Tutorial 4: Eukaryotni geny

Pokud méame k dispozici nukleotidovou sekvenci urcitého useku DNA a chceme zjistit jestli koduje
néjaky gen, pak ji miZzeme zadat do programu BLAST (konkrétné verze blastx) a prohledat znamé
proteinové sekvence. Nevyhody tohoto postupu jsou v podstaté dve.

Zaprvé, program BLAST nam nalezne jako ,hit* n&jaky protein, o kterém se mizeme domnivat,
7ze ma stejnou (nebo minimaln¢ podobnou) funkci a podobnou strukturu. Co nam ale BLAST
nefekne je informace kde sekvence kodujici protein zaciné a kde konci. Néco ndm muize napovédet
translace nukleotidové sekvence do sekvence proteinové, ale tisek mezi dvéma stop-kodony nemusi
odpovidat skutecné sekvenci proteinu. V eukaryotnich organismech se navic objevuje problém
existence introntl.

Zadruhé, i1 kdyz je to dnes nepravdépodobné, je mozné, Ze kddovany gen nemd v databazich
vhodné homologni sekvence. Pak nemtiizeme nachézet geny na zaklad¢ podobnosti, ale mizeme je

Nejprve si ukdazeme postup jak prochazet databazi sekvenci lidského genomu pokud zname
lokalizaci genu. Databazi sekvenci lidského genomu miiZzeme nalézt na strance
http://www.ensembl.org (je mozné se k nému doklikat i ze stranky http://www.ebi.ac.uk/). Databaze
ENSEMBL obsahuje nejen lidsky genom, ale i genomy dalSich eukaryotnich organismi. Pokud na
strance kliknete na obrazek sochy (byval to Michelangeliv David, co je to ted’ nevim), tak se
dostanete na lidsky genom. Zde naleznete né€kolik odkazl, které vedou napiiklad k hrubym
sekvencim. My si na ukazku nalezneme gen lidské cystathionin-B-synthasy (CBS), o které vime, ze
se nachdzi na chromosomu 21 nékde v oblasti 6,4 — 6,5 Mb. Proto kliknéte na odkaz karyotyp. Tim
se zobrazi schematicky obrazek vSech 22 somatickych a obou pohlavnich chromosomil.
Chromosomy jsou vyobrazeny s pruhy tak, jak to odpovida barveni pii mikroskopickém vySetfeni
karyotypu. Gen pro CBS se nachdzi na chromosomu 21, tedy kliknéte na néj a zvolte nejprve
,»Chromosome summary*. Objevi se vam stranka s vyobrazenim chromosomu nastojato a spolu s
Cetnosti genti, dalSich nekddujicich sekvenci (sekvenci piredpokladanych, ale neovétenych gent) a
dalSich elementi. Nahote se objevi schema chromosomu 21 zobrazené na Sitku. Zacatek
chromosomu zcela vlevo odpovida pocatku (0,00 Mb) a konec chromosomu zcela vlevo odpovida
konci chromosomu (cca 48,13 Mb). Abychom nasli CBS tak musime zoomovat v oblasti vlevo. Pak
by mélo byt mozné se dozoomovat k odkazu ,,CBS“. Pokud na né&j kliknete a kliknete na oznaceni
sekvence, tak se vam zobrazi seznam moznych transkriptii. Kliknéte na transkript cBs-001, ¢imz se
objevi jeho schema. Pak mlZete za kol spocitat pocet introntl, exontl, piipadné vzajemny pomér.
Miizete kouknout 1 na odkazy exon, transcript, protein a gene.

Introny a exony CBS byly v piipadé¢ databaze ENSEMBL identifikovany porovnanim jeji
nukleotidové sekvence a sekvence cDNA nebo cDNA fragmentl (tzv. expressed sequence tags, EST
). Nyni si jeSt¢ mizeme ukdzat jak by introny a exony identifikoval automaticky program. Mizeme
si to vyzkouset tak, ze v zdznamu genu CBS (nalezeny v minulém odstavci) kliknete vlevo na
Sequence. Sekvenci zkopirujte a vlozte do programu Genscan
(http://genes.mit.edu/GENSCAN.html). Program Genscan vam predpovi sestfizenou sekvenci
mRNA a proteinu. Pomoci programi, které znate z minula, si mlzete ovéfit jak uspéSny byl
program. Déle  mutzete  zkusit  eukaryotni  verzi  programu GeneMark. HMM
(http://opal.biology.gatech.edu/) nebo program FGENSH (http://linux1.softberry.com/berry.phtml?

topic=fgenesh&group=programs& subgroup=gfind).
Identifikaci introni a exonll podle sekvence cDNA si mizeme ukazat s pouZzitim programu

Splign (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sutils/splign/splign.cgi). Tomuto programu mizeme zadat kod
sekvence cDNA (jeho nalezeni nechdm na vés) a sekvenci genomové DNA. Misto genomové
sekvence vyberte cloveka a spust’te program.
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