


* Diky novym genetickym metodam a
manipulacim se nam oteviraji moznosti

 Vyuziti:
* VyZKum

» diagnostika
» |é€ba lidskych chorob




GENOVE INZENYRSTVI

= cilena zména genetické informace
(genomu)

Typy zmén dle principu:

1. Pridani genu
2. Delece genu (knock—out;
3. Vymena genu (knock-in

Genove inzenyrstvi x klasické slechténi
(mutace, selekce... principy klasické
dédi¢nosti)
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GENOVE INZENYRSTVI US. DEDICNOST

Zatimco pro klasickou dédi€nost organizmu je
typicky vertikalni prenos DNA ("shora - dol(";
mysleno z generace na generaci), metody
genetickeho inzenyrstvi umoznuji i tzv.
horizontalni pfrenos (pfenos mezi jednou
generaci).

Ovsem nejen to, nebot’ pfenasenou DNA
umime jiz i upravovat a ruzné modifikovat, Ci
dokonce syntetizovat uméle.




ZAKLADNI METODY GENOVEHO INZENYRSTVI

* RestrikCni enzymy

* PCR=Fetézova polymeracni reakce

e Elektroforeza

* Blotting




RESTRIKCNI ENZYMY

Restrikéni endonukleazy jsou enzymy, které jsou
schopny stépit dvousroubovici DNA v urcCitych
specifickych sekvencich.

Mista rozpoznavané restrik€nimi endonukleazami jsou
vétsinou palindromatické sekvence (palindromatické
sekvence maji stejné poradi nukleotidu Ctené ve sméru
od 5' konce na obou dvou vlaknech DNA).

5' GAATTC 3
3' CTTAAG 5°



RESTRIKCNI ENZYMY

Existuje relativné velké mnozstvi takovych to
endonukleas (izolovanych z ruznych bakterii),

tudiz mame i velké mnozstvi moznosti

na vystépovani zadanych usekti DNA

(existuji tzv. restrikéni mapy, kde jsou

v genomovych sekvencich naznaCena mista,

kde Ize sekvenci urCitou endonukleasou stépit). Prvnim
vyznamem je tudiz vystépovani pozadovanych (k
dalsimu pouziti) DNA sekvenci

z delsiho useku DNA.



RESTRIKCNI ENZYMY

V diagnostice dédi¢nych chorob se potom vyuziva
takzvané restrik€ni analyzy, zalozené

na polymorfizmu délky restrikénich fragmentu
(RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism).

Jedna se o to, ze rlzni lidé maji riznou DNA sekvenci
(zvlasté v nekodujicich oblastech DNA, kde se ruzné
varianty nijak fenotypové neprojevuji), tudiz maji i
rizné umisténa mista,

kde mohou restrikéni endonukleasy stépit.




RESTRIKCNI ENZYMY

Zaroven se vyuziva skuteCnosti, ze pfi ruznych
genetickych mutacich mohou byt urcité sekvence DNA
deletovany, nebo naopak pfidany.

Po stépeni urcite sekvence DNA (ve ktere se nachazi i
sledovany gen) restrikéni endonukleasou ziskame
nestejné dlouhé fragmenty DNA, které miuzeme
elektroforeticky rozdélit a nasledné vyhodnotit.



ELEKTROFOREZA

Elektroforeza je délici metoda, zalozena

na rozdilné pohyblivosti délenych struktur

v elektrickém poli.

Déleni DNA (i RNA) fragmentu je zalozeno

na skuteCnosti, ze zbytky fosfore€né kyseliny (jakozto
soucCasti nukleotidu) maji zaporny naboj. Nukleoveé
kyseliny (NK) se tudiz v elektrickém poli chovaji jako
polyaniotnty (pohybuji se ke kladnemu polu).



ELEKTROFOREZA

Elektroforetické déleni NK probiha nejCastéji

na agarosovém nebo polyakrylamidovem gelu. Mensi
Castice (kratsi useky NK) se pohybuiji rychleji a urazi
tedy delsi vzdalenost.

Stejné dlouhé fragmenty urazi tudiz stejné dlouhou
vzdalenost. Vyuziti nachazi elektroforéza NK (nejen) pfi
restrik&ni analyze.
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* Polymerazova fetézova reakce (PCR, z anglického Polymerase
Chain Reaction) je metoda rychleho a snadneého zmnozeni
useku DNA zalozena na principu replikace nukleovych kyselin.
Useky DNA, které se maji namnozit (amplifikovat) musi byt
ohrani€eny na zaCatku a na konci tzv. primery (kratkymi
oligonukleotidy DNA). PCR slouzi k vytvofeni az mnoha milionu
exaktnich kopii vzoroveho fragmentu DNA o maximalni délce 10
tisic nukleotidl (v nékterych pfipadech bylo dosazeno delky az
40 tisic, coz umoznuje provést analyzu DNA | z velmi malého
vzorku.




 Zakladnim principem PCR je opakovana
Fizena denaturace dvoufetézcove DNA a nasledna renaturace
osamocenych fetézcu se specifickymi oligonukleotidy, které jsou
v reakéni smési v nadbytku. Tyto oligonukleotidy slouzi
nasledné jako primery pro syntézu nového fetézce DNA.
Amplifikace DNA probiha v opakujicich se cyklech.

« Metody se vyuziva nejenom k védeckym potfebam, ale
napfiklad i ke kontrole potravin, pro zjistovani GMO a geneticky
modifikovanych slozek, nebo v kriminalistice  pfi identifikaci
osob.




| RESEARCH METHOD
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Cilem genetického mapovani je urcit pofadi genu a jejich
vzdalenosti na chromozomech.

 Kolik ma organismus chromozomu
* Na kterém chromozomu se jaky gen nachazi

* V jakém poradijsou geny na chromozomu umistény; jak jsou od
sebe geny vzdaleny

PoCet chromozomu Ize stanovit b&znymi mikroskopickymi
technikami pomoci vhodného cytogenetického barveni.

Pro stanoveni pofadi a vzdalenosti genll na chromozomech se
vyuziva zakonl genové vazby. V sou€asné dobé je jiz bézné
sekvenovani, coz je proces, béhem kterého zjistime kompletni
sekvenci nukleotidl jaderne molekuly DNA organismu.
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postupné priblizeni oblasti dvou geni




Genomika=obor genetiky, ktery se zabyva studiem genom
organismu. Spada sem predevsim ziskavani sekvenci DNA
organismu, genetické mapovani a anotace genomu, tedy hledani
genu a dalsich funkénich elementu (snaha uréit vyznam sekvence)
a intergenomicky vyzkum, tedy snaha srovnavat genomy raznych
organismul.

Velké mnozstvi genu (pfesnéji jejich mutovanych forem) bylo
objeveno az jako puvodci riznych dédiénych onemocnéni. I
obecné plati, ze nejlepe funkci genu pozname, kdyz mutaci tento
gen vyfadime z funkce.

Vzhledem k tomu, ze z etickych divodu nelze provadét cilenou
mutagenezi a nékteré dalsi pokusy na ¢lovéku, jsou pro dalsi
vyzkum lidského genomu nedocenitelné vysledky ziskané u jinych
organismu, které jsou potom porovnavany s dosavadnimi
vysledky vyzkumu u €lovéka (komparativni genomika).




« Sekvenovani DNA (téz sekvenace ¢&i sekvencovani,
mnohdy take ,Cteni” DNA) je souhrnny termin pro
biochemické metody, jimiz se zjistuje poradi
nukleovych bazi (A, C, G, T) v sekvencich DNA.

* =urc€eni presné sekvence nukleotidti v iseku DNA

* byly vynalezeny dvé metody - Sangerova a Maxam &
Gilbertova.



Sangerova technika

Vybrana sekvence se vlozi do reakéni smési, jez obsahuje
vhodny radioaktivné oznaceny primer, DNA polymerazu, zasobu
Ctyf esencialnich deoxyribonukleotidu, ale navic takeé jeden ze
Ctyf dideoxynukleotidu. Dideoxynukleotid je schopen se zaclenit
do replikujici se DNA, ale nasledné zastavi elongaci fetézce,
protoze nema OH skupinu, na niz by se pfipevnil dalsi nukleotid.
Kazdy dideoxynukleotid se vlozi do jedné ze ¢tyf nadob se
vzorkem a vSechny replikované sekvence v dané nadobé tedy
zakonité skonc€i dideoxynukleotidem svého typu.

Vysledkem je smés ruzné dlouhych sekvenci DNA, které zaCinaji
radioaktivnim primerem a kon¢i danym dideoxynukleotidem.
Kdyz se sefadi na elektroforéze podle délky, mizeme snadno
porovnanim CtyF vedle sebe umisténych elektroforetickych gell

zjistit, jak za sebou nasledovaly nukleové baze ve zkoumané
sekvenci DNA.
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GENOVA TERAPIE

» Genova terapie predstavuje IéCbu pomoci
upravy genetickeé informace.

* Prvni pfipady této IéCby jiz byly vyzkouseny i
na lidskych pacientech.

* Pro souCasnou experimentalni genovou
terapii jsou vybirany choroby, pro které jina
léCba neexistuje a které maji velmi tézky,
Casto letalni prubéh.




GENOVA TERAPIE

* Musime znat pfesnou pfi€inu geneticke
choroby. Tedy musime znat presny gen(y),
jeho umisténi, povahu produktu a hlavné
mechanizmus patologického u€inku.

* Patologicky totiz muze pusobit jak deficit
normalniho genového produktu, tak i
pozmeénény produkt mutovaného genu.
Samoziejmosti je znalost presné sekvence
zdravého genu.




GENOVA TERAPIE

Podle patologického mechanizmu:

 patologicky nedostatek genoveho produktu - potom staci
dodateCné zafazeni nemutovaného genu kamkoliv do genomu
prislusnych bunék.

 patologicky pusobi pozménény produkt mutovaného genu -
je nutné bud opravit mutovany gen (to by byla prava kauzalni
terapie — odstranéni pfi€iny) nebo zablokovani tohoto genu
(odstranéni genu, zamezeni transkripce...). S tim souvisi |
zajisténi fyziologické aktivity tohoto genu (posileni, nebo
utlumeni transkripce, je-li potfeba).

« Soucasti strategie je i volba vhodného vektoru (nosi€e) a vytipovani
cilovych bunék genove terapie.
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 VVyhody vs. nevyhody

* Velmi vysoka finan€ni naro€nost takoveto
terapie.

e Tec
e Niz
pro

nnicka a technologicka naro€nost.
Ka uspésnost terapie, pokud jsou

olémy s "uchycenim" vnasenée genetické

iInformace.

» Genova terapie je eticky problematicka.



GT JE PREDMETEM DISKULI..

* Bude potieba pfesné vymezit hranici mezi tim,
na co je jesté etické genovou terapii pouzit a na
CO Uz ne.

* Budou v budoucnosti "déti na objednavku"?

» Pokud budeme umét vytvaret déti bez
genetickych chorob - nemohly by tyto déti byt
také fyzicky zdatnéjsi?

» Budeme si moc ur€it barvu o€i, vlasu €i vysku
nasich déti?



« KliCové pojmy: definice genového inzenyrstvi, genomika,
sekvenovani,




