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ABSTRAKT

Prace strénou formou piblizuje nesnadné téma genovych technologii a podokkteré
pod tuto problematiku spadaji. Vychazi z defini@g a ostatnich zakladnich atrilout
Dale jsou uvedeny zaklady molekularni genetiky,npojnukleovych kyselin, mutaci a
genového inzenyrstvi. Uvedeny jsou také zakladiorimace o genové terapii, klonovani a

geneticky modifikovanych organismech.

Kli¢ova slova: gen, DNA, RNA, genetika, chromozomiky kyseliny, mutace, nador,
klon, GMO, transgen, plazmid

ABSTRACT

This bachelor thesis nears difficult theme of geneingineering by brief form and
branches of activity, which fall into this problemsappears from definition of gene and
other basic attributes. Further there are somechEsmolecular genetics bring into this,
notions like nucleic acids, alternation and gerse@ogineering. Basic information about

gene therapy are bring, including cloning and geaky modify organisms.

Keywords: gene, DNA, RNA, genetics, chromosome]sceadcids, alternation, tumor,

clone, GMO, trnasgene, plasmid
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UvoD

Genové technologie jsou zaloZeny na poznatku, Zzmitké sloZeni a molekularni
struktura deoxyribonukleové kyseliny (DNA), které gékladni nositelkou genetické
informace, jsou pro vSechny zivé organismyt-ua jde o bakterie, rostlingi zivocichy —
totozné. Lze tedy stejrdolie prenaset hmyzdi rostlinné geny do butk savd, jako lidskeé
geny do bakterii.

Genové technologie nabizeji také nové moZnostiagriistice obtizhrozpoznatelnych
chorob, v boji proti nadorovym onemagnm a jejich prevenci, v genové terapiii p

vyrobe |&civ a atkovacich latek.

Genové technologie pronikaji stale vice ifildpd také do potravikakého a chemického
pramyslu, zejménaip ziskavani geneticky modifikovanych enzynGenové inzenyrstvi
piedstavuje zcela novy a vysoce &y obor, ktery bude mit dopad nejen na jiz zinén

odwetvi lidskécinnosti; ale jejich budoucnost neni jestale docetna a obechirozstena.
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TEORETICKA CAST
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1 HISTORIE

1865

Za zakladatele genetiky je povazovan Johann Grgigmdel (1822 - 1884). Narodil se ve
Slezsku a fisobil v Brre. V roce 1865 oznamil vysledky svych 17letych pdkuge
kterych Kizil hrach sety, ptom sledoval 7 &dicnych znak (tvar semen a lusk zbarveni
déloh, kwti a nezralych lusk délku stonku a postaveni dt). Objevil tak zakladni
zakonitosti ddicnosti organismi, které jsou nazyvany Mendelovy zékony. Po
matematickém zhodnoceni vyslédgjistil, Ze se neti piimo znaky, ale "vlohy" pro&

Ve své dob vSak nemtla jeho prace Zadny ohlas a byla dokonce zapoméhlta

1906
Britsky badatel William Bateson zaved! termin géaefl].

1910
Americky genetik Thomas Morgartipokusech na musce octomilce odhalil, Ze geny se
nachazeji na chromozomech v jadruibyy Morgan je otcem fiedstavy, podle které jsou

geny na chromozomu ,nawené” jeden za druhym podabjako koralky na&arce[14].

1941
Americti genetici George Beadle a Edward Tatuifadgtavili teorii, podle které je kazdy

gen zodpowdny za produkci jednoho enzyrfil4].

1944
Geny jsou sotasti molekuly deoxyribonukleové kyseliny (DNA). kKoniuto zavru

dospli ameriiti genetici Oswald Avery, Colin McLeod a Maclyn Ma@y [1].

1953

Britové James Watson a Francis Crick odhalili dwuk dvojité Sroubovice DNA.
Zakladem ddi¢nosti je DNA, jejiz informace se v bkach gepisuje na molekuly
ribonukleové kyseliny (RNA). Podle jednoduché Smube RNA se pak syntetizuji
bilkoviny. V tomto obdobi se zdalo, Ze je podstsau zcela jasna, ale nasledujici roky se

zatal tento jednoduchy obraz gea jejich Ulohy komplikovaf14].

1977
Genetici Richard Roberts a Phillip Sharp zjistik, geny jsou tv@ny reékolika segmenty.

Také RNA vznikd v odpovidajicich segmentech, kteg¢ mohou vzajendn raizné
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kombinovat. Tomuto procesu gi&a alternativni sesh RNA. V dasledku alternativniho
sestihu mize podle instrukci jediného genu vznikat hnékiotik riznych molekul RNA.

Podle nich se v hice tvai raizné proteiny14].

1986

Prvni pokusy s geneticky modifikovanymi rostlingdj.

2005

U drobné brukvovité rostliny husekii Thalova byla objevena RNA, ktera éope
ovliviuje pdadi pismen v molekule DNA a je schopnaigmsat® p#adi pismen
genetického kédu v DNA. Huseek tak mize opravovat navvzniklé chyby ve svych
genech14].

2006

U mysSi byl objeven gen, ktery vyrabi anomalni RNA.méa krong jiného za nasledek bilé
zbarveni tlapek a Ky ocasku. Gen pro anomalni RNA Zditné informace mizi, ale
RNA se tvdi dal a penasi se v pohlavnich tkdch z generace na generaci. Znamena to,
Ze se rodi mySky s bilymi ocasky a tlapkami, kigtépro tento znak nemaji instrukci v
DNA. V roli ,nositele cdi¢nosti“ nevystupuje DNA ale RNA. Jde @di¢nost bez gein

tomuto jevu séika paramutacfgl4].

Asi 5 % vSech proteinvznika podle informacedkolika niznych gei. RNA pro tvorbu
téchto proteii se z@&ne tvdit celkem speéadark podle jednoho genu, ale pak si to
uprosted prace rozmysli ai@ska@i na jiny gen vzdalengasto mnoho tisic pismen
genetického kédu. Tam pak RNA po&uge v syntéze podle instrukci jiného genu. Vzniké
tak ,hybridni® RNA a nasledni ,hybridni“ protein, ktery v sob nesecasti dvou zcela

raznych proteifi [14].
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2 ZAKLADNI POJMY

2.1 Definice genetiky

Genetika je ¥da zabyvajici se adlicnosti a promnlivosti Zivych soustav. Patmezi
biologické wdy a rozdluje se podle hlediska studia organisnSleduje variabilitu,
rozdilnost a penos druhovych aédicnych znak mezi rodéi a potomky i mezi potomky
navzajem. Mimo lékistvi nachazi genetika vyuZiti wgiitelstvi novych odrd rostlin a
chovu hospodgkych zvfat. S rozvojem biotechnologii a genetického inZsiwrse
objevuji i geneticky upravené hospaské rostliny, které se stavaji ekologickou a eticko

otazkou. Poznatky genetiky jsou velniileFité v evolini biologii ¢loveka.

Velky vyznam prcatlovéka ma I1ékéska neboli klinicka genetika. Zkoumézné geneticky
podmirgéné choroby, jejicitetnost a genetickou determinaci jistych lidskychkén Dnes
se taky jiz stal€astji mizeme setkat s genetickym poradenstvim, zejménglgmovani
potomki a prevenci vrozenych vyvojovych vad. Genetika gitiuje také pi vyzkumu

rakovinného bujeni, imunitniho systému a imunitnickakci i v mikrobiologickém
vyzkumu.

e

Genetika je jednou z ndjtbzitejSich teoretickych & z hlediska popisu jakékoli zivé
soustavy. U genetické informace jecptek kazdého s@asného Zivého organismu.
Geneticka informace twje budouci anatomickou stavbu organismwujer jaké latky

budou astniky biochemickych a fyziologickych proéesv organismu a je

nepostradatelnou séasti pohlavniho i nepohlavniho rozmnozovani.

Dnes jiZz nelze opomenout vyznam genetiky ve foreslznmetodach. Genetické testy
pomahaji B uswdcovani zl@&inca, pri identifikaci €lesnych ostatk nebo ztracenych

osob. V sotasné dobtaké gichazi do mdédy genetické testy otcovstvi.

Mezi podobory genetiky p#ét nagiklad: molekularni genetika, cytogenetika,
imunogenetika, onkogenetika, popinéd genetika, klasickd (mendelovska) genetika,
genetika rostlin, bakterii, vir evoluitni genetika a I1ékaka (klinicka) genetika.

V genetickém vyzkumu se pouzivd mnoho romlch metod. Jde zejména o metody

biochemické, fyzikalni, mikroskopické, metody artilyé chemie a bioinformatik{6].
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2.2 Schéma fredstavy usp@adani genu je na obr. 1
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2.3 Pojem genu

Gen je specificky uloZzena jednotk&ditné informace. Z molekularniho hlediska jde o
Usek nukleové kyseliny se specifickym f@adim nukleotid [2]. Nukleotidy jsou
fosforylované nukleotidy, tedy latky slozené zradkilé baze, diuhlikatého
monosacharidu a jedné nebo vice zbytyseliny fosforéné [10]. Jako pseudogen

oznaujeme "mrtvy" gen, ktery neni aktivni a jehoZ imfrce neni realizovana].

Geny niizeme rozdlit podle jejich &innosti @i realizaci ¢dicného znaku na:

a) Monogenni geny velkéh@iaku  — na tvorb znaku se podili malo gér(¢asto jen
jeden); ¥tSinou jde o znak kvalitativni. Jsou

rozhodujici pro monogenni tygdi¢cnosti.

b) Polygenni geny maléhaitaku —na tvord znaku se podili vice gén
nezanedbatelny je i vliv ¢siho prostedi;
vétSinou ovliviuji  kvantitativni  znaky. Jsou

rozhodujici pro polygenni typsdi¢nosti[3].

Déle se genydi podle jejich funkce:

a) Strukturni  — koduji strukturu bilkoviny.

b) Regul@&ni - podle nich vytviené bilkoviny reguluji expresi strukturnich gen

ovliviuji diferenciaci get

c) RNA geny —dle nich se syntetizuje tRNA a rRNAz(\strana 16) [11]

2.4 Vazba a umiséni genu

Geny jsou uloZeny na chromozomech za sebou. Kaidynga své unikatni misto na

uréitém chromozomu - toto misto se oZog jako genovy lokus.

Podle Mendelova zakona o nezdvislé kombinovatdlralst se dva zné geny &di
nezavisle na s@ To ovSem zcela plati pouze o genech uloZzenychrizaych
chromozomech. Geny, uloZzené na jednom chromozossgeliedy nily dédit spol&neé.
Ani to vS8ak nemusi byt pravda - diky procesu zvamémossing-over Jde o0 proces
vzajemné rekombinaceikterych ged navzajem mezi parem homolognich chromo&om

béhem meidzy. Pravghodobnost, se kterou préfine crossing-over tak, aby se dvané
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geny z jednoho chromozomuegmesly nezavisle na sgbozna&ujeme jako silu genové
vazby.

Jako prvni se touto problematikou zabyval ThomastHuorgan.Cim je vzdalenost mezi
geny na chromozomuétsi, tim je @tSi i pravépodobnost rekombinace mezi nimi a sila
genové vazby klesa. Naopak, pokud jsou oba sledogany na chromozomu velmi blizko

sebe, stoupa sila genové vazby a klesa ppmdbbnost rekombinadg].

2.5 Funkce geni

Jak pracuji geny (od DNA k tvottbilkovin) schématicky znaziwje obr.2

DONA v jadfe buiky obsahuje
obsahuje dseky - geny, které
nesol informaci pro tvorbu
bilkowin (proteind)

Za vhodnych podminek jsou
geny plepsany {ranskripel) do
kopii - molekul bonukleowych
kyselin (RMNA)

Bunécné
jadro

YZnika neopracovansa
malekula RMNA (pre-mRNA)

Opracovana i

mRNA
e e e

Opracovanim vznika zrald malekula
mRMNA (messenger RNA), kterd
je schopna pfenést genetickaou
informaci z jadra do cvtoplazimy

Cytoplazma -
Translace buriky
RNA — Protein

= Ribozdm

Ribozamy (zmidkovité bary

v cytoplazmé) wytvafeji bilkovimy
podle informace uloZend v mRNA
(pfeklad informace = translace)

- Protein
(Bilkovina)

Obr.2 Risobeni gef od DNA k tvorb bilkovin[8]
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3 MOLEKULARNI GENETIKA

3.1 Nukleové kyseliny

Nukleové kyseliny jsou nositelkamiédicné informace. Diky nim dochazi kigmosu
deédicnych znak na potomstvo a k evoluci. Néj@zitéjSi jejich schopnosti je schopnost
replikace. Jejich zékladnimi stavebnimi jednotkgsoiu tzv. nukleotidy. Nukleotidy se
skladaji z pentdzy, ze zbytku kyseliny fostné a dusikatych bazi. Na cukr se vaze v
pozici 5' zbytek kyseliny fosfoteé a v pozici 1' N-baze. V poloze 3' je pak pentéza
piipojena pes sousedni zbytek kyseliny k sousedni pentozeik®zpolynukleotidové
vlakno[4].

3.1.1 DNA (kyselina deoxyribonukleova)

Organismus se sklada z léln které jsou zakladem vSech aktivit Zivych bytostico je

Mriviw s

rast a rozmnozovat se, aniz b§co nebo 8koho potebovaly).

Kazda buika ma mnoho funkci a jeji funkci vykonavaji bilkoyi Bilkoviny jsou nutné
pro p'enos kysliku, pro vyuzivani cukrpro pohyb svdl a k dalSim aktivitam. Bilkoviny

se také tiastni komplexnich aktivit mozku, jako jsou pozonoy@da:itani, planovani...

Jak mize bilkovina ¥dét, kterou bilkovinu Iikemu potebuje? Tato informace je uloZena
v DNA (kyselina deoxyribonukleova). Lze ji defindvgako usek polynukleotidového
fettzce vymezeny funkci. Jeji cukerna slozka je 5C cRideoxy-D-riboza (oproti

normalni riboze ji v poloze 2' chybi kyslik ).

Kazda buika naSehoéta obsahuje stejnou DNA.i&sto DNA kazdé hiky vi, jaké

bilkoviny ma vytvdet pra zde a pra¥ted. Da sefict, Ze se jedna o genialni systém.

Jak uz jsem se jednou zminila, Bemé jadro obsahuje DNA, ktera se v dotileni
sdruzuje do chromozainClovék mé 46 chromozofn (23 jsem dostali od otce a 23 od
matky) a v nich je uloZena cela DNA. Kazdanky naSeho da obsahuje 22 par
chromozond plus dva pohlavni chromozomy. Kdyby se tyto chraamy ungle narusily,
videli bychom, Ze se skladaji z dlouhych vlaken DNAease tato DNA sklada z#yf
zakladnich jednotek: adenin (A), cytosin (C), gual), thymin (T). DNA je tedy dlouhy
text psany v abecédkter4d ma jerttyii pismena. Tato informace je rateina do menSich

Useki zvanych geny a ty davajtigazy k vyrol& bilkovin[4].
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3.1.2 RNA (kyselina ribonukleova)

Jeji molekula je tviiena zpravidla jen jednim polynukleotidovym vlaknéawistuji i dvou
fettzcové RNA, nap u rekterych viil). Sacharidovou slozku t#io5C cukr D-ribosa, N-
béaze tvei Adenin, Cytosin, Guanin a Uracyl {za@ovan misto Thyminu). RNA (diky OH
skupinam v poloze 2' i 3') iie sama vykonavat i¢které enzymatické funkce ¢peni
esterové vazby, katalyza polymerace ...). Také dikpu se usuzuje, Zze u prvnich
praorganism byla nositelkou genetické informace pt&RNA. RNA je narozdil od DNA

nestabilni v alkalickém prastdi.

Vyskvtuji se 3 zakladni typy RNA

a) mRNA- inform&ni RNA. Renasi informaci z jadra k mistu proteosyntézy.

b) tRNA —transferovd RNA. #@nasSi aminokyseliny na proteosynteticky aparat

bunky.
c) rRNA - ribozomalni RNA. Tvii stavebni slozku ribozomalnich podjednotek

[11].
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3.2 Mutace

3.2.1 Obecré mutace

Mutace jsou zriny v genotypu organismu oproti normalnimu stavutada vzniklé iteba
diky chyke pri replikaci DNA se nazyvaji mutace spontanni (da¢héanim bez zasahu z
vngjsiho prostedi). Pravépodobnost jedné takové chyby se pohybuije je asi d8tnost
téchto mutaci je tedy velice nizka a navic jsotikyuschopné do jisté miry tyto chyby diky
repar&nim enzynim likvidovat. \&tSina mutaci je tedy tzv. indukovanych, tj. vyvolah

vngjSimi mutagennimi faktory.

Z hlediska klinické genetiky, jsou to pamutace, které Zisobuji genetické choroby nebo
nadorové bujeni. OvSem vzhledem k tomu, Ze jen wédélidského genomu (asi 1,5%)
skut&né koduje proteiny, dochazi kétsineé mutaci v nekddujicich oblastech (neni tak

zavazné). Zava#si projev maji mutace v kodujicich oblastech @dte - genové mutace)
[5].

3.2.2 Mutace genové

Probihaji na Urovni vlakna DNA.

Z hlediska vlivu na proteosyntézu rozliSujeme

a) Mutace nemnici smysl — kterééki z degenerace genetického kédu, kdy jéeisp
mutaci z#azena stejna aminokyselina. Jsouisgbeny
substitucemi naréti pozici kodonu.

b) Mutace m¢nici smysl —které #mi smysl polypeptidového vladkna. Jsou
zpiasobeny zejmeéna takovymi substitucemi, kterésppi

zarazeni odliSné aminokyselinyiproteosyntéze.

c) NesmysIné mutace — které ¥ami vznik predtasného termirmiho kodonu v
sekvenci DNA. Syntéza takového polypeptidu pak neni

dokortena a vysledkem je zcela nefdnkprotein.

Mechanismy genovych mutaci jsou

» Adice (inzerce)

Zarazeni jednoho nebo vice nadhlytgch nukleotidovych pér Pokud je z&azen takovy

pocet nukleotid:, ktery neni celéiselnym nasobkem 3 (3n), potom dojde k postteaiho
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ramce a naslednk syntetizovani odliSného polypeptidu nebo fledpasnému ukoteni
proteosyntézy vznikem termié@iho kodonu. U tohoto procesu dochazi k prodlouzeni

polypeptidovéhdetezce.
» Delece

Jde o ztratu jednoho nebo vice nuklebtivodni sekvence. €inek je podobny jako u

adici, pouze misto prodlouzeni polypeptidovédidzce dochazi ke zkracovani.
» Substituce

Jde o nahradutpodni baze bazi jinou. Pokud jde o zémm purinové baze za purinovou
bazi, nebo o zasmu pyrimidinové baze za pyrimidinovou bazi - paktgo substituce

ozna&ena jako transice. Zama purinové baze za bazi pyrimidinovou nebo naogak
ozna&uje jako transverse. Nasledky substituce mohoutdzyté, podle toho, na které pozici

kodonu k substituci doslo [5].

3.2.3 Mutace chromozomové

Dochazi zde ke zém¢ struktury nebo p&iu chromozoni. Nasledky &chto odchylek zavisi
na tom, zda je i po strukturnfgstavié zachovano normalni mnoZzstvi genetické informace.
Pokud ne, potom dochazi k fenotypovym prdjey které se odvijeji od toho, ktetast
genomu chybi nebo je struktérpoSkozenati naopak pebyva.

» Duplikace

Znasobeni Useku chromozomuxid¢ byt zgisobeno nerovnoénnym crossing-overem,
jehoz nasledkem dojde na jednom chromozomu k dagiléledovaného Useku, zatimco na
druhém je tentyz Usek deletovan.

> Delece

Cést chromozomu chybi. Deletovariiie byt konec raménka nebdestnicast rekterého z
ramének chromozomu (intersticialni delece). Deleegnikaji jako nasledek

chromozomalni nestability nebo nerovngmého crossing-overu (viz vyse).
» Inverse

Pti inversi dochazi diky chromozomové nestabiktvySepenicasti chromozomu, jejimu
pievraceni a naslednému napojeni. fldad nasledkem inverse na chromozomu s
puvodni sekvenci A-B-C-D-E-F-G-H by byla sekvence A~HE-D-C-G-H.
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> Translokace

Pti translokaci jecast chromozomu vy&pbena z jfivodniho chromozomu afipojena k

jinému chromozomu.
» Fragmentace

Vlivem silnych mutageih a vysoké chromozomalni nestability dojde k rozpadu
chromozomu na fragmenty. Bka s takovymto chromozomem se rigd@ dale mitoticky

delit a maze u ni byt navozena apoptoza.
» Isochromozom

Jde o chromozom, ktery m& pouze dlouwidnaopak kratka raménka. Vznika chybnym
mitotickym rozestupem chromozdmkdy nedojde k rozestupu chromatid, ale do jedné

dceinné buky se dostanou @lkratka raménka a do druhégataménka dlouha.
» Ring chromozom

Pokud dojde u chromozomu k deleci kdnabou ramének, fize se tento chromozom
statit, koncoveé c¢asti se spoji a vznikne "kaleo" - tedy kruhovy chromozom (ring

chromosom) [5].

3.2.4 Mutace genomové

Dochazi ke zréné samotného genomug¢tginou jde o znasobeni celé chromozomové sady.
Takovyto stav se nazyva polyploidie, jedinec je-3miploidni, 4n - tetraploidni nebo i
vice. Tento stav je relati¢rbézny u rekterych rostlin, wlovéka. BEZrn¢ jsou polyploidni

ty buiky, které maji vice jader (napsvalové vlakno) nebo u bk kde je velmi vysoka
metabolickd aktivita, kter4 vyZaduje velkou tramsmi aktivitu ( nap. jaterni buky).
Druhym extrémem pak mohou b§ervené krvinky, které jako terminalni iky nemaji

jadro a postradaji tak jadernou genetickou inforrfigc

3.3 Mutageny

Mutageny jsou latky, které jsou schopnyigpbovat mutace. Z klinického hlediska jde o
nezadouci produkty siho prostedi, které mohou poskodit genetickou informaci. U
dosglého ¢lovéka mohou wBkteré mutageny {sobit jako kancinogeny a #gobit tak
zhoubné bujeni. Pokud mutagenyigpbi mutace pohlavnich bilg bude potomek rodi

postizen pisluSnou ddicnou chorobou¢i chromozomovou aberaci. Zaravenckteré
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mutageny mohoudinkovat i jako teratogeny a #pobit tak poruchy prenatalniho vyvoje

jedince.

Mutace se i vyuziva k pokas na modelovych organismech. Experimeri&a testuji i
potencionalni mutagennéiaky novych chemickych latek [5].

Mutageny dlime na

Fyzikalni  — UV zé&eni, ionizujici zéeni (mize zmisobit chromosomoveé zlomy) [5]

Chemické — mutagenni neboli genotoxickénky maji mnohé chemické latky, s nimiz
se setkdvame whném Zivot. K nejlEzrejSim a nejnebezgad¢jSim pati
polycyklické aromatické uhlovodiky (vznikaji jakorgalukt spalovacich
proces). P vstupu do organismu dochazi k jejich metabolipk&mené na
reaktivni produkty. Jejich molekuly se vazou naebamkleovych kyselin a
vytvéreji s nimi kovalentni vazbu. Déale sem fpabarviva, organicka
rozpoustdla, rekteré dive pouZivané latky (soésti hnojiv, I€it,
herbicidi), bojové latky (yperit) [3]

Biologické — viry [5]

3.4 Onkogenetika

K obavanym onemoeénim pati nadorové choroby — rakovina. Statistiky ukazug,
zhoubné novotvary jsou po staéch a cévnich chorobach druhou dasgjsSi pricinou
amrti. Nelze se proto divit, Ze se Iékanazi vypatrat jeji ifikiny a vyvinout nové
terapeutické postupy. Vyzkum je vSak velmi sloZpyotoZze nadorova onemagn jsou
velmi riznorodé. Jeféba nadory odliSit podle lokalizace v jednotlivymtganech a tkani,
podle obdobi, kdy se vytigji, podle piibéhu a zavaznosti onemasri a podle mnoha
dalSich hledisek [3].

3.4.1 Vznik a rast nadoru

Vznik nadorového onemoéni je mnohastufovy proces. Ve skuteosti je teba i 5¢i 6

zasali do normalniho stavu kildy, aby se zrnila na buiku rakovinnou.

Nadorové biikky se od norméalnich bk liSi zejména

» Schopnosti neomezenéhistu

» Schopnostitrstu i bez stimulaceistovymi faktory
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» Nesmrtelnosti (nadorové tiky se nedli jen po omezeny p®t generaci jako

normailni buky)

» Tvorbou utitych membranovych antigén specifickych pro nadorové hky.
Naopak tvorba normélnich antigemize byt potléena.

» Pro nadoroveé hiky je typicka vysoka chromozomalni nestabilita. bi@dé buiky
maji ¢asto zminény paiet chromozom a vykazuji i ¢asté chromozomalni

piestavby.

V Zivém organismu jetist nadoru zpgatku prudky, pozgi se zpomaluje. NeptSim
nebezp&m u zhoubnych nédbrje jejich schopnost metastazovat. Metastazovani je
schopnost nadorovych bekn cestovat lymfatickym nebo krevnieciSttm z mista
prvotniho nadorového lozZiska, uchytit se a na nowdist vytvorit sekundarni nadorove

loZisko. Dochézi tak k &ni nadorovych buik po celémadle [3].

3.4.2 Onkogeny a protoonkogeny

Geni, jejichz mutace riwe vést ke karcinogenezi, je velké mnozstvi. Vyzmam
skupinou jsou onkogeny.ii¥e se pedpokladalo, Ze se jedna o Useky virovée DNA, které
se z#adily do geonomu hostitelské fiky a zmsobily jeji transformaci. Onkogenita byla
v8ak prokadzana jen uékolika vira, zatimco onkogeny byly zji&ty i u prokazatek
zdravych osob [3].

Protoonkogenyjsou geny, které plini svoji obvyklou funkci a ngiZadné negativni vlivy
na buku. Je vSakitba si ugdomit, Ze i normalni vliv protoonkogénje \tSinou

promitoticky (tedy podporujicideni buiky).

Onkogeny jsou tytéz strukturni geny, ale jizcitym zpisobem mutované. Jejich vliv na
buiku je ¢ist¢ negativni ("rakovinotvorny”). Bkoliv se v genomu hiky kazdy gen
vyskytuje ve dvou kopiich, u protoonkogersta&i mutace v jedné kopii genu k

odstartovani maligni transformace.

Protoonkogeny kédujifpdevsim

» Ruzné astové faktory a jiné latky, ovliwijici rast burgk
» Receptory protstové faktory

» Faktory z@astréné (¥ prenosu signalu v hice (transduéni mechanismy)
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» Faktory z@&astréné (¥ regulaci genové exprese (transknpfaktory)

Ptipomeneme si, ze zakladni osa requlacetngho fistu a dleni je tato

Syntéza iistového faktoru— rastovy faktor— prislusny receptos> pienos biosignalu z
receptoru— vykonné mechanismygasto interagujici s jadernou DNA vysledné

ovlivnéni buré¢ného cyklu
Jak vidime, mutace protoonkogenu takzetento proces narusit v kterékoli jeho fazi.

Nejcastji u protoonkogefi dochazi k&mto typim mutaci

» Bodovym mutacim, které naruSivdni sekvenci nukleotida zpisobi z#@azeni
odlisné aminokyseliny nebdgdiasné uko&eni translace (vznik STOP kodonu)

» Chromosomovym igstavbam, kdy dochazi k naruSeni sekvence genw keb
piemistni genu k vysoce aktivni promotorové sekvenci (dpee @episovan

mnohemcastji nez za normalnich podminek)

» Znasobenim sekvence genu v genomikigil2]

3.4.3 Tumor - supresoroveé geny

Potlatuji vznik nadorového onemogmi. Jejich prvotni funkci je tedy regulace Bémého
cyklu, ¢imz zabrauji, aby se bikka z&ala nekontrolovah délit. Na rozdil od onkogeh
musi byt o kopie tumor - supresorového genu \viibel vifazeny z funkce, aby mohlo
dojit k procesu maligni tranformace. Tyto geny hrdjlezitou roli @i dédicnosti
nadorovych onemoeni. V normalni zdravé hice je zapdebi, aby mutace postihla
postupr obe kopie konkrétniho tumor - supresorového genu. Bok$ak jedinec po
nékterém z rodit zdidi jiz jednu kopii tumor - supresorového genu matow, potom
stati aby mutace postihla jen jednu kopii genu - tuazdu (V této souvislosti se hatf@
tzv. Knudsonov teorii dvojiho zasahukdy prvnim zasahem je mySleno éddni” prvni
mutované kopie pod&kterém z rodit a jako zasah druhy je ozftwana mutace druhé
kopie genu v pibéhu Zivota). Lidé s &mito dédicnymi predpoklady maji znatetn

zvySenou Sanci, Ze u nich dojde k rozvotiitetho nadorového onemaani [12].
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4 GENOVE INZENYRSTVI

Spaiva v gidavani nebo ubirani titych Useki DNA a uplatiuje se wad odwtvi a
technologii [2].

4.1 Genova terapie

Genova terapie znamena vpraveni genetické informace doékura &elem l&ebného
acinku. Dosud pevazuji jeji aplikace ip cyklické fibr6ze a nadorovych onemaa,

vyplyvajicich z mutaci konkrétnich genNové znalosti nam umaaji nejen zlepSovat
stavajici Iéebné postupy, ale davaji i igiddo budoucna, kdy snad budeme schopéit |€
piimo picinu dédicnych onemoc#ni. Genova terapie bude v budoucnosti mozga ié

vétSinu nadorovych onemoéni.
Co vlastg musi byt splano, abychom mohli zah4jit genovou terapii?

» Musime znat fesnou picinu genetické choroby. Tedy musime znéspy gen(y),
jeho umistni, povahu produktu a hlayimechanizmus patologickéhgidku. Také
je poteba znat fesné sekvence zdravého genu. Procasnou experimentalni
genovou terapii jsou vybirany choroby, pro které jl@&ba neexistuje a které maji

velmi ©€zky, casto letalni pibeh.

» S ohledem na vySe uvedené poZadavky musime mirgpvgtvorenou strategii
genové terapie. Pokud je patologicky nedostateloggmo produktu, potom stia
dodaténé zaazeni nemutovaného genu kamkoliv do genoffisiysnych buék.
Pokud vSak patologickyigobi pozminény produkt mutovaného genu, potom je

nutné bd’ opravit mutovany gen nebo zablokovani tohoto genu.

» Souasti strategie je i volba vhodného vektoru (&@sa vytipovani cilovych buk

genoveé terapie.

» Genova terapie setthe pouze provad, pokud je Usgsne otestovana a schvéalena k
pouziti. K podstoupeni experimentalni terapie jdywpoteba souhlas pacientéi (
jeho zékonného zéastupce). Pro uziti genové terdpidou v budoucnosti
pravdEpodobrt prijaty zakonné i podzakonné normy [13].
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Samotné provedeni genové terapie zahrnuje:

>

Vytvoreni genetické informace (metodami rekombinantni DN#era je utena

pro transport do buik.

Vytipovani burtk, do kterych bude upravena geneticka informacsema Genova
terapie se riize provadt jak in vivo (kdy jsou cilové biky po celou dobu s@asti
organismu), takn vitro (kdy jsou cilové biikky z €la organismu nejprve odebrany

a po provedeni genoveé terapigbpraceny na své misto v organismu).

Vybér vhodného vektoru (nas), ktery bude pouzit pro vpraveni genetické
informace do cilovych buwk. MozZnosti je mnoho - n&pmechanické metody
(mikrojehly), chemické&:i fyzikalni metody (specifickym Zisobem umozni finik
gen. informace cytoplazmatickou membranou), samoDMA ¢i DNA v
komplexech s tznymi molekulami. V sotasnosti se vSak nejvice vyuzZiva
virovych vektofi (jde zejména o adenoviry a retroviry, které mefiggpnost inzerce
své gen. informace do genomu hostitelskaiklpy Do virovych kapsid je
zabudovana terapeuticka gen. informace (virova génje odstragna) a virové

vektory jsou aplikovany.

Po provedeni genové terapieijela pacieriitv stav pélivé monitorovat a vSimat si

jak zlepSovani zdravotniho stavu, tak i nastufppgeinych komplikaci [13].

Nevvhody genové terapie

Jak je vidt, genova terapieimasi spoustu vyhod. Existuji v3ak i stinné straméip

metody. Jsou to najklad:

>

>

Velmi vysoka finakini nar@nost takoveéto terapie.
Technicka a technologicka nérmst.

Nizka uspSnost terapie, pokud jsou problémy s "uchyceninédSené genetické

informace.

P pouziti virovych vektoll je geneticka informace do genomu vloZena vicegmeén

nahodr. Vneseny gen tak fiie narusit sekvenci jiného genu

Eticka problematinost [13]
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4.2 Klonovani

Klon je mnozina jedint o zcela shodném genotypu. Klonovani rostiidng po staleti a
nélezi ke klasickym metodam Sleghit rostlin. Je snadné, protoZe i vySSi rostliny lze
rozmnoZzovat nepohla¥n Metoda je prakticky nesminvyhodna, protoZze na rozdil od
rozmnozovani pohlavniho, tedy semeny, Zaje, Ze potomci budou ve vSech znacich

shodni s rostlinou rozmnozZzovanou — klonovanou.aheogejmé stejré snadné klonovat i

sx s o

4.2.1 Jak naklonujeme zvoleny gen?

Chceme-li pracovat stitym genem, musime si fidit vétSi paet kopii. Takove
naklonovani genu umdégje metoda zvana polymerazoigiezova reakce (ozhaje se

anglickou zkratkou PCR). K tomu gebujeme zjistit ptadi rekolika mélo nukleotid na

zatatku zvoleného genu a poté chemickou cestou ndsameane tzv. primer — kratky
Usek DNA, ktery je komplementarni ké&ku klonovaneho genu (tj. ma takovérgmbi

nukleotidi, aby se s nim paroval). Pomoci enzymu (teploiolné DNA-polymerazy) se
gen naklonuje (obr.3) [3].
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4.3 Geneticky modifikované organismy (GMO)

Kromé klonovani organisiin se uplatuji také metody zaloZené nd&eposu geih mezi
raiznymi organismy. #vodré se fedpokladalo, Ze se genyemaSeji pouze vertikain-
z rodict na potomky. Studium virvSak prokazalo moznost horizontalnihi@mosu, kdy

dochazi k vyminé genetického materialu meZiznymi organismy [4].

Procesy, kterym vnasime doithy cizi Usek DNA

» Transdukce, kdy vnaSime do hiky cizi usek DNA ¥lerény do virového

genoforu

» Transformace se provadi zejména u bakterii a kvasinek. Cizi gerumtle
zalenén do plazmidu. Jeho vstup do nitra Bkrumoziuje pisobeni elektrického
pulzu o vysokém naipi, kdy se na buftné s&né bakterie vytvedi pory a

plazmidova DNA vnikne dovnit

» Transgenozeje prenos ciziho genu do bkly. Transgenni organismus je geneticky

modifikovany [4]

4.3.1 Cojsouto GMO

Jako GMO lze ozt produkty genové manipulace v rostlinnénzivociSném organismu.
Tato modifikace spfiva v g'eneseni witého genu s charakteristickou vlastnosti z jednoho
organismu na druhyfgemz v girod Ize prenaset geny pouze jen mezi velrfibpiznymi
organismy. V ramci genového inZenyrstvi je vSak méogenaset geny i mezi geneticky
zcela rozdilnymi jedinci. Je tak mozZnéekonat mezidruhové reprodirk bariéry a

obohatit geonomy organisno nové geny.

Konegnym cilem genovych manipulaci jsou zejména

a) Zvysit vynosy, odolnost, nutmi hodnotu zerdélskych plodin

b) Zvysit produkci hospodékych zvfat, diibeze, ryb

c) Zlepsit chd, kvalitu, trvanlivost potravin

d) Pripravit I&iva a jiné biopreparaty ve vySSim mnoZzstvi a kvalit

e) Vypéstovat mikroorganismy vhodné pro ekologickteni vody, midy, pog.
jinych slozek Zivotniho prosdi [4]
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4.3.2 Prenos gei

Gen je pro lidské oko neviditelny. Abychom jej &id musime pouzit neftSiho z¥tSeni,
jakého je elektronovy mikroskop schopen. Ani s jeloonoci vSak nevime, kde je ktery

gen na DNA umigh. Proto se nedaji genygmaset jednoduse.

Priklad postupu fEnosu genu do bakterie je nasledujici:

1) Bakterie obsahuji malé kruznicové molekuly DNA naaye plazmidy.
2) Tyto uzawené molekuly mohou bytieruseny (oteteny) pomoci proteiin

3) Otewené plazmidy se ve zkumavce smisi s kousky DNAréktdhceme vloZit.
Nekteré se pilepi“ na misto peruSeni plazmidu a jiné enzymy umag@ pak

prilepeny Usek fipojit a plazmid opt uzawit.

4) Poté je plazmid, ktery nyni obsahuje Usek s novdorinaci, vnesen zp do

bakterie.

Ne vSechny rostliny jsou schopny plazmid agrobaktgiijmout. Pak se pouziva
drastttejSi metoda — genové&ld. Nepatrn&asteky zlataci wolframu slouzi jako naboje
a obali se DNA s geny, kterés e magmest. Pak se ,M&li“ do rostlinnych buék pomoci

miniaturniho ,&la“. Naboje putuji vysokou rychlosti, a tak pronknburgénymi sénami.

Veédci vyvinuli techniku, kterd umaitije zjistit, zda biitka gen pijala. Ke genu, ktery ma
byt vnesen, sefpoji znatka (marker). To je kratky usek DNA (dalSi gen),riktpomize
rozpoznat transformované ikky. Markerovy gen zgsobuje v transformovanych fikach
tvorbu bilkoviny, ktera po ozéni modrym sdtlem fluoreskuje, nebo jiné bilkoviny, ktera

jako enzym pemenuje bezbarvou latku na barevnou [4].

4.3.3 Prvni GMO

Mnoho bilkovin pouzivanych v |€kstvi se nedalo ziskat jinak nez z biologickych ptlro
jako jsou organy zvat, lidské &Ini tekutiny, lidské organy a tkénProces vyroby jedkdy
velmi drahy a pracny. Hlaénhrozi nebezp#, Ze tyto proteiny nejsou zcetsté (AIDS,
hepatitis B...).

Tyto lekasky vyznamné bilkoviny mohou také syntetizovat mdeganismy (bakterie,
kvasinky). Geny, které&idi jejich tvorbu, se &leni do bugk bakterii ¢i kvasinek
zpisobem, ktery je popsan vyse. Mikroorganismy seidjlitve velkych fermentorech v

tekutych Zivych roztocich a do nich poZzadovanokdvihu tSinou @Fimo uvohuiji.
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Z nich se snadno izoluje. Takto ziskana bilkovimagela totozna sigodni, i kdyz byla
vytvoiena GMO, a hlavhnemize enaset fivodce lidskych chorob. Vyroba je mnohem
levrejsi.

Prvni bilkovinou vytvéenou touto cestou byl v roce 1976 inzulin. Inzyénbilkovinny
hormon, které lidskéébo musi nut@ mit. Diabetici jej nemohou sami vyréb proto do
jeho objevu umirali. Dnes je inzulinfipravovan z GMO, bakterii nebo kvasinek. Ma
nejen tu vyhodu, Ze je dostupny v libovolném mnadzsale nenize obsahovat Zadné

Zivocisné patogeny Skodlivé pedoveka [4].

4.3.4 Nebezpéi konzumace GMO?

VSechny zivé organismy maji geny (DNA). Geny jsona$i strav vzdy gitomny —
v zelenirg, ve vejci, v jablku a také v bakteriich, které #@zidlo obsahuje — hygienicka
norma gipousti az sto tisic bakterii v gramu potravin ktieae ma piimérné 3000 gen).
Tedy kdo ji, ji DNA.

V kazdém jidle snime as@jovou IZtku DNA. Geneticky modifikované jidlo obsahuje
DNA pienesené z jiného organismu (objeasi tisicinu Spendlikové hlasky). Dlouhé

iettzce gef se v zZaludku rozlozi na mensi fragmenty, kteréssévi. Je naprosto
nepravédpodobné, Ze bydktery gen astal neporuseny. Kro#toho je prakticky nemozné,

aby nasSe sevni bakterie takovy neporuseny geiaby.

Presto se pravtoho odpirci GMO obavaji, jake isledky by ¥lereéni takového transgenu
do bakterii nitlo. Co kdyby to byl gen vykazujici odolnost k aitikam?

Zvitata jedi DNA steja jako ¢lovek. Krava, kterd dava mléko konzumuje DNA. DNA se
negresouva z travy do mléka ani do masa, je straveeai tédy mozne, abychom ,polkli®

DNA transgenu, kdyZ pijeme mléko od kravy, krmemésgenni kukitici.

NejprisrejSi vyzkumy prokazaly, Zze GMO nigustavuji vySSi riziko nez traak
vySleche&né rostliny, které se prodavaji [4].

4.3.5 Riziko pro prostiedi v disledku pritomnosti GMO

Prvni geneticka modifikace vznikla v laboratma p@atku 70. let. Od té doby se lidé

zajimaji o to, jaké mohou byt vlivy GMO némdu.
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Mozna rizika jsou nasledujici

1) Geny se uvahuji do prirody pylem — geny se mohou taktorgnaset z jedné
rostliny na druhou. Je to mozné mezi kulturnimitlneami a jejich planymi
piibuznymi, coZz by mohlo vést ke vzniku plevelnyctstlio, které by se velmi
obtizre hubily. Transgenni pyl by mohl opylovat i plan&ttmy piibuzného druhu.
Potomstvo takovéto rostliny by pakélm nékteré vlastnosti transgenni rostliny. Je
tieba se #zeni vyhybat. U &kterych plodin, jako jsou brambory, kukee, rage,
se u nas nevyskytuji planéilpuzné rostliny, se kterymi by se mohlkiZt. Repka,
travy a mrkev u nas plan&ipbuzné maji. Mze dojit k penosu gefn Technika
transgenoze jde kipdu a ma zjsob, jak penosu transgeénpylem zabranit —

transgen seipnese ne do jaderné DNA, ale do DNA plazimidieba chloroplast

2) Geny se do pirody prendseji semeny- jestlize se vifrodk Sii transgenni
semena, mohou se z nich vyvinout velmi Zivotaschomstliny a mohou vyttat

prirodni druhy.

3) Invazni rostliny — @i sklizni dojde ke ztratamiasti semen a hliz. DalSi rok z nich
mohou vyfist nové rostliny. Jestlize rostliny zesili fistedku své nové vlastnosti,
bude moznaétsi je v dalSim roce odstranit. Mohou dokonce omatzmstatni

rostliny na poli.

4) Vyvoj rezistence— plevely i hmyz si mohou vyvinout odolnost k pesiim, které
se proti nim po dlouhou dobu uZivaji. Plevely sehmostat odolné k herbidic,
hmyz k insekticidm. Situace je stejna u transgennich rostlin.

5) Hubeni neSkodnych organisni — predpoklada se, Ze rostliny odolné keidsam
budou néit pouze Skdce. Ale je vzdy mozné, Ze i jiné, a to u&ité organismy

Zijici na transgennich rostlinach nebo v jejichtlitd. Budou rovez prichazet do
kontaktu s toxinem, coz jedne posSkodit [4].

4.3.6 Legislativa o GMO

V EU se transgenni rostliny nesmi uvddo Zivotniho prosedi, ani se nesmi prodavat bez
piedchoziho povoleniCinnosti s transgennimi rostlinami se povoluji teppo pélivé

analyze rizika.

Smeérnice EU zavedly bezgaostni pravidla, podle nichz biotechnologové musiat o

povoleni dokonce opakovan raiznych fazich projektu:
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1) V laboratdi
2) Ve skleniku

3) Na pokusném poli — testovani na pokusném poli jeapovano za uva&ai do
Zivotniho prostedi.

4) Produkni pistovani — znamena uv&d na trh.

Pouzivani GMO je Ceské republice regulovano zakonem jiz od roku 20Gbuasné
doke je to zakore. 78/2004 Sb., o nakladani s modifikovanymi orgaayisa genetickymi
produkty.

Nikdo, ani genetici, nefite gedpowdét, jaké budou vlivy transgenniho zéaslstvi za
20, 100 nebo 500 let. To plati ale i pro rostlimgchtné tradénim zpisobem. Rozdil je
v tom, Ze GMO musi spbvat velmi gisna kritéria, zatimco rostliny Sle¢he tradénimi

metodami se mohouéptovat, aniz by podléhaly tést na nebezgmost pro prosedi a
bezp&nost ¥ pouZiti v potravinéstvi [4].
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ZAVER

Popsana tématika popisuje zavaznou problematikuyaliova zejména v budoucnu
realizovatelnych) technologii. Jsou uvedena zakléakta nezbytna pro pochopeni tohoto
oboru a jednotlivé vazby mezénito pojmy. Je mozZndici, Ze genové technologie
predstavuji skutou budoucnost biotechnologii, protoze vystihujisadni obrat
v moznostech genové ,Upravy” btknnejiizrejSich organism. V blizké budoucnosti 1ze
odhadovat prudky vyvoj znalosti tohoto oboru, srpbtkou realizovaného praktického
vyzkumu. Redpowd vyvoje snéri bude vlastéd obsahem budoucich let, které&iieme
nazvat érou genetiky (zejména molekularnililém znamena v nedavné dohalezeny
popis lidského genomu, kde je snaha o popséani getickych pro nejasgjSi (zejména
civilizaéni) choroby ¢lovéka. ReSenim dchto otdzek mimo problémy technické, bude
nutno vyesSit také problémy etiky. V poslednich letech rgzasistované reprodukce
¢lovéka bude doprovazen genovou diagnostikou (volba gwdhlzarodku, vytipovani
potencialnich chorob). Tato tzv. huménni genetikesinbyt ale v prv&ad zaloZena na
podrobné informovanosti lidi. Nesmime také zapornema tolik diskutované klonovani
¢loveéka, protoze tato skuteost grinese pravépodobrt mnohem zava#isi diskuze a
namitky Siroké vieejnosti. Progresivni technologie (tedy i genovéemgstvi) ginesou
kvalitativné nove typy léiv, které budou syntetizovany s ohledem na chosdbynamym
genovym pozadim. Molekularni genetika umozni tgiiésré urcit individualni genovy
stav a tedy s vysokym stugm jistoty gredepsat optimalni Iék. Budoucnosinese také
zcela nové technologie Vipraw ockovacich latek jako prevendady chorob. NMizeme
fici, Ze sodasny vyvoj genovych technologii je tak spontanm, gredpovidani jeho
budoucnosti se tadt ohledh podoba fantastickymipdstavam. Z uvedenych skénesti
Ize vyvodit¢asto citovany za¥r: ,, Lidé si po dlouhé staleti mysleli, Ze jejichdpucnost je

ve hwzdéach; dnes vSak vime, Ze budoucnost je v jejiclede'.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOL U A ZKRATEK

DNA  Deoxyribonukleovéa kyselina

RNA  Ribonukleova kyselina

MRNA Iformani RNA

tRNA  Transferova RNA

rRNA  Ribozomalni RNA

uv Ultrafialove z&eni

PCR Polymerazoviettzova reakce

GMO  Geneticky modifikované organismy
EU Europe Union (Evropska Unie)

Sh. Sbirka zédkan
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