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Co se tady bude dit..

proc DNA a jak to s ni vlastné bylo...
Prehled zakladnich metod
Sekvencovani NK

Sbirani dat a co pak s nima, tvorba
knihoven, GenBank, AToL

Zasady bezpecneé prace v laboratori




Co tady budem pouzivat...

Sequencher — placeny SW FigTree

MEGA ‘TeeView
Paup - dtto TNT
MrModeltest ITOL
MrBayes

RAXML

Garli

CIPRES http://evolution.genetics.washington.

edu/phylip/software.html




Co je molekularni biologie?

Co je molekularni fylogenetika?

Jsou kladistika a fylogenetika sestry?



Od biologie k molekularni
biologil

 Molekularni biolog ie - studium struktury a
funkce genu na molekularni drovni pro
pochopeni zakladu dédicnosti, geneticke
variace a exprese znaku genu

« Prekryva se s dalSimi oblastmi, jako napfr.
genetika a biochemie




Fylogeneze (vznik a vyvoj jednotlivych vyvo.
linii) — kladogeneze (poradi a zpusob vétveni
VL) a anageneze (hromadéni fenotypovych
zmen ve VL)

Last Universal Common Ancestor

Vetve, uzly, stromy...

Homoplazie (znak nepritomen u spolec.predka)
a homologie (znak zdeden od nejblizsiho
predka)

Plesiomorfie a apomorfie

Co na to Haeckel a von Baer? — pravidlo
rekapitulace



Molekularni fylogenetika vyuziva
molekularné-biologické znaky pro ucely
fylogeneze a systematické biologie

Molekularni znaky maji oproti klasickym radu
vyhod:
e Je jich libovolné mnozstvi

e Jsou vzajemne distinktni, kvalitativni, na
sobé nezavislé

« Umoznuji srovnavat | nepribuzné
organizmy
» Jsou selekCné neutralni, neni nutno je vazit




Jak to vSe za calo...

 bakteriofag...chromatografie...
...dvouzavitnice...

« Jak to s DNA vypada

* Dvouzavitnice — stavba - primarni a
sekundarni struktura



Zacatky molekularni biologie

 Modern i mole kularni biolog ie zacina v
30. letech konvergenci dalsich
biologickych disciplin, jako biochemie,
mikrobiologie, genetika a virologie s nadeji
pro pochopeni zivota a jeho
nejzakladnéjSich procesu — mnoho fyziku
a chemiku obratilo svou pozornost na
nove moznosti vyuziti znamych postupu k
objevovani ,neviditelného svéeta*



DNA - dedi¢énost a struktura

e To, co dnes vime o DNA, nebylo objeveno
pres noc

* Mnoho ruznych védcu prispélo k vyzkumu
a jejich zasluhou dnes nejen zname model
DNA, ale taky muzeme predpovédét dalsi
zatim nezname ,veci*



Jedni z prvnich

Geneticky material je DNA — Alfred
Hershey a Martha Chase, 1952
Do té doby byly proteiny povazovany za
puvodce prenosu gen. informace
Hershey a Chase pracovali s viry, ktere
napadaly bakterie — bakteriofagy

Série experimentu prokazala uvodni|js
konstatovani "




Martha Chase a Alfred Hershey



Wilkins a Franklinova

Maurice H.F. Wilkins a Rosalind Franklin  ova,
50.léta

Wilkins a Franklinova studovali strukturu DNA
krystalu pomoci X-paprsku
Zjistili pravidelné se opakujici oblasti v krystalu

Vzorek DNA obsahuje struktury o rozmerech 2
nm, 0.34 nm, a 3.4 nm. Tmave struktury na
vrchole a spodku se opakovaly indikujic zavitnici



Rosalind Franklinova




Kone ¢ne..

James Watson a Francis H.C. Crick, 1953

Watson and Crick pouzili Chargaffovy zakladni data a
Franklinovy vysledky z rontgenové analyzy a sestrojili
model DNA

Model ukazal, ze DNA je double helix s cukro-fosfatovou
kostrou, na kterou se zevnitf pfipojuji nukleotidy

Chargaffovo pravidlo ukazalo komplementaritu parovani
baziA=Ta G =C, tedy purinu s pyrimidiny, co dalo
dvouzavitnici spravnou Sifi

Parovani bazi muze probéhnout v libovolném poradi,
coz umoznuje nekonecnou diversitu sekvence






Prvni dokument o DNA publikovan
v Nature 25. dubna 1953
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Chargaffovy pravidla

e Base-pairing pravidlo je A-T and G-C

 Thymine je nahrazen Uracilem v RNA

 Baze jsou navzajem spojeny vodikovymi
mustky

* Bylo objeveno diky relativnimu obsahu
jednotlivych bazi (obsah A-T je podobny a
C-G totéz)

 Obsah A/T/C/G je druhov é specifick y



Erwin Chargaff




* Double Helix — stoceny
zebrik

e Tvoren monomery AKA
nukleotidy

* Nukleotidy sestavaji z:
— Deoxyribozoveho cukru
— Fosfatové skupiny
— Dusikaté baze

Sugar

5 Phosphate

Backbone

Base pair

Nitrogenous

Base



e dva typy:
— Puriny
— Pyrimidiny

Puriny:
Adenine a Guanine
Pyrimidiny:

Thymine a Cytosine
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DNA je nekone

Sprusle” Zzebfiku
muzou |it za sebou v
libovolném poradi
(zakon
komplementarity musi
platit)

e 4 baze majiv
nekonec¢né mnozstvi
kombinaci

cha struktura

7
Adenine ?‘
75

Cytosine

Mitrogeous
Base

Phosphate
Backbone



Zaklad vseho..

o Kostra tvorena stridanim cukru a fosfatu
K cukru se VZDY pfipojuje dusikata baze

Molecule: —
Two S




DNA byla nalezena v jadru eukaryot a take
v cytoplasme prokaryot

DNA je ,sbalena“ a obtocena kolem
specialnich proteinu zvanych HISTONY

DNA obalujici protein tvori komplex zv.
CHROMATIN

Kdyz chromatin zkondensuje (ztloustne),
tvori CHROMOSOMY



chromozom _ nukleozom

histony



Centr alni dogma mole kularni

biolog Ie
Replication MRNA Translation
NG

| DNA \ (prﬂtein 5yntheai5)
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Transcription Rlbusc:me ‘5%
(RNA synthesis) ‘“‘*”““"

Protein



DNA tvo fi kopie sebe samé

* Replikace — proc je DNR REPLICATING
potfeba? ITSELF

e Jednoducheé: v kazdém
organizmu se bunky déli,
aby byl zabezpecen rust
a reprodukce organizmu,
tudiz nové bunky
potfebuji DNA s
instrukcemi, jak byt
bunkou

 DNA se replikuje tésne
pred délenim bunky:.




Replikace...

« DNA se musi rozplést a zrusit vodikove
mustky

 Obe rozpletené strany slouzi jako
templat k replikaci

e Z puvodni dvouzavitnice jsou vytvorenée
pomoci DNA polymerazy dve nove
vidkna



* Pocas replikace enzym helikaza ,odzipuje”
DNA

e Dalsi enzym — DNA polymeraza se
posunuje podel vlakna a pripojuje
komplementarni volné nukleotidy

POvodni vlakno

Noveé vlakno
DNA Polymeraza

Replikacni vidlice

Dusikaté baze



DNA — RNA — DNA
nekone ¢ny cyklus

 RNA ma za ukol predani
vzkazu od DNA do jadra
ribosomu

o Transcribce - RNAje
vytvorena z DNA

 Translace —z RNA je
prelozen vzkaz na vyrobu
proteinu

/ ONA
mANA \
Cell Protein
Nucleus (amino acid
chain)
Ribosome

Cytoplasm



* Diky Chargaffovu pravidlu se zacleni
pouze komplementarni nukleotid, tudiz
DNA polymeraza vytvori perfektni kopii
Chyba se stava! > Mutace!




Mutace

e Substituce — jedna baze nahradi druhou
* Inzerce — zacleni se extra baze
e Delece — ztrata jedné baze



Geneticky kod

Geneticky kod— reC mRNA s instrukcemi

Cteni tfech pismen (dusikatych bazi)
zaraz

Koddn =2 na mRNA: slozen ze tfi bazi

64 kodonu pro 20 aminokyselin — jsou
univerzalni pro vsechny bakterie, rostliny a
Zlvocichy na Zemi



Co Je gen?

o Zakladni jednotka
dédi¢nosti; dlouha

Stop Codon ==
cast DNA se
Codons for ifickyymi
Protein _SpECIfICker_]I
Instrukcemi pro

produkci specifického
proteinu

 Geny se nachazi na
specifickém misté
chromozomu zvaném
lokus

Promoter

The Segments
of a Gene




Chromozomalni variace
definuje druh

Chromozom je ulozisté
geneticke informace,
pocet je druhove
specificky

Lidsky genom ma ca. 3
million kb.

Ne-funkéni kodony jsou
introny

Funkéni jsou exony




