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Johann Gregor Mendel

*20.7.1822, HynCice
t6.1.1884, Brno

e Zakladatel genetiky

* Objevitel zakladnich zakon( dédi¢nosti
e Zakon o uniformité F1 generace
e Zdakon o ndhodné segregaci genll do gamet
e Zakon o nezavislé kombinovatelnosti alel
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Zakladni pojmy

e Genetika

* obor zabyvajici dédi¢nosti a variabilitou kvantitativnich a kvalitativnich znakud vsech zZivych
organismu

* Gen
« zakladni jednotka dédicnosti (genetické informace)
* konkrétni usek molekuly DNA, ktery nese informaci pro tvorbu bilkoviny nebo nukleové kyseliny
* sklada se z exonU a intronu
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Zakladni pojmy

e Chromozom Chromosome
Nucleus Chromatid Chromatid

* funkcni celek dédicného zaznamu genetické informace v
bunce

* jadro bunky — 22 parl autozomu + 1 par gonozomu

B2 T Solenoid
loops

* Lokus
e umisténi genu na urcitém misté na konkrétnim
chromozomu
 Alela

* konkrétni forma genu

Image adapted from: National Human Genome Research Institute.



Zakladni pojmy

e Genomika

* obor genetiky, ktery se snazi stanovit Uplnou genetickou informaci organismu a interpretovat ji v
terminech Zivotnich pochod(

* Heterozygot

Dominant Recessiv Dominant
e dvé ruzné varianty (alely) daného genu nebo jeho Casti homozygot homozygot  heterozygot
* Homozygot
e dveé stejné varianty (alely) daného genu nebo jeho ¢asti B B b b B b




Zakladni pojmy

* Polymorfismus
* existence nékolika (prinejmensim dvou) alel pro dany gen, z nichz nejméné ¢asta ma populacni
frekvenci alespon 2 1%

* Mutace

* procesy, pri kterych dochazi ke zméndm v genotypu v dusledku plsobeni riznych faktord
prostredi
* méneé Casta alela ma populacni frekvenci < 1%




DNA vs. RNA

molekula DNA = kyselina deoxyribonukleova
— Dvousroubovice — 2 fetézce v opacném smeéru
— Polynukleotidovy retézec
* Dusikata baze (T, A, C, G) spojend vodikovymi mUstky
» Zbytek kyseliny fosforecné
* Cukerna slozka — deoxyrib6za

molekula RNA = kyselina ribonukleova

— jednovlaknova

— Polynukleotidovy retézec
* Dusikata baze (U, A, C, G) spojend vodikovymi muUstky
* Zbytek kyseliny fosforecné
* Cukerna slozka —ribdza

— Typy — mRNA, tRNA, rRNA
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Ustfedni dogma molekularni biologie

Replikace
< (syntéza DNA) )
DNA

=]
=
‘ Transkripce

Jadro

(syntéza RNA)

RNA
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‘ Translace

(syntéza proteinu)

PROTEIN

QW

aminokyseliny

Cytoplazma - ribozomy




Replikace DNA

= tvorba kopii molekul DNA zajistujici prenos genetické informace z materské do dcefiné bunky

e S-faze bunécného cyklu

* semikonzervativni proces — 1 nové + 1 staré vlakno

* Slozky potrebné pro replikaci
e templat — materské vlakno
e primer — kratky oligonukleotid s volnym 3°OH koncem
* enzymy
* nukleotidy




Replikace DNA

* Vznik replikacni vidlice
* helikdza — umoznuje oddalit obé molekuly
dvojsroubovice
* SSB proteiny — napomahaji udrzet vlakna rozdélena

 DNA primaza — tvorba RNA primer0

* Replikace je zahajena ve specifickych mistech —
pocatcich replikace (,origins”)

 DNA polymeraza - katalyzuje prodluzovani retézce

* sekvence nového vlakna dle principu
komplemetarity bazi - adenin + thymin (2 vodikové
muUstky) a cytosin + guanin (3 vodikové mustky)

* syntézaod 5" konce ke 3" konci

5 3

Vedouci Fetézec
\.f\ ,\

/’}\,\ .

/

Nové syntetizovany fetézec

Okazakiho fragment

Novy Okazakihno ~RNA-primer

fragment \ ré

Vaznouci retézec

Sviraci protein

_ DNA-polymerasa

Rodicovska DNA

DNA-helikasa

\Vazebny protein pro udrzeni
jednofetézcove struktury DNA



Replikace DNA

Templatova vlakna antiparalelni — jeden retézec opozdén

* Vedouci retézec — jeden RNA primer na zacatku, replikace probiha bez preruseni

e Opozdujici se retézec — ve smeéru 5°- 3" se diskontinuitné tvori kratké Okazakiho fragmenty (kazdy

z nového RNA primeru), které se nasledné spoji DNA ligaza

RNA primery jsou odstranény 5-3"exonukleazovou a nahrazeny 3’-5"polymerazovou aktivitou

3'

5 '
leading strand ’ \
most recently
5’ . 5’
g D3 = synthesized 3 5 3/ o
3! DNA 5
5! . =

3 lagging strand with 3’
Okazaki fragments
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prepis informace v podobé sekvence DNA do sekvence RNA

jadro buriky kw Y o -

templat - vliakno DNA T A P 4,
Transkripty se z templatu uvolnuji jako jednoretézce )‘
DNA-dependentni RNA polymeraza
e 3typy (strukturné podobné, prepisuji rizné typy gent)
* RNA pol. | (geny kédujici rRNA) GUGGGUTGGGGGGUU, """""""
* RNA pol. Il (geny kédujici hnRNA) A e
, ., GACTGCCTAGTCGGCGTTCGCCTTAACCGCTGTATT
* RNA pol. lll (geny kédujici tRNA) Sense Strand
* vyzaduje pritomnost transkripénich faktord (rozvolnéni retézct DNA, umisténi RNA polymerazy.
na promotor a uvolnéni z promotoru)
 Promotor = startovaci misto na DNA — TATA box, CAT box

* Terminator = koncové misto - AAAA



Posttranskripcni modifikace

Cooyrght & The MoGraw- i Companies, Inc. Permaaon neguited 1 neproduchion or Seoley

* Modifikace primarnich transkript(: Start of transcription
ve e v ew , " v/ , | Intron 1 Intron 2
* Pripojeni €epicky na 5'konec (podili se na fizeni Gene: ———— — 1
Exon 1 Exon 2 Exon 3
translace mRNA)
Transcription

Obrazek 3 - Struktura tzv. RNA Eepicky
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[ CH;
* Pripojeni polyadenylacniho retézce na 3"konec Splicing

» Sestrih (splicing) RNA — vystfiZzeni intront za vzniku
zralé mRNA Mature transcript B e
Exon1 Exon2 Exon3




Translace

Preklad genetické informace z mRNA do sekvence AMK v polypeptidu (pomoci genetického kadu)

Probiha na ribozomy v cytoplazmé bunky

* Faze —iniciace, elongace, terminace fafiants
amL_nokyse]m volné
* Enzym - Aminoacyl-tRNA syntetaza i aminokyseliny —-@
. . v 7 v/ 7 . ‘\O D
* Iniciacni komplex se tvori na 5’konci mMRNA
(Cepicka), zkouma mRNA od 5konce a ﬁ
7/ e . ° v V4 \I {
hledd iniciaéni kodon AUG s volos (RNA
* Terminace translace: UAA, UAG, UGA l
o LA ALAVLARL AR 5
* Postranslaéni upravy — fosforylace, . J\NU}IMN,,,—\M_@/E? —
; = kodén

mRIVA . 2 smér posunu
glykosylace, metylace, .... rbozom  kodény sy



Geneticky kod

e Systém, podle kterého se pfrirazuji specifické AMK do polypeptidového retézce podle sekvence mRNA

* Triplet = kodon — definuje AMK nebo terminaci translace

* Kazda AMK urcena jednim nebo nékolika kodony v mRNA

* 64 moinych tripletl: 61 urcuje AMK, 3 urcuji terminaci translace

e Kodony jsou rozeznavany komplementarnimi sekvencemi v tRNA (antikodony), které nesou na

3 konci specifické AMK
* Inzerce/delece jednoho/dvou parl bazi méni ¢teci ramec

e (Témér) univerzalni, degenerovany

druhy nukleotid
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G GC GA ks |GG
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Geneticky kod — zmeéna cteciho ramce

A single base-pair deletion restores the reading frame changed by a single base-pair addition.

DNA  ATG TTT CCC AAAGGG TTT"* " CCC TAG
(Wild-type allele) TAC AAA GGG TTT CCC AAA GGG ATC
SRS S s S Sy . ararss oo
Transcription
Y
mRNA AUG UUU CCC AAAGGG UUU.«« CCC UAG
Slngle T P gy | Sy O
base-pair Translation
insertion  J
Protein Met —Phe — Pro — Lys — Gly —Phe * - * - Pro —(term)
A ” i
" Inserted . base pair alters reading frame.
DNA ATG ATT TCC CAAAGG GTT T----- CCCTA G

(Mutant allele)

- e e A e ees e we _—— .- -

TAC TAA AGG GTT TCC CAA A GG GAT C

lTrans:ription
mRNA AUG AUU UCC CAAAGG GUU U=+ ==+~ CC CUA G

P iAo JPR i (s (Fympy Sy, Yol mliety ——.
Suppressor
mutation Translation
(Single
base-pair protein Met — lle —Ser —GIn—~Arg — Val = =+« - - Leu -
deletion) v

Altered amino acid sequence

§ Wild-type

phenotype

Mutant

3 phenotype



Bunecny cyklus

MITOTICKEHO BUNECNE DELENI

VRETENKA
— ' i \ v 4 V4 (o] Ve 7
h1| ... oo = usporadany sled procesu, pri kterych
[VSTUP DO M] [werurz W ] bunka zdvoji svij obsah a nasledné se

rozdéli na dvé bunky dceriné (kazda z nich
ponese stejné chromozomy)

Cil: reprodukce genetického materialu pro
pristi generaci bunék

| VSTUP DO S|
|

spusténi mechanismu
replikace DNA

REPLIKACE DNA



Bunecny cyklus

e kladeny vysoké naroky na presnost
* bezchybna replikace
* spravné razeni fazi
* mitdza pred dokoncenim replikace -> ztrata genetické informace min. u jedné bunky

» dvojnasobna replikace pred mitdézou -> zvyseny pocet kopii genl na pfislusné ¢asti
chromozomu -> nerovnovaha v genové expresi, nizka viabilita

* presna segregace chromozomd
* koordinace s vyvojovymi programy

meeesssssss)  kontrolni body




Bunecny cyklus

* fridici elementy — cyklin dependentni kinasy

* Fidi aktivitu mnoha proteinl zapojenych do replikace DNA a mitdzy tim, Ze je ve specifickych
mistech fosforyluji (aktivace/inaktivace)

* Cyklin + CDK -> komplex se pripoji na protein -> fosforylace proteinu -> po fosforylaci se komplex
rozpadne a dojde ke zmeéneé aktivity proteinu

cyclin Cdk-activating kinase (CAK)

Cdk active site activating phosphate
(A) INACTIVE (B) PARTLY ACTIVE (C) FULLY ACTIVE



Bunecny cyklus - Interfaze

Interfaze-G1, G2, S
priprava na bunécné déleni, vnéjsi jaderna membrana je spojena s ER

nepriznivé podminky

* setrvani v G1/vstup do GO; buriky nerostou, mohou tak setrvat i nékolik mésic(/let

G2-faze
* dvojnasobné mnozstvi DNA (nez v G1)

* syntéza proteinl potiebnych na vstup
do mitozy

S-faze
* replikace DNA
* syntéza protein( asociovanych s DNA

Mitosis

DNA synthesis

(&30 Gap 1

GO0-faze

vétsina bunék mnohobunécénych organisma (jsou
diferencované a specializované k vykonu urcité
funkce, nedéli se)

po prijeti prorGstového faktoru mohou vstoupit
zpét do bunécného cyklu

. G1l-faze

nejdelSi a nejvariabilnéjsi

bunka se zvétSuje a zdvojuje organely

na konci této faze se nachazi kontrolni bod: bod
restrikce

* bunka ma dostatek Zivin a rastovych faktord,
vykazuje vysokou metabolickou aktivitu ->
prejde bod restrikce a pokracCuje do dalsi faze

* nedostatek Zivin, obdrzeni antiproliferacniho
signalu -> zpomaleni postupu fazi/opusténi
cyklu (pfechod do GO)




Bunecny cyklus - Mitoza

* jaderné déleni (mitdza) + nasledné déleni cytoplazmy = cytokineze

Mitoza

déleni somatickych bunék
vznik - dveé diploidni buriky s identickou genetickou vybavou

profaze — spiralizace vlaken DNA, tvorba mitotického vreténka
prometafaze — rozpad jaderné membrany

metafaze — sestaveni kinetochoru na kazdé centromere, pripojeni
chromatid k vieténku ( ekvatorialni roviné)

anafdze — separace chromatid k opacnym poliim

telofaze — dokonceni separace chromatid, rozlozeni vreténka,
obnoveni jaderné membrany

Prophase
Metaphase
Anaphase

‘ Telophase

Cytokinesis



Mitdza vs. meioza

MEIOSIS

@
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Mitoza = 2 dcefiné bunky s diploidnim poctem chromozom;
1 cyklus DNA replikace, nasleduje rozd€leni chromozomt a
jadra (profaze — prometafaze — metafaze — anafaze —
telofaze) a nasl. celé buiky (cytokineze)

Meioza = 1 cyklus replikace nasledovan 2 cykly segregace
chromozomu a buné¢ného déleni, vznik haploidnich gamet

1.meiotické (redukéni) déleni — rozdéleni homolognich
chromozomii; odehrava se zde meioticky crossing-over
(rekombinace gentl) — zadna z gamet neni identicka!

Poruchy rozestupu — napft. trisomie.

2.meiotické d€leni — rozestup sesterskych chromatid -> 2
dcefiné bunky S haploidnim poctem chromozomi, vznik
pohlavnich bun¢k (spermie, vajicko), dodate¢né promichani
genetického materialu crossing-overem



vznik 4 haploidnich gamet (pohlavni bunky)
geneticka variabilita

Heterotypické déleni

Profaze — 5 C¢asti

Leptotene — spiralizace chromozom
Zygotene — vznik bivalent(
Pachytene — crossing over
nesesterskych chromatid

Diplotene — postupné rozestoupeni homolognich
chromozom

Diakineze — rozpusténi jaderného obalu, vznik
déliciho vieténka

krizeni

Metafaze — vznikd ekvatorialni rovina
Anafaze — rozdéleni 2n chromozomu, oddaleni vreténka
Telofaze — vytvoreni jaderného obalu, zanik vieténka

MEIOZA - heterotypické déleni

PROFAZE Ppdry homologickych crossing over
chromozomu vznik bivalentu .
vyména ¢asti chromatid
METAFAZE ANAFAZE TELOFAZE

I I I ‘

vznik déliciho aparidtu rozestoupeni chromozomu J
a jejich redukce 2 2n na 1n  yznik jadernych membréin
dcefinnych bunék

rozpusténi
jaderné
membrany

dcefinné haploidni bufiky 1n

http://www.szes-la.cz/
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Homeotypické déleni

Profaze — spiralizace chromozomd,
rozpusténi jaderné membrany

vznik déliciho vreténka,

Metafaze — vznika ekvatorialni rovina, pripojeni na délici vieténko

Anafaze — oddalovani chromatid rozdélenych chromozomu

Telofaze — vytvoreni jaderné membrany, zanik déliciho vreténka,

despirilizace chromozomi

MEIOZA - homeotypické déleni
PROFAZE METAFAZE ANAFAZE

W OOOO

TELOFAZE néslednou diferenciaci vznikaji specializované

pohlavni bufiky - vajicka nebo spermie
@ @ @ @ SPERMIE

CTVERICE HAPLOIDNICH 1N BUNEK

http://www.szes-la.cz/



http://www.szes-la.cz/

Mutace jsou dédicné zmeény na urovni genetického materialu, které se projevuji ve zméné primarni
struktury nukleové kyseliny, tj. zméné v sekvenci nukleotid(. Souvisi se zménou genotypu, ale nemusi se
projevit i fenotypove.

* Vyznam mutaci:
* Pozitivni — zdroj dédicné variability, vyznam pro evoluci
* Negativni — hromadéni vadnych genu, vznik geneticky podminénych onemocnéni, tvorba nador(
* Neutralni

* Klasifikace mutaci:
* spontanni (chyby pfi replikaci) x indukované (mutageny)
» gametické x somatické
* dominantni x recesivni (1:100)
* primé x zpétné (mutovany genotyp se zpétné méni na plvodni genotyp)
e vitalni x letalni
* jaderné x mimojaderné (mt, cp)
* genoveé x chromozomoveé (strukturni CHA) x genomové (numerické CHA, aneuploidie, polyploidie)



Genové mutace

* Genové (bodové) mutace
* substituce bazi (tranzice, transverze) — standardni alela -> mutantni alela -> zménény protein

» delece/inzerce bazi (zména cCteciho ramce)
Nomaini ‘

* Dusledky bodovych mutaci: CATITCAICCTIGTAC
v s s G T A:AG T:GG A!C T'G
* mutace ménici smysl kodonu (jinda AMK) ket
, Substituce
* nesmysIné mutace (stop kodon) 2 I
* silent mutace (jiny kodon, stejna AMK) L3 0 -2 YLTD S p EE SRR 1 LI P
G TAICGTIGG AIC A TIG (
* Srpkovitda anémie — AR dédicnost; substituce CTC -> CAC Delece
v beta retézci (zdména kys. glutamové za valin); rezistence CAT !CACICTG!TACICA G
o ws PP . . ;. G TA IGTGIGACIATG T. Gt
vuci malarii (infekci plazmodiem) — heterozygotni vyhoda — — T AL S
(selekéni vyhoda oproti obéma homozygotlim) y{ T
inzerce ‘
CATIGTC'ACGC!TGT C C
aTMecAGTOGIA0AMTCA
\r
l\?.'



Chromozomové mutace

Strukturni chromozomové aberace jsou dlsledkem jednoho nebo nékolika zlomU v DNA.

* Klasifikace:
* balancované (zachovano pivodni mnozstvi genetického materidlu)
* translokace — napr. Philadelfsky chromozom t(9;22) u CML

* inverze
* inzerce
* nebalancované (Cast genetického materialu chybi Ci prebyva)

 duplikace
* delece

* Cri du chat (delece na kratkém raménku chr. 5)

* Prader-Willyho syndrom (delece paternalniho chr. 15)

* Angelmanuv syndrom (delece maternalniho chr. 15)
* izochromozom
* ring chromozom

46,XX,del(5)(p14.1)




* Aneuploidie pohlavnich chromozomu
* Turnerav syndrom 45, X
 Klinefeltertv syndrom 47, XXY
e XXX syndrom
e XYY syndrom

* Aneuploidie somatickych chromozomu
* DownUv syndrom (21)
e Edwardslv syndrom (18)
e Pataullv syndrom (13)

==
~

* Polyploidie

* mezi obratlovci vzacna, Castéjsi u rostlin

0

—
—
e
—_—t
{1

Genomové mutace

Karyotype from a female with Patau syndrome (47 XX,+13)

Normalni
karyotyp

Triploidie —— Polyploidie

Trizomie

> Aneuploidie

Monozomie




DNA diagnostika

* Detekce pritomnosti nukleové kyseliny specifické sekvence
* Identifikace zZivocCiSného druhu
* Paternita
» Identifikace jedince - forenzni ucely
e Profil DNA — SNPs
* Analyza struktury (sekvence) nukleové kyseliny
e Stanoveni genotypu
* Detekce klinicky vyznamnych mutaci a polymorfism(
e Deédicné choroby

Autosomal recessive

* Detekce v onkogenech a supresorovych genech v e B D
nadorech u%r %:

* Prenatalni, preimplantacni diagnostika .%/E'
* Kvantifikace nukleové kyseliny se specifickou sekvenci T“ @“ [m'"
* Hodnoceni intenzity a zmény exprese gend — tumory

» Kvantifikace proteinti a typu jejich posttranslacni modifikace
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Prakticka cast cviceni



PCR — Polymerase Chain Reaction

e Cil —ziskani pozadované a specifické sekvence genomové DNA bez jejiho predchoziho klonovani

* Princip — mnohonasobna replikace

e cca 30 cykld

e zavislost na teploté reakéni smési

* mnozstvi namnoZené DNA roste exponencialni fadou (2")

 Termocycler

-
]
b

/

=
B s =2 = g
-
‘_!.-J =T
s

vvvvvvvvvvvvvvvvv
xxxxxxxxxxxxxxxxx

.................

23 = § copies

2% = 16 copies

2% = 32 copies

» 30th cycle

231 =2 billion copies

Exponential
Amplification

Process is repeated, and
the region of interest is
amplified exponentially



Mnohondsobna in vitro replikace ve zkumavce
Ret&zova reakce vychazejici z DNA replikace

Opakovani cykl(:
— denaturace (separace dsDNA) — 96 °C
— annealing — navazani primerd — 50-65 °C

— elongace — syntéza nového vlakna DNA — 72 °C

Denature DNA sample
to seporate DNA stronds
(94°C, 5 rmn)

aners bind o
DNA strands
(30-65°C, 30 )

Denalure to separate
‘DNA strands

Polymerase synthesizes
(94°C, 30 s) y 4

new DNA strands
(72°C, 45 s—2 min)

PCR
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22 = 4 copies

23 = 8 copies

2% = 16 copies

32 copies

Denaturation
Temperature is increased
to separate DNA strands

Annealing

Temperature is decreased
to allow primers to base
pair to complcmcntary’
DNA template

Extension

Polymerase extends
primer to form nascent
DNA strand

»

» 30th cycle

23! = 2 billion copies

Exponential
Amplification

Process is repeated, and
the region of interest is
amplified exponentially



PCR

* DNA replikace - in vitro (PCR)

Nucleotides

templatova DNA
dNTP

pufr (pH=8)
MgZ*ionty

* Ovliviuji aktivitu a presnost polymerazy
primer

» kratké specifické useky DNA

e oligonukleotid 20-25 pb

* ohraniceni oblasti amplifikace DNA
DNA polymeraza

* termostabilni (odolava teplotdm az 98 °C)

* Taq (Thermus aquaticus), Tth (Thermus thermophilus)

teplota

DNA replikace — in vivo

* enzymy — helikdza, primaza, DNA
polymeraza, ligaza ...

DNA replication

DNA polymerase

Original DNA

D Jmu Ly N T

Okazak

Lagging stand
99ing fragment  RNA Pr|mas
primer
Helicase —

. \

Parent DNA

S

mr.zmy

Leading stand

Download from
Dreams time.com

Video pro nazornost: https://www.youtube.com/watch?v=matsiHSuoOw
a https://www.youtube.com/watch?v=0qeV720YfDO



https://www.youtube.com/watch?v=matsiHSuoOw
https://www.youtube.com/watch?v=oqeV72oYfD0

MASTER MIX

Praktické provedeni PCR

Objem v mikrozkumavce: 25yl

Slozeni (1 vzorek):

* templatova DNA (2yl)

e 2primery (1.25yl)
* MgCl, 25mM (4 yl)
e dNTP mix (0.5 yl)

 Taq polymeraza 1U (1 ylL)

* pufr(2.5yL)
e PCRH,O (12.5yl)

—

oOuneswNE

95°C.....5minut
95°C.....1 minuta

60°C.....I1minuta }35x
72°C.....1minuta

72°C.....7minut
10°C.....10minut



Prace s mikropipetou

 Pipetu drzim vidy vertikalné (Spickou doll).

1 » @B

* Pipetu drzim v dlani zavésenou za ukazovacek a ovladam ji

palcem.
2
* Vlyberu optimalni rozsah objemu!!! Nikdy neprekracuju
rozsah pipety nahoru ani dolG!!!
* Pred pipetovanim musime na pipetu nasadit prislusnou
Spicku (dle objemového rozsahu pipety).
5 |  Vzdy pouzivam novou sterilni Spicku.
>
Mikropipeta . Pf)kuovl opakované pipetulju tent}/vz vro-zvtok, ponecham na
1 - dvoupolohovy ovlada¢ pipeté po celou dobu prace tutéz sSpicku.
2 - drzak

3 - jednorazova $picka e . ., ., . . ..
» K odhazovani spicek slouzi tlaCitko na bocni strané pipety.
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Why are you 5o Short
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