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genového inženýrství
=

soubor postupů a metod, jimiž se cíleně 
ovlivňuje genetická výbava buněk 
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Co byste měli umět..

▪ definovat pojem restrikční endonukleasa, palindrom, kodon, 
„kodon usage“, otevřený čtecí rámec (ORF), rekombinantní 
protein, primer, proba, metody NGS (next generation 
sequencing), genom, transkriptom, proteom, metabolom, 
lipidom, RNA interference, CRISPER Cas9

▪ umět popsat metodu dideoxy sekvenování (Sangerovo), PCR, 
qPCR, 

▪ vědět příklady využití PCR v praxi

▪ rámcově umět: popsat postup a rozdíly v přípravě 
rekombinantních proteinů pocházejících z prokaryotních a 
eukaryotních organismů, základní informace o genomu 
(eukaryotní vs. prokaryotní, co vše je v něm kódováno – základní 
přehled)
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Trocha historie nikoho nezabije...
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

1962 - Arber přinesl první důkazy o existenci DNA restrikčních endonukleas (štěpí v přesně 
definovaných místech molekulu DNA na fragmenty)

https://www.youtube.com/watch?v=5hgbcdQPISI
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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

dsDNA

ssDNA
RNA

vlásenka
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Restrikční endonukleasy

• Endonucleasy - štěpí fosfodiesterovou vazbu v polynukleotidovém řetězci

• Velmi specifické

EcoRI – kohezivní (lepivé) konce SmaI – tupé konce
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Genetický kód
• složen z tripletů – proč?
• 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

1966 - Nirenberg, Ochoa, Matthaei a Khorana rozluštili genetický kód.
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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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Kolik existuje tRNA?

(2008) tRNA (transfer RNA). In: Encyclopedia of Genetics, Genomics, Proteomics and Informatics. Springer, 
Dordrecht. https://doi.org/10.1007/978-1-4020-6754-9_17521

• cytosol - 40 - 61 typů tRNA 
• lidská mitochondrie - 22 typů tRNA
• chloroplast – 30 typů tRNA

C, U, A

497 genů v lidském genomu, plus pseudogeny

INOSIN
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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 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
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?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 elektroforéza
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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 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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Inzulin

Guest
 user

   (
1)



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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Příprava rekombinantních proteinů

Rekombinantní DNA:
uměle syntetizovaná DNA, která vzniká inzercí genu nebo určité části 
genu jednoho organismu do genomu jiného 

• Prokaryotní expresní systém
• nejpoužívanější
• „jednoduchý“
• vysoký výtěžek produkovaného proteinu
• „nízká cena“
• malá časová náročnost 
• modifikace proteinu umožňující snadnější 

purifikaci
• nejsou posttranslační modifikace
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• Eukaryotní expresní systém 
 Kvasinkový systém: „nízká cena“

časově náročnější 
posttranslační modifikace

 Hmyzí buňky:  nutné striktně aseptickém prostředí
    náročné na praktické provedení, čas i finanční 

   prostředky
    nižší výtěžky

 Savčí expresní systém: podobný systému hmyzímu
    specifická hladina kyslíku a oxidu uhličitého
    posttranslační modifikace
 

 Rostlinné expresní systémy:
    nižší cena než savčí systémy
    posttranslační modifikace
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Příprava inzertu
(genu)

• PCR 

Příprava 
plasmidu

• izolace plasmidové DNA

Příklad přípravy rekombinantního proteinu v bakterii E.coli 
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Vnesení restrikčního místa na konec genu

primer

primer

PCR

gen

Gen s vloženými restrikčními místy
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Příprava inzertu
• PCR 

Příprava 
plasmidu

• izolace plasmidové DNA

Příklad přípravy rekombinantního proteinu v bakterii E.coli 

štěpení restrikční 
endonukleasou/
-ami Guest

 user
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pUC 19

rezistence k antibiotiku

počátek replikace
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Lac Z (gen pro peptid lacZ)

mRNA

peptid lac Z

chromosomální DNA
D
D

D
D

mRNA

AKTIVNÍ b-galaktosidasa

mRNA

NEAKTIVNÍ b-galaktosidasa

vložený gen

rekombinantní protein

plasmidová DNA

chromosomální DNA
D
D

D
D

mRNA

plasmidová DNA
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Příprava inzertu
• PCR 

Příprava 
plasmidu

• izolace plasmidové DNA

Příklad přípravy rekombinantního proteinu v bakterii E.coli 

štěpení restrikční 
endonukleasou/
-ami

štěpení restrikční 
endonukleasou/
-ami
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Příprava inzertu
• PCR 

Příprava 
plasmidu

• izolace plasmidové DNA

• ligace
• transformace buněk (tepelný šok, elektroporace, ...)

Příklad přípravy rekombinantního proteinu v bakterii E.coli 

štěpení restrikční 
endonukleasou/
-ami

štěpení restrikční 
endonukleasou/
-ami
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Blue-white screening

• SELEKCE TRANSFORMOVANÝCH BUNĚK - antibiotikum

• SELEKCE BUNĚK S VNESENÝM GENEM – Blue-white screening

• založeno na aktivitě b-D-galaktosidasy

5-bromo-4-chloro-3-indolyl -D-galactopyranoside

b-D-galaktosidasaGuest
 user

   (
1)



kultivace
narostlá kultura

purifikace

rekombinantní protein
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Izolace, klonování a analýza DNA 

Ing. Pavel Kotrba, Ph.D.,Ing. Zdeněk Knejzlík, Ph.D., Ing. Zdeněk Chodora

Příprava genomové knihovny
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Příprava rekombinantního eukaryotního proteinu!

Příprava inzertu
• izolace mRNA
• reversní transkripce - 
• namnožení genu PCR 

Volba správného 
produkčního organismu
• posttranslační modifikace
• použití kodonů – codon usage
• toxicita
• ....

cDNA
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Příprava protilátek 

monoklonální PL chemické 

individuum, všechny protilátky 

mají identickou primární strukturu 

(stejná afinita i specifita) - pouze 

proti jednomu epitopu daného Ag 

polyklonální PL směs 

protilátek, lišících se jak afinitou, 

tak specifitou k jednotlivým 

epitopům daného Ag - více 

epitopů na molekule imunogenu, 

složitost imunitního systému, 

různé reakce jednotlivců 

rekombinantní PL izolace genů 

kódujících Pl  klonování  

exprese - rychlost, kvalita, vyšší 

hustota vaz. míst 
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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 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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Polymerasová řetězová reakce - PCR

Co dát do zkumavky? templát + primery + dNTP + polymerasu (+ difosfatasu) 
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K čemu slouží PCR?

• Namnožení konkrétního úseku DNA pro další biotechnologické 
metody, jako je:
– Klonování

• Identifikace organismů rDNA (rRNA)

• Vnášení mutací do genů

• Diagnostika infekčních nemocí 

• Identifikace dědičných chorob

• Jednoznačná identifikace osob - Variable Number of Tandem 

Repeat (VNTR)

• Analýza genové exprese (RT-PCR, qPCR)
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Prokaryotická rRNA – 70S

velká podjednotka 50S 5S + 23S

(S-Svedberg) malá podjednotka 30S 16S + proteiny

Eukaryotická rRNA – 80S

velká podjednotka 60S 5S + 5,8S + 28S + proteiny

malá podjednotka 40S 18S + proteiny

Ribosomální RNA

Smyčky
místa přístupná mutacím 
mění se rychleji

Stopky
vzácně mutovaná místa 
konzervovaná

variabilní oblastkonzervativní konzervativní

primer primer

• PCR
• sekvenace
• porovnání s databasí
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Fylogenetický strom Yersinia 
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K čemu slouží PCR?

• Namnožení konkrétního úseku DNA pro další biotechnologické 
metody, jako je:
– Klonování

• Identifikace organismů rDNA (rRNA)

• Vnášení mutací do genů

• Diagnostika infekčních nemocí 

• Identifikace dědičných chorob

• Jednoznačná identifikace osob

• Kvantifikace DNA (RT-PCR, qPCR) - analýza transkripce genů
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ACGA

9 x

13 x

10 x

10 x

PCR

STR (short tandem repeat) - identifikace osob
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PCR

?

?
Věznice Světlá nad Sázavou

máte k dispozici 
DNA z místa činu
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https://www.biointeractive.org/classroom-resources/dna-profiling-activity
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K čemu slouží PCR?

• Namnožení konkrétního úseku DNA pro další biotechnologické 
metody, jako je:
– Klonování

• Identifikace organismů rDNA (rRNA)

• Vnášení mutací do genů

• Diagnostika infekčních nemocí 

• Identifikace dědičných chorob

• Jednoznačná identifikace osob

• Kvantifikace DNA (RT-PCR, qPCR) - analýza transkripce genů
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• qPCR – kvantitativní PCR

Kvantifikace DNA 

TaqMan sonda Syber Green, Eva green, ...

v roztoku:
malá fluorescence

po vazbě:
silná fluorescence
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t – „threshold“ -  prahová hodnota
Ct – cyklus, při kterém bylo dosaženo prahové hodnoty fluorescence
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• qPCR – kvantitativní PCR
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Reversní transkripce
Přepis RNA do DNA (cDNA)

•  Reversní transkriptasa

Analýza transkripce genů 
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Geny kódující: RNA-dependentní RNA polymerasu, obalový protein a nucleokapsid 

PCR detekce SARS-CoV-2
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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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Pyrosekvenování - „pyrosequencing“

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

naváže.

Next-generation DNA sequencing (NGS) 

o Ilumina
o Solid, Solexa
o Iont Torrent
o single-molecule real-time sequencing, SMRT
o nanopórové sekvenování
o ...
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Prokaryota: 

• Malé, kompaktní genomy, 
téměř samé geny

• Výjimečně 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 

vs.
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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
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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)

❑ prenatální 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?

https://vesmir.cz/cz/casopis/archiv-casopisu/2021/cislo-9/hledani-kodu-lidstvi.html
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Mitochondriální DNA
mtDNA

• každá mitochondrie několik kopií mtDNA (až desítky) 
a v buňce až tisíce mitochondrií

• lidská mtDNA 16 569 bp

• 37 genů

• 13 proteinů

• rRNA, tRNA

• 4 jiné kodóny
lidská mtDNA 

Guest
 user

   (
1)



• vědní obor zabývající se studiem proteomu - soubor všech proteinů ve všech 
formách, které se v organismu nacházejí v daném okamžiku

• hmotnostní spektrometrie (MALDI – TOF, ESI-Q-TOF), 2D elektroforesa, 2D 

chromatografie

• vědní disciplína zaměřená na studium metabolomu - kompletní soubor 
nízkomolekulárních látek, přítomných v buňce či biologickém systému v daném 
čase (Fiehn, 2002)

PROTEOMIKA

METABOLOMIKA

• vědní obor, který se zabývá sledováním exprese populací genů - hledání rozdílů v 
genové expresi na úrovni transkripce (za různých podmínek, v různých stádiích 
vývoje, v různých orgánech, …)

TRANSKRIPTOMIKA

• vědní obor, který se zabývá studiem genomů organismů. Spadá sem především 
získávání sekvencí DNA organismů, genetické mapování a anotace genomů.

GENOMIKA

- OMIKY
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Etické problémy:

• UNESCO: Všeobecná deklarace 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

• Kyperští Řekové: k žádosti o sňatek předložit potvrzení o 

testu na b-talasemii

• arabští beduini - přítomnost recesivního genu pro leucinosu 

→ ženy se nevdají
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CRISPR-Cas9 - narušení vybraných genů

Etické otázky
Rizika • chyby při použití CRISPR-Cas9 0,1 % - 60 %. 

• mutagenní řetězová reakce (vnesení na oba chromosomy)

• úprava ko-receptoru CCR5 pro HIV
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Inosin

párování

Adenosin

Cytidin

Uridin

• wobble párování kodonu 

• DNA polymerasa čte inosin jako guanin

Editace genomu

Guest
 user

   (
1)



Editace genomu

N M Gaudelli et al. Nature 551, 464–471 (2017) doi:10.1038/nature24644

enzym s deoxyadenosin-
deaminasovou aktivitou

vazba a rozpletení 
gDNA

genomová DNA

oprava DNA
replikace

deaminace
A-I

opravená DNA
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Jaroslav Petr: Děti tří rodičů – Vesmír 94, 204, 2015/4

Děti tří rodičů
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https://vtm.zive.cz/clanky/potomci-dvou-mysich-samcu-oteviraji-nove-moznosti-pro-plozeni-deti-homosexualy-i-zenami-s-poruchami-plodnosti/sc-870-a-
221313/default.aspx

embryonální kmenové buňky

indukované pluripotentní kmenové buňky 

reprogramování 

ovlivňování 
diferenciace, ztráta a 
nahrazení chromosomu 
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❑ dominantní geny - krátká černá srst, povislé ucho, kubický tvar hlavy
❑ recesivní geny - dlouhá srst, vzpřímené ucho, pálení

Genom psa

CaniLine zjišťuje 1877 znaků v genomu psa. Tyto znaky jsou pak srovnány s databází více než 200 
různých plemen psů, obsahujících přes 12 000 vzorků.

U psa je fyzický vzhled řízen jen malým počtem genů – asi 2 %.

2,8 miliard bp , 19 000 genů, 38 párů chromosomů, miliony polymorfismů

Genetická variace mezi plemeny psů 27,5 %, u člověka 5,4 % 

https://www.americanscientist.org/article/genetics-and-the-shape-of-dogs

Gen pro: myostatin, HAS2 - hyaluronan synthasa, inzulínový růstový faktor-1, …..
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https://www.genomia.cz/cz/test/caniline/
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Užití tohoto díla se řídí mezinárodní licencí Creative Commons 
Attribution Licencse 4.0

(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0), která umožňuje 
neomezené užití a šíření díla za podmínky řádného uvedení 

původního díla, jeho zdroje a použité licence.

Jak odkazovat na toto dílo: Lipovová Petra, Náhled do genového inženýrství, e-
learning, VŠCHT Praha, 2024. Dostupné z: https://e-

learning.vscht.cz/course/view.php?id=301
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