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Otazka: Genové inzenyrstvi
Predmeét: Biologie

Pridal(a): krojcik

GENOVE INZENYRSTVi

Pfriprava umélych kombinaci gend a jejich zavadéni do genomu organismui s cilem
rekonstruovat jejich genetickou vystavbu.

 Klonovani DNA

* Priprava rekombinantnich molekul DNA
 Zakladani genovych knihoven

e Mutageneze IN VITO

« Priprava transgennich organismt (GMO)
» Genova terapie

« Klonovani Zivocichl

Historie biologickych Zivoéichi
« 1933 T.H. Morgan - NC funkce chromozomu pfi studiu dédi¢nosti

» 1944 0. Avery, C. Macleod, M. McCarty - DNA urcCuje dédicné vlastnosti
e 1953 |.D.Watson, F.H. Crick, M.H.F. Wilkins - popsali strukturu DNA, NC v 1962
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1968 M.W.Nirenbergs a G. Khorama - NC za vyreSeni genetického kédu
1968 R. Holley - NC za objev struktury tRNA
1997- Naklonovani ovce Dolly
2001- rozlusténi 93% lidského genomu, kompletni genom publikovan v r. 2003
* Projekt HUGO (human genom organization)
o Clov&k mé cca 20 - 25 000 genom{ - pocet zjisténych (pfedpokladanych je cca
39 000)
« Rozsah lidského genomu je cca 3 X 10°BP

KLONOVANI DNA

« Je to tvorba klonu DNA (soubor identickych molekul, fragmentl nebo Gsekl DNA
pfipravenych genovym inzenyrstvim)

Vyuziti klonované DNA:

« Izolace genl -> studium jeji struktury a FCE

e Studium regulacnich oblasti, které ridi expresy gend

e FyzikaIni a geneticka analyza genom

« Exprese cizich genl v nepfibuznych hostitelich a ziskavani jejich produktd ve velkém
mnozstvi

Cilem - priprava latek vyuzitelnych v primyslu (enzymy) (zdravotnictvi - hormony a vakciny)

KLONOVINi DNA PROBIHA VE 3 FAZICH

1. DNA urcena ke klonovani se restrikénimi enzymy = restrikcni endonukleazy
(strihajici) rozstépi na kratsi useky = restrik¢ni fragmenty.

* Tyto restrik¢ni fragmenty se musi zabudovat do tzv. vektorové DNA do hostitelskych
bunék.

« Jako vektorova DNA se pouZivéd molekularni DNA z bakterii kvasinkovych plazmidd nebo
z bakterii rostlinnych a Zivocisnych virQ.

* Spojovani klonované DNA s vektorem DNA umoznuje enzym DNA - ligaza =>vznika tzv.
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rekombinantni DNA

2. Prenos rekombinantni molekuly DNA do vhodné hostitelské bunky a jeji
pomnozeni.

* Pro klonovani DNA (genu) se jako hostitelsky organismus pouziva bakterie E. Coli
(eischerischi)
e Prenos plazmidld z rekombinantni DNA do E.Coli se uskutec¢nuje témito procesy:
« TRANSFORMACE
* Pfi ni bakteridlni buriky pfijimaji volnou DNA z okolniho prostredi
« ELEKTROPORACE
 Na bakterialni bunky plsobime kratkym elektrickym pulzem o vysokém napéti, to udéla
v B.S. dirky (pdry), jimiz DNA vstoupi do burky
« BATERIOFAG (lambda)
» Pfenos je zprostfedkovan pfirozenou fdgovou infekci

3. Selekce klonu bunék obsahujici pozadované molekuly rekombinantni DNA

 Nejdrive si musime zalozit tzv. Genovou knihovnu pro dany organismus => soubor
klonovanych fragmentl genomové DNA, ty nam reprezentuji cely genom daného
organismu
« V této genové knihovné se potom klon obsahuijici ur¢. gen vyhledava pomoci
molekuldrnich sond:
« sondy pro vyhledavani sekvenci DNA
e sondy pro vyhledavani produktt hledanych genl

TRANSGENNi ORGANISMY

« transgen= gen upraveny metodami gen. inZ. pfeneseny do nového hostitel. organismu

 transgenni organismu = GMO (genom GMO obsahuje stabilné zaclenény transgen)

« transgenoze - postupy, kterymi se do organismi vnaseji cizorodé geny z nepribuznych
organismu

o Vyuziti:
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« zvySeni vynosU a nutri¢nich hodnot plodin (obilniny, kukufice, ryze), produkci
zvirat
« transgenni organismy se vyznacuji tim, Ze maji vlastnosti, které by se volné v prirodé
v pribéhu evoluce volné nevytvorily

GENETICKY MODIFIKOVANE JEDNOBUNECNE ORGANISMY

« vyuzivany jsou hlavné bakterie a kvasinky. Slecht&nim a metodami gen. inz. byly jejich
metabolické drahy upraveny tak, aby se zlepsily vlastnosti produktu nebo aby se zvysilo
mnozstvi

* vyuzivaji se hl. v téchto oborech:

« sladovnictvi, pekarstvi, vyroba syrd

« likvidace odpadnich latek (¢isténi odpadnich vod, odstrafovani radioaktivniho
odpadu, likvidace pneumatik a ropnych havarii)

 chemicky prlmysl (vyroba enzymd, antibiotik, org. kyselin, aminokyselin, vitaminU
a alkaloid{)

e |ékarstvi, farmaceuticky préimysl (vyroba lidského inzulinu a rlstovych hormond,
ockovaci vakciny proti hepatitidé B)

TRANSGENNi ROSTLINY

« pro prenos cizorodych gent do rostlinnych bunék pouzivdime nasledné zplsoby:
« pomoci ptdnich bakterii rodu AGROBACTERIUM
« pomoci vektorl odvozenych od rostlinnych DNA virl (napf: virus zlaté mozaiky
rajCete, virus mozaiky kvétaku)
* biolisticka metoda - nastrelovani
e lipofekce
* elektroporace
e mikroinekce DNA do bunék
» makroinekce DNA do pletiv

VYUZITIi TRANSGENNNICH ROSTLIN
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odolnost proti hmyzim skddclm

odolnost proti virlm

odolnost proti herbiciddim

navozeni lepsich vlastnosti plodd a semen (raj¢ata)
zdroj novych surovin

zdroj latek s farmakologickymi Ucinky

TRANSGENNi ZIVOZICHOVE

« metody prenosu modifikovanych gend do Zivicicha:
* transfekace
* elektroporace
e lipofekce
« flze eukaryotickych bunék s bakteridlnimi protoplasty, které obsahuji cizorodou
klonovanou DNA
» mikroinekce
e prenos pomoci virovych vektor(

PRiPRAVA TRANSGENNICH SAVCU

» Modelovy organismus je mys. Pfenos DNA do oplozenych vaji¢ek mysi.
» Pfenos DNA do embryonalnich genovych kmenovych bunék mysi

TRANSGENNi HOSPODARSKA ZVIRATA
1. priprava hospodarskych zvirat s lepsimi uzit, vlastnostmi
Mdzeme toho docilit:

« zménou metabolickych drah

e zménou hormonalni rovnovahy
« tvorba zcela novych proteind
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Napfr:
 prasata s vySsim obsahem tuku v mase
* ovce, jejichz vina md vyhodnéjsi chem. slozeni
e drlibez, kterd ma vyssi obsah lysozymu v bilku

* ryby, které jsou tolerantni ke zménam obsahu soli ve vodé nebo odolné na znecisténi
vody

2. Vytvareni transgennich zvirat, z jejichz télnich tekutin Ize ziskat farmakologicky
vyznamné latky

Napfr:

« transgenni ovce, jejichz mléko obsahuje vysoké procento latek pro 1é¢bu hemofilie

GENOVA TERAPIE
« V bunkach pacientl -oprava gen. poruch genetické informace nahrazenim defektnich
gent funkénimi alelami

« GENOVE TERAPIE IN VITRO
« GENOVE TERAPIE IN VIVO

1. GENOVA TERAPIE IN VITRO

« Do bunék odebranych z téla pacienta se vnesou geny. Ty bunky, ve kterych doSlo
k expresi daného genu se pomnozi a vrati se zpét do pacienta, kde zajisti normalni FCI

Principy gen. terapie:

zvyseni poctu kopii gend

cilené usmrceni specifickych bunék
cilend oprava mutace

cilené potlaceni gen. exprese
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2. GENOVA TERAPIE IN VIVO

« Pri tomto zpUsobu se geny prenaseji pomoci vhodného vektoru do bunék nachazejicich
se v téle pacienta.

« U ¢lovéka je povolené z etickych dlvodd upravovat gen. defekty pouze v somatickych
télnich burikach (NE V ZARODECNYCH BUNKACH !!!), protoZe by se upravena gen.
informace prendsela na potomstvo a pak v dalSich generacich by mohla uskodit

Metody gen. terapie pro lécbu molekularnich gen. poruch:

 Zvyseni poctu kopii gend
 vneseni nékolika kopii standartniho genu do defektnich bunék zvysi hladinu jeho
produktl na Uroven, kterd zajisti normalni fenotyp organismu
 Vhodny zpUsob v autozomalné recesivnich dédi¢nych chorob vzniklych mutaci
« Cilené usmrceni specifickych bunék
« gen vneseny do cilovych bunék vytvari toxicky produkt, ktery tyto bunky usmrti
« vhodny zpUsob pfri 1é¢bé rakovin a nadort
« Cilena oprava mutace
« vyména mutacnich alel za alely standartni homologickou rekombinaci
« Cilové potlaceni gen. exprese
* a) exprese genu je zastavena na Urovni DNA => zablokovani replikace
 b) na Urovni RNA => inaktivace m- RNA
* C) na Urovni proteinu - specifické intracelularni protilatky se navazou na tyto
defektni proteiny a inaktivuji je

LECBA NEKTERYCH DEDICNYCH ONEMOCNENI

 vrozené vady metabolismu (hemofilie, cysticka fibréza)

KLONOVANI ZIVOCICHUO
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« Vytvoreni identickych kopii bunék nebo organismd nepohlav. cestou
« KLON = soubor identickych bunék nebo organisml odvozenych od spole¢ného predka
nepohlavni cestou (mitdza - eukaryota, déleni - prokaryota)

Genetika clovéka

e Simpanz s ¢lovékem se lisi pouze v 1,5% nukleotidl

* 96% sekvenci mame stejnych

podle nejnoveéjsich prizkumd mame 23 000 genl (26 500), (predpoklad 40 000)

mame jen o 1000 genl vice nez hadatko

vétsSina DNA nema genovou FCI, nedeterminuje

chromozom nese nejvice gend - 23 genl, nejméné nese chromozom Y - 5 genl

 genetika ¢lovéka se ridi obecné platnymi zakonitostmi, ale ma odliSné metody vyzkumu
- etika => C¢lovék nesmi byt vyuzivan ke gen. pokusiim

1. Genetika - maturitni otazka z biologie (2)
2. Dédicna informace a geny - referat
3. Molekularni zaklady deédicnosti - maturitni otazka z biologie (2)
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