
Molekulární fyziologie genomu 

Historický úvod 

Nukleové kyseliny a chromosomy 

Poškození genomu 

Systémy reparace 

Cytogenetika 

Architektura buněčného jádra 

Replikace genomu 

Exprese genomu 

 



Historický úvod 
1632-1723 Anton van Leeuwenhoek – bakterie,nematody 
1655 Robert Hook – první pozorování buňky 
1828 Robert Brown – objev jádra 
1838 Charles Darwin – evoluční teorie 
1839 Schleiden, Schwann, Virchhof – buněčná teorie 
1866 Ernst Haeckel – dědičná informace je v jádře 
1869 Friedrich Miescher - nuclein 
1866 J.G. Mendel – zákony dědičnosti 
1882 Walter Fleming – pozoroval chromosomy (mitóza) 
1889 Johann Miescher – izoloval DNA  
1902 Teodor Boveri – chromosomová teorie dědičnosti 
1910 Thomas Hunt Morgan – geny vázány na 

chromosomy, 1913 – crossing over 



Historický úvod 
1928 F. Griffith – transformace bakterií 
1944 Oswald Theodore Avery – DNA je dědičný materiál 
1953 James Watson and Francis Crick – DNA struktura 
1974 Roger Kornberg – Struktura nucleosomu 
1982 Thomas Cremer – Teritoriální struktura 

chromosomů v interfázi, konfokální mikroskopie, 
FISH technika, CGH technika, CT-IC model 



První pozorování pod mikroskopem 
(Anton van Leeuwenhoek, 1632-1723, Delft, 
Holandsko) 

 Pracoval v obchodě, kde se 
používaly zvětšovací sklíčka k 
počítání vláken v látce. 

 První viděl a popsal bakterie, červy, 
spermie, krevní buňky a život v 
kapce vody. Během svého života 
pozoroval svým mikroskopem velký 
počet věcí. Jeho pozorování otevřely 
nový svět. 

Předvádějící
Poznámky prezentace
Byl obchodníkem v Delftu, v Holandsku, něměl vzdělání, neznal jazyky. Jeho zvědavost a um však umožnily jeden z největěích objevů – objev mikroskopu. Objevil bakterie, spermie, krevní buňky, mikroskopické červy a další organismy. Zkonstrukoval 500 mikroskopů, do dnešního dne se zachovalo tak 10. Nebyl objevitelem pravého mikroskopu o dvou čočkách – tento objev – dříve 1595 – Robert Hook. Mikroskopy o dvou čočkách však bylo v té době obtížné vyrobit a Leeuwenhoek dosáhl dokonalosti ve výrobě čoček. Dokázal udělat čočku zvětšující 200x. Odlišoval se od ostatních tím, že měl trpělivost všechno pozorovat pod mikroskopem a popisovat to. 



První pozorování pod mikroskopem  
(Anton van Leeuwenhoek, 1632-1723, Delft, 
Holandsko) 

 Mikroskop – dva šrouby, objekt 
je umístěn na špičku hrotu, 
vyžaduje dobré osvětlení. 
Mikroskop o dvou čočkách byl 
poprve zkonstruován o 40 let 
dříve, roku 1595. 

 Na obr. jsou zelené řasy a  
bičíkovci. 

http://www.ucmp.berkeley.edu/history/leeuwen/leeuwmicro.gif
http://www.ucmp.berkeley.edu/greenalgae/charophyta/spirogyra.gif
http://www.ucmp.berkeley.edu/protista/ciliata/vorticella.gif


Odkud pochází pojem buňka 
První pozorování buněk pod mikroskopem 

(Robert Hook, 1665 - Micrographia) 

Houby, hmyz, prvoky, buňky v korku 

Předvádějící
Poznámky prezentace
Robert Hook byl zařejmě největším experimentátorem 17. století. Jeho zájem neznal hranic – od fyziky až po geologii a architekturu. Ve všech těchto oborech také něčím přispěl. Je známý svou knihou Micrographia, 1665. Zkonstruoval dvoučočkový mikroskop a systém osvětlení. Pozoroval hmyz, houby, prvoky apod. Micrographia se stala nejčtenější knihou své doby. 



Jádro buňky (Robert Brown, 1828) 

     1) Výprava do Austrálie 

 2) Objev Brownova pohybu 

 3) Objev jádra buňky 

Buňky a jejich jádra 

jádra 

Předvádějící
Poznámky prezentace
V roce 1800 přijal místo přírodovědce na palubě lodi „The Investigator“, která se plavila do Australie. Tam strávil 3,5 roku – popsal 3400 druhů, z nichž 2000 nebyly dříve známy. V roce 1827 zkoumal pylová zrnka a pozoroval trhavý pohyb. Stejný pohyb nalezl u částic prachu a vyloučil tak možnost, že se pylová zrnka pohybují. Pohyb je nyní znám jako Brownův pohyb. V roce 1828 nazval buněčné jádro – jadrem. Bylo pozorováno i dříve, ale Brown mu dal název a popsal jej. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Brown.robert.jpg


Evoluční teorie  (Charles Darwin, 1838) 
 Anglický přírodovědec, na svých cestách se zabýval 

rozdělením různých forem života a fosílií na povrchu 
Země. Vymyslel teorii přirozeného výběru (1838) a 
přesvědčil vědeckou komunitu, že druhy se vyvíjejí v 
čase ze společného předchůdce – teorie evoluce. 

 Na obr.: loď Beagle u břehu Jižní Ameriky, trasa lodi. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Image:HMS_Beagle_by_Conrad_Martens.jpg


Buněčná teorie  (19. stol. – první polovina,  

Schleiden, Schwann, Virchhow a další ) 
1) Všechny formy života jsou tvořeny 

jednou či více buňkami 

2) Buňky vznikají pouze z jiných buněk 

3) Buňka je nejmenší formou života 

 

Předvádějící
Poznámky prezentace
Buněčná teorie je vědecká teorie, která je jedním ze základních kamenů biologie. Mezi všeobecně přijímané teze buněčné teorie patří: Buňka je základní strukturní a funkční jednotkou živých soustav. Všechny organismy se skládají z jedné nebo více buněk nebo jsou na buňkách závislé (viry). Buňky vznikají z jiných buněk buněčným dělením. Buňky nesou genetický materiál a při buněčném dělení jej předávají dceřinným buňkám. Chemické složení všech buněk je v zásadě stejné. Uvnitř buněk se odehrávají v zásadě stejné energetické pochody (biochemické procesy, buněčný metabolismus). 
	



Dědičná informace je v jádře (Haeckel 1866) 
     Ernst Haeckel byl německý biolog, filosof a fyzik. Objevil 

tisíce druhů, zmapoval genealogický strom všech form 
života. Je autorem teorie rekapitulace (ontogeneze 
opakuje fylogenezi – viz obrázek dole vlevo).  

  

  

 

  

  

 Na obrázku – sasanky z knihy 

 „Kunstformen der Natur“ 

  

Předvádějící
Poznámky prezentace
Haeckel zavedl také řadu pojmů do biologie, např. termín „ecology“ při popisu studie žijících organismů a jejich interakcí jeden s druhým v jejich prostředí. Haeckel v roce 1866 vyslovil hypotezu, že jádro buňky předává dědičnou informaci.  1866 byl také objeven klinický rtuťový teploměr (Allbutt Thomas). 1866 také Schultze objevil dva typy buněk v oku – tyčinky pro noční vidění a čípky pro barvy (studoval ptáky). Ve stejném roce popsal Down tzv. „congenital idiots“ – mongolismus. 1866 také Mendel publikoval svou teorii dědičnosti. 34 let byla zapomenuta. 

http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Haeckel_Actiniae.jpg
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Haeckel_drawings.jpg


Nuclein (Friedrich Miescher, 1869) 
 Miescher objevil nukleovou kyselinu – molekulární 

substrát genetického kódu a nazval ji nuclein.  

 Na buněčný extrakt působil pepsinem 

 Ukázal, že zůstane látka, která  

1) Je v jádře buněk 

2) Je rozpustná v louhu, né v kyselině 

3) Obsahuje fosfor (kromě C, H, O) 

Předvádějící
Poznámky prezentace
Meischer pracoval v Tubingenu s celou řadou buněk (bílé krvinky – hnis rány), které opracovával pepsinem, který rozkládá proteiny. Ukázal, že v buňkách je kromě proteinu ještě další látka, která je 1) obsažená v jádře, 2) je rozpustná v louhu a není v kyselině, 3) obashuje další prvek (fosfor) na rozdíl od běžných organických molekul.  Nuclein byl přejmenován Richardem Altmannem (1889). 1893 byly objeveny 4 báze nukleové kyseliny (Albrecht Kossel). Pravá funkce NA byla objevena až Watsonem a Crickem v roce 1953.
	Miescher také zjistil, že koncentrace CO2 v krvi určuje rychlost dýchání. 



Dělení buněk (Walther Flemming, 1882) 

Buňka před dělením  

Walther Flemming: první 
pozoroval dělení buněk, zavedl 
pojem mitóza a chromatin  

Mitotické 
chromosomy  

Chromosom  

Centro
mera  

Interfázní 
buňka  

Předvádějící
Poznámky prezentace
Walther Flemming (* 21. dubna 1843, Sachsenberg, Německo – 4. srpna 1905, Kiel) byl německý biolog, zakladatel cytogenetiky.  
Flemming studoval medicínu na Univerzitě v Roztokách, kterou absolvoval v roce 1868. V letech 1870–1871 sloužil jako vojenský lékař v prusko-francouzské válce. Mezi léty 1873 a 1876 učil na Pražské univerzitě. Roku 1876 přijal místo profesora anatomie na Univerzitě v Kielu, kde se nakonec stal ředitelem Anatomického institutu a kde pracoval až do roku 1901. 
	Anilinová barviva mu umožnila odhalit strukturu, která silně obsorbovala bazofilní barviva, kterou nazval chromatin. Rozpoznal, že chromatin má vztah k vláknitým strukturám v jádru buňky — chromozomům (doslovně z řečtiny „barevným tělesům“), které takto později pojmenoval německý anatom Wilhelm von Waldeyer-Hartz (1888). Belgický vědec Edouard Van Beneden (1846–1910) je nezávisle pozoroval také (u červů) a Karl von Nageli u rostlin (1842).
	Flemming zkoumal proces buněčného dělení a rozdělení chromozomů na identické poloviny. Tento proces nazval mitóza (z řeckého mitos – „vlákno“). Mitózu studoval in vivo i v barvených preparátech, přičemž jako biologického materiálu užíval ploutve a žábry mloků. Své výsledky publikoval v roce 1882 ve své klíčové knize Zell-substanz, Kern und Zelltheilung (1882; Cytoplazma, jádro a buněčné dělení). Na základě svých výzkumů Flemming jako první vytušil, že všechna buněčná jádra pocházejí z jiného předchozího jádra (což vyjádřil ve známé frázi omnis nucleus e nucleo). Jeho objev mitózy a chromozomů je uznáván za jeden ze 100 nejdůležitějších vědeckých objevů všech dob [2] a jeden z 10 nejdůležitějších objevů v oblasti buněčné biologie [3] (spolu s objevem meiózy Augusta Weismanna (1834–1914), buněčnou teorií Theodora Schwanna (1810–1882) a Matthiase Schleidena (1804–1881) a prvními genetickými mapami Thomase Hunta Morgana (1866–1945)). 



Mendel: zákony dědičnosti (1866) 

Křížení vlastností v potomstvu  J. G. Mendel  

Dvojice alel genů kontrolují dědičnost znaků 
Interakce dvou alel vede k expresi pouze jedné z nich 
Dominantní alela (DA) – exprimuje se vždy 
Recesivní alela (RA) – není exprimována v přítomnosti DA  

Předvádějící
Poznámky prezentace
Gregor Johann Mendel (20. července 1822 – 6. ledna 1884) byl mnich, zakladatel genetiky a opat augustinianského kláštera sv. Tomáše v Brně.
Johann Mendel se narodil v rodině německy mluvících drobných zemědělců v Hynčicích (něm. Heinzendorf) ve Slezsku. Dnes část obce Vražné v okrese Nový Jičín v Moravskoslezském kraji. Tvrdí se, že jeho předky byli také Češi a rodina byla poněmčena teprve v 18. století. Občas se objevující tvrzení o jeho české národnosti (resp. původu) se opírají o to, že se dotyčný narodil a žil na Moravě. On se nicméně hlásil k německé národnosti a jeho rodnou řečí byla němčina. Po absolvování ZŠ v Hynčicích navštěvoval mladý Johann školu v Lipníku nad Bečvou. Středoškolské vzdělání ukončil maturitní zkouškou na gymnáziu v Opavě. V letech 1840 až 1843 studoval na Filozofické fakultě v Olomouci. Během studia se živil převážně kondicemi. Z finančních důvodnů a na přání matky vstoupil do semináře. V roce 1843 přišel do augustinianského kláštera sv. Tomáše na Starém Brně a přijal řeholní jméno Gregor (řeholní jméno se používá na prvním místě). Ve svých 28 letech se přihlásil k učitelským zkouškám z přírodopisu a fyziky na univerzitě ve Vídni. U zkoušek celkově neuspěl, paradoxně díky neúspěchu v přírodopisu. V letech 1851-1853 studoval Mendel matematiku, fyziku, chemii, botaniku, zoologii a paleontologii. V roce 1853 ukončil studium na univerzitě ve Vídni, aniž by se mu z důvodu náhlé těžké nemoci podařilo složit profesorské zkoušky. Během studií se velmi zajímal o fyziku, matematiku a meteorologii. Díky důkladnému studiu těchto věd si uvědomil důležitost matematiky a statistiky pro vysvětlování přírodních dějů. Toho později využil během svých známých pokusů s hrachem.
	Po návratu do Brna se v letech 1856–1863 věnoval křížení hrachu a sledování potomstva. Na základě svých pokusů postuloval dvě pravidla, která později vešla ve známost jako Mendelovy zákony dědičnosti. Později byla jeho experimentální data mnohokrát prověřována, protože se mnoha kritikům zdála až příliš přesná. Spíše než falšování dat ale lze Mendelovi vytýkat to, že ze svých mnoha tisícovek pokusů zveřejnil pouze ty, které nejlépe popisovaly jeho teorie. Tomuto závěru také napovídá to, že z mnoha znaků, které Mendel sledoval, nakonec popsal pouze ty, které jsou ovlivněny jediným genem a u kterých je dědičnost nejjednodušší. Dále je zřejmé, že aplikoval dnes nepřípustný postup, kdy pokusy, které nevyšly úplně přesně, nastavoval dalšími minipokusy tak dlouho, dokud nedostal přesně ten poměr, který chtěl. Faktem však je, že v tehdejší době, kdy statistika de facto neexistovala a Mendelova práce byla jedna z prvních, která aplikovala matematické metody na biologický výzkum, lze tento postup považovat za normální. Navíc se tím Mendel ani nijak zvláště netajil. Své pokusy na rostlinách Johann Gregor Mendel přednesl v roce 1865 na setkání Brněnského přírodovědeckého spolku a následně publikoval v práci „Pokusy s rostlinnými hybridy“ (1866) (německy: Versuche über Pflanzen-Hybriden).
	Mendel poprvé naznačil existenci faktorů, které později byly nazvány geny (Wilhelm Johannsen, 1909). Ačkoliv nepoužil termin gen, vysvětlil své výsledky jako důsledek existence dědičných vlastností. Hypotetizoval také o nezávislém rozdělení genů do potomstva, o dominantních a recesivních znacích, o rozdílu mezi homo a heterozygotem. 



Boveri 

První představy o struktuře genomu   

Dlouhou dobu se vědci domnívali, že nukleová kyselina v jádře 
buňky je rozprostřena náhodně všude se stejnou 
pravděpodobností. 
 
Pozorování mitotických chromosomů však vedlo již koncem 19. 
století některé badatele k závěru, že také v interfázi si mohou 
chromosomy uchovat svou identitu (genetickou a strukturální) 
(Rabl 1885, Boveri 1888).  

Theodor Boveri: dědičnost je vázána na 
chromosomy (1887), po znovuobjevení 
Mendlových zákonů Hugo de Vriesem 
(1900) pokračuje ve výzkumu dědičnosti.  

Předvádějící
Poznámky prezentace
Německý biolog, práce s mořskými ježky ukázaly, že pro řádný embryonální vývoj je potřeba mít všechny chromosomy. Kromě úvah o chromosomech také navrhnul myšlenku, že rakovinné nádory pocházejí z jediné buňky, která má porušený soubor chromosomů tak, že se nekontrolovaně dělí.



Geny jsou na chromosomech  
(Thomas Hunt Morgan, 1910) 

-v roce 1910 objevil pohlavně vázanou dědičnost, činí 
závěr, že gen „white“ se nachází na pohlavním 
chromosomu 
-v roce 1913 objevil „crossing over“ a „linkage“ mezi geny 
-ukázal, že geny se nacházejí v určitých místech na 
chromosomech, sestavil se studenty první chromoso-
movou mapu. 

Předvádějící
Poznámky prezentace
Thomas Hunt Morgan (25. září 1866 – 4. prosince 1945) byl americký genetik. Studoval historii přírody, zoologii a makromutace u octomilky (Drosophila melanogaster). Je považován za jednoho z nejvýznamnějších genetiků historie, neboť prokázal, že geny jsou umístěny na chromozómech a na základě tohoto poznatku zformuloval Morganovy zákony dědičnosti. (Ironií osudu je, že Morgan byl sveřepým odpůrcem teorie o umístění genů na chromozómech, a své pokusy s octomilkou prováděl původně za účelem jejího jednoznačného vyvrácení). Zejména pro tento objev mu byla v roce 1933 udělena Nobelova cena za fyziologii a lékařství.



Genetický materiál lze přenést do jiných 
buněk jako neživou látku (Griffith, 1928) 

Myš, které je injikován S-kmen Pneumococcus umírá 
Myš, které je injikován R-kmen přežívá. 
Extrakt z S-kmene (buňky nedají kolonie) transformuje R-kmen 
na virulentní S-kmen                                            



DNA je genetický materiál (Avery et al., 1944) 

Avery, MacLeod, and McCarty, 1944, vyčistili extrakt 
S-kmene, aby bylo možné lépe charakterizovat 
transformaci. 
•Extrakt byl rezistentní k proteázam, neobsahoval 
lipidy a uhlovodíky 
•Jestliže byla DNA v extraktu zničena, transformace 
nenastala 
•Čistá DNA izolované z S-kmene transformovala R-
kmen 
•Avery opatrně naznačil, že genetickým materiálem je 
DNA 



Primární a sekundární struktura DNA 

Dvojice bazí 

Řetězec fosfát-cukr 

Watson a Crick, 1953 – struktura DNA, DNA kód 

Předvádějící
Poznámky prezentace
V roce 1953 James Watson a Francis Crick ukázali molekulární strukturu DNA, což vedlo k vytvoření centrálního dogmatu biologie – DNA-transkripce-RNA-translace-protein. Toto dogma má výjímky – reverzní transkripce u retrovirů. James Dewey Watson (* 6. dubna, 1928) je americký vědec, který je znám jako jeden z objevitelů struktury molekuly DNA. Watson, Francis Crick, a Maurice Wilkins dostali v roce 1962 Nobelovu cenu za lékařství, za jejich objasnění molekulární struktury nukleovych kyselin. Objev byl učiněn za pomoci Rosalind Franklin. Watson byl dále poctěn medailí National Medal of Science v roce 1997. 
	Při tomto objevu sehrálo roli mnoho událostí, zejména difrakční data, která prezentovala Franklinová, poznatky o párování (stejném obsahu A s T a G a C. Watson pak náhodou objevil možnosti vzniku vodíkových vazeb když si vytvořil modely všech 4 bazí. 



Nukleosom 

Nukleosomové jádro (oktamerní 
komplex histonů)  

H1 histon 

6 nm 

DNA 

Roger Kornberg, 1974 

Histony (H2A a H2B) a (H3 
a H4) tvoří dimery, ty tvoří 
tetramery a dohromady 
pak vzniká oktamer 

Předvádějící
Poznámky prezentace
Roger Kornberg – americký biochemik, profesor strukturální biologie na Stanfordské universitě. 2006 získal Nobelovou cenu za práce na transkripci u eukaryotických buněk. Vyřešil 3-rozměrnou strukturu RNA polymerasy II. 



Chromosomová teritoria (CT)  
První experimenty, které vedly k závěru, že chromosomy se nachá-
zejí v jádře v podobě ohraničených domén, byly pokusy T. Cremera 
v létech 1982-1984. Zavedení FISH podstatně urychlilo poznání 
chromosomů jak v mitóze, tak v interfázi.  

Předvádějící
Poznámky prezentace
Společně se svým bratrem Christophem se zabýval laserový-UV-mikrosvazkem, kterým ozařoval buňky. Ozáření malé části jádra buňky ukázalo, že poškození se nachází pouze u malého počtu mitotických chromosomů. Z toho učinil TC závěr o teritoriální organizaci chromosomů v jádře buňky. Tento koncept vedl k novému poli výzkumu, který se začal nazývat interfázní cytogenetika. T. Cremer významně přispěl k rozvoji konfokální mikroskopie (návrhem LSCM), k rozvoji FISH techniky a k rozvoji CGH mikročípů. V roce 1993 formuloval koncept „chromosome territory – interchromatin compartment (CT-IC)“.



Principle of fluorescence microscopy 
(filters are most important) 

Excitation filter, 
(blue colour, 
450-490 nm ) Emission filter, 

(set to green 
520-560 nm ) 

Dichroic mirror, 
reflects the light under 510 nm 
transmitts the light above 510 nm 

Source 
of light 

Ocular 

Objective Preparation 



Principle of confocal microscopy 



LSCM microscope 

laser 

sample 

scanning 
mirrors 

pinhole 

detector (PMT) 



Fluorescenční in situ Hybridizace (FISH) 
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Druhy sond pro FISH 

a) Sondy specifické pro určité geny (sekvence) 
b) Sondy specifické pro repretitivní sekvence v okolí centromer 
c) Sondy specifické pro telomery 
d) "Paintingové" sondy pro celé chromosomy 



Princip DNA microarrays 

Obarvená RNA se váže k malému spotu na sklíčku, kde je komplementární 
sekvence. Intenzity červené a zelené se snímají skenerem a vyhodnocují. 



Funkční uspořádání genomu v jádře  

Chromosom 

Jadérko 

Proteinový 
komplex 

Jaderné pory 

Chromatinová 
vlákna 

Transkripce 
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