIENIA TEORETYCZNE DO PRZYGOTOWANIA
NA CWICZENIE: ,,Genom jadrowy i mitochondrialny”

Budowa genomu jadrowego i mitochondrialnego. Replikacja genomu jadrowego. Ekspresja genu

(transkrypcja i translacja).
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I. Czes¢ teoretyczna

Genom to catkowity DNA (kwas deoksyrybonukleinowy) zawarty w komorce danego
organizmu. Czasteczka DNA sklada si¢ z dwoch przeciwrownolegle utozonych tancuchow
polinukleotydowych, ktére owijaja si¢ wzajemnie tworzac podwdjng helis¢ (Rysunek 1).
Podwdjna helisa jest utrzymywana dzieki wigzaniom wodorowym miedzy adening i
przeciwlegla tyming (A-T) oraz cytozyng i przeciwlegla guaning (C-G). Liczba par zasad (pz)
jest uzywana do okreslenia wielkosci genomu (dlugosci DNA).

®
’//v para zasad
\@;i::iiiit[ Al ’O\

Rysunek 1. Schemat budowy DNA.
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1. Budowa genomu jadrowego

Genom jadrowy sktada si¢ z liniowych czasteczek DNA, zlokalizowanych w chromosomach.
Zawiera geny i sekwencje zwigzane z genami oraz DNA pozagenowe. Ludzki genom jadrowy
ma wielko$¢ okoto 3 miliardow par zasad (3000 mega par zasad, Mpz) i zawiera okoto 25
tysiecy genéw W pojedynczym zestawie chromosomow (n=23). Geny i sekwencje zwigzane z
genami stanowig 30% genomu, natomiast pozostala cze$¢ genomu (70%) to DNA

pozagenowe.

Genom jadrowy czlowieka (3000 Mpz)

Geny i sekwencje zwigzane z genami (900 Mpz) DNA pozagenowy (2100 Mpz)

DNA kodujacy - eksony (90Mpz) Pojedyncze sekwencje o matej liczbie kopii (1680 Mpz)

DNA niekodujacy (810 Mpz): introny, sekwencje Sekwencje powtdrzone (420 Mpz):

promotorowe, poczatkowe i koncowe genow, - powtdrzenia tandemowe (satelitarne DNA)

pseudogeny - powtorzenia rozproszone w genomie (retrotranspozony
i transpozony)

Catkowita dlugos¢ DNA w podwojnym zestawie chromosoméw (46 chromosomach) wynosi

okoto 6,4 miliardow par zasad.
Upakowanie DNA w chromosomach (Rysunek 2)

DNA jest upakowany w chromosomach dzigki potgczeniu z biatkami — histonami. Kompleks
DNA z histonami nazywany jest chromatyng. Podstawowg jednostka strukturalng chromatyny
jest nukleosom. Nukleosom zawiera dwuniciowy DNA o dlugosci 146 par zasad, owinigty
wokot rdzenia biatkowego, sktadajacego si¢ z oSmiu biatek histonowych (po dwa histony
H2A, H2B, H3 i H4). Nukleosomy sa polaczone ze sobg krotkimi odcinkami DNA
facznikowego. W wyniku zwijania si¢ nukleosomow powstaje struktura zwana solenoidem
lub wloknem o $rednicy 30 nm. Solenoid i nukleosomy mozna obserwowa¢ w jadrach
interfazowych w mikroskopie elektronowym. Natomiast podczas podziatu jadra
komorkowego, chromosomy wystepuja w stadium silnie skondensowanym i mozna je ogladac
w mikroskopie $§wietlnym. W chromosomie mitotycznym wyrdznia si¢ rami¢ krotkie (p),
rami¢ dlugie (q), centromer i telomery. Centromer utrzymuje razem dwa chromosomy

siostrzane (chromatydy) i jest miejscem przylaczenia si¢ mikrotubul. Jest on utworzony z
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wielu kopii sekwencji powtdrzonych tandemowo (heterochromatyna konstytutywna). W

obrebie centromeru powstaje kompleks biatek nazwany kinetochorem, ktory przylacza

podwdjna ) zwiniete siateczka chromosom
helisaDNA  nukleosomy solenoid petle chromatynowa mitotyczny
[ 1 | & [ | [ | [
. 3 ; ’VW% = «—— telomer
\smrf% -
N +—— ramie p
\A/;: - centromer
;%\ ‘ +«—ramieq
& <+— telomer
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Rysunek 2. Stopnie upakowania DNA w chromosomach.

podwojone chromosomy do wrzeciona podzialowego i umozliwia ich segregacje. Telomer to
region koncowy kazdej chromatydy, utworzony z setek kopii powtorzen tandemowych (5°-

TTAGGG-3’). Skracajg si¢ one podczas kazdego podziatu komorki.

Kazda komorka czlowicka (z wyjatkiem komorek rozrodczych) ma dwie kopie
chromosomow: jedng odziedziczong po matce, a drugg odziedziczong po ojcu. Kompletny
zestaw chromosoméw w komdrce to Kkariotyp. Tworzag go 22 pary homologicznych
chromosomow autosomalnych i jedna para chromosoméw pici: XX (kobieta) i XY

(mgzczyzna; Rysunek 3).
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Rysunek 3. Kariotyp komorki cztowieka (mezczyzna). Zrédio: U.S. National Library of
Medicine.
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2. Budowa genomu mitochondrialnego cztowieka (Rysunek 4)

Genom mitochondrialny (mtDNA) to kolista dwuniciowa czasteczka DNA, wystepujaca W
wielu kopiach. Jest dziedziczony wylacznie po matce (w komorce jajowej jest okoto 100 000
mitochondriéw, a w plemniku okoto 100; po zaptodnieniu ojcowskie mitochondria sg
niszczone). Ludzki genom mitochondrialny ma dlugo$¢ 16569 par zasad (co stanowi mniej
niz 1% catkowitego DNA w komorce). Zawiera 37 genéw, w tym 22 geny kodujace tRNA, 2
geny kodujace rRNA oraz 13 genéw kodujacych biatka tancucha oddechowego (cytochrom b,
3 podjednostki oksydazy cytochromowej, dwie podjednostki ATP-azy, 7 podjednostek
dehydrogenazy NADH). Pozostale biatka mitochondrialne (ok. 1500) sa kodowane przez
genom jadrowy. Geny kodujagce biatka mitochondrialne nie zawieraja introndw, lezg blisko
siebie 1 odstepy miedzy nimi sg niewielkie. Mutacje w genach mtDNA nasilajg si¢ w miarg

starzenia si¢ komorki 1 moga przyczyniaé si¢ do rozwoju choréb mitochondrialnych.

komérka jajowa ~— ____zygota
(=] =4
mitochondrium — = @ ..‘
>

(]
plemnik —

rRNA

H (RNA mitochondrialny

czlowieka

podjednostki NADH
dehydrogenazy

podjednostki
oksydazy _ podjednostki
cytochromowej syntazy ATP

Rysunek 4. Budowa genomu mitochondrialnego cztowieka.
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3. Replikacja genomu jadrowego (Rysunek 5)

Jest to proces syntezy nowej kopii genomu. Kazdy tancuch macierzystej czasteczki DNA
stuzy jako matryca do syntezy jednego nowego tancuch polinukleotydowego. Replikacja
rozpoczyna si¢ zawsze w tych samych miejscach czasteczki DNA, nazywanych miejscami ori
(ang. origin — poczatek). Do tych miejsc przylacza si¢ enzym — helikaza oraz biatka wiazace
jednoniciowe DNA. Helikaza odpowiada za rozplecenie dwuniciowej helisy i utworzenie
widelek replikacyjnych, natomiast biatka wigzace jednoniciowe DNA przeciwdzialajg
ponownemu potaczeniu si¢ obu nici. Za syntez¢ nowych nici DNA odpowiadaja polimerazy
DNA. Jedna nowa ni¢ DNA jest syntetyzowana w sposob ciggly (ni¢ wiodgca), a druga nowa
ni¢ jest tworzona w krotkich fragmentach (ni¢ opdzniona). Przerwy pomigdzy fragmentami

DNA s3 faczone przez enzym ligaze DNA.

polimeraza DNA

3 biatka wigzgce
5 jednoniciowe DNA
widelki replikacyjne
ni¢ wiodgca

KRl 5
5 3
V <
ni¢ opdzniona helikaza
3 "
5 polimeraza DNA

ligaza DNA

Rysunek 5. Schemat replikacji DNA z uwzglgdnieniem enzyméw uczestniczacych w tym

procesie.
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4. Ekspresja genu: transkrypcja i translacja

Gen jest odcinkiem genomu o okreslonej sekwencji zasad nukleotydowych, ktéry koduje
pojedyncze biatko lub RNA (tRNA lub rRNA).

Transkrypcja to przepisanie sekwencji nukleotydéw genu na sekwencje nukleotydow RNA.
Pierwszy etap (inicjacja transkrypcji) polega na utworzeniu kompleksu zlozonego z
polimerazy RNA i dodatkowych biatek (tzw. podstawowych czynnikéw transkrypcji) w
poblizu poczatku genu (miejsce promotorowe; najczesciej sekwencja TATA). W drugim
etapie polimeraza RNA przesuwa si¢ wzdluz genu, rozplata dwuniciowg helis¢ i syntetyzuje
pierwotny transkrypt (pre-mRNA) (zawsze w kierunku 5°-3”). W procesie tym biorg udziat 3
rozne polimerazy RNA:

e polimeraza RNA | - odpowiada za transkrypcje genow kodujacych rybosomalne RNA

(rRNA),

e polimeraza RNA Il - przeprowadza transkrypcje genow kodujacych biatka,

e polimeraza RNA Il - odpowiada za transkrypcj¢ gendéw kodujacych transportujgce
RNA (tRNA).

Transkrypcja konczy si¢, gdy polimeraza RNA napotka kodon stop.

Po transkrypcji, pre-mRNA kodujacy biatko podlega obrébce (dojrzewaniu) (Rysunek 6). Do
konca 5’ dolgczany jest nietypowy nukleotyd, zwany czapeczka, a do konca 3’ tancuch
poliadenylowy (250 reszt adenylowych). Nast¢pnie usuwane sa sekwencje niekodujgce —
introny (kolor czerwony) natomiast sekwencje kodujace biatko - eksony (kolor niebieski) sa
sktadane w catos¢. Istnieje rowniez mechanizm alternatywnego skfadania czastek mRNA, w
ktorym eksony w pre-mRNA sg sktadane w réznych kombinacjach, dzigki czemu z jednego

pre-mRNA powstajg rozne czasteczki mRNA kodujace rézne biatka w r6znych komorkach.
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Rysunek6. Proces dojrzewania pre-mRNA kodujacego biatko. Sekwencje kodujace — eksony

(kolor niebieski); sekwencje niekodujace — introny (kolor czerwony).

Translacja to proces syntezy tancucha polipeptydowego w oparciu o informacje¢ zawartg w
mRNA. Biatko jest polimerem aminokwasoéw polaczonych ze sobg wigzaniami peptydowymi.
Sposob w jaki sekwencje nukleotydowe mRNA sg thumaczone na sekwencje aminokwasowe
tancucha polipeptydowego okresla kod genetyczny (schemat w Czgsci praktycznej).

Etapy translacji:

e synteza aminoacylo-tRNA (przylaczenie wiasciwego aminokwasu do czgsteczki
transportujagcego RNA (tRNA),

e inicjacja, czyli przytaczenie czasteczki mRNA do matej podjednostki rybosomu (40S)
i dofagczenia tRNA z metioning do kodonu start (5’-AUG-3),

e elongacja, czyli wydtuzanie tancucha polipeptydowego: przytaczenie duzej
podjednostki rybosomu, wigzanie wiasciwego aminoacylo—tRNA i tworzenie wigzania
peptydowego pomigdzy dwoma aminokwasami,

e terminacja - gdy rybosom napotka na jeden z trzech kodonow ,stop”(UAA, UGA,
UAG)Ww czasteczce mRNA. Powstaty polipeptyd uwalniany jest z rybosomu, a MRNA
jest degradowane.
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I1. Cze¢$¢ praktyczna
1. Rozwigzywanie zadan dotyczacych odczytywania kodu genetycznego.

Biosynteza bialka zachodzi zgodnie z zasadami kodu genetycznego (Rysunek?7).
Korzystajac z tabeli kodu genetycznego, zapisz kolejno$¢ utozenia aminokwaséw w oparciu o

sekwencj¢ nukleotydow w mRNA: 5’-AUUAGGUUCGUGGGG-3’. Podaj sekwencj¢ nici
kodujacej 1 nici matrycowej DNA dla przedstawionego powyzej odcinka mRNA.

Druga litera

u c A G
uuu ucu UAU UGU u
o | uuc Fre | uce | o, UAC| W] uee| @5 | ¢
UUA UCA UAA STOP | UGA STOP| A
uuG | LeY | uca UAG STOP | UGG| Trp | G
. Cuu ccu CAU| his | CGU ul_
S cuc cce CAC CGC c|=
£ 1% cua|™ | cca|PP | caa G | CGA AG AN
"= CUG CCG CAG CGG G|C.
[N javl
E AUU || | ACU AAU | AGU| s |U|E
5 | p| AUC ACC | 1 | AAC AGC c| g
< AUA ACA AAA AGA AP
-3 Lys Arg
AUG Met | ACG AAG AGG G
GUU GCU GAU| 5o, | GGU u
6| GUC |y | GCC|,. | GAC GGC| g, | ©C
GUA GCA GAA| o, | GGA A
GUG GCG GAG GGG G

Rysunek 7. Tabela kodu genetycznego. Zrédlo: http://xaktly.com/GeneticCode.html

2. Klasyfikacja ludzkich chromosoméw w oparciu o polozenie centromeru oraz ustalenie

lokalizacji wybranych genéw w chromosomach (Rysunek 8 i 9).

Mapa cytogenetyczna (kariogram) pozwala na rozréznienie chromosoméw na podstawie
ich rozmiaru i potozenia centromeru, wyr6znienie w chromosomach zestawu prazkow oraz
okreslenie lokalizacji genéw (kazdy gen zajmuje state miejsce - locus na chromosomie).

Ze wzgledu na polozenie centromeru, ludzkie chromosomy dzieli si¢ na metacentryczne
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(centromer w $rodku chromosomu), submetacentryczne (centromer w poblizu $rodka)
I akrocentryczne (centromer w poblizu jednego z koncoéw). W celu ustalenia lokalizacji genu

prazki liczy si¢ zawsze od strony centromeru do konca ramienia p lub q chromosomu.

ramigp ——

centromer ——
centromery prd telomery

Mo Zeld Bjuazol| uniaiy

ramigq ——

chromosom chromosom chromosom
metacentryczny submetacentryczny akrocentryczny

Rysunek 8. Typy chromosomow cztowieka ze wzglgdu na potozenie centromeru i wzor

prazkowy chromosomu 7.
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Rysunek 9. Kariogram czlowieka. Zrédlo: https://prenumeruj. forumakademickie.pl/fa/2014/
06/dzien-z-cytogenetyka/
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Uczniowie dokonuja klasyfikacji chromosoméw czlowieka na podstawie polozenia

centromeru oraz opisuja lokalizacj¢ genu o locus 7931, 12p15i 17q12.

3. Metody badania ekspresji genu (Real Time — PCR) i ekspresji biatka (metoda Western
blot).

Metoda fancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. Real Time — PCR)
umozliwia jednoczesne powielanie materialu genetycznego 1 monitorowanie ilosci
powstajacego produktu (DNA) w kazdym kolejnym cyklu reakcji (Rysunek 10). Natomiast
metoda Western blot pozwala na ocen¢ zawarto$ci biatka (produktu genu) w materiale

biologicznym (Rysunek 11).

Uczniowie zapoznaja si¢ z zasadg metody RT-PCR (ang. reverse transcriptase PCR) i
Western blot oraz aparaturg. Analizuja rowniez wyniki badania ekspresji proteasomow w

tkance prawidlowe;j 1 tkance nowotworowe;j.
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Rysunek 10. Etapy metody RT-PCR.
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Rysunek 11. Etapy detekcji bialek metodg Western blot.
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