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Przyktady mutantow Drosophila

gen white: genotyp w/w

w+/w+ albo w+/w

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Mutacje rozwojowe

Antennapedia



Mutacje rozwojowe

Ultrabithorax



Istota genetyki mendlowskieg]
("szkolngj”)

- Jeden gen determinujgcy barwe kwiatu

- Allel “czerwony”, allel “biaty”

+ Jeden gen - jedna cecha

- Wystarczy, ze poznamy wszystkie geny, a
bedziemy mogli opisac, zrozumiec |
przewidzie¢ wszystkie cechy organizmu?

© wikimedia



Istota genetyki mendlowskieg]

- Za konkretnag ceche fenotypowa odpowiadaja allele pojedynczego
genu lub niewielkiej liczby genow

+ Prosta analiza genotypu pozwala przewidywac fenotyp

+ Funkcje genu poznajemy dzieki analizie fenotypu mutanta utraty funkcji tego
genu



Istota genetyki mendlowskie

- /a konkretng ceche fenotypowa odpowiadajg allele pojedynczego genu lub
niewielkigj liczby genow

 np. barwa kwiatu groszku - allele pojedynczego genu

+ zasadniczo prawdziwe na poziomie molekularnym - geny I ich produkty
(oiatka, RNA)

- mutacja jednego genu wptywa na synteze jednego biatka (chyba, ze nie)

- ale jak czesto cecha fenotypowa zalezy od aktywnosci pojedynczego
biatka (albo RNA)?



Cztowiek jako obiekt w genetyce klasyczne

B Mezczyzna (chory) 12 | 34
| Mezczyzna (zdrowy) ‘ |
@ Kobieta (chora)

13 14 23 24 13 14
(O Kobieta (zdrowa)

Cecha recesywna, autosomalna

<> Ple¢ nieokreslona Rodzice sa heterozygotami (nosiciele)



BOTH MY PARENTS WERE
COLORBUND, SO...

| W
Cztowiek mendlowski’ HEY. IF WE e
- Na ile taka prosta genetyka pozwala na THAN m’ NCD HNE A
opisywanie zmiennosci fenotypowe; BE”'ER-‘!HAN’E.\/BI CHANCE
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TRIVIA: 30% OF BIOLOGIST FIRST DATES
O©xkcd.com  DISINTEGRATE. INTO MAKING PUNNETT SQUARES.



http://xkcd.com

Istota genetyki mendlowskieg]

- Prosta analiza genotypu pozwala przewidywac fenotyp

- Kkrzyzujemy groszek o kwiatach biatych | czerwonych, jakie bedzie
potomstwo F1 1 F2 itp.

- w przypadku nietrywialnych cech zmiennosci prawidtowej taki wzor
dziedziczenia jest rzadko spotykany

-+ cechy wieloczynnikowe - na fenotyp wptywajg interakcje wielu genow |
czynnikow srodowiskowych

*  najwieksze wyzwanie wspotczesne] genetyki, np. w odniesieniu do cztowieka



Plejotropia I interakcje
genetyczne

- Plejotropia - jeden gen wptywa na wiele
cech

- rzadka u bakterii, czesta u ztozonych
eukariontow

- Interakcje genetyczne (epistaza) - wiele
genow wptywa na jedna ceche

mendlowskie

|otrop




Mapa genotyp-tenotyp

-+ Genom cztowieka: okoto 23 tys. genow, o
wiele wiecej roznych cech

- Plejotropia | interakcje genetyczne generuja
ztozonosc

- Koszt ztozonosci wg. Fishera - im bardzie;
ztozone relacje genotyp-fenotyp, tym mniej
prawdopodobne, ze losowa mutacja bedzie
korzystna

przestrzen genotypu

o«

przestrzen fenotypu



Modularnos¢ plejotropil

Module 2

Module 1




Jak czesta jest plejotropia”

20 «
54 cechy budowy
szkieletu ryby

/0 cech budowy
15 - szkieletu myszy

———

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Liczlba cech, na ktore wptywa 1 gen Liczlba cech, na ktére wptywa 1 gen

[Wagner and Zhang. Nature Reviews Genetics. 2011]



Metoda poznawcza genetyk

- Mutant (np. bakterii) niezdolny do syntezy leucyny (leu) -> identyfikacja genu
odpowiadajgcego za synteze leucyny

- W przypadku bardzie] ztozonych relacji genotyp-fenotyp konieczna jest
0StroznosC w Interpretaci

+  Cczy za wyksztatcenie cechy odpowiada pojedynczy gen’?

+ Cczy za zmiennosc¢ cechy odpowiada zmiennos¢ pojedynczego genu (to nie
to samo)?



Analiza mutacji a zmiennosc¢ prawidtowa

- Podstawa podejscia genetycznego - genotyp mutacji w genie daje informacje
o funkcji tego genu i jego produktu

- Mutacja pojedynczego genu moze silnie zaburzyC okreslony proces
 nNp. mutanty wingless u D. melanogaster - nie rozwijaja sie skrzyadta
+ prosta analiza
- ale w powstawaniu skrzydet biorg udziat produkty setek roznych genow

+czy ten sam gen decyduje o prawidtowe] zmiennosci tej cechy?



Defekty a
Zmiennosc prawidtowa

+ Achondroplazja

- Mutacja pojedynczego genu FGFR3 u
cztowieka

-+ cecha mendlowska, dominujgca (letalna u
homozygot)

- niski wzrost, nieproporcjonalnie krotkie
konczyny




Defekty a
Zmiennosc prawidtowa

Czy gen FGFR3 wystarczy do zrozumienia
genetyki roznic wzrostu u ludzi?

Nie - to nie jest cecha jednogenowa

W odziedziczalng zmiennos¢ wzrostu
zaangazowane jest conajmniej 200 genow

GIANT (Genetic Investigation of Anthropometric Traits), Lango et al. Nature.
2010 467(r317):832-8.




Defekty a zmiennosc¢ prawidtowa

- To, ze mutacja jakiegos pojedynczego genu catkowicie zaburza dziatanie
jakiegos systemu nie oznacza, ze

+Jest on jedynym czynnikiem odpowiadajgcym za ten system

- odgrywa on istotng role w prawidtowej (populacyjnej) zmiennosci tej cechy



Podstawowe pytanie genetyki

- W jaki sposoOb genotyp determinuje fenotyp”?
- Dla cech wieloczynnikowych | zmiennosci prawidiowe] wcigz wiadomo niewiele

- Badanie efektow mutacji w pojedynczych genach pomaga identyfikowac
elementy, ale nie wystarcza do zrozumienia catego systemu



Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission reguired for reproduction or display.
Komplementacja |
- Wiele mutacji dajacych taki sam, lub 4
podobny fenotyp St

Czy sg to mutacje w tym samym genie, czy
w réznych

lle gendw zwigzanych jest z dang funkcjg?




Podwojne heterozygoty cis | trans

m1, m2 — mutacje (bez znaczenia, czy w tym samym genie, czy w roznych

M m2 m1 +mM2
+mM +mM2 +mM T m?2
Uktad cis Uktad trans
Otrzymywanie;: Otrzymywanie;:

m1,m2 x wt (czyste linie) M1 x M2 (czyste linie)



Komplementacja

mi m_2 M M2
E— — e
+m1 +mM2 +m1 +mM?2

W uktadzie cis fenotyp zawsze aziki, niezaleznie od tego,
czy m1 i1 m2 sa w tym samym genie, czy w roznych.

Warunek m1 | m2 recesywne.



Komplementacja

M1 +M?2 M +M?2
I L I
] ] 0 ]
+M’ M2 +mM m2
Jest funkcjonalny allel Oba allele
jednego | drugiego genu niefunkcjonalne

W uktadzie trans test daje odpowiedz

Warunek m1 1 m2 recesywne.



Test komplementac) — wersja najprostsza

- Podwadjna heterozygota trans
- Fenotyp dziki — komplementacja, rozne geny
+ Fenotyp mutanta — brak komplementacji — ten sam gen

- Tylko dla mutacji recesywnych



Komplementacja

ele b*/b* e*le* blb
Black body color Black body color

e*le b*/b
Wild-type body color
resulting from
complementation of the
two mutant genes

Peter J. Russell, iGenetics: Copyright © Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.



Grupy komplementacii

white 1 cherry to allele tego samego genu
white | garnet to allele w roznych genach

le jest gendow w tym doswiadczeniu? Ktory gen ma wiele alleli’?

Mutation white gamet ruby vermilion cherry coral apricot buff carnation

white - e +
garnet - 4
ruby -
vermilion

cherry

coral

apricot

buff -
carnation

| + o+ +

| + + + |
| + + + |
| + + + |
| + + + |

| + + + + + + + +



Cistron

Mutacje w obrebie tego samego cistronu nie komplementujg

a) Complementation

Phage with E. coli
mutation in rlmﬂ‘ K12()\)
/\\/\
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/ rm
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Peter J. Russell, iGenetics: Copyright © Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.



Geny | chromosomy

Dwa allele genu — dwa chromosomy homologiczne u organizmow diploidalnych

R S "'{ ST A e e Sy S P T e e -
A L R R e oy et Sy S

Homologous chromosomes in pairs

Genes are part of chromosomes

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Geny | chromosomy

Segregacja alleli do gamet (I prawo Mendla) koreluje z zachowaniem chromosomow
podczas mejozy

Each pair separates Each pair separates

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Geny | chromosomy

Niezalezne dziedziczenie alleli roznych gendw — niezalezna segregacja roznych
chromosomow
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Nonhomologous chromosomes assort independently

1/4 1/4

All possible gametic combinations are formed with equal probablility

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Chromosomy ptcl

- U wielu (ale nie wszystkich) organizmow ptec jest determinowana przez specjalng pare chromosomow
- Ssaki tfozyskowe

+ XX £ XY 3

+ Y niezbedny do rozwoju fenotypu meskiego, X0 (zespot Turnera) fenotypowo kobiecy

- Drosophila

+ XX #; XY

+ Fenotyp determinowany przez stosunek X do autosomow, X0 fenotypowo samiec (nieptodny u D. melanogaster)
- Ptaki, owady, niektore jaszczurki

- IW R:2Z2 8



Sprzezenie z picig

Cross A Cross B
. red ? x white 6\ white? x red d‘
.
F
1/2 red ? 1/4 red
(2459) (129)
 1/4red 8 e Thomas H. Morgan - 1910
< (1011) (88)
1/4 white 1/4 red 6‘
(782) (132)
1/4 white 3

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005

(86)



Sprzezenie

Geny lezace na roznych chromosomach spetniajg |l prawo Mendla

Dla 2 gendw:
Gametes 4 rownoliczne klasy gamet

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Sprzezenie

Allele gendw lezacych na tym samym chromosomie dziedziczg sie razem — sprzezenie

Gametes Dla 2 genow:
2 rownoliczne klasy
gamet rodzicielskich

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Sprzezenie

Crossing-over (rekombinacja chromatyd niesiostrzanych)

A --’c.i.-'q‘;l;-:gu;'t.xa;.;..;.";-';f.,'.._. B o .
Al ' B -~ Nonsister
0 @il b~ chromatids
0 el A b

{ ; Dla 2 gendw:

2 rownoliczne klasy gamet rodzicielskich
2 rownoliczne klasy gamet zrekombinowanych
Klasy zrekombinowane mnigj liczne od rodzicielskich

Noncrossover
gamete

J oK .Li‘!’."‘"‘.\" “““"L;l;
Crossover
gamete

GCametes

a b
il il
Noncrossover

gamete

Crossover
gamete

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Mapowanie gendw

Aby powstaty gamety zrekombinowane, crossing-over musi zajs¢ pomiedzy genami (loci)
(a)

Exchange Gametes

powstajg gamety zrekombinowane

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Mapowanie gendw

Prawdopodobienstwo crossing-over pomiedzy genami jest proporcjonalne do
odlegtosci miedzy nimi na chromosomie

Liczebnosc klas rodzicielskich w potomstwie jest miarg odlegtosci genetyczne;



Mapowanie

-+ Jednostka cM (centymorgan) = 1%
rekombinacii

- W rzeczywistosci zaleznos¢ nie jest liniowa

- Podwaojny crossing-over — gamety typu
rodzicielskiego

- Interferencja — zajscie crossing-over w
danym miejscu wptywa na
prawdopodobienstwo zajscia kolejnego w
poblizu




Podwodjny c-0 — jeszcze bardzie| ztozony

(a) Two-strand double exchange

No detectable
recombinants

(b) Three-strand double exchange

A -

— "

;_ 50% detectable
recombinants

a b

(c) Four-strand double exchange

100%
— detectable
recombinants

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Funkcja mapowa

- Zaleznos¢ odlegtosci genetycznej od
czestosci rekombinaciji ln(l —_— 29)

- Funkcja mapowa Haldane’a d

- wielokrotne c-o0, bez interferencii 2

+ Funkcja Kosambi’ego 1 —|— 29
- uwzglednia tez interferencje, szeroko ln( 1 2 9 )

stosowana d _

- Dla matych 6: d=0 4




Funkcja mapowa

- Wraz ze wzrostem odlegtosci czestosc
obserwowanych c-o dazy do 0,5

- Dla genow niesprzezonych
“rekombinantow” jest 50%, podobnie jak
dla gendw lezacych w dostatecznie duzej

odlegtosci

Frequency of

0.5

‘% 0.4 p= 17(1_e-2d)

s 0.3

£

= @,

= 0.2

S 0.1

v

0 1.5 2.0 2.5
L | l 1 1 |
0 1 2 3 4 5
X =2d

l | | I l |
0 50 100 150 200 250



Metody badawcze | strategie genetyki | genomiki



L ektura

- Allison "Podstawy biologii molekularnej”, rozdziat 8 1 9



Czym jest inzynieria genetyczna?

+ Ang. recombinant DNA — manipulacje DNA in vitro

- 1zolacja | amplifikacja DNA i cDNA

- mapowanie | sekwencjonowanie DNA

- tworzenie nowych czgsteczek DNA
+ przez rekombinacje czasteczek naturalnych

* przez synteze de novo

+wprowadzanie konstruktow DNA do komorek | organizmow
+  modyfikacje syntezy biatek
+ekspresja heterologiczna

+ bloinformatyka



A CO nie jest Inzynierig
genetyczng?

Inzynieria embrionalna (np. klonowanie)

Tworzenie nowych form organizmow przez
selekcje




astosowania

Badania podstawowe

Biotechnologia

Granica miedzy badaniami podstawowymi a stosowanymi jest ptynna, stosowane techniki sg
podobne, roznice dotycza gtdwnie skali.



Podstawowe techniki

- |zolacja DNA lub RNA
- CcDNA — izolacja RNA 1 przepisanie na DNA
+ Chemiczna synteza DNA de novo
- PCR
+ Klonowanie DNA
+ Mutageneza losowa | ukierunkowana
- W tym wprowadzanie modyfikacji do genomu
- Wykrywanie DNA, RNA | biatek

+ Sekwencjonowanie



Tradycyjny odczyt sekwenci

- Metoda Sangera

- Synteza DNA w obecnosci analogow
nukleotydow (forma dideoksy)
terminujacych reakcje na okreslonym
nukleotydzie

-+ Znakowanie radioaktywne, osobne reakcje
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ekwencjonowanie
automatyczne

+ Dideoksynukleotydy znakowane
fluorescencyjnie (4 kolory)

- Elektroforeza kapilarna
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Sekwencjonowanie - postep SBEED READING

teC h n ICZﬂy Genomes can now be sequenced around 50,000 times faster than in 2000.
100.000.000 -+ B T e I e B B Bl e
Koszt SekweanOnOwania m|$dzy 1999 3 -g Ty o SRR Cr R R e Lt e
2009 obnizyt sie 14 000 razy g YRR | NP ML O P ) ok A okl A T
PerkOéé OdCzth Sekweani mIdey 2000 a .g 100,000 Fooos o sousnisasiasonsos stssssassassnsnssossassasssossaisssasessass
2010 r. wzrosta 50 000 razy g {4l
Cel: sekwencja genomu jednej osoby za § 1000
1000% osiagniety 2
2000 . 2005 2010

Im wiece] znamy sekwenciji, tym tatwiej
poznajemy kolejne © 2010 Macmillan Publishers Limited. All rights reserved




Sekwencjonowanie wysokoprzepustowe

- Tzw. deep sequencing, sekwencjonowanie nowe|] generacji (NGS)
- Generowanie w jednym przebiegu miliondw niezaleznych odczytow
+ Pojedyncze odczyty krotkie (25-400 bp)

+  /astosowania

+  sekwencjonowanie nowych genomow
* resekwencjonowanie
* Np. analiza zmiennosci

+ pbadanie ekspresji przez sekwencjonowanie cDNA



Sekwencjonowanie

Gtownym wyzwaniem w sekwencjonowaniu
nie jest sam odczyt sekwencjl

Odczytywane fragmenty sg krotkie

do ~700-800 nt (sekw. tradycyjne
Sangera)

50-400 nt (NGS)

Istniejga metody (PacBio, Nanopore)
dajace diugie odczyty (>10 000 nt), ale z
licznymi btedami

Wyzwaniem jest ztozenie dtugiej sekwencii
z tych krotkich fragmentow



Genomika

- Genomika jest dziedzing zajmujaca sie badaniem catych genomow (kompletu
iInformacji genetycznej) roznych organizmow

- Techniki biologii molekularnej + robotyka + informatyka
- Sekwencjonowanie | charakteryzowanie genomow

- Badanie funkcji zawartych w nich genow - genomika funkcjonalna



Metagenomika

+ |zolacja DNA ze srodowiska | sekwencjonowanie

- Jedyny sposob badania mikroorganizmow, ktore nie daja sie hodowac



Metagenomika

Analiza sekwencji catosci DNA
wyizolowanego ze zbiorowiska organizmow




Odkrycia dzieki
sekwencjonowaniu

- Tajemnicza UCYN-A

- Sinica (cyjanobakteria)

doi:10.1038/nature08786 nature

LE | TERS

Metabolic streamlining in an open-ocean
nitrogen-fixing cyanobacterium

H. James Tripp’, Shellie R. Bench', Kendra A. Turk’, Rachel A. Foster’, Brian A. Desany?, Faheem Niazi’,
Jason P. Affourtit’ & Jonathan P. Zehr'

 Niewielki genom (1,4mln par zasad, 1200
genow)

- Brak zdolnosci fotosyntezy, cyklu Krebsa,
syntezy niektorych aminokwasow

- Zdolnosc asymilaciji azotu

- Symbioza (gospodarz - Haptophyta,
Primnesiophyta - jednokomorkowe glony)

- Jeden z gtdwnych czynnikow asymilacji
azotu w srodowisku morskim

Candidatus Atelocyanobacterium thalassa
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L oklarcheota

- Typ w domenie Archaea

Zidentyfikowany na podstawie analiz
metagenomowych

Zaden przedstawiciel nie zostat
wyizolowany ani wyhodowany!

Najblizej spokrewniona z Eukaryota

- Posiada geny kodujgce biatka
umozliwiajace tworzenie ztozonych struktur
btonowych

Tak mogt wygladac gospodarz
endosymbiozy, ktora data poczatek
Eukaryota

< Eukarya
M Lokiarchaeota
W Korarchaeota

Aigarchaeota

Thaumarchaeota

Crenarchaeota

< Euryarchaeota
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Complex archaea that bridge the gap
between prokaryotes and eukaryotes

Anja Spang'*, Jimmy H. Saw'*, Steffen L. Jorgensen®*, Katarzyna Zaremba-Niedzwiedzka'*, Joran Martijn', Anders E. Lind',
Roel van Eijk't, Christa Schleper®?, I
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Wielkie projekty

+ Projekt 1000 genomow - roznorodnosC genetyczna cziowieka

+ obecnie dane catogenomowe dla dziesigtkow tysiecy osob (np. UK
BioBank)

- Metagenomika mikrobiomu przewodu pokarmowego cztowieka
- Genomy wymartych gatunkow (np. Neandertalczyk)

-+ Sekwencje genomow wszystkich gatunkow organizmow zywych



RNA-seq - badanie ekspresji genow

mRNA CNS and adult head {by strand} [log2 converted]

~— s nn ~ n — [ T L | ™ & rnmn

— ] e e AA
= E—

RNA fragments l

with adaptors

ATCACAGTGCGACTCCATAAATTTTTCT

CGAAGGACCAGCAGAAACGAGAGENN) Short sequence reads A\ ABI R o\ bt | ] e
GGACAGAGTCCCCAGCGGGCTGAAGGGS d m ! = Seriias - g 3
ATGAAACATTAAAGTCAAACAATATGAA At e e meon S SErRRCE RE0EE Cleris . e _

|

ORF =~
Coding seQuence = ———————————— ] N fat body and salivary glands (by strand) [log? converted]
SR o
e ‘
-~ R AV AV AV IV AVAVAVAVLY 0
Sd g AAARAR i
Junction reads = = = — A d read Ces erarreary Oy En ;
Sy — L . poly(A) end reads 7T e ep—y e
=== = S S G el iy ol i e D
— —- — =5 Mapped sequence reads g ! i i 1 el

Base-resolution expression profile

e —
/ \1 W ) ]"M \l ]\(f \

\ A’
/ \'ﬂ Wq

\

RNA expression level

Nucleotide position

Nature Reviews | Genetics



Sekwencjonowanie nowe| generacji — wyzwanie dla bioinformatyki

+ Krotkie odczyty (50-150 nt)
* pojedyncze
- “paired-end”
+ Problem identyfikacji | sktadania sekwenci

- Indeksowanie | multipleks



Czym jest znajJomosC genomu

- Nie Jest "odczytaniem ksiegi zycia”

+ Sama sekwencja nie daje jeszcze zrozumienia, jak funkcjonujg komorki
- Ale jest niezwykle cennym narzedziem w badaniach

+ Sekwencja nie jest lekarstwem

- Ale bardzo pomaga w zrozumieniu mechanizmow chorob | wynajdywaniu
Nnowych terapll



Czy warto badacC genomy

- Nowoczesne techniki generujg bardzo duzo danych
- Dwa podejscia
+ “hypothesis driven” — dane zbierane dla zweryfikowania jakie|s hipotezy

- “data driven” — dane zbierane bez wstepnych zatozen, potem wyszukiwane
W nich prawidtowosci



Koniec hipotezy”?

- PodejScie zaktadajace poszukiwanie prawidtowosci w duzych zbiorach
danych, zbieranych bez wstepnych zatozen, moze byC produktywne

+ Ale niesie tez (dobrze znane w literaturze) ryzyko

- Lem, S. Cyberiada, Wyprawa szosta: czyli jak Trurl | Klapaucjusz demona
drugiego rodzaju stworzyli, aby zbdjce Gebona pokonac., 1965.


http://www.portalwiedzy.pan.pl/images/stories/academia_2012/academia_2013/022013/004-008_golik.pdf

‘[...] 1 pomatu diabli go zaczynali brac, bo juz mu switato, ze
wszystkie owe catkiem prawdziwe | ze wszech miar sensowne
INnformacje zupetnie nie sg mu potrzebne, gdyz robit sie z tego

groch z kapustg, od ktorego gtowa pekata, a nogi drzaty.”

-Stanistaw Lem, “Wyprawa szosta [...]”



