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Védni discipliny
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Celkovy geneticky material bunk
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Geneticky material

- NK "> jedn. druhy NK
- gény > specificke struktury DNA
- alely > formy existence génu

- genotyp [ >soubor géenu
(téz soubor alel na 1 lokusu)
- gendm > soubor génu v 1 haploidni sadé
> soubor génu gamety
- plazmén > soubor cytoplasmatickych gén
- genofond > soubor génu urdité populace

PODSTATA G. M.

Informacni biol. makromolekuly



Bunécny cyklus
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Mitosis & meiosis
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Diplo-haploidni faze u zivoc¢ichu




Diplo-haploidni faze u rostlin
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Cyvtologie =cvtogenetika = karvologie

Na ni 20 000 genu (lokusu)

U

Rozdélenych na 46 chromozomu

U

V interfazi despiralizovana DNA 2m = 2000km vlasce
rozprostreného v mistnosti 4x4m




Morfologie chromozomu
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Struktura
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Tvary chromozomu

a) metacentricky ) = ?
b) submetacentricky 1,
¢) akrocentricky q =1
d) telocentricky 11




Polytenni
chromozomy
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Diploidni chromozomalni pocty

Druh 2n | Druh 2n
Plasmodium malariae 2 K - Equus caballus 66
Nezmar - Hydra vulgaris 32 | Simpanz — Anthropopitheus troglodytes 46
Klisté — Ixodes ricinus 28 | Clov&k - Homo sapiens 46
Pavouk - Aranea diademata 26 |Repka - Brassica napus 38
" Bourec - Bombyx mori 28 ,26 | Mak-Papaver somniferum 22
" Viela — Apis mellifica 16,32 |Repa - Beta vulgaris 18
Muska — Drosophila melanogaster 8 Angrest - Ribes grossularia 16
Stika — Esox lucius 18 | TreSen - Prunus avium 16
Kapr — Cyprinus carpio 104 | ViSen - Prunus cerasus 32
Kur doméaci — Gallus gallus 78 |HruSen - Pyrus communis 34,68
My§ — Mus musculus 40 |Jetel - Trifolium pratense 14
Pes — Canis familiaris 78 | Akat - Robinia pseudacacia 20
LiSka — Vulpes vulpes 38 | Buk - Fagus silvatica 24
Kocka — Felis domestica 38 | Chmel - Humulus lupulus 20
Skot — Bos taurus 60 | Brambor - Solanum tuberosum 48
Koza — Capra hircus 60 | RajCe - Lycopersicum esculentum 24
Ovce — Ovis aries 54 | PSenice - Triticum vulgare 42
Prase — Sus scropha 40 |JeCmen - Hordeum vulgare 14
Osel — Equus asinus 66 | Oves - Avena sativa 42




Mitoza — metafaze




Zpracovani karvotvpu

- klasické metody (monochromaticke barveni)
- moderni metody ( napr. prouzkovaci techniky)




Karyotyp Clovéka




C — metafaze (prouzkované chromozomy)
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Haploidni karyotyp Cclovéka
(prouzkovani)
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rouzkovani
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Karyotypy prasat

Sus scrofa /Prase domdci/ Sus scrofa /Prase divoké evropské/
20 = 3e 2n = 36
Autosomy: 24 M, SM, ST Sex chromozomy: X ST Autosomy: 26 M, SM, ST Sex chromozomy: X ST
12 AC, TC Y M 8 AC, TC
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Karyotyp skotu a koné

Bos taurus /Skot/
il Equus cebalus /Kin dowmdci/
cn = 64
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Karyotypy ovce a kozy

Ovis aries /Ovce domédci/ Capre hircus /Koza domdci/
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Karyotypy slepice a koCKky

Gallus domesticus /Kur domdci/ Felis catus /Ko&ka domdef/
2n = T8 2n = 38
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Karyotypy mysi

Mus musculus /Ly3 domici/

Mus poschiavinus /liys tabdkovi/
Xn o= 40 -

2n = 26

Autosomy: 38 AC, TC Sex chromozémy: x A€

Y AC
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Karyotyp krecka

Critelus .riseus ,Krecek Cinsky/

2n =22

Autosomy: 14 II, SM Sex chromozdmy: X ST
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Karyotyp a idiogram prasete
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Karyotyp a idiogram koné
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Haploidni idiogram zita




Fluorescence in situ hybridization
(KFISH)




Fluorescence in situ hybridization
(KFISH)




Comparative genomic hybridization
(CGH)
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Comparative genomic hybridization
(CGH)




Multicolor fluorescence in situ

hybridization (MFISH)




Multicolor fluorescence in situ

hybridization (MFISH)




Multicolor fluorescence in situ

hybridization (MFISH)




Abnormalni karyotyp
(metoda FISH)




Abnormalni karyotyp
(metoda FISH)
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Cytogenetické a molekularné
cytogenetické vysetreni

INDIKACE
Tkari nelze kultivovat in vitro, VySetieni molekularné
[ Tkai lze kultivovat in vitro J popf. hrozi nebezpeci z prodleni cytogeneticky zjistitelné aberace
phrA (u prenatalnich vySetieni) u ostatnich ¢leni rodiny

buiiky v metafazi (kultivované

lymfocyty, amniocyty, buiiky
kostni diené atd.)

material podle
potieby

interfazni buiiky (nadorové
buiiky, nekultivované
amniocyty atd.)

!

Cytogenetické vysetieni

: !

/ Nilez a popis \ Negativni nilez, Nalez chromozomalni aberace,
chromozomalni aberace nutnost podrobn&jiho nutnost Verlﬁ}{lace a upfesnéni
v . ge otrenit naiezu
napi. aneuploidie, vySetreni - T
Jjednodussi nap¥. mikrodelecni TMEDYS DAL RCT C T CIIMACONE
chromozomadlni prestavby syndromy sloZité chromozomalni prestavby,

mozaiky

e o i

Molekularné cytogenetické vysetreni
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MOLEKULARNI
GENETIKA




Uvod

molekularni genetika - studium procesti podminujicich dédi¢nost

a proménlivost na molekularni Grovni

geneticka 1nformace (GI) je zakodovana
Vv DNA _ulozenavi] buiiky v chromozomech

Odhaleni funkce NK — Avery (1944) - averyho

bomba‘

odhaleni genetick¢ho kodu (GK) - Watson

a Crick ( 195 3) - zlomovy objev pro dalsi rozvoj molekularni genetiky

v poslednich desetiletich bouflivy rozvoj MG
- projekty:




Tok genetické informace

Exprese genetické informace je

komplexni proces a lze si jej
| predstavit jako informaéni tok |
(pfesun informace pomoci
informacnich molekul z
sekvence nukleotida do
sekvence AA) v bunce.
Souhrnné tyto procesy (smeér
“"toku" genetické informace)
predstavuji tzv.

Transkripce

Centralni dogma
molekularni
genetiky:

“‘“DNA —> RNA —> protein*




Nukleoveé kyseliny

DNA = deoxyribonukleova k. RNA = ribonukleova kyselina
(deoxyribonucleic acid) (ribonucleic acid)

dvouvlaknova - dvousroubovice jednovlaknova

Funkce: DNA - nositel Gl *) RNA - podil na realizaci Gl

*) u nékterych virl je nositelem GIl: RNA
- napf. medicinsky dulezite viry:
- virus chripky
- virus HIV (Humane

Immunodeficiency Virus) - vyvolava
AIDS

chromozomy se skladaji z fady makromolekul:
- cca 60-90 % tvori zhruba ve stejném pomeéru DNA a histony (bazické proteiny),
- dale nehistonové proteiny a molekuly RNA







Struktura NK

Zakladni stavebni kamen NK:
nukleotid = cukr +

+ dusikata baze

- pétiuhlikata ribéza (v RNA)
- deoxyrib6za (v DNA)

na 3. a 5. atomu uhliku

spojuje molekuly cukru navzajem do fetézce

na 1. atomu uhliku cukru
- purinové A, G
- pyrimidinové baze T,

nukleotid X nukleosid

o

pétiuhlikaty cukr

+ fosfatova skupina v
+ dusikata baze baze + deoxyriboza

-DNA:A T, G, C
-RNA:A, U, G, C




Cukerna slozka
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Nukleotid

Nucleotide structure
NH:2

F’hﬂsphate L > Base




Retézec nukleotidii 3°-5°

| O 5 -konec
% V DNA - dva protismérné nukleotidové
>°C i retézce:
O Az 1. ve sméru 5°- 3" ,,dolt“ (,,po sméru*)
3 = 2.3-5" ,,nahoru” (,,proti sméru*)
O O
jﬁ( 0 navzajem jsou spojeny do
HO N dvousroubovice prostfednictvim
e vodikovych mustku mezi
O e B komplementarnimi bazemi

A - T (2 mustky)
a G - C (3 mustky).

ot 2 el
't -I-]L.

| DNA

53

_i‘;p— :b-.n_,n--n-"i'o

2 -lkkonec OH




Strukturu DNA
muzZeme pfirovnat

K tocCitym
schodum, jejichz
"bocCnice” jsou
tvoreny spojenim
cukr - fosfatova
skupina

(monotonné se
opakuje). Poloviny
jednotlivych
stupniu jsou
tvoreny dusikatou
bazi, ktera se
napojuje na
druhou polovinu -
komplementarniho
partnera ze
druhého vilakna.




Komplementarita bazi

DNA A-U
C-G

Priklad komplementarity:

1. vlakno AGTCAGTC
2. vlakno TCAGTCAG

RNA




RNA

Typy RNA:
1. transferova (tRNA) - prenos aktivovanych AA na misto
biosyntezy bilkovin (ribozémy)
- 2. ribosomalni (rRNA) - soucast ribozému, které jsou
mistem biosyntézy bilkovin
3. mediatorova (mMRNA) - prenos Gl z DNA na bilkoviny
(messenger = posliek) (ve forme specifické sekvence
nukleotidu)
- ruzna délka (nékolik set az tisic
nukleotidu)




\ t-RNA
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rRNA

W Adenine
T Guanine
u Uracil

('_| Cylosing
P= phosphate
R= Ribose




Rozdily mezi DNA a RNA

DNA RNA Bt

* deoxyriboza  cukr * riboza
*AT,GC baze AU, G, C

* dvouvlaknova pocet viaken <+ 1vlaknova
«1typ DNA Y  pocet typl 3 typy RNA
- stejna fce ) funkce * rozlicné fce

*
) u v8ech zivych organismu
**
) uchovavani a prenos Gl




Prenos Gl

Transkripce  Translace

@DNA > RNA [ > Protein

Replikace




Replikace, transkripce, translace

| ! Replication
MRNR DNA duplicates

DNA |nf0|inaion

?’\!\Mq Transcription

mRNA
nucleus

Information
cytoplasm
nuclear envelope

\J

Protein

Translation

Ribosome ! rotein synthesis

\ Protein



Replikace DNA

Struktura ve formé& dvousSroubovice a komplementarita bazi umoznuji
semikonzervativni replikaci DNA - z 1 materské dvousroubovice DNA
— 2 dcefinné (kazda z nich 1 vlakno puvodni - matefské a 1 nové
syntetizované).

Replikace je zajiStovana DNA polymerazami.
Replikacni vidli€ka - misto, kde probiha syntéza noveého vlakna

Dvousroubovice DNA se rozpoji, kazdée vlakno je predlohou pro vznik
komplementarniho viakna DNA. Postupné jsou na nove vznikajici vlakno
pripojovany nukleotidy, které maji dusikatou bazi komplementarni k bazi na
puvodnim viaknu DNA.

Syntéza probiha v obou smérech, obé replikacni vidlicky se od sebe
vzdaluji a vytvareji tak utvar, ktery je mozné pozorovat v elektronovém
mikroskopu jako replika¢ni bublinu.

V prokaryontnich bunkach je DNA syntetizovana jako jednotka, tj. cely
chromozom je jeden replikon, v eukaryontnich je rozClenéna do vice Casti -
replikonu.

Replikace probiha v S fazi bunécného cyklu.




Schéma replikace
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DNA molekula
ongmn

Replikon

rephkon 1 rephkon 2
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Transkripce

podle predlohy v DNA syntetizovana RNA

1 mechanismus transkripce pro vSechny RNA

Prepisovana, transkribovana je sekvence nukleotidii v DNA,
podle které vznika komplementarni sekvence nukleotidu v RNA.
Tento proces je enzymaticky zajistovan RNA polymerazami.
Signalni sekvence DNA pred genem, na které se vaze RNA
polymeraza se nazyva promotor. Na promotor se navazi
transkripCni faktory (proteiny), dale RNA polymeraza a za

pritomnosti volnych ribonukleotidu probiha syntéza nového retézce
MmRNA.

Produktem transkripce je prekurzorova pre-mRNA (kromé vlastniho
genu obsahuje také introny a okrajové cCasti genu) — maturace
(dozravani) mRNA - dojde k enzymatickému rozstépeni pre-mRNA
a spojeni exonu (kodujicich ¢asti). Introny (nekodujici Casti)
zustavaji v jadre. Tento proces se nazyva splicing (=sestfih).




Schéma transkripce

RNA
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Posttranskripcni upravy

 po ukonceni transkripce - vznik pre-mRNA => zrani (maturace)
» pre-mRNA - 2 typy Useku: exony a introny
* SPLICING = sestfih - ,vystfizeni® intronu

Schéma splicingu

DNA

v

pre mENA
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exon | mtron 1 EXON 2 intron 2 EXON 5




Translace

= prepis informace o sekvenci nukleotidu v mRNA do
sekvence AA (aminokyselin) ve vznikajicim proteinu
(pfeklad nukleotidu do pofadi AA v polypeptidovém
retezci)
probiha na ribozémech (komplex nékolika typtu rRNA

a proteinu)
volné AA jsou vazany na tRNA, transportovany do

rilbozomu, kde tRNA naseda svym antikodonem
(specificka trojice bazi) na kodon na mRNA

poradim tri bazi na kodonu je dana AA, ktera bude na
prislusném miste v syntetizovaném proteinu

na sousedni kodon naseda dalsi tRNA s AA, mezi
aminokyselinami vznika peptidova vazba, dale ve
smeru 5°- 3" nasedaji dalsi tRNA a navazuji se dalsi AA




Schéma translace
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mRNA
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mAMA Transcriplion )

Transport o cytoplasm Tor :
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Geneticky kod

- soubor pravidel, podle kterych se geneticka informace ulozena
v DNA, resp. RNA, prevadi na primarni strukturu bilkovin - tj. poradi
aminokyselin v retézci

Viastnosti - GK je:

1. tripletovy - pofadi tfi nukleotidu urCuje aminokyselinu - trojice bazi
kdduje 1 AA (trojice nukleotidu = kodon, triplet)
2. univerzalni - u vSech organismu koéduje 1 a ten samy triplet stejnou
AA (pravidlo plati pro velkou vétSinu kodonu,
u nékterych organismu maji nékteré kodony odlisny
smysl)
3. degenerovany (nadbytecny) - 1 AA muze byt determinovana vice
kodony (1 AA je kddovana vice
triplety)

4. bez mezer a neprekryvajici se - jednotlivé kodony v molekule NK
nasleduji bezprostfedné za sebou







Ze tri riznych bazi v kodonu je mozné sestavit
celkem 64 kombinaci !

Tyr Cys
Tyr Cys

term. - term

term. Trp

Ile

Ile

Ile
Met, inic.




Gen

= usek DNA, ktera ma:

1. specifickou funkci v bunce a v celém organismu - musi
byt schopen utvaret dedicny znak nebo spolupracovat pri
utvareni nékolika takovychto dédiénych znaku

2. je schopen vytvaret presnée vlastni kopie - prenaset
svou funkci  z generace na generaci

3. charakteristickou vlastnosti genu je schopnost nahle
zmenit svou strukturu a tim i funkci, tj. podlehat
mutacim. Zmutovany gen replikuje svou zmenéenou
podobu.

Lokus - misto na chromozomu, na kterém je gen umisten

Alely - odlisné formy téhoz genu, které u rtznych jedincu
tehoz druhu alteruji na jednom lokusu (usporadani
lokusu je pro druh konstantni)




Gen

1) Strukturni gen - usek DNA, ktery je prepisovan do primarni
struktury polypeptidu:
Strukturni gen - transkripce - mMRNA - translace - polypeptid.

2) Gen pro funkéni RNA - usek DNA, ktery je pfepisovan do tRNA,
rRNA nebo jiného typu RNA, avSak neprobiha podle néj

. translace.

3) Gen jako regulacni oblast - usek DNA, identifikovany specifickym
proteinem, ktery zahajuje nebo zastavuje transkripci. Podle
regulacni oblasti se tedy netvori zadny produkt, ani RNA, ani

polypeptid.

Struktura genomu
U eukaryot je DNA: v jadre bunky v chromozomech,
v mitochondriich (zivoCiS. buriky),
v chloroplastech (rostlinné bunky).

Mimojaderné geny vsak hraji v eukaryontni bunce vyznamnou roli,
u rostlin probiha v chloroplastech fotosyntéza, u zZivoCichu
v mitochondriich oxidazovy cyklus.




