Nahled do genového inzenyrstvi

soubor postupu a metod, jimiz se cilené
ovlivahuje geneticka vybava bunék



Trocha historie nikoho nezabije...

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

model sekundarni struktury molekuly DNA - model dvousroubovice DNA.

Image Credit : www.chem.ucsb.edu/
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1962 - Arber pfinesl prvni dikazy o existenci DNA restrikénich endonukleas (Stépi v presné
definovanych mistech molekulu DNA na fragmenty)

Restrikéni endonukleasy

 Endonucleasy - Stepi fosfodiesterovou vazbu v polynukleotidovem retézci
* Velmi specifické
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Palindrom - je slovo, véta, Cislo nebo melodie (obecné jakakoliv sekvence
symboll, napr. sekvence DNA), kterd ma tu vlastnost, Ze ji lze Cist v libovolném
smeéru (zprava doleva nebo zleva doprava) a ma vzdy stejny vyznam.

Jelenovi pivo nelej

Palindrom je v genetice sekvence nukleové kyseliny (DNA nebo RNA, ktera je stejna,
pokud se ¢te od 5' konce k 3' konci jednoho vlakna a od 5' konce k 3' konci na
komplementarnim vlakné
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Visit NEBtools.neb.com to find help!

restriction enzyme digests
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VeVOX

Audience Engagement

Join at vevox.app

Or search Vevoxin the app store
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Join: vevox.app ID: 129-744-574 [ Z0]5E0)12\

Jsou dany 4 ruzné jednoretézcové DNA. U které z nich,
ve dvouretézcové forme, byste ocekavali, ze bude
stépena restrikcni endonukleasou?

[=] <2t [m]
L’

1. 5-CTCGCATGCTAACTCGTC-3'
[=] 154

2. 5-GCCTCATACGATGCCTGA-3’
3. 5-ACTCCAATGCATACTCCG-3’

4. 5°-ACTCCACTCCCGACTCCA-3 ‘




GAATTC DNA
—— Duplex
CTTAAG
N = L EBVew s X EEse Yy WS T W v ——

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



CODED TO START & STOP

1966 - Nirenberg, Ochoa, Matthaei a Khorana rozlustili geneticky kod.

Geneticky kod

* sloZzen z triplet(
* degenerovany
e témér univerzalni

Otevreny cteci ramec

O
il
TTGP&CCTGTAC.&HT§ val

.

TTGACCTGTACAAT
L T C T
TGACCTGTACAAT
stop P v Q
CACCTGTACAAT
D L Y N Met
l 3 rizne
3 riizné éteci ramce —» polypeptidové
retézce

http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/print.php?page=1483&typ=html



~5'3" Frame 1
SDLRNRPSRIRSRIFQYROYRSRIR SMPRROYSPGRSRSPSRGRY YATMDGGGHSPGYMR GRGT PPPMLESEPLHDGGLGHSE PSRGRPRWSRSRSPPPIHRMHPHDOGL YPASP ST SHDPSLIPSRSPSPNGEMHELESSFLOVR 0L SPKRERRY DRGDGYGDF DNRGRGRGEMRGRGGRNHEGP GGHWOSQENSLDDFDSAGLE
RDDRRGMALEPHVSGRAGY DEDGRMDRGPGGRRVE SDGRRROGYGERAYEDRRGNVGRREREAPRNECDAGRKIFDTEEDYRRY DEDRKRKFGI EEDRRR Y GDDKKR YEDEDRER YGENRRGHOE YDTORPVPETERY STDDSKR Y SDRKGDRRDENDVRVKVE DGRRRR GG Y DKKE DRD I SKGSGOSRORENSGOEDSYRSKS
FDSPGKNSRRTPFRDKKDRDADKKDLGYRKDRDEKKVVVDRSERD IKRKT YELEQKIDIDIKARELSOKIDIDIEAKE LEERIREKRDKD LERKDKRDPGYRSEWDREEQLREKE SEYDP YEKGSKRNVEKLASSSHKGDRT PHDEE SHRN YADSDRERSSRERKEOVGIEKD T EGKAEEMEH DEKKKEEKKRRASUTSEISGGEG
SGDEGEKKREEFKDERKSOLEDEVSGEASGDEGE DEKKEERKDE SKESKDLVE T DVSVGAT TEVVEGKEE SKVE TEDNKSARAVSDLDTDNTARTELVEFVELPOLSKWERDDEEVM T FKE SKETKI QEEEEEQVIKDILKRAEQA ILYKGORLASREVE LEVOROKEVDKLKE SDKPEE SEKOKEDEGPKGGKSKESOEEREK
RSPFTPEWDPNAVRERKRRGPSIQITISSKNEAQIGRPKRGRSDISSPDPRGKSVEGDKLETAOPDGKRAKSPLDPISSSKSKI SVEHESSTRSRSNSNTHSRSEVE INTRSSRNRSONES SGRSSSRNOSDNTRTKSFIDSSRGTRS SLRSRTRGONDNKRARSRSPGELDARORSEFVEFNIRTRNRT STENKEENSTSRRIRSR
KDNDENIDSENKE DELKGNEALSKKSSDNGSLSDTKPKGNSAT SDIGVRENEKNEKN SNENIEDNOGF IEDPILSE IMSPRLOKIMT ENAEENHGKS SENSE SENDF SSKNTEREKDLVAS SDGKHGAE EKEKLLNT SVKFDNASKIRDT SSTHAKKELHSSATSESKHE IPKI EEMKE ONAT INAERKNSKDEQKDEVNLSTS
QYEGREYKVLDSYEYSYENDPSKDSTYASSRYGRKSHDDKYKDGKGDDARRYGKGNDAYGEGDARYGI TSGYGHDKGHGSESLEY KK POEDS SRIRS SEVY SSKYKDEGHRVN P DEVEEGE LIEEE I IEEEVHEE IGGPQQENVS T DG5S SYNT DSHALHSSMLSNSSNPGVAGEANIRCSFIRPLSASPTIMVLEEKNKKREE
AKRSS5P5553D555555555550DEE ] LKKRHHKKKHLANSDSDGEA LN KSRHNHEKKKEHHKKEE

~53" Frame 2
PI-EID DOGLHS IDLVVVPCEVDSIHLVDLVHHLEVC THMLLWMVAVILPATCAGGE PPHOC - GLEECMIGVIVI LHRHVEGLAGEAHAL PHPY TECTHMI KA Y TOHRLE THMTHEYHOADHOVPMGVCT - SPLLCRCONSHORERE DMIEVMVME TSTIVEEVVEE -EVVE MVLEVTGNLEKTEWMTISIQODYQ
GMIGERWE-NPMSVGCLEMIMMAGWTEALEGGGWS RMVDDVEDMENEIMR IVEATLVIVEKEKLLGMNEMOEERYL ILRKT IGDMMET GNENQVLAKT EEDMVMI KROMEMR TVEIMVE T AGD T KSMI LNVLY OKONVI LRMIVNG I LIEKE IEGTKTMF ELKLEMDOVEDEGDMI RKKIGI - AXVVL 3QDHGI I QCKKIVIEASL
LTLOERILGELHPEIRRIEMLIKKT LDTERTEMRREL - WIVAKGI LKE KEMNLNERLITI -RL.ENCPRRLI-TSKLEN-RKEFARKE IKT-REKI RETLVTEVDG IGKNN-EKENL SMTHMRKGAKGM - SLLOVE IKE TEH EMMENLTE TMI. TWT ENAVLVSERSRLEOKKTORKE KLEE - SMTRKRRERNVELHRHLKF OVARD
LVMEVERKERKRKTHENLSTRMR FLVKPLVTKVET RKRREEKTRVKRVEKT - F E OMLVIVPLLR - - KGKEEAKLKLKITRVLOLFQILILI ILLLON-SLOCHCHR HEMMEE - LLENQKKLRSKRREENE-OKIFLNELSKOYYI KD HQEKYF-KFEGRKE-IN-ENRINRRNQENKKEMEDLREVNOKEVERKLES
VVOLLNGIPML-EKOSEVALOFKLLYPLEMRER -DVENVDALTHLVOT FVGHOWRY IN-KQ PN L MVEE LEVE-TOLEHOKVELIWS IILVQEVDLIQIHTAEVL-RLIQEVOE I EVEMNOVVEVVVE L SOT TLE LKROO THOGGLEVY-D LE EVEMI THL.DOEVREN -MODREVOLS PTFE LETELOLKTREKTLT.OEEQEVG
KIMIRTLIPKTHRMS-RVMEL-VERVLITER-VIPHNLKGIPLEQTLV-GREREMERTVMET -RI IKDFLRIQFFOKL-AQGY] LTMLEKIMEKVRERTALAEMI FLOKILEKER IW- LVVMGHMGLRKERSF-TLE- N1 TMLOR-E I CVVIMORENF I LOOLVERSMEY LKL KK -KSFMOLLMLKEKT LRMSREMR - IC QK
FMKEESTRS-THMNIVMEMIT LAKTVIMPHL OMEENLMMTH THMGHEMML. T HMVEEMMEME KGMLAMA LLL DMVTTHIMVLTH -N TKNTHRR I FVEFDRORFTVASTKIQVIE STOMR -RKGS - -KHR - -REKFMER-EARNRKMSVMMGRETTO T LMY TL.VC-VILVILV-0OVLE TDPSLLVOQTWESKERIRKEKR
ERDHLLOVVOV IVVVHEVVVVVVMMKRY -KRERRRERSLOTVIVMVEE -1 IRHRERKKRRERK

~5'3" Frame 3

SREQLG-LRFSRITK
E-LOKQVE
—F‘V‘F‘F‘ ET-SFTDI-NFRWRGI
KTKRR-R. GR IA’_R
N-K-N

~3'5" Frame 1
LFLFLLFFLFLFLMSGES-GFTITI TVCKLLFLLLSLE-Y]
AICSIPmICIISETICSSIIPFPIFIFVIMRE‘SSISR—
SLI IL"V IIVLFIFLILPYISV-CSGIEFR

FFLSFMEPITTSYOILEFFSIE-R]
II-LISTITSTT-FILISIS-TSCISLY

KFICFSFNIPFL

WHGGSPPAHT RGRMTAT THSSIVET SRR -TRSTR-ILSTWHGITTRSILAILHRP-5-5GRSISQIG

~3'5" Frame 2

GLI SERIGSSME
AL

LSALIIAFCSFISSILGISCLLSL

PSTTSVVAPTLISVEIKSLLFLLLSFLEFFFLSSPSSE FFFFLSCFIFSAFE. VQESV TCSE! Rq-\ELR“‘JSL
DRSLAFISISIFCSSSYVFLLISLSLRSTTTEES l..SE'RYPRSFLSASRSFLSLGGVLLE.FE‘E‘GE.SKDLLL—J_._C PELCLCLDCPLPLLI SlSEE]_QiE‘E‘RLL:‘ESQIL”‘RTQF‘*SLLQP LS S5 SVSG 51 S5 FLL ASC
SFLGASLSRLPTLPLRSS-. PYP-RRLPSDSTLL! LSILPS-SYPALPLTWGSKRMPRRSSLGSPAESKSSKLES-DCO-P RPLIPPRELPRLSKSP-PSPLSYLLSL .:CG._IACMGGGERERDQRGLPRDGGE—:RPPS SGGDINI
GGGVPRPRI-PGE-PPPSIVA-YRFRDGERDLE RRCGMERLRDRYWRYCGDLDRDLDGRELRS

~3'5" Frame 3
FSFSSFLSFSFSYVWIYLRLI YHCLOASFSSSFSFLIFLH
HMCHPLREMHHFLYHMOQOHHPLSHLYICHHEIFFHI-MRHKYCLC-D. F
LD& LCFHY¥CSFH HOCLM-RNSL-VWYHLGFRYQNSFYLELEYPLTHFLCFRNQYSYHYLSY FLE-N { 1] —SLODFCCVYLN
KGHGALLLSQH IWEVVAMALEGLIL -0
IFFCLSFS. | E
| SYLHVEFS- N‘*—LEQCK'I"‘FCIT}(LLAIIH'
:IS ELLEI:VfQ:.CLﬂ]PI—.KLV' ILDVVYH. HTQPSH-HGVLRPCLADHPLVVLLNRSHESCFE
VGGFPARAYSRENDRHEP--HSTDLEMVNE IYQVNTVDVARNDYEIDTGDTVETLIVIWTVDESDR

CLYPYLLSYHIPLVFYVHLOL-LEHRFE
SDLODHDFFLHDLSFLEDLFHDCRSLENEHL




CODON USAGE IN E. COLI GENES!

Codon | Amino %3 Ratio? | Codon | Amino w Ratio | Codon | Amino w Ratio | Codon | Amino i Ratio
. arid? acid acid acid —
U UUU | Phe(F)| 19 051 UCU | Sex (8 11 1019 |UAU| Tvi(9)| 16 (053 |UGU |[Cys(€C)| 04 | 043 U
UUC | Phe(F) | 18 0.49 UCC | Sex (8 10 |017 |UAC | Tvi(m) | 14 | 047 |UGC | Cys(C) | 06 0.57 C
UUA | Leun@) | 10 0.11 UCA | Sea® | 07 | 0.12 | UAA | srop 02 | 062 JUGA | sTop | O.1 0.30 A
UUG | Leuq@) | 1.1 011 |UCG | Sex(y | 08 (0.13 |UAG | srop | 003 [0.09 UGG | Tip(W)| 14 1.00 G
C CUU | Leu() | 10 0.10 CCU | Prop) | 07 | 0.16 | CAU | His(H) 12 | 052 |CGU | Arg®) |24 (042 U
CUC | Lenq) | 09 0.10 CCC | Pro® | 04 | 010 | CAC | His(H) 11 (048 |CGC | Arg®) |22 0.37 C
CUA | Leuq) | O3 0.03 CCA | Pro(®) | 08 (020 |CAA|(GInQ) | 13 (031 |CGA | Arg®) | 03 0.05 A
CUG | Leuqm) | 52 055 |COG | Pro®) | 24 |055 |CAG | GInQ) | 29 (069 |CGG | Axg®) | 05 0.08 G
A AUU | Ikem 2.7 0.47 ACU | Tham | 12 (021 |AAU| Asan(N) | 16 (039 |AGU | Sex(®y | 0.7 0.13 U
AUC | Ik 2.7 0.46 ACC | Tha(r) | 24 | 043 |AAC | AsnN) | 26 | 061 |AGC | Sex® | 15 0.27 C
AUA | Tke@m 04 0.07 ACA | Thxm | 0.1 | 030 ¥ ‘(ﬁA Lys(x) | 38 | 076 |AGA | Arg®) (02 0.04 A
AUG [Metm) | 26 100 JACG | Tha() | 13 (025 |AAG |Lysk) | 12 | 024 |AGG | Arg(®) | 02 0.03 G
G GUU | Val(w) | 20 029 |GCU | Ala(a) | 18019 |GAU | Asp@m) | 33 | 059 |GGU | GlyG) | 28 0.38 U
GUC | Val(m) | 14 020 |GCC | Ala(a) | 23 | 025 |GAC | Aspm) | 23 | 04] |GGC | Glye) | 30 0.40 C
GUA | ValmWm | 12 017 |GCA | Ala(a) | 2.1 | 022 |GAA | Glu(E) | 44 | 070 |GGA | Glye) | 07 0.09 A
GUG | Val(w) | 2 4 034 |GCG | Ala(a) | 32 | 034 | GAG | Glu(g) 19 | 030 |GGG | Gly(G) | 09 0.13 G
U C A G

1 The data shown in this table is from the Arabidopsis Research Companion on the World Wide Web (//we eds/mgh harvard edu). Codon

freque ncie s for many other bacteria can be found at http//morgan.angis su.oz.aw/Angis/Tables himl.
2 The letter in parenthesis represents the one-letter code for the amino acid.

3 %, represents the average frequency this codon is used per 100 codons.
4 Ratio represents the abundance of that codon relative to all of the codons for that particular amino acid.

Modified from Maloy, S., V. Stewart, and R. Taylor. 1996. Genetic analysis of pathogenic bacteria. Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY.



e cytosol - 40 - 61 typl tRNA

Kolik existuje tRNA?

* lidska mitochondrie - 22 typu tRNA

* chloroplast — 30 typU tRNA

OH OH
INOSIN

497 genU v lidském genomu, plus pseudogeny

acceptor stem

G—U TwC loop

Anticodon
loop c
= Y

(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



1962 - Arber prinesl prvni dikazy o existenci DNA restrikénich endonukleas (Stépi v presné

definovanych mistech molekulu DNA na fragmenty).
1966 - Nirenberg, Ochoa a Khorana rozlustili geneticky kod.
1967 - Gellert objevil DNA ligasu.

1972 - 1973 - V laboratofich Boyera, Cohena, Berga a jejich kolegl byla wvyvinuta

technika klonovani DNA.

1975 - Southern vyvinul DNA hybridizacni metodikl,@qa bazi gelové elektroforézy pro identifikaci
&>
molekul DNA o specifické sekvenci (Southernﬁ%kd‘\)

1975 - 1977 - Sanger s Barrellem a Maxaﬁ s Gilbertem vyvinuli techniky sekvenovani DNA
1978 — 1980 — prvni rekombinantni protein

1981 - 1982 - Palmiter a Brinster prived| na svét

prvni transgenni mys a Sprandling s Rubinem prvni transgenni octomilku.

1985 - Mullis spolu s kolegy vynalezl PCR



Maxam-Gilbertova metoda - ,,chemické sekvenovani“

l 1. denturace

5 -ATTGACTTAGCC-3°
| 2. pFidani radioaktivni zna¢ky na 5'konec

32p-ATTGACTTAGCC _ . ..
| 3. Ctyri reakce

G A, G T, C C
DMS, piperidin DMS, piperidin =~ & hydrazin, piperidin hydrazin, piperidin
v HCOOH S v 1,5 M NaCl
32pP-ATTGACTTAGCC ?P-ATTGACTTAGCC 2P-ATTGACTTAGCC 2P-ATTGACTTAGCC
32pP-ATTGACTTA 2P-ATTGACTTA ?P-ATTGACTTAGC ?P-ATTGACTTAGC
2p-ATT 2pP-ATTGACTT 2P-ATTGACTTAG 2P-ATTGACTTAG
2p-ATTG 2pP-ATTGACT 2pP-ATTGA
2pP-ATT 2P-ATTGAC
2pP-ATTGA
32p-AT

2P-A



32p-ATTGACTTAGCC
32p-ATTGACTTA
32p-ATT

2pP-ATTGACTTAGCC
2pP-ATTGACTTA
ZpP-ATTGACTT
2P-ATTG

Zp-ATT

A G

!

!

L

32p-ATTGACTTAGCC

2P-ATTGACTTAGC
2pP-ATTGACTTAG
Z2p-ATTGACT
2pP-ATTGAC
Zp-ATTGA

Z2p-AT

32P_A

Z2pP-ATTGACTTAGCC
2pP-ATTGACTTAGC
2P-ATTGACTTAG
Zp-ATTGA

5. elektroforéza, detekce radioaktivity

T,C

6. precteni sekvence

?TTGACTTAGCC



Sangerova metoda - ,,dideoxy sekvenovani“

primer —_— TG
~ S somams ™ ACTGGICTAG. ..
— acTeeTCTAG . . T OINTP+ddGTP === . TGACCAG
— f —— ACTGGTCTAG. . .

DNA, kterou chceme sekvenovat dATP+dTTP+dCTP+dGTP

- TGACCAGATC.

= ACTGGTCTAG. ..

|
1

ddGTP

T 1
Mggii::i’ed adenine
: : added to mixture
J\C!'pﬂr?“?ﬂ:!“’& ; ; to stop the DNA
o) Sttathed 1" Ba A el b
“0-P—0—P—0—P—O—CH Yeach fragmen| e < Cave added fo the
| 2 c c other three mixtures
o (0N O A A to perform the
[ G same function.
A A |
T T
]
10
d dTTP dideoxyguanosintrifosfat, ddGTP
Large DNA [ LT [ 1 e
d dATP fragments 0
o A
8
ddCTP , —
—
é
- Elactrophoresis
4 -— gel
s ——
R
Small DNA 1
fragments — @

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



5 “ Labeled oligonucleotide primer

O
3'

DNA to be sg?q"ﬁ‘enced
&

5!



PCR in presence of fluorescent, chain-terminating nucleotides

CCCEECCCC
1.

¥ v R’ R

g adn @ac dac|

i1 Al ARERE ARE
AAERAGAE
)

% J
\ / Fragments run through gel electrophoresis
rF v.v
4
—

:

v Y

RRRRNN B

Laser beam Photomultiplier
Po=—— :
& e | =)

L

Fluorescent fragments detected by laser and represented on a chromatogram

http://www.vce.bioninja.com.au/aos-3-heredity/molecular-biology-technique/sequencing.html



e kapilarni elektroforesa

TTCATCAGTTTCC/ACTGCCAAGGTCA|/AAGGCAACTGCTA|AGTTAATCTTTGA
20 | 700 710 | 1000 1010 | 1100 10

)f&Mx | hﬂ T UJM‘JM MM




1962 - Arber prinesl prvni dikazy o existenci DNA restrikénich endonukleas (Stépi v presné

definovanych mistech molekulu DNA na fragmenty).
1966 - Nirenberg, Ochoa a Khorana rozlustili geneticky kod.
1967 - Gellert objevil DNA ligasu.

1972 - 1973 - V laboratofich Boyera, Cohena, Berga a jejich kolegl byla wvyvinuta

technika klonovani DNA.

1975 - Southern vyvinul DNA hybridizacni metodikL@qa bazi gelové elektroforézy pro identifikaci
&>
molekul DNA o specifické sekvenci (Southern%@‘)

1975 - 1977 - Sanger s Barrellem a Maxaﬁn s Gilbertem vyvinuli techniky sekvenovani DNA

1978 — 1980 — prvni rekombinantni protein



HUMAMN
GREAT AFES
MACAQUE (CYMNOMOLEUS)
RABBIT
CANINE
EQUINE
FORCINE
HAMSTER
RATII
BAQUSE Il
FELINE

RAT
BAOUSE |
BOVIME
OVINE

CPHPCH

2

FYNOQHLCGSHLVEALY (MCGERGFFYTR KT
FYNOHLCGSHLVEALY (MCGERGFFYTR KT
FYNOQHLCGSHLVEALY LMCGERGFFYTR KT
FYNOQHLCGSHLVEALY IMCGERGFFYTRES
FYNOQHLCGSHLVEALY IVCGERGFFYTR KA
FYNOQHLCGSHLVEALY IVCGERGFFYTR KA
FYNOQHLCGSHLVEALY IVCGERGFFYTR KA
FYNQHLCGSHLYEALYINMCGERGFFYTR K &
FYKQHLCGSHLVEALY IMCGERGFFYTRRM 5
FYKQHLCGSHLVYEALY IMCGERGFFYTRM 5
FYNOQHLCGSHLVEALY IMCGERGEFYTE KA
FYKQHLCGPHLVEALY IMCGERGFRYTFK 5
FYKQHLCGPHLVEALYLMCGERGFFYTF K 5
FYNOQHLCGSHLVEALY (VCGERGFFYTR KA
FYNOQHLCGSHLVEALY IVCGERGFFYTR KA

Insulin B-chain

Inzulin

AR
AR
AR
AR
AR
XK
AR
AR
RE
AR
HE
AR
AR
!
AR

Q&éngGPGVGALELAG GPG- -

EAECLOVGOVELGG GPOAGSLOQPLALEGSLE
EAECLOVGOVELGG GPOAGSLOQFLALEGSLY
EAEDPOVGOVELGGGPOGAGSLOQPLALEGSELE
EVEELOQVGOAELGGGPGAGGLOPSALELALG
EVEDLOVRDVELAGAPGEGGLOPLALEGALQ
EAECPOVGEVELGGGPGLGGLGPL ALAGPOQ
EAENPOAGAVELGGGLGG- -LOALALEGPPQ
GVEDPOVAQ LELGGGPGADDLOTLALEVAGQD
EVEDPOWAQ L@EGGPGAGDLQTLALEUARQ
EVERFOVARJEIGGGFGAGDLOTL ALEVAQQ
EAEDL QSQBAELGEAFGAGGLQFSALEAFLG
EV POLELGGGPEAGDLOTLALEVARG

POVEQLELGGSP - -GOLOQTLALEVARQ
---AGGLEGPPO

EVEGPQVGALELAGGPG- - --- AGGLEGPPQ
C-peptide

KR
KR
KR
KR
KR
XX
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR
KR

GIVEQCCT 5 | CSLYQLENYCM
GIVEQCCT 5 | CSLYGLENYCHM
GQIVEQUCCT 5 | CSLYQLENYCM
GQIVEQCCT 5 | CSLYGLENYCH
QIVEQUCT 5 | CSLYGLENYCN
GQIVEQCCTG | CSLYQLENYCN
QIVEQUCTS | CSLYGLENYCN
GQIVDQCCT S | CSLYGQLENYCM
QIVDQCCT S | CSLYGLENYCM
GIVDQCCTS | CSLYGQLENYCM
GIVEQUCASVCSLYQLEHYCM
GIVDOQCCTS | CSLYGQLENYCM
GQIVDQCCT S | CSLYGLENYCM
GIVEQUCASVCSLYQLENYCHN
GIVEQUCAGVCSLYQLENYCN

Insulin A-chain



Ley :

SANOFI \g
novo nordisk”

DRUHY INZULINU Nastup Maximalni Trvani Prodejni

ucinku efekt ucinku nazev
Velmi kratce pusobici 5-20 minut 1-3 hodiny 3-5 hodin NovoRapid, Humalog, Apidra
Kratce pusobici 30 minut 1-3 hodiny 8 hodin Actrapid, Humulin R, Insuman

& Rapid

Mixované humanni 30 minut 2-8 hodin 724 hodin Mixtard 30 Humulin M3,
Mixované analoga 10-20 24 hodin Insuman Combi,

minut 1-4 hodiny Novomix 30, Humalog 30
Stredné a 1-1,5 4-12 24 hodin Insulatard, Humulin N,
dlouhodobé pUsobici hodiny hodin Insuman Basal
Dlouze az ultradlouze 1 hodinu Udrzovani 24-48 hodin Levemir, Lantus, Tresiba
pusobici bazalni (ve schvalovacim fizeni)

hladiny
LEGISLATIVA:

pribalovy letak: produkt byl pripraven ,technikami rekombinantni DNA*



Priprava rekombinantnich proteint

Rekombinantni DNA:
uméle syntetizovana DNA, ktera vznika inzerci genu nebo urcité ¢asti
genu jednoho organismu do genomu jiného

* Prokaryotni expresni systém

* nejpouzivanejsi

« ,jednoduchy”

* -vysoky vytézek produkovaného proteinu

 nizka cena”

* mala ¢asova narocnost

 modifikace proteinu umoznujici snadnéjsi
purifikaci

* nejsou posttranslacni modifikace




Eukaryotni expresni systém
Kvasinkovy systém:

Hmyzi bunky:

Rostlinné expresni systémy:

,hizka cena”

casoveé narocnejsi

posttranslacni modifikace N
Pl

nutné striktné aseptickém prostredi

narocné na praktické provedeni, ¢as i financni

prostredky

nizsi vytézky

s
Y\C

podo*t?n{/ systému hmyzimu
specificka hladina kysliku a oxidu uhlicitého
posttranslacni modifikace

nizSi cena nez savci systémy
posttranslacni modifikace




Priklad pripravy rekombinantniho proteinu v bakterii E.coli




Vneseni restrikéniho mista na konec genu

misto pro restrikCni

endonukleasu
“ primer
gen ,
5) 3
3 5
primer N
misto pro restrikcni |
endonukleasu I\\c 4
PCR

Gen s vloZzenymi restrikénimi misty



Priklad pripravy rekombinantniho proteinu v bakterii E.coli

stépeni restrikcni " &
O
endonukleasou/ @@&
-ami &
N

v



BSmBlE‘SEFQEB' 51 BstAP| 170
. e L. Ndel 182
rezistence k antibiotiku Eco01091 2674 Kas | -Narl-Sfol 235
Aatll 2617
Bgl | 245
BelV | 2542 Fspl 256
Sspl 2501 Pwul 276
Pyull 306
Bmrl 364
Acl | 2297 BeeAl 287, apo|-EcoR| 306
xmnl 2294 Banll - Sac | 402
Acc5 |- Kpn | 408
Begl 2215 MCS ME’LSI-ElsuETI]-I i3
ma | = a
Seal 2177 BamH| 417
Xbal 423
Pwul 2066 Aecc|-Hincll - Sall 429
Ava |l 2059 of UC 1 BspM | - BfuA | 433
0 Shfl 434
[= 5
BsrD | 1835 <L P R Pst] 435
, Sphl 441
?SDILI| 1195'21:5él : N Hind Il 447
= Pvull 628
Avall 1837 Tii | 641
Ball 1813 g5an | 659
Bpml 1784 Sap | 683
Bﬂg' I”’I??EE Th | 781
g:rm g Afllll- Pci | RO
Bmrl 1744 ot L
Ahd1 1604 BolV 1 1015
BseY I \1110
. AlwN 1 1217

91

pocatek replikace



Lac Z (gen pro peptid lacZ)

plasmidova DNA

I papDNDNDNOND ‘

e M\ AT
o)
- . @ %9

chromosomalniDNA —» MRNA ——» - . O O

/ peptid lac Z

AKTIVNI B-galaktosidasa

plasmidova DNA
T
\ mMmRNA

chromosomalni DNA——» MRNA  ——» -' '.

NEAKTIVNI B-galaktosidasa

rekombinantni protein






Priklad pripravy rekombinantniho proteinu v bakterii E.coli

| —
| ——
stépeni restrikcni " &
<©

endonukleasou/ \%@‘* Stépeni restrikéni
. AN
-ami & endonukleasou/
-ami

= O



Priklad pripravy rekombinantniho proteinu v bakterii E.coli

| —
| ——
stépeni restrikcni " &
<©

endonukleasou/ \%cg‘* Stépeni restrikéni
. AN
-ami & endonukleasou/
M -ami
 —
U

* ligace
* transformace bunék (tepelny Sok, elektroporace, ...)




e SELEKCE TRANSFORMOVANYCH BUNEK - antibiotikum
e SELEKCE BUNEK S VNESENYM GENEM — Blue-white screening

Blue-,/// "= screening

* zaloZeno na aktivité [3-D-galaktosidasy

CHZOH B-D- galakt05|dasa
OH

OH

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




kultivace ,
» narostla kultura

purifikace

rekombinantni protein




Priprava genomové knihovny

selekéni marker

(gen kodujici misto pro
rezistenci k inzerci
antibiotiku) cizorodé

DNA

plasmid
2-10 kpb

pocéatek
replikace

v bunééné kulture
se transformovany hostitel
mnoZi a vznikaji miliardy
deefinych bunék

DMA knihovna

TCC| . plas...G GaTce - - -plas
ctan 9 mid ...CCTAG G...mid
BamH 1 ) o}
Sau3Al
Genomova % GATC . FRAGMENTY .
DNA ..DNA .. cTcc
Q
P\ DNA ligasa
O kovalentné
- N spoji obé
& molekuly DNA

rekombinantni
molekula DNA

rekombinantni

molekula DNA

je vnesena do
hostitelské bunky

bakteric
E. coli

Izolace, klonovani a analyza DNA
Ing. Pavel Kotrba, Ph.D.,Ing. Zdené&k Knejzlik, Ph.D., Ing. Zdenék Chodora



Priprava rekombinantniho eukaryotniho proteinu!




Priprava protilatek

monoklonalni PL chemické
iIndividuum, vSechny protilatky
maji identickou primarni strukturu
(stejna afinita i specifita) - pouze
proti jednomu epitopu daného Ag

polyklonalni PL smés
protilatek, liSicich se jak afinitou,
tak specifitou k jednotlivym
epitoplm daného Ag - vice
epitopl na molekule imunogenu,
slozitost imunitniho systemu,
rizné reakce jednotlivc

rekombinantni PL izolace genu
koédujicich Pl = klonovani =
exprese - rychlost, kvalita, vysSi
hustota vaz. mist

INVIVO .
POLYCLONAL ANTIBODIES

O @
0O O ©©©

Lymphocyte proliferation

R e of

Antibody production

Bleeding

&
@
W

Mixture of antibodies,
each specific for one
different epitope

Figure 12. Polyclonal and monoclonal antibodies.

INVITRO

g MONOCLONAL ANTIBODIES
Q@
©

spleen ©©©
© O &
%@ FUSION @@
@@ % =
o © Y &
Lymphocytes &5 Myeloma cells
@@
Hybridomas @
e
Q
SEPARATION
Clone 1 CI(%\G 2 Clone 3
0 0% o%°

In each tube, antibodies with the same specificity
and affinity




®

Lidsky antigen

Slezinné buiky

Lidské p_l’affmatif:k’é buiky Identifikace linie produkujici protilatku
@ produkujici protilatky proti antigenu
- /
Geny Protilatka Geny Protilatka vi, @
CI..- é
= = = = = \

CHACH2I CH1

ﬁ.

\ ®

Kombinace genu kodujici lidské konzervativni oblasti (CH a CL) |
a mysich gena pro variabilni oblasti (VH a VL) rozpoznava

@

Geny

®

Bendtzen

chimericka protilatka dany antigen

70 % lidska, 30 % mysi

Geny &
lidské | mysi \
:—-$ <: rozpoznava dany antigen
[

Ve

@

kodujici chimerni protilatku jsou vloZeny do E.coli

l lzolace monoklonalni
‘k -r "chimerni" protilatky
. Y <
- - >

1996



1962 - Arber prinesl prvni dikazy o existenci DNA restrikénich endonukleas (Stépi v presné

definovanych mistech molekulu DNA na fragmenty).
1966 - Nirenberg, Ochoa a Khorana rozlustili geneticky kod.
1967 - Gellert objevil DNA ligasu.

1972 - 1973 - V laboratorfich Boyera, Cohena, Berga a jejich kolegl byla vyvinuta

technika klonovani DNA.

1975 - Southern vyvinul DNA hybridizacni metodikLkna bazi gelové elektroforézy pro identifikaci

molekul DNA o specifické sekvenci (Southerngéﬁ
1975 - 1977 - Sanger s Barrellem a Maxaﬁ\ s Gilbertem vyvinuli techniky sekvenovani DNA
1978 — 1980 — prvni rekombinantni protein

1981 - 1982 - Palmiter a Brinster prived| na svét

prvni transgenni mys a Sprandling s Rubinem prvni transgenni octomilku.

1985 - Mullis spolu s kolegy vynalezl PCR




1. cyklus

Polymerasova retézova reakce - PCR

-~ 3
5'

denaturace (= 95 °C) 1 o

3
5

primerrtzja(szeg(;‘gg) 1 e
3! ——
5
replikace (= 70 °C) 1 o
5

5|

R

_ *0
YO
3'
-
| -
) - —~ 3..\,
=) o
_§~ 5 d\%
ol ‘9
3
[ -
e
[ -
. 5%

_

Co dat do zkumavky?

templat + primery + dNTP + polymerasu (+ difosfatasu)

3. cyklus

-

"

-

i

000







K cemu slouzi PCR?

* Namnozeni konkrétniho useku DNA pro dalsi biotechnologickeé
metody, jako je:

— Klonovani

* |dentifikace organismU rDNA (rRNA)



Ribosomalni RNA

velka podjednotka 50S — 5S + 23S
Prokaryoticka rRNA — 70S <

(S-Svedberg) mala podjednotka 30S — 16S + proteiny

velka podjednotka 60S— 5S + 5,8S + 28S + proteiny
Eukaryoticka rRNA — 80S <

mala podjedpptka 40S— 18S + proteiny

N

Smyéky primer primer
ista pFistupns ' ~, [ Konzervafivni [ vaRabiinFoblaSE NI konzervativni |
mista pristupna mutacim s °‘3

meéni se rychleji

oty * PCR
* sekvenace
* porovnani s databasi

Stopky
vzacné mutovana mista
konzervovana



Fylogeneticky strom Yersinia

7 |

100

L Y.pseudotuberculosis_IP_31758

100 |

69

Y.pseudotuberculosis_YPIII

Y.pseudotuberculosis PB1/+

L Y.pseudotuberculosis_IP_32953

84

100 I_
b_ss

100

Y.pestis_Z176003

Y.pestis D106004

s Y. P €S 1S CO92

100 —. DEStiS Antiqua

100

100

Y.pestis Microtus 91001

Y.pestis_Nepal
Y.pestis_KIM10

Y.pestis Pestoides F

68 I
Y.pestis_Angola



K cemu slouzi PCR?

Vnaseni mutaci do genu

Diagnostika infekcnich nemoci
|dentifikace dedicnych chorob
Jednoznacna identifikace osob



STR (short tandem repeat) - identifikace osob

ACGA
-,

AN "uul'”'n. ANNAANNNNIANLS "u.A" DAANLAD

» P 4 4 y 4 11 3K | 1 4 2R | ) 4
AN J"'uul"n. AANAANINNIAN "u.A" WANLIAD

= D351358 E E
= - TH01 8
T Dss117s
— Fea ™ D7SBZO o
|_csn=1po 3 i
PCR ‘ — 3 8 10 M 12
| =
= AMEL
D138317 E g = = =
D165539 » D18S51 D21S11 AMEL
(I B B (W] 1]
13 44 16 16 17 18 19 20 21 22 X Y




mate k dispozici
DNA z mista Cinu

}
@
v

PCR ==

Véznice Svétla nad Sazavou




DNA Profile of Sample from Hotel Fire Victim

Number of base pars
100 128 150 178 200 228 250 278 300 2% 380 s 400
4 1 A ' A

s i 4 s A s L L

D3s1388 T™HO1 Al:zusnA mﬂm
i i E T
DSSS18  DSSE18  D13S3N7 D7SE0 016553

| bk ML)

L 0 (U (M ()

| T e
é $ £
I b
TNy

https://www.biointeractive.org/classroom-resources/dna-profiling-activity



K cemu slouzi PCR?

Namnozeni konkrétniho useku DNA pro dalsi biotechnologické
metody, jako je:

— Klonovani
Identifikace organisma rDNA (rRNA)
Vnaseni mutaci dogeni .

N
Diagnostika infekcnich nenydci
ag ekenic &1@‘%
ldentifikace dédicnych chorob
Jednoznacna identifikace osob
Kvantifikace DNA (RT-PCR, gPCR) - analyza transkripce gen(



Kvantifikace DNA
qPCR - kvantitativni PCR

TagMan sonda Syber Green, Eva green, ...

Polymerization g z Ro?z?:;f;r

5 Fgrimn::? }Q Probe Qil'

3 5'

. < g &

; 2

Strand Displacement g

5. : Q

3 5'

< < 5 Lo g ° a

" - £ S5 S e S
Cleavage ® ° * o
3_© & e

N R P
&' > 3 °
3 5
g
< 5
Polymerization v roztoku: po vazbé:
C leted s . s
e '}% N = mala fluorescence  silna fluorescence
5 - ¢ >
3 5

&
N




relativni fluorescence

3.0 s =3
2.5 —= long/ul

== 0,1 mg/ul /
2.0 - 7 // /’.

0.5

— =
i P

0.0 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

pocet cykli

t — ,threshold” - prahova hodnota

C, — cyklus, pfi kterém bylo dosazeno prahové hodnoty fluorescence

45

40

35

30

25

hodnota Ct

20

A
“C
10

1

log koncentrace



 ¢PCR - kvantitativni PCR

BYRR abs®SR assavs

be INSPIRED
drive DISCOVERY
stay GENUINE




Prepis RNA do DNA (cDNA)

shutters

Reversni transkriptasa

stock.com « 258247925

Analyza transkripce genu

Reversni transkripce

mRNA 3
W\/AAAAAAA
hybridizace
s poly(T)-primerem
5' 3
AAAAAAA
vytvofeni kopie TFIyTyy
mRNA pomoci reversni transkriptazy 3 5

3|

MAAAAAAA
. / i
5t

cDNA uziti alkalického
roztoku pro odbourani RNA

5|

3’-konec
cDNA tvori syntéza komplementarniho DNA-fetézce
vlasenku s pouzitim DNA-polymerazy; sparovany

3’- konec funguje jako primer

3!
% AAAAAAA
NMMM T T T T T T T
reakce s jednoretézcovou
DNA-nukleasou $tépi vlasenku
3!

g
; : | AAAAAAA
3Q}MM | N}(\TTTTTTT

dvouretézcova cDNA je kopii ptivodni mRNA




PCR detekce SARS-CoV-2 —_—

OPEN
Massive and rapid COVID-19 testing is feasible by
extraction-free SARS-CoV-2 RT-PCR

loanna Smyrlaki5, Martin Ekman®5, Antonio Lentini® !, Nuno Rufino de Sousa® 3, Natali Papanicolaou’,
Martin Vondracek?, Johan Aarum?, Hamzah Safari?, Shaman Muradrasoli*, Antonio Gigliotti Rothfuchs® 3,
Jan Albert® 23, Bjérn Hogberg® ' & Bjérn Reinius® L

RNA & cDNA » Amplification and detection

s =

is}
’ RNA Transfer to Barcoding and

Sampling Inactivation w' plate RT-gPCR Sequencing

No extraction

Direct inactivation
No extraction

Geny kodujici: RNA-dependentni RNA polymerasu, obalovy protein a nucleokapsid



1990 - Lipmann spolu s kolegy vytvoril aplikaci BLAST, algoritmus pouzivany pro vypocitani podobnosti
sekvenci a nasledné dohleddvani genu, sekvenci DNA a proteind na zakladé vzajemné homologie.

1990 - odstartovan Human Genome Project (HUGO).

1995 - Venter a jeho tym - prvni kompletni genom - bakterie Haemophilus influenzae (1,8 Mbp)

1998 - byla zalozena soukroma spolecnost Celera Genomics, Inc. (J. Craig Venter) - rival verejného
HUGO projektu

2001 - publikovano 90 % genomu

LT N

NATURE | VOL 409 | 15 FEBRUARY 2001 | www.nattire.com 16 FEBRUARY 2001 VOL 291 SCIENCE
ml sequencing and analysis of the
human genome

Intermational Human Genome Sequencing Consortium"

The Sequence of the Human Genome

* . partal st of eutkors appears on the opposite page. Afliatons are liste at the end of the paper.

The human genome holds an inary trove of information physiology, medicine and evolution. . uma
Here we report the resaults of an international collaboration to produce and make froely available a draft sequence of the human > n

genome. We also present an initial analysis of the data, describing some of the insights that can be gleaned from the sequence. ol Wy .
LOenoDme

TEIESS -/
HUMAN 7
GENOME "

Dowrtcated fom on March 14,2018

[\ ep—

s o

2007 - James Watson, Craig Venter - zverejnéni svého genomu - sekvenace trvala nékolik mésicu

soucasnost - analyza genomu 50 hodin



Next-generation DNA sequencing (NGS)

Pyrosekvenovani - ,,pyrosequencing”

e Sekvenovani v pribéhu syntézy komplementarniho vldkna
* Postupné se pridavani nukleotid trifosfaty a sleduje se, ktery nukleotid se
navaze.

llumina

Solid, Solexa

lont Torrent

single-molecule real-time sequencing, SMRT
nanoporove sekvenovani

O O O O O O



Srovnani genomu prokaryot/eukaryot

Prokaryota:

Malé, kompaktni genomy,
témeér samé geny

Vyjimecné introny
(Salmonella typhimurium)

Translace prfimo navazuje na
transkripci

1 replikacni pocatek/genom

Haploidni genom

(a) E. coli (bacterium)

thr8
thrA llh rC dnak il carB caiC fixA

AR -EMDJEJG“.,E;, s o o e i e

(b) S. cerevisiae (yeast)
CLKI SR09 ) HIS4 FUSI AGP1 KCC4 t t ) BUD3 GBP2
AR R e Emarax M ox o wmw e amm i ax o xm =

(c) Homo sapiens (human)
G, A, v b B

€
i—,—q“—ﬁﬁmnﬂnn— —gn:

(d) Zea mays (maize)
adhl-F

kb[ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T [ T T T T ]

0 10 20 30 40 50

b Gene E Pseudogene : Repetitive DNA
Copyright © 2006 Pearson Prentice Hall, Inc

Eukaryota:

Vétsi genomy, nizsi hustota gend
(klastry gent a genové pousté)

Velké procento genu tvori
introny (kombinace exon,
rekombinace, snizeni rizika
mutaci)

Vice replikacnich
pocatkid/genom

Diploidni/polyploidni genom



Velikost genomu

Velikost
Organismus (bp)
bakteriofag MS2 3569
bakteriofag ®X-174 5386
bakterie Haemophilus inluenzae 1,83 .10°
kvasinka Saccharomyces cerevisiae 12,1 .108
oo

hlistice Caenorhabditis ef?gans 98 .10°
rostlina Arabidopsis thaliana 157 .10°
clovék Homo sapiens sapiens 3200 .10°
Polychaos dubium sladkovodni

ménavka 670 000.10°

VS.




Lidsky genom — cca 20-25 tisic gent (1,5% genomu kdduje proteiny)

isomerases: 94: 0 5% unclassified; 4061; 23,6%

receptors; 1076; 6,3%
storage proteins; 15; 0,1%

extracellular matrix proteins; 72; 0,4%
proteases; 476; 2,8%

cytoskeletal proteins; 441; 2,6%
structural proteins; 280; 1,6% \/

surfactants; 15; 0,1%

cell junction proteins; 67; 0,4%
chaperones; 130; 0,8%
transcription factors; 2067; 12,0%

phosphatases; 230; 1,3%
membrane traffic proteins; 321; 1,9%&\
transfer/carrier proteins; 248; 1,4% '
hydrolases; 454; 2,6%
defense/immunity proteins; 107; 0,6%

calcium-binding proteins; 63; 0,4%
viral proteins; 7; 0,0%

transmembrane receptor regulatory/
/adaptor proteins; 84; 0,5%

transferases; 1512; 8,8%
oxidoreductases; 550; 3,2%
lyases; 104; 0,6%

cell adhesion molecules; 93; 0,5%
ligases; 260; 1,5%

nucleic acid binding; 1466; 8,5%
signaling molecules; 961; 5,6%

y A /—transporters; 1098; 6,4%

enzyme modulators; 857; 5,0%

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



DNA nekddujici proteiny

tRNA a rRNA
regulacni elementy v DNA (promotory, trans-elementy)

repetetivni DNA (napr. mikrosatelity tvorici centromery), transpozony a
virové elementy

pseudogeny - nefunkcni geny, posSkozené
telomery chranici konce chromozomu
regulacni RNA (miRNA - RNA interferenci)

o reguluje az 30 % vSech genl



RNA interference

I—-—
LT R v iiis  gene
5'cap l
pri-miRHA Endonukleasa a
Drosha, regulacni protein
ALBANAN A Pasha
m pre-miRNA
nucleus | ’\\“0‘4
cytosol ' Endonukleasa
\/m“_‘rmnn{) pre-miRMNA
fragmenty mRNA l Ll

I miEMNAMIEMNA*

duplex

| s

: l Argonaut
‘ mRNA .

RISC = RNA-induced silencing complex upraveno z Wikipedie




https://www.youtube.com/watch?v=cK-OGB1_ELE




Co nam prinasi znalost lidského genomu?
poznani sama sebe
evoluce: od Simpanze se liSime jen 1,5 % - 4 %,
rozdily mezi rasami nejsou statisticky vyznamné (ale presto jsou)

prenatalni geneticke poradenstvi (identifikace vadnych recesivnich gent)
2% lidskych onemocnéni je zplisobeno mutacemi piimo (tzv. silné geny),
dalsi (alergie, srdecni onemocnéni, vétSina nadorli) - kombinace slabych
genu a vnéjSich vlivi

cilena terapie (odhad citlivosti-vuci urcitému typu chemoterapie)

identifikace jedince (kriminalistika, paternitni spory, vybér vhodnych darct

organtl)

vesm ir Hledani kodu lidstvi

Clovék se od nejblizSiho Zijiciho pfibuzného - Simpanze - lii v pouhych 1,2 % pismen
dédiéné informace. Tak nepatry rozdil nam umoZnil vytvoFit celoplanetarni civilizaci,
formulovat naboZenstvi, rozvinout sloZité jazyky, uméni a védu - a soucasné dovolil vystavét
koncentraéni tabory, zorganizovat genocidy a dal schopnosti ze dne na den znicit viechny
dosavadni vymoZenosti. Co stoji v pozadi lidstvi? Jsme schopni zjistit, které geny délaji
clovéka clovékem?

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




Mitochondrialni DNA
mtDNA

kazda mitochondrie nékolik kopii mtDNA (az desitky)
a v bunce az tisice mitochondrii

lidska mtDNA 16 569 bp
37 genl
* 13 protein(
* rRNA, tRNA

* 4jiné kodony

mezimembranovy prostor

Kontrolni re_‘gim
<d=loop

125 rRNA
Cytochrom b podjednotiy

‘004 /— r\ NADH
3 dehydrogenasy
165 rRNA -
N

lidska mtDNA

- 22 genl kédujicich tRNA
podjednothy || R

B | -

= 13 regionl
MADH 1 ; .
dehydrogenasy kédujicich bilkoviny /
o
L ’ podjednothy
2 < NADH
\ '\ dehydrogenasy
. - podjednothy
\ ‘- cytochromoxidasy
podjednatky - podjednothy
cytochromoxidasy ATP synthasy



Co byste meéli znat?

vlastnosti restrikcnich endonukleas
informace o genetickém kodu

dideoxy metodu sekvenovani

PCR, gPCR + k cemu vSemu se muze vyuzivat

priprava rekombinantnich proteinu — zakladni prehled
(rozdil prokaryotni a eukaryotni proteiny)

zakladni informace o genomu (eukaryotni vs.

prokaryotni, co vse je v ném kodovano — zakladni
prehled)

RNA interference — zaklad, k cemu slouzi
definice , - OMIK“



- OMIKY N

GENOMIKA

* védni obor, ktery se zabyva studiem genom{ organismu. Spada sem predevsim
ziskavani sekvenci DNA organismu, genetické mapovani a anotace genomu.

TRANSKRIPTOMIKA

* védni obor, ktery se zabyva sledovanim exprese populaci gent - hledani rozdilt v
genové expresi na urovni transkripce (za rdznych podminek, v rdznych stadiich
vyvoje, v rlznych organech, ...)

PROTEOMIKA

« védni obor zabyvajici se studiem proteomu - soubor vsech proteint ve vSech
formach, které se v organismu nachazeji v daném okamziku

* hmotnostni spektrometrie (MALDI — TOF, ESI-Q-TOF), 2D elektroforesa, 2D

chromatografie
METABOLOMIKA

 védni disciplina zamérena na studium metabolomu - kompletni soubor
nizkomolekularnich latek, pritomnych v burice Ci biologickém systému v daném
case (Fiehn, 2002)



Etické problémy:

« UNESCO: Vseobecna deklarace o lidském genomu
a lidskych pravech (1997)

* nikdo nesmi byt diskriminovan kvuli svému genotypu

* nikdo nesmi byt proti své vuli testovan

* prava jednotlivce jsou prvotni

* bez jeho souhlasu pribuzni ani spolecnost nemaji pravo
znat vysledky genetickych testld, ani je po ném
nemohou vyzadovat

» Kypersti Rekové: k zadosti o siiatek predlozit potvrzeni o
testu na 3-talasemii

* arabsti beduini - pfitomnost recesivniho genu pro leucinosu
— Zeny se nevdaji



CRISPR-Cas9 - naruseni vybranych genu

Cas9 nukleasa

\

navadéci RNA
; %
Ve, V| { VA Yt ZaN

N
2

naétéper;i dsDNA

Nehomologické spojovani konct Oprava homologni rekombinaci
poruseni genu oprava genu

l
| | : l
I IO
b / 4

delce nukleotidd inzerce nukleotidu

h§

vkladana cizoroda DNA

l l l

i T T

Porusend DNA Porusena DNA Opravena DNA

Created with BioRender.com

Etické otazky < uprava ko-receptoru CCR5 pro HIV
Rizika « chyby pfi pouZiti CRISPR-Cas9 0,1 % - 60 %.
* mutagenni retézova reakce (vneseni na oba chromosomy)






DIY Bacterial Gene Engineering CRISPR Kit
$159.00
Shipping: Calculzted at checkout m BEEOn

7 product reviews

Quantity:

1 w

Product Description

There is currently ~1 week time till shipment.
Due to the overwhelming number of emailsyve will not respond to emails asking when your item will be shipped. Understand we are doing our best to get itto you.

Comes with 2n example expen'me‘:&hat teaches you many molecular biology 2nd gene engineering technigues.

O
Want to really know whaq"\\‘j whole CRISFR thing is about” Why it could revolutionize genetic engineering? This kit includes everything you need to make precision genome edits in bacteria
athome including Gze9) tEchNA. crRMA and Template DMA template for 2n example experiment.

Includes examiple experiment to make a genome mutation{K43T) to the rpsL gene changing the 43rd amine acid, a Lysine(K) to a Threonine(T) thereby allowing the bacteria tosurvive an
Strep medigivhich would normal prevent its growth.

Kit contzins enough materials for around 5 experiments or mare

LB Agar

LE Strep/Kan/Arabinose Agar

Glass bottle for pouring plates

Non-pathogenic E. coli bacteria

Inoculation Loops/Flate Spreader

10-100uL variable volume adjustable pipette(1uL increments)
Box of 26 Pipette Tips

14 Petri Plates

Microcentrifuge tube rack

Nitrile Gloves

Microcentrifuge tubes

50mL Tube for measuring

Bacterial transformation buffer 25mM CalCl2, 10% PEG 8000
LE Media for transformation recovery

Cas? plasmid

gRNA plasmid

Template DNA

Protocol For Experiment
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Editace genomu
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N M Gaudelli et al. Nature 551, 464-471 (2017) doi:10.1038/nature24644 nature



vajicko darkyné
se zdravymi |

mitochondriemi

00, SO0 @O0

- T ’ - .
0 = 0
‘ Mowvé vytvoiené vajicko
ma pievahu mitochondrii
e darkyné s nepoikozenou
vajicko pacientky o i '*‘00 dédiénou informaci
s poskozenymi 2o a jadernou dédiénou
mitochondriemi ' informaci od pacientky

s poskozenymi

- — mitochondriemi.
- o o o Podil pogkozenych

mitochondrii je do 1 %.

- = ' - o -
O o
jaderna pﬁlnué télisko = mitochondrie s nepoikozenou
o dédicna vajiﬂca s vydélenou dédi¢nou informaci
informace jadernou dédiénou ggg mitochondrie s podkozenou
vajicka informaci dédiénou informaci

jaderna dédiéna informace odstranéna z vajicka

o | o B = malym objemem cytoplazmy, v niZ ziistdva malé mnoZstvi
mitochondrii

Jaroslav Petr: Déti tfi rodi¢d — Vesmir 94, 204, 2015/4



nature > articles > article Genetika | Biologie | Mysi

Article | Publish.edﬂs March 2023 ) o Védci Vypéstova |i Vaj |’E ka Z
Generation of functional oocytes from male mice in - e v - s .
vitro muzskych bunek. Dva mysaci

ope - e w .
Kenta Murakami, Nobuhiko Hamazaki, Norio Hamada, Go Nagamatsu, Ikuhiro Okamoto, Hiroshi Ohta
Yoshiaki Nosaka, Yukiko Ishikura, Tomoya S. Kitajima, Yuichiro Semba, Yuya Kunisaki, Fumio Arai, Koichi Z p | 0 d | | I Zd rave mys | I n e p Otre b OVa | I
Akashi, Mitinori Saitou, Kiyoko Kato & Katsuhiko Hayashi & S a m iE ku

Nature 615, 900-306 (2023) | Cite this article
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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



Genom psa

2,8 miliard bp , 19 000 gen(, 38 parl chromosomu, miliony polymorfism(

Geneticka variace mezi plemeny pst 27,5 %, u ¢lovéka 5,4 %

U psa je fyzicky vzhled fizen jen malym pocétem gend — asi 2 %.

O dominantni geny - kratka ¢erna srst, povislé ucho, kubicky tvar hlavy
O recesivni geny - dlouha srst, vzpfimené ucho, paleni

»

RS
Gen pro: myostatin, HAS2 - hyaluronan synthaﬁa, inzulinovy rustovy faktor-1,

Caniline zjistuje 1877 znak( v genomu psa. Tyto znaky jsou pak srovnany s databazi vice nez 200
raznych plemen ps(, obsahujicich pfes 12 000 vzork.

Seznam ras - celkem pro 273 ruznych ras. Zobrazit vSechny rasy

Obvykla doba vysetfeni: 25 pracovnich dnu Cena za 1 test: 2700 Ké s DPH CZK /EUR /USD

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




https://www.genomia.cz/cz/test/caniline/
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