Veronika Gresakova

Cesty mutageneze

Dlouhodobé preziti zZivocisnych druht je podminéno jejich schopnosti ménit
vlastni genetickou informaci a pod vlivem pfirozeného vybéru se tak nasledné
lépe prizpuisobovat ménicim se zZivotnim podminkam. Spontanni zmény - muta-
ce — mohou sice byt pro svého nositele piinosem, ale ve vétsiné piipadi ho spise
znevyhodni nebo jsou z pohledu nositele neutralni. Navic mohou byt mutace
v nékterych pripadech vyhodné a jindy nevyhodné. A prave na zakladé celkové-
ho efektu mutaci na své nositele vybira nakonec prirodni selekce v danou chvili
prospésnéjsi genové varianty, kterym umozni $itit se v populaci. Pfirozena bio-
logicka evoluce je proto ze své podstaty tizce propojena s prirodnim vybérem
a zcela zavisi na prirodnich mutantech. Naopak cilené vytvareni mutantnich
forem organismu clovékem predstavuje jeden ze zakladnich pilifu genetického
vyzkumu. Rozmach metod vyuzivanych k dpravé genetického kédu se podepsal
na celkovém smérovani biologickych disciplin. Mutageneze od fyzikalnich, pres
chemické aZ po nejaktualnéjsi biologické uzivame ve snaze o pochopeni moleku -
larni podstaty riaznych jevi. Mame nadéji, Ze toto pochopeni prinese lepsi
budoucnost v podobé efektivni 1écby geneticky podminénych onemocnéni.
V nasledujicich radcich se pokusim pfiblizit zdkladni principy mutageneze

a pivodni i novéjsi mechanismy, které je mozné nyni vyuzit.

Zijeme v (post)genomické ére, kdy mame
k dispozici obrovské mnozstvi neustéle se
rozsifujicich dat a informaci o celych ge -
nomech (tedy veskeré genetické informa-
ci ulozené v DNA piislusného organismu)
stéle vétsiho poctu organismu. Precten{ ve-
gkeré lidské DNA (lidského genomu) bylo
dokoné&eno v r. 2003 (bliZe viz Ziva 2016,
5:203-206) a od té doby se podatilo ptre-
Cist jiz tisice dalsich eukaryotnich geno-
mu. Nejzajimaveéjsi a také nejdilezitéjsi
soucasti genomu jsou pochopitelné geny,
prestoZe tvoii jen mensinu genetické infor-
mace. U drtivé vétsiny genti a z nich odvo-
zenych proteinti ale nemame ani zdani
o jejich funkci. Pravé snaha ziskat tyto infor-
mace zpusobila rozvoj nového odvétvi ge-
netiky — vznikla funkénf genomika, jejimz
hlavnim cilem je hledani gent a uréovani
jejich funkce. Pracuje na nékolika drovnich.
Na zékladé podobnosti genetické sekven-
ce, spolu s identifikaci zndmych motiva
(tzv. domén) a moznosti pfedpovédét final-
ni strukturu proteinu dokaZeme pomoci po -
¢itacové simulace vytipovat pravdépodob -

né funkce genu. Takovy pfistup se nazyva
in silico, coz znadi ,,spocteno pocitatem
nebo zjisténo pocitatovou simulaci®. Z uve-
denych metod vzesla komparativni (srov-
névaci) genomika porovnavajici genomy
(a geny) riznych organismi. Operuje opét
na nékolika trovnich. DokaZe napft. porov-
nédvat samotné genomové sekvence nebo
kratké useky geni pfepisované do RNA
(tzv. transkripty; Expressed Sequence Tag,
EST databéze). BohuZel v mnoha piipadech
tyto pocitacové simulace nebo metody za-
loZené na srovnéni s jiZ znamymi geny
selhavaji, protoze podobnost nezndmého
genu s jiz popsanymi je tak mald, Ze ani
pocitacova simulace nepfinese vysledky.
Proto nezbyva nic jiného, nez studovat
organismy, které maji nami vybrané geny
manudalné pozménéné — mutované.

V tomto ptfipadé mtzeme funkci gent
u vicebunéénych organismu studovat in
vitro, tedy nap¥. prostfednictvim bunéc-
nych linif nesoucich mutaci ve svém geno-
mu a jejichZ projevy sledujeme. Nebo néas
zajima struktura a slozeni samotného pro-
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teinu, ktery si v riznych modifikacich (mu-
tacich) miizeme pfipravit v Zivych burikach
a nédsledné ho extrahovat a pouzit na dalsi
experimenty. Dalsi moZnosti funkéni geno-
miky je studie in vivo, tedy préice s Zivym
organismem (obratlovci, hmyz, rostliny,
jednobunétné organismy atd.), u néhoz
doslo ke zméné v genu, ktery nés zajima.
Aktuédlné dokazeme tyto geny pozménit
hned nékolika zptisoby — iiplné je vypnout,
ale také pozménit jen velmi kratké tseky,
abychom zjistili, jak moc dtlezité jsou pro
cely protein.

Existuji dva zdkladni pFistupy studia
funkce proteinti in vivo. Prvni, tzv. pfima
genetika vyuziva pfirozenych nebo uméle
vytvofenych mutantt, ktefi jsou rozezna-
vany na zakladé vnéjsiho projevu — feno-
typu (barva srsti, délka ocasu, tvar lebky
apod.). Nasledné se pokousi odpovédét
na otazky typu, jak se dédi dana vloha, zda
vznikl fenotyp nasledkem jedné nebo vice
mutaci a jaky by byl fenotypovy projev
potomki dvou riznych mutantt. Tento pii-
stup patii k zastaralym, v dobé pfed roz-
vojem molekularnich metod bylo nejdi-
lezit&jsi ziskat u studovaného organismu
dobfte ,,viditelny* projev — urcity fenotyp —
a ten pak studovat, spise nez zjistovat geny,
které jsou za néj odpovédné. Metoda byla
zaloZena na vytvoreni ndhodné mutace,
ktera se muze odehrat kdekoli v celém ge-
nomu buiiky a nenf proto nijak cilena.

V dnesni dobé jsou znadmy (pfecteny)
vSechny geny modelovych organismu, nyni
je snahou védct popsat funkce kazdého
jednotlivého genu. Proto vznikl i opa¢ny
piistup, ktery postupuje od genu k jeho pro-
jevu (fenotypu). Pravé s vyvojem novych
metod genetického vyzkumu, schopnych
analyzovat funkci gent na zdkladé jeho
cilenych zmén (mutaci), se objevil i novy
piistup — reverzni genetika, kdy biologic-
kou funkci genu zjistujeme jeho vytaze-
nim nebo naopak pfidanim do organismu
a podle potieby jeho cilenou aktivaci/de-
aktivaci. V reverzni genetice tedy startov-
ni bod tvofi gen. Hlavni snahou je modi-
fikovat tento gen nebo jeho expresi (cestu
k pfepsédni do proteinovych molekul) ana -
sledné detailné popsat fenotypové dusled-
ky modifikace. Klicovym parametrem musi
byt snaha nenarusit rozmnozZovaci schop-
nost modelového organismu, protoZe pak
by 8ance na ziskdni homozygotniho potom-
ka, tedy jedince s mutaci jak v otcovské,
tak v matciné alele genu, byla téméf nulo-
va. Celogenomové sekvenovani odhalilo
velké mnozstvi gent, jejichz funkci ne-
zname a ani ji nejsme schopni jednoduse
piredpovédét. Pravé proto se staly vysoce
vykonné postupy reverzni genetiky klico-
vymi v postgenomické éfe.

Pfi snaze o zjisténi funkci genti se uplat-
Nuji obé zminéné strategie, tedy na zékla-
dé studia fenotypu i genti. P¥imy geneticky
piistup vsak dokaze definovat roli gent,
i kdyz neméme Zadnou pfedstavu o moz-
né funkci a zkoumame ji tedy bez ,,pfed-
sudkt a pfedpokladt“. Mnohé postupy
funkéni genomiky vyuzivaji tvorbu nulo-
vych mutantd, ktefi maji iplné vyfazenou
produkci funkéniho proteinu. Metody re-
verzni genetiky mtZeme rozdélit do dvou
skupin. Prvn{ zahrnuje pfimou mutagene-
zi pomoci chemikalii ¢i vloZeni fragmen-
ti DNA (transpozonil) do genu. Zatimco
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1 Typy mutageneze s piiklady jednotli-
vych mutagenti, tedy latek, které mutaci
na trovni DNA zptsobuji. Prvotni ¢lenéni
spociva v typu mutagenu. Nasledné se
zde rozlisuje princip vyvoldni mutaci —
v pfipadé fyzikalni mutageneze se uplat-
fiuje piima radiace, nejcastéji zafeni gama
nebo ultrafialové, ¢i samotné ozafovani
¢asticemi, jako jsou neutrony nebo alfa,
resp. beta. Chemické mutageny vyuzivaji
nékolik zptisobt tvoreni mutaci — klicové
je zavedeni zmény v parovani bazi, bud
pomoci pfenosu alkylovych skupin na
DNA, nebo prostfednictvim analogi pt-
vodnich nukleotidt. Biologické mutageny
manipuluji DNA pro né vlastnim zptso-
bem. Zaclenuji rtizné sekvence nukleovych
kyselin do genomu pomoci inzerce, nebo
programuji a reguluji expresi proteint
na vsech urovnich (jak DNA, tak RNA).
EMS — etylmetansulfonat, ENU — etylni -
trozomocovina, 5-BU — 5-bromouracil,
2-AP — 2-aminopurin, ZNF — nukleazy se
zinkovymi prsty (Zinc Finger Nucleases),
TALEN — TALE nukleazy (Transcription
Activator-Like Effector Nucleases),
CRISPR (Clustered Regularly Interspa-
ced Short Palindromic Repeats),

RNAIi — RNA interference. BliZe v textu

2 Princip fungovén{ transpozonu a jeho
vlozeni do hostitelské DNA. Samotny
transpozon kéduje sekvenci genu trans-
ponézy, tedy klicového enzymu odpovéd-
ného za vystépeni a vloZen{ transpozonu
do cilové sekvence. Transponaza deteku-
je vazebna mista na okrajich sekvence
transpozonu, které nasledné nastfihne

a pak se ,,pfipoji“ na transpozon. Tento
komplex se pfesouva na cilové misto,

kde transpondaza rozstiihne sekvenci

a vlozi do ni DNA transpozonu.

3 Chiméra (vytez) od italského renesan-
¢ntho malite Jacopa Ligozzi (1547-1627).
Prevzato z Wikimedia Commons,

v souladu s podminkami pouziti

druha strategie vyuziva metody ovliviiuji-
cf funkci genu (napt. sniZzenim tvorby pro-
teinu, jemuZ gen odpovida, nebo jeho tpl-
nou eliminaci). Zakladem obou p¥istupt je
mutageneze (obr. 1).

Chemicka mutageneze

Pro vytvofeni souboru mutantnich orga-
nismu se vyuzivaji hlavné dvé skupiny
chemickych latek — alkyla¢ni ¢inidla nebo
analogy nukleotidovych bazi, které se za -
¢lentuji do nové vznikajictho fetézce DNA
v pribéhu replikace. P¥ikladem jsou 5-bro-
mouracil (5-BU) nebo 2-aminopurin (2-AP).
K vytvofeni ndhodnych bodovych mutaci
v genomu nejcastéji slouzi alkyla¢ni ¢inid-
la etylmetansulfonat (EMS) a etylnitrozo-
mocovina (ENU).

Etylmetansulfonéat odpovida za alkylaci
guaninovych bézi (jedna ze ¢tyf nukleoti-
dovych bazi tvoficich molekulu DNA), coz
zpusobi, Ze se guanin bude misto s cyto-
zinem spojovat s thyminem, ¢imz se v ko -
necném dusledku zméni geneticka infor-
mace v daném misté.

Chemicka mutageneze je nastrojem jak
reverzni, tak pfimé genetiky. Protoze jde
ale o ndhodnou mutagenezi, je vhodngjsi
pro pfimou genetiku, kterd zkouma zmé-
nény fenotyp po vyvolani mutace, a tepr-
ve pak zjistuje, které zmutované geny jsou
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za tento fenotypovy projev odpovédné.
V reverzni genetice ma vsak sva omezeni.
Existuji tiseky genomu nachylngjsi k mu-
tacim, ale pokud cilovy gen leZi v oblasti
s nizkym vyskytem mutaci, nemusi se po-
dafit ho pomoci chemické mutageneze
zménit. Obecné je pfi takové mutagenezi
nutné vysokd ddvka mutagenu, kterad vzdy
vede k mnohonasobnym mutacim i mimo
cilové geny, takZe nasledné musime neza-
douci mutace odstranit opakovanym kiize -
nim s pivodnimi nezmutovanymi jedinci
(tzv. outcross, Hardy a kol. 2010). Nedavno
byla napt. vytvorena velka sbirka mutanti
modelové rostliny husenicku rolntho (Ara-
bidopsis thaliana), ¢itajici az 3 712 linif,
pricemz bylo zjisténo, Ze se jedna mutace
vyskytuje na dseku dlouhém v priméru
89 tisic nukleotidti. To bohuZzel znamena, ze
kazda mutantni linie huseni¢ku obsahuje
nékolik stovek mutaci. V praxi je zcela ne-
mozné takovy pocet selektovat postupnym
k¥izenim s nezmutovanym jedincem tak,
aby méla dand linie jedinou mutaci, kte-
rou by 3lo nasledné studovat a analyzovat
(Martin a kol. 2009).

Inzercéni mutageneze

Myslenka této metody je zaloZena na prin-
cipu ndhodného vélenéni (inzerce) cizoro-
dého tseku DNA, jakym je napt. transpozon

nebo retrovirus, do genomu (obr. 2; viz téz
¢lanek na str. XLVII a déle v textu). Tako-
va inzerce do oblasti DNA, ktera kéduje
urcity gen, mtZe pak vést k mutagennimu
efektu a pozménéni funkce genu. Bohu-
zel pii pouziti této metody se vystavujeme
riziku, Ze ztrata funkce pfislusného genu
bude jen ¢éstecnd, coz mutiZe byt zptsobe-
no vlozenim bud do promotorové oblas-
ti genu (tedy ¢asti DNA nutné ke spusténi
jeho transkripce), nebo do takovych oblasti
DNA, v nichZ po inzerci a nasledném pte-
pisu genu vznika zkraceny protein, ktery je
stale alesponi ¢astetné schopen vykoné-
vat svou ptuvodni funkci. Pokud zvolime
inzer¢ni mutagenezi, mtze dojit také ke
vzniku nespecifickych mutaci (jako v pii-
padé chemické mutageneze), celkovy po-
¢et zmén v DNA je ale nesrovnatelné nizsi
(Hardy a kol. 2010).

Transpozontum se také nékdy rika ,,ska-
kajici geny“, za coz vdéci své schopnosti
pohybovat se v genomu. V pfipadé muta-
geneze témito elementy 1ze obnovit ptivod-
ni stav genu za pouziti spravné transponéa-
zy — enzymu odpovédného za pfemisténi
transpozonu, resp. jeho vyjmuti z cilového
genu a vloZeni do nového mista v genomu.

Transpozony se hojné vyuzivaly pro vy-
tvofeni rozsahlych sbirek mutantd riz-
nych modelovych organismt. Mnozstvi
mutantnich linif hddatka Caenorhabditis
elegans bylo ziskdno pomoci transpozo-
nu Tc1, ktery se nachazi v mnoha kopiich
ve vech kmenech hadatka. Pozdgji se ptre-
$lo na transpozon Mos1, ktery mé pouze
jednu kopii. U ryby dénia pruhovaného
(Danio rerio) se uplatiiuji oba postupy in-
zer¢ni mutageneze — transpozony i retro-
viry. Také vyzkum provadény na octomil-
ce Drosophila melanogaster se neobesel
bez inzeréni mutageneze. Pomoci mobil-
nich transpozond, tzv. P elementt, speci-
fickych pravé pro octomilku, bylo ziskdno
vice nez 6 tisic genovych mutaci. Mnozstvi
dalsich linii vzeslo z pouZziti piggyBac trans-
pozonu, ktery ma mimofddnou schopnost
pfesouvat pozadovanou sekvenci z vektoru
do chromozomu, a nejenom v ramci chro-
mozomu jako u vétsiny ostatnich transpo-
zonu. Nejvétsi sbirka inzer¢nich mutantt
existuje pro my$ domaci (Mus musculus),
zahrnuje 100 tisic nezavisle zmutovanych
embryonalnich kmenovych bunék. Tyto
totipotentni builky, tedy schopné dife-
rencovat se v jakykoli typ buiiky, se vlozi
do hostitelského embrya v prabghu jeho
vyvoje (bliZe napf. Ziva 2016, 4: 150-154
a 1: 7-9). V nasledujici etapé se zmutova-
né buniky mohou zapojit do tvorby kterého-
koli organu. Vysledkem bude tzv. chiméra —
organismus tvofeny burikami ptivodnimi
i mutantnimi (obr. 3).

Programovatelné nukleazy

Programovatelné endonukledzy jsou en-
zymy schopné rozpoznat specifické sek-
vence v genomu a ndsledné v daném mfis-
té prerusit obé vlakna DNA (obr. 4). Zlomy
v DNA zvysuji efektivitu homologni re-
kombinace (HDR — Homology Directed
Repair) a spoustéji nehomologni spojova-
ni koncti (Non-Homologous End Joining,
NHEJ; viz také str. 70 této Zivy), které mé
za nasledek mutagenezi. Pfi homologni re-
kombinaci je pro opravu nutna pfitomnost
homologniho (tj. sekven¢né identického)
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vlakna DNA bez zlomu, takZe pokud buii-
ce poskytneme nami upravenou homolog-
ni DNA, pouzije ji poté na opravu. Jestlize
burika nedokaze danou homologni sekven-
ci detekovat, spusti nahradni plan — NHE].
Nehomologn{ spojovani nepotfebuje zadny
homologni templét a ¢asto vytvari INDEL
mutace (spocivajici v inzerci nebo deleci
nékolika part bazi na okrajich zlomu). Zjed-
nodusené fec¢eno, dvouvlaknovy zlom na
DNA se zahlad{ a opétovné spoji, ale s jis-
tou chybou (mutaci). Homologni rekombi-
nace probiha pfevazné v S nebo G2 fazi
interfaze bunécného cyklu, kdy se burika
nedsli (v S fazi se syntetizuje DNA, v G2 fazi
se burika pfipravuje na rozdéleni). NHE]
muiZe nastat béhem celého cyklu. Techno-
logie vyuzivajici tento princip prodélava-
ji pomérné bouflivy vyvoj. V minulosti se
pouzivaly pouze nukleazy s tzv. zinkovymi
prsty (Zinc Finger Nucleases, ZFN), pak se
objevily dalsi typy programovatelnych en-
donukleédz. V r. 2011 vstoupily na scénu
vyzkumu TALE nukledzy (Transcription
Activator-Like Effector Nucleases, TALENS)
a jako posledni se k nim pfidaly RGEN
(RNA-Guided Engineered Nucleases).

Vsechny vyse zminéné nukleazy fungu-
ji stejnym mechanismem — §tépi chromozo-
movou DNA ve specifickych mistech, ¢imz
spoustéji systém pro opravu rozstépené
DNA a zpusobuji tak genovou modifikaci.

ZFN maji dvé domény, jedna se vaZe na
DNA pravé pomoci zinkovych prstt a dru-
hé obsahuje nukledzovou doménu odvo-
zenou z Fok1 restrikéniho ($tépictho) en -
zymu. Pro plnou funkci jsou zapottebi dvé
molekuly této nukleazy, které jsou pak
schopné spolecné stépit DNA. Nevyhoda
ZFN spociva v limitované délce vkladané
sekvence, ktera p¥i kondicionalnich knock-
out konstruktech mtize byt i tisice bazi
(viz dale v textu).

TALEN maji podobnou strukturu jako
ZFN. Na jednom konci nesou Fok1 nuklea-
zovou doménu, pro navazani DNA ale vy-
uzivaji odlisnou doménu — Transcription
Activator-Like Efector (TALE). Kazd4 TALE
doména rozezndva jednu bézi ve velkém
zlabku DNA. Tyto nukleazy jsme tak schop-
ni pouzit na jakoukoli cilovou sekvenci
(Hyongbum a Jin-Soo 2014).

Dalsi moznosti je vyuZit pro mutagenezi
RNA. Jednovlédknova ribonukleové kyseli-
na (single stranded RNA, ssRNA) vznika
pfepisem jednoho ze dvou vladken dvou-
groubovice DNA (double stranded, dsDNA)
a nasledné slouzi jako templat (mediéto-
rova RNA, mRNA) pro tvorbu proteinu.
Prvni metodu zacilenou na tento mezikrok
proteosyntézy predstavuje RNA interferen -
ce (RNAI). Zakladnim principem je zame-
zeni pfepisu mRNA do podoby proteinu.
Metoda je zaloZena na vpraveni specifické
sekvence dvouvlaknové RNA (dsRNA), jeZ
odpovida svou sekvenci cilové ssRNA genu,
ktery chceme vypnout, do cytoplazmy bu -
nék. Po vpraveni dsRNA se totiZ v buiikdch
spusti pfirozené obranné mechanismy,
protoze dvouvldknova RNA se normalné
v burice vyskytovat nesmi. Proto tyto me -
chanismy rozstépi cizorodou dsRNA mole-
kulu na mensi dseky jednovldknové RNA,
ktera pak ale vyhled4 kompatibilni pfiro-
zenou ssRNA. Tak vznikne nepfirozend
dsRNA, opét nésledné eliminovand obran-
nym mechanismem. Timto procesem se
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postupné vytadi veskerd ssSRNA pro dany
gen a nedochazi k tvorbé pfislusné bilko-
viny. Velkou komplikaci spojenou s RNAi
je samotny proces vneseni cizorodé mole-
kuly RNA do bunék (vice v nésledujicim
¢lanku A. Moravkové na str. XLVII).

Vyuziti RNAi v uml¢ovéani vybranych
gent vsak otevielo dvete také dalsim tech-
nikdm. Mezi nejaktudlngjsi a mimoradné
Uspésné patii metoda nazyvané zkracené
CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Inter-
spaced Short Palindromic Repeats). Tato
metoda vyuziva RNA, aby dokézala efek-
tivné pozmeénit samotnou DNA bunék. Po-
moci guide RNA (gRNA) najde specific-
ky tdsek na dvousroubovici DNA. Aktivuje
se komplex Cas9 — zpusobi rozstfizeni pi-
vodni DNA, ¢imZ spusti opravné mecha-
nismy, které bud homologni rekombinaci,
nebo nehomolognim spojenim konct vy-
usti v mutaci na drovni DNA (Dominguez
a kol. 2016). ProtoZe jde o prokaryoticky
,imunitni“ systém, musime vzdy dodat ne-
jen samotnou gRNA s ,,lokalizétorem*, ale
i ptivodné bakterialni plazmidy (kruznicové
DNA) se sekvenci pro enzym Cas9.

Diky vysoké efektivité a ispésnosti sys-
témt CRISPR se zac¢alo pracovat i s ovlada -
telnymi prvky mutageneze, a tak se poda-
filo v¢lenit do genomu sekvenci fungujict
jako vypina¢, ktery umoziiuje regulovat,
kdy bude cilovy gen vypnut. Tyto mutan-
ty oznacujeme jako kondicionalni a ¢asto
se vyuzivaji ke studiu gent kli¢ovych pro
embryonalni vyvoj. Pokud by byly tyto geny
poskozené jiz v gametach nebo zygote,
vedly by k timrtnosti embrya a mutanti by
se tedy viibec nenarodili.

Zavérem

Studium funkci nezndmych gent je vyzvou
pro celou védeckou obec. Vhodny postup
by mél byt zvolen s ohledem na dany orga-
nismus a na FeSenou otdzku. V ramci re -
verzni genetiky se obecné snazime vytvofit
zivotaschopné mutanty, ktefi se nasledné
rozmnozuji a lze je déle zkoumat. Klico-
va je snaha o minimalizaci tzv. offtargett,
tedy mutaci v jinych genech nez pldnova-
nych. P¥ postupech pfimé genetiky obcas
dochazi k tomu, Ze mutace je embryonal-
né letalni, a tedy v8ichni homozygotni mu-
tanti umfiraji jesté v pribéhu nitrodéloz-
niho vyvoje. V takovych p¥ipadech je tfeba
vyzkum ¢éste¢né omezit na praci s kmeno -

4 Programovatelné nukleazy a porov -
nanf jejich mechanismu fungovéni.
Kazda nukledza ma vlastni zptisob
hledani cilové sekvence v DNA fetézci,
pak ale v8echny nastfihnou dvousroubo-
vici a spusti opravné procesy. Nehomo-
logni spojeni konct (Non-Homologous
End Joining, NHE]) probiha jednoduse,
po identifikaci rozstépenych tseki se
jejich konce zarovnaji a opétovné

se spoji, ¢imz vznikd mutace. Pokud
nastane homologni rekombinace
(Homology Directed Repair, HDR),
opravné mechanismy vyhledaji co nej -
podobnéjsi molekulu DNA, kterou nésled-
né zaméni za ptvodni, poskozenou
molekulu. Proto vkldddme co nejpodob-
néjsi DNA s uméle upravenou sekvenci,
aby pravé ona byla vybrana jako nej-
vhodnéjsi kandidat na opravu DNA.
Vsechny obr. podle riznych zdroja
kreslila V. Gresédkova

vymi buitkami, embryem nebo na pouziti
reverznich postupt pfi tvofeni indukova-
telnych mutaci. Také 1ze pracovat s RNA
interferenci a sledovat, zda bude ten samy
gen stejné dtlezity i po narozeni a v jiz vy-
vinutém organismu. Navic fenotyp mtize
byt ¢asto projevem vétsitho poctu mutaci
v riznych genech. Proto je velice dilezi-
té ovéfovat ti¢innost mutageneze na celo-
genomové urovni.

Moderni metody pfimé a reverzni gene-
tiky oteviraji nové moznosti pro zkoumani
funkci gentd, o nichZ nemame dosud téméf
zadné informace. Neustdly vyvoj novych
a vykonnych technik umoziuje komplex-
né a mnohem detailnéji testovat kazdy
vzorek jak na celkové drovni (CHIP, Micro-
array, RNAseq), tak na tirovni stavebniho
prvku DNA, nukleotidu (metylace, varian-
ty sestfihu, mutace). Doufejme, Ze je pou-
ze otdzkou ¢asu, kdy budeme znat funkce
vSech genti, coZ nam poskytne podrobny
néhled na fungovani molekularni podstaty
organismu, a budeme schopni efektivngji
léc¢it nebo zmirtiovat projevy raznych ge-
neticky podminénych onemocnéni (blize
napf. v ¢lanku na str. 70 tohoto ¢isla Zivy).

Citovana literatura je uvedena na webové
strdnce Zivy, kde najdete také obrazky
pouzité v tomto textu v jejich ptivodni
barevné verzi.
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