Molekularni genetika

Text pro studenty septim a biologickych semindrii.

Text vznikl v roce 2002 podle predndsek prof. Jaroslava Petra a clanku v casopisu Vesmir, v pritbéhu dalSich
let byl mirné aktualizovdn.

Techniky molekularni genetiky

(ptiklady vyznamnych technik)

1. Stépeni molekul DNA
Pomoci enzymi restrikénich endonukleaz (pochizeji z bakterii, v nich slouzi k likvidaci cizorodé DNA virového
pivodu). Enzym $tépi molekulu na ptesném misté — pro kazdou endonukledzu specificky sled bazi (typ palindrom —
Cte se stejné zleva jako komplementérni tisek zprava).

Napt. sekvence ... XXGAATTCXX..., rozstépeni: ...XXG AATTCXX...
proti ni ...XXCTTAAGXX... ...XXCTTAA GXX...

Konce TTAA se oznacuji jako “lepivé konce”, miiZe se na né pripojit jakékoli vlakno DNA, které za¢ind AATT

2. Slepovani molekul DNA
Pomoci enzymi ligaz, dvé casti molekuly DNA se miiZou pfipojit svymi vzajemné komplementarnimi lepivymi
konci.

Stépent a slepovani molekul DNA lze mj. vyuZit k vneseni nového genu do DNA bakterie & jiného organismu.
Prenaseny gen se oddéli od ptivodni DNA pomoci restrikénich endonukledz, pomoci stejnych endonukledz se rozstépi
DNA pifjemce (tj. kraje $tépi jsou komplementarni), pomoci ligdz se novy gen piipoji k DNA piijemce.

3. Hybridizace DNA
Umozigje testovani, do jaké miry je né¢jakd nezndma molekula DNA shodnd (resp. komplementérni) se zndmou
molekulou (zdkladnim principem je vyuZiti komplementarity bazi DNA).

Hybridizaci miizeme napt. vyuzit ke zjistovani miry shodnosti geni u riznych organismi (z toho 1ze usuzovat na
jejich piibuznost) nebo na porovndni urcitého genu u zdravého a nemocného jednice (tim je mozné zamitnout ¢i
podpotit hypotézu, Ze zkoumany gen je odpovédny za danou nemoc — pokud je gen zdravého a nemocného tiplné
shodny, je potvrzeno, Ze gen neni zodpovédny za vznik sledované choroby.

4. Elektroforeze
Urc¢ovani délky zkoumaného fetézce DNA.
Vychézi z toho, Ze DNA je elektricky nabitd. DNA se umisti na gelovou desticku s mikropéry do silného
stejnosmérného elektrického pole. Zaporné nabitd molekula DNA se posunuje smérem ke kladnému p6lu, ¢im mensi
molekula, tim se pohybuje rychleji. Ur€ity ¢as se nechaji molekuly DNA pohybovat v elektrickém poli. Vysledek se
(fotografickou cestou) zobrazi jako rovnobézné prouzky v rizné vzdalenosti od kraje. Kazdy prouzek odpovida useku
DNA jisté délky. K zobrazeni lze pfidat méfitko a podle umisténi prouzku uréit pocet part bazi zkoumaného tseku
DNA.

5. PCR - Polymerazova ietézcova reakce
Postup, ktery umoZziiuje ziskat velké mnozstvi shodnym molekul DNA.

6. Sekvenovani DNA
Kombinace pfedchozich metod, umoZziiuje ptesné zjisténi poradi bazi na zkoumaném tdseku DNA. Naro¢né na ¢as a
zrucnost laboranta, v soucasné dob¢ se sekvenuje na automatech napojenych na pocitac (tzv. sekvendtorech), na
pocitaci se rovnou zobrazuje poradi bazi na zkoumané DNA.

Cteni genomu

Zjistovani uplného poradi bazi na DNA rtiznych organismil.

Piiklady prectenych genomii:
Viry, fada bakterii (vice neZ 20 kmend, napt. pavodci TBC, skvrnitého tyfu, syfilis, boreliézy, Helicobacter pylori, ...)
Kvasinky
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Prvoci (napt. trypanozomy, plasmodium)

Hlistice (Caenorhabditis elegans)

Drosofila, komar Anopheles, vCela

HuseniCek (Arabidopsis thaliana) — relativné maly genom — 2n=10, 120 miliént bazi

Trévy, obilniny, ryZe.

Obratlovci (ryby ¢tverzubcei, mys, potkan, Simpanz, makak, tur, pes, vacice, ptakopysk)

Clovék (26. 6. 2000 ohlaseno kompletni pieéteni lidského genomu, ve skuteénosti chybélo nékolik %), postupné se
dokoncuje piecteni celého geonomu.

Projekt HGP (Human Genom Project) — vyhlaSen v 90. letech, podili se fada laboratoii v nékolika stitech — kazda
laboratoi' osekvenuje tsek, postupné se skldda cely genom. Do projektu se zapojily i soukromé firmy (Celera Genomics).

Vyznam

e hleddni vztahu gen — vlastnost. Zndme-li piesné sekvence gentll, miZeme zjiStovat, jak se projevi jejich odchylky na
fenotypu

e porovnani gend zdravych a nemocnych jedincu (lidi i zvitat)

e porovnani sekvenci u riznych druhd — nové poznatky pro vyzkum vyvoje druhtl, evoluéni piibuznost. (Napt. genom
cloveéka a Simpanze se podle predbéznych vysledki 1isi v 1,5 % sekvenci — zaméfeni vyzkumu bude na to, co téchto
1,5% odlisné informace zapisuje). Jeden z predbéZnych vysledki je, Ze fada druhti se geneticky odliSuje méné nez
fenotypove.

e genetické “otisky prstil” — z drobného vzorku na misté ¢inu (napf. vlas, kapka krve, odloupnuty kus kize, ...) 1ze
izolovat DNA a porovnat s DNA podezielych (sta¢i porovnat jen kratky usek, ktery se 1isi u riznych jedinct).
Neexistuje geneticky identickd dvojice lidi (s vyjimkou jednovaje¢nych dvojcat).

e presnéjsi diagnostika bakteridlnich a virovych chorob — z téla nemocného se izoluje vzorek patogenniho organismu,
jeho DNA se porovnd s databdzi a tim se urci piesnd diagnéza. (k porovndni staci kratky specificky tisek DNA).

e genova diagnostika a poradenstvi (rozpozndni genetickych poruch u vyvijejictho se zarodku, zjiStovani ptitomnosti
recesivnich alel u rodi¢a)

e genovd terapie (viz dédle)

Genové manipulace (genové inzenyrstvi)

PouZivané terminy:

GMO - geneticky manipulované organismy — organismy, kterym byl upraven genom
Transgenni organismy — organismy, které maji do svého genomu zabudovany novy gen
Knokautované organismy — organismy, kterym odebrdn nebo vyfazen z ¢innosti n&jaky gen

Bakterie

0d 70. let, v soucasnosti fada béZnych biotechnologickych postupd.

Vyuzivé se schopnosti bakterii vyménovat si genetickou informaci. Do plazmidu se vloZi potfebny gen, nékteré bakterie
jsou schopné tento plazmid v€lenit do své buniky. za vhodnych podminek tim mohou ziskat schopnost syntézy potfebné

latky (bilkoviny).

V soucasnosti se takto ziskdva napt. lidsky inzulin, ristovy hormon, apod. (je to levnéjsi a méné rizikové, nez ziskavani
téhoZ produktu od zvifat — mnozstvi zvitat, imunitni odpovéd’, riziko BSE, ...)

Rostliny

Rizné techniky, zdkladni princip: izolace potiebného genu, jeho pfipadnd dprava (napi. spojeni dvou genil z riznych
rostlin), vpraveni do genomu rostliny (pomoci mikroinjekce, virového nosic¢e apod.), namnoZeni rostlin, kde byla genova
Uprava UspésSnd.

N¢ékteré manipulace ve stddiu vyzkumu, jiné uZ v praxi (napf. séja a kukutice v USA)

Vyuzit

e Ziskani odolnosti proti hmyzim Skiidctim

Bt kukufice — obsahuje gen z Bacillus thuringiensis, ktery zajiStuje odolnost proti hmyzim skidcim (u kukufice jde
hlavné o motyla zavijece kukuti¢ného), podobn& napt. Bt brambory odolné proti mandelince bramborové

Odolnost proti herbicidim — umoznuje oSetfit kulturu herbicidem — plevele zniCeny, rostlina vydrzi

Odolnost proti plisnim, bakteriim, virim

Zvyseni odolnosti proti mrazu, suchu, zasoleni pudy

Schopnost syntézy novych latek, napf.

Zlata ryZe — vnesen gen pro zvySeni obsahu provitaminu A, podobné jiné transgenni odriiddy maji geny pro zvysen{
mnoZstvi Zeleza a fosforu v obilkich (vétsi vyZivna hodnota ryze)
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Repka — chiméricky gen (sloZeny z genti dvou rtiznych organismi) pro oleosin+hirudin — produkce hirudinu
(protisrazlivy faktor — vyuZiti napt. pfi operacich, levnéjsi nez ziskavat z pijavek)
Bavlna obsahujici gen pro modré barvivo — na poli se sklizi rovnou modré bavlna, nemusi se barvit

e Vneseni genu, ktery umlci jiné geny — napf. u rajcete je inhibovan gen produkujici enzym, ktery pisobi méknuti
plodd.

o Cisténi kontaminovanych ptid — nékteré rostliny 1ze geneticky upravit tak, e do nadzemnich &4sti akumuluji napf.
téZké kovy v mnohondsobné koncentraci oproti koncentraci v piade.

Rizika

e Pfenos genu na jiné kulturni odridy nebo plan¢ rostouci rostliny — kiiZenec nesouci modifikovany gen muize
v populaci pfevaZit a postupné vytlacit ostatni varianty — snizeni genetické variability druhu

e Invazni rostliny — GM rostlina sama nebo jeji kiiZenci. Masové se §iii, protoZe je odolnéjsi nez konkurenti.

e Nepriznivé pusobeni na Zivocichy, ktefi poZiraji GM rostlinu (Zddouci — likvidace skidct, nezadouci — likvidace
ostatnich druhti, moZné negativni icinky technickych GM rostlin na Zivocichy). napft. z Bt kukufice se vétrem pienesl
pyl na dalsi rostliny (jiné druhy), na nich motyl Monarcha sté¢hovavy, pro néj pyl toxicky).

e Nepriznivé pusobeni na predatory $kiidci — sniZeni mnoZstvi potravy, latky z GM rostlin v télech Skidct

e Vznik rezistence $kiidcd (napf. rezistence vic¢i Bt kukufici je recesivni; opatfeni: kolem poli s Bt kukufici se vyseje
ochranny pés normdlni kukutice — vétSina pylu z GM rostliny se zachyti v ochranném pésu, v normdlni kukufici se
mohou vyvijet a mnoZit jedinci nesouci dominantni alely, ti se kiiZi s recesivnimi, tj. v populaci neptfevazi recesivni
homozygoti)

e MoZnost vzniku novych virovych chorob rostlin — jako pfenaseCe gend se pouzivaji viry, za urcitych podminek by se
mohly rekombinovat virové geny a vytvofit se novy vir

e Drive obsahovaly GM rostliny geny rezistence k antibiotiktim (tyto geny byly ve vazbé s vnasenym genem a slouzily
k selekci téch rostlin, kde se spradvné zaclenil novy gen) — riziko pienosu na patogenni bakterie, dnes se ze vSech GM
rostlin tyto geny odstranuji.

e Pusobeni na ¢loveéka — potencidlni alergeny (¢lovék miiZe mit alergii napt. na ofechy — pokud se gen z ofechil prenese
na jinou plodinu, mtiZe tato GM plodina vyvolat alergickou reakci).

e Obecné:

1) Polni péstovani GM rostlin je ur¢itym zdsahem do ekosystému a pi'insi jista rizika
2) GM rostliny mtzou obsahovat nové alergeny nebo jejich kombinace (i¢inek plivodni rostliny se zkombinuje
s u¢inkem vneseného genu), které muzou byt rizikové pro nékteré lidi (piipadné zvitata)

Testy GM rostlin

e Test produktu genu — bilkoviny: obsah a distribuce v rostling, vliv na rostlinu

e Bezpecnost bilkoviny: toxikologické zkousky na mysich a dal§ich pokusnych zvitatech, izolace bilkoviny, zjistovani
sekvence aminokyselin (skandil: Bt brambory, zkousky na potkanech — potkani krmeni vyhradné Bt brambory,
Spatnd kondice a hynuti potkanti — dvé interpretace: 1) dikaz toxicity Bt brambor pro potkany/ 2) $patné¢ usporadany
pokus bez srovnavaciho vzorku (= potkani krmeni normalnimi brambory), na potkany nepiiznivé ptsobily jiné latky,
neZ produkt vneseného genu

e Srovnani s geneticky nemodifikovanou odriidou (obsah latek, toxicita)

Ptisné zdkony — pokud né&jaka ze zkouSek dopadne neptiznive, neni povolena distribuce GM rostliny. V fad€ zemich
Evropy vétsina genové manipulovanych rostlin zakdzéna (vefejné minéni, ekonomika), v USA podminky liberaIngjsi
(napt. velké plochy GM s6ji a kukufice). GM rostliny nad&jné zejména pro tfeti svét — zvySeni vynosu a nutricni hodnoty,

v v

odolnost vi¢i skiidctim (Casto az 90% urody znici Skidci, plisné apod.)

Zivocichové

vvvvvvvvvvvv

nemoZznost vegetativniho rozmnoZovani, ...)

Vyuzit

e zvySeni ristu hospodaiskych zvitat

e odolnost vii¢i chorobdm

e zmeéna vlastnosti produktti (napf. snizeni mnozstvi laktézy v kravském mléce)

e produkce farmakologicky vyuZzitelnych bilkovin, napt. v mléce (vakcina proti viru hepatitidy B, faktor sraZlivosti
krve, ...)

e produkce novych materialti (uméld pavucina, ...)
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Techniky

e vpraveni genu do zdrodku ¢i tkdné
mikrokapildrou — mélo G¢inné
pomoci virovych nosi¢ll — prenést 1ze jen nekteré geny, u nekterych virt riziko (napf. imunitni reakce)

e vpraveni genu do kultury bun€k in vitro, vybér vhodnych jader, kde byl pfenos genu tspéSny, klonovéani (vnesenych
takto upravenych jader do oocyti — vyvoj nového jedince)
Napi: Z embrya se odeberou fibroblasty (zdrode¢né pojivové buiiky), do nich se pfenese vybrany gen. Jidra s novym
genem se prenesou do oocytu zbaveného vlastniho jadra, vajicka jsou pak implantovdna do délohy. Narodi se
transgenni potomek, ktery produkuje potiebnou latku.
(Ovce Polly — v mléce produkuje faktor IX pro srdZeni krve — 1é€ba hemofilie. Ziskdvani faktoru IX touto cestou je
mnohondsobn¢ levnéjsi, nez jinymi zpusoby).

Klonovani

Obecn¢ jde o ziskani geneticky shodnych jedincd.
Klon je kazda skupina geneticky shodnych bun¢k ¢i organismti (napf. vegetativné namnozené rostliny, prvoci vznikli
dé€lenim jedné buiiky apod.)

Klonovani savci — tii dileZité metody:

1) Déleni zarodku
Na drovni moruly se zdrodek rozd€li na n€kolik Casti, za piiznivych okolnosti se z kazdé €asti vyvine samostatné
embryo schopné dal$iho vyvoje. Napt. opice Tetra — vyvinula se z embrya vzniklého rozdélenim piivodniho embrya
na 4 Casti (tfi ostatni zarodky zahynuly béhem vyvoje).
Vyuziti: Rozdé€leni embrya hodnotného hospodaiského zvitete — ziskani vétsiho poctu jedinct (napf. pti oplodnéni in
vitro — ziskd se vétsi mnozstvi embryi, ty se testuji, nejlepsi se vyberou a naklonuji délenim).
(Ptirozen¢ takto vznikaji jednovaje¢nd dvojcata)

2) Pienos jader
Do oocytu (samici pohlavni buiika) zbaveného vlastniho jadra se pfenese 2n jadro z vybrané bunky “genetického”
rodiCe. Pak se burika stimuluje k dalsimu vyvoji, vnese se do d€lohy “biologické” matky a nechd se vyvinout
pfirozenou cestou.
Pt.: Ovce Dolly — jadro buitky mlécné Zlazy dospé€lé ovce.
Usp&$né jen u nékterych druhii (zatim nejvatsi dspéchy u ovei a skotu), zatim spi§ ojedin&lé dspéchy (Dolly —
z 277 pokusu jeden Uspésny).
Zékladnim problémem je interakce cytoplasmy vajicka piijemce a jadra darce. V prvni fazi je vyvoj oplozeného
vajicka fizen enzymy a RNA, které jsou piitomny v cytoplasmé a pochédzeji od biologické matky. Po urcitém Case
(napf. mys 2 dny, prase a clovék 4 — 6 dni, ovce 8 dni, krélik 16 dni) fizeni vyvijejici se bunky pfevezme jeji jddro. Po
implantaci nového jadra do oocytu né&jaky Cas trvd, neZ se nové jadro nastavi na situaci v nové bufice a pievezme jeji
tfizeni. Pokud je po tuto dobu buiika fizena RNA a enzymy v cytoplasmé (tj. pokud toto fizeni trvéd delsi dobu — napf.
8 dni u ovce), je vyssi pravdépodobnost dspéchu.
Pfi prenosu jader jsou v cytoplasmé bunky piijemce mitochondrie (které maji vlastni DNA), tj. geny nesené
mitochondriemi pochézeji od “biologického” rodice, ostatni od “genetického” rodice.

U ovce Dolly se objevil dalsi problém: na koncich chromozomi kazdé buiiky jsou useky — telomery, které se pii
kazdém d¢leni buiiky zkracuji. Pokud se telomery zkrati na minimum, bun&cny cyklus se zastavi a buiika se dal nedéli
(délka telomer tedy odpovidd poctu déleni buiiky — ¢im casté&jsi d€leni butiky, tim kratsi telomery). (U pohlavnich

bunék se telomery obnovi na pivodni délku.). Ovce Dolly ma telomery odpovidajici stafi své “genetické” matky, tj.
mnohem krat$i, nez ovce stejného véku, a projevuji se u ni choroby typické pro pokrocily veék (napft. artréza).

3) Vyuziti embryonalnich kmenovych bunék (ESC)
Za ur¢itych podminek se ESC mnoZi bez diferenciace, vznikne hodné¢ bunék se stejnou genetickou informaci. Existuji
postupy, jak z téchto bunék ziskat fadu Zivotaschopnych geneticky shodnych zarodkt (zatim tusp&sné pokusy u mysi,
u dalSich zvitat se nedafi). Z ESC lze ovlivnénim diferenciace ziskat (u mys{) fadu riiznych tkani.

Genové manipulace a klonovani ¢lovéka

Klonovani ¢lovéka
1) Reprodukéni — cilem klonovani je vytvorit geneticky (t€éméf) shodného jedince s darcem jadra — ve vét§iné zemi
zakdzéano, velké biologické riziko (vrozené vyvojové vady), eticky nevyjasnéno
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2) Terapeutické — cilem klonovani je ziskani bun¢k pro 1écbu

Genové manipulace u ¢lovéka
Genové manipulace jsou omezeny (prozatim) na télni buiiky — tj. jde o zmény v bunkach, ze kterych se nevyvijeji
potomci, zména se tyka jen jednoho jedince

Genové manipulace se zarode¢nymi buiikkami (tj. bunkami, ze kterych budou vznikat mj. pohlavni burniky) — zména se
tykd vSech potomkii — zatim sloZité a riskantni, ve vétSin¢ zemi zakazano.

Ve stadiu experimentt je vytvoreni umelého chromozomu, na ktery se pienesou potiebné nové geny. Takovy chromozom
bez problémi prochazi mitézou i meiézou a miize byt moZnosti, jak fesit obtiZe a technicka rizika manipulace se
zarodeCnymi bunikami. Vysledek je riskantni z etického a socidlniho hlediska.

Genové manipulace miizou napf. prodlouzit lidsky vék (u zvitat uspéSné pokusy) tak, Ze jednotliva stadia vyvoje budou
trvat déle. Pro reprodukci budou pak dlouhovéci lidé vyhleddvat odpovidajici partnery. Lidé geneticky manipulovani (tj.
ti, ktefi investovali penize do genetické vybavy svych potomki) budou pfednostné vyhledavat geneticky manipulované
partnery, piitomnost nového chromozomu muize byt prekdzkou plodnosti potomki geneticky pozménénych lidi

s nepozménénymi.

VSechny tyto tfi piiklady mohou vést k rozdeleni lidské populace na skupinu geneticky pozménénych a geneticky
nepozménénych, mezi nimiZ bude postupné vznikat reprodukéni bariéra.

Genova terapie ¢lovéka
Prevazné ve stadiu pokusi (zkousky na zvitatech, klinické pokusy na dobrovolnicich)

e Lécba nekterych chorob zpiisobenych vadnym genem
Do organismu se vpravi (riznymi technikami — napf. mechanickym vnesenim, pomoci viru, transplantaci geneticky
pozménénych bungk, ...) genovy konstrukt, ktery nahradi nefunk¢ni nebo vytadi z provozu vadny gen.

Napt.: - defekt enzymu adenosin deamindzy — 1écba transfekei kostni dien¢
(3 vylé€ené pripady)
- hemofilie — do bun¢k se vpravi gen pro produkci chybé&jiciho faktoru srazlivosti
- Alzheimerova choroba — do mozku injikovany vlastni bunky se zvySenou produkci GNF (= nervovy ristovy
faktor)
- srdce — bunky obsahujici gen pro faktor rdstu novych cév, gen pro zvyseni produkce NO

e Pokusy s lidskymi ESC (embryondlnimi kmenovymi buitkami) — cilem je navodit diferenciaci tak, aby vznikly
konkrétni tkadnové buriky, které Ize transplantovat do nemocného organu (napi. buiiky produkujici inzulin, buiiky
srde¢niho svalu, butiky stény srde¢nich cév, mozkové buiiky — 1é€ba Parkinsonovy choroby, ...)

Jedna z moznych technik: Pacient d4 své buriky, jejich jadra se pfenesou do oocytu zbaveného jadra (pied tim mize
dojit k jejich genetické modifikaci — napf. se vnese gen pro schopnost produkovat inzulin), embryo se vyvine, vytvori
se ESC, z nich se diferencuje potfebnd tkan, ta se transplantuje na potiebné misto. Naznaceny postup zarucuje, Ze
transplantované buiiky nebudou odmitnuty imunitnim systémem.
Dva problémy: 1) eticky — usmrceni embrya

2) technicky — z ESC vzniknou jiné butiky neZ chceme
Snaha o feSeni problému 1) — pokusy s vyuZitim zvitecich bun¢€k, do kterych bude pfeneseno jadro lidské bunky
(nepftili§ Gspesné), druhou moZnosti je pouZiti vlastnich bun¢k pacienta, které se urCitymi zasahy vrati do
nediferencovaného stavu a budou se chovat jako ESC (zatim ve stadiu prvnich pokust).

e DNA vakciny
“DNA ockovani” — misto oslabeného nebo mrtvého patogenu se do bun€k vnasi jen ¢ast jeho DNA — produkce napf.
virové bilkoviny — vyvoldni imunitni reakce (napt. HIV, TBC, salmonella, maldrie, ...)

e Lécba nadort (asi 70% klinickych zkousek)

(Nador — mnozici se tkan, chovd se jinak neZ normdlni tkan v téle)

Zakladnf princip:

1. Do nddoru se vpravi gen.

2. Poda se latka, ktera ptisobi na geneticky pozménéné bunky.
Tim se napf. rovnou usmrti nddorové bunky, aktivizuje se imunitni systém, ktery nador znici, zastavi se rast cév,
které nddor vyZivuji, obnovi se ¢innost genu, ktery spousti apoptézu (apoptéza = naprogramovand “sebevrazda”
buiiky, u nddorovych bunck je gen pro spusténi apoptdzy deaktivovany).
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