

Kapitola 3.
ZÁKLADY GENETICKÉHO INŽINIERSTVA

GENETIC ENGINEERING

also called genetic modification, is the direct manipulation of an organism's genome using biotechnology.

It is a set of technologies used to change the genetic makeup of cells, including the transfer of genes within and across species boundaries to produce improved or novel organisms. 

New DNA may be inserted in the host genome by first isolating and copying the genetic material of interest using molecular cloning methods to generate a DNA sequence, or by synthesizing the DNA, and then inserting this construct into the host organism. 

Genes may be removed, or "knocked out", using a nuclease. 

Nuclease: nukleáza (nukleolytický enzým) je hydrolytický enzým, ktorý štiepi fosfodiesterovú väzbu v nukleových kyselinách. Ribonukleáza štiepi RNA a deoxyribonukleáza štiepi DNA; bežne sa tieto enzýmy označujú ako RNáza a DNáza.

Gene targeting is a different technique that uses homologous recombination to change an endogenous gene, and can be used to delete a gene, remove exons, add a gene, or introduce point mutations.
	
An organism that is generated through genetic engineering is considered to be a genetically modified organism (GMO):

A) the first GMOs were bacteria generated in 1973 and GM mice in 1974. 
B) insulin-producing bacteria were commercialized in 1982 
C) genetically modified food has been sold since 1994
D) GloFish, the first GMO designed as a pet, was first sold in the United States in December 2003 
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Obr. 1 The original zebrafish (or zebra danio, Danio rerio). The GloFish is a patented and trademarked brand of genetically modified (GM) fluorescent fish. A variety of different GloFish are currently on the market. Zebrafish were the first GloFish available in pet stores, and are now sold in bright red, green, orange-yellow, blue, and purple fluorescent colors. In 1999, Dr. Zhiyuan Gong[2] and his colleagues at the National University of Singapore were working with a gene that encodes the green fluorescent protein (GFP), originally extracted from a jellyfish, that naturally produced bright green fluorescence. They inserted the gene into a zebrafish embryo, allowing it to integrate into the zebrafish's genome, which caused the fish to be brightly fluorescent under both natural white light and ultraviolet light. Their goal was to develop a fish that could detect pollution by selectively fluorescing in the presence of environmental toxins.

Genetic engineering techniques have been applied in numerous fields including research, agriculture, industrial biotechnology, and medicine. 

Enzymes used in laundry detergent and medicines such as insulin and human growth hormone are now manufactured in GM cells, experimental GM cell lines and GM animals such as mice or zebrafish are being used for research purposes, and genetically modified crops have been commercialized.
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James Watson and Francis Crick showed that the DNA molecule has a double-helix structure
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James Dewey Watson (born April 6, 1928) is an American molecular biologist, geneticist and zoologist, best known as one of the co-discoverers of the structure of DNA in 1953 with Francis Crick. Watson, Crick, and Maurice Wilkins were awarded the 1962 Nobel Prize in Physiology or Medicine "for their discoveries concerning the molecular structure of nucleic acids and its significance for information transfer in living material".
	[image: Francis Crick crop.jpg]

Francis Harry Compton Crick OM FRS[3] (8 June 1916 – 28 July 2004) was a British molecular biologist, biophysicist, and neuroscientist, most noted for being a co-discoverer of the structure of the DNA molecule in 1953 with James Watson. Together with Watson and Maurice Wilkins, he was jointly awarded the 1962 Nobel Prize in Physiology or Medicine "for their discoveries concerning the molecular structure of nucleic acids and its significance for information transfer in living material".
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In 1972, Paul Berg created the first recombinant DNA molecules by combining DNA from the monkey virus SV40 with that of the lambda virus. 

In 1973 Herbert Boyer and Stanley Cohen created the first transgenic organism by inserting antibiotic resistance genes into the plasmid of an E. coli bacterium. 

A year later Rudolf Jaenisch  created a transgenic mouse by introducing foreign DNA into its embryo, making it the world’s first transgenic animal. These achievements led to concerns in the scientific community about potential risks from genetic engineering, which were first discussed in depth at the Asilomar Conference in 1975. One of the main recommendations from this meeting was that government oversight of recombinant DNA research should be established until the technology was deemed safe.	
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a)                                                       b)                                                           c)
Obr. 2 a) Rudolf Jaenisch, b) a genetically modified mouse in which a gene affecting hair growth has been knocked out (left), shown next to a normal lab mouse, c) transgenic mice expressing green fluorescent protein, which glows green under blue light, the central mouse is wild-type.

HUMAN GENOME PROJECT

The Human Genome Project (HGP) is an international scientific research project with the goal of determining the sequence of chemical base pairs which make up human DNA, and of identifying and mapping all of the genes of the human genome from both a physical and a functional standpoint. 

It remains the world's largest collaborative biological project. After the idea was picked up in 1984 by the US government when the planning started, with the project formally launched in 1990, and finally declared complete in 2003. 

Funding came from the US government through the National Institutes of Health (NIH) as well as numerous other groups from around the world. A parallel project was conducted outside of government by the Celera Corporation, or Celera Genomics, which was formally launched in 1998. 

Most of the government-sponsored sequencing was performed in twenty universities and research centers in the United States, the United Kingdom, Japan, France, Germany, Canada, and China.[3]
The Human Genome Project originally aimed to map the nucleotides contained in a human haploid reference genome (more than three billion). 
The "genome" of any given individual is unique; mapping the "human genome" involves sequencing multiple variations of each gene. 
In May 2016, scientists considered extending the HGP to include creating a synthetic human genome. In June 2016, scientists formally announced HGP-Write, a plan to synthesize the human genome. 
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Obr. 3 Human Genom Project
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The J. Craig Venter Institute (JCVI) is a non-profit genomics research institute founded by J. Craig Venter, Ph.D. in October 2006.
John Craig Venter (born October 14, 1946) is an American biotechnologist, biochemist, geneticist, and entrepreneur. He is known for being one of the first to sequence the human genome[1] and the first to transfect a cell with a synthetic genome.

Celera Genomic $300,000,000
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Francis Sellers Collins (born April 14, 1950) is an American physician-geneticist noted for his discoveries of disease genes and his leadership of the Human Genome Project. He is director of the National Institutes of Health (NIH) in Bethesda, Maryland, USA.



$3 billion publicly funded project




The Celera approach was able to proceed at a much more rapid rate, and at a lower cost than the public project because it relied upon data made available by the publicly funded project.
Celera initially announced that it would seek patent protection on "only 200–300" genes, but later amended this to seeking "intellectual property protection" on "fully-characterized important structures" amounting to 100–300 targets. The firm eventually filed preliminary ("place-holder") patent applications on 6,500 whole or partial genes. Celera also promised to publish their findings in accordance with the terms of the 1996 "Bermuda Statement", by releasing new data annually (the HGP released its new data daily), although, unlike the publicly funded project, they would not permit free redistribution or scientific use of the data. The publicly funded competitors were compelled to release the first draft of the human genome before Celera for this reason. On July 7, 2000, the UCSC Genome Bioinformatics Group released a first working draft on the web. The scientific community downloaded about 500 GB of information from the UCSC genome server in the first 24 hours of free and unrestricted access.[44]






In March 2000, President Clinton announced that the genome sequence could not be patented, and should be made freely available to all researchers. The statement sent Celera's stock plummeting and dragged down the biotechnology-heavy Nasdaq. The biotechnology sector lost about $50 billion in market capitalization in two days.
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In 2010, scientists at the J. Craig Venter Institute created the first synthetic genome and inserted it into an empty bacterial cell. The resulting bacterium, named Synthia, could replicate and produce proteins. In 2014, a bacterium was developed that replicated a plasmid containing a unique base pair, creating the first organism engineered to use an expanded genetic alphabet. 
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Obr. 4 Graphical representation of the idealized human diploid karyotype, showing the organization of the genome into chromosomes. This drawing shows both the female (XX) and male (XY) versions of the 23rd chromosome pair. Chromosomes are shown aligned at their centromeres. 
The mitochondrial DNA is not shown.

GÉN CCR 5 PROTI VÍRUSU HIV
https://science.hnonline.sk/biologia-a-chemia/2045471-detom-z-kontroverzneho-experimentu-nehrozi-predcasna-smrt-v-studii-bola-chyba

Čínsky vedec Che Ťien-kchuej (anglickú transkripciou He Jiankui) v novembri minulého roka doslova šokoval nielen vedeckú obec, keď oznámil, že sa pod jeho dohľadom narodili dvojčatá s umelo upravenou DNA.
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Obr. 5 Umiestnenie CCR5 na 3. chromozóme (červená značka)

Deti majú de facto „vystrihnutý“ kus génu CCR5. Kvôli tomuto poškodeniu sú bunky ich imunitného systému prakticky neviditeľné pre vírus HIV. Ten sa do buniek dostáva práve cez receptor na povrchu bunky, ktorý sa vyrába podľa génu CCR5. Receptor vytvorený podľa poškodeného génu má tvar, na ktorý vírus nie je nastavený. Do bunky teda neprenikne.

[image: Súvisiaci obrázok]
Obr. 6 Schéma princípu modifikácie interakcie bunka – vírus.




NUKLEOVÉ KYSELINY A ŠTRUKTÚRA DNA
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Nukleové kyseliny určujú genetické vlastnosti živej hmoty, ovplyvňujú jej organizáciu a reprodukciu. Predstavujú látku, ktorá nesie informáciu pre vznik a priebeh všetkých životných procesov, preto stoja v hierarchii látok potrebných pre existenciu živej hmoty najvyššie. 

Existujú dve triedy nukleových kyselín, ktoré delíme podľa sacharidovej zložky mono-nukleotidov na: 

DNA (DEOXYRIBONUKLEOVÉ KYSELINY)
je nositeľkou dedičnosti vo všetkých bunkových formách života a v mnohých vírusoch, pričom plní dve funkcie: 
■ riadi vlastnú replikáciu počas delenia bunky, 
■ riadi transkripciu za vzniku komplementárnych molekúl RNA

RNA  (RIBONUKLEOVÉ KYSELINY) 
má viacero biologických funkcií: 
■ mediatorová RNA (mRNA) riadi ribozomálnu syntézu polypeptidov (translácia)
■ ribozómová RNA (rRNA) má štruktúrnu a funkčnú úlohu
■ transferová RNA (tRNA) prenáša aminokyseliny na ribozóm počas syntézy proteínov
■ niektoré RNA sa spájajú so špecifickými proteínmi do ribonukleoproteínov, ktoré sa potom zúčastňujú postranskripčných úprav iných RNA, 
■ v mnohých vírusoch je RNA nositeľkou genetickej informácie namiesto DNA (hovoríme o tzv. RNA vírusoch).
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Obr. 7 Zloženie a štruktúra DNA
Molekula DNA sa skladá zo štyroch báz, a to adenínu (A), guanínu (G), cytozínu (C) a tymínu (T), ďalej z 2-deoxyribózy a kyseliny fosforečnej.

Okrem štyroch základných báz môže DNA obsahovať aj takzvané minoritné bázy ako sú napríklad 5-metylcytozín, 5-hydro-xymetyluracil a N-6-metylguanín. Molekula DNA obsahuje rovnaký počet adenínových a tymínových báz (A–T) a tak isto rovnaký počet guanínových a cytozínových báz (G–C). Tieto pravidlá sú známe ako Chargaffove pravidlá, ktoré v roku 1949 popísal Erwin Chargaff.

[image: ]
Obr. 8 Bázy DNA.

Molekula DNA tak ako každá makromolekula, je charakterizovaná okrem primárnej štruktúry aj sekundárnou a terciárnou štruktúrou. 



Watson-Crickova štruktúra B-DNA má tieto hlavné vlastnosti: 

1. Skladá sa z dvoch polynukleotidových reťazcov, vinúcich sa okolo spoločnej osi v smere pohybu
hodinových ručičiek a tvoria tak pravotočivú dvojzávitnicu (double helix) o priemere asi 2 nm. Tieto dva
reťazce majú opačný smer a vinú sa jeden okolo druhého. Bázy vytvárajú jadro dvojzávitnice a ich 
fosfosacharidové reťazce sa vinú po okraji.

2. Roviny báz sú takmer kolmé na os dvojzávitnice. Každá báza je spojená vodíkovými mostíkmi s bázou
protiľahlého reťazca za vzniku rovinného páru báz.

3. Ideálna dvojzávitnica B-DNA má 10,6 párov báz na závit (oblúk dvojzávitnice 36° na jeden pár) a 
stúpanie závitu dvojzávitnice 3,46 nm.

Vodíkové väzby, ktoré stabilizujú takúto štruktúru sa môžu vytvárať vždy len medzi urči-tými bázami, a to medzi adenínom a tymínom a medzi guanínom a cytozínom.

Dvojica A–T sa páruje dvoma vodíkovými väzbami a dvojica G–C troma vodíkovými väzbami. Sekvencia v jednom reťazci dvojzávitnice je komplementárna (doplnková) k sekvencii v druhom reťazci dvojzávitnice, to znamená, že báza jedného reťazca sa môže párovať len s takou bázou, s kto-rou môže vytvoriť vodíkové väzby (A=T a G≡C, obrázok 6.1)

[image: ]

Párovanie báz, pri ktorom vznikajú dve vodíkové väzby medzi adenínom a tymínom a tri vo-díkové väzby medzi guanínom a cytozínom je jedným z faktorov, ktoré vplývajú na stabilitu molekuly DNA. Okrem vodíkových väzieb, dvojzávitnicu DNA stabilizujú i π – π elektrónové interakcie báz, ktoré závisia od vzájomného prekrytia kruhov (stacking interactions). Ďalšími stabilizačnými faktormi sú: 
■ van der Waalsove sily medzi susednými bázami; 
■ záporne nabité molekuly kyslíka, ktoré vytvárajú vodíkové väzby s molekulami vody alebo s histónmi, 
■ špecifické enzýmy a regulačné proteíny, ktoré sa pohybujú v širokých a úzkych žliabkoch DNA, 
■ superhelixy ktoré vytvárajú molekuly DNA.
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Obr. 9 Mechanizmus replikácie DNA.
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Obr. 10 Mechanizmus syntézy proteínov.
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Obr. 11 Schéme translácie – prvá fáza.
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Obr. 12 Schéme translácie – druhá fáza. Aminokyseliny: Met - metionín, Phe -fenylalanín, Arg – arginín
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Obr. 13 Schéme translácie – tretia fáza. Aminokyseliny: Met - metionín, Phe -fenylalanín, Arg - arginín, Gly - glycín
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Obr. 14 Schéme translácie – štvrtá fáza. Aminokyseliny: Met - metionín, Phe - fenylalanín, Arg - arginín, Gly - glycín, Ser - serín
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Obr. 15 Schéme translácie – finálna fáza. Aminokyseliny: met - metionín, Phe -Fenylalanín, arg - arginín, gly - glycín, ser - serín, lys - lyzín
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Obr. 16 Štruktúra DNA.
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Obr. 17 Porovnanie genetických informácií vírusu, baktérie a človeka.
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Obr. 18
Hemoglobin (also spelled haemoglobin and abbreviated Hb or Hgb) is the iron-containing oxygen-transport metalloprotein in the red blood cells of vertebrates. Hemoglobin transports oxygen from the lungs or gills to the rest of the body, such as to the muscles, where it releases the oxygen for cell use.

What Is Sickle Cell Anemia?
Kosáčiková anémia - kosáčikový tvar červených krviniek- je génová mutácia. 
Červené krvinky majú kosáčikovitý tvar, obsahujú nefunkčné vlákna hemoglobínu, prúdenie krvi je blokované, tkanivá nie sú dostatočne zásobené kyslíkom. Sprevádza bolesť brucha, kĺbov. Slezina je zväčšená. 
Zmenou jedného nukleotidu dochádza k zmene bielkovinového reťazca hemoglobínu. Zmení sa tvar krvinky a tým je oslabená aj jej funkcia viazť kyslík. 
Sickle cell anemia is a serious condition in which the red blood cells can become sickle-shaped (that is, shaped like a “C”). 
Normal red blood cells are smooth and round like a doughnut without a hole. They move easily through blood vessels to carry oxygen to all parts of the body. Sickle-shaped cells don’t move easily through blood. They’re stiff and sticky and tend to form clumps and get stuck in blood vessels. 
The clumps of sickle cells block blood flow in the blood vessels that lead to the limbs and organs. Blocked blood vessels can cause pain, serious infections, and organ damage. 
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Obr. 19. Tvar červených krviniek normálnych a zasiahnutých mutáciou spôsobenou výmenou aminokyseliny glu – glutamín za aminokyselinu val – valín v dôsledku mutácie v DNA štruktúre.
[image: Sickle-shaped red blood cells]
Obr. 21 Dôsledok defomácie červených krviniek v cievach.

Figure A shows normal red blood cells flowing freely in a blood vessel. The inset image shows a cross-section of a normal red blood cell with normal hemoglobin.

Figure B shows abnormal, sickled red blood cells clumping and blocking the blood flow in a blood vessel. The inset image shows a cross-section of a sickled red blood cell with abnormal strands of hemoglobin.

CRISPR / Cas technology has been proposed as a treatment for multiple human diseases, especially those with a genetic cause. Its ability to modify specific DNA sequences makes it a tool with potential to fix disease-causing mutations. Early research in animal models suggest that therapies based on CRISPR technology have potential to treat a wide range of diseases, including cancer, beta-thalassemia, sickle cell disease, hemophilia, cystic fibrosis, Duchenne's muscular dystrophy, Huntington's, and heart disease.



	
CRISPR
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)
Je moderný a veľmi presný nástroj pre editáciu génov.
is a family of DNA sequences found within the genomes of prokaryotic organisms such as bacteria and archaea.[1] These sequences are derived from DNA fragments from viruses that have previously infected the prokaryote and are used to detect and destroy DNA from similar viruses during subsequent infections. Hence these sequences play a key role in the antiviral defense system of prokaryotes.[1] 
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Obr. 22 The CRISPR genetic locus provides bacteria with a defense mechanism to protect them from repeated phage infections.

Delivery of Cas9, sgRNA, and associated complexes into cells can occur via viral and non-viral systems. Electroporation of DNA, RNA, or ribonucleocomplexes is a common technique, though it can result in harmful effects on the target cells.[169] Chemical transfection techniques utilizing lipids have also been used to introduce sgRNA in complex with Cas9 into cells.[170] Hard-to-transfect cells (e.g. stem cells, neurons, and hematopoietic cells) require more efficient delivery systems such as those based on lentivirus (LVs), adenovirus (AdV) and adeno-associated virus (AAV).[171][172]

CRISPR-Cas immunity is a natural process of bacteria and archaea. CRISPR-Cas prevents bacteriophage infection, conjugation and natural transformation by degrading foreign nucleic acids that enter the cell.[35]
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Obr. 23 CRISPR/Cas9.
Cas9 (or "CRISPR-associated 9") is an enzyme that uses CRISPR sequences as a guide to recognize and cleave specific strands of DNA that are complementary to the CRISPR sequence. Cas9 enzymes together with CRISPR sequences form the basis of a technology known as CRISPR/Cas9 that can be used to edit genes within organisms.[2] This type of gene editing process has a wide variety of applications including use as a basic biology research tool, development of biotechnology products, and potentially to treat diseases.[3][4] 
The CRISPR/Cas system is a prokaryotic immune system that confers resistance to foreign genetic elements such as those present within plasmids and phages[5][6][7] that provides a form of acquired immunity. RNA harboring the spacer sequence helps Cas (CRISPR-associated) proteins recognize and cut foreign pathogenic DNA. Other RNA-guided Cas proteins cut foreign RNA.[8] CRISPR are found in approximately 50% of sequenced bacterial genomes and nearly 90% of sequenced archaea.[9]

Use for gene editing
In 2012, researchers demonstrated that RNAs could be constructed to guide a Cas nuclease (Cas9 was the first used) to any DNA sequence. The so-called guide RNA can also be made so that it will be specific to only that one sequence, improving the chances that the DNA will be cut at that site and nowhere else in the genome. Further testing revealed that the system works quite well in all types of cells, including human cells.
A simple version of the CRISPR/Cas system, CRISPR/Cas9, has been modified to edit genomes. By delivering the Cas9 nuclease complexed with a synthetic guide RNA (gRNA) into a cell, the cell's genome can be cut at a desired location, allowing existing genes to be removed and/or new ones added.[11][12][13] The Cas9-gRNA complex corresponds with the CAS III CRISPR-RNA complex in the accompanying diagram. 
CRISPR/Cas genome editing techniques have many potential applications, including medicine and crop seed enhancement. The use of CRISPR/Cas9-gRNA complex for genome editing[14][15] was the AAAS's choice for breakthrough of the year in 2015.[16] Bioethical concerns have been raised about the prospect of using CRISPR for germline editing.[17] 
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Obr. 24 
Limitations
CRISPR/Cas is an extremely powerful tool, but it has important limitations. It is:
- difficult to deliver the CRISPR/Cas material to mature cells in large numbers, which remains a problem for many clinical applications. Viral vectors are the most common delivery method.
- not 100% efficient, so even the cells that take in CRISPR/Cas may not have genome editing activity.
- not 100% accurate, and “off-target” edits, while rare, may have severe consequences, particularly in clinical applications
CRISPR evolution was studied in chemostats (typ bioreaktora) using S. thermophilus to directly examine spacer acquisition rates. In one week, S. thermophilus strains acquired up to three spacers when challenged with a single phage. During the same interval the phage developed single nucleotide polymorphisms that became fixed in the population, suggesting that targeting had prevented phage replication absent these mutations.
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Obr. 25 Diagram of the CRISPR prokaryotic antiviral defense mechanism.

CRISPR/Cas genome editing techniques have many potential applications, including medicine and crop seed enhancement. The use of CRISPR/Cas9-gRNA complex for genome editing was the AAAS's choice for breakthrough of the year in 2015.[16] Bioethical concerns have been raised about the prospect of using CRISPR for germline editing.


THE NOBEL PRIZE IN CHEMISTRY 2020
“for the development of a method for genome editing”

Emmanuelle Charpentier
je francúzska profesorka a výskumníčka v oblastiach mikrobiológie, genetiky a biochémie.[1]

Jennifer A. Doudna 
Je jednou z hlavných predstaviteliek tzv. CRISPR revolúcie, jej práca bola základným kameňom CRISPR editácie genómu.[2] 

V roku 2012 spoločne s Emmanuelle Charpentierovou navrhli systém CRISPR-Cas9 ako programovateľný nástroj pre editáciu genómu, čo je považované za jeden z najdôležitejších objavov v histórii biológie, v roku 2020 obe dostali Nobelovu cenu za chémiu.


CRISPRs were analysed from the metagenomes produced for the human microbiome project. Although most were body-site specific, some within a body site are widely shared among individuals. One of these loci originated from streptococcal species and contained ~15,000 spacers, 50% of which were unique. Similar to the targeted studies of the oral cavity, some showed little evolution over time.

The Human Microbiome Project (HMP) [image: Human Microbiome Project logo.jpg] was a United States National Institutes of Health (NIH) research initiative to improve understanding of the microbial flora involved in human health and disease. Launched in 2007, the first phase (HMP1) focused on identifying and characterizing human microbial flora. The second phase, known as the Integrative Human Microbiome Project (iHMP) launched in 2014 with the aim of generating resources to characterize the microbiome and elucidating the roles of microbes in health and disease states. The program received $170 million in funding by the NIH Common Fund from 2007 to 2016.

Important components of the HMP were culture-independent methods of microbial community characterization, such as metagenomics (which provides a broad genetic perspective on a single microbial community), as well as extensive whole genome sequencing (which provides a "deep" genetic perspective on certain aspects of a given microbial community, i.e. of individual bacterial species). The latter served as reference genomic sequences — 3000 such sequences of individual bacterial isolates are currently planned — for comparison purposes during subsequent metagenomic analysis. The project also financed deep sequencing of bacterial 16S rRNA sequences amplified by polymerase chain reaction from human subjects.
[image: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/0a/Skin_Microbiome20169-300.jpg]
Obr. 26 Depiction of prevalences of various classes of bacteria at selected sites on human skin
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Hemofília je zriedkavé, no veľmi vážne ochorenie postihujúce najmä mužov, ktoré sa prejavuje spontánnymi krvácaniami z kože, slizníc, ale aj krvácaním do dutín tela či kĺbov. Výrazne obmedzuje proces zrážania krvi, a preto sú hemofilici dennodenne vystavovaní riziku krvácania. Oboznámte sa aj vy s touto nepríjemnou chorobou a možnosťou zmierňovania jej prejavov.
[image: ]
Obr. 26 Hemofília ako príklad choroby na genetickom základe.


POLYMERÁZOVÁ REŤAZOVÁ REAKCIA
https://vedanadosah.cvtisr.sk/ako-usvedcit-virus

Primárnou úlohou pri každom ochorení – aj vírusovom – je diagnostikovať chorobu, v tomto prípade detegovať, ktorý vírus infikoval pacienta. K tomu existuje množstvo laboratórnych metód. Ich vývoj je aktuálnou výzvou najmä v medicínskej praxi. Donedávna boli tieto metódy založené väčšinou na detekcii špecifických protilátok, vírusových antigénov alebo kultivácii vírusov na bunkových kultúrach. Jednou z metód je aj vizualizácia elektrónovým mikroskopom a iné. Aj keď sú tieto metódy užitočné, ich citlivosť, špecificita a rýchle laboratórne vyhodnotenie nie vždy spĺňajú očakávania diagnostickej praxe. Novším trendom je detekcia vírusového genómu, založená na detekcii genetického materiálu vírusu.

https://sk.wikipedia.org/wiki/Polymer%C3%A1zov%C3%A1_re%C5%A5azov%C3%A1_reakcia

Polymerázová reťazová reakcia (PCR, z angl. polymerase chain reaction) je technika, ktorá umožňuje namnožiť určitý úsek molekuly DNA. Jej koncept vytvoril biochemik Kary Mullis v roku 1983, za čo bol v roku 1993 odmenený Nobelovou cenou za chémiu. Objav PCR významne prispel k rozvoju molekulárneho klonovania a výskumu proteínov a otvoril možnosť sekvenovať DNA. V medicíne sa používa na diagnostiku dedičných ochorení a detekciu infekčných chorôb, vo forenznej genetike na identifikáciu podľa DNA a tiež na určovanie otcovstva.

[image: Polymerázová reťazová reakcia]
Obr. 27 
[image: Schematický nákres cyklu PCR]
Obr. 28 Princíp PCR testu.

Princíp
Princíp PCR je založený na činnosti DNA polymerázy, ktorá amplifikuje (množí) vlákno DNA v smere 5'-3'. DNA polymeráza však nedokáže syntetizovať nové vlákno DNA od začiatku, potrebuje na to tzv. primer, čo je krátky úsek DNA, ktorý je presne komplementárny s vláknom DNA, ktoré je potrebné amplifikovať (tzv. templátové vlákno alebo templát; porovnaj s replikáciou, pri ktorej bunka používa ako primer RNA.). Pre PCR sú teda potrebné dva primery (pre amplifikáciu oboch vláken dvojvláknového DNA) a je potrebné poznať sekvenciu okrajových častí amplifikovaného úseku DNA, aby bolo podľa nej možné navrhnúť a syntetizovať primery. Tie sú v praxi dlhé okolo 18 párov nukleových báz. Ich presná dĺžka sa určuje tak, aby na amplifikovanú DNA (templát) nasadali pri teplote typicky okolo 60 °C (nad touto teplotou primery disociujú). Táto teplota sa nazýva nasadacia teplota (z angl. annealing temperature) a je možné ju vypočítať pomocou prediktorou, z ktorých mnohé sú zadarmo dostupné na internete. Samotná polymerácia DNA polymerázami následne prebieha pri zvýšenej teplote (typicky 72 °C), preto sú pre tieto účely vyuzívané polymerázy izolované z organizmov žijúcich v extrémnych tepelných podmienkach a deriváty týchto polymeráz. Tento cyklus sa opakuje typicky 20 – 40-krát, pričom s každým cyklom rastie množstvo reťazcov DNA exponenciálne. Na začiatku každého cyklu sa navyše reakčná zmes zohrieva na vysokú teplotu (okolo 96 °C), vďaka čomu sa vlákna templátového DNA od seba oddelia a sú v nasledujúcich krokoch prístupné ako primerom, tak aj polymeráze.

DNA polymeráza
Pre PCR sa dnes používajú geneticky upravené termostabilné DNA polymerázy, pôvodne izolované z organizmov žijúcich v extrémnych podmienkach. Prvá takáto polymeráza, ktorej geneticky upravené verzie sú dodnes používané, bola Taq polymeráza, izolovaná z Thermus aquaticus v Yellowstonskom národnom parku študentkou A. Chien ako súčasť jej diplomovej práce. Ďalšie komerčne bežne dostupné DNA polymerázy sú Pfu polymeráza (izolovaná z Pyrococcus furiosus), Deep Vent a Vent polymerázy (názvy naznačujú, že boli izolované z organizmov žijúcich pri hlbokomorských prieduchoch) a mnoho ďalších. Polymerázy z triedy A nemajú 3'-5' exonukleázovú aktivitu a chýba im tak schopnosť opravovať chyby – ich chybovosť je väčšia a pri ich použití je väčšia pravdepodobnosť vzniku mutácie. Polymerázy typu B na druhej strane 3'-5' exonukleázovú aktivitu majú a ich chybovosť je menšia (majú teda vyššiu tzv. fidelitu).

Primery
Syntéza oligonukleotidov je dnes plne automatizovaný proces. Na syntézu sa používajú deriváty deoxyribonukleotidov a ribonukleotidov, ktoré majú chránené reakčné skupiny, ktoré reagovať nemajú. Syntéza prebieha väčšinou v smere 3'-5' a 3'-koncová aminokyselina je kovalentne spojená s pevnou fázou, ktorou sú typicky porézne sklo alebo makroporézny polystyrén.

Reakčný roztok
PCR prebieha vo vodnom roztoku. Jeho nenahraditeľnou súčasťou sú horečnaté katióny Mg2+ typicky v koncentrácii 0,5 – 5,0 mM, ktoré sú potrebné pre aktivitu DNA polymerázy. Ďalším typickým katiónom je katión draselný (35 – 100 mM). Súčasťou roztoku často bývajú detergenty, typicky dimetylsulfoxid (DMSO), ktoré rozplietajú dvojzávitnicu DNA, zvyšujú tak nasadaciu teplotu primerov a zvyšujú reakčný výťažok. DMSO sa pridáva do PCR predovšetkým ak primery obsahujú zvýšený podiel GC párov nukleových báz.

Procedúra
Typická polymerázová reťazová reakcia môže vyzerať nasledovne:
1. Iniciácia (10 min, 96 °C) – predohriatie reakčnej zmesi na 94 – 98 °C – Krok je potrebný pri použití konkrétnych DNA polymeráz, ktoré sú extrémne termostabilné a týmto krokom sú aktivované.
2a. Denaturácia (30 s, 96 °C) – počiatočný krok cyklu. Reakčná zmes je zohriata na vysokú teplotu, pri ktorej disociujú dve vlákna dvojšróbovice DNA.
2b. Nasadanie (30s, 60 °C) – nasadanie primerov.
2c. Polymerácia (1 min, 72 °C) – DNA polymeráza syntetizuje novú DNA v smere 5' – 3': nasadá na primery a ďalej syntetizuje podľa templátovéj DNA.
Kroky 2a – 2c sa cyklicky opakujú 20 – 40-krát.
3. Elongácia (10 min, 72 °C) – čas a teplota, pri ktorej má DNA polymeráza možnosť dosyntetizovať prípadné nedosyntetizované jednovláknové úseky DNA.
4. Ukončenie (4 °C) – reakčná zmes sa na konci PCR reakcie schladí a pri 4 °C môže byť krátku dobu skladovaná.

Po ukončení PCR sú jej produkty typicky izolované a ich správna veľkosť je overovaná pomocou agarózovej elektroforézy. (https://biopedia.sk/molekularna-biologia/elektroforeza-nukleovych-kyselin)

Prvá protilátka proti COVID-19, ktorá sa bude testovať na ľuďoch, je mRNA-1273 od spoločnosti Moderna.
[image: mRNA-1273 – NIH Director's Blog]
Obr. 29 Aplikácia mRNA-1273.
Spoločnosti sa podarilo rýchlo vyvinúť vakcínu mRNA-1273 vďaka tomu, že už v minulosti sa venovala štúdiu koronavírusov, ktoré spôsobujú závažný akútny respiračný problém (SARS) a respiračný syndróm na Strednom východe (MERS). 
https://www.modernatx.com/modernas-work-potential-vaccine-against-covid-19

https://www.trend.sk/spravy/pavol-cekan-ucime-ako-zabojovat-najtazsej-faze-ktora-este-len-pride?itm_site=trend&itm_template=hp&itm_modul=btf_content_block_2&itm_position=1
Minulý týždeň sa objavili správy, že v Dánsku utratia 17 miliónov noriek. Dôvodom malo byť, že vírus zmutoval z človeka na norku a späť na človeka. To znamená, že vírus sa môže zmeniť a PCR testy prestanú fungovať? 
Záleží na tom, ako PCR test dizajnujete. To znamená, že v súčasnosti je už známych viac ako 150-tisíc jeho sekvencií. Je veľmi dôležité, na ktorú časť virálnej RNA váš PCR test cieli. Preto môžete priebežne kontrolovať, či ste v správnom regióne a či náhodou nie ste v regióne, kde prebehla nejaká mutácia, ktorá by mohla citlivosť toho testu znížiť.

Keď vírus zmutuje, je to problém. Väčšinou je mutácia v S-géne, respektíve je to S-proteín. Keď si predstavíme koronavírus, je to ten výbežok, ktorý sa používa na to, aby sa nadviazal na ľudskú bunku. Najčastejšie sú mutácie práve v S-géne a Dáni sa pravdepodobne obávali, že tá mutácia by mohla znížiť efektivitu vakcín.
Videli, že vírus preskočil z človeka na norky, ale zároveň aj z norky na človeka, preto chceli utratiť všetky zvieratá, nakoniec tak nespravili. Moja špekulácia je, že sa tak nerozhodli z dôvodu, že ak sú vakcíny, ktoré sú nadizajnované aj na trošku inú časť toho koronavírusu, mohli to týmto mohli obísť. Alebo prišli na to, že vakcína bude účinnejšia aj pri tejto konkrétnej mutácii.

Najzaujímavejšie na celom je to, že vakcíny sa vyrábajú úplne novým spôsobom – pomocou mediátorovej RNA. Je to prelomová technológia a môže ovplyvniť boj s mnohými ďalšími chorobami.
no. Mimochodom celý svoj vedecký život som venoval ribonukleovej kyseline, dokonca som aj niekoľko rokov pracoval v laboratóriu Thomasa Tuschla, ktorý je pionierom RNA biológie a je jedným z objaviteľov metódy RNA interferencie, ktorá je prapodstatou nových inovatívnych liekov v onkológii. Som veľký fanúšik tejto metódy a dúfam, že to bude pomáhať aj pri iných infekčných ochoreniach.
Akú majú mRNA prístupy výhodu?
k prestane byť vakcína účinná pre mutácie, môžete ju veľmi rýchlo predizajnovať. Nevýhoda je stabilita vakcíny, keďže musíte udržovať teplotu mínus 20, niekedy až mínus 80 stupňov.

[bookmark: _GoBack][image: https://m.smedata.sk/api-media/media/image/sme/7/66/6666997/6666997.jpeg?rev=3]


REMDESIVIR
sold under the brand name Veklury,is a broad-spectrum antiviral medication developed by the biopharmaceutical company Gilead Sciences. It is administered via injection into a vein. Earlier studies found antiviral activity against several RNA viruses including SARS coronavirus and MERS coronavirus, but it is not approved for any indication. Remdesivir was originally developed to treat hepatitis C and was then tested against Ebola virus disease and Marburg virus disease, but was ineffective for all of these viral infections.

Mechanism of action
As an adenosine nucleoside triphosphate analog (GS-443902), the active metabolite of remdesivir interferes with the action of viral RNA-dependent RNA polymerase and evades proofreading by viral exoribonuclease (ExoN), causing a decrease in viral RNA production. In some viruses such as the respiratory syncytial virus it causes the RNA-dependent RNA polymerases to pause, but its predominant effect (as in Ebola) is to induce an irreversible chain termination. 
Unlike with many other chain terminators, this is not mediated by preventing addition of the immediately subsequent nucleotide, but is instead delayed, occurring after five additional bases have been added to the growing RNA chain. For the RNA-Dependent RNA Polymerase of MERS-CoV, SARS-CoV-1, and SARS-CoV-2 arrest of RNA synthesis occurs after incorporation of three additional nucleotides. Hence, remdesivir is classified as a direct-acting antiviral agent that works as a delayed chain terminator. 

http://www.nature.com/news/tissue-engineering-how-to-build-a-heart-1.13327
[image: http://www.nature.com/polopoly_fs/7.11287.1372788792%21/image/build-a-heart-graphic.jpg_gen/derivatives/lightbox/build-a-heart-graphic.jpg]
Obr. 30 A decellularized human heart awaits rebuilding with an injection of precursor cells.

Endothelial precursor cells - Endothelial progenitor cell (or EPC) is a term that has been applied to multiple different cell types that play roles in the regeneration of the endothelial lining of blood vessels. Outgrowth endothelial cells are an EPC subtype committed to endothelial cell formation. Despite the history and controversy, the EPC in all its forms remains a promising target of regenerative medicine research.
Muscle progenitors - A progenitor cell is a biological cell that, like a stem cell, has a tendency to differentiate into a specific type of cell, but is already more specific than a stem cell and is pushed to differentiate into its "target" cell.  The most important difference between stem cells and progenitor cells is that stem cells can replicate indefinitely, whereas progenitor cells can divide only a limited number of times. Controversy about the exact definition remains and the concept is still evolving.



PLOIDY  
Ploidy is the number of sets of chromosomes in a cell. Usually a gamete (sperm or egg, which fuse into a single cell during the fertilization phase of sexual reproduction) carries a full set of chromosomes that includes a single copy of each chromosome, as aneuploidy generally leads to severe genetic disease in the offspring. The gametic or haploid number (n) is the number of chromosomes in a gamete. Two gametes form a diploid zygote with twice this number (2n, the zygotic or diploid number) i.e. two copies 
[image: https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/9/99/Haploid_vs_diploid.svg/720px-Haploid_vs_diploid.svg.png][image: Image result for gamete]
Obr. 31 Ploidy, gameta, zygota.

Aneuploidy is the presence of an abnormal number of chromosomes in a cell, for example a human cell having 45 or 47 chromosomes instead of the usual 46.[1] It does not include a difference of one or more complete sets of chromosomes, which is called euploidy.[1] 

An extra or missing chromosome is a common cause of genetic disorders, including some human birth defects. Some cancer cells also have abnormal numbers of chromosomes of autosomal chromosomes. For humans, a diploid species, n = 23. A typical human somatic cell contains 46 chromosomes: 2 complete haploid sets, which make up 23 homologous chromosome pairs.	
Genome size 3,234.83 Mb (Mega-basepairs) per haploid genome, 6,469.66 Mb total (diploid), number of chromosomes 23 pairs.
Applications
Medicine In medicine, genetic engineering has been used in manufacturing drugs, to create model animals and do laboratory research, and in gene therapy.
Manufacturing
Genetic engineering is used to mass-produce insulin, human growth hormones, follistim (for treating infertility), human albumin, monoclonal antibodies, antihemophilic factors, vaccines and many other drugs. Mouse hybridomas, cells fused together to create monoclonal antibodies, have been humanised through genetic engineering to create human monoclonal antibodies. Genetically engineered viruses are being developed that can still confer immunity, but lack the infectious sequences.[74]
Research
Genetic engineering is used to create animal models of human diseases. Genetically modified mice are the most common genetically engineered animal model. They have been used to study and model cancer (the oncomouse), obesity, heart disease, diabetes, arthritis, substance abuse, anxiety, aging and Parkinson disease. Potential cures can be tested against these mouse models. 
Gene therapy
Gene therapy is the genetic engineering of humans, generally by replacing defective genes with effective ones.
Findings
Key findings of the draft (2001) and complete (2004) genome sequences include:
1. There are approximately 20,500 genes in human beings, the same range as in mice.
2. The human genome has significantly more segmental duplications (nearly identical, repeated sections of DNA) than had been previously suspected.
3.  At the time when the draft sequence was published fewer than 7% of protein families appeared to be vertebrate specific. 
[image: ] [image: ]
[image: ] [image: ]
Obr. 32
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Obr. 33 Mendelove zákony.
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Obr. 34
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Obr. 35
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Obr. 36
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Peptidová väzba 
je druh chemickej väzby, pri ktorej sa viaže karboxylová skupina (–COOH) jednej molekuly s aminoskupinou (–NH2) druhej, prípadne aj tej istej molekuly za odštiepenia molekuly vody. V molekule vzniká kondenzáciou amidová (peptidová) skupina −CO−NH−.
R1−COOH + H2N−R2 → R1−CO−NH−R2 + H2O
Peptidovou väzbou sa viažu navzájom zvyšky dvoch alebo viacerých aminokyselín, pričom vznikajú peptidy (dipeptidy, tripeptidy, oligopeptidy až polypeptidy), ktoré sú základným stavebným reťazcom bielkovín.
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Obr. 37 Aminokyseliny.
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Obr. 38 Stavebné prvky primárnej štruktury DNA.
[image: ]
Obr. 39
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Obr. 40 Párovanie báz v DNA a RNA..
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Obr.41 Schématické zobrazenie DNA.
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Obr. 42
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Obr. 43
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Obr. 44
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Obr. 45
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Obr. 46
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OTÁZKY NA SKÚŠKU:
1. Čo je genetické inžinierstvo, čo je genom, gén.
2. Čo je DNA a RNA, akú majú funkciu.
3. Aké bázy má DNA a RNA.
4. Aká je štruktúra proteínu.	
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The molecules of life:
DNA, RNA, proteins
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The “principal molecular players” on the “stage of life” are the nucleic acids
(DNA and RNA) and proteins.

Deoxyribonucleic acid, DNA, encodes the information for all biological functions of
a cell in the form of a blueprint for the structure of the proteins. On the one hand, this
genetic information is passed on to the progeny (heredity), on the other hand it is
transformed in the living cell into functions (and “work”) (expression).

Ribonucleic acid — RNA - plays an important intermediate role between DNA and
protein.

Proteins are involved in all biological activities. All living activities depend on the inter-
action of many different proteins, for example, in the synthesis of vital substances
such as carbohydrates (glucose, starch, cellulose) and lipids.
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The replication of DNA
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What is the mechanism of DNA replication?

DNA replication is a complex process involving many enzymes. On cell division the
base pairs of the double-stranded DNA molecule are separated in the middle by a

type of “t as shown i in Fig.20. A y
new strand is synthesised at each single strand by the individual nucleotides attach-
ing tr to the ing “partner” in with the law of base

pairing. Finally, the nucleotides are linked together in the growing DNA strand. In this
manner, each of the two single strands of the original DNA molecule receives a “neg-
ative copy” leading to duplication of the DNA. Replication thus results in two identical
double strands. This means that each new cell contains the entire genetic informa-
tion, which it henceforth uses as instructions for protein biosynthesis.
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Fig. 20: Mechanism of DNA replication
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From DNA to protein:

Mechanism of protein biosynthesis
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What is the structure of messenger RNA (mRNA)?

In the biological synthesis of proteins (protein biosynthesis), ribonucleic acid (RNA)
assumes an intermediary role (messenger RNA). The “coding” DNA strand (the left
part of the DNA double strand in Fig. 15) is transcribed into a single-stranded mRNA.
Like DNA, RNA comprises four different building blocks, the ribonucleotides. These
are always composed of a base (A = adenine, U = uracil, C = cytosine, G = guanine)
and a sugar unit (ribose). Once again, linkage of the components is via phosphate
bridges.





image30.png
100080080

mANA Transcription

ddpern et

LT

/~ Maure mANA

Transpor o cyloplasm for
protin synthasis ransaton),

Cell membrane




image31.png
What is understood by transcription?

In protein bi the i i i in the DNA must first be trans-
poned as a “message” to the site where proteins are actually synthesised, namely
the ri in the cy As shown i in Fig. 21, and in a mecha-
nism similar to the “unzippi " in lication, the “coding” strand of DNA

double helix is separated and (again following the law of base pairing with the “RNA
base” uracil being attached to the “DNA” base adenine) transcribed into a “messen-
ger RNA” (mRNA) in a step known as transcription. The mRNA, which serves as a
template for the protein synthesis, separates from the DNA. The cytoplasm contains
the sub-units of the ribosomes “floating” around freely. Binding of the mRNA to the
smaller sub-unit of the ril and with the larger ril sub-unit to
give the lete ri triggers ion of the initiation complex.

iy
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What is understood by transfer RNA (tRNA)?

For the next step, the translation of the information of the mRNA into the corre-
sponding amino acid sequence, another type of ribonucleic acid, known as transfer
RNA (tRNA), is needed as an “adapter”. In comparison with DNA and mRNA, tRNA
is a relatively small molecule with the task of transferring the amino acids freely “float-
ing around” in the cytoplasm to mRNA. Each amino acid has at least one specific
tRNA.





image34.png




image35.png
& Key to Fig. 22.1 (see p. 48)

Each set of 3 mRNA bases or codon codes for a particular amino acid. tRNA (plus amino
acid) binds to mRNA by a complementary set of 3 bases known as an anticodon. The
individual amino acids and mRNA codons do not come into contact. Here, the mRNA
and the tRNA (anticodon: UAC) linked to the first amino acid methionine (Met) have
formed the initiation complex with the two sub-units of the ribosome. The anticodon
(UAC) of the tRNA binds to the codon AUG (for Met) on the mRNA via base pairing. The
synthesis of the polypeptide chain starts. The second amino acid, phenylalanine (Phe)
with its tRNA (anticodon: AAG) is already approaching from the right
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Key to Fig. 22.2

The tRNA linked to Phe has attached itself via its anticodon AAG to the codon UUC for
Phe on the mRNA by means of base pairing. The third amino acid, arginine (Arg) is
approaching from the right with its tRNA (anticodon: GCU).
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Fig. 22.3: Scheme of the translation — third phase

Key to Fig.22.3

The amino acid Met has separated from its tRNA (anticodon: UAC) and has been bound
enzymatically to the amino acid Phe via a peptide bond. In the process, its tRNA sepa-
rates from the mRNA and can be linked to another molecule of methionine. The ribo-
some has moved to the right on the mRNA by one codon and the tRNA linked to Arg
has attached itself by means of its anticodon (GCU) to the codon for Arg (CGA). The
fourth amino acid, glycine (Gly), linked to its tRNA (anticodon: CCU) approaches from
the right
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Fig. 22.4: Scheme of the translation — fourth phase

Key to Fig.22.4

The tRNA for Phe (anticodon: AAG) has separated from its amino acid Phe and its codon
UUC on the mRNA and can be linked to a new Phe molecule. The dipeptide Met-Phe
has been bonded enzymatically to the amino acid Arg via a second peptide bond and
the ribosome has moved to the right on the mRNA by one codon. Finally, the tRNA (anti-
codon: CCU) linked to Gly has attached itself to its codon GGA on the mRNA. The fifth
amino acid, serine (Ser), linked to its tRNA (anticodon: UCA) approaches from the right.
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Fig. 22.5: Scheme of the translation - final phase

Key to Fig. 22.5

The synthesis of the polypeptide chain of the protein molecule has progressed to s final
stage. As described above, one amino acid after another, e.g. up to 300 amino acid build-
ing blocks has been added to form a medium-sized protein. The polypeptide chain,
which has already folded to the three-dimensional structure of the protein molecule dur-
ing its synthesis, is still linked to the mRNA (codon: AAG) via tRNA (anticodon: UUC)
andits associated amino acid lysine (Lys). The next step involves separation of the tRNA
for Lys from the polypeptide chain and from the codon on the mRNA. A further amino
acid can not be added as the next codon in the series UAG is a so-called stop codon
which has no tRNA with a corresponding anticodon.
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Fig. 15: The structure of DNA





image42.png
mRNA (single strand) Protein (polypeptide chain)

Aspartic acid

(Asp)

Alanine

(Ala)

Codon 2 ;Alanine
G-C-U (Ala)

translates
into alanine
R " gaem Phenyl- |
alanine
(Phe)

Serine
(Ser)

translates

Lysine
into lysine

Lys) |

and its relationship to the structure of the proteins




image43.png
With what can the genetic information content be compared?

The number of DNA building blocks in the genome (the entire set of genetic instruc-
tions) of an organism is a measure of the genetic information content. Fig. 16 illus-
trates a comparison between the ratio of the information contents of the genome of
a virus, a bacterium and man. A viral genome with its ca. 3000 building blocks (here
called base pairs) may be compared with the page of a book containing 3000 letters.
In contrast, the genome of a bacterium already corresponds to a book with 1000
pages each with 3000 letters. Finally, the human genome with its ca. 1000 books each
with 1000 pages with 3000 letters per page represents an entire library. The human
genome with its ca. 3 billion base pairs contains the genetic information for 50000 to
100000 diff proteins which i life. A contains 3000 to 4000
different proteins. Each one of these proteins corresponds to a gene in a segment of
part of one particular DNA.
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Fig. 16: Comparison of the genetic information content of a virus,
a bacterium and man
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Fig. 18: Amino acid (A) and th i i structure (B) of the B chain
of the human haemoglobin molecule. The type and sequence (A) of the 146
amino acid building blocks necessarily lead to the formation of a three-
dimensional structure (B) and hence to the function (here: oxygen transport)
of the protein
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What is the molecular basis of sickle-cell anaemia?

In sickle-cell anaemia, an inherited disease occurring among some Africans, the glu-
tamic acid unit (Glu) in position 6 of the B chain of haemoglobin is replaced by a valine
unit (Val). This defect is due to a point mutation in the corresponding gene and caus-
es interference with the oxygen transport in the blood. It can be detected in diagno-
sis with the aid of so-called genetic probes.
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Fig. 19: The molecular basis of sickle-cell anaemia
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(Why is haemophilia A confined almost solely to males? h

The reason is that the gene of Factor VIl is present on the X chromosome.
Women have two X chromosomes in their genome; men have one X chromosome
and one Y The Y which ines the male sex, does
not have the gene for Factor VIII. A woman with an X chromosome without the Fac-
tor VIl gene will not suffer from haemophilia A because her other X chromosome,
with its intact gene, will protect her. So the disease is transmitted by females: if a
woman transmits a chromosome carrying the deficient gene to a male descendant
the disease is inescapable.

/i

XX XY
XX XY XX XY
@ female individual 7] healthy male individual
@ female carrier B haemophiliac
X: intact X chromosome Y: Y chromosome

X': defective X chromosome

The marriage of a female carrier to a haemophiliac can produce female individuals
with haemophlha A (genotype: X'X") as both X chromosomes are defective. However,
\such take place only i as this problem was identified early on.
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Ako funguje mRNA vakcina?
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CUSTOMIZED ORGANS
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Karyotyp
haploidni sada (n): kazdy chromozom je v jadfe piitomen jen jednou, u Zivo¢ichii se vyskytuje jen v gametach, u lovéka n =23
diploidni sada (2n): vznika splynutim dvou haploidnich jader. Kazdy chromozom je obsaZen ve dvou "kopiich" (tzv. homologické
chromozomy). Oba chromozomy na stejnych mistech (nazyvanych lokusy) nesou stejné typy geni.
Mitéza
Mitoza je jaderné déleni, pii kterém z jednoho standardniho diploidniho jadra vzniknou dvé diploidni jadra s totoznou genetickou
informaci. Podminkou mitézy je dostate¢né mnoZstvi energie a Zivin v burice a také piedchazejici replikace kazdého chromozomu.
profaze: zaniké jaderna membrana a jadérko, zdvojené chromozomy se spiralizuji, vznika délici 2n
vieténko (= sit’ mikrotubulii, u Zivoéisnych bunék se vytvari rozchodem centriolit)
metafaze: chromozomy nasedaji na vlakna déliciho vieténka a poté se obé kopie (az dosud spojené
v centromeie) oddéli
anafaze: vlakna vieténka se zkracuji, a tim jsou chromozomy pfitahovany k opaénym polim
telofaze: rozpadaji se zbytky vieténka, obnovuje se jaderna membrana a jadérko, chromozomy se
despiralizuji; tim vzniknou dvé nova jadra. Koncem telofaze vétsinou dochazi také k cytokinezi —
oddéli se cytoplazma (u Zivo¢isnych bunék zaskrcenim, u rostlinnych bunék vytvorenim délici
prepazky) a vzniknou dvé samostatné buiiky.

Bunécny (generacni) cyklus
= cyklus u opakované se délicich bunék (napi. bunék embrya) od jednoho déleni ke druhému. Cely cyklus u eukaryotickych bunek
trva priblizné jeden den a ma &tyii faze oznacované Gy, S, G, a M. Alternativou cyklu je piechod do tzv. Gy faze.

G, faze (cca 40 % délky cyklu): rist buriky po déleni, syntézy dilezitych latek, v pribéhu cyklu se vyskytuje okamzik — tzv. kontrolni
uzel, kdy se rozhoduje o dalsim pribéhu (zda se cyklus zastavi a buiika piejde do G, faze, nebo zda bude pokracovat)

S faze (cca 30 %): syntéza (replikace) DNA pred dalsim délenim
G, faze (cca 20 %): syntéza latek potiebnych pro déleni (material déliciho vieténka ap.)

M faze (cca 10 %)e: mitdza, cca 5 % generac¢ni doby
Gy faze: na zakladé impulsu v kontrolnim uzlu buiika zastavi déleni a diferencuje se, u nekterych bunek je tato A G,
faze nevratna.
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Meidza (redukéni déleni)
Pii meidze z jedné diploidni buiiky vznikaji 4 haploidni, uplatiiuje se predevsim pii tvorbé gamet.
. meiotické (heterotypické) déleni
. profaze: chromozomy se ¢astecné spiralizuji, homologni pary chromozoma se spoji do
dvojic (v centromeie i v jinych mistech — chiasmata)
. metafaze: zanikne jaderna membrana, vznikne délici vieténko, pary chromozomi
nasednou na vlakna vieténka a dvojice se oddéli
. anafaze: kazdy z dvojice homologickych chromozomi putuje k opaénému polu
vieténka; pfitom je zcela nahodné (pravdépodobnost 50%), ktery z dvojice putuje k
jednomu polu a ktery ke druhému = princip nahodné segregace

. . . 2. déleni
. telofize: obnovi se jaderné membrany, zanikne délici vieténko, chromozomy se mohou

despiralizovat a ob& buiiky (kazda s haploidnim jadrem) se oddéli. n@ "@ ”@ n@
2

. meiotické (homeotypické) déleni

'V kazdé z obou bunék probehnou stejné dgje jako pii "obycejné" mitoze, tj. 2. profaze, 2. metafiaze, 2. anafaze a 2. telofaze.
Vychozi zdvojené chromozomy vsak netvoii diploidni sadu, ale haploidni, takze vzniknou 4 haploidni buiiky (s jednoduchymi =
nezdvojenymi chromozomy).

Dusledky meiozy

Vzniklé haploidni buiiky se od sebe 1isi kombinaci "otcovskych" a "matefskych" chromozomi; organismus s diploidni sadou n miize
vytvaret 2" typ gamet s riznymi kombinacemi chromozomi (¢lovek 2% = 8 388 608 riznych kombinaci).

Crossing-over

Jev, ke kterému dochazi v 1. profazi mitézy, kdy jsou dvojice homologickych chromozomi spojeny; ¢asti dvou chromozomu se
prekryji a dojde k vymeéné homologickych useki (nastava u cca 10 % chromozomi).

Vysledkem jsou chromozomy se vzajemné vymeénénymi formami geni, takze

v kone¢ném disledku se pii kazdém crossing-overu dvakrat zvysi po¢et moznych —_ —_ —
kombinaci genti v pohlavnich burikach.

(Napiiklad organismus s n = 3 nyni nevytvaii jen 8, ale 16 riznych typi gamet).
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3.5 Cytogenetika

3.5.1 Cytogenetika - struktura chromozomu

Cytogenetika se zabyva studiem dédi¢nosti a genetické informace na urovni
chromozomu za pomoci cytologickych a genetickych technik.
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Na submetacentrickém chromozomu,
méZeme rozli$it jeho kratké a dlouhé
rameno, které se oznacuje p (As), resp. q
(A,) - symbolika A s indexem se pouZziva
u rostlinnych objektd.

Déle na metafdzovém chromozomu
rozliSujeme sesterské chromatidy, nesouci
identickou genetickou informaci.

Chromatidy homolognich chromozoma
se nazyvaji jako nesesterské, které mohou
nést  jinou variantu  téZe genetické
informace (alela).

Genetickou variabilitu Ize sledovat
pomoci barveni chromozom@ rlznymi
technikami. Lze odliSovat chromozomové
pary od sebe a urfovat druh ¢&i pohlavi
sledovaného jedince. Jednotlivé
chromozomové pary se seradi a vytvori se
karyotyp.
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4.1 Struktura nukleovych kyselin

4.1.1 Vlastnosti genetického materialu

V predchazejicich kapitoldch bylo konstatovano, Ze geny jsou uloZeny na
chromozomech a kontroluji fenotypové vlastnosti a Ze chromozomy se specificky
prenddeji gametami do dalsich generaci potomkd. Geny tedy obsahuji informace o
formé a vlastnostech potomstva a tato informace se nazyva geneticka informace.
AZ do roku 1944 nebylo zcela jasné, které chemické Iatky chromozomu tvofi podstatu
gend. Zpotdtku vedla teorie, Ze genetickd informace je zapsdna v sekvenci
aminokyselin v proteinech chromozomu. Nakonec bylo dok&zano, Ze nukleové
kyseliny (DNA) slouZi jako "informaéni podklad" pro procesy dédi¢nosti. Byl postupné
dokdzan vztah mezi strukturou DNA a jejimi funkcemi. Revoluéni krok predstavoval
rok 1953, kdy Watson a Crick predloZili hypoteticky navrh struktury DNA jako dvojité
Sroubovice.

Geneticky material ma nékolik
vlastnosti:

» reprodukce (replikace)

« uchovani informace (genofor)

* projev informace (exprese)

 variabilnost mutacemi

Exprese genetické informace je
komplexni proces a lIze se jej
pFedstavit jako informaéni tok
(pfesun informace pomoci
informaénich molekul z sekvence
nukleotidd do sekvence
aminokyselin) v bufice.

Souhrnné tyto procesy (smér "toku"
genetické informace) predstavuji tzv.
centralni dogma molekularni
genetiky:

"DNA>RNA>protein”
(Pozor v$ak na dogmata!)
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Mezi biologické makromolekuly radime latky s relativni molekulovou hmotnosti

tisic az nékolik set m
Informacni charakter

ilionG. Jedna se o proteiny, nukleové kyseliny a polysacharidy.
maji proteiny a nukleové kyseliny. Jejich informacni funkce

vyplyva z jejich struktury - polymerniho charakteru (makromolekula sloZzena z malych

molekul, podjednotek
Proteiny - bilkoviny

oznacené jako monomery).

Jsou to makromolekuly sloZené z jednoho nebo vice polypeptidovych retézcd.
Zakladnimi  jednotkami jsou aminokyseliny. Aminokyseliny zafazované do
peptidického fetézce béhem translace jsou standardni a je jich 21 typd.

azev | vioree | nazev | veorec
NH,—$H —COOH
CH,
alanin NHz—(l}i —COOH glutamin (lle
(Ala, A) CH, (Gin, Q) é_o
|
NH,
NH,—CH —COOH
ik NH.—CH —COOH
CH, <
arginin I 9 Iui:;;m va (IZH 2
He .
(Arg, R) N (Glu, E) CH,
¢=n COOH
NH,

Qii=lE)
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peptidického fetézce béhem translace jsou standardni a je jich 21 typd.

Qii=lE)

“wszer | vioree | Mazer | veorec |
NH,—(l:H —COOH
CH,
alanin NHz—(l}i —COOH glutamin (lle
(Ala, A) cH, (GIn, Q) =0
|
NH,
NH,—CH —COOH
ik NH.—CH —COOH
CH, <
arginin I 9 Iui:;;m va (IZH 2
ik 2
(Arg, R) N (Glu, E) CH,
C=NH COOH
i
NH,
NH,—CH —COOH
oH
asparagin e glycin NH,—CH,—COOH
(Asn, N) (|?=0 (Gly, G)
NH,
NH.—CH —COOH
; = e
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NH —C\H —COOH NH,—CH —COOH
H, CH, valin (l:H
c” (Val, V) A
H, H,C CH,

iselenocystein

(SeCys) 21. aminokyselina

Sekvence (poradi) standardnich aminokyselin v polypeptidovém fetézci tvori
primarni strukturu proteinl, kterd tvoii zéklad specificnosti kazdého proteinu.
Primarni struktura peptidu uréuje tvorbu sekundarni (o-helix &i Sroubovice; p-
struktura &i skladany list).

Peptidova vazba:

(o]
1l
NH,—(IZH —COOH + NH,—(IZH —COOH —> NH,—(IIH —C—lil _(I:H —COOH

Ry R, R, H R,

Nukleové kyseliny

Jsou makromolekuldrni latky tvorené polynukleotidovymi retézci. Jednd se o
polymer nukleotidd navzajem spojenych fosfodiesterovymi vazbami. Rozligujeme:
A. polyribonukleotidy (RNA retézce) - monomerem jsou ribonukleotidy,
B. polydeoxyribonukleotidy (DNA fetézce) - monomerem jsou
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]
NH,—(IZH —COOH + NH,—(liH —COOH —> NH,—?H —C—N —CH —COOH
Ry R, Ry H R

Nukleové kyseliny

Jsou makromolekularni latky tvorené polynukleotidovymi retézci. Jedna se o
polymer nukleotidd navzajem spojenych fosfodiesterovymi vazbami. Rozliujeme:
A. polyribonukleotidy (RNA fetézce) - monomerem jsou ribonukleotidy,

B. polydeoxyribonukleotidy (DNA fetézce) - monomerem jsou
deoxyribonukleotidy.
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Polynukleotidovy Fetézec
Mezi dvéma mononukleotidy je vazba sloZend z fosfatové skupiny vézané na dva
cukry - fosfodiesterova vazba.

Parovéni bazi

E. Chargaff a jeho tym vyvodil ze svych vyzkumé rliznych organizmi kvantitativni
metodou mnoZstvi Etyf bazi. Na zdkladé dat pak byly stanoveny tyto zavéry pro
dvouretézcovou DNA:
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1. Mnozstvi adeninu je roven mnozstvi tyminu (A = T) a mnoZstvi guaninu
je roven mnoZstvi cytozinu (G = C).

2. Soudet purin se rovna souétu pyrimidind (A + G) = (C + T).

3. Procento C + G neni vZdy roven procentu A + T a je druhové specifické.

Watson-Crickovo pravidlo parovani bazi
Tvofi zékladni podminku tvorby sekundérni struktury v nukleovych kyselinach.

(aminoforma) (ketoforma)

\/’\/\r -~
)

guanin cytozin
(ketoforma) (aminoforma)

Typy nukleovych kyselin

‘ linedrni molekuly NK kruZnicové molekuly NK
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- kruznicové molekuly jsou spojité bez volnych koncfl

- jednoretézcové molekuly: ss (single stranded) ssRNA, ssDNA
- dvouretézcové molekuly: ds (double stranded) dsRNA, dsDNA

4.1.2.2 Sekundarni struktura DNA
i" se stali v roce 1953 Crick a Watson, ktefi publikovali v ¢asopise Nature
strukturu DNA jako dvojitou Sroubovici (J.D. Watson, F.H.C. Crick: Molecular Sructure
od Nucleic Acids: A Structure for Deoxyribose Nucleic Acids. Nature, 1953, 171, No.
4356: 737-38).
1. Dva dlouhé polynukleotidové fetézce jsou stoteny kolem centrdlni osy, tvofici
pravotoéivou dvojitou $roubovici.
2. Oba fetézce jsou antiparalelni, které jsou orientované od C-5'do C-3'v
protikladném sméru.
Bdaze obou Fetézcl maji rovinnou strukturu, lezici kolmo k ose a jsou od sebe
vzdéleny 0,34 nm a jsou orientovény dovnitf struktury.

Dusikaté baze protikladnych Fetézcll jsou pérovany na zakladé vodikovych
vazeb. V DNA se paruji A-T a G-C.

Kazda uplnd otdcka helixu je 3,4 nm dlouhd, takZe na kazdou otd¢ku pfipada
10 bazi.

.V molekula DNA je rozdélena na alternujici vétsi a mensi Zlabky.
Dvojity helix DNA ma v priméru 2 nm.
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4.1.2.3 Struktura RNA
Primarni struktura RNA
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4.1.2.3 Struktura RNA
Primarni struktura RNA

Druhy typ nukleovych kyselin jsou ribonukleové kyseliny, nebo-li RNA. Struktura

této molekuly je velmi podobna molekule DNA. Od DNA se lisi ve dvou hlavnich
bodech:

e obsahuje cukr rib6zu misto deoxyribézy,
e misto tyminu je vazan uracyl,
e ve vétsiné pripadl je RNA jednoretézcova.

Svedberguv molekularni pocet
35.000
47.000

ribozomalni RNA 600.000

23 S (E. coli)|| 1.100.000
18 S (savci) 700.000
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4.2 Replikace DNA

Genetickd kontinuita mezi rodi¢ovskymi a dcefinymi bunfkami je umozZnéna
semikonzervativni replikaci DNA, kterou predpokladali jiz Watson a Crick. Proces
replikace, v kterém kazdy retézec dvojitého helixu DNA slouZi jako templat pro
syntézu nového vldkna, je v principu jednoduchy. Jednd se o tvorbu identickych kopii
molekul nukleovych kyselin, coz zajistuje pfenos genetické informace z DNA do DNA
nebo z RNA do RNA. Syntéza DNA je komplexni proces, fizeny velkym mnoZstvim

92

enzyml a daldich molekul s jedinym cilem - s velkou pfesnosti polymerizovat
nukleotidy do polynukleotidovych fetézcl. Zde uvedeme model replikace DNA u
prokaryotnich organizml (nejvice prostudovéno).
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(nové syntetizovand vidkna jsou modra)

4.2.1 Enzymy katalyzujici replikaci

DNA polymerazy - katalyzuji na matricovém retézci DNA syntézu komplementarniho
DNA Fetézce z deoxyribonukleotidd (DNA dependentni DNA polymerézy). Polymerace
probihd ve sméru 5°> 3". Pro svou cinnost vyzaduji kratky oligonukleotid (primer),
od jehoz 3 "konce zacina syntéza.

DNA polymeraza I - ma funkci polymerizac¢ni, 5°-3" a 3'-5" exonukledzovou
aktivitu.

DNA polymeraza II - uplatiiuje se pfi zakonceni polymerace (5'- 3" a 3'- 57
exonukleazova aktivita).

DNA polymeraza III - holoenzym, ma 3 podjednotky s vice funkcemi, které se pro

veétsi Géinnost (procesivitu) spojuji do dimeru (2 x 3 podjednotky) a s dal$imi proteiny
rozpozna komplex RNA primeru s matricovym fetézcem DNA. Polymerizuje 30 tis.
nukleotidd za minutu.

e podjednotka katalyzujici polymeraci,

e podjednotka s 5°- 3" exonukledzovou aktivitou,

e podjednotka sestavujici polymerazu.
DNA ligaza - katalyzuje spojeni polynukleotidl, uplatfiuje se pfi spojovani Okazakiho
fragment@ do souvislého Fetézce.
Primaza - katalyzuje syntézu RNA primeru (oligoribonukleotid) od jehoz 3 “"konce se
syntetizuje kratky polydeoxyribonukleotid. Tento komplex se nazyva Okazakiho
fragment.

DNA helikazy - katalyzuji odvijeni DNA fetézcl helixu ru$enim vodikovych vazeb.
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4.2.2 Faze replikace DNA

1. Béhem procesu syntézy DNA se dvojity helix enzymaticky rozviji (helikézy) a
vytvéii se replikaéni vidlice, do niZ se umisti enzymy katalyzujici replikaci a
proteiny stabilizujici rozvinuty helix a pfispivajici k uvolnéni stoené tenze
vytvorené replikaéni aktivitou.
Syntéza je iniciovdna na specifickych mistech (ori) podél templatového DNA
Fetézce (matrice) RNA primdzou za vzniku kratkého RNA primeru poskytujici
vhodny 3’'konec, od kterého DNA polymerdza III zaéne syntetizovat
komplementarni fetézec.
Elongace DNA fFetézcli - ProtoZe ma helix antiparalelni charakter, syntetizuje
DNA polymeréaza III kontinudlné novy Fetézec podle vedouciho Fetézce ve sméru
5°> 3’. Vedouci fetézec se prodluzuje po sméru pohybu replikaéni vidlice. Podle
opatného fetézce, opoZdujiciho se, jsou syntetizovany diskontinudlné
komplementérni kratké Okazakiho fragmenty (1000 a? 2000 nukleotidd), které
jsou pozdéji spojeny DNA ligézou (semidiskontinudlni replikace).
DNA polymerdza I odstratiuje RNA primery ve sméru 5°> 3’ a doplni mezeru
mezi Okazakiho fragmenty komplementdrné deoxyribonukleotidy syntézou od 3°
koncd.
Okazakiho fragmenty sloZené jen z deoxyribonukleotidf jsou spojeny se
sousednimi DNA ligdzou.
Syntéza opozdujiciho se Fetézce a vedouciho Fetézce se d&je zérovehn plisobenim
jednoho holoenzymu DNA polymerdzy III, kterd se pohybuje ve sméru pohybu
replikaéni vidlice.
Replikace prokaryotického chromozomu kon¢i na specifickych sekvencich -
termindtory replikace (TER), na které se vaze protein inhibujici aktivitu helikdzy a
tim se zastavi tvorba replika&ni vidlice.
Replikace DNA u eukaryotnich organizm{ je podobnd prokaryotdim. Je vak vice
slozitéjsi, napriklad replikace na koncich linedrnich molekul (telomery) tvofi
specificky problém, ktery je fesen RNA obsahujicim enzymem telomerézou.

5" 3
3 5
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8. Replikace DNA u eukaryotnich organizm@ je podobnd prokaryotlim. Je vsak vice
slozitéjsi, napriklad replikace na koncich linedrnich molekul (telomery) tvofi
specificky problém, ktery je fesen RNA obsahujicim enzymem telomerézou.
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4.3 Transkripce

Procesem transkripce se provadi prepisovani genetické informace z DNA do RNA.

Existuje i opa¢ny proces, prepisovéni genetické informace z RNA do DNA - zpétna

transkripce. Cilem je, aby se genetickd informace prevedla z jedné formy

nukleotidového zépisu (DNA nebo RNA) do jiné formy (RNA nebo DNA). Také zde plati

hitps//www.google.sk/scarchq=genetke--mendelov MogroanvkenakHUKNDZEQ auicsec nskripci  vznikld sekvence se oznaduje jako
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4.3 Transkripce

Procesem transkripce se provadi prepisovani genetické informace z DNA do RNA.
Existuje i opa¢ny proces, prepisovéni genetické informace z RNA do DNA - zpétna
transkripce. Cilem je, aby se genetickd informace prevedla z jedné formy
nukleotidového zépisu (DNA nebo RNA) do jiné formy (RNA nebo DNA). Také zde plati
zdsada komplementarity Fetézcl. Transkripci vznikld sekvence se oznaluje jako
transkript.

4.3.1 Transkripce a transkripcni jednotka

Transkripce je prvnim stupndm mechanizmu zajidtujici realizaci genetické
informace. Tento proces je katalyzovan enzymem DNA dependentni RNA
polymerdza (zkrdcené RNA polymerdza neboli transkriptdza). Tento enzym
umoziiuje syntézu RNA z ribonukleotid& komplementarn& podle matrice DNA Fetézce.
Transkribuje se jen jedno vldkno DNA (ve sméru 3°> 5°), které se oznaluje jako
negativni. Druhé nepfepisované vldkno DNA (5°> 3°) se nazyva pozitivhi a ma
stejnou sekvenci nukleotidd jako priméarni transkript.

Podle typl primérnich transkriptd se rozliuji 3 typy transkripénich jednotek, které
jsou u prokaryot transkribovény jednim enzymem RNA polymerdzou (u eukaryotfl
jsou 4 typy RNA polymeraz zdvislych na DNA):

1. transkripéni jednotka strukturnich gendi

2. transkripeni jednotka gend pro rRNA

3. transkrip&ni jednotka genti pro tRNA
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Prehled transkripce

negativni fetézec DNA pozitivni Fetézec DNA
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. l

primémi transkript
hnRNA pre-tRNA pre
posttranskripéni : Gpravy (Stépeni)

mRNA tRNA RNA

DNA viry
eukaryota

Struktura transkripéni jednotky
U prokaryot jsou dva typy transkripénich jednotek, které vzdy obsahuji
promotor, startovaci nukleotid, piepisované geny a terminator. Operony

obsahuji navic dalsi regulaéni oblast operator.
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4.4 Translace

Translace (preklad) je druhym krokem exprese genetické informace a ukoncuje
drdhu DNA > RNA > protein. Translace probihd mimo jadro, v cytoplazmé na
ribozémech. Vychozimi ldtkami pro translaci je 21 standardnich aminokyselin, které
jsou sluéovany za Glasti tRNA, enzymy a regulagnich proteinf do polypeptidového
Fetézce a to presné podle informace mRNA. Translaci m(iZeme rozdélit do &ty¥ fazi:
aktivace aminokyselin, iniciace translace, elongace polypeptidového fetézce a
terminace translace.

4.4.1 Sekundarni struktura tRNA

Molekuly tRNA obsahuji kolem 74 az 95 Antikodon
nukleotid@. Na 3 “konci je sekvence CCA a na
5’konci je obvykle zbytek guanylové
kyseliny. Obsahuje i neobvyklé nukleotidy:
pseudouridin, inozin, dihydrouridin,
ribotymidin, metylguanozin a metylinozin.
Primarni strukturou se jednotlivé tRNA lisi a
jsou specifické pro pfenos jedné
aminokyseliny (tRNASY, tRNAY®, ..). P
navazani aminokyseliny ve formé aminoacylu
se oznaluji Gly~tRNA®Y, Val~tRNAY ... Z  jceudouridinové ""‘V"r;""‘l‘;‘:;"""
dfvodu  komplementarity  vétdiny  bazi rameno
polynukleotidu primarni struktury tRNA se akceptorové = |
tyto useky péruji a vytvari sekunddrni rameno 5
strukturu charakteristického tvaru jetelového 3
listu.

Vedlej&i rameno rozdéluje tRNA do dvou t¥id s kratdim (3 aZ 5 nukleotidd) a
del$im ramenem (13 aZ 21 nukleotidy). Posledni nukleotid akceptorového ramena
3 "konce je adenin, na ktery se vaZe aktivovand aminokyselina.

4.4.2 Ribozom - misto proteosyntézy

Rind#nd arnanals rihnzamu ican glozené z velkych a malych podjednotek, které
»qrOARVKbhQKHUKNDZEQ_AUICSGC . Y L - P

1447
582016

S mE O sk




image98.png
File Edit View History Bookmarks Tools Help - 8
q | 10 Rototing... | (&) hitps..svg | MicrosoftPo.. | MohrCircle | (i intemetj.. | | 115Moh Sharean.. | [ Biotechn.. | Bur, Forex .. | 4 Genetikaws |\ Nanofecu, / Virtwslni., < |\ Viscoplas. | S0 Hastorvisu | \W Bingham... |\ Rheologye. | NewTab | NewTab S+
€) | usermendelu.cz/urban/vig/uvod /pdf/vs isk pdf @ || Q. herschel bulkley viscosity model Sl ela o 4 ® =

o t ¥ Page
duvodu  komplementarity ~ vétdiny  bazi
polynukleotidu primarni struktury tRNA se akceptorové = |
tyto uUseky paruji a vytvaii sekunddrni rameno
strukturu charakteristického tvaru jetelového 3
listu.

Vedlej&i rameno rozdéluje tRNA do dvou t¥id s kratdim (3 aZ 5 nukleotidd) a
del$im ramenem (13 aZ 21 nukleotidy). Posledni nukleotid akceptorového ramena
3 "konce je adenin, na ktery se vaZe aktivovand aminokyselina.

4.4.2 Ribozom - misto proteosyntézy

Bunééné organely, ribozomy, jsou sloZzené z velkych a malych podjednotek, které
obsahuji rlizné rRNA a proteiny. Teprve jejich spojenim vznikd funkéni nespecificky
ribozom (nazyvany monozom), na kterém mdiZe probihat syntéza polypeptidového
Fetézce. PFi vstupu do translace jsou ribozomové podjednotky disociovény.

97

PROKARYOTA RIBOZOMY EUKARYOTA
ribozom 705 (2.5 x 10" MH) ribozom 805 (4,2 x 10° MH)
prge ] ]

) .
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4.4.4 Proces translace
Prehled proteinovych faktord podilejl'ci se na translaci u prokaryoti

@M

stabilizuje 30 S podjednotku

iniciace IF2

vaze fMet~tRNA na komplex 30S-mRNA; vaze se na GTP a stimuluje
hydrolyzu

translace

IF3

vaze 30 S podjednotku k mRNA; disociuje monozomy do
podjednotek po terminaci

EF-Tu

véze GTP; pfindsi aminoacyl~tRNA do mista A

elongace EF-Ts

generuje aktivni EF-Tu

polypeptidu

EF-G

stimuluje translokaci; zavislé na GTP

terminace RF1
translace a

katalyzuje uvolnéni polypeptidu od tRNA a disociuje translokaéni
komplex; specificky pro kodony UAA a UAG

uvolnéni RF2

chova se jako RF1; specificky pro kodony UAA a UGA

polypeptidu RF3

stimuluje RF1 a RF2

U eukaryotl jsou

podobné faktory se stejnou funkci a navic jich je vétsi pocet a

jsou funkéné vice komplexnéjsi.

a) Iniciace translace

Prvni aminokyselina zarazovana do peptidického retézce je formylmetionin
(metionin s formylovanou aminoskupinou), ktery je nésledné pfi délce peptidu kolem
15 - 30 aminokyselindch deformylovan. Jsou dva typy tRNA vézici na stejny kodon

5°-AUG-3 " metionin

(Met~tRNA™) nebo formylmetionin (fMet~tRNA™). B&hem

elongace se zarazuje na kodon AUG Met~tRNAMet,

— TRANSLACE
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Translace

Translace je pieklad genetické informace do struktury bilkovin. Struktura bilkoviny je

Jjednoznacéné ur¢ena poradim aminokyselin, proto sta¢i, aby v genetické informaci bylo

zakodovano poiadi aminokyselin, a tim je jednoznaéné uréen typ bilkoviny.

Poiadi aminokyselin v bilkoviné je dano pofadim dusikatych bazi v molekule DNA

(resp. v jeji kopii — mRNA). Aby geneticka informace jednozna¢né kodovala dvacet

riznych druhi aminokyselin, musi byt kazdé "slovo" tvofeno tiemi "pismeny". Tyto

zékladni trojice (triplety) bazi na mRNA se nazyvaji kodony. Kazdy kodon uréuje zarazeni

jedné aminokyseliny do fetézce. Vzhledem k tomu, Ze pocet riiznych kodont (4° = 64) je

vétsi nez pocet typi aminokyselin (20), je logické, ze nékteré aminokyseliny jsou

kodovany nékolika (aZ Sesti) raznymi kodony. Nékteré kodony v molekule mRNA uréuji

hranice mezi jednotlivymi molekulami bilkovin — nazyvaji se inicia¢ni ("start") a

terminacni ("'stop).

Prubéh proteosyntézy

1. Ribozom nasedne na molekulu mRNA, "pieéte" prvni trojici bazi (prvni kodon) a ze
svého okoli piitdhne molekulu tRNA s komplementarnim antikodonem.

. Posune se, precte dalsi kodon a piitahne dalsi molekulu tRNA. Tim se dvé
aminokyseliny nesené molekulami tRNA dostanou do vazebné blizkosti a spoji se
(vznikne mezi nimi peptidicka vazba).

. Ribozom se posune o dalsi triplet, "prvni" molekula tRNA se uvolni (bez
aminokyseliny), "druha" tRNA ziistava v ribozomu a vedle ni naseda dalsi tRNA
s aminokyselinou — vzniké dalsi peptidickéa vazba. Cely proces se stale opakuje tak
dlouho, dokud se na mRNA neobjevi jeden z termina¢nich kodonii — pak se peptidicky
fetézec ukon¢i a uvolni se molekula bilkoviny.

I Translace probiha primérnou rychlosti 15 kodont za sekundu, tj. primérna molekula bilkoviny

| (obsahujici cca 300 aminokyselin) vznikne piiblizné za 20 sekund. Na jedné molekule mRNA
| miiZe sou¢asn& "pracovat" mnoho ribozomil naraz.

ribozom( )
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U eukaryotll jsou podobné faktory se stejnou funkci a navic jich je vétsi pocet a
jsou funkéné vice komplexnéjsi.

a) Iniciace translace

Prvni aminokyselina zarazovana do peptidického retézce je formylmetionin
(metionin s formylovanou aminoskupinou), ktery je nésledné pfi délce peptidu kolem
15 - 30 aminokyselindch deformylovan. Jsou dva typy tRNA vézici na stejny kodon
5°-AUG-3° metionin (Met~tRNAY®) nebo formylmetionin (fMet~tRNA™). B&hem
elongace se zarazuje na kodon AUG Met~tRNAMet,

TRANSLACE TRANSLACE

1. mRNA se vie na malou podjednotku

2. iniciani fMet~RNA™ se viZe na sekvenci kodonu
‘spolu s iniciaénimi faktory (IF1, 2a 3)

‘mRNA svym antikodonem v misté P; IF3 je uvolnén

b) Elongace polypeptidového retézce

Elongace probiha u prokaryot za
pomoci elongaénich faktord. Nejdfive se
spoji EF-Tu s GTP a pak se navaze

prislusna aa~tRNA s aminokvselinou.
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1. mRNA se viZe na malou podjednotiu 2. iniciani fMet~RNA™ se viZe na sekvenci kodonu
‘spolu s iniciaénimi faktory (IF1, 2a 3) mRNA svym antikodonem v misté P; IF3 je uvolnén

b) Elongace polypeptidového retézce

Elongace probiha u prokaryot za
pomoci elongaénich faktord. Nejdfive se
spoji EF-Tu s GTP a pak se navaze
pfislusna aa~tRNA s aminokyselinou.

3. Velkd podjednotia se viZe na komplex; IF1 a 2 se uvoliiuji;
EF-Tu se vade na tRNA a usnadni tak vstup do mista A
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5. Neakivni LRNA bez aminokyseliny
Vypadiv 1 ribozomu, e vytvoren dipeptid

7. Treti aktivovans tRNA s aminokyselinou
vstoupila do mista A

TRANSLACE
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6. mRNA se posunula o kodon (3 baze); 7. Tieti aktivovana tRNA s aminokyselinou
EF-G usnadni tento translokaéni krok vstoupila do mista A

TRANSLACE

.
terminaéni kodon

8. Je syntetizovén tripeptid 9. Po mnoha opakovani je dosyntetizovan polypeptid

c) Terminace translace

Translace je ukonéena, kdyZ je pfitomen terminaéni kodon a terminaéni
faktory (u prokaryot jsou RF1, RF2 a RF3). Tyto faktory uvoliuji s pomoci GTP tRNA
z karboxylového konce polypeptidu a ukonéi se tak jeho prodluzovani. Uvolni se
polypeptid a rozlozi se ribozom na podjednotky.
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11. Na GTP zévislé terminagni faktory jsou
10. Uvolnéni tRNA a popyleptidu aktivovany a jednotlivé slozky se oddéluji

Translaci konci exprese genetické informace, kdyz se vytvofi primarni struktura
proteinu. Navazuji posttranslaéni dpravy, které vedou k chemické funkci proteinu,
podminénou sekundarni, tercidrni a kvartérni strukturou. Posttranslacni procesy
zahrnuji:

o kotranslacni dpravy polypeptidovych Fetézcl jesté bé&hem jejich syntézy
(deformylace, odstépovani aminokyselin, disulfidické mostky, pFipojovéni
cukrdl, tvorba sekundarni a terciarni struktury),
posttranslaéni dpravy polypeptidovych fetézcl chemickymi modifikacemi za
vzniku funkéniho peptidu (vystépeni casti peptidu, tvorba kvartérni struktury,
pripojeni prostetické skupiny u enzym(),
samosestavovani (nadmoleklarni systémy proteinl, spontanni seskupovani
nekovalentnimi vazbami).
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4.4.5 Geneticky kéd
Geneticka informace

Geneticka informace (GI) je informace primarné obsazena v nukleotidové sekvenci
pomoci &ty deoxyribonukleotidi v DNA fetézcich (A, T, G, C) nebo <&tyf
ribonukleotidd v RNA Fetézcich (A, U, G, C), kterd se dédi. Genetické informace je
informaci o primarni struktufe peptidd (v DNA a RNA sekvenci), DNA (v RNA
sekvenci) nebo tRNA, rRNA (v DNA sekvenci).
Zpiisob prenosu genetické informace

Pfenos genetické informace je souhrnné zobrazen v Ustfednim dogmatu
molekulérni biologie, kde je mozny prenos GI z nukleové kyseliny do nukleové
kyseliny, nebo z nukleové kyseliny do proteinu. Dosud se predpoklada, Ze neni mozny
prenos GI z proteinu do nukleové kyseliny nebo z proteinu do proteinu.

Schéma ustredniho dogmatu
molekularni

transkripce

DNA 4:’ RNA—) protein

étnd
:r:,p.sk:-’:m > funkce stavebni

»funkce katalyticka

replikace

o
=
>
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Geneticky kod

Na ribozomech dochézi k prekladu genetické informace ze sekvence nukleotidd
nukleovych kyselin do sekvence aminokyselin proteinl. Tato informace je
zakédovana, kdy jedna aminokyselina je kédovéna trojici (tripletem) nukleotidd a
tento kodon je zakladni jednotkou genetického kodu.

Princip ¢teni genetického kédu je podstatou translace a spocivé v jednosmérném a
specifickém rozeznavani kodonl v mRNA antikodony tRNA nesouci aminokyselinu na
zékladé komplementarity bazi. Cteni genetického kédu se dé&je po tripletech.
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- iniciacni kodon
* - Sec - aminokyselina selenocystein
- terminacni kodon

Vlastnosti genetického kodu

Geneticky kéd je tripletovy (tfinukleotidovy); jedna aminokyselina je kédovéna
trojici nukleotid@ v nukleové kyseliné (tripletem).
Sklada se ze 64 kodond.

. Je degenerovany, nadbyte¢ny; 1 aminokyselina mlze byt kédovéna nékolika
rlznymi kodony.

. Aminokyseliny kéduje 61 kodonl (kodony se smyslem).

. Vétsina kodonl je synonymnich, kdy r@izné kodony maji stejny smysl (koduji

jednu aminokyselin).
Kodony se stejnym smyslem se rozdéluji do 8-mi kodonovych rodin (4
synonymni kodony lisici se 3. nukleotidem) a 5 dvoukodonovych sad (dva
synonymni kodony koncici tfetim nukleotidem jednoho na A a druhého na G
nebo jeden na U a druhy na C.

. Je neprekryvajici se. Zalezi, na kterém nukleotidu zac¢ne preklad. Posun ¢teciho
rémce vede ke zméné smyslu informace sekvence aminokyselin v proteinu.
Nékteré kodony jsou nesmysiné, které nekdduji Zadnou aminokyselinu a maji
funkci terminace translace: UAA (ochre), UAG (amber).
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9. Kodon UGA (opal) je bifunkéni, ma funkci terminace translace a také kéduje
aminokyselinu selenocystein, ktery ma svou vlastni tRNA.

10.Kodon AUG je bifunkéni: kéduje metionin nebo signalizuje zacatek translace
(iniciaéni kodon).

11.Vétdina kodonl je univerzéinich, takze maji stejny smysl u vdech Zivych
soustav (standardni geneticky kod).

12. Geneticky kéd podléhd evoluci.

V kterych Zivych systémech mlZeme nalézt geneticky kod ligici

< 4 yse od standardniho?

Jak to souvisi s evoluci?

4.5 Genové mutace

Mutace jsou obecné nahlé zmény ve smyslu genetické informace a zmény jejiho
pfenosu v organizmu. Obecné& se rozliSuji mutace na genové, chromozomové a
genomové. Posledni dva typy mutaci byly popsény v kapitole cytogenetiky.

Genovd mutace je déditnd zména genetické informace, jejiz molekularni
podstatou je nukleotidovd substituce, delece nebo inzerce v fetézci DNA. VSeobecné
se mutace vyznacuji zékladnimi péti znaky:
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