Eukaryontni a prokaryontni systémy

- struktura chromosomt
- organisace genl (introny u eukaryontl), alelisace
- odli$nosti v proteosyntetickém aparatu — vyuziti pro terapii

Zasah inhibitort do procest pienosu genetické informace

Replikace a transkipce — antimetabolity inhibujici synt. nukleotidii (methotrexat), DNA (cisplatina),
etidiumbromid,

- spec. eukaryntni — faloidin, amanitin (inhibice RNA polymerazy)

- spec. prokaryontni — rifampicin, aktinomycin D

Translace u prokaryontt — tetracykliny (obsazeni mista A na ribosomech),
— chloramfenikol (inhibice peptidyltransferazové reakce),
— streptomycin (vazba na 30S podjednotku)
- dalsi antibiotika —penicilin

eukaryonti — cykloheximid (inhibice peptidyltransferazové reakce),
toxiny C. diphteriae, Ps. Aeruginosa (ADPribosilace elF2)

Organely a jejich geneticky aparat — mitochondrie a chloroplasty

Organisace a vlastnosti odpovidaji prokaryontiim, vétSina genti kodujicich jejich bilkoviny je soucasti
jaderného genomu — transport z cytoplasmy do organel.



Celkové schéma transportu bilkovin
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Viry — jen geneticky materidl - DNA nebo RNA — exprese hostitelskou buiikou

RNA-viry (napt. HIV aj. retroviry) — reversni transkriptaza — syntéza DNA podle RNA

- cilové misto inhibice, biotechnologické vyuziti

MUTACE - zmény v geonomu buiiky na rtiznych urovnich
- bodové mutace — tykaji se jednoho nukleotidu v sekvenci DNA
mutagenni faktory — vnéjsi a vnitini — nepiesnosti pii replikaci - jistad pravdépodobnost — opravy

v

vngjsi — indukovana mutace — fysikalni (zafeni — dimery T-T), chemické mutageny (HNO,, dusikaty yperit aj.)



Moznosti — inserce, delece, - brzké ukonceni syntézy polypeptidu

Substituce — zameéna aminokyseliny (ne vzdy) — odli$na bilkovina

5' 3
1|CUC|AGCHGUUHACC“AU
—Leu Ser Val Thr —

" QIUCA”GCG UUAHCCAIEU

— Ser Ala Leu Pro—

5 CuU |CAG CGU”UACI CAUl

— Gin Arg Tyr His—

Vyznam mutaci — nové vlastnosti, vyhody a nevyhody, positivni a negativni mutace — relativita, vliv podminek,
prostiedi apod — vitaminy vs. hem, baze.

Homologie bilkovin — vyvoj druht
Geneticky podminéné choroby — ptiklady — fenylketonurie, cysticka fibrosa, HbS atd.
Vliv alelisace na projev choroby — hetero a homozygoti.

Poruchy mitochondrialniho genomu — nejsou alely, jen od matky, poruchy energetického metabolismu, svalové
dystrofie



METODY STUDIA

Sanger)

Sekvence DNA — chemicka (selektivni $tépeni — Maxam-Gilbert), biochemicka (syntéza, dideoxy metoda -
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(b)
5 3ZP-TAGCTGACTC3'
3 ATCGACTGAG

DNA polymerase
+ dATP, dGTP, dCTP, dTTP
+ ddGTP in low concentration

5'32P-TAGCTGACTCAGS'

3 ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA...
4

5'3ZP-TAGCTGACTCAGTTCTCG3

3 ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA...

+
5'3ZP-TAGCTGACTCAGTTCTCGATAACCCGS

3' ATCGACTGAGTCAAGAACTATTGGGCTTAA ...

G ATC

}

CCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATC GGCC
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PCR

Taq polymerdza, dNTP, primery, vzorek-templat
Termocycler - animace

Potteba primert

Syntéza oligonukleotidu

N-6-benzoyl-deoxyadenosine
phosphoramidite
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Table 12.3
‘Some Chemically Synthesized Genes
Size
Gene (bp)
tRNA 126
’a—Interferon ‘542
‘Secretin ‘81
’y—Interferon ‘453
‘Rhodopsin ‘ 1057
‘Proenkephalin ‘77
Conn§ctive tissue activating 230
peptide 111
‘Lysozyme ‘3 85
Tissue plasminogen activator |1610

c-Ha-ras ‘576




RNase T1 324
‘Cytochrome bs ‘330
Bovine intestinal Ca-binding

. 298
protein
Hirudin 226
RNase A 375

Delsi geny po ¢éstech

Komer¢né dostupné oligonukleotidy

GENOVE MANIPULACE

Gen se inkorporuje do nosi¢e — vektoru (analogie se strategii virtl) a vnese do hostitelské bunky.

Vyuziti restrikénich endonukleaz (palindromové sekvence) event. reversnich transkriptaz (vytesi problém
intronti)
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Recombinant plasmid



