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Osnove nasljedivanja bioloske informacije

N anaNe, N

Molekula DNK sadrzi informaciju i predstavlja ,,nacrt” koji opisuje neki organizam.

4 baze (A, G, T, C) > komplementarno se sparuju u dvostrukoj uzvojnici:
UvijekA=T;, G=C

Deoxyribonucleotide (dNTP) :
.
Base ' Guanine  Cytosine

Sugar

Phosphate

5’ “ 3 =
OH Thymine  Adenine

Sugar Phosphate Backbone 3’
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Strukturu molekule DNK su na osnovu podataka Rosalind Franklin 1 Maurice
Wilkins prvi deducirali James Watson 1 Francis Crick, 1953. godine.
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Sto su satelitne DNK? (nas su zainteresirale oko 1985. ...)

P, 3
5

Molekula DNK sadrzi informaciju i predstavlja ,,nacrt” koji opisuje neki organizam.
Gen je segment molekule DNK koj1 odreduje neko svojstvo 1l funkciju.

Genom: sveukupna DNK u stanici
Density gradients RE digestionand Fluorescence in
andreassociation SOUutnemn biot Situ hybridization

it o
Geni: < 2% kinetics Rybridization
- .

Otkrivene oko 1960. — dodatna (satelitna)
frakcija pri izolaciji genomske DNK

) > > > > > > > eee

Jedinice ponavljanja (monomeri) obi¢no se razlikuju
Ostatak: ‘dark matter’, nekodirajuca DNK, <5% u nukleotidnoj sekvenci
najcesce segmenti ponovljeni u velikom broju kopija;
uzastopno i rasprseno ponovljene sekvence
3
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Satelitha DNK brasnara

Vera Gamulin
Purdica Ugarkovic
Organizam: zuti brasnar Tenebrio molitor, sakvencirali satelitnu DNK Miroslav Plohl

Prva sekvenciranja DNK u Hrvatskoj: 1986/87 na Institutu Ruder Boskovi¢

Prva procjena: oko 50% genoma izgraduje samo jedna satelitna DNK!

Petitpierre E, Gatewood JM, Schmid CW (1988) Satellite DNA from
the beetle Tenebrio molitor. Experientia 44:498-499
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Satelitha DNK brasnara

! | ] ] ] ! | ]
N D D D, e e, e, e, I, I, I, I, e
142 pb
Satelitna DNK brasnara Tenebrio molitor S | =

3%

(9

4R
A)) S




T; Razvoj tehnika sekvenciranja i istrazivanje satelitnih DNK

POVIJEST |1 FILOZOFIJA TEHNIKE
ZAGREB, FER,'240i 25 -LIPNJA 2025.

bt Satelitna DNK brasnara

Sekvenciranje prema Sangeru
r (dideoksi sekvenciranje, 1977.)

sekvenciranje

|

kloniranje

| 142 pb _I
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P Sekvenciranje prema Sangeru (dideoksi sekvenciranje, 1977.)
..TACTAGTATGCTCTATATA...  DNA sequence na sekvencu se vezuje klica, a
ATGATCA DNA polimeraza sintetizira

novi lanac
AT GATCAT
A TGATCAAA A T G C(C
A TGATCAAAC
A TGATCAAACG
A TGATCAAACTA
ATGATCAAACTTG
ATGATCAAACTTCA
ATGATCAAACTTCCT
ATGATCAAACTTCCAA
ATGATCAAACTTCCAAT
ATGATCAAACTTC CCAAAA
ATGATCAAACT T CC CAAAGT
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Ispravljac za elektroforezu sekvencirane DNK 1986/87

Tehnika: potreban je visokonaponski ispravljac napona do 3000 V s automatskom regulacijom struje (do 160 mA),
za vertikalnu elektroforezu u poliakrilamidnom gelu debljine 0,3 mm

- TEHUNICKE KARAKTERIGTIKE
KR RS, VolTe 250w weg 2LV 2 ol B L O e
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Satelitna DNK brasnara en o = 0w 0 @ s @ 1

. GAATTCTGTAGTTCTTGCGTCGTTTTACTTCGAAATGTACAAGTTCCACGACGAAATTCCCATTCGCACTT
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b. Ugarkovi¢, M. Plohl, V. Gamulin: Sequence variability E12
of satellite DNA from the mealworm Tenebrio molitor, 1
Gene, 83, travanj 1989, 181-183.
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DNA
500 bp
_——— e SES——— SE—

— I i N — ] Fl'agments

‘tylmﬁTGCNﬂﬁ .
..GCAGCCAATGC equences

L—F____J
Overlap

Satelitne DNK i razvoj tehnika sekvenciranja

Automatizacija, kapilarni sekvenatori,
baze podataka, informaticka analiza itd...

AACTTCCAAAGT
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g Satelitne DNK i razvoj tehnika sekvenciranja

Sekvenciranje nove generacije (NGS) i sekvenciranje dugih segmenata DNK (trec¢a generacija)

Specialized bioinformatics tools: Assembly-free NANOPORE SEQUENCING

At the heart of the MinlON device, an enzyme unwinds DNA,

.. e feeding one strand through a pmtgin‘pore. The_ un?que shape of r&i
strategyes for repetitive DNA analyses sl e b e f\,’\/ |

Size Satellite  Consensus Consensus
Proportion Proportion real probability length
[%] Adjusted[%]

6177 0.0331 225

~~~~~~~~~

Nanopore technology:
Telomere to telomere assembly

Satelitom — ukupan broj satelidnih DNK u nekoj vrsti
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Vrsta

Crassostrea gigas 52
Cydalima perspectalis 1
Diatraea postlineella 2
Eneoptera surinamensis 45
Gryllus assimilis 13
Hippodamia variegata 30
Locusta migratoria 60
Locusta migratoria 62
Megaleporinus macrocephalus 164
Meloidogyne arenaria 81
Meloidogyne floridensis 38
Meloidogyne incognita 56
Meloidogyne javanica 73
Oedaleus decorus 58
Ostrinia nubilalis 4

Pontastacus leptodactylus 258

Satelitom — ukupan broj satelidnih DNK u nekoj vrsti
E. Satovi¢-Vuksi¢, M. Plohl, Satellite DNAs-From Localized to Highly

% genoma

6.33
0.14
0.06
14
4
14.93
2.14
2.39
13.47
5.07
1.55
3.52
4.27
2.53
0.27
27.57

Razvoj tehnika sekvenciranja i istraZivanje satelitnih DNK

Satelitne DNK i razvoj tehnika sekvenciranja

Najzastupljenija
satelitna DNK (%)

1.29
0.14
0.04
141
1.35
9.37
0.97
0.98
2.78
0.31
0.14
0.24
0.21
0.62
0.15
10.91

Tenebrio molitor, satelitom: 11 satDNK, 28% genoma
Glavna, 142 pb monomer, tek 26,5%.

Sekvenciranje 3. generacije PacBio nije uspjelo poslozZiti
oko 50% genoma — problem su satelitne DNK

B. Oppert, ... E. Satovié-Vuksi¢, M. Plohl, .... (11
autora) The genome of the yellow mealworm,

Tenebrio molitor: it's bigger than you think.
Genes (Basel), 14(12), prosinac 2023, 2209,

Dispersed Genome Components, Genes (Basel), 14(3), ozujak 2023, 742.
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Opca teorija sustava (1968),
Ludwig von Bertalanffy:

Ludwig von Bertalanffy
Bec 1901. — Buffalo (SAD) 1972.

'...genom kao cjelina proizvodi organizam kao cjelinu.
Odredeni geni, medutim, u prvom redu odreduju smjer
razvoja odredenih znacajki - tj. djeluju kao glavni dijelovi'

'Mendelovi zakoni bili su korijeni genetike, ali —

Doktorat iz biologije i iz filozofije znanosti,

ali i dobro poznavanje matematike, biokemije,
biofizike, termodinamike, teorije informacije,
medicine, psihologije i psihijatrije, lingvistike...

_OPCA
“TEORUJA
- SUSTAVA

nasljednost, krizna razmjena, ucinak polozaja koda i
joS mnogo toga — bio je to samo mali dio genetickog iskustva...

Razvoj tehnika sekvenciranja i istraZivanje satelitnih DNK

Filozofska promisljanja o ciljnosti (svrhovitosti)

Uloge satelitnih DNK:

Organizacija i evolucija genoma

Struktura interfazne jezgre

Izgraduju centromere (dioba kromosoma)
Telomere (kromosomski krajevi)
Specijacija — nove vrste

Regulacija aktivnosti gena

Reakcije na promjene u okolisu
Formiranje i odrzavanje heterokromatina
Epigenetska regulacija genomskih funkcija
Stabilnost genoma

Nastanak tumora

Sprjecavanje nastanka tumora

Biljezi nekih bolesti

U forenzici, istrazivanje demografije

13
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Satelitha DNK brasnara

Tenebrio molitor satelitna DNK (zeleno)

boja: FITC (fluorescein isothiocyanate)

Kromosomi su obojeni flourescencijskom bojom DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole )

S vremenom analizirali cijeli niz satelitnih DNK razli€itih vrsta:
kukaca kornjasa, nematoda, skoljkasa

b. Ugarkovi¢, M. Plohl, V. Gamulin: Sequence variability
of satellite DNA from the mealworm Tenebrio molitor,
Gene, 83, travanj 1989, 181-183.
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s Nova paradigma: satelitne DNK rasprsene po cijelom genomu
Pacific oyster Crassostrea gigas — dispersed, relatively short arrays in the euchromatin of
all chromosomes; not in heterochromatin Satellitome: 52 satDNAs
P PP i A L PV
LD e e ) s . | ) e e ] e o e e e e e | s o e
LGE3 X 3 L
B e o L L B e - —_——
LGS e — B et | e 4 ] e e o] e s e
LG6 —_— : - —_—
LGT e il —— s i et
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3 satellite DNAs annotated on the
chromosomes of the last genome assembly
(Pefialoza et al. GigaScience 2021)
CgiSat03 (blue), CgiSat27 and CgiSat22 (red)
- only two pairs of heterochromatin blocks
M. Tunji¢-Cvitani¢, J.J. Pasantes, D. Garcia-Souto, T. Cvitani¢, M. Plohl, E. Satovi¢-Vuksi¢:
Satellitome analysis of the Pacific Oyster Crassostrea gigas reveals new pattern of satellite
DNA organization, highly scattered across the genome, Int. J. Mol. Sci., 22 (13), lipanj 2021, 6798

16
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Satelitne DNK i razvoj tehnika sekvenciranja

Third Generation (long-Read) Sequencing (PacB1o and Oxford Nanopore): reads > 100 000 bp; read and
assembly of large repetitive regions, e.g. Centromeres (> Mb) (extensive use 2015 — on)

NANOPORE SEQUENCING

At the heart of the MinlON device, an enzyme unwinds DNA,
feeding one strand through a protein pore. The unique shape of

each DNA base causes a characteristic disruption in electrical

current, providing a readout of the underlying sequence. W‘

DNA double

DNA base helix

Unwinding enzyme

Sequence A A C T C G T

ny >
/ N W‘H—H\l—l

Possible nearly gap-free end-to-end chromosome reconstruction

The complete sequence of a human genome. Science 2022
Nanopore technology
Telomere to telomere assembly - T2T consortium

21 years after the first presentation of ,,completed” human genome!

T2T sequences of other genomes are in progress.

17
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