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Prednaska 1 - osnova

- spolecné vlasthosti Zivych systému

* U zrodu molekuldrni biologie byla genetika

» milniky v molekuldrni biologii a genetice

* DNA jako geneticky materidl

- dédi¢nost a evoluce

» Urovné genetickych analyz

» sou¢asné aplikace molekularni biologie a genetiky




° Ve V' 4

Spoleéné vlastnosti Zivych systému

zorganizované chemické tovarny, které prijimaji hmotu z
vnéjsiho okoli a vyuZivaji ji pro udrZzovani své struktury a
vytvdreni jejich kopii

vykazuji pozoruhodnou vnéjsi rozmanitost

sdileji zakonitosti vnitrni organizace:

- jsou slozeny z bunék

- bunky vsech typt funguji ha zdkladé obdobnych principd

- tyto univerzdlni principy funguji u véech typu bunék a
vymezuji tak podstatu Zivota




Spoleéné vlastnosti Zivych systému

zdakladnim spole¢nym principem je

+ schopnost vsech Zivych systému nést instrukce pro svou vlastni
organizaci (kédovat v podobé gent)

- prenaset je do dalSich bunécnych generaci (replikovat, segregovat)

+ podle potreby je vyjadrovat (exprimovat)

(B) D) T

Figure 1-1 Molecular Biology of the Cel/, Fifth Edition (© Garland Science 2008)




Genom obsahuje instrukce pro
organizaci bunek

zor'ganuzova’r Tak aby mohla Zit

- rozhoduje o tom, jak bude vypadat burika i cely
mnohobunécny organizmus

- obsahuje veskerou genetickou informaci burnky/organizmu
- je tvoren DNA

- DNA se pred délenim bunék replikuje, aby se v nezménéné
podobé mohla objevit v dcerinych burikach

- studium DNA umoznuje pochopit buriku a v Sirsim smyslu i
cely organizmus

Tyto zdsadni objevy prinesly vyzkumu v oboru genetiky




Tri milniky v genetice

Gregor Mendel: zdkony dédi¢nosti

James Watson a Francis Crick:
struktura DNA

Human Genome Project: podrobnad
analyza lidské DNA




Johan Gregor Mendel: Geny a
zdkony dédicnosti (1866)

Geny—faktory, které se
dédi a zodpovidaji za
vlastnosti organizmu
Alely—rtzné formy genu
Zakony dédicnosti
Alely stejného genu se
oddéluji pri tvorbé gamet

Alely riznych gent se dédi
nezdvisle

Proceedings of the Natural History Society of Brno, 1866




Co je gen?

Chemicky jsou geny tvoreny nukleovymi kyselinami

Nukleové kyseliny jsou sestaveny ze strukturnich

jedno’rek ZVGH),'Ch nukleo’ridy Nitrogen-containing base
/\
: H\ /H
N
Nukleotidy maji tri slozky Finsphnte /N\C/é\,\,
Molekulu cukru (ribza nebo deoxyribdza) o H HTCEW !
, “0—P—0—C—H \N/ SN K
Molekulu fosfatu 1 l /o\l
molekulu obsahujici dusik, tzv. bdzi (adenin, NI
. . . . H \I H
guanin, cytozin, fymin, uracil) $_T
| f-l) H |
v . . N
RNA znaci kyselinu ribonukleovou Bugar

DNA znali kyselinu deoxyribonukleovou

vétsina organizmi vyuzivda DNA jako geneticky
materidl, jen nékteré viry pouzivaji RNA




Zpusob uloZeni
instrukci v genomu

Jak muzZe nukleovd kyselina nést informaci?

- je uloZzena v poradi (tzv. sekvenci) nukleotidi A, G, C, T

- geneticky kod: linedrni poradi monomert A, G, C, T v polymeru
dvouretézcové DNA

» stejny kod pouzivaji vsechny burnky na Zemi

- informace bakteridlni DNA muze byt prenesena do lidské buriky

(nebo naopak) a bude novou hostitelskou bufikou sprdvné kopirovdna,
preftena a interpretovdna

- stdalost béehem evoluce (3.5 miliard let)

building block of DNA

phosphate DNA strand

e+ g — lTIIIl ITII
sugar base

phosphate nucleotide




Watson a Crick:

Struktura DNA (1953)

- objev zplsobu organizace
nukleotidt v DNA

* nukleotidy jsou spojeny do
retézcl tim, Ze se mezi cukry a
fosfaty vytvareji kovalentni vazby

* molekuly DNA jsou tvoreny dvéma
retézci nukleotidl, které se kolem
sebe obtaci a vytvareji Sroubovici

- retézce k sobé vdzou vazby mezi
pary bazi

A se parujes T

G se paruje s C

(a)

Base

pairs J /€ € [

Phosphate-Sugar
backbones

(b)

[}

] bonds




Vlastnosti dvouviaknove DNA
(tzv. duplexu DNA)

- pravidla pdarovani bdzi zpusobu Ji, ze
sekvence nukleotidu jednoho retezce
dvousroubovicové DNA predurcuje
nukleotidovou sekvenci druhého retézce
DNA: oba retézce jsou komplementarni

* poradi bazi v DNA (linedrni sekvence)
heni ndhodné, ale predstavuje zdkladni
vlastnost kazdého Fetézce

+ sekvencemi bdzi se jednotlivé geny mezi
sebou lisi

* molekuly DNA mohou byt obrovské:
desitky miliénl pard bazi (vice nez 10 cm)

double-stranded DNA

sugar-phosphate  hydrogen-bonded
backbone base pairs

DNA double helix




Projekt analyzy lidského genomu:
(Human Genome Project - "HUGO"):
sekvenovani DNA a katalogizace genu

prvni polovina 20. stoleti: snahy a identifikaci ldtky, ze které
jsou geny tvoreny

druhd polovina 20. stoleti: snahy o urceni poradi bazi v
molekuldch DNA (sekvenovdni DNA)

konec 20. s‘role‘rizoziskcini informaci o sekvencich nukleotid
prvnich organizmu




Projekt analyzy lidského genomu:
(Human Genome Project - "HUGO"):
sekvenovani DNA a katalogizace gent

Genom—soubor viech molekul DNA
daného organizmu

Genomika-pristup k analyze
sekvenci DNA, které tvori genom

Hlavnimi genomickymi pFistupy jsou
sekvenovani DNA, robotizace v < g i T

kombinaci s pocitacovymi Nl 2 LR R
technologiemi Ve M‘h""mum“ |

Projekt lidského genomu urcil
sekvenci cca 3 miliard nukleotidd
DNA lidského genomu




Milnik: prvnim sekvenovanym genomem
byl genom faga @X174

@X174 je virus, jehoZ geneticky -
material tvori jednoretézcovd DNA ==

druhy retézec lze syntetizovat /n
vitro a vyuzit pro zjisténi sekvence
bdzi

Frederick Sanger sekvenoval
genom X174 (5375 nukleotidl) v
roce 1977




Projekt lidského genomu

- snaha o urceni sekvence cca 3 miliard nukleotidovych part lidské DNA
» zapojena rada laboratori po celém svété (soukromé i statni)

* v roce 2001 publikovany dva clanky popisujici sekvenci 2,7 milidnd
nukleotidovych pard

- pocitacovd analyza této DNA naznacila, Ze lidsky genom obsahuje
30.000 - 40.000 gend

* pozdési upreshujici studie ukdazaly, Ze lidsky genom obsahuje 20.000
- 25.000 gend

* yto geny byly katalogizovany podle umisténi, struktury a potencidlni
funkce

» souc¢asné snahy jsou zaméreny na pochopeni jejich funkci




Take home message

- Gregor Mendel predpovédél existenci specidlnich faktort - dnes
zvanych geny-které vysvétluji zplsob, jakym se znaky organizmi dédi

- alely, tj. alternativni formy gend, vysvétluji dédi¢né rozdily mezi
jednotlivci

- James Watson a Francis Crick popsali strukturu DNA jako
makromolekulu sloZenou ze dvou komplementdrnich retézcl nukleotidd

* DNA predstavuje geneticky materidl vsech forem Zivota, s vyjimkou
nékolika virti,u kterych ma dédi¢ny materidl povahu RNA

- projekt lidského genomu urcil sekvenci nukleotidi DNA lidského genomu

+ sekvenovani DNA genomu poskytuje Udaje nutné pro identifikaci a
katalogizaci véech gent organizmu




DNA jako geneticky materidl

* tok genetické informace: DNA — RNA —. protein (genovad exprese)
» vSechny bunééné organizmy pouzivaji jako geneticky materidl DNA

* pozadavky na geneticky materidl:

- schopnost replikace (prenos na potomstvo v nezménéné podobé)

- schopnost obsahnout informaci (Fidit aktivitu bunék, vyvoj,
fungovani a vlastnosti organizmu)

- schopnost prijimat zmény (adaptace organizmu)




Replikace DNA

* propagace genetické informace

* podminka prenosu informace z jedné buriky na druhou pFi
bunééném déleni

* Typicka vysokou presnosti (nékolik malo chyb na stovky miliént
replikovanych nukleotidu)

Parental DNA Separation of Synthesis of new Two identical
molecule parental strands complementary strands daughter DNA molecules




Replikace DNA probihd presnym
kopirovanim predlohy - templatu

» Zivotoddrny mechanismus replikace DNA vyplyva z jeji dvouretézcové
struktury:

- polymer DNA se sklddd z monomerd, tzv. nukleotidu
» kazdy nukleotid ma 3 slozky:
- cukr (deoxyribdzu)
- fosfdtovou skupinu navdazanou na cukr
- postranni bdzi obsahujici dusik (adenin, tymin, cytozin nebo guanin)

» kazda cukernd slozka je pripojena k sousedni pres fosfatovou skupinu
silnou kovalentni vazbou

- dusledkem je vznik polymeru slozeného z opakujiciho se motivu ,.cukr-
fosfdt-cukr-fosfat-.." a postranich bdzi

- pravidla pdrovdni bazi zplsobuji, Ze sekvence nukleotidl jednoho
retézce dvousroubovicové DNA predurcuje nukleotidovou sekvenci
druhého retézce DNA: oba retézce jsou komplementarni




Replikace DNA probihd presnym
kopirovanim predlohy - templatu

* polymer DNA se zvétsuje pridavanim monomerd k jednomu konci podle
templdtu v podobé drive vytvoreného retézce DNA

* baze vycnivajici z existujiciho retézce vazou baze nové se tvoriciho
retézce na zdkladé prisnych pravidel komplementarity (A se paruje s T,
G s C) nekovalentnimi vodikovymi vazbami

» vznikd dvouretézcovd DNA sloZenad ze dvou zcela komplementarnich
retézcl, které se kolem sebe obtdcéi a tvori dvousroubovici

templated polymerization of new strand

nucleotide

monomers T
AT

Figure 1-2c Molecular Biology of the Cell, Fifth Edition (© Garland Science 2008)




A:T
CiG
G:iC

Replikace DNA:

A:T

1. krok - separace retézcu [

CiG
A:T
T:A
GiC

* Fetézce dvousroubovice DNA maji komplementdrni povahu a drZi
pohromadé vodikovymi vazbami mezi bazemi

+ vodikove vazby mezi pary bdzi jsou mnohem slabsi nez kovalentni vazby
v cukr-fosfdtové kostre

» porusdenim vodikovych vazeb se retézce oddéluji

- proto je mozné oddéleni retézcl od sebe, aniz by byla cukr-fosfatova
kostra poskozena

- kazdy retézec pak muze slouzit jako templdt pro syntézu
komplementadrniho vldkna, tj. pro vytvoreni kopie dédi¢né informace




Replikace DNA:
2.krok - syntéza komplementarnich viaken

- oddélené retéze slouzi jako templaty pro syntézu novych vidken
(diktuji pofadi nukleotidu v nové syntetizovanych vlaknech na zdkladé
pravidel o pdrovdni bdzi)

* proces replikace neprobihd spontdnné, ale vyZzaduje dcast specidlnich
enzymdl

* po skonceni replikace je kazdé templatové vlakno spdrovano s nove
vytvorenym partnerskych vlaknem

template strand

) || “II
Bl e wbl g

\w\\w\\\\\
new strand

new strand

22 parent DNA double helix \ .]n_..H_..“ L “l:',,":[

iC template strand




Genovd exprese: vyuziti geneticke
informace

+ exprese genetické informace ulozené v DNA:
vyjadreni do podoby jinych molekul v burice DNA synthesis

* mechanismus genové exprese je stejny u vsech (replication)
zivych organismu

» podstatou genové exprese je postupnd tvorba  FEuEEEFE
daldich dvou bunéénych polymerd: RNA a proteint

» probiha ve dvou stupnich:

- sekvence DNA se pouziji jako templaty pro
syntézu pribuzného polymeru - ribonukleové
kyseliny (transkripce) l

- pozdéji se vétsina téchto molekul RNA podrobi
translaci, tj. bude Fidit tvorbu polymerd odlisné 7
chemické povahy - proteind amino acids

* genova exprese determinuje aktivita bunék,
vyvoj, funkci a chovdni organizmi sloZzenych

RNA synthesis
(transcription)

RNA

T T T

protein synthesis
(translation)

PROTEIN




Jak se geneticka informace
exprimuje?

- geny obsahuji instrukce pro syntézu proteind
- proteiny se sklddaji z polypeptidl a polypeptidy DNA synthesis
se sklddaji z linedrné serazenych aminokyselin i

- existuje 20 rliznych aminokyselin a jejich pofadi _~_____ _~ "
je charakteristickym rysem kazdého proteinu 1 ., : 1

- genovd exprese se da vyjadrit jako zpUsob, \
kterym se genetickad informace (sekvence

nukleotidl) prevede do sekvence aminokyselin v 'I'I"'I'I'I'I'I"I'I'I"I'I'I'I'II:'I:IIF:I"
polypeptidovych fetézcich proteint

- geneticky kod je zaloZen na zdkladnich I
kédovacich jednotkadch - trojicich sousednich
nukleotidl (kodonech), které urcuji kterd
aminokyselina ma byt do syntetizovaného
polypeptidového retézce zarazena

RNA synthesis
(transcription)

protein synthesis
(translation)

PROTEIN

amino acids




Genovad exprese je dvoufdzova

(1) transkripci se DNA genu kopiruje do molekuly
RNA (DNA je templatem pro syntézu RNA na DNA synthesis

(replication)

zakladé pdrovani bazi)

vznika tak molekula messenger RNA (mRNA),

kterd obsahuje informaci potfebnou pro syntézu \:‘t':';:‘ sytheds
I tid
polypeptidu -
™I T T Y
pri (2) translaci se podle poradi kodonii v mRNA ratainsyatiesis
zaclenuji aminokyseliny do polypeptidového l(translation)

retézce (MRNA je templdatem pro syntézu
polypeptidu)

PROTEIN

amino acids




Produktem genové exprese je protein
(nebo néktery z typu RNA)

» po dokonceni translace se vznikly polypeptid oddéli od mRNA a sloZi se
do presné trojrozmérné struktury

- v této konformaci mize plnit svou dlohu v butice

* nékteré polypeptidy se modifikuji odstranénim nékterych aminokyselin
(Casto se odstépuje prvni metionin)

Gene HBB

Human
ﬁi}@ Chomosome 11

o1 ke
o Transcription
mRNA
'-JI!EI!ECI!JQQU\EEI!JCUE ——————————— [|-==memmeae | : uldl--
L v I L v
Untranslated Translation Triplet codons specifying amino acids Translation
region start codon stop codon

o' Eq

o Translation Amino acids
4

Polypeptide @ = Met—{Val—His—(l")— ----—————- l / _________ @_@_@ tenmbsation)
P olE,
o Removal of terminal methionine (Met)
Y

= 2 3 144 145 146 |

4
Human B-globin polypeptide




Struktura ribonukleové kyseliny (RNA)

* RNA se od DNA lisi ve dvou faktorech:

- kostru polymeru tvori ribéza misto deoxyribdzy

- jedna ze 4 bdzi je ¢dstecné odlisnd: tymin je nahrazen uracilem
+ systém komplementdrniho pdrovani bazi je zachovdn (6-C, U-A)
» vznik RNA transkripci je obdobny replikaci DNA:

- ribonukleotidy se pri polymeraci radi v poradi diktovaném poradim
nukleotidl v templatové DNA

- vysledkem je polymer RNA (prepis, transkript), jehoz sekvence
ribonukleotidl presné odpovida ¢dsti dédi¢né informace dané buriky
* molekuly RNA jsou jednoretézcové, ale ¢asto se ohybaji a jedna Cdst
molekuly tak miZe byt slabymi vazbami v kontaktu s jinou
* i v téchto pripadech se uplatiuje princip komplementarity bdzi
» retézce RNA tak mohou zaujimat specifické tvary, které jsou uréeny
vhitrni nukleotidovou sekvenci




Struktura ribonukleové kyseliny (RNA)

A1l

\}
glu-c A i [

Cl-n—e i
Ulm—a AT
i il

Af ] W

armJy °
c i —{y A
= ccu -
S _E=_ = “

GG [\
2]
(A) (B)

Figure 1-6 Molecular Biology of the Cell, Fifth Edition (© Garland Science 2008)

* tvar RNA umoZnriuje selektivni rozezndni a vazbu jinych molekul

* v nékterych pripadech umozniuje katalyzovat chemické zmény ve
strukture vazanych molekul

» katalyticka schopnost RNA zrejmé hradla vyznamnou roli v ranych
fazich vyvoje Zivota




Mira transkripce daného Useku DNA je
promeénliva
» dédi¢nd informace je v DNA archivovadna a vyuZzije se jen tehdy,
je-li pro buriku potrebna
- transkripce daného Useku DNA mize probihat opakované
* transkripty nejsou na rozdil od DNA stabilni

- transkripty maji vétsinou funkci prostrednikl v prenosu dédi¢né
informace z DNA do proteinu: slouzi jako mRNA, které ridi syntézu
proteinl podle genetickych instrukci uchovanych v DNA

RNA MOLECULES AS EXPENDABLE
INFORMATION CARRIERS
DOUBLE-STRANDED DNA AS

INFORMATION ARCHIVE I I I I I I I I
B> ® 2 ®» » ®» » » & N
) g L " E ~~ TRANSCRIPTION I I I I I I I I

1
-
s r—\m!«'n o

"
strand used as a template to m
direct RNA synthesis
many identical
RNA transcripts

Figure 1-5 Molecular Biology of the Cell, Fifth Edition (© Garland Science 2008)




Proteiny se v bunkach uplatnuji jako
katalyzdtory chemickych reakci

» proteiny jsou podobné jako RNA a DNA dlouhé nevétvené
polymery sloZené z monomerd - aminokyselin

- poet typl monomert je omezen (20 AK) a jejich nabidka
je stejnd u véech zivych organismi

- v linedrnim poradi monomerd je obsaZena informace
podobné jako v Fazeni pismen a slov ve vétdch

- existuje 20 typl aminokyselin, jejichZ postranni fetézce
jim ddvaji specifické chemické vlastnosti

lysozyme

- spojovani riznych aminokyselin do polypetidovych retézcl
vede k skladani proteinu do presné trojrozmeérné struktury
a vzniku specifickych reakénich mist




Funkce proteinu v bunkach

- enzymatickad (katalytickd) funkce, jejiz podstatou je

- schopnost proteint vazat jiné molekuly (substraty) s vysokou
specifitou

- zajist'ovat tvorbu nebo stépeni kovalentnich vazeb u navazanych
substrati proteiny

polysaccharide
chain

) lysozyme
» strukturni molecule

» pohybova

» signalizacni, atd.

* ve véech pripadech proteiny predstavuji vlastni realizatory
genetické informace




Translace RNA do proteinu probihd stejnym
zpusobem u vSech bunék

» informace obsazenad v sekvenci mRNA se
¢te po trech nukleotidech: kazda trojice
(triplet, koddn) specifikuje jednu
aminokyselinu daného proteinu

~ | ’;’trr.;li;ro:cli:n)
-jednotlivé koddny jsou Cteny specidlni

skupinou malych molekul RNA, zvanych f“'.“f.\ .

transferové RNA (tRNA) bt 9
LR \

* kazdy typ tRNA md na jednom svém konci Shlsadan

pripojenu jednu specifickou aminokyselinu a .
na druhém konci nese specifickou sekvenci E Rl bose-pairing
P nukleotidu, tzv. antikodén, e

codon in mRNA

pros’rr'edmc’r\gm [(’rereh,o fe tRNA vdaze na NET RESULT: AMINO ACID s
jeden nebo nékolik kodonu v mRNA

Figure 1-9a Molecular Biology of the Cell, Fifth Edition (© Garland Science 2008)




Translace RNA do proteinu probiha stejnym
zpusobem u vSech bunék

* pro syntézu proteinu musi byt k
dispozici molekuly tRNA s
navazanymi aminokyselinami, které
se postupné radi vedle sebe na
zdkladé komplementarity bdzi
kodénl mRNA a antikodéont tRNA

growing polypeptide chain
STEP 1 incoming tRNA STEP 4

* spojené aminokyseliny rostoucihos®z  _  woubuic sTep | .
polypeptidového retézce a tRNA \ " "’ i
zbavené svych aminokyselin musi CAAAS

byt ndsledné uvolnény

» slozity proces proteosyntézy
probihd v ribozomech sloZenych ze
dvou hlavnich fetézcti RNA (rRNA)

a vice nez 50 riznych proteint

Figure 1-10a Molecular Biology of the Cell, Fifth Edition (© Garland Science 2008)




Centralni dogma molekularni biologie

Gene Transcript Polypeptide
(DNA) (RNA) (amino acids)

Translation

Reverse
transcription

» genetickd informace se realizuje prenosem z DNA do RNA a do
proteinu (tento postuldt se oznacuje jako centralni dogma MB)

* nékteré viry (napr. HIV) pouZivaji RNA jako templdt pro syntézu
DNA reverzni transkripci

» mhoho genll nekdduje polypeptidy, ale molekuly RNA, které v burice
maji dulezité dlohy




Zivot je autokatalyticky proces

» polynukleotidy urcuji poradi aminokyselin ve strukture proteind

» proteiny katalyzuji mnoho chemickych reakci, véetné téch, které jsou
nutné pro syntézu DNA a expresi dédi¢né informace z DNA do RNA a
proteind

* fato zpétnovazebnd smycka je zdkladem autokatalytického a sebe-
reprodukujiciho chovani Zivych organismu

amino acids nucleotides
catalytic sequence
function information

proteins J L polynucleotides

Figure 1-8 Molecular Biology of the Cell, Fifth Edition (© Garland Science 2008)




Gen je ta cast genetické informace, ktera
koduje jeden polypeptidovy retézec

* DNA je zpravidla obrovska molekula kédujici tisice proteint

+ Casti DNA se prepisuji do jednotlivych molekul mRNA a kazdad z nich
se preklada do struktury uréitého proteinu

* kazda ¢dst DNA kddujici jeden protein se oznacuje jako gen

* molekuly RNA vzniklé prepisem stejného useku DNA mohou byt
zpracovany do odlisnych forem, coz vede k vzniku alternativnich forem
proteinu

- gen se proto definuje jako cast sekvence DNA kodujici bud' jediny
protein nebo soubor nékolika alternativnich proteinovych variant
nebo jednu molekulu RNA




Exprese genu je regulovana

» burika se chovd ekonomicky a v daném okamziku exprimuje pouze ty
geny, které pravé potrebuje

- rychlost transkripce a translace jednotlivych gent se prizplsobuje
okamzitym potrebdm

- proto se kédujici Useky DNA stridaji s nekédujicimi, ve kterych se

nachdzeji vazebnd mista pro regulaéni proteiny ovliviujici lokdlni
rychlost transkripce

site of protein
binding shown
in micrograph (B) noncoding

below DNA segments

Lacl LacZ LacY LacA
| ]
2000 nucleotide SRS N S L
pairs o T 7 N

protein bound to segment of DNA
regulatory segment coding for protein
of DNA
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Pro existenci zivych bunék postacuje méené
nez 500 genu

* bakterie Mycoplasma genitalium md jeden z nejmensich znamych
genomdl

* bakterie parazituje na savcich, hostitel poskytuje radu malych molekul

- genom o velikosti 580.070 pb obsahuje 477 gen, coZ odpovida
145,015 bytl informace (priblizné stejné jako zdznam textu 45 stran
textu ucebnice molekularni biologie)

- minimdlni poCet genl pozadovanych pro Zivot buriky pravdépodobné
nepresahuje 200-300

- pouze 60 je klicovych genu, které jsou pritomny ve véech zivych
organismech bez jediné zndmé vyjimky




genom - transkriptom - proteom

genom: soubor vSech genl dané buriky/tkané/organizmu

transkriptom: soubor vSech transkripti. pritomnych v dané burice /
tkani / organizmu v daném case

proteom: soubor vSech proteint pritomnych v dané burice / tkani /
organizmu v daném case

Genom ¢lovéka zahrnuje 20,000 az 25,000 gend, zatimco proteom
¢lovéka zahrnuje stovky tisic proteint (jednou z pricin je to, Ze jeden
gen muze kédovat nékolik pribuznych, ale odlisnych polypeptidi a tyto
polypeptidy se mohou riznymi zplsoby kombinovat za vzniku rtznych
proteint)

Proteomika—studium sloZeni véech bunécnych protein, jejich
aminokyselinové sloZeni, funkce, apod.




Mutace: zpusob zmény genetické
informace

* replikace DNA je vyjimecné presny, ale ne zcela presny proces

* v nizké, ale méritelné frekvenci, se nukleotidy do rostouciho
retézce zaclenuji nesprdvné

» chemikadlie nebo zdreni mohou molekuly DNA poskodit

* fyto zmény (mutace) mohou znemoznit expresi uréitého genu nebo
pozmenit produkt jeho exprese (zména vlastnosti organizmu)

» zmeény se budou preddvat do dalsich bunéénych generaci




Mutace: zpusob zmény genetické

informace
Normal adult Mutant sickle-cell
B-globin gene B-globin gene
HBB Mutation HEp* . . /, O v o .
ymommmssmmmm—y -jedind mutace muze zpusobit
- e e zavaznou chorobu (napr. srpkovita
SilE gEe anémie u &lovéka)
‘,86 Transcription ¢
mRNA JIIQ e Py * mutace ale také mohou byt
v O e vyhodné: zvysend variabilita
P ide — Glutamicacid— —Valine— . ’ . s .
e = ! genetického materidlu organizmu
Y Y (zdklad evoluce organizmu)
Y Y
Normal, ’ | ‘ .'. Mutant,
disc-shaped ‘ ] sickle-shaped
red blood cells N ) o 4 redbloodcells
y zem y 2em
Normal transport Sickle-cell

of oxygen anemia




Take home message

-pri replikaci DNA se uplatfiuje kazdé vldkno duplexu jako templat
pro syntézu komplementdrniho vldakna

*pri expresi genetické informace se jedno vidkno DNA genu pouzije
jako templat pro syntézu komplementdrniho vidkna RNA (vznika
RNA transkript)

-informace zakddovand v mRNA se translaci prenese do sekvence
aminokyselin polypeptidu

‘mutace mohu zménit sekvenci genové DNA

-geneticka variabilita plynouci z existence mutaci je zakladem
biologické evoluce




Diversita genomu

* genom je definovdn jako veskerd dédi¢nd informace obsazend v DNA
dané burky nebo organizmu

» struktura genomu je charakteristickou vlastnosti kazdého organizmu,
kterd mize slouzit jako méritko pro charakterizaci, katalogizaci a
porovndni organizmi a jejich skupin mezi sebou: tvorba .stromu Zivota"

* mikroskopickou analyzou bylo prokdzdno, ze Zivé organismy mohou
byt klasifikovany podle struktury svych bunék do dvou hlavnich skupin:
eukaryota a prokaryota

» eukaryota (rostliny, houby, Zivo¢ichové) maji svou DNA obsaZenu v
jadre, zatimco prokaryota (bakterie, archea) nemaji pro DNA specidlni
bunéény kompartment




Prokaryotické bunky

» mala velikost (cca 1 ym), jednoduchost

+ Ziji vétsinou nezadvisle nebo v slabé organizovanych komunitdach, netvori
mnohobunécné organismy

* kulovity nebo tylinkovity tvar
- ¢asto obklopeny ochrannou bunécnou sténou
- vhitrni obsah neni rozdélen do distinktnich kompartment

plasma DNA cell wall flagellum
membrane

Tpm

ribosomes
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Prokaryotické burky

» Ziji ve velmi rozmanitych ekologickych nikach

» jsou velmi variabilni ve svych biochemickych vlastnostech - mnohem
rozmanitéjsi nez eukaryotické buriky: organotrofni druhy mohou
vyuzivat témér kazdy typ organické molekuly jako potravu (cukry,
aminokyseliny, uhlovodiky, metan), fototrofni druhy vyuZivaji energii
sveétla, litotrofni druhy mohou vyuzivat anorganické latky, uhlik z CO, a
H,S jako zdroj energie

- odhaduje se, Ze az 99% prokaryotickych druhl dosud nebylo
charakterizovano Litotrofni baktérie Beggiatoa

Fototrofni baktérie Anabaena cylindrica

10 um

Figure 1-19 Molecular Biology of the Cell, Fifth Edition (® Garland Science 2008)




Strom zivota ma 3 hlavni vétve:
bakterie, archaebakterie a eukaryota

- klasifikace Zivych organismt byla tradiéné zaloZena na srovndni
jejich vnéjsiho vzhledu

* tento pristup mad své limity, jakmile jsou odlisnosti prilisné nebo
naopak zanedbatelné, nelze rozhodnout o stupni pribuznosti (napr.
nelze rozhodnout, zda jsou houby bliZ$i rostlindm nebo ZivoCichtm,
nelze stanovit pribuznost podobnych prokaryotickych bunék)

- mikrobiologové se proto snazili pro klasifikaci prokaryot vyuzit
jejich biochemickych vlastnosti a poZzadavki na Ziviny, nelze viak na
zdkladé podobnych biochemickych vlastnosti jednoduse usuzovat na
evoluéni spriznénost




Strom zivota ma 3 hlavni vétve:
bakterie, archaebakterie a eukaryota

» analyza genomu je jednodussi a presnéjsi

- poCet odlidnosti mezi srovndvanymi sekvencemi DNA dvou organizmt
poskytuje primé, objektivni a kvantitativni idaje o jejich evoluéni
vzddlenosti

* tento pristup ukazal, Ze oragnizmy tradi¢né klasifikované jako
.bakterie" mohou byt tak vyznamné divergentni jako kterykoliv
prokaryoticky organizmus od kteréhokoliv eukaryotického

» prokaryota tvori 2 skupiny, které divergovaly v rané historii zivota
na Zemi bud’ pred a nebo zdroven se vznikem eukaryot: bakterie
(eubakterie) a archaea (archaebakterie)




C AAEA (ARCHAEBACTERIA)
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Archea

¢asto Ziji v nehostinnych podminkach pro ¢lovéka: mocdlech,
hloubkdch ocednt, horkych pramenech, apod.

byly nalezeny i v jezerech, v ptidé nebo Zaludcich dobytka
morfologicky jsou podobné eubaktériim

z hlediska metabolismu a zplsobu premény energie jsou blizsi
eubaktériim

ve zplsobu, jakym provddéji procesy replikace, transkripce a
translace jsou blizsi eukaryotim




Charles Darwin

Alfred Wallace

Genetika a evoluce

+ béhem generaci se v DNA hromadi
mutace a zplsobuji odlisnosti mezi
organizmy

»variabilita sekvenci DNA umoZnuje
druhim vyvoj v Case

+organizmy s podobnymi sekvencemi DNA
pochdzeji ze spolecného predka




Evoluce organizmii je zaloZena na stridani
cykli mutace a prirozené selekce

pri uchovavani a kopirovani genetické informace dochdzik
nahodnym chybdm ve strukfure DNA - mutacim, které maji ruzné
dusledky:

bufice prospivaji (vzdcné) - budou v populaci udrzovdny, protoze
prindseji vyhodu v prirozené selekci

buriku vyznamné neovlivni - v populaci se budou nebo nebudou
udrZzovat v zavislosti na okamzitych podminkach

zFﬁvsot;i vyznamné poskozeni, napr. poskodi sekvenci kadujici néjaky
klicovy protein - burika nemuze v selekci uspet, umird, aniz se muze
prenést do potomstva (.slepa uli¢ka evoluce™)




Genetika a evoluce

vyzkum biologické evoluce nastartovalo znovuobjeveni Mendlovych
zdkont na zacatku 20. stoleti a pozdéji po zavedeni technologie
sekvenovdni DNA koncem 20. stoleti

pomoci sekvenovdni DNA muZeme zviditelnit podobnosti a
odlidnosti genetického materidlu riznych organizmu

za prepodkladu, Ze sekvence nukleotidi DNA se proméfiuji v Case,
|ze podobnosti a odlisnosti interpretovat v ¢asovém ramci

organizmy s velmi podobnymi sekvencemi DNA se vyvinuly ze
spolecného predka relativné nedavno, organizmy s méné podobnymi
DNA pochdzeji ze vzddlenéjsiho spolecného predka: moznost
stanoveni historickych vztahl mezi organizmy (tzv. fylogenetické
vztahy)




Ruzné casti genomu se lisi v ochoté
prijimat zmény

+ €dst DNA, kterd nemd kdédujici ani regulacni funkci se
muze volne ménit a hromadit mutace

©gen, kédujici diileZity protein nebo RNA se nemiize
iIbovolné ménit - je .evolucne konzervativni

béhem evoluce se mnohé dseky DNA zmeénily k
hepozndni, ale konzervativni geny si svou strukturu
udrzuji ve vsech organizmech bez podstatnych zmeén




Konzervativni geny se vyuzivaji pri studiich
zamérenych na pribuznost organizmu

- studie vedouci ke Klasifikaci organismt ha eubakterie,
archebakterie a eukaryota byly zaloZeny na srovnani struktur
jedné ze dvou hlavnich RNA sloZek ribozomu (rRNA malé
ribozomalni podjednotky)

+ translace je esencidlni proces probihajici ve viech Zzivych
bunikdch, proto tato rRNA si uchovava svou strukturu v zasadé
nezmeénenou po celou dobu evoluce

GTTCCGGGGGGAGTATGGTTGCAAAGCTGAAACT TAAAGGAATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAACCTCACCC human
G0CGOCTGEGEAGTACGETCOCARGACTEARACT TARAGOAR TTGCGOOGGAGCACTACAACGOGTGOAGCCTGCGETTTART TGGATTCAACGECGUGCATCTTACCA  Methanococcus
ACCGCCTGAGAAGTACGECCGCAAGETTAARACTCARATGAATTGACGGEGGCCEGC . ACAAGCGATGOAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCT  E. coll
OTTCCGGUGGGAGTATGETTCCARAGCTGAAACT TARAGGAATT GACGGAAGAGCACCACCAGGACTGEAGCCTGCGGCTTART TTGACTCAACACGGGARACCTCACCE  human

+ fylogenetické stromy se sestavuji E——
na zakladé sekvencnich dat 1 — con
a zndzornuji historické vztahy | o
mezi organizmy ’ 7777777777777777777777777777777777777 Toathlcken

i_| e Trout

Carp




Table 1-1 Some Genomes That Have Been Completely Sequenced

Mycoplasma genitalium has one of the smallest of all human genital tract 580 468
known cell genomes

Synechocystis sp. photosynthetic, oxygen-generating lakes and streams 3573 3168
(cyanobacterium)

Escherichia coli laboratory favorite human gut 4639 4289

Helicobacter pylori causes stomach ulcers and human stomach 1667 1590
predisposes to stomach cancer

Bacillus anthracis causes anthrax soil 5227 5634

Aquifex aeolicus lithotrophic; lives at high hydrothermal vents 1551 1544
temperatures

Streptomyces coelicolor source of antibiotics; giant genome soil 8667 7825

Treponema pallidum spirochete; causes syphilis human tissues 1138 1041

Rickettsia prowazekii bacterium most closely related to  lice and humans 1111 834
mitochondria; causes typhus (intracellular parasite)

Thermotoga maritima organotrophic; lives at very high hydrothermal vents 1860 1877
temperatures

Genome size and gene number vary between strains of a single species, especially for bacteria and archaea. The table shows
data for particular strains that have been sequenced. For eucaryotes, many genes can give rise to several alternative variant
proteins, so that the total number of proteins specified by the genome is substantially greater than the number of genes.

Table 1-1 (part 1 of 2) Molecular Biology of the Cell, Fifth Edition (© Garland Science 2008)




Table 1-1 Some Genomes That Have Been Completely Sequenced

Methanococcus jannaschii  lithotrophic, anaerobic, hydrothermal vents 1664 1750
methane-producing

Archaeoglobus fulgidus lithotrophic or organotrophic, hydrothermal vents 2178 2493
anaerobic, sulfate-reducing

Nanoarchaeum equitans smallest known archaean; hydrothermal and 491 552
anaerobic; parasitic on another, volcanic hot vents
larger archaean

Saccharomyces cerevisiae  minimal model eucaryote grape skins, beer 12,069 ~6300
(budding yeast)

Arabidopsis thaliana model organism for flowering soil and air ~142,000 ~26,000
(Thale cress) plants

Caenorhabditis elegans simple animal with perfectly soil ~97,000 ~20,000
(nematode worm) predictable development

Drosophila melanogaster key to the genetics of animal rotting fruit ~137,000 ~14,000
(fruit fly) development

Homo sapiens (human) most intensively studied mammal houses ~3,200,000 ~24,000

Genome size and gene number vary between strains of a single species, especially for bacteria and archaea. The table shows
data for particular strains that have been sequenced. For eucaryotes, many genes can give rise to several alternative variant
proteins, so that the total number of proteins specified by the genome is substantially greater than the number of genes.

Table 1-1 (part 2 of 2) Molecular Biology of the Cell, Fifth Edition (® Garland Science 2008)




Vétsina eubakterii a archebakterii ma 1000-
6000 genu

u prokaryotickych organizmi selekce favorizuje rychlost: rychly
prijem Zivin (velky povrch jednobunécného organizmu), rychla
reprodukce

proto jen genom prokaryotickych bunék kompaktni: maly, geny
ndsleduji jeden za druhym s malym prostorem pro regulaéni
elementy

|ze relativné snadno sekvenovat a najit geny, které se jsou
spole¢né pro vsechny 3 vétve stromu Zivota a které jsou typické
jen nékteré z nich




Evoluce gent

nové geny vznikaji z drive existujicich gent
inovace starych sekvenci mohou nastat nékolika zpusoby:
- intfragenovou mutaci (vétsinou v dusledku chyby pri replikaci)

- genovou duplikaci (vznika pdr ptvodné identickych gent v jedné
burice, ktery usnadfiuje divergenci v pribéhu evoluce)

- prestavbou Usekld DNA (dva hebo vice genl mize byt prerudeno
zlomem a znovu spojeno za vzniku fdznich, tj. hybridnich gent)

- horizontdlnim prenosem ¢dsti DNA z jedné buniky do druhé




ORIGINAL GENOME

organism B

INTRAGENIC
MUTATION

GENE
DUPLICATION

DNA SEGMENT
SHUFFLING

HORIZONTAL
TRANSFER

L J

Figure 1-23 Molecular Biology of the Cell, Fifth Edition (© Garland Science 2008)

GENETIC INNOVATION

mutation

organism B with
new gene




Geny se mohou pr'enaset mezi or*gamzmy
PN (prirozené i uméle) =

horizontdlni prenos genl mezi
bakteridalnimi burikami zajist'uji
bakteridlni viry (bakteriofdgy)

100 nm

»viry nejsou zivé, ale funguji jako vektory pro prenos genu:
parazituji na reprodukénim a biosyntetickém systému hostitelské
bunky

» infikuji bufiku, uvnitr replikuji svou DNA, sestavi nové virové
Cdstice, bunku opusti a infikuji jinou

* napadend burika vétsinou infekci virem neprezije

- miZe viak dojit i k situaci, kdy virovd DNA se nepouZivd k
okamzité produkci novych virovych Cdstic, ale perzistuje v
hostiteli po nékolik generaci jako neskodny cestujici: bud’ se stava
soucasti genomu hostitele nebo jako samostatny fragment DNA

* viry mohou ndhodné prenést ¢dst genomu jednoho hostitele do
druhého




Horizontalni prenos genu

horizontdlni prenos genl mezi eukaryontnimi burikami riznych
druht je velmi vzdcny, zfejmé neni podstatny pro evoluci
eukaryot

prenosy genl z bakteridlnich do eukaryotickych genomi byl
vyznamny pri evoluci mitochondrii a chloroplast

prenos mezi ruznymi druhy prokaryot je bézny vzhledem k jejich
pozoruhodné schopnosti prijmout cizorodou (i nevirovou) DNA ze
svého okoli

geny zajist'ujici rezistenci k antibiotikim nebo produkci toxint
se $ifi, protoze hostitelim poskytuji selekéni vyhodu
horizontdlni pfenos genti mize vést ke vzniku nebezpeénych

bakterii napr. béhem 40 let se rozsirily druhy Neisseria
gonorrheae (puvodce kapavky) rezistentni k penicilinu

odhaduje se, Ze alespoi 18% v3ech genl £.co/ibylo preneseno
horizontdlnim prenosem z jinych druht




Take home message

» evoluce zdvisi na vzniku, prenosu a rozsireni mutantnich
gent v populacich organizma

+studium sekvenci DNA predstavuje zplsob, jak
studovat proces evoluce




Urovné genetické analyzy

Klasicka genetika

- zaloZend na studiu kriZeni riznych druhi organizmi (dlouhodoby
proces provdzejici lidstvo od po¢atku civilizace: slechténi kulturnich
plodin, krizeni dobytka, atd.)

- zahrnuje studium struktury a funkce chromozom

»zahrnuje transmisni genetiku a studie povahy genetického materidlu

[usaptc

Angus Beefmaster Simmental

(a) Courtesy American Angus Association; (b) Courtesy Crown Prince 920, www.wildoaksfarms.com; (¢) Courtesy American Simmental Association; (d) Courtesy
American International Charolais Association
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Urovné geneticke

Molekularni genetika

pronikd do klasickych principl lechténi v
zemédélstvi od 80. let 20. stoleti

6.5cm

ATATATRTIS
— T ATATAe T

studie replikace, exprese a mutace gent ha
molekuldrni drovni

zdkladem jsou studie sekvenci DNA a
manipulace s molekulami DNA

po identifikaci genll zodpovédnych za dilezité
vlastnosti (odolnost k nemocem, prudkce zrnag,

apod.) snahy o prenos prislusnych alel do
zemédeélskych plodin




Urovné genetické analyzy

Populacni genetika

jednotlivci uvnitr populace mohou byt nositeli riznych alel

populaéni genetika je zaloZena na studiu frekvenci alel v populaci a
urceni, zda jsou tyto frekvence v ¢ase stdlé nebo proménlivé

populaéni genetika zahrnuje studium evoluce a dédi¢nost
komplexnich znaku




Take home message

- klasicka genetika: studium gent podle prenosu

znaki krizenych organizmdl

- molekularni genetika: studium genu po izolaci,
sekvenovani a manipulaci DNA a sledovdni
produktl genové exprese

- populacni genetika: studium gent na zdkladé
sledovani variability mezi jednotlivci uvnitr
skupin organizmi




Soucasna genetika v zemédélstvi:
Geneticky modifikované organizmy

*  Geneticky modifikované organizmy
(6MO) byly pozménény tim, ze prijaly
cizorodé geny

* napr. v USA je rozsirenad kukurice s
umele vnesenym genem z Bacillus
thuringiensis, ktery koduje protein
toxicky pro hmyz (plodina produkuje
svllj vlastni insekticid)




Soucasna mol. genetika v lékarstvi

Existuje mnoho nemoci zplsobenych mutantnimi geny
jejich studium zacalo krdtce po znovuobjeveni Mendlovy prdce

v r. 1909 britsky |ékar Sir Archibald Garrod publikoval knihu
Inborn Errors of Metabolism

vyznam:
- poprvé prokdzdno, ze poruchy metabolismu mohou byt zplsobeny
mutantnimi alelami

- vyprovokovadn dalsi vyzkum, kterym se béhem nékolika dalsich
desetileti podarilo odhalit velky pocet dédi¢nych poruch ¢lovéka

- Iékari se naucili diagnostikovat dédi¢né choroby studiem rodin a
predpovidat jejich vyskyt u potomkd

- i dnes maji nemochice genetické poradce, kteri maji za kol
informovat o rizicich prenosu dédi¢nych poruch




Soucasna mol. genetika v
lekarstvi

nové zplisoby detekce mutantnich gent - diagnostické testy pro
analyzu DNA, napr. z krevniho vzorku nebo stéru sliznice |ze snadno
zjistit pritomnost mutantni alely genu BRCAZ, kterd signalizuje
vysokou pravdépodobnost vzniku rakoviny prsu

nové zplsoby Iécby chorob (dFive se pro Ié¢bu cukrovky pouZival
inzulin izolovany z prasat, dnes je k dispozici lidsky vyrdbény
bakteridlnimi burikami, které nesou lidsky gen kodujici tento
protein)




Soucasna mol. genetika v
biotechnologiich

- lidsky ristovy hormon se drive ziskdval
z mrtvol, nyni je rovnéz produkovadn
bakteridlnimi burikami

- |é¢ba déti, které nemaji dost
hormonu, protoze nesou mutantni alelu
prislusného genu

- bez aplikace hormonu - dwarfismus

- biotechnologicky z baterii se ziskava
mnoho proteint, které jsou pro
medicinu dulezité




Genové terapie

jiny zplsob aplikace technologii molekuldrni genetiky

- zaclenéni zdravé (funkcni kopie) uréitého genu do bunék
¢lovéka, ktery nese jeho mutantni (nefunkéni) variantu

- novy gen kompenzuje nedostatecnou funkci vlastniho genu

- dosavadni vysledky nejsou idedlni (napr. se nezdarila Ié¢ba
cystické fibrozy prenosem genu CF do plicnich bunék)

- Uspésnéjsi jsou vysledky lé¢by poruch imunitniho systému a
nemoci krve prenosem gent do bunék kostni drené




Spolecenské a hospodarské
aspekty aplikaci mol. biol.

ekonomicky: biotechnologicky a farmaceuticky primysl| prispivaji k
zajisténi potravy a lékarské péce

pravni: pomoci DNA |ze dosdhnou jednoznaéné identifikace
¢lovéka: testy otcovstvi, kriminalistika, identifikace mrtvych, spory
o dédictvi, apod.

filozoficky: DNA je soucCdsti kazdého z nds, provokuje otazky: kdo
jsme? odkud pochdzime? do jaké miry je nase povaha zdédéna a tak
determinovdna ? ovliviiuje zplsob, jakym organizujeme svou
spolecnost?




Take home message

» objevy mol. genetiky méni postupy v zemédélstvi a
|ékarstvi

» pokroky v mol. genetice provokuji etické, pravnické,
politické, spolecenské a filozofické otdazky




