Zaklady genetiky prokaryoticke
bunky

Chromozomova (jaderna) DNA

U prokaryot (bakterie, archaea)
dvouretézcova vétsSinou kruznicova

U eukaryot dvouretézcova linearni

U DNA-virt dvouretézcova linearni,
jednoretézcova linearni nebo
jednoretézcova kruznicova

Extrachromozomalni DNA - plazmidova,
chloroplastova a mitochondriova DNA
jsou vétsinou kruznicove




Replikace nukleovych kyselin

Replikace — tvorba kopii molekul
nukleovych kyselin zajiStujicich pfenos
genetické informace z DNA do
DNA nebo z RNA do RNA

Semidiskontinualni syntéza DNA

Replikace chromozémové DNA

— RNA-primer

B S, <N smér pohybu
k: replikacni vidlice

dopinény

usek —RNA-primer

Odbourani RNA-primeru
__asyntéza useku z deoxy-

ribonukleotid(i od 3'-konce
etdzec predchoziho Okazakiho
fragmentu
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Replikace plazmidovée DNA

Zakladni schéma transkripce

RNA-polymeriza—_
(katalyzuje syntézu fosfodiest

Primarni transkript se tvofi tim,
5 Ze se na usek matricového

fetdzce uréeného k transkrip-
ci vazou komplementarnaé ribo-
nukieotidy.

rovych vazeb mezi ribonukleo- \

tidy)

primarni transkript "

v
translace

v
mRNA

v
translace

DNA-viry DNA-viry prokaryota
eukaryota prokaryota
eukaryota

Priméarni transkript pasobi jako mRNA toliko u prokaryot. U euka-

ryot se MRNA vytvoFi $tépenim primérniho transkriptu (sestfihem).
hny funkéni RNA, které nepodléhaji translaci, vznikaji Stépe-

Vi

nim primarniho transkriptu

u DNA-vird,
prokaryot,
eukaryot

Primarni transkript - hnRNA -
heterogenni nuklearni

RNA, prekurzorova RNA nebo
také pre-RNA




Dédic¢nost, promeénlivost a prenos
znakl u mikroorganizmu

dédi¢nost — proces, kterym je v procesu
reprodukce pfedavan geneticky material na
potomstvo

(vertikalni pfenos — mezi generacemi;
horizontalni pfenos — mezi jedinci téze
generace — u bakterii)

dédiéné znaky — viastnosti organizmu vzniklé
expresi genu (dédi se informace o znaku, ne
znak)

Geneticka informace

Geneticka informace je obsazena ve sledu
(pofadi) nukleotidl — nukleotidovych
sekvencich funk&nich typu
nukleovych kyselin




Zakladni pojmy

Gen - informaéni a funkéni geneticka jednotka
obsahujici genetickou informaci

Gen obsahuje genetickou informaci
o primarni struktufe bud

* funkéni molekuly translaéniho produktu
(polypeptidu, proteinu)

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

* nebo ma regulacni funkci

Geneticky kod

Systém pravidel determinujicich zptisob
prepisu poradi nukleotidii do poradi
aminokyselin v peptidickém retézci




Geneticky kod

Zakladni jednotkou genetického kédu je

kodon

tj. pofadi nukleotidi kddujici urcitou
aminokyselinu v peptidickém fetézci

Geneticky kod

Geneticky kod je tripletovy
Je sestaven ze 64 kodon

Je degenerovany (jedna aminokyselina je
kodovana nékolika kodony)

Aminokyseliny kéduje pouze 61 kodonu

Schopnost kodonu kodovat aminokyselinu
se oznacuje jako smys| kodonu




Geneticky kod

Kodony
Prvni nukleotid Druhy nukleotid Treti nukleotid
(5’konec) u (o] A G (3’konec)
Phe Ser Tyr Cys U
Phe Sel Tyr Cys Cc
Leu Ser N N n.Secys A
u Leu Ser N Trp G
Leu Pro His Arg U
Leu Pro His Arg (o}
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 Metn.I 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 — nesmysiny kodon | —iniciacni kodon

Geneticky kod

Nékteré kodony jsou nesmysine
* UAA - ochre
*UAG - amber
signalizuji ukonCeni syntézy
polypeptidu (terminacni kodony)
* UGA - opal je bifunkéni
- terminacni kodon
- kodon pro selenocystein




Gen

Lokus - umisténi genu kédujiciho dany
enzym metabolické drahy na riznych mistech
chromozomu (u eukaryot)

Geny na chromozomu jsou sefazeny linearng, to
umoziuje sestaveni genetické mapy

Vzdy nékolik kopii zivotné dulezitych genu — na
riznych chromozomech (eukaryota) nebo na
riznych mistech chromozomu (prokaryota)

Genom — souhrn vSech genu bunky nebo viru

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

U prokaryot jsou geny lokalizovany na
chromozomové DNA a plazmidech




Genotyp

Souhrn vSech genu pFedstavujicich
genetickou informaci

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

Fenotyp

Projev genotypu za danych vnéjSich
podminek

Znamena to, Zze dany genotyp se muze
v riznych podminkach projevit rdzné




Fenotyp

Pokud je zména vnéjSich podminek tak
intenzivni, Zze vede k napadné zméné
fenotypu, oznacCuje se tato zména jako
modifikace fenotypu

Modifikace se projevuje u prevazne casti
mikrobialni populace

Modifikace je jev reverzibilni. Po odeznéni
podminek vyvolavajicich zménu, se
vraci populace do “normalniho® stavu

Plazmidy

Samostatny replikon
tvofeny dsDNA
(cirkularni nebo linearni)

Nékteré plazmidy jsou
epizomalni (v procesu
integrace se plazmid
stane soucasti
chromozomu)

Nenese informace

o déleni bunky

Nese informace

o specifickém
fenotypovém projevu plazmid
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Plazmidy

Kazdy plazmid obsahuje
* lokus ori — pocatek replikace
* lokus inc — misto pro pfipojeni
na biologickou membranu pfi
replikaci

Plazmidy

Plazmid je
* jednokopiovy — pouze jedna
kopie DNA v burice
* vicekopiovy — nékolik kopii téhoz
plazmidu v bunce
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Plazmidy

Plazmid je
* kompatibilni — dva rizné plazmidy
v jedné bunce maji odlisSny
lokus inc, mohou se replikovat
soucCasné
* inkompatibilni — maiji stejny lokus inc,
nemohou se replikovat souCasné

Plazmidy

Plazmid je
* konjugativni — jsou prenaseny konjugaci,
obsahuji geny tra — transferové geny
(oznaCovane i jako fertilitni faktor)
zodpovédné za syntézu sexualnich pilusu,
a prubéh konjugace
* nekonjugativni — neobsahuji geny tra, do
recipientnich bunék mohou byt pfeneseny
transformaci nebo transdukci
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Plazmidy u bakterii

Plazmidy se u bakterii vyskytuji velice ¢asto —
malo druhl bez plazmid

Plazmidy F a F’ - konjugativni plazmidy
u E.coli K12
* F faktor (fertilitni faktor)
* Jsou zodpovédné za prubéh konjugace
* Jsou zodpovédné za syntézu sexualnich
pilusu
F* vznikl chybnym vyc€lenénim F z chromozomu

R - plazmidy

R faktory jsou zodpovédné za rezistenci k
* antibiotikiim
* t&éZkym kovam
* buné&nym toxinm
Objeveny byly v Japonsku v r. 1950 pfi
epidemii dyzenterie
Jeden plazmid mUze nést informaci
o rezistenci k nékolika latkam — vznik
polyrezistentnich kmenu
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R - plazmidy
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pogatek prenosu |

R plazmid Bacteroides fragilis kédujici rezistenci ke clindamycinu

Bakteriocinové faktory

Bakteriocin — bilkovina usmrcuijici citlivé kmeny
téhoz druhu nebo jinych druht

Bakteriociny plsobi na cytoplazmatickou membranu
nebo na syntézu bilkovin. Mohou také blokovat
vazebna mista na bunécné sténé (receptory)

Col plazmidy — informace o syntéze kolicinl
Ti-plazmidy Agrobacterium tumefaciens — produkty
jejich genl vyvolavaiji tvorbu nadord u dvoudéloznych
rostlin, vektor pro cileny pfenos genu do bunék rostlin
— transgenni rostliny
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Bakteriocin

Plazmidy kvasinek

Dosud popsany u nékterych druhl 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 buriku

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

Vyznam neni zatim popsan
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Plazmid 2um u Saccharomyces
cerevisiae

Prekrizeni

ds cirkularni DNA

obvodova délka 2um
6,3 kb

Zmena genetickeé informace

Mutace
Rekombinace

16



Mutace

Kvalitativni nebo kvantitativhi zména
v genetické informaci organizmu, jeho
genotypu

Nahodné a neusmérnéné zmény genotypu

* spontanni — vznikaji samovolné a s malou frekvenci

(chyba pfi replikaci DNA nebo skryty vliv prostiedi,

frekvence 107 — 10-10)

* indukované — vznikaji po pusobeni fyzikalnich nebo
chemickych faktord — mutagenu

Molekulovy princip spontannich i indukovanych mutaci je
stejny

Mutace

Genove — zmény v genetické informaci,
které probéhly v ramci genu a nenarusily
celistvost stavby chromozomu

Chromozomoveé — vedou ke zlomtim
a prestavbam struktury chromozomu

Genomoveé — zmény v poétu chromozomu

17



Mutace genove

Tranzice — vyména purinové baze za
purinovou

Transverze — vymeéna purinové baze za
pyrimidinovou

Inzerce — vsunuti nové baze
Delece — ztrata jedné baze

Mutace genove

Jednobodové mutace

Vicebodové mutace

Mutace ménici smysl kédu

Mutace ménici ¢teni kodu

Vzajemna nezavislost mutaci — mutace

v kterémkoliv bodé genu probiha nezavisle
na mutacich v jinych bodech genu
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Mutace genové — tranzice a transverze

DNA 2 G -

transkripce

asparagin Stop kodon

’ tyrozin ‘ ’ tyrozin ‘

| | | !

defektni nekompletni normalni normalni protein
Mutace s chybnym smyslem non sense Nevyznamna divoky typ
(missense mutation) (silent mutation)

Mutace genové — inzerce, delece

DNA mRNA

Cteci ramec
- > ..GUGECEUEUU... +1
- . GUCEelclll!. 0
W cloucluu® -1

Pouziti alkylaénich &inidel, napf. akridinova barviva, zména
smyslu, ale i celého &teciho ramce
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Mutace chromozomoveé

Dochazi ke ztratam nebo pfemisténi vétSich
,bloku“genetickych informaci (odpovidajici vétSim
skupinam genu), u eukaryot

ABCDE plvodni stav

ABC koncova deficience
ABE interkalarni delece
ABEDC inzerce
ABCDEKLM translokace
ABCBCDE duplikace
ABCCBBCDE triplikace

Mutace genomoveé

Aneuploidie - ztrata nebo nadbyte¢na pfitomnost
nékterych jednotlivych chromozomi
* monozomie — ztrata jednoho chromozomu
z nékterého z chromozomovych paru
* trizomie — pritomnost tfi homologickych
chromozom( namisto parového usporadani
(u ¢lovéka trizomie chromozomu 21 — Downova
choroba — ,mongolizmus®)
Polyploidie — pogetni zmény celistvych
chromozom (vyuziti ve Slechtitelstvi)
Jen u eukaryot

20



Mutacni rychlost

Pro buriku plati konstantni pravdépodobnost,
Ze bude v daném znaku mutovat v daném
Case

Pfedpokladem pro kvantitativni stanoveni je,
ze CGast ploten bude bez mutantu

Cast ploten bez mutanti naznacuje, ze v této
kultufe nedoslo k mutaci

|zolace mutantu — selektivni
medium

3 ; 3 — = Narostla kultura v kompletnim mediu
Izolace spontannich mutanti
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|zolace mutanti—metoda gradientnich

ploten
ey

MPA
I MPA + penicilin

|zolace mutantu — replika ploten
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7| medium

rast na
kompletnim

/| pritlaéime
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N\ £ samet -
|

it
dievény blok |

i

otiskneme
razitko na plotny

nasametu jsou
otisknuté vSechny
kolonie
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Mutageny

Zmeéna ve strukture bazi

Kyselina dusita — oxidativné deaminuje baze (adenin
na hypoxantin — parovani s cytozinem,cytozin
na uracil — parovani s adeninem; AT—GC)

Hydroxylamin — reaguje pouze s pyrimidiny; transice
pouze ve sméru GC—AT

Alkylacni Cinidla — do bazi inkorporuji alkylovou
skupinu CH,- , CH;CH,-, ...(yperit, dimetyl-,
dietylsulfonat, metyl- , etyImetanosulfonat, ...) —
zménénou bazi DNA polymeraza nerozeznava

Vyvolavaji zmény, i kdyz se DNA nereplikuje

Mutageny

Zmény vyvolané analogy bazi H\N/O»Br ey L o
AP Q/

5-bromuracil analog tyminu  + h

5-bromdeoxyuridin analog tyminu

2-aminopurin analog adeninu

Vyvolavaji (mutace AT<~GC) B

Vyvolavaji zmény, kdyz se DNA replikuje




Mutageny

Zmeény vyvolané ionizujicim zarfenim

lonizujici zareni (RTG, zareni }; tok protond,
neutronl a elektronll) vyvolava rupturu
chromozomu nebo zmény v bazich.

V pfitomnosti kysliku se vytvareji radikaly, které
zvySuji frekvenci zlomu, zabranuji
opétovnému spojovani chromozomu

Mutageny

Zmeény vyvolané UV zarfenim

Dimerizace dvou sousednich tymind na
stejném fetézci (tyminy jsou spojeny
cyklobutanovym kruhem). Dimery jsou
stabilni

Pokud neni provedena oprava, je zména
letalni
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Opravy mutaci

Reverze — reverzni mutace (revertanti)

Pokud mutant vznikl bodovou mutaci, muze
revertovat na divoky typ tranzici nebo tranzverzi

Mutace z divokého typu na mutantni je obvykle
rychlejSi

Pravdépodobnost, ze obé mutace probéhnou ve
stejné bunce, je nepatrna
(je soucinem pravdépodobnosti obou mutaci
108 x 108 = 10-16)

Opravy mutaci

Fotoreaktivace

Fotoreaktivacni enzym (fotolyaza) — po aktivizaci
intenzivnim viditelnym svétlem Stépi nebo
monomerizuje tyminove dimery — reakce
probiha v jediném enzymovém stupni .
VyznacCuje se vysokou specifitou — pusobi
pouze na pyrimidinove dimery

K fotoreaktivaci dochazi také na RNA, ktera
byla poSkozena UV svétlem
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Opravy mutaci

Fotoreaktivace

®\ /®\ /® ®\ /®\ /®

€ <C <C

B = 5 v

= 2 = Z
o z 0 @ ¢

0 ¥ o0 i uv = oy
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i vy TSNV
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CHy  CHy

CM3 CHa A
/’—4—/ tyminovy dimer TT
D cyklobutanovy kruh
AT o T Ta il

Fotoreaktivaéni enzym
+ viditelné svétio

R

Opravy mutaci ===l
Excizni oprava EEEEEELD

I AT HEATE
i
U A HEAEE

A

l excizni exonukleaza

———
|
TTHHE
DNA polymeraza |
R
i

Probiha i ve tmé&, multienzymovy komplex 'H H'MHQ nell5 BN
AP — DNA glykozylaza odstrani rEiset ] B ! <,
poskozenou bazi
excizni exonukleaza odstrani nékolik

nukleotidd
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Opravy mutaci

Postreplikacni rekombinaéni oprava

Probiha u W Dvousroubovice obsahuje dimer (o)

bakterii, které |
ztratily T
schopnost R e e S Dcefiné fetézce obsahujici
fotoreaktivace a + mezery proti dimerim v
o -~ - rodi¢ovskych fetézcich
excizni opravy ST T - T T
DL UL L o LTy
!!!!!EUIHHIIHH m J”HH““"'II Rekombinantni dvousrobovice
s dimery v jedné Sroubovici a
Vylouéi se z dal$iho procesu + mezerami v druhé
‘—"*"-m'm'm'—*ﬂ-* X (11101 | RS
Liiisezzeeesi- gl sssee L

l opravna syntéza DNA / DNA ligaza

lllllllll --------- T . . L
ll IIIU [i]lzzzzzzz2 11011 opravena dvousrouboivice

Mutace z hlediska jejich fenotypového
projevu

Morfologické mutanty — zménény tvar bunky kolonii
(M—>S—R)

Fyziologické mutanty — rezistence k antibiotik(im,
dezinfekénim latkam, bakteriofaglim, ztrata
schopnosti konjugace, sporulace, ts-mutanty, ...

Biochemické mutanty — jedinym fenotypovym
projevem je zména metabolizmu
- mutanty se zménou strukturniho genu — zména

enzymaticky aktivni bilkoviny
- regula¢ni mutanty — zménéna regulace
metabolizmu (mutace regulatorového
genu, promotoru, operatoru, inzerce
transpozonu, ..)
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Zmeéna genetické informace

Mutace

Pfenos znaku (rekombinace)
* u prokaryot
* u eukaryot

Prfenos znaku u prokaryot

Rekombinace

* fransformace — pfenos izolované DNA
do recipientni buriky

* transdukce — pfenos DNA z donorové burnky
do recipientni pomoci bakteriofaga

* konjugace - pfenos DNA z donorové bunky
do recipientni konjugacnim mustkem
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Transformace

il
volna DNA //'\
(chromozomailni, |
plazmidova) l ‘-'.“.

g ; 'Reci;’:’il

Fragmenty DNA z
donorové buriky

Donorova burnka

3 Recipientni burika

Kompetentni
recipientni burika
(ziva)

Transformovana
rekombinovana
burika

Transformace —
vznik rekombinantniho transformanta

S integrace
DNA

% &
BAnnaaa0ane

fragmenty DNA

chromozom
recipientni
buriky

&
LaREEEERRLER,

vazba a prenos
chromozomalni DNA

degradace|
DNA

stabilni transformant neuspésna transformace
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Transformace —
vznik plazmidového transformanta

% plazmidova DNA

chromozom
Manaa e
j;\—'\xxxx \11111 recipietni
g 2 buiiky
g S
4 Z
Lo nnnaceeas”

absorbce a prenos
plazmidové DNA

2

cocoonacengy,
2

&8

xxnzee
8

0
zl't\:\,

211'\-\'\,\.\'\,’\"\"\.’\_\_‘L'\_'\'>'

plazmidovy transformant

Transdukce

pfenos DNA donorové buriky do recipientni bakteriofagem

fragment chromozomu plazmid'
fagova DNA donorové buriky donorové
buriky

.

ﬁf
(
e N

transdukujici fagova castice

“normalni“, 8
netransdukujici, lyticky
aktivni fagovy virion
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Transdukce

S
= Pro transdukci je pouzivan pouze

temperovany bakteriofag

® Transdukce nespecificka — je pfenasen
jakykoliv usek DNA hostitelské burnky
(fragment chromozomu nebo plazmid)
—— = Transdukce specificka — je pfenasen urcity
usek DNA hostitelské buriky (fag A E.coli
pfenasi pouze gen gal nebo bio)

Konjugace

ey

®m Tvorbu sexualniho pilusu
koéduje gen neseny na
plazmidu F (buriky F*) —
fertilitni faktor — gen tra -
konjugativni plazmid

= Vysledkem konjugace je

* plazmidovy
transkonjugant

* rekombinantni
transkonjugant
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Vznik plazmidového transkonjuganta

lbakteriélnichromozom ‘

i
f l prenos jednoho fetézce do recipientni buriky ‘
&

Vznik rekombinantniho transkonjuganta
Vznik bunék Hfr
Rekombinace mezi
F faktorem a
Chrogw,zomem inzerce faktoru F
unky
e ——— ——p
integrovany faktor F

% ‘5'; ‘é % "‘é
F* bunky Hfr buiiky

Hfr bunky vznikaji inzerci plazmidu F do chromozomu donorové buriky
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Mapovani chromozomu—pferuSovana konjugace

Hfr

\OO

10:00

arg

10:35

Kruhovy chromozom

E.coli

Dtikaz kruhového

chromozomu E.coli
Konjugaci raznych
kmenu Hfr s burikami
F- byl prokazan
kruhovy chromozom
a mél ,délku” asi 100
minut
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