
Náhled do genového inženýrství

=
soubor postupů a metod, jimiž se cíleně 

ovlivňuje genetická výbava buněk 
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Trocha historie nikoho nezabije...
1869 - Miescher z lidských bílých krvinek poprvé izoloval DNA.

1944 - Avery ukázal, že genetická informace je uchovávána pravděpodobně molekulou DNA a 

nikoli proteiny, jak se do té doby věřilo.

1953 - Watson a Crick na základě dat Franklinové, Wilkinse a Paulinga poprvé postulovali 

model sekundární struktury molekuly DNA - model dvoušroubovice DNA.

Snímek 51
nejdůležitější snímek všech dob...
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Restrikční endonukleasy

• Endonucleasy - štěpí fosfodiesterovou vazbu v polynukleotidovém řetězci

• Velmi specifické – palindromní sekvence

EcoRI – kohezivní konce SmaI – tupé konce

1962 - Arber přinesl první důkazy o existenci DNA restrikčních endonukleas (štěpí v přesně
definovaných místech molekulu DNA na fragmenty)
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Palindrom - je slovo, věta, číslo nebo melodie (obecně jakákoliv sekvence
symbolů, např. sekvence DNA), která má tu vlastnost, že ji lze číst v libovolném
směru (zprava doleva nebo zleva doprava) a má vždy stejný význam.

Jelenovi pivo nelej

Palindrom je v genetice sekvence nukleové kyseliny (DNA nebo RNA, která je stejná, 
pokud se čte od 5' konce k 3' konci jednoho vlákna a od 5' konce k 3' konci na 
komplementárním vlákně
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https://www.youtube.com/watch?v=5hgbcdQPISI
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Genetický kód
• složen z tripletů 
• degenerovaný 
• téměř univerzální

Otevřený čtecí rámec

http://web2.mendelu.cz/af_291_projekty2/vseo/print.php?page=1483&typ=html

L   T   C   T

stop P   V   Q

D   L   Y   N
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Modified from Maloy, S., V. Stewart, and R. Taylor. 1996. Genetic analysis of pathogenic bacteria. Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY.
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1962 - Arber přinesl první důkazy o existenci DNA restrikčních endonukleas (štěpí v přesně

definovaných místech molekulu DNA na fragmenty).

1966 - Nirenberg, Ochoa, Matthaei a Khorana rozluštili genetický kód.

1967 - Gellert objevil DNA ligasu.

1972 - 1973 - V laboratořích Boyera, Cohena, Berga a jejich kolegů byla vyvinuta

technika klonování DNA.

1975 - Southern vyvinul DNA hybridizační metodiku na bázi gelové elektroforézy pro identifikaci

molekul DNA o specifické sekvenci (Southern blot).

1975 - 1977 - Sanger s Barrellem a Maxam s Gilbertem vyvinuli techniky sekvenování DNA

1978 – 1980 – první rekombinantní protein

1981 - 1982 - Palmiter a Brinster přivedl na svět 

první transgenní myš a Sprandling s Rubinem první transgenní octomilku.

1985 - Mullis spolu s kolegy vynalezl PCR
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Maxam-Gilbertova metoda - „chemické sekvenování“

G
DMS, piperidin

A, G
DMS, piperidin

v HCOOH

T, C
hydrazin, piperidin

C
hydrazin, piperidin

v 1,5 M NaCl

5´-ATTGACTTAGCC-3´

32P-ATTGACTTAGCC

32P-ATTGACTTAGCC
32P-ATTGACTTA
32P-ATT

32P-ATTGACTTAGCC
32P-ATTGACTTA
32P-ATTGACTT
32P-ATTG
32P-ATT

32P-ATTGACTTAGCC
32P-ATTGACTTAGC
32P-ATTGACTTAG
32P-ATTGACT
32P-ATTGAC
32P-ATTGA
32P-AT
32P-A

32P-ATTGACTTAGCC
32P-ATTGACTTAGC
32P-ATTGACTTAG
32P-ATTGA

1. denturace

2. přidání radioaktivní značky na 5´konec 

3. čtyři reakce

Nep
ihláš

en
ý host  

 (1
)



?TTGACTTAGCC

A, GG T, C C

5. elektroforéza, detekce radioaktivity

6. přečtení sekvence

32P-ATTGACTTAGCC
32P-ATTGACTTA
32P-ATT

32P-ATTGACTTAGCC
32P-ATTGACTTA
32P-ATTGACTT
32P-ATTG
32P-ATT

32P-ATTGACTTAGCC
32P-ATTGACTTAGC
32P-ATTGACTTAG
32P-ATTGACT
32P-ATTGAC
32P-ATTGA
32P-AT
32P-A

32P-ATTGACTTAGCC
32P-ATTGACTTAGC
32P-ATTGACTTAG
32P-ATTGA
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Sangerova metoda - „dideoxy sekvenování“

ddGTP

ddTTP

ddATP

ddCTP

http://tle.westone.wa.gov.au/content/file/969144ed-0d3b-fa04-2e88-8b23de2a630c/1/human_bio_science_3b.zip/content/005_dna/page_15.htm

+ dNTP + ddGTP
ACTGGTCTAG...

primer

DNA, kterou chceme sekvenovat

DNA polymerasa
ACTGGTCTAG...
TG

ACTGGTCTAG...
TGACCAG

ACTGGTCTAG...
TGACCAGATC...

dATP+dTTP+dCTP+dGTP
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http://www.vce.bioninja.com.au/aos-3-heredity/molecular-biology-technique/sequencing.html
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• kapilární elektroforesa
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Inzulin
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výroba od roku 1923
léčba 1 pacienta s diabetes 2. typu - 900 dolarů za měsíc
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DRUHY INZULINU Nástup
účinku

Maximální
efekt

Trvání účinku Prodejní
název

Velmi krátce působící 5-20 minut 1-3 hodiny 3-5 hodin NovoRapid, Humalog, Apidra

Krátce působící 30 minut 1-3 hodiny 8 hodin Actrapid, Humulin R, Insuman
Rapid

Mixované humanní
Mixované analoga

30 minut
10-20 minut

2-8 hodin

1-4 hodiny

24 hodin
24 hodin

Mixtard 30 Humulin M3,
Insuman Combi,
Novomix 30, Humalog 30

Středně a dlouhodobě
působící

1-1,5 hodiny 4-12
hodin

24 hodin Insulatard, Humulin N, Insuman
Basal

Dlouze až ultradlouze
působící

1 hodinu Udržování
bazální hladiny

24-48 hodin Levemir, Lantus, Tresiba
(ve schvalovacím řízení)
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1990 - Lipmann spolu s kolegy vytvořil aplikaci BLAST, algoritmus používaný pro vypočítání podobnosti

sekvencí a následné dohledávání genů, sekvencí DNA a proteinů na základě vzájemné homologie.

1990 - odstartován Human Genome Project (HUGO).

1995 - Venter a jeho tým - první kompletní genom - bakterie Haemophilus influenzae (1,8 Mbp)

1998 - byla založena soukromá společnost Celera Genomics, Inc. (J. Craig Venter) - rival veřejného

HUGO projektu

2001 - publikováno 90 % genomu

NATURE | VOL 409 | 15 FEBRUARY 2001 | www.nature.com 16 FEBRUARY 2001 VOL 291 SCIENCE

2007 - James Watson, Craig Venter - zveřejnění svého genomu - sekvenace trvala několik měsíců

současnost - analýza genomu 50 hodin
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Synthia

Mycoplasma mycoides Mycoplasma capricolum
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zastavili se na: 531 kbp ~ 473 genů (149 s neznámou funkcí)
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Pyrosekvenování - „pyrosequencing“

• Sekvenování v průběhu syntézy komplementárního vlákna
• Postupně se přidáváni nukleotid trifosfáty a sleduje se, který 

nukleotid se naváže.

dNTP + DNAn = PPi + DNAn+1

PPi + adenosin-5´-fosfosulfát = ATP + SO4
2-

ATP + D-luciferin + O2 = oxyluciferin + AMP + PPi + CO2 + hν (562 nm)
NTP = NDP + Pi = NMP + 2Pi

Next-generation DNA sequencing (NGC) 
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https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8

Sekvenace syntézou - Illumina Sequencing

Next-generation DNA sequencing
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Prokaryota:

• Malé, kompaktní genomy, 
téměř samé geny

• Vyjímečně introny 
(Salmonella typhimurium)

• Translace přímo navazuje na 
transkripci

• 1 replikační počátek/genom

• Haploidní genom

Eukaryota: 

• Větší genomy, nižší hustota genů 
(klastry genů a genové pouště)

• Velké procento genu tvoří 
introny (kombinace exonů, 
rekombinace, snížení rizika 
mutací)

• Více replikačních 
počátků/genom

• Diploidní/polyploidní genom

Srovnání genomů prokaryot/eukaryot
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Organismus
Velikost 

(bp)

bakteriofág MS2 3 569

bakteriofág ΦX-174 5 386

bakterie Haemophilus inluenzae 1,83 .106

kvasinka Saccharomyces cerevisiae 12,1 .106

hlístice Caenorhabditis elegans 98 .106

rostlina Arabidopsis thaliana 157 .106

člověk Homo sapiens sapiens 3 200 .106

Polychaos dubium sladkovodní 
měňavka 670 000.106

Velikost genomu 
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https://en.wikipedia.org/wiki/Human_genome

Lidský genom – cca 20–25 tisíc genů (1,5% genomu kóduje proteiny)
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DNA nekódující proteiny

• tRNA a rRNA

• regulační elementy v DNA (promotory, trans-elementy)

• repetetivní DNA (např. mikrosatelity tvořící centromery), transpozony a 
virové elementy

• pseudogeny - nefunkční geny, poškozené

• telomery chránící konce chromozomů

• regulační RNA (miRNA - RNA interferenci)

o reguluje až 30 % všech genů
Nep

ihláš
en

ý host  
 (1

)



RNA interference

Endonukleasa

Endonukleasa, a 
regulační protein

RISC = RNA-induced silencing complex

mRNARISC

fragmenty mRNA

upraveno z Wikipedie

Argonaut
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https://www.youtube.com/watch?v=cK-OGB1_ELE
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❑ poznání sama sebe 

evoluce: od šimpanze se lišíme jen 1,5 % - 4 %, 

rozdíly mezi rasami nejsou statisticky významné (ale přesto jsou)

❑ genetické poradenství (identifikace vadných recesivních genů)

❑ 2% lidských onemocnění je způsobeno mutacemi přímo (tzv. silné geny), 

další (alergie, srdeční onemocnění, většina nádorů) - kombinace slabých 

genů a vnějších vlivů

❑ cílená terapie (odhad citlivosti vůči určitému typu chemoterapie)

❑ identifikace jedince (kriminalistika, paternitní spory, výběr vhodných dárců 

orgánů)

Co nám přináší znalost lidského genomu?
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Etické problémy:

• Kyperští Řekové: k žádosti o sňatek předložit potvrzení o testu na -

talasemii

• arabští beduini - přítomnost recesivního genu pro leucinosu→ ženy se 

nevdají

• UNESCO: Všeobecnou deklaraci o lidském genomu a lidských právech 
(1997)

• nikdo nesmí být diskriminován kvůli svému genotypu

• nikdo nesmí být proti své vůli testován
• práva jednotlivce jsou prvotní
• bez jeho souhlasu příbuzní ani společnost nemají právo znát 

výsledky genetických testů, ani je po něm nemohou vyžadovat
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Mitochondriální DNA
mtDNA

• každá mitochondrie několik kopií mtDNA (až tisíce)

• lidská mtDNA 16 569 bp

• 37 genů

• 13 proteinů

• rRNA, tRNA

• 4 jiné kodóny

lidská mtDNA
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Jaroslav Petr: Děti tří rodičů – Vesmír 94, 204, 2015/4

Děti tří rodičů
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Cell Stem Cell 23, November 1, 2018

Healthy mice with two mothers have been
born for the first time in a study that pushes
the boundaries of reproductive science.
Mice with two fathers were also born, but only
survived a couple of days, the Chinese team
behind the work reported. There is no
imminent prospect of the techniques being
used clinically in people, but the findings
demonstrate that the biological barriers to
same-sex reproduction can, technically, be
overcome.

„Genomický imprinting“

pouze maternální nebo paternální alela
daného genu je exprimována, kdežto
druhá je utlumena.
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