Definice genového inzenyrstvi

Genoveé inZenyrstvi se zabyva vytvarenim pozmeénénych €i novych
genu nebo pfipravou novych (,nepfirozenych®) kombinaci genu a
jejich zavadénim do genomu organizmu s cilem rekonstruovat jejich
genetickou vybavu a vytvaret tak geneticky modifikované anebo
transgenni organismy.

Metodickym zakladem genového inzenyrstvi jsou manipulace

s DNA in vitro (klonovani genu a jejich upravy) a cilené zmény
genetické informace provadéné in vivo

Aplikace Gl: moderni (molekularni) biotechnologie



Genové inzenyrstvi (sylabus prednasky 2020)

1. Osnova prednasky, definice genového inzenyrstvi a jeho struéna historie,
studijni literatura. Optimalizace exprese klonovanych genu (faktory ovliviujici
expresi genu v cizich hostitelich; aroven transkripce, translace, export proteinu)

2. Mutageneze in vitro (metody zalozené na restrikénich mistech, metody zalozené
na mutagennich oligonukleotidech, kazetova mutageneze, vyuziti
modifikovanych tRNA)

3. Klonovani genu v grampozitivnich bakteriich

4.  Klonovani genu v kvasinkach

5. Klonovani genu v rostlinach, priprava transgennich rostlin
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Klonovani gent v zivoc¢iSnych bunkach, vektory pro prenos gent do savcéich
bunék, selekéni markery pro vyhledani klonti obsahujicich cizorodou DNA

7. Vnaseni genu do zarodeénych bunék mysi, priprava transgennich savcu
8. Cilena exprese cizorodych gent v bunkach a tkanich vyssich organismu
9. Opravy dédiénych defektl u zvirat metodami genového inzenyrstvi

10. Editace genomu in vivo, meganukleazy, systémy CRISPR/Cas

11. Priprava farmakologicky vyznamnych latek v prokaryotickych a eukaryotickych
organismech. Vyuziti metod rekombinantni DNA k pripravé vakcin a protilatek.
Identifikace produkti rekombinatnich gen.

12. Pravidla pro praci s geneticky modifikovanymi organismy, novelizovany zakon
78/2004 Sb., rizika pfipravy GMO. Povinné Skoleni pro studenty.
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Vyuziti genového inzenyrstvi

Ve vyzkumu: studium struktury, funkce a exprese genu (genomul)

V praxi (Moderni biotechnologie):
1. Priprava latek vyznamnych v lékarstvi, zemédélstvi a primyslu

« vnaseni cizorodych gent do nepribuznych organizmu a ziskavani
produkti ve velkém mnozstvi — prekonani reprodukcnich barier

2. Priprava latek s novymi vlastnostmi pozménovanim stavajicich
gentl nebo vytvarenim novych genul — enzymy, protilatky, vakciny aj.

3. Pozménovani a zlepsSovani vlastnosti organizmu - vytvareni geneticky
modifikovanych n. transgennich organismu (GMO)

« priprava mikroorganizmu pro biotechnologie,

« zvysSovani vynosu kulturnich rostlin a uzitkovosti hosp. zvirat
(odolnost viici chorobam, Skiidcim nebo zevnim vlivim,
produkce cizich latek v télech rostlin a zvirat)

* genové terapie



Predpoklady pro cilené genetické manipulace

+ |dentifikovat geny a stanovit jejich funkce

* lzolovat geny a cilené je in vitro (in vivo)
pozmeénovat

- Prenést vhodnym zpusobem upravené geny do
puvodnich nebo jinych (nepfibuznych) organismu
a zajistit jejich expresi (heterologni expresni
systémy)



Etapy vzniku a vyvoje genoveho inzenyrstvi

Poznani zakladnich procesti prenosu genetické informace
1970 — izolace prvniho restrikéniho enzymu

1972 — priprava prvnich rekombinantnich molekul DNA in vitro
1973 — zacatek klonovani genu

1975 — Asilomarska konference, moratorium NIH (1976)

1976 — prvni pravidla prace s rekombinantni DNA

1977 — prvni rekombinované molekuly DNA nesouci savéi geny
1977 — zavedeni metod sekvenovani DNA

1978 — priprava lidského inzulinu v bakteriich
(od r. 1982 vyrabén komeréné), zalozeni fy Genentech

zavedeni technik mutageneze in vitro — proteinové inzenyrstvi

priprava transgennich organismu (bakterie, kvasinky,rostliny,
zivoc€ichové)

1980 — prvni pokusy o genovou terapii
1997 — klonovani zivocichu

~2000: zavedeni technik editace genomli



