Zaklady genetiky prokaryotické bun




Chromozomova (Jaderna) DNA

U prokaryot (bakterie, archea)
dvouretézcova vetsSinou kruznicova

U eukaryot dvouretezcova linearni

U DNA-viru dvouretézcova linearni,
jednoretézcova linearni nebo
jednoretezcova kruznicova

Extrachromozomalni DNA - plazmidova,
chloroplastova a mitochondriova DNA
jsou vetsinou kruznicoveé



Replikace nukleovych kyselin

Replikace — tvorba kopii molekul
nukleovych kyselin zajistujicich prenos
genetické informace z DNA do
DNA nebo z RNA do RNA



Semidiskontinualni synteza DNA

Replikace chromozomovée DNA
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Replikace plazmidove DNA
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Z.akladni schéma transkripce

DNA

RNA Primarni transkript se tvofi tim,

5 Ze se na usek matricového
fetézce uréeného k transkrip-

ci vaZou kemplementarné ribo-

RNA-polymeraza .
(katalyzuje syntézu fosfodieste- naidapitlaw
rovych vazeb mezi ribonukleo-

tidy) v
primarni transkript
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heterogeneous nuclear RNA hnRNA pre-tRNA  pre-rRNA mRNA
v
pre-mRNA posttranskripéni Stépeni translace
3" UTR Exon Intron Exon Intran Exon 3 UTR l l l
m?NA tRNA rRNA
mRNA ¥

transiace

DNA-viry DNA-viry prokaryota
eukaryota prokaryota

eukaryota

Primérni transkript pdsobi jako mRNA toiiko u prokaryot. U euka-

ryot se mRNA vytvori $tépenim primérniho transkriptu (sestfihem).

Vsechny funkéni RNA, které nepodliéhaji translaci, vznikaji Stépe-
nim primarniho transkriptu



Transkrip¢ni jednotka

transkripéni jednotka =
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promotor primarni transkript

Jedna molekula primarniho transkriptu obsahu-
je prepis genu A, genu B a terminéatoru

Jedna transkripéni jednotka produkuje jednu molekulu
primarniho transkriptu



DédiCnost, promenlivost a prenos
znaku u mikroorganizmu

dédi¢nost — souhrn znaku, které jsou v
procesu reprodukce predavany na
potomstvo

dediCne znaky



Geneticka informace

Geneticka informace je obsazena ve sledu
(poradi) nukleotidu — nukleotidovych
sekvencich funkCnich typu
nukleovych kyselin



Nukleotidové sekvence

* v DNA nebo RNA sekvenci je obsazena informace
o primarni strukture proteinu

* v DNA je informace o primarni strukture
biologicky funkéni RNA (tRNA, rRNA, ...)

* RNA sekvence muze obsahovat informaci o
strukture DNA

* DNA nebo RNA sekvence muze obsahovat
informace o vazbé ke specifickym proteiniim
(zaCatek nebo konec transkripce)



Zakladni pojmy
Gen — jednotka genetické informace

Gen obsahuje genetickou informaci o
primarni strukture bud

* funkCni molekuly translacniho
produktu (polypeptidu, proteinu)

* funkCni molekuly produktu transkripce
(tRNA, rRNA atd.) nepodlehajici
translaci



Geneticky kod

Systém pravidel determinujicich zpusob
prepisu poradi nukleotidi do poradi
aminokyselin v peptidickem retezci



Geneticky kod

Zakladni jednotkou genetickeého kodu je

kodon

tj. pofadi nukleotidu, kédujici urcitou
aminokyselinu v peptidickem retezci



Geneticky kod

Geneticky kod je tripletovy
Je sestaven ze 64 kodonu

Je degenerovany (jedna aminokyselina je
kddovana nekolika kodony)

Schopnost kodonu koédovat aminokyselinu
se oznhacuje jako smysl| kodonu

Aminokyseliny kdduje pouze 61 kodonu




Geneticky kod

Kodony
Prvni nukleotid Druhy nukleotid Treti nukleotid
(5 konec) u (o A G (3 konec)
Phe Ser Tyr Cys U
Phe Ser Tyr Cys (o
Leu Ser N N n.Secys A
V) Leu Ser N Trp G
Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg C
Leu Pro Gin Arg A
Cc Leu Pro Gin Arg G
lle Thr Asn Ser U
lle Thr Asn Ser C
lle Thr Lys Arg A
A Met n.| Thr Lys Arg G
Val Ala Asp Gly U
Val Ala Asp Gly C
Val Ala Glu Gly A
G Val Ala Glu Gly G

N — nesmysliny kodon

| — iniciacni kodon




Geneticky kod

Nekteré kodony jsou nesmysine
*UAA - ochre
*UAG - amber
signalizuji ukoncCeni syntézy
polypeptidu (terminacni kodony)
*UGA - opal je bifunkcni
- terminacni kodon
- kodon pro selenocystein

amber mutations (UAG) were the first set of nonsense mutations to be discovered, isolated by Richard Epstein
and Charles Steinberg and named after their friend Harris Bernstein (whose last name means "amber" in German)



Gen

vV genu je kodovana

* primarni struktura bilkovinného
retezce (strukturni geny)

* struktura tRNA
* struktura rRNA
* maji regulacni funkci



Gen

Lokus - umisteni genu kodujiciho dany
enzym metabolické drahy na ruznych mistech
chromozomu (u eukaryot)



Genom — souhrn vSech genu bunky nebo viru

U eukaryot jsou geny lokalizovany v ruznych
organelach — jadro,mitochondrie nebo
chloroplasty (pfipadné plazmidy)

U prokaryot jsou geny lokalizovany na
chromozomove DNA a plazmidech



Genotyp

Souhrn vS8ech genu predstavujicich
genetickou informaci

* nesenych na chromozomalni
| extrachromozomalni DNA
Projev genotypu (potencial pro projev v
podobé znaku) je zavisly na podminkach
vnejsiho prostredi



Fenotyp

Projev genotypu za danych vnegjsich
podminek

Znamena to, Zze dany genotyp se muze v
ruznych podminkach projevit rizné



Fenotyp

Pokud je zména vnegjsich podminek tak
iIntenzivni, ze vede k napadné zmené
fenotypu, oznacuje se tato zmena jako
modifikace fenotypu

Modifi
i
Modifi

Kace se projevuje u prevazne casti
Krobialni populace

Kace je jev reverzibilni. Po odezneni

podminek vyvolavajicich zmenu, se
vraci populace do “normalniho® stavu



Plazmidy

= Samostatny replikon
tvoreny dsDNA (cirkularni
nebo linearni)

= Neékteré plazmidy jsou
epizomalni (mohou se
reverzibiné zabudovat do
chromozomu)

® Nenese informace o déleni
bunky
“ Nese informace o

specifickém fenotypovém
projevu




Plazmidy

Kazdy plazmid obsahuje
* lokus ori — pocCatek replikace

* lokus inc — misto pro pfipojeni
na biologickou membranu pri
replikaci



Plazmidy

Plazmid je
* jednokopiovy — pouze jedna
kopie DNA v bunce
* vicekopiovy — nekolik kopii téhoz
plazmidu v bunce



Plazmidy

Plazmid je
* kompatibilni — dva ruzné plazmidy v
jedné bunce maji odlisny
lokus inc, mohou se replikovat
soucasnée

* Inkompatibilni — maji stejny lokus inc



Plazmidy

Plazmid muze byt v

* autonomnim stavu - samostatny
replikon lokalizovany volne v
zakladni cytoplazme (replikuje se
nezavisle na replikaci chromozomu)

* integrovanem stavu — navazany mezi
geny v chromozomalni DNA
(replikuje se souCasne s replikaci
chromozomu)



Plazmidy

Plazmid je
* konjugativni — obsahuje geny tra
(oznacCovane | jako fertilitni faktor)
zodpovedné za syntézu
sexualnich pilusu, a prubéh
konjugace
* nekonjugativni — neobsahuji geny tra



Plazmidy u bakterii

Plazmidy se u bakterii vyskytuji velice casto —
malo druhu bez plazmidu

Plazmidy F a F’ - konjugativni plazmidy u
E.coli K12

* F faktor (fertilitni faktor)
* Jsou zodpovédné za prubéh konjugace

* Jsou zodpovedneé za syntézu
sexualnich pilusu



R - plazmidy

R faktory jsou zodpovedné za rezistenci k
* antibiotikum
* tézkym kovum
* bunécnym toxinum
Objeveny byly v Japonsku v r. 1950 pri
epidemii dysenterie
Jeden plazmid muze nést informaci o

rezistenci k nekolika latkam — vznik
polyrezistentnich kmenu



R - plazmidy

pocatek replikace
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R plazmid Bacteroides fragilis kodujici rezistenci ke clindamycinu



Bakteriocinove faktory

Bakteriocin — bilkovina usmrcuijici citlive
kmeny téhoZz druhu nebo jinych druhu

Bakteriociny pusobi na cytoplazmatickou
membranu nebo na syntezu bilkovin.
Mohou také blokovat vazebna mista na
bunécneé stene (receptory)

Col plazmidy (koliciny)



Bakteriocin

ot

Pyocin R - Pseudomonas aeroginosa



Plazmidy

Krypticke Degradativni
Predstavuji skupinu Nesou informaci o
plazmidu, jejichz schopnosti vyuZivat
fenotypovy projev neni “neobvyklé” latky
dosud znam (toluen, oktan, kafr,

Kys. salicylovou, .....



Plazmidy kvasinek

Dosud popsany u nékterych druht rodu
Saccharomyces, Kluyveromyces,
Schizosaccharomyces, Candida a
Zygosaccharomyces

Nejlépe prostudovanym je plazmid oznaceny 2um
Saccharomyces cerevisiae

Vyskytuje se v nukleoplazmé v 60-100 kopiich na
diploidni bunku

Plazmid 2um se pouziva v genovem inzenyrstvi jako
vektor pro klonovani



Plazmid 2um

The 2 um circle is a small double stranded DNA plasmid that
occurs at about 60 copies per cell in the nuclei of virtually all
strains of Saccharomyces cerevisiae. The plasmid has no
apparent phenotypic effect on host cells, and is the basis of
many useful vectors for the transformation of yeast. Under
certain circumstances, the plasmid is apparently able to
replicate more than once per cell cycle; this over-replication
allows the maintenance of the plasmid at high copy number.
The plasmid has two inverted repeat sequences, and encodes a
product that catalyses intramolecular recombination between
these two repeats. Models are proposed whereby recombination
leads to copy number amplification. In particular, it is proposed
that intra-molecular recombination during replication flips the
orientation of one replication fork with respect to the other, so
that both forks travel in the same direction around a circular
monomer template, generating a large multimer from a
monomer and a single initiation of replication.



/Zm¢na geneticke informace

Mutace

Prenos znaku
* u prokaryot
* U eukaryot



Prenos znaku u prokaryot

Rekombinace

* transformace — prenos izolované DNA
do recipientni bunky

* transdukce — prenos DNA z donorové bunky
do recipientni pomoci bakteriofaga

* konjugace - prenos DNA z donorove bunky
do recipientni konjugacnim mustkem



Transformace

Fragmenty DNA z
donorové bunky —

Mrtva donorova
bunka

Recipientni bunka

degradace bunky

Kompetentni
recipientni bunka

(ziva)
volna DNA A
(chromozomalni, ]
plazmidova)
) Reoipient |
.......... " : Transformované
rekombinovana

bunka



Transformace — vstup DNA do bunky

1. Dlouhé fragmenty
chromozomalni DNA nebo
plazmidu se vazi k
vazebnym bilkovinam na

2 vnejsi strane bunecné steny
a Je Castecne stepena
o nukleazami
! . Jeden fetézec DNA je
T degradovan DNAazou
nukleotidy 3. Nedegradovany retézec se

napojuje na specificky
kompetencni protein

4. Jednoduchy retezec vstupuje
do bunky a je integrovan do
chromozomu recipientni
bunky vymeénou homologni
casti chromozomu



Transformace — vstup DNA do bunky

transformacéni DNA

Chromozom recipientni bunky e

DNA vazici protein

specificky
protein vazici
jednoretézcovou
DNA

volné nukleotidy

RecA protein
adorbuijici
ssDNA

homologni rekombinace

| transformovana bunka




Transtformace —
vznik rekombinantniho transformanta
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Transformace —

vznik plazmidového transformanta
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Transdukce

prenos DNA donorove bunky do recipientni bakteriofagem

y fragment chromozomu plazmid
fagova DNA donorové buiiky donorové
bunky

nebo

NS

“normalni*,
netransdukujici, lyticky
aktivni fagovy virion transdukujici fagova ¢astice

~
R
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Transdukce

Pro transdukci je pouzivan pouze
temperovany bakteriofag

Transdukce nespecificka — je prenasen
jakykoliv usek DNA hostitelske bunky
(fragment chromozomu nebo plazmid)

Transdukce specificka — je prenasen urcity
usek DNA hostitelské bunky (fag A E.coli
prenasi pouze gen gal nebo bio — synteza
biotinu)



Transdukce -nespecificka

vznik rekombinantniho transduktanta
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Transdukce - specificka

&

lyzogenizovana bunka s profagem

indukce |

profag { |

GiEED

chybna excize (chromozom faga
obsahuje bakterialni geny)

=D

replikace defektivni DNA faga a
inkorporace do hostitelské burky

maturace a uvolnéni
transdukujicich fagovych ¢€astic
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Transdukce - specificka

cirkularni
chromozom faga A

infekce

/|hostitelske | -~
bunky {i/
E.coli K12 bakterialni

gal __bio chromozom

maf

T T e oL
R
/’7#’%’"

chybna excize
profaga

Fag A se zacClenuje
specificky mezi geny
gal a bio

Pri excisi je do
genomu faga
vClenen gen gal
(nebo bio) — defektni
bakteriofag

Transdukujici fag
prenese gen do
recipientni bunky
Helper fag

transdukujici fag muze infikovat a integrovat se
chromozom do nové hostitelské bunky




Transdukce - specificka
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? att polohy
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gal* l integrace do chromozomu bunky

\ chybna excize

stabilni transduktant

nestabilni transduktant



Konjugace

® Tvorbu sexualniho pilusu
koduje gen neseny na
plazmidu F (bunky F*) —
fertilitni faktor — gen tra -
konjugativni plazmid

= Vysledkem konjugace je

* plazmidovy
transkonjugant

* rekombinantni
transkonjugant




Vznik plazmidoveho transkonjuganta

bakterialni chromozom F plazmid

F* bunka F- bunka

zkraceni pilusu

rozstépeni jednoho retézce plazmidu

prenos jednoho fetézce do recipientni bunky

o

F* bunka




Vznik plazmidového transkonjuganta

Detail replikace a prenosu plazmidu

donor

) "
N
b

rozmotavaci protein (Tral)

primer membranovy protein

vazici plazmid

bunéénél”
stény e

specificky membranovy
protein recipienta

DNA polymeraza prenaseny retézec

primer

recipient




Vznik rekombinantniho transkonjuganta

1. Vznik bunék Hfr (high-frequency recombination)

Rekombinace mezi
F faktorem a
chromozomem
burnky

inzerce faktoru F

-

¥

-

F* buriky

Hfr bunky vznikaji inzerci plazmidu F do chromozomu donorové buriky



Vznik rekombinantniho transkonjuganta

1. Vznik bunék Hfr — zac¢lenéni plazmidu F do chromozomu bunky F*

(high frequency recombination)
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Vznik plazmidu F’

chybna excize
plazmidu F — obsahuje

éast chromozomu_~

bunky
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Konjugace bunky F" s bunkou F-
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Vznik rekombinantniho transkonjuganta

2. Prenos chromozomu Hfr do bunék F-
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Vznik rekombinantniho transkonjuganta

Prenos chromozomu Hfr do recipientni bunky

B /1S3

inkorporovany |
plazmid 2 lac
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Detekce rekombinant

Hfr donor:

F~recipient: Thr Leu™ Lac™ Str"

X

Kultivace, konjugace,
vyseti na selektivni

Thrt Leut Lac™ Str®

medium
Thr+ Leu+ V4 A N Lac+
rekombinanty 4 W rekombinanty
- h ¥ =

’ B ff,v' ;'\.\.
I-'.:- P @@ . i L] "'ul"u
[Fa e e selekce rekombinant b S dde N
A\ ® e \ s ol
iy & - \ - i 4
v o / o @ A
o 5. RS .

Minimalni medium se
streptomycinem a
dglukézou;selektivni pro
markerThr+ a Leu+
ne pro Lac

minimalni medium se
streptomycinem, laktézou,
treoninem, leucinem;
selektivni pro marker Leu+
ne pro Thr a Leu




