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Slovo biotechnologie se dnes velmi €asto pouZiva, sta-
lo se téméf moédni, a mohl by vzniknout dojem, Ze bio-
technologie je tedy né&jaky velky objev z posledni doby.
Na druhé strang je zndmo, Ze mnohé vyznamné biotech-
nologické postupy, jako jsou vyroba piva, vina, syru atd.,
lidstvo vyuZivd uZ nékolik tisicileti. Jednim z rozhoduji-
cich €initelli, jenZ posunul biotechnologickou oblast do
popfedi soufasného zdjmu, jsou vSak hlavné nové moz-
nosti genovych manipulaci, které vzbuzuji opravnénou
nadé&ji, Ze tyto ainné zplsoby zédsahii do Ziv§ch systémi
najdou uplatnéni i v priimyslovych biotechnologickych
procesech. Nové biotechnologie tak budou pfimym po-
kraovanim pfevratného vyvoje molekuldrni genetiky
v poslednim desetileti.

Zvrat ve studiu genetické informace uloZené v mole-
kuldch DNA byl zpisoben zacdtkem sedmdesatych let
hlavné objemem restrikénich endonukleaz, enzymi, kte-
ré mohou 3$tépit molekuly DNA jen v mistech specific-
kych sekvenci 4—8 parti bazi. Hakovym Stépenim se daji

reprodukovateln& ziskat fragmenty DNA o velikosti né&-
kolika tisic aZ jen nékolika jednotek parii bazi. PouZiti
restrikénich endonukledz spolu s dal3imi enzymy meta-
bolismu nukleovych kyselin (DNA-ligdza, DNA-polymera-
za, polynukleotidkindza, termindlni transferédza, reverzni
transkriptdza, RNA-ligdza, riizné exonukledzy atd.) je za-
kladem technik a postupli oznafovanych dnes souborné
jako genové manipulace (nékdy se téZ pouZivaji terminy
genové inZenyrstvi, in vitro rekombinace DNA apod.).

Pred obdobim genového inZenyrstvi ziskdvala genetika
vétsinu svych poznatkdi o struktufe geni nepfimo —
z pozorovéani diisledkdi takovych biologickych pracesi,
jako jsou mutace a rekombinace. Jen v¢jime&né&, po vzda-
lené hybridizaci, bylo moZné sledovat projevy geni
v nepfibuzném hostiteli. Studium genomu bylo kompli-
kovédno tim, Ze molekuly DNA vétsiny organismii jsou
pFili3 komplexni a to znemoZiiovalo ziskat homogenni
vychozi material pro podrobng&jsi analyzu. SnaZ3i to bylo
pouze u né&kterych bakteriofag a vird, jejichZ genom je
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pom&rné maly. B&Zny preparat DNA z baktérif (asi 3 mi-
libny pardl bazi) je jiZ smési nahodilych fragmentd. Stu-
dium genomi vy33ich organismi, které jsou jesté asi ti-
sickrat obsédhlejsi neZ bakterialni, se zddlo proto nemoZ-
neé.

Dnesni techniky genovych manipulaci umoZiiuji vyjmu-
ti specifického tseku DNA z rdznych komplexnich smési
pfipojenim k vektorové molekule a pienos takto vzniklé
rekombinované molekuly do hostitelské buiiky. Pak sz
miiZze rekombinovana molekula DNA pomnoZit za vzniku
v podstatd libovolného mnoZstvi identickych kopii — coZ
se oznatuje terminem molekuldrni klonovéani. Po izolaci
1ze z této DNA zp&tng vystépit specificky isek naklono-
vané DNA v mnoZstvi dostatetném pro chemickou ana-
lyzu.

Jako vektoravé molekuly, které umoZni udrZeni cizo-
rodého tseku DNA v bakteridlnich buiikach, se vétdinou
pouziva geneticky upravenych plazmidi nebo bakterio-
fagh, jeZ jsou schopny se v buiice samostatné pomnoZo-
vat (jde o tzv. autonomnf replikény). Je vyhodné, kdyz
vektor nese genetické znaky, které usnadiiuji selekci
rekombinovangch molekul. NejEastéji jde o geny, které
prenaseji rezistence va&i riznym antibiotikim, popf. zpii-
sobi odli¥né zbarveni t&ch bakteridlnich kolonii, jeZ ob-
sahuji rekombinované molekuly.

Dnes se ukazuje, Ze i v pfirodé miZe nékdy dochézet
k v§m&n& genetické informace, a to dokonce i mezi riz-
nymi druhy crganismi. Molekularni klonovani mé v3ak
v porovnani s témito procesy daleko obecng&jsi pouZiti,
nebot rekombinace in vitro umoZiiuje témé&r necmezené
mnoZstvi kombinaci, pFiéemZ v podstaté vibec nezdaleZi
na tom, odkud pochézi Gsek DNA vé&len&ny do vektorové
molekuly — zda z viru, baktérie, vyssiho organismu nebo
zda byl syntézovan chemicky v laboratofi Tobr. 1). Mo-
lekularni klonovéni se tak stdvd diimyslnym néstrojem
pro analyzu genomi nejriizngjsich organismi.
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Obr. 1. Obecné schéma molekuldrniho klonovdni

Chemickd anal§za struktury gend je zaloZena na po-
znatku, Ze geneticka informace je v DNA zako6dovéna sle-
dem &tyf typlt dusikatych b4zi: adeninu, guaninu, cyto-
sinu a thyminu. V soufasné dob& jsou vypracovany me-
tody sekvenovédni DNA, které umoZiiuji zjistit pomérné
rychle piesné pofadi bazi v celé klonované molekule
DNA. Ve 3pi¢kov§ch laboratofich se ziskava sekvence

rychlosti pribliZn& 1000 pard bdzi na jednoho pracovni-
ka za den. V soudasné dob& je osekvenovéno uZ celkové
nékolik milionii pardt bazi a tato informace je uloZena
ve velkych databazich.

DilleZitou pFednosti postupu molekuldrniho klonovéani
je nejen umoZnénf izolace a strukturni analyzy genu, ale
i jeho znovuzavedeni do bun&k bud stejného, nebo i od-
lifného druhu. Po takovém piekondni mezidruhovych ba-
riér lze sledovat projevy genl v ridznych hostitelich.
Moznost vyhledat a pFenaset izolovany gen mé piimé po-
wZiti v konstrukci vysoce produkénich kmenti primyslo-
vych mikroorganismii. UZ sama skutetnost, Ze gen, kte-
ry koéduje Zadany produkt, je prenesen na plazmidovy
vektor a tim je pFitomen v plivodnim hostiteli v nékeli-
ka kopiich, se v&tSinou projevi ve zvgySené produkci.

SloZit&j3i je situace pfi pFenaseni #ivotisngch genf do
mikrobialnich hostitelii. Souvisi to s tim, Ze genom Vy3-
ich, eukaryotickych organismi je organizovan odlisn&
neZ u niZ$ich, prokaryotickych organismi. V eukaryotic-
kfch chromozomech je zépis genetické informace pro
bilkovinné produkty pfetrZity, k6dujici oblasti jsou pie-
rufovédny sekvencemi se zatim nezndmou funkci( tzv.in-
trony) a &asti genu se k sob& poskladaji aZ na drovni
prepisu RNA. K pfevodu informace z RNA zpét do DNA,
do podoby, kterd je uZ pfijatelnd pro bakteridlni hostite-
le, 1ze vyuZit enzymu reverzni transkriptdzy. Timto zpi-
sobem byly izolovany napf. i lidské geny pro interfercn,
inzulfn, ristovy hormon a jiné fyziologicky diileZité bil-
koviny a v soufasné dob& jsou uZ jejich farmaceutické
preparaty priimyslové produkovéany.

Techniky genovych manipulaci vsak umoZiiuji nejen
ptipravu kdysi vzécnych pfirodnich bilkovin ve vétsim
mnoZstvi, ale dnes oteviraji i Gplné nové pole zatim ne-
tusenych perspektiv. MoZnost izolcvat gen, zjistit jeho
primarni strukturu, v sobg zaroveii skryva moZnost do
zjisténé genetické infromace zasdhnout, cilen& zmé&nit
pofadi bazi v DNA a tim definované zménit i pfislu3né
aminokyseliny v bilkovinném produktu. Vytvédfeni a
zkouméani nékolika variant piivodni bilkoviny, tzv. pro-
teinové inZenyrstvi, je nejen fascinujici z hlediska zé&-
kladnfho poznéni, ale v budoucnu miZe vést k pfipravé
tpln& novych bilkovin — napf. enzymit s piZadovanou
pFedem urcenou specifitou.

Pomoci cilené mutageneze je moZno zménit jen uréi-
tou malou &ast prirodniho genu, napf. kodon pro jednu
aminokyselinu. Soucasné metody chemické syntézy DNA
viak umoZiiuji sloZit z kratkych syntézovanych sekvenci
celé umdlé geny, jejichZ sekvenci si miZeme libovolné
urdovat. Existuji téZ moZnosti jak spojovat tiseky genfl
pochézejici z riznych organismil, popf. je kombinovat
se syntetickymi tseky a tyto fizované geny pak koduji
tzv. hybridni bilkoviny.

Zatim se nedd vidy predpovédét, jak budou hybridni
geny organismem pfFijaty a jak bude Zivd buiika zacha-
zet s bilkovinnymi produkty t&chto geni. Pokrok v této
oblasti vyZaduje jesté mnoho dalsiho poznéni, a to ze-
jména na Grovni regulace projevu geni. Resenf praktic-
kych otdzek pfFi aplikaci genov§ch manipulacf v novych
biotechnologiich pfimo souvisi s pokroky zékladntho vy§-
zkumu a nedd se od n&j oddglit.

Hostomsk§, Z.: Genové manipulace. Kvas. pram, 31, 1985, & 7—8,
s, 147—149.

prehledny prispévek sleduje vyvoj metod genovych manipulaci
a jejich vliv na vznik novych biotechnologil. V této souvislosti
jsou diskutovany techniky molekuldrniho klonovéni, sekvenovani
DNA, chemické syntézy DNA, cilené mutageneze a konstrukce hyb-
ridnich genii, které mohou byt po pfeneseni do vhodngch hosti-
telskych organisml vyuZity v biotechnologické praxi.

Tocromckd, 3.: lennbie manunyasuuu. Ksac. mpym. 31,
1985, Ne 7—8, ctp. 147—149.

IMpeanaraemasi CTaThs PaccMATPHBAET Pa3BHTHE METOJOB
TeHHBIX MAHHNYJANHA H HX BJHAHHE HAa BO3HHKHOBEHHE
HOBHIX GHOTeXHoJOrHil. B cBs3W, ¢ 3THM OGCYXKAAlOTCH Me-
TOAB  MOJEKYJASPHOTO  KJOHHPOBAHHS, CEKBEHHPOBAaHHH
JIHK, xumuueckoro cuurtesa JIHK, cafiT-paiipektenl My-
TareHe3a M KOHCTPYKIHH THGPHIHBIX TeHOB, KOTOpPblE MO-
ryT GHITH TepeHeceHH B MOAXOAsAlIHE XO3AMCTBEHHLIE Opra-
HH3MBI M HCIOJb30BaHH B GHOTEXHUJOTHUECKOH NPaKTHKe.
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Hostomsk§, Z.: Gene manipulations and classical genetics, Kvas.
priim, 31, 1985, No. 7—8, pp. 147—149.

The review article folows the development of methods of gene
manipulations and their impact on the rise of new biotechnolo-
gies. In this connection the techniques are discussed, including
molecular cloning, DNA sequencing, chemical synthesis of DNA,
site-directed mutagenesis and construction of hybrid genes which
could, after transfer into convenient host organisms, be used in
biotechnology.

Hostomsky, Z.: Genmanipulationen und die klassische Genetik. Kvas,
priim. 31, 1985, Nr. 7—8, S. 147—149.

Dieser Reviewaufsatz folgt die Entwicklung' von Methoden der
Genmanipulationen und ihren Einfluf auf die Entstehung der neuen
Biotechnologien. In diesem Zusammenhang sind diskutiert die
Techniken von Molekuldrklonierung, DNS-sequenzierung, chemischer
DNS-synthesis, site directed Mutagenese und Konstruktion von
Hybridgenen, die nach der Uebertragung in die geeigneten Wirts-
organismen in der biotechnologischen Praxis benutzt werden
kdnnen.



