Stavba nukleovych kyselin

. Otdzka 25. — Molekularni zaklady dédicnosti a genetika burky

Zakladni pojmy
o Kyselina deoxyribonukleova DNA — v jadrech vsech eukaryotickych bunék, zakladni geneticky
material, uchovava genetickou informaci
o Kyselina ribonukleovad RNA — zajistuje prenos genetické informace z DNA do struktury bilkovin
= M-RNA — mediatorova RNA — osahuje prepis informaci z DNA o primarni strukture
bilkovinné molekuly
= R-RNA -ribozomova RNA — soucast ribozom v nichz probiha proteosyntéza
= T-RNA —transferova RNA — pfenasi aminokyseliny u cytoplazmy na misto syntézy bilkovin
Primarni struktura
o Déna poradim jednotlivych nukleotidl spojenych v polynukleotidovy retézec, uréuje genetickou
informaci organismu
Sekundarni struktura
o Dana prostorovym usporadanim polynukleotidového retézce
1943 - DNA je substratem dédi¢nosti — Avery, MaclLeod, McCarty
1953 - Watson, Crick, Frankliova, 1.
Gosling
o Objev molekularni
struktury DNA
DNA je univerzalni nosic
genetickych informaci, vyjimkou
jsou RNA viry
Geneticka informace je zprava

zapsand v DNA ¢i v RNA

o Umoznuje burice a : : e
. ) . EW rrimarni struktura nukleovich kvselin B} sekundarni struktura nukleovych kysel
organismu realizaci .

urcitého znaku v konkrétni formé nebo konkrétnim stupni (replikace, translace, transkripce)

Geneticky kod
o KaZda geneticka informace je v primarni strukture molekuly nukleové kyseliny zapsana podle

biologicky univerzalniho klice
V pribéhu kazdého bunécéného cyklu se DNA zdvojuje (=replikuje) - do dcefinych bunék se prenaseji
nezménéné genetické informace burky materské = mitdza
Je zajistén i pfenos genetickych informaci z generace na generaci organismu — haploidni sada chromozom{,
ktera vznika pfi meidze

Gen

o Usek DNA vymezeny funkci, kterot L

o 1. Strukturni geny — kédovanim pr

nékdy pre-mRNA (prekurzorova m DNA 5" ROINININTNININTNINININTNT

o 2. Geny pro RNA — kédovanim prin

o 3. Regulacni geny — ridi expresi DN !
V genomech nema znacna ¢ast DNA genovc pre-mRNA L ————————
gend - introny exon 1 nronl  exon2  intron2  exon

Exony — kédujici sekvence gent

i
Strukturni gen je prepsén do primarni intron 1 ‘Z f E intron 2
formy (=transkripci) RNA jako celek —

1 o ) 2
exon | exon 2 exon 3

hnRNA- posttranskripcni Upravy- introny '

jsou vystfizeny — sestfih RNA intron | intron 2
. 7T

. , , L. RNA se scelenymi exony vystfilené introny
Nukleotid — zakladni stavebni jednotka
(baze+ cukr+ fosfat) )
. . 43, Sestiih (splicing) eukaryontni pre-mRNA ~ primého transkriptu kodujicih
e FOSfatOVy Zbytek -5 konec' tézce DNA neboli vystifhani intrond a sceleni exond. Transkripei providi RN/

skupina OH- 3 konec lymerasa
o  Cukr—ribdza (RNA) a
deoxyribdza (DNA)



o Zbytek H3PO4
o Dusikaté baze
= Purinové (adenin, guanin)
= Pyrimidinové (cytosin, thymin a uracil)
= Purinova baze se vaze s pyrimidinovou
=  Komplementarita bazi
e Guanin + cytosin (3 vodikové mistky)
e Adenin + thymin (2 vodikové mustky)
=V RNA je misto thyminu uracil
DNA — deoxyribdza
o Zbytek H3PO4, baze ATCG, 2 polynukleotidové retézce
o Tvar dvousroubovice
RNA —ribdza
o Zbytek H3PO4, baze AUCG, 1 polynukleotidovy fetézec
o Déli se na mRNA, tRNA a rRNA

Realizace genetické informace (exprese genu)

Replikace — syntéza DNA
Transkripce — syntéza RNA
Translace — syntéza bilkovin
Replikace
o Mad nékolik fazi
= 1. Enzym helikdza oddaluje dvé ¢asti DNA od sebe
= 2. Komplementarita bazi — syntéza druhého retézce, je tfeba plvodni DNA (=matrice),
ATP, enzymy a nukleotidy, vedouci a vaznouci fetézec
o Ve vedoucim fetézci nejsou Zadné problémy, syntéza probiha rychle, ve vaznoucim fetézci se DNA
musi syntetizovat pozpatku, nesyntetizuje se celek ale jenom ¢asti, které se potom spoji
— Okazakiho fragmenty
Transkripce
o Zapotrebi je DNA, enzymy, ATP
o DNA se od sebe oddali jen Castecné, na zakladé komplementaritv se zase tvofi dvoiice, vznika pre-
mMRNA z toho exony (délaji funkéni RNA 1.

exony se pri tom spojuji) 2. baze
Translace U c A G
o Probiha na ribozomech, potieba je exor Phe U Ser U Tyr vas Cys Uo U
Operon — souvislé Useky DNA, ve kterych jsou us u | Phewe | serwe Tyr A Cys Ue¢ c
o Promotor (zahajeni transkripce) Leu YuA Ser WA Stop U+ | Stop"U* |[TA
o Operalni gen (=operator, vadZou se zde | Leu"c | Ser“c® Stop "% | Trp U@ G
o  Strukturni geny Leu cw Pro ¢V His cAY Arg ©oV U
Celd transkripce je Fizena regulaénim genem, c | Leu zzi £10 iif i, :\i Arg Z: c
pejsou soucasti operonu (represor X S baze :::: cuG ;:g e g:: (e xg caa g 3. ba
induktor) '5'konec) lle A Thr ~0 Asn AU Ser Aoy U (3'kon
Represor — utlumi, neprob&hne transkripce, T L e e =
induktor- probéhne transkripce A lie AUA Thr A<A Lys A4 Arg oA A
Met | ¢ | Thr Ace Lys M@ Arg Aee G
Val Guu A|a GCuU Asp GAU Gly GGU U
Diagnostika DNA G | val®© Ala ¢ Asp GA° Gly 66¢ =
Soubor molekuldrnébiologickych metod Val 64 Ala A Glu 54 Gly 664 A
o Sloui k identifikaci chorob na Grovni Valsc | Alasc | Glu™e | Gly°®* G z
DNA
Hybridizace

o Hybridiza¢ni metody — identifikace ¢asti genomu pomoci uméle pripravenych Usek( DNA se
zndmou sekvenci — sonda
= Navaze se a v DNA se zjisti porucha (sonda musi byt oznacena — barvivem nebo
radioaktivnim zafenim), pokud se nenavaze (nenajde komplementdrni DNA) - v DNA neni
porucha
Uziti hybridizace



o  Vklinické diagnostice (vyskyt hybridizaéniho signalu je dikazem pfitomnosti Skodlivé sekvence —
Ize prokazat ztratu sekvence nebo namnozeni gent)
o  Vysetreni nékterych infekénich nemoci — hlavné virové — sonda ma sekvence virovych nukleovych
kyselin
e Drive se k hybridizaci pouZivali vzorky ¢isté DNA, dnes jenom chromozomy/jadra bunék — probiha pfimo v
biologickém materialu — metoda ISH nebo FISH
e MnoZeni DNA — metoda PCR — polymerazova retézova reakce,
o VyuZiti — diagnostika genetickych chorob, vysetreni infekénich onemocnéni, kriminalistika nebo i
diagnostiku COVIDu

Mutace
e Mutace —zména v DNA
e Zmény ndhodné, nekddované, neprogramované
e Vznikaji spontanné s urcitou statistickou pravdépodobnosti
e Zpravidla jde o zmény trvalé
e  Postihnou-li gametu nebo jsou do ni pfeneseny délenim, jsou pfenosné na dalsi generace
e Kilasifikace mutaci
e Podle zasazené ¢asti bunécného genomu
o Mutace DNA jaderné a mimojaderné
Podle typu zasazenych bunék
o Somatické a gametické — mutované alely mohou byt recesivni nebo dominantni

e Podle zasaZené Urovné genomu bunky

o Genové — na urovni genu — baze

o Chromozomova — aberace — strukturni a numericka aberace
e Podle stupné poskozeni postizené burky

o Vitalni —bunika je v poradku

o LetdIni —smrt buriky

o  Mutace reverzni (zpétna)
e Podle typu vzniku

o  Spontanni — pfi¢inu nelze ovlivnit
o Indukovana (zamérné vyvolanad)
= Mutagenni ¢initelé
e  FyzikdIni — radiomutace — rentgenové, radioaktivni a ultrazvuk
e  Chemické — chemomutace — latky genotoxické — pro ¢lovéka asi 6é
zakladnich typt
= 80 % mutagen( plsobi karcinogenné (nddorové)
e Genové mutace
e Delece (ztrata), inzerce (vlozeni), duplikace (zdvojeni), substituce (zdména) baze, transpozice
(vzdjemnd vyména v fetézci), inverze (vzajemnda vyména mezi homolognimi fetézci)
Tyto mutace — dobové
Pivodné bodova zména vede k mutaci posunové
Micici mutace — bodovd zména, ktera se u proteinu neprojevi — nema vliv na jeho funkci
Podminéné mutace — projevi se ve fenotypu jen za urcitych podminek (tepelné citlivé mutace)
Mutace protookogen( — geny, jejichZz mutaci vznikaji onkogeny — pred 20 u ZivoCichU a Clovéka —
regulace bunééného ristu
e  Cysticka fibréza — delaéni mutace genu produkujici protein CFTR

e o o o o

Mutace na genoveé urovni

MUTACE BEZ PROJEVU MUTACE SE ZTRATOU SMYSLU
5' ATG GGA GCT CTA TTA ACC TAA 3/ 5’ ATG GGA GCT CTA TTA ACC TAA 3/
met gly ala leu leu thr stop met gly ala leu leu thr stop
5' ATG GGA GCT CTA TTG ACC TAA 3’ 5’ ATG GGA GCT CTA TGA ACC TAA 3/
met gly ala leu leu thr stop met gly ala leu stop
ZMENA JEDNE AMINCKYSELINY
5' ATG GGA GCT CTA TTA ACC TAA 3’ 5' ATG GGA GCT CTA TTA ACC TAA 3’
met gly ala leu leu thr stop met gly ala leu leu thr stop

5’ ATG GGA GCT CTA TTT ACC TAR 3’

met gly ala leu phe thr stop 5’ ATG GGG AGC TCT ATT AAC CTA A 3’

met gly ser ser ile asn leu



1.
2. Strukturni

Chromozomové
mutace
e  Strukturni
o Zmeéna struktury chromozomu
o Zména poradi i poctu gen, jsou vyvolany zlomem chromozomu
o Prekazka pro normalni pribéh meidzy (az 6 % gamet)
e Numerické
o Zmeéna standardniho po¢tu chromozoma v burice
o Polyploidie — zndsoben pocet Uplnych sad — triploidie — 3n, tetraploidie — 4n



o Aneuploidie zvy$en (polyzomie) nebo snizen (hypoploidie) pocet jen urcitych
chromozomt
o Trisomie 21.chromozomu (je tam 3x) -> Downdv syndrom
Chemické latky Skodlivé
e Alkylaéni ¢inidla, silni oxidacni ¢inidla (peroxidy), deaminujici ¢inidla (dusitany), nitroslouceniny,
azobarviva
Epigenetické mutageny
e Narusuji funkci enzymu nutné pro replikaci DNA — arsen, nikl, antibiotika (aktinomycin)
Promutageny
e  Neaktivni, v burikdch musi na mutageny zpUsobujici zménu metabolizovany — benzopyren,
aflatoxiny plisnf

Genova diagndza

Sonda DNA — hybridizace Heteng s5s0nod
e MnoZina stejnych kopii Fetézce DNA, ;‘mm;
komplementérniho k dan mutované
—t

genové sekvenci hybridizace
e Sonda je oznacdena radioaktivnim S DRE
izotopem, fluorescenéni latkou nebo
e ‘ rnacend ss sonda se vaie
specifickou latkou (prokazatelnou ) o 55 DNA g z8klads 4
chemickou reakci) - DNA-Cipy ot b
Primé vysetreni nenukleotidové sekvence
e Narocnéjsi metoda, moznost vySetieni vSech gen(, pro néZ je zndma sekvence standartni alely
e  Prenatdlni genova diagnostika — aminocentéza (plodova voda)
Rekombinace DNA
e  Od pocatku 70.let 20.stoleti — nové molekuldrné genetické metody — vznikla moZnost zdmérné
konstruovat sestavy genQ, které by nikdy nevznikly pfirozenymi procesy nebo mutacemi
e Moznost izolovat genovou DNA a in vitro (uméle, ve zkumavce) vazat s genovou DNA jiného
plvodu -> rekombinantni molekula DNA
o Vlozi se do bunécéného jadra pfijemce = genové inZenyrstvi
Genové manipulace — nova éra biotechnologii
e Nové generace vakcin (proti Zloutence typu B)
e Produkce cistych lidskych hormont bakteriemi a kvasinkami (inzulin, somatotropin)
e  Produkce interferon( (proti virim a nékterych zhoubnym nadordm)
e Vyroba Cistych chemickych latek (AK, alkaloidy, steroidy)
Transgenni rostliny a Zivocichové (GMO) - proti skidclm a chorobam rostlin
Genové,, upravené" bakterie — likvidace odpadnich latek a skodlivin, ziskavani vzacnych kov(i u chudych
rud
Genova terapie — transgenoze funkcnich alel do lidskych bunék — kmenové buriky kostni diené, kozni
buriky, buriky nékterych epitelll
Uprava DNA — krisprovani — CRISPR — Cas9
e ZDNA se cilené vystfihne zmutovany Usek a vlozi se nezmutovany Usek na to misto
Metody Slechtitelstvi
e Cilem je zlepsit kvalitu a vynos zemédélskych odrdd rostlin a plemen Zivocichd
o Uprava fyziologickych funkéni organismd — zasah do genotypu (Uprava dédiéna)
o Slechténi rostlin — zvy$ovani vynost
o  Agrotechnické Upravy podminek kultivace — zplisob péstovani, vyZiva, ochrana pred
skadci
e Slechténi novych odriid — umély vybér
o Vybér jedincl vhodnych z hlediska lidskych zajma
o Metody
= Propylitizaci polyploidni buriky jsou vétsSinou vétsi neZ standartni — pSenice, jetel,
vinna réva, melou, fepa cukrova)
= Haploidizace — ziskavani diploidnich linii, které jsou homozygotni ve vSech
genech — prasnikové kultury (fepka olejka)



= KFiZeni rostlin — Slechténi Skolky (rostliny o zndmych genotypech), genové banky
(sekvence DNA) - odrldy je nutno pfi vyrobé osiva sledovat udrZovacim
Slechténim
= Vegetativni rozmnoZovani — brambory, ovocné dreviny — roubovani
= Heteroze —jev, kdy hybridi (heterozygoti) jsou vétsi a silnéjsi, nez rodice
(kukufice, rajcata)
= Vzdaleni hybridizace — mezidruhové ktizeni — splyvani somatickych bunék v
kulturach (Triticale)
= Mutageneze — indukce zafenim nebo chemickymi latkami — mutace jsou obvykle
recesivni — nutnost vypéstovat homozygotni generaci
e Plemenitba Zivocichll — omezené metody
o Umély vybér a kfizeni — plemenné chovné linie
= Stabilizace genové vybavy (homozygoti v daném znaku), je nutné se vyvarovat
pfibuzenského slechténi — vedlo by postupné inbredni depresi (projev
homozygotni sestavy nepfiznivych recesivnich alel)
o Uméld inseminace
o Prenos embryi—od 70.let
= Oplozeni geneticky vybrané kravy vybranym bykem a prenos jejiho embrya do
délohy jiné kravy — muZe se rozdélit embryo aZ do stadia 8 bunék
e Klonovani
o Klasickd metoda slechténi rostlin — i vyssi rostliny lze snadno rozmnoZovat nepohlavné
o Vyssi zivoCichové — pohlavni rozmnozovani — novd metoda
= Vajicko se zbavi haploidniho jadra a do jeho cytoplazmy se pienese jadro
diploidni z tkané nediferencovanych embryondlnich bunék, nutnost
nitrodélozniho vyvinu
o 1997 - ovce Dolly — jadro ze somatické tkariové buriky dospélé ovce



