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Sylabus

1) Molekularni biologie a jeji postaveni mezi biologickymi védami, historické mezniky a vyznamné
osobnosti, ustfredni dogma molekularni biologie.

2) Informaéni makromolekuly, jejich struktura, funkce a vztahy pfi pfenosu genetické informace,
geneticky kod.

3) Struktura prokaryotického genomu, replikace a genova exprese u prokaryot.

4) Struktura eukaryotického genomu, replikace a genova exprese u eukaryot.

5) Regulace genové exprese, molekularni mechanismy signalizace.

6) Interferujici RNA.

7) Molekularni mechanismy mutageneze, spontanni a indukované mutace a reverze.

8) Molekularni zaklady rekombinace, vyznam rekombinace v genetice.

9) Transpozony, mechanismy transpozice, retroelementy, retroviry. Reparaéni mechanismy pfi
opravach a odstranovani chyb v genomové DNA.

10) Molekularni podstata kancerogeneze, protoonkogeny a onkogeny, nadorové supresorové geny,
onkogenni viry.

11) Bunéény cyklus

12) Apoptdza

13) Mechanismy replikace a exprese gent u bakterialnich a zivociSnych vira.

—
f——
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Doporucena literatura:

Rosypal a kol.:  — Uvod do molekularni biologie. Brno, 2006 (4. vydani)
Snustad a kol.:  — Genetika. Brno, 2017
Alberts a kol.: — Zaklady bunécné biologie : uvod do molekularni biologie buriky.

(orig. Molecular biology of the cell)
Emardaakol:  — Metody molekularni biologie. Brno, 2010
Bartog a kol.: — Zaklady molekularni biologie pro farmaceuty, Brno (2012)

METODY
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VoD G laklady MOLEKULARNi
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MOLEKULARNI P PR adi 5iEKoVA, Jana Kanlikova
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Pozadavky ke zkousce:

— Zkouska se sklddd z ¢dsti pisemné Cadsti
— Test: min 60% (E), ....90-95% (A)

Zdroj:  MUNI  Interaktivni osnova

Proteosyntéza: od DNA k proteinu
— NEZkreslena véda Il

https://www.youtube.com/watch?v=fqWs1aM7BQs&list=PLgmy0096fQtB0jpks7qS
SuDwJI1IXNVD12&index=7
U N
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Otazky u zkousky - pisemné

— Terminologie (prion, genom, kvadruplex....)

— Parovani bazi DNA, RNA

— Centralni dogma molekularni biologie

— Hlavni pochody molekularni biologie popis fazi, proteinu...

— Typy genu (strukturni geny, regulacni geny, geny pro RNA...),
operonu, struktura, regulace

— Apoptoza, Bunécny cyklus, Bunécna signalizace (receptory)

— Terminy z onkologie (nadorovy supresor,...)

— Mutageneze

— Viry a jejich genomy

— Schémata

—
f——
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Osnova uvodni prednasky

— charakteristika molekularni biologie
— molekularni biologie x biochemie

— historické souvislosti

— zive systémy: typy, vlastnosti

— prokaryotické a eukaryotické bunky

—modelové systémy v molekularni bioloqii

6 MB_1 2024



Co je molekularni biologie?

— Molekularni biologie je védni disciplina zabyvajici se studiem bunécnych biologickych

procesu na jejich molekularni urovni. Podstata nékterych biologickych jevu jako napfiklad

dédi¢nosti je odhalitelna pouze studiem jejich molekularni podstaty.

— Molekularni biologie se proto vénuje popisu biologickych makromolekul a jejich vzajemnym

funkénim vztahlm. Zvlastni pozornost je pfedevsim vénovana funkci makromolekul

podilejicich se na dédi¢nosti organizmu, tedy DNA, RNA a proteinum, jejich vzajemné interakci

a regulaci jejich funkce (Ve zkratce zjednodusSené: ,DNA — RNA — protein®.) Ackoliv tato

oblast molekularni biologie byva nékdy vymezena samostatnym terminem molekularni

genetika, byva nékdy termin molekularni biologie chapan v uzsim smyslu, ktery se s pojmem
molekularni genetika kryje. Molekularni biologie integruje ve svém pfistupu hlediska biologicka,
chemicka, fyzikalni i geneticka.

— obor studujici souvislost mezi strukturou/vzajemnymi interakcemi biomakromolekul a
chovanim/vlastnostmi Zivych soustav (bunék/organismu)
— zkouma vztah mezi dvéma urovnémi Zivych soustav: mezi urovni fyzikalni a chemickou (struktura a funkce

biomakromolekul) a biologickou (vlastnosti a funkce bunék/organisma)

MunI
PHARM
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https://cs.wikipedia.org/wiki/V%C4%9Bda
https://cs.wikipedia.org/wiki/Bu%C5%88ka
https://cs.wikipedia.org/wiki/Biologie
https://cs.wikipedia.org/wiki/Molekula
https://cs.wikipedia.org/wiki/D%C4%9Bdi%C4%8Dnost
https://cs.wikipedia.org/wiki/Biologick%C3%A1_makromolekula
https://cs.wikipedia.org/wiki/DNA
https://cs.wikipedia.org/wiki/RNA
https://cs.wikipedia.org/wiki/B%C3%ADlkovina
https://cs.wikipedia.org/wiki/Molekul%C3%A1rn%C3%AD_genetika
https://cs.wikipedia.org/wiki/Molekul%C3%A1rn%C3%AD_genetika
https://cs.wikipedia.org/wiki/Biologie
https://cs.wikipedia.org/wiki/Chemie
https://cs.wikipedia.org/wiki/Fyzika
https://cs.wikipedia.org/wiki/Genetika

Molekularni biologie x Biochemie

— interakci biomolekul, zvlasté informacnich biomakromolekul, k funkcim a
vlastnostem zivych soustav.

— Cilem molekularni biologie je vysvétlit funkce a vlastnosti zivych soustav, vztah
mezi strukturou a interakcemi jejich molekul (makromolekul).

— Tento vztah vysvétluje z komplexniho hlediska integrujiciho fyzikalni,
chemické a biologické pristupy.

— Studium procest, které probihaji v Zivych soustavdch na molekularni Grovni a
jimiz se realizuje geneticka informace

— Biochemie

— Biochemie se zabyva chemickymi pochody v zivych organismech. Predmétem
studia biochemie je struktura a funkce zakladnich stavebnich kamen G Zivé
hmoty jako jsou napriklad cukry, tuky,

— bilkoviny, nukleové kyseliny a dalsi biomolekuly.

—
f——
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Molekularni pristupy se uplatnuji ve
vsech biologickych disciplinach

— pUvodné zaméreny na dédicnost — udrzovani a expresi genetické
informace a jeji dédicnost (molekularni genetiku)

— soucasna orientace na spolecné vlastnosti zivota na molekularni
urovni, které plati pres vnéjsi rozmanitost zZivych tvortl a
podstatu nejrozmanitéjsich procesu probihajicich v bunikach a

organismech

— duraz na praktické aplikace: biotechnologie, paleontologie,
archeologie, evoluce, medicina, antropologie, kriminalistika,

urcovani otcovstvi, atd.

—
f——
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Neéeco z historie

— manipulace s genomem, krizeni rostlin a
Zivocichti se provadi tisice let, ale genetika jako
veéda vznikla az v 80. letech 19. stoleti

— techniky pro studium souvislosti mezi geny a
pozorovanymi znaky jsou k dispozici jen par
desitek let

— éra klonovani DNA a cilenych zasah( do
genetické informace zacala v 70. letech 20.
stoleti (Stanford University, UCSF, Genentech) —
priprava lékd technikami biotechnologie

Nazev molekularni biologie poprvé pouzili
nezavisle na sobé v tricatych letech dvacatého
stoleti Warren Weaver a William Thomas Astbury.
V roce 1958 Francis Crick formuloval tzv.

centralni dogma molekularni biologie.

10 MB_1 2024
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https://cs.wikipedia.org/wiki/Warren_Weaver
https://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=William_Thomas_Astbury&action=edit&redlink=1
https://cs.wikipedia.org/wiki/1958
https://cs.wikipedia.org/wiki/Francis_Crick
https://cs.wikipedia.org/wiki/Centr%C3%A1ln%C3%AD_dogma_molekul%C3%A1rn%C3%AD_biologie

Centradlni dogma molekularni biologie

Gene Transcript Polypeptide

(DNA) (RNA) (amino acids)
- - Translation
AN & °°.‘ —>
- 22
Replication Reverse
transcription
Reverzni \ - strukturni geny
/zpétna @ - geny pro RNA
transkripce

» genetickd informace se realizuje prenosem z DNA do RNA a do
proteinu (tento postuldt se oznacuje jako centrdlni dogma MB)
- nékteré viry (napr. HIV) pouZivaji RNA jako templdt pro syntézu DNA
reverzni transkripci
- mnoho gent nekdduje polypeptidy, ale molekuly RNA, které v butice
maji dulezité dlohy (regulaéni molekuly RNA, tRNA, rRNA)
-X Epigenetika, priony MUNI
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Dulezité milnik

y
1859 Anglicky pfirodovédec Charles Darwin zverejnil svoji teorii ,0 vzniku druh( pfirodnim vybérem®. Teorie vznikla na zakladé vyzkum
provadénych béhem jeho dvoulete plavby lodi Bengle po souostrovi Galapagy. VyuZil v ni teorii pfirodniho vybéru, kterou formuloval
prirodovédec Alfred Russell Walace.
1865 Moravsky mnich augustinianskeho klastera v Brné, Johan Gregor Mendel, zverejnil vysledky svych pokust kfizeni a pfenosu znaku
dédi¢nosti u hrachu. Tyto vysledky byly pozdéji formulovany jako Mendelovy zakony dédicnosti.
1869 Svycarsky védec Friedrich Miescher poprve izoloval DNA. Latka, kterou ziskal z hnisu v obvazech pacient(i le€enych v nemocnici v
némeckem Tubingenu, pojmenoval jako nuklein. Obsahovala velke mnozstvi fosforu a pozdéji ji nasel take ve spermatu lososu.
1879 Jan Evangelista Purkyné a Walter Fleming popsali bunécne déleni u Zivocisnych bunék, mitozu, a popsal pohyb chromozom(i v jejim
prabéhu.
1900 Hugo de Vries, Carl Erich Correns a Erich Tschermak objevili nezavisle na sobé pfi pokusech na rostlinach pravidla dédi¢nosti, stejna
jako popsal Mendel. Formulovali je jako Mendelovy zakony dédi¢nosti.
1902 Byla popsana prvni choroba, kterd se dédi v souladu s Mendelovymi zdkony. Jednalo se o alkaptonurii, autozomalné recesivni
onemocnéni. V roce 1990 byl lokalizovan chromozom, a v roce 1996 gen H60, ktery poruchu zpUsobuje.
Walter Sutton popsal proces bunééneho déleni, pfi kterem se tvofi spermie a oocyty, meiozu. Sva pozorovani proved| na burikach lu¢niho
konika a zjistil, Zze Mendelovy faktory dédi¢nosti jsou neseny na chromozomech. Tak vznikla chromozomalni teorie dédi¢nosti.
1905 Propagator Mendelovych myslenek, William Bateson, pouZil v jednom ze svych dopisl slovo genetika pro studium dédicnosti a
dédicnych faktoru. Tento termin se ale zacal rozsifovat az po roce 1909.
1909 Dansky botanik Wilhelm Johannsen poprvé pouzil termin gen (z feckého genos = narodit se) k popisu Mendelovych faktort
dédic¢nosti. Definoval také rozdil mezi genotypem a fenotypem.
1911 Americky vyzkumnik Thomas Hunt Morgan zjistil, Ze faktory dédi¢nosti, geny, jsou umistény na chromozémech. Své pokusy provedl|
na bananové musce Drosophilla melanogaster. Objevil také genovou vazbu a rekombinaci. V roce 1933 obdrzZel za své vyzkumy Nobelovu

cenu.



1941 George Beadley a Edward Tatum studiem autotrofnich mutantd Neurospora crassa zjistili, Ze kazdy gen reguluje jedinecny chemicky
proces. Formulovali teorii , jeden gen — jeden enzym®”.

1943 William Astbury ziskal difrakéni obraz struktury DNA vznikly na zakladé pUsobeni paprsku X. Zjistil, Ze DNA ma pravidelnou periodickou
strukturu.

1944 Oswald Avery, Colin McLeod a Maclyn MacCarty zjistili na pokusech se Streptococcus pneumoniae, Ze DNA mizZe prenaset vlastnosti mezi

bunikami. s-formy (smooth) streptokoké nesou povrchovy obalovy protein a jsou virulentni, naproti tomu R-formy (rough) tento
povrchovy faktor v dliisledku mutace nenesou. S-formy jsou virulentni, R-formy nevirulentni. Mysi infikované Zivymi butikami formy R a soucasné inaktivovanymi burikami typu
S byly presto nakazeny. Jako faktor, ktery pfenasi virulenci (transformace), byla identifikovana DNA

(DNaza schopnost transformace likvidovala) a zaroven vyloucen protein a RNA (proteazy a RNaza na schopnost transformace nemély vliv).

1944 Barbara McClintock objevila u kukufice geny, které byly schopny se pfemistovat (transponovat) do rtiznych mist na chromozému,
transpozény. Za svUj objev obdrzela v roce 1983 Nobelovu cenu.

1952 Alfred Heshrey a Martha Chase zjistili, Ze virova DNA je schopna transformovat bunky. Proteinovy kapsid pfitom zlstava vné bunky. Tyto
vysledky podpofili teorii Averyho a kol. (1944) o DNA jako transformacnim agens.

1953 James Watson a Francis Crick v proslulém 900 slov obsahujicim ¢lanku v ¢asopise Nature popsali strukturu DNA a vysvétlili jeji zakladni
biologické funkce. Za sviij objev obdrzeli v roce 1962 Nobelovu cenu.

1955 Joe Hin Trio definitivné stanovil pocet lidskych chromozém( na 46. Arthur Kornberg izoloval enzym DNA polymerdazu u Escherichia coli.
Nobelova cena mu byla udélena v roce 1959.

1956 Vernon Ingram popsal molekularni podstatu srpkovité anémie, kterou zpUsobuje bodovd mutace vedouci k zdméné valinu za glutamovou
kyselinu v 6. pozici b-globinového fetézce. Byla popsana struktura dvouretézcové RNA, ktera vykazuje fadu odliSnych rysi od dfive popsané
dsDNA. Na objevu se podileli Alexander Rich a Leslie Orgel.

1958 Matthew Meselson a Franklin Stahl zjistili, ze k replikaci dochazi podle tzv. modelu semikonzervativni replikace DNA, a Ze kazdé rodicovské
vldkno je matrici pro jedno nové vlakno dcefiné.

1959 Bylo zjisténo, Ze DownUv syndrom je zplsoben chromozomalni aberaci a to trizomii chromozému ¢. 21.

1961 Banner, Jacobs a Matthew Meselson objevili mediatorovou RNA. Byla popsana molekularni podstata metabolického defektufenylketonurie.

1966 Marshall Nirenberg, Har Khorana a Severo Ochoa popsali geneticky kéd. Nobelovu cenu pak obdrzeli v roce 1968



1968 Nékolik vyzkumnych skupin izolovalo a popsalo prvni restrikéni endonukleazu, EcoR | z Escherichia coli.

1973 Herbert Boyer a Stanley Cohen zkonstruovali prvni rekombinantni molekulu DNA na bazi plasmidu, ktery oznacil pUC podle University
College San Francisco.

1973 V bakteridlnich bunkach byl naklonovan prvni Zivocisny gen z DNA Zaby Xenopus laevis.

1975 Cesar Milstein a Georges Kohler vyvinuli technologii pfipravy hybridomda. Za to obdrzeli Nobelovu cenu v roce 1984.

1975-1977 Byly vyvinuty metody sekvenovani DNA. Jednu dnes nejpouzivanéjsi vyvinula skupina pod vedenim Sangera.

1976 Byla zaloZena prvni firma, ktera se vénovala praktickému vyuZiti genovemu inZenyrstvi —Genentech. ZaloZil ji védecky pracovnik Herbert
Boyer a investor Robert Swanson.

1977 Byl naklonovan gen pro prvni lidsky protein do bakterii; jednalo se gen pro inzulin. Rekombinantni inzulin se na trhu objevil v roce 1982.
PouZzival se k lecbé pacientt alergickych na praseci inzulin. Richards Robert a Phil Sharp objevili introny.

1981-1982 Objevily se prvni vyssi organismy nesouci naklonovany cizorody gen (transgenni organismy), jednalo se o mysi Mus musculus a
bananove musky Drosophilla melanogaster.

1982 Byla vytvorena databaze GeneBank — www.ncbi.nlm.nih.gov.

1983 Poprve byla zmapovana poloha genu na lidskem chromozomu. Jednalo se o gen, jehoZ defekt vede k Huntingtonové chorobé.

Byla vyvinuta metoda PCR, za kterou autor, Kary Mullis, obdrzel v roce 1993 Nobelovu cenu.

1986 Metodou pozi¢niho klonovani, tedy bez znalosti genoveho produktu, byla zmapovana pozice genu zodpovédneho za chronickou
granulomatozu.

1987 Byla pfipravena prvni mapa lidskeho genomu s vyuzitim polymorfismu delky restrikénich fragmentl (RFLP = restriction fragment length
polymorphism).

1989 Byly nalezeny markery pro mapovani lidskeho genomu, tzv. mikrosatelity, dva az Ctyfi pary bazi dlouhe opakujici se sekvence, jejichz druh a
pocet je u kazdeho lidskeho jedince jedinec¢ny. Jsou pouzitelne k identifikaci podobné jako otisky prsta.

1990 Byl zahajen projekt mapovani lidskeho genomu, zahajili jej U. S. Department of Energy (méli zajem sledovat vliv zafeni na lidskou populaci)
a National Institute of Health, U.S.A. Byly pfipraveny uméle bakterialni chromozomy, tzv. BAC vektory, ktere umoznuji klonovat

velmi dlouhe useky DNA.

1992 Byla pfipravena druha mapa lidskeho genomu, tentokrat na bazi mikrosatelita.



1994 V USA byl uvolnén ke konzumaci prvni geneticky manipulovany organismus (GMO), a to raj¢ata s deaktivovanym genem pro
polygalakturonazu, diky tomu mély plody delsi trvanlivost.

1995 Byly ziskany kompletni sekvence mikroorganismi Haemophillus influenzae (1 830 137 bp) a Mycoplasma genitalis (580 070 bp, 470 gen().
V ptipadé M. genitalis se jedna o nejmensi genom pravdépodobné nutny pro existenci buriky jako takové.

1996 Byla zverejnéna kompletni genetickd mapa mysi domaci (Mus musculus). Byl sekvenovan kompletni genom kvasinky Saccharomyces
cerevisiae. Byl sekvenovan prvni archaeon Metanococcus jannaschi. 1996 Narodilo se prvni klonované zvife — ovce Dolly.

1997 Byl sekvenovan kompletni genom bakterie Escherichia coli (4,6 x 106 bp, asi 4 000 gena).

1998 Byla objevena interference RNA u hadatka Caenorhabditis elegans. V roce 2006 obdrzeli autoti, Andrew Fire a Craig Mello, za tento objev
Nobelovu cenu. Soukroma spolecnost Celera Genomics se rozhodla sekvenovat lidsky genom. Byl sekvenovan genom plvodce tuberkuldzy,
bakterie Mycobacterium tuberculosis (4,4 x 106 bp)

1998 Byl sekvenovan genom hadatka Caenorhabditis elegans, modelového organismu pro studium embryogeneze.

1999 Byl sekvenovan lidsky chromozom ¢. 22.

2000 Byl sekvenovan genom bananové musky Drosophilla melanogaster. Byla zverejnéna sekvence lidského genomu, projekt stal 3 miliardy
dolaru, spole¢nost Celera vystacila s ¢astkou 10x nizsi. Informace o lidském genomu Ize nalézt na www.ncbi.nlm.nih.gov.

2004 Ve Velké Britanii byla zaloZzena banka pro ukladani zarodecnych bunék pozemskych zivocichli ohrozenych vyhynutim.

2010 Chemickou syntézou a metodami genového inZzenyrstvi byl pfipraven genom Mycoplasma genitalium.

VETERINARNI A FARMACEUTICKA UNIVERZITA
BRNO

FARMACEUTICKA FAKULTA
Ustav prirodnich léciv

Zaklady molekularni biologie pro
farmaceuty

Milan Bartos
Ladislava Bartosova



— béhem poslednich nékolika let se vyrazné urychluje hromadéni informaci o
molekulach zivota

— milniky: objev dvousroubovice DNA, centralni dogma, restrikcni
endonukleazy, klonovani genu, reverzni transkripce, sekvenovani DNA, PCR,
monoklonalni protilatky, microarrays, RNA interference, kmenové bunky,
umeélé nukleazy, CRISPR/CAS atd...

—wanted gene cm—

Exponential amplification

68 hillion copries
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12 milnika sou¢asné molekularni biologie a genetiky

Mendelovy zakony

Geny se nachazeji na chromozomech
Geny fidi biochemii

Skakajici geny — transpozony
Genetickym materialem je DNA

DNA je dvousroubovici

. v . ; ; OD MENDELA PO SOUCASNOST: DVANACT MILNIKU GENETIKY
Rozlustéeni genetického kodu

v text: Eduard Kejnovsky
Restrik€ni enzymy

© 0 N o a0 bk WD RE

1lustrace: Pavel Jedlicka

Sekvenovani DNA

=
o

Polymerazova retézova reakce

=
=

Precteni lidského genomu

=
N

Editace genomu

—
f——
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Vyznam molekularni biologie

— posunuje vyzkum na takovou uUroven, ktera je spolecna vsem zivym
systémum (dale prohlubuje drivéjsi bunéénou uUroven)

— umoznuje manipulovat s bunkami - ovlivinovat jejich vlastnosti zadoucim
smeérem (lidska a veterinarni medicina, biotechnologie, genové inzenyrstvi,

zemeédélstvi, atd.)

— prinasi nové moznosti studia pribuznosti druh, fylogeneze, evoluce, atd.
— spolu s technikami informacnich technologii patfi molekularni biologie k

nejprogresivnéjsim oboridm
soucasnosti

— Molekularné biologické znalosti jsou

Siroce vyuzivané v mediciné a jsou

nezbytné pro genetické inzenyrstuvi,

jakoz i pro jakoukoliv jinou praci s
genetickou informaci,

napfr. v kriminalistice.
— ,,0Omics Science”
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Figure #1: Multi-Omics
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https://cs.wikipedia.org/wiki/L%C3%A9ka%C5%99stv%C3%AD
https://cs.wikipedia.org/wiki/Genetick%C3%A9_in%C5%BEen%C3%BDrstv%C3%AD
https://cs.wikipedia.org/wiki/Kriminalistika

— od roku 2003 zndme nukleotidovou sekvenci
DNA, kterd tvori lidsky genom (priblizné
20.400 gent, 23 pdrd chromozomi, 3x10 9
pdrd bdzi/haploidni stav)

— mdme tedy k dispozici veskerou informaci
nutnou pro vytvoreni a fungovdni lidské
bytosti

— jen15% lidského genomu tvori geny
kédujici proteiny, zbytek tvori oblasti

— kodujici RNA, regulaéni sekvence, introny

— funkce mnoha lidskych genti neni

dostatecné zndma, tim méné je zndmd Uloha

~
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Fig. 1 Different main levels of “-~omics” technology for evaluation of
comprehensive molecules in cell including genelic variants in DNA
sequence (Genomics), non-DNA sequence alternation such as histone
modification and methylation (Epigenomics), analysis of expression
and structural changes in RNA and variants like splice siles (Tran-

scriptomics), evaluation of expression, modification and net protein
interactions (Proteomics) and description of functional metabolites in
cell (Metabolomics). The mix of different type of “~omics™ technol-
ogy can help us in diagnose, prognoses and therapeutic approaches

of tumors

—
f——



Soucasnost - vyzvy

0 poznani mechanismii Fidicich a koordinujicich genovou expresi a jejich
vztah ke zdravi clovéka (vSechny nemoci maji dédicnou slozku, o které
spolurozhoduji geny)

A lééba dédiénych chorob: disledek chybné funkce nékterych gent
prenesenych z rodi¢i na potomstvo - pro pochopeni priciny je treba
pochopit funkce zdravych geni

O lécba rakoviny: rovnéZ disledek poruch funkce geni, hledani markerd
pro véasnou diagnostiku a vhodnych cili pro genovou terapii, hledani
novych chemoterapeutik

O genové inZenyrstvi a biotechnologie pro zemédélstvi: zlepSovani zdroju
potravy (zvySovani odolnosti k vnéjSim podminkdm, nemocem)

—
f——
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https://link.springer.com/article/10.1007/s11033-021-06286-0

Nucleus

Terminologie

o B W
‘\_'“\.. \x\_\\ t

< o

O geneticka informace: biologicka informace obsaZend v sekvencich nukleotidi
nukleovych kyselin (DNA a RNA)
O Gen: jednotka genetické informace urcujici strukturu urcitého proteinu nebo RNA

Protein

(fyzicky: segment nukleové kyseliny)
-gen strukturni -nese informaci o primarni strukture jednoho polypeptidového retézce
-geny pro funkéni RNA (tRNA, rRNA)
-geny regulacni (pro regulacni RNA)

O DNA: slouzi k dlouhodobému skladovani genetické informace
0 RNA: podili se na mechanismu, kterym se geneticka informace vyjadruje k
praktickému pouziti

—
f——
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Terminologie

O genom: souhrn veskerého genetického materidlu organismu, buriky nebo or'ga;\ély,
ktery se kopiruje a prend$i potomkim (zahrnuje geny i nekédujici sekvence)

O genotyp: geneticka konstituce organizmu reprezentovana souborem alel jeho genomu
(vztaZeno na jedince daného druhu)

O fenotyp: soubor vlastnosti, kterymi se v daném prostredi

projevuje genotyp organismu

O metabolismus: soubor procesii pro ziskani energie a stavebnich

latek nutnych pro biosyntézu bunéénych sloZek: podminka ristu,

reprodukce a realizace genetické informace TEST

O ribozomy: klicové slozky bunécného aparatu, kterymi se tvori

bunééné proteiny podle instrukci geni

O Rekombinantni DNA (uméle syntetizovana DNA, ktera vznika inzerci celého genu nebo
jeho uréité casti do genomu jiného organismu)

OcDNA (cDNA (complementary cDNA) je DNA syntetizovand podle mRNA {frépl¢i |

“kafalyzované enzymem reverzni transkriptézou) PHAR



Mnoho dalSich praktickych aplikaci rekombinantni DNA se nachazi v primyslu, vyrobé potravin, humanni a
veterinarni mediciné, zemédélstvi a bioinZenyrstvi.[4l Nékteré konkrétni priklady jsou uvedeny nize.

Rekombinantni chymosin
Nalezen v syfidle, chymosin je enzym potfebny k vyrobé syra. Jednalo se o prvni geneticky modifikovanou
potravinarskou pfisadu pouzivanou komeréné. Zpracovatelé tradi¢né ziskavali chymosin ze syfidla, coz je pfipravek
odvozeny od cCtvrtéeho zaludku telat krmenych mlékem. Védci vytvofili nepatogenni kmen (K-12) o E-coli bakterie pro
rozsahlou laboratorni vyrobu enzymu. Tento mikrobiologicky vyrobeny rekombinantni enzym, strukturné identicky s
telecim enzymem, stoji méné a je produkovan v hojném mnozstvi. Dnes se asi 60% tvrdého syra v USA vyrabi s
geneticky upravenym chymosinem. V roce 1990 FDA udélil chymosin “obecné uznavan jako bezpeény ,(GRAS) stav na
zakladé udaji prokazujicich, Ze enzym je bezpecny .14

Rekombinantni lidsky inzulin
Témér uplné nahradil inzulin ziskany ze zvifecich zdroja (napf. Prasat a skotu) pro 1é€bu inzulin-dependentniho
cukrovka. Siroce se pouziva fada riznych rekombinantnich inzulinovych pfipravk(.l25 Rekombinantni inzulin se
syntetizuje vloZenim lidského genu pro inzulin E-coli nebo kvasinky (Saccharomyces cerevisiae)8l ktery pak produkuje
inzulin pro lidské pouziti.[11

Rekombinantni lidsky rastovy hormon (HGH, somatotropin)
Podava se pacientlim, jejichz hypofyza generuje nedostate€né mnozstvi pro podporu normalniho ristu a vyvoje. Nez byl
k dispozici rekombinantni HGH, byl HGH pro terapeutické pouZiti ziskan z hypofyzy mrtvol. Tato nebezpecna praxe
vedla k rozvoji nékterych pacientl Creutzfeldt — Jakobova choroba. Rekombinantni HGH tento problém odstranil a nyni
se pouziva terapeuticky.l!8l To bylo také zneuzivano jako droga zvysujici vykon sportovci a dal$imi.19

Rekombinantni srazeni krve faktor VIl
Protein srazeni krve, ktery se podava pacientiim s formami hemofilie s poruchami krvaceni, ktefi nejsou schopni
produkovat faktor VIII v mnozstvi dostate¢ném pro podporu normalni srazlivosti krve 129 Pred vyvojem rekombinantniho
faktoru VIII byl protein ziskan zpracovanim velkého mnozstvi lidské krve od vice darcu, coz s sebou neslo velmi vysoké
riziko pfenosu infekéni choroby prenasené krvi, napfiklad HIV a hepatitida B.

Rekombinantni vakcina proti hepatitidé B.
Zloutenka typu B infekce je kontrolovana pouzitim rekombinantni vakciny proti hepatitidé B, ktera obsahuje formu
povrchového antigenu viru hepatitidy B, ktery se produkuje v kvasinkovych burikach. Vyvoj vakciny proti rekombinantni
podjednotce byl dulezitym a nezbytnym vyvojem, protoze virus hepatitidy B, na rozdil od jinych béznych vir(, jako je
virus obrny, nelze péstovat in vitro..
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Diagnéza infekce HIV
Kazda ze tfi Siroce pouzivanych metod pro diagnostikovani infekce HIV byl vyvinut s pouZitim rekombinantni DNA. Test na
protilatky (ELISA nebo western blot ) pouZziva k testovani pfitomnosti rekombinantni protein HIV protilatky které télo
produkovalo v reakci na infekci HIV. Test DNA hleda pfitomnost genetického materialu HIV pomoci polymerazova retézova
reakce s reverzni transkripci (RT-PCR). Vyvoj testu RT-PCR byl umoznén molekularnim klonovanim a sekvencni analyzou
genomu HIV

Zlata ryze
Rekombinantni odrada ryze, ktera byla vyvinuta tak, aby exprimovala odpovédné enzymy B-karoten biosyntéza.l12 Tato
odrlda ryze je pfislibem pro snizeni vyskytu nedostatek vitaminu A. ve svétové populaci.l2ll Zlata ryZe se v souc¢asné dobé
nepouziva, dokud nebude vyieSeno regulacni a dusevni vlastnictvi22l problémy.

Plodiny odolné vugi herbicidim
Byly vyvinuty komeréni odridy dalezitych zemédélskych plodin (v€éetné soji, kukufice / kukufice, ¢iroku, fepky, vojtésky a
baviny), které obsahuji rekombinantni gen, ktery vede k rezistenci vuci herbicidu glyfosat (jméno vyrobku Zatah) a
zjednodusuje kontrolu plevell aplikaci glyfosatu.23l Tyto plodiny se béZné komeréné pouzivaji v nékolika zemich.

Plodiny odolné proti hmyzu

Bacillus thuringeiensis je bakterie, ktera pfirozené produkuje protein (Bt toxin ) s insekticidnimi vlastnostmi.l21l Bakterie se
po mnoho let aplikuje na plodiny jako strategie boje proti hmyzu a tato praxe byla Siroce pfijimana v zemédélstvi a
zahradnictvi. Nedavno byly vyvinuty rostliny, které exprimuji rekombinantni formu bakterialniho proteinu, ktery mize ucinné
potlaCovat nékteré hmyzi predatory. Environmentalni problémy spojené s jejich pouzivanim transgenni plodiny nebyly
zcela vyreSeny.[24

—
f——
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Opakovani - bunécna biologie
- Zivi tvorové jsou slozeni z bunék

« variabilita projevu Zivota versus jednota jejich zdkladi

= bunéénad struktura zaloZzend na obdobnych slozkdch se objevuje
u vsech forem Zivota

= Schleiden a Schwann v 30. letech 19. stol: strukturnimi
Jjednotkami Zivota jsou buriky

Theodore Schwann (1810-1882)

1. V3e Zivé je sloZeno z bunék

2. Buiky jsou nejmensi jednotky
Zivych systému

3. Bunky vznikaji jen z dfive
existujicich bunék

Matthias Jakob Schleiden (1804-1881)
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Bunky se od sebe mohou
pOdSTGTﬂé Ii§ i'|'... [ Cell type Size

Mycoplasma: 0.2 ym

_variabilita velikosti a tvaru
— mohou zit volné nebo vazané k
matrix nebo jinym burikam

Yeast cell 6 pm
(S. cerevisiae)

Mycoplasma je druhové velmi el BT
pocetny rod bakterii predstavujici

nejmensi a nejjednodussi _
prokaryotické burky vibec. Vyznacuji Nerve cell | 20 ym-
se tim, ze jim chybi bunécna sténa a -

jejich tvar tak udrzuje pouze

trivrstevna cytoplasmaticka

membréna. Plant cell 50 ym

27 MB_1 2024

PHARN



..ale mnoho vlastnosti sdileji

— jsou vymezeny od okolniho svéta oddéleny plazmatickou
membranou (s charakteristickou fosfolipidovou strukturou)

— v plazmatické membrané jsou systémy, které urcuji import
molekul do bunky a export z bunky

— bunééné struktury jsou vybudovany z molekul potravy s vyuzitim
vhitfnich systémi premény energie

— obsahuji geneticky materidl nesouci informaci potrebnou pro
utvareni/obnovu vSech bunécnych slozek

— disponuji systémem genové exprese, kterym se geneticka
informace prevadi k praktickému vyuziti

— jednotlivé proteiny nebo RNA (definované geny) se po své
syntéze mohou spojovat do struktur vysSiho radu

—
f——
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Minimdlni pozadavky pro existenci
Zivé bunky

— plazmatickd membrana (pro vymezeni "Plasma membrane

v Owv. ’ : Segregates cell from

bunky vuci okoli)  environment

—schopnost vyuZiti vnéjsi energie R St
pro vytvoreni bunécnych struktur o ke
z jednoduchych zdkladnich molekul S Boreshimani
— pritomnost genetické informace [Ty | stored in genetic chok
definujici vlastnosti burky o i
— pritomnost systému pro praktické £ | more complex components

vyuziti této informace

—
f——
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Jednobunécné organismy

Jednobunécny organismus je takovy organismus, ktery se sklada jen z jedné
buriky. Mezi jednobunécné pocitame bakterie a archea (ackoliv nékteré maji sklon
k tvorbé plodnicek ¢i agregatl, také mnohé sinice jsou spiSe mnohobunécné) a
dale mnoha jednobunécna eukaryota (tzv. protisté) — tedy prvoci, mnohé rasy ci
houby (napr. kvasinky Ci nékteré hlenky).

- nejjednodussi organismy

- Ziji jako samostatné jednotky

- reprodukuji se

- prizptsobuji se extrémnim podminkam (aerobni/anaerobni,
vysoké/nizké teploty atd.)

Prvoci
Paramecium aurelia

—
f——
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Mnohobunécné organismy

— specializované bunky, vysledek diferenciace bunék tj. procesu

zmény exprese genu v burikach téhoz organismu, vysledkem je
Hlistice Caenorhabditis elegans je pfikladem dobfe

fenotypové rozruznéni znamého mnohobuné&éného Zivodicha, kazda
z jejich 1090
— strukturni a funkCni specializace zajiStuje délbu prace uvnitr télnich bunék ma svij osud pfesné urcenlt

organismu (Casto ztrata déleni a rustu)
— schopnost komunikace mezi burikami, aby zajistili funkci organismu

jako celku

Mnohobunécnost je stav, kdy je télo urcitého organizmu slozeno z vétsiho poctu bunék, které jsou
specializované a spolupracuji mezi sebou. Mezi mnohobunécné organizmy jsou tradi¢né pocitany nékteré
rostliny (nékteré zelené rasy, suchozemské rostliny, ruduchy ¢i paroznatky), nékteré houby a vsSichni moderné
pojati zivoCichové. Dale vSak v urcitém smyslu zname mnohobunécné chaluhy, nékteré hlenky a podobné.[2!
Tendenci k mnohobunécnosti vSak je mozné najit i u mnohych prokaryot. Je jasné, Ze mnohobunécnost
vznikla v historii mnohokrat a nezavisle.[314]

Prechodnou formu mezi mnohobunécnosti a jednobunécnosti predstavuji organizmy vytvarejici kolonie. V
nékterych dochazi k urcité specializaci a spolupraci bunék (nékteré rasy a prvoci, napfiklad valec koulivy). Za
rozvojem vSak mohla stat pluripotence.l> Nutno také dodat, ze vétsina béznych mnohobunécénych organizmi
ve svém zivotnim cyklu obsahuje i jednobunécné stadium.l6l
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Plazmaticka membrana-
funkce (autonomie, vodné
prostredi, import/export,
predavani signalu)

« zajiStuje, Ze se vodné prostredi odliSuje od vnéjsiho :
« obsahuje proteinové komplexy ridici import a export molekul pres membranu (transportéry)
- disponuje systémy pro predavani signall mezi vnéjSim a vnitfnim prostredim

« strukturu tvorenou dvojvrstvou rliznych fosfolipid{, do které jsou zanoreny proteiny a
cholesterol. Jednotlivé slozky jsou mezi sebou spojeny pomoci hydrofobnich a
elektrostatickych interakci. s

Hydrophilic
' /

A

7 ¢

« Na povrchu buriky se mize nachazet vyraznéjsi vrstvicka glykoproteinti — sacharidy, které
jsou na né navazany slouzi jako ,antény" pro signalni molekuly vrstvu sacharidd na povrchu
buriky oznaCujeme jako glykokalyx). MUNTI
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Plazmaticka membrana -propustnost

= membrdna neni permeabilni pro ionty, malé nabité (hydrofilni)

molekuly a velké molekuly

= molekuly vody a hydrofobni molekuly membranou prochdzeji

= odlisnd koncentrace iontl na obou strandch membradny muze
vytvofit osmoticky tlak (pohyb molekul vody pfes membranu
smérem k prostiedi s vyssi koncentraci iontl)

= riziko poskozeni buriky

Dtﬁudo-r_!u
® ion S_IQ.R

'me‘ﬂ'.-
o ® .\/‘LP |
s kEl \r_ ;

LG NEAER

e concentration of solunes on both sides.
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Bunka si ridi svtij obsah

« regulaci podléhd pfedeviim nitrobunééné pH a obsah ionta

= vyuZivd se specfdlnich membrdnovych pfenasedu

= pfes membrdnu musi rovnéZ projit substrdaty metabolismu (zdroje
energie) a sloZky zapojene do ws'ruvby bunécn\;ch struktur

= nechténé produkty metabolismu, ionty se pfes membrdnu
exportuji ven

= pro oba sméry plati vysoka selektivita transportu
» schopnost bufiky udrZovat vnitini prostiedi se nazyvd homeostdze

o o PHARM



Prechod iontu prres membranu
ridi proteinové komplexy

« vytvdreji kandlek v lipidové dvouvrstveé

» vnéjsi povrch kandlkovych proteinu je v kontaktu s membrdnovymi
lipidy

= vnitini povrch obklopuje vodné prostiedi kandlku

. r'ozfokz ionth a hydrofilni molekuly prochdzeji kandlkem, aniz by
byly v kontaktu s membrdnovymi lipidy

Pores

| ::;Q 4 subunits
Membrane
Membrane | .3
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Tontové kanalky a proteinové prenasece

- dva mechanismy prenosu iontli membrdnou: ve
sméru a proti sméru iontového gradient

* pri pohybu iontlu z prostredi o vyssi koncentraci do
prostredi o nizsi koncentraci (po sméru gradientu)
se vyuZiva iontovych kanalki (probiha bez spotieby
energie)

* pri pohybu iontl proti sméru gradientu se vyuziva
proteinovych prenasecu (probiha za spotreby
energie)

—
f——
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Ovladani propustnosti iontovych kandlkd

—nemohou byt stdle otevirené (koncentrace iontlu na obou
stranach membradny by se vyrovnaly)

—oteviraji se tim, Ze projdou konformacni zménou

— konformaéni zménu mohou vyvolat rizné podnéty (napr.
specialni signalni molekuly, elektrické napéti, teplota)

@ An open The capacity to open A closed channel
channel shows or close the channed is allows the call to
1008 1o freely called gating. The maintain the
mMave across the process can be controlied | integrity of the ionic
membrane. by ligands, voltage, or mifleu on either side I\II U I\I I
37 MB_1_2024 mm of the membrane. P H A R |\/|




Bunééna membrdna neni pevna

_ale slaba, flexibilni

a krehka

—mechanickou oporu casto
poskytuje bunécna sténa
umisténa vné membrdny,
kterd je bézna u
bakterialnich a
rostlinnych bunék

—u ZivoCiSnych bunék je
podpirdna strukturami
cytoskeletu
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PROKARYOTE CELL

Nucleoid

Dva typy Zivych bunék

Pilus

Cell wall L Ao

— Flagellum Golgi apparatus

Nucleus

Cytoplasm

Ribosome

—— Plasma membrane

Lysosome  \itochondrion

rsscience.com E U KARYOTE C E L L

— Klasifikace podle vnitfniho clenéni, tzv. kompartmentalizace

(kompartment = prostor uzavieny membranou)

— prokaryoticka burika: jednodussi, tvorena pouze jednim kompartmentem s genetickym materidlem,

apardtem a produkty genové exprese

— eukaryoticka burnka: komplexnéjsi, tvorena alespon dvéma TUNT
PHARNM
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pouzdro
bunédna sténa
cytoplazmaticka
membrans

Prokaryota

jednobunécné organismy

bicik
nuklgod
{kruhova DNA)

buriky obklopeny membrdnou
membrdna obklopena bunécnou sténou poskytujici ochranu
DNA umisténd v cytoplazmé

obsahuje viechny chemické a strukturni slozky nutné pro Zivot

na jediném chromozomu pfitomna veskerd genetickad informace

PHARN



Dva typy prokaryot: bakterie a archea

— fylogeneticky vztah téchto skupin byl stanoven
relativné nedavno modernimi metodami
(predevsim sekvenovanim DNA): archea predstavuji samostatnou

skupinu prokaryot

— archea maji vzhled a stavbu podobnou jako bakterie: malé
jednobunééné organismy bez vnitfnich membran

— Ziji v extrémnich podminkach (vysoké teploty, kyselost, obsah
solt)

— archea Casto vyuzZivaji netypické metabolické drahy, vykazuji

chemické odliSnosti ve stavbé bunécné stény, maji aparat pro

genovou expresi, ktery se vice podoba eukaryotim nez bakteriim

UMTYERSAL
AMNCESTOR

MunI
PHARM
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Geneticky material prokaryot

~hej Jednoduss1 genom maJ| bakterie, které neziji volne ale
uvnit? jinych organismu (Mycoplasma)

—hostitel poskytuje ldatky, které bakterie potrebuji, ale
nemohou si je vytvorit

—genom obsahuje pouze cca 500 gent, které kéduji jen
zakladni strukturni bunécné slozky

—genomy volné Zijicich bakterii obsahuji alespori 1500 gend,
které koduji kromé strukturnich elementt 'rake enzymy a
slozky vyspélejSiho apardtu pro regulaci genové exprese

MUNI
PHARM
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Klasifikace bakterii

Hans Joachim Gram

2 skupiny, které divergovaly 1853.1938)

cca pred 2 miliardami let:
— Gram-negativni (napr. E. coli) a
— Gram-pozitivni (napr. B. subtitlis),
—Bodlg toho, jak reaguji s Gramovym
arvivem
—citlivost dana interakci barviva s bunécnou
stenou

—
f——
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Gramovo barveni

Gram -

G+ bakterie maji plazmatickou membrdnu obklopenou bunécnou
sténou tvorenou proteoglykany a polysacharidy (modré/fialové
zbarventi)

G- bakterie maji sténu zvnéjsku obklopenou lipopolysacharidovou
vrstvou (Eervené/ruzové zbarventi)

MunNI
PHARN
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Bakterie - model pro vyzkum
zakladnich bunéénych procestu

—vyhody:

—jednobunécné mikroorganismy, uniformita odpovédi na
vné JSI podne'ry

—nizky pocet genl

—haploidni stav (pouze jedna kopie kazdého genu)

—moznost kultivace za prisné kontrolovanych podminek (v
definovaném médiu s presné danym obsahem soli a
zdrojem uhliku)

—vysoka rychlost rustu, generaéni doba pouze 20 minut

—moznost snadného uskladnem v hlubok
(-70 o €) na 20 a vice let

45 MB_1 2024




Modelovou bakterii je Escherichia coli

—tycinkovita bakterie (velikost 1 x 2,5 mikronu)
—prirozenym prostredim je strevo (colon- proto

Jcoli
—patFi mezi gram-negativni bakterie @ -

EFEEI L Sl BV %1300k 2000 e

ASM MicrobeLibralfys Rdetniesd and Liao L e o

Rekombinantni lidsky inzulin @/
Témeér uplné nahradil inzulin ziskany ze zvifecich zdroju (napf. Prasat a skotu) pro Call multipicaton
|é€bu inzulin-dependentniho cukrovka. Siroce se pouziva fada riznych =
rekombinantnich inzulinovych pfipravkd.l15 Rekombinantni inzulin se syntetizuje % g@@ o)
vloZenim lidského genu pro inzulin E-coli nebo kvasinky (Saccharomyces C © .’@@@ :
.. 16 A . . . , sitr [17] - \_A%@.
46 MB ¢esevisiae)lsl ktery pak produkuije inzulin pro lidské pouziti. @ o) @@
- = ~ )
Q éb/


https://wikijii.com/wiki/Insulin
https://wikijii.com/wiki/Diabetes
https://wikijii.com/wiki/Recombinant_DNA#cite_note-pmid|12004916-15
https://wikijii.com/wiki/E._coli
https://wikijii.com/wiki/Recombinant_DNA#cite_note-16
https://wikijii.com/wiki/Recombinant_DNA#cite_note-17

Kde najdeme bakterie v prirodé?

—témeér vSude (60 km vysoko v atmosfére, 11 km pod
hladinou ocednu, ve sladké i slané vodé nebo ve splascich, v
pudé, korenech rostlin nebo v télech

Zivo&ichu)

— pocet bakterii na zemi je obrovsky (mnozstvi
bakteridlniho uhliku na Zemi odpovida mnozstvi uhliku
rostlinného)

—bakterie pravdépodobné tvori vice nez polovinu Zzivé
hmoty na Zemi

—
f——
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Prokaryota jsou velmi prizpusobiva

— jejich Zivotni styl je rozmanity a miZe se prizpusobit i
extrémnim podminkam (pH, pritomnost kysliku, teplota,
apod.)

—Klasifikace podle schopnosti rustu v ruznych teplotach:

—mezofilni: nejlépe rostou mezi 25 a 40 o C (sem patri
lidské patogeny)

—psychrofilni: nejlépe rostou mezi 15 a 20 o C (ale jsou i
takové, které ziji pri O o C) - oblibené prostredi - studend
voda a puda

—termofilni: nejlépe rostou mezi 50 a 60 o C (néktere

toleruji i 110 o C)

—
f——
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Bakterie jsou citlivé k prirodnim latkam

— rlzné bakterie ve stejném prostredi ostre soutéZ i o zdroje:

— sekrece toxickych proteind, napr. bakteriocint - zabijeji
pribuzné bakterie, ale ne kmeny - producenty (vyuziti
bakteriocinovych plasmidu jako vektort)

—tvorba antibiotik (klinické vyuZziti)

—
f——
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Nékteré bakterie skodi, jiné jsou
u zitecne
—mald ¢dst bakterii : plvodce infekénich nemoci (cholera,
tuberkuléza, snét’ slezinng, syfilis, kapavka, ¢erny kasel,
zaskrt, atd.), k jejich vymyceni prispiva hygiena, ¢ista voda,
mydlo, splachovaci zdchody a také o¢kovdni a antibiotika
je patogennich

—vétsina bakterii ma pozitivni vyznam: prispiva k rovnovaze
ekosystému (rozklad odumrelych tél rostlin a Zivocichu)

— rozklad odpadnich produkti ¢innosti ¢lovéka a Skodlivin

—vyssi formy Zivota by bez bakterii neprezily, naopak ano

—
f——
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Eukaryoticka burnka obsahuje nekolik
kompartmentu

— zvyseni komplexity burniky - délba prdce na bunécné drovni

vhitrni prostor je rozdélen do dvou hlavnich oddili uzavirenych

membrdnou: cytoplasmy a jadra

—makromolekuly se transportuji do a z jadra jadernymi pory (tj.
proteinovymi kandlky)

—pory jsou plné propustné pro mensi molekuly, tj. vodné prostredi

jadra se neliSi od cytoplazmy

\ Nucleus
NucleaT’ g -_/
pores

Cytoplasm
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V jadre je ulozen geneticky materidl

—na rozdil od prokaryot musi genom eukaryot zajistit
specifikaci novych strukturnich prvki, definovat umisténi

vvvvv

mechanismu regulace genové exprese

—geneticka komplexita eukaryot:
nejjednodussi jednobunécné organismy
eukaryot nesou cca 5000 genu, clovék
cca 20000 gent koédujicich protein
(strukturni geny)

52 MB_1 2024
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— obklopeny membrdnami se g p

stejnymi strukturnimi rysy jako plazmatickd membrana
— cytoplazma = organely + cytozol

— cytozol je vodné prostredi cytoplazmy, ve kterém se syntetizuji
proteiny, které bud’ v cytozolu zilistavaji nebo se transportuji do
organel nebo mimo bunku

— organelové membrany nejsou permeabilni, proto se vnitrni

prostiredi organel |iSi od cytozolu (vyjimkou je jddro se svymi pory)

53 MB_1 2024 IVI U I\I I
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Eukaryoticka bunka obsahuje dalsi
organely

— endoplazmatické retikulum - skladani proteint, sestavovani
vicepodjednotkovych oligomeri

— Golgiho aparat - sekrece proteinu a dalStho materidlu mimo
buriku

—lysosomy - obsahuji travici enzymy - rozklad molekul

—mitochondrie - velikosti, tvarem, obsahem kruhové DNA

pripominaji bakterie - specializace na ziskdavani energie

respiraci

—chloroplasty - specializovany na fotosyntézu, obsahuji
chlorofyl a dalSi molekuly nutné pro zachyceni svétla,
obsahuji kruhovou DNA podobné jako mitochondrie

—
f——
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Diverzita eukaryot

—na rozdil od dvou geneticky distinktnich vétvi prokaryot
—jsou vSechny eukaryotické organismy geneticky pribuzné
—pochazeji ze spolecného predka

—jednobunéénd eukaryota: kvasinky, prvoci

—mnohobunééna eukaryota: FiSe rostlin, hub a ZivoCichu

—
f——
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Dvé hlavni bunécné linie eukaryot

—somatické a pohlavni o
—u vetsiny mnohobunécnych je bézna specializace
tkani a organu

—pohlavni buriky jsou soucdasti reprodukéniho systemt
a podili se na tvorbé dalsi generace

—somaticke bunky tvori télo, vytvareji dobré
podminky pro fungovani bunék pohlavnich, neidcastn
se reprodukce

—
f——
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Rozdily mezi prokaryotni a eukaryotni bunkou

Charakteristika
Organismy

Velikost bunky
Oddélené jadro
Membranové organely
Chromosomy

Velikost ribozom
Cytoskelet

Bunécné déleni

DNA

Priibéh syntézy proteinl

Respiracni enzymy

TEST

Biochemie-1-2023

Prokaryontni bunka
bakterie, cyanobakterie
1-10 um
Ne
Ne
kruznicova DNA
70S
Ne
pricné/podélné
obnazena
v cytoplazmé

na cytoplazmatické membrané

Eukaryontni bunka
houby, rostliny, zZivoCichové
10-20 um
Ano
Ano
linearni DNA
80S
Ano
mitdza
spojena s proteiny
v cytoplazmé a ER

na vnitrni mitochondrialni
membrané

MunI

NOVAK, Jan. Biochemie I. Brno: Muni, 2009, s. 5.
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Modelové organismy

— z praktickych divodi jsou pri vyzkumu preferovany

— predpokldda se, Ze ziskané poznatky budou platit i u jinych
organismi, prinejmensim u téch, které jsou modelovym organismim
pribuzneé

— ne vZdy je to pravda, pro lidskou medicinu nebo zemédélstvi je
treba zkoumat primo cilové organismy

Zebrafish

(Dario rerio)

Yeast
(Saccharomyces

Fruitfly \
Phage (Drosophila ;
(Bactiophage Lambda) (Rattus (Mus musculus) melanogaster) \
norvegicus)
ss vB_1 20 Bacterium  Nematode Sea Urchin (Ar‘a,t!iad:;s's MUnI
. . (Caenorhabditis (Strongylocentrotus (Xenopus laevis) : .
(Escherichia coli) elogans) purpuratus) thaliana) P H A R |\/ |



Etické aspekty prace se zviraty

Prace se zviraty je vysada/privilegium, rozhodné ne pravo

1. Musi byt jasny pfinos pro spolecnost, zdravotni ¢i veterinarni péeci Ci
ziskani unikatnich poznatku, které jinak nez za pomoci Zivych
zvifecich modeli ziskat nelze

2. Je nutné, aby pfinos ziskanych poznatkl jednoznacné prevaiil
pripadny diskomfort, bolest ¢i utrpeni zvirat behem experiment

Eticky kodex:

- pokud to lze, maji se pouZit organismy z co nejniZsich pater
fylogenetického stromu - radéji bakterie nez mysi, radéji mysi nez
primati

- dukladné zvazit pocet a zdroj organism, planované procedury
(minimalizovat bolest a znehybnujici prostiedky, zajistit vhodnou
pooperacni péci, pravo na euthanasii, ...) — soucasti projektt pokusu

mUINI
PHARNM
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Kvasinky - model jednobunécnych eukaryot

— jednobunécnd eukaryota, podobné vyhodyjako bakterie
—genom byl sekvenovan jako prvni (u eukaryot) - v r. 1996

— patFi mezi houby - obdobna pribuznost Zivocichim i rostlinam
—stridani diploidni a haploidni faze, |ze pracovat s haploidnimi
— kulturami, coz usnadnuje genetickou analyzu

— haploidni genom obsahuje jen cca 6000 gend

—
f——
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Kvasinky

— jen malo genu (cca 5 %) obsahuje
introny

—rostou v chemicky definovaném médiu,
tvori kolonie na agarovych plotnach

—generacni doba cca 90 minut

—moznost snadného uchovani v
zamraZeném stavu

— specifikum mnoZeni pucenim

—model vhodny pro studium funkce gent «
bunécného cyklu

Cizorodé geny, vcetne
lidskych, mohou nahradit
poskozeny kvasinkovy gen,
coz se hodi pri analyze

« we}@jich funkce.

(b) Pousiti LEU2 jako selektivniho markeru \

LEUZ2

Transformovat kvasinky

Vektor - nese
spravny gen LEU2

oz -

Miniméini médium - bez leucinu |

PHARM



Hlistice

— Caenorhabditis elegans (had'atko obecné)

—nepatogenni pudni hlistice

—genom ma 7x vysSi obsah DNA nez kvasinky

—vysSi obsah intront a nekddujicich sekvenci

_velikost 1 mm, télo slozeno z 959 bunek jvﬂ

—popsan vyvoj kazdé z nich z puvodni zygoty @é
A

—model pro studium vyvoje, apoptozy,
starnuti

—na tomto modelu poprvé popsdna RNA
interference

62 MB_1 2024 S. Brenner
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T.H. Morgan
(1866-1645)

Je povazovan za jednoho z
nejvyznamnéjSich genetikl
historie, nebot’ prokazal, ze
geny jsou umistény na
chromozdmech a na zakladé
tohoto poznatku zformuloval

Morganovy zakony dédicnosti.

— Drosophila melanogaster:

— Zivotni cyklus 2 tydny

— 14 000 genil

— vyzkum bunécné diferenciace,
vyvoje

— organismu, bunéénych signalizaci a
chovani

63 MB_1 2024

«chromozomy jsou nositeli genetické informace

geny jsou na nich usporadany linearné za sebou

-geny jsou také na chromozomech pritomny na urcitych
mistech (tzv. lokusy)

geny pritomné na stejném chromozomu jsou ve vazbée
-objev polytennich (obfich) chromozomU octomilky
obecné

-objev celého karyotypu octomilky obecné I

—
f——
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https://cs.wikipedia.org/wiki/Gen
https://cs.wikipedia.org/wiki/Chromozom
https://cs.wikipedia.org/wiki/Morganovy_z%C3%A1kony_d%C4%9Bdi%C4%8Dnosti

Zebricka - model pro studium vyvoje
obratlovcu

—Zebricka pruhovana/Danio pruhované: mald
sladkovodni rybka (2,5 cm)

— oplozend vajicka se vyvijeji mimo télo matky - Ize
sledovat mikroskopii

—vyvoj z vajicka do dospélého organismu trvd 3
mésice

— diky prihlednosti Ize sledovat vyvoj vnitfnich
orgdnt

— snadnd mikroinjekce cizorodé DNA do vajicka

— molekuldrni genetika vyvoje

— 25 chromozomd, 75 % homologie s lidskym
genomem

64 MB_1 2024




65

Mys

— zdstupny model za ¢lovéka, kde experimentovat nelze
— Zije 1-3 roky, pohlavni zralosti dosahuje po 4 tydnech
— obsahuje 20 chromozomovych pard

— méné nez 1% mysich genl nema lidského homologa

— pouziva se pro studium funkce gent

Mys je nejpouzivanéjsi model pro

- - ’ ’ ’ . . |
biomedicinsky vyzkum ol " :
* Chov konvencni vs. bariérovy chov ‘ A

IVC, SPF, izolatorovy chov 1L
» Vyborny geneticky model — ) [»-"

inbredni kmeny, moznost manipulaé'e genomu
— gene targeting vs. transgeneze

 Klasicky vs. kondicionalni knock-out (knock-in)
— Cre/loxP systém, ZNF, TALEN, CRISPR

» Cre linie — test na reportérovych mysich
— ROSA26-LacZ, ROSA26-EYFP

« Databaze — www.jaxmice.org, www.komp.org, ww

— www.informatics.jax.org, www.creline.org,

MB_1_2024
www.mousephenotype.org



Clovék

— z etickych dlvodi nelze experimentovat s
lidmi

— je vSak mozné kultivovat lidské nebo z
ivo€isné bunky v kulture

— nesmrtelné bunééné linie (napr. buriky HelLa)
jsou tvoreny bunikami nddorovymi

— HeLa buriky jsou buriky odvozené z nddoru
déloZniho Cipku Henrietty Lacksové v roce
1951

— bunécné linie jsou vhodnym modelem pro mol.
biol. studie

|
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Arabidopsis -model pro rostliny

—mol. biologie rostlin je historicky ponékud opozdéna za
jinymi organismy

—maji ¢asto mnoho genii (ryZe: 40 000 - 50 000 gendi)

—duvod: nemohou se chranit pohybem, proto se geny
zajist'ujici ochranu a prizplusobovani okoli hromadi

— vyzva soucCasnosti: genetické vylepseni kulturnich plodin
— Arabidopsis thaliana: strukturni jednoduchost, maly
—genom, 5 paru chromozomi, cca 25 000 gend,

—dozrdni rostliny k produkci semen trva 6-10 tydnu

— lze kultivovat v haploidnim stavu - vyhoda pro
—genetické analyzy

—
f——
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Virus

—nema bunécnou strukturu
—obsahuje vlastni geny obalené proteinovym plastemgass
ale nedovede je sam vyjadrit e
—postrada apardt, ktery bunkam zajiSt'uje enengil
—bunécny parazit, replikaci a expresi virovych genu
zajisti infikovana burika o
—geneticka informace viru je ulozena v DNA nebo

RNA
—je schopen vyvolat onemocnéni
—uplatiuje se v genovém inzenyrstvi

—
f——
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Bakterialni virus = bakteriofdg

—infikuje bakterialni bunku, ktera je prinucena
vyrdbét nové bak‘rer'lofagy posleze praskne a uvolni
novou generaci bakteriofa u

— kazdy z novych virionu muze infikovat dalsi bakterii

— béhem nékolika hodin miZe fagova epidemie
zlikvidovat kulturu

—bakterii o poctu nékolikandsobné prevysujicim lidskou
populaci

—
f——
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Virus c¢loveka

—infikuje lidské buriky puvodce béZnych onemocnéni (spalnicky,
priusnice, plané nestovice, bézné nachlazeni a chripka) i
zavaznych chorob (détska obrna, Ebola, AIDS)

— infekce malo nebezpeénym virem muZe zajistit rezistenci proti

pribuznému, ale mnohem nebezpecnéjSimu viru

- virovou infekci nelze lécit; nutna prevence - imunizaci

— muZe prendsSet geny z jednoho hostitelského organismu na jiny

(vyznam pro evoluci a genové inzenyrstvi)

— antibiotika nemaji smysl pri boji s virovou infekci, mohou jen
pomoci s paralelni bakterialni infekci

MunI
PHARN
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Podbunécné genetické elementy

—hojné rozsirené v biosfére

— vyznam rluzny: mohou vyvoldavat vaznd onemocnhéni nebo jejich

existence je témér nezaznamenatelna

— nesou genetickou informaci, ale nedisponuji aparatem pro

Zivotni funkce, neexistuji mimo hostitelskou burku

— Viry jsou z nich nejvyspélejsi

— vir'oidy a plazmi\gy: autonomni molekuly nukleovych kyselin,
které nemaji proteinovy obal

— viroidy jsou molekuly RNA, které infikuji rostliny a prinuti je k

produkci novych viroidl uvolfiovanych do prostredi

—
f——
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Podbunécné genetické elementy

—plazmidy

— molekuly DNA, které se stabilné udrzuji uvnitr hostitelské
buriky

— mohou prechdzet z jedné bunky do druhé pouze pokud mezi
nimi dojde k fyzickému kontaktu

— hostitelskou burku nelikviduji

— hojné vyuzivané v genovém inzenyrstvi

Bacterial DNA Flasmids
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Podbunécné genetické elementy

—transponovatelné elementy (transpozony)

— molekuly DNA, které se nereplikuji jako samostatné
jednotky

— pro svou replikaci vyzaduji zaclenéni do jinych
molekul DNA, které schopnost samostatné replikace
maji

— maji schopnost preskakovat z jedné hostitelské
DNA na jinou

—
f——
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Podbunécné genetické elementy

Priony S 2
infek¢ni molekuly proteint, neobsahuji Zadnou nukleovou kyselinu & b
infikuji buriky nervového systému zvirat a zplsobuji vdzné nemoci (hapr. nemoc

Silenych krav) croox
predstavuji chybné sloZenou verzi normdlniho proteinu nervovych bunék ‘A’;‘%f

kdyZ proniknou do buriky, zplsobi chybné skldddni odpovidajiciho normdlniho —
proteinu, coz bunku usmrti

Existuje pro to nekolik hypotéz.

VIROVA hypotéza piredpoklddd i¢ast RNA virli na vzniku transmisivnich
spongiformnich encefalopatii a tim i na vzniku infek&nich priond.
MULTIKOMPONENTNI hypotéza soudi, 7e pro vznik infek&nich priond je
hutnd vazba s polyanionty a lipidy.

OTRAVA TEZKYMI KOVY zplsobuje vznik infekénich priond pokud je moc
nebo malo médi v téle, protoze pro zdravy prion je potreba spravné

mnozstvi meédi.

MB_1 2024
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Zdroje:

Genetika - D. Peter Snustad, Michael J. Simmons,
2017, MU Druhé Ceské vydani uCebnice urcené pro
vsechny stupné vysokoskolského studia .

Prednasky prof. Smardy, prof. Rozsypala

—
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p53 tumor suppressor and p53
binding to human genome

- maintaining genomic stability

. . DNA Oncogene
Nutrient Hypoxia damage expression

deprivation Ribosomal
dysfunction
Oxidative \
stress \ Telomere -

/ attrition
n /
/ jot \
Senescence R "@ Metabolism -
Angiogenesis B S @

| 1
Cell-cycle Apoptosis [\;NIA\I 1 ll\ -
oY arrest _ /> repair _

Bieging and Autophagy Migration

Attardj, Trends in + )
celf B/O/Og 4 Tumor suppression

(2012)

TRENDS in Cell Biclogy

= w1 HOW does p53 select its targets?

- transcription-dependent tumor suppression

in response to various inputs, the p53
protein becomes stabilized

upon stabilization of p53, various
transcriptional outputs determined by:
the strength of the p53 RE
posttranslational modification status
of p53

specific p53 binding partners

the epigenetic landscape of target
gene promoter

conformation of DNA, non-B DNA
structures

—
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Selected oncogenic properties of mutant p53 and their
underlying mechanisms

TP53 mutation

" Mutant Topoisomerase | B\
> I 7 activation \
_—— // /\ : g \“.
Accumulation due to [ o mfﬁ'ﬁf@? Qﬁiﬁ?ﬁiﬁ? \
y f pathway tastasi Inactivation of
oncogenic events [ inactivation T p&andpr3 |\

—
—

Cooperation ‘
with Ras in g N
Differentiation \
transformation | i instability [
\ e st 7 r/
! , \\/’ Drug resistance
.o \ Inhibition of and inhibition of
,o* i \ autophagy apoptosis
. % 3
- &
o* NF-xB pathway £
2 activation

Transcriptional regulation of Transcriptional regulation of
genes that mediate growth- genes that mediate
supression, apoptosis, DNA  proliferation, drug-resistance,

repair etc. survival, metastasis etc. Machanisnsinvoiving

DNA-binding

AR RIS

< Nature Reviews | Cancer
Nature Reviews | Cancer

Ran Brosh & Varda Rotter Structure/sequence motifs in DNA
Nature Reviews Cancer 9, 701-713 (2009) I
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Tumor suppressor wild type p53

- p53 is a master regulator of genome integrity
-regulates the expression of target genes: L\ Tetramer
- mediation of cell cycle arrest, DNA repair, apoptosis, /E N
metabolic changes ! i

- non- transcriptional function

(supression of DNA damage)

f aﬁemnnmer

N | NTD PR oD C
(1-61)  (64-92) (96-293) (324-356) (364-393)
| | sequence specific DNA bind@ Disordered
(p53CON) _—

_'_'___:—'—'
i
——
e
-
P
=T
-
-

__5’PuPUPUC(A/T)(T/A)GPyPyPy3’

——
e

Choetad. p53-DBD 364 | AHSSHLKSKKGQSTSRHKKLMFKTEGPDSD (393

Protein DNA binding Co-factor
stability / \ recruitment

79 MB_1 2024 Non-specific DNA binding. Modulation of stability of
Linear diffusion along DNA. P53-DNA complex. s e

Laptenko ef al. (2016) Trends in Biochemical Sciences 41(12); doi:10.1016/j.tibs.2016.08.011




Oncogenic mutant p53
proteins

248
273
. . 175
A point mutation In
TP53 leads to loss 245
of p53 tumor
- ] 282
suppressive function ||
Ca il |.|||||....|||.|..|.I..+ Ll |. bl ‘ . .. —

N @

300 NLS 350

Mutations in 7P53 are the most common genetic le U&und
in cancers, and contribute to cancer development, progression,
metastasis, and resistance to therapy.
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_ |
G-quartets: & @ K

- Hoogsteen hydrogen bonds

Structure of G-quadruplexes . A\ _-i - i}
\
\N

- Monovalent cations (K*, Na*) \(
B
- DNA/RNA G-quadruplexes Y N (] 1
- intramolecular/intermolecular ﬁ : I |
- parallel/antiparallel/hybrid I8 W :

Rhodes and Lipps (2015) Nucleic Acids Research 43(18); doi: 10.1093/nar/gkv862
Possible locations of G-quadruplexes in the genome

5 -UTR Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon3 | 3'-UTR

A Nucleus Cytoplasm _r_”_ a T :ﬁl—ri

Mo )

G4 motif
frequency
2 @

o~ o~

v
=

Telomeres "/\/‘
™~ - T

0

C Region% 25,747 13,909 28,239 26,321 24,963 21,838 20,613 20,882
surveye
™ TSS e Poly-A 250 bp

WAANAN \Replication TrarP S'a/t\i’iijl
7'” A — G4 motifs (GgNy_7G3.Ny_7G3.N;_;G3,)
- Gene promoters and 5-UTRs
- Telomeres (TTAGGG repegpy |\
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Therapeutic potential of G-quadruplexes
and G-quadruplex binding ligands

A Protection of telomeres TSS
e
,\[Jlf‘ﬂ[“]] @ NN OV, \/\/\/VVVVV\
\DDDDDNDN
3 overhang Huclease RNApOI
pG4 sequences are present in about 50% of human genes
B Organization o iate tefomeres promoters. G-quadruplex formation could impair initiation of
. = transcription by the RNA polymerase, or if present in the

\DDDDDDAL B . . - . .
(; antlsense strand inhibit transcription.

TSS Interaction of the
G-quadruplex
PPPPS SO i

structure with

= Nuclear
,\S == scaffold
APAAAPAA B :

C Binding of ligands to telomeric G4 i M TMPyP4 stab|||zes
G4 G4 G4 'RNA
" o) mRNA e ) the gene-off form
AUMLQ[ | oS \ by inhibition of
\DDDNDDNDN. .
Telonierase i conversion to the
3’overhang .
3 single-stranded
gene-on

(C) Stabilizing of G-quadruplexes Adam Siddiqui-Jain et al.
by G-quadruplex binding ligands - PNAS 2002;99:18:11593-
impairs telomere repeat synthesis by the 11°%
telomerase enzyme and lead to

telgmgre shortening

forms
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Popularizace vedy

NEZkreslena veda

NEZkreslena veda je ojedinely popularizacne-vzdeélavaci cyklus Akademie
ved Ceskeé republiky. Kratka animovana videa tematicky zamérena na
védu a poznani edukacni a zabavnou formou priblizuji zajimave jevy z
vedni oblasti (nejen) studentim a pedagogtim strednich Skol.

Prvni 10dilna série NEZkreslené vedy vznikla v roce 2014. Cetné pozitivni
ohlasy od pedagogt a studentl strednich Skol a gymnazii byly motivaci
pro vznik nemeéné uspesne série z roku 2015 NEZkreslena veda II.

Nasim cilem je, aby videa z cyklu NEZkreslena véda meéla smysl, a DVD
se nestalo jednim z mnoha ulozenych ve skolni knihovné.

https://www.youtube.com/watch?v=

GEaz9ngOuPE Gen
https://www.youtube.com/watc protein
h?v=fqWs1aM7BQs
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