
  

                                    FAMILY 12 
                                    P 
  conserved domains       III.       
                          ???????????                                                         
human       161 AIYKQSQHMTEVVRRCPHHER---CSDS-DGLAPPQHLIRVEGNLRVEYLDDR---NTFRHSVVVPYEPP----EVGSDC 
mouse       158 AIYKKSQHMTEVVRRCPHHER---CSDG-DGLAPPQHLIRVEGNLYPEYLEDR---QTFRHSVVVPYEPP----EAGSEY 
dog         148 AIYKKSEFVTEVVRRCPHHER---CSDSSDGLAPPQHLIRVEGNLRAKYLDDR---NTFRHSVVVPYEPP----EVGSDY 
bovine      153 AIYKKLEHMTEVVRRCPHHER---SSDYSDGLAPPQHLIRVEGNLRAEYLDDR---NTFRHSVVVPYESP----EIDSEC 
chicken     146 AVYKKSEHVAEVVRRCPHHER---CGGGTDGLAPAQHLIRVEGNPQARYHDDE---TTKRHSVVVPYEPP----EVGSDC 
xenopus     135 AVYKKSEHVAEVVKRCPHHER---SVEPGEDAAPPSHLMRVEGNLQAYYMEDV---NSGRHSVCVPYEGP----QVGTEC 
zebrafish   129 AIYKKSEHVAEVVRRCPHHER---TPDG-DNLAPAGHLIRVEGNQRANYREDN---ITLRHSVFVPYEAP----QLGAEW 
ciona       203 PVFEKPNNVTEIVTRCFNH-RNECRTESSDSNTPNSHLIRVESKSNNIQYCLT---HEGRECVVVPYEPP----HSGSEY 
M. arenaria 201 PIFMKPEHVQEAVKRCPNHAT---SKEFNENHPAPNHLVRCEHK-VSKYVEDP---YTNRQSVLIPQETP----QAGSEW 
drosophila  143 LCFSN--DVSAPVVRCQNHLS--VEPLTANNAKMRESLLRSENPNSVYCGNAQGKGISERFSVVVPLNMSRSVTRSGLTR 
C. elegans  237 KSSDMAFAISSEHEKYLWTKMGCDKRHFNSNLSLRIRFVKYDKKENVEYAIRNPRSSHTEREQHFPFDSFFYIAEKGSTF 
                                       \10                              \6               \10     
 
                                FAMILY 4 
                                V 
                        FAMILY 6  FAMILY 9                             FAMILY P 
                        G        S                                   G 
  conserved domains IV.                                   V.          
                    ???????????????????????????           ????????????????? 
human       230 TTIHYNYMCNSSC--MGGMNRRPILTIITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENLRK-KGEPHHELPPGSTKR 
mouse       227 TTIHYKYMCNSSC--MGGMNRRPILTIITLEDSSGNLLGRDSFEVRVCACPGRDRRTEEENFRK-KEVLCPELPPGSAKR 
dog         218 TTIHYNYMCNSSC--MGGMNRRPILTIITLEDSSGNVLGRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENFHK-KGEPCPEPPPGSTKR 
bovine      223 TTIHYNFMCNSSC--MGGMNRRPILTIITLEDSCGNLLGRNSFEVRVCACPGRDRRTEEENLRK-KGQSCPEPPPRSTKR 
chicken     216 TTVLYNFMCNSSC--MGGMNRRPILTILTLEGPGGQLLGRRCFEVRVCACPGRDRKIEEENFRK-RGGAG-----GVAKR 
xenopus     205 TTVLYNYMCNSSC--MGGMNRRPILTIITLETPQGLLLGRRCFEVRVCACPGRDRRTEEDNYTK-KRGLKP-----SGKR 
zebrafish   198 TTVLLNYMCNSSC--MGGMNRRPILTIITLETQEGQLLGRRSFEVRVCACPGRDRKTEESNFKKDQETKTMAKTTTGTKR 
ciona       275 MALLYRFMCLSSCRTETGINRRPLLTIFNLESETGELLGKRVVSTRICACPGRDRTQEEEKKNVTSQNKSRKRLCKSATN 
M. arenaria 270 VTNLFQFMCLGSC--VGGPNRRPLQIVFTLE-KDNQVLGRRCVEVRICACPGRDRKADE------RGSLPPMVSGGVKKS 
drosophila  219 QTLAFKFVCQNSC-----IGRKETSLVFCLEKACGDIVGQHVIHVKICTCPKRDRIQDERQLNSKKRKSVPEAAEEDEPS 
C. elegans  353 TLIMYPFMCQEKCLDLDDRRKTMCLAVFLDDENGNEILHAYIKQVRIVAYPRRDWKNFCEREDAKQKDFRFPELPAYKKA 
                      \10                                                                        

  III.  

  IV.    V.  



  

živý organismus je
přirozeně se vyskytující
sám sebe reprodukující systém,
který vykonává řízené manipulace
s hmotou, energií a informací

definice života 

regulace a udržování vnitřní homeostázy
získávání a využití energie,
      výměna látek a energie s prostředím
schopnost reagovat na vnější podněty
reprodukce,
      dědičnost a proměnlivost (variabilita)
vývoj a růst
adaptace na prostředí

složitá organizace a řád



  

život v prostoru: prostorová hierarchie živých systémů
biosféra
ekosystém
společenstva
populace
organismus
orgány a orgánové systémy
tkáně
buňky
organely
molekuly

kontinuita života je zajištěna předáváním genetické informace



  

život v čase 1: evoluce živých systémů (evolution)

http://rainbow.ldeo.columbia.edu/courses/v1001/arch.berl.gif

časové měřítko cca 3.8 mld let od vzniku života na planetě

kontinuita života je zajištěna předáváním genetické informace

život v čase 2: vývoj živých systémů (development)

http://www.wellcome.ac.uk/stellent/groups/corporatesite/
@msh_publishing_group/documents/image/wtx054619.jpg

časové měřítko mezi vznikem a zánikem jedince



  

DNA RNA protein

replikace DNA

replikace RNA

transkripce

reverzní 
transkripce

translace

tok genetické informace: centrální dogma

http://evolution.berkeley.edu/evolibrary/
images/interviews/rnastructure.gif
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DNA

http://web.virginia.edu/Heidi/chapter30/Images/30_01.jpg



  

ribonukleotid
(uridin 5´ monofosfát,
UMP)

N
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akceptorové rameno
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tRNA
(struktura
jetelového 
listu)
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antikodonové rameno

antikodon

RNA



  

aminokyselina

H3N+ C
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postranní 
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sekundární struktura proteinů

      α-helix          β-skládaný list

S
S

S
S

S
S

disulfidické můstky v řetězcích A a B lidského inzulínu

proteiny



  

počátek replikace

5´

5´
3
´

3´
5´

3´

diskontinuální
                 vlákno
(Okazakiho fragmenty)

kontinuální 
vlákno

primer

směr rozevírání 
replikační vidlice

DNA 
polymeráza

primer

DNA 
polymeráza

zvětšující se replikační bublina

další počátek replikace

splynutí replikačních bublin

jedna replikační vidlice

dceřinné molekuly DNA - jeden starý a jeden nový řetězec

replikace DNA



  

vytvoření iniciačního komplexu, začátek syntézy RNA

promotor

posouvání bubliny a elongace RNA

ukončení syntézy

dokončený primární transkript

uzavření bubliny

5´
5´
3´

3´
pracovní vlákno

směr
postupu
transkripční 
bublinykódující vlákno DNA

RNA 
polymeráza

RNA

3´

5´

transkripce RNA



  

5´
3´

mRNA

P

velká podjednotka 
ribozómu s místy P a A

malá podjednotka 
ribozómu

Met
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  GGGG    Gly  GAG    Glu  GCG    Ala  GUG    Val

AGGA    Gly  GAA    Glu  GCA    Ala  GUA    Val

CGGC    Gly  GAC    Asp  GCC    Ala  GUC    ValG
UGGU    Gly  GAU    Asp  GCU    Ala  GUU    Val

GAGG    Arg  AAG    Lys  ACG    Thr  AUG    Met

AAGA    Arg  AAA    Lys  ACA    Thr  AUA    Ile

CAGC    Ser  AAC    Asn  ACC    Thr  AUC    IleA
UAGU    Ser  AAU    Asn  ACU    Thr  AUU    Ile

GCGG    Arg  CAG    Gln  CCG    Pro  CUG    Leu

ACGA    Arg  CAA    Gln  CCA    Pro  CUA    Leu

CCGC    Arg  CAC    His  CCC    Pro  CUC    LeuC
UCGU    Arg  CAU    His  CCU    Pro  CUU    Leu

GUGG    Trp  UAG   STOP  UCG    Ser  UUG    Leu

AUGA    STOP  UAA    STOP  UCA    Ser  UUA    Leu

CUGC    Cys  UAC    Tyr  UCC    Ser  UUC    PheU
UUGU    Cys  UAU    Tyr  UCU    Ser  UUU    Phe

GACU
3. pozice
kodonu

                                                            2. pozice kodonu1. pozice
kodonu

genetický kód

am
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1 strana        1 800 znaků

TGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTG
GATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGA
TGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCC
TTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCT
AGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCC
TTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAG
ATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAG
TCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGC
TAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTA
TGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTG
TGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTG
GATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGA
TGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCC
TTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCT
AGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCC
TTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAG
ATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAG
TCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGC
TAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTA
TGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTG
TGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTG
GATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGA
TGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCC
TTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCT
AGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCC
TTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAG
ATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAG
TCGGGCTAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGC
TAGCTATGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTA
TGCTTGGATCGATGGCCCTTAGCTAGCTCCTTTTAGATCTAGTCGGGCTAGCTATGCTTG

lidský genom
 jádro:
 3.2 miliardy párů bází DNA
 (2x)
 mitochondrie:
 16.5 kb kruhová DNA
 (několik g/mt, stovky mt/b)
 geny pro 24 RNA + 13 proteinů



  

LIDSKÝ GENOM

1. část
LIDSKÝ GENOM

část 1

1 kniha      150 stran
         270 000 znaků
         tloušťka 2 cm

celý genom
      3.2 miliardy znaků
      1.8 milionu stran
      12 000 knih

LIDSKÝ GENOM

1. část
LIDSKÝ GENOM

část 12 000



  

240 m

http://rene.spika.cz/prague_january/petrin_tower_1.html



  

NCBI: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/
Sanger/EBI: http://www.ensembl.org/
UCSC: http://genome.ucsc.edu



  

bioinformatika
  databáze a analýza



  

izolace
DNA

Bayer



  

denaturace DNA

renaturace

denaturovaná
komplementární 
DNA (sonda, primer)

hybridizace

hybridizace DNA



  

5´

5´

3´

3´

restrikční endonukleáza

CGAACTTAAGCCGGATCA

restrikční štěpení DNA

5´

5´

3´

3´

rozpoznávací (štěpné) místo

GCTTGAATTCGGCCTAGT
CGAACTTAAGCCGGATCA

5´

3´5´

3´

kohezní (lepivé) konce

GCTTG AATTCGGCCTAGT
CGAACTTAA GCCGGATCA

GCTTGAATTCGGCCTAGT

5´

5´

3´

3´

GCTTGAATTCGGCCTAGTGCTTGACTTCGGCCTAGT
CGAACTGAAGCCGGATCA



  

start elektroforézy
(jamky, do kterých se pipetují vzorky)

záporná elektroda

kladná elektroda

agarózový gel

směr postupu elektroforézy

velké fragmenty

střední fragmenty

malé fragmenty

fág λ
člo

věk

gelová elektroforéza DNA



  



  



  



  

smísit, přidat DNA ligázu

fragment lidské genomové DNA 
vyštěpený toutéž endonukleázou

rekombinantní plasmid
s insertem lidské DNA

R

recirkularizovaný
původní plasmid,
gen B je funkčníR

B

plasmid s genem pro rezistenci k antibiotiku (R)
gen pro přeměnu bezbarvého substrátu na barevný produkt (B)
rozpoznávací místo pro restrikční endonukleázu v genu BR

B

plasmid linearizovaný restrikční endonukleázou

R

B

klonování DNA



  

netransformované 
bakterie nevytvoří
žádné kolonie

růst bakteriálních klonů na půdě
s antibiotikem a substrátem

bezbarvé
kolonie

barevné
kolonie

transformace hostitelských bakterií

B



  knihovny DNA



  

3´5´

5´3´

GCTTAGCTAAGGCCTAGT
CGAATCGATTCCGGATCA

denaturovaná DNA

CGAATCGATTCCGGATCA

+ primer + polymeráza

+ dideoxynukleotidy   G, A, T, C
+ deoxynukleotidy   G, A, T, C

sekvenování DNA

GCTTA TGC



  

GCTTAGCT

GCTTAGCTAAGGCCTAGT
GCTTAGCTAAGGCCTAG
GCTTAGCTAAGGCCTA
GCTTAGCTAAGGCCT
GCTTAGCTAAGGCC
GCTTAGCTAAGGC
GCTTAGCTAAGG
GCTTAGCTAAG
GCTTAGCTAA
GCTTAGCTA

GCTTAGC
GCTTAG
GCTTA
GCTT
GCT
GC
G



  

GCTTAGCTAAGGCGCTTAGCTAAGGCGCTTAGCTAAGGCGCTTAGCTAAGGC



  

GCTTAGCTAAGGCCTAGT

5´

5´3´

GCTTAGCTAAGGCCTAGT
CGAATCGATTCCGGATCA


