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s Cinnost genu NRZB'
v mozku s vékem slabne

a Zasah do dédi¢né informat® k

posilenim funkce genu NR2B v mozku
= Omlazeni mozku



Metody tvorbylge n\etal:kyr
modifikovanychi r anismt

A
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V zemich EU - technikydd /‘..y,l e

m Pribyva neustale novych techni
zasahy do dedicné informace

m Prislusné organy EU nestaci rozhodovat o
novych technikach

= Rozhodovani
Neridi se vyslednym fenotypem
Hlavni kriterium je realna detekce

Verdikt expertll nemusi respektovat
politici




Vysledek:

+

m Mame zivocichy
dedicnou informaci a nevime, jestli se
na ne vztahuje prisna evropska
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modifkovanych savcii




Mikroinjekce do
prvojadra zygofys
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Mikroinjekce retrovirového
—vektoru-do zraleho
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Mikroinjekce retroviroveho
vektoru do embrya

m Kosman bélovousy (2009)
Model pro lidske choroby
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. Spermie jako vektor
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IVF spermatem
S bakterlalnl kontammam

= Experlmentalne u mysi prokazana
pritomnost bakterialnich sekvenci v
genomu



- Zinc finger nukleazy




zif268/DNA

Zinc figer nukleazy

+

drzenych zinkovym iontem
m Objeveny v roce 1986
m Soucast transkripcnich faktori
= Urcuji misto vazby na DNA

— tri baze v DNA na jeden , prst"



s Kombinace t¥i ,,zinkovych prsta"
JF stacCi na urceni specifickeho mista
vV genomu

= Navedou na néej nukleazu
= Ta dimeruje a stipne DNA
= Nastartuji reparacni procesy

= Homologni rekombinaci se
zabuduje dodana sekvence —
frekvence homologni
rekombinace roste na 1:1000



Zinc finger - nukleazy

ZFN Pair Delivered

into Cell by
Transfection or
Electroporation




Zinc finger - nukleazy

m Mikroinjekce
do embrya

m Lze provest
cileny
knockout

m|Lze
dosahnout
homologni
rekombinace




TALEN

T

akterie Xanthomonag
ovlada geny
hostitelské rostljigh;
specidlnimi

bilkovinami - (€
transkripém’m 2
aktivatory. Ty ‘_,
vazou na zcelay



TALEN
4

m Pro urceni specifické sekvence v
modifikovaném organismu se vytvari
specialni protein

transcription-activator like (TAL)
efector protein konstruovany podle
proteind (transkripc mLfrJvr 1tortl)

bakterie Xanthomonaisk TAAACEII
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TALEN
4

m Pro stépeni DNA se na Tal efektorovy
protein navaze nukleaza Fokl

BB SNEN ON SN B K

TTCCTFCCCAGCTCCAT GLEAACTRACCAGAACARCACTGAR

ARAGGACGGGTCGAGGTAANCGCAMGALL AT CTTGATGGTCTTCTTGTGACTT
<S> I I EEEEN

= Pri injekci mRNA do cytoplasmy zygoty
ucinnost knockoutu kolem 75 %
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Systéem CRISPR-Cas

JrProkaryotnl' LAmunitni system"
40 % bakten
90 % archei

SO ANARNT ARG
Q Pre-crRNA

CRISPR-Cas system



Systém CRISPR-Cas

#—Synteticky pripravené crRNA
= MRNA pro nukleazu Cas9

Universitat Zurich



System CRIS

= KO i homologni rekom
m RNA — snazsi priprava a nizsI cena
m Lze pripravit crRN
m Vysoce specificke
rozlisi rozdil i v jec
m Vysoce ucinné — ¢
na obou chromoz
nékolik zasaht n:




Systéem CRISPR-Cas

Simultanni vyblokoy
m 2 genl
= i homozygotne




CRISPR-Cas
aktivace a suprese genti

jL

m Nefunkcni Cas9 — nestipe DNA, ale
slouzi jako nosiC pro represor

m crRNA nasméruje represor do blizkosti
CﬂOVé SEkve Repressor

O

Deactivated

|

[Eoeali 0 o S
Target gene



CRISPR-Cas
aktivace a suprese genti

+

m Nefunkcni Cas9 — nestipe DNA, ale
slouzi jako nosiC pro aktivator

m crRNA nasméruje aktivator do blizkost:
cilové sekvence DNA — zahaji
transkripci mR Activator

Deactivated




Mutagenni retézova reakce

MCR
-=-Vyblokovani druhé alely z 97 %

second allele

HA1 JRNA HA2

Homology Directed Repair (HDR) E Homology Directed Repair (HDR) Eth =
an Bier

UC San Diego

Valentino
Gantz




Mutagenni retézova reakce
MCR

\'4 A4

m Pri krizeni s nemutovanymi

homozygoty maji krizenci
vyblokované oba geny

(nad 95 %)

m Pokud je nositelem mutace
1% jedincu, previadnou

Targeting Added CRISPR
o

Mutant ‘ﬂ_

nositelé mutace v populaci ooz
za 10 generaci =

[l
m Otazka biologicke k.5 & 1
bezpecnosti i*i%i*iﬁ!

ETETET




CRISPR-Cpfi

m Cpfl — CRISPR nukleaza Staphylococcus aureus

m Vyskytuje se i u Acidaminococcus,
Lachnospiraceae.

5' T-rich Staggered

CaSQ PAM AN targ: cut

1 RNA Strand 2 RNA Strands
‘Sticky Ends’ created for , )
) ) . Creates ‘Blunt ends
easier gene insertion
Different Target Sites Fewer Applications
{e.g. Malaria, HIV etc.) {non-specified)
Smaller Larger {needs packaging
(easier cell delivery) for intracellular use)

ERENRRN!

Single
CRISPR
guide

RNA




Mutagenni retézova

reakce MCR
ZWSEI‘II bezpecnosti ,
= Vyzkum v biosafety level 3Qs S }

m Oddéleni sekvence !,navadec R
(chromosom) od sekvenci Cas9 (plasmid)

m Moznost ,prepsani* mutace na ,wild type"
novou MCR

m Otestovano uspesne na S. cerevisiae

G. Church (Nature Biotech. 33, 1250-55,
2015)




Mutagenni retezova
- reakce MCR

I MCR (gene drive)
m pohlavné se rozmnozujici organismy
m reparace homologni rekombinaci




m Zmény u prenasect infekci
Komar Aedes aegypti
Rezistence k zimnicce
Snizena plodnost samic
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Potencialni

Zvraceni rezistence
u skddct (Bt plodiny)

Resistant species
(reduced efficacy reported)

Bt crops (million ha)

\

@@é‘@» ”@?@ @@ @*’@’

® Reduced efficacy
@ >50% resistant
O 1-8% resistant
© <1% resistanmt

@ Susceptible




Potencialni vyuziti

m Snizeni zivotaschopnosti invaznich
druhd
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Potencialni vyuziti

m Zvyseni odolnosti uzitecného hmyzu k
negativnim vliviim

(opylovadi a insekticidy)



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwit2dCV7cHLAhXoFJoKHaBrAcgQjRwIBw&url=http%3A%2F%2Fwww.pollinator.ca%2Fcanpolin%2Fprevention.html&bvm=bv.116636494,d.bGs&psig=AFQjCNHHDBZe_i6U2Pk-hXOPMbiyBWvkHA&ust=1458102450626219
https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjPx87phsLLAhUJSJoKHVVyA8cQjRwIBw&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FImidacloprid&bvm=bv.116636494,d.bGs&psig=AFQjCNHv162W1794mnCXWyFnaEghjov-Fw&ust=1458109366058279

Potencialni vyuziti

Laboratorni modely
|| Pro ZlIS ka,nll Normal inheritance

Gene drive inheritance

Alteredgene Wild type Genedrive Wild type

organismu s — o

|: " '

Male '-.._ 7 Female

zadoucim % o

genotypem - ol

Altered gene without Altered gene as gene drive:

bude treba

gene drive: One copy
inherited from one parent.
50 percent chance of
passing it on.

One copy converts gene
inherited from other parent.
More than 50 percent chance
of passing it on.

méné jedincl ~

Altered gene does not spread Altered gene is almost always inherited




Rizika gene drive

m Potencial zasahu celé populace
m Navozuje ireverzibilni zmeény

m Nechtené vytvoreni gene drive

endelisticka
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Vneseni gend pro toxin do populace

7 a

clenovcl sajicich krev lidi i zvirat
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m Maji k dispozici CRISPR-Cas9

m Distribuce ve formeé kit{
UmysIné vytvoreni gene drive
Nechtény vznik gene drive
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Bezpecnost

1 D%

= Gene drive v bunécnych liniich
a Oddéleni sekvence ,navadéci® RNA od
sekvenci Cas9

= Vyzkum na organismech - biosafety level 3



Reverze gene drive

+

m Moznost ,,prepsani* mutace na ,wild
type" novou MCR

m Otestovano Uspésne na S. cerevisiae
G. Church (Nature Biotech. 33, 1250-55, 2015)
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Reverze gene drive

CATCHA - Cas9-triggered chain
ablation

= Gene drive konstruovany pro
poskozeni sekvence Cas9 puvodniho

CATCHA construct CATCHA
\! cas9 ght ) gRNA Homologous

cas9 gRNA HA2
chromosomes

( gRNA cas9 4
:*:1
% el ——

Genomic DNA

:*—_—7

_.gleave. . -
pa GenomcDNA

clea e
CATCH

L

Homologous

CATCHA chromosomes

(JATL, HA™”



,Daisy chain™ gene drivg

—= A — gene drive zavisly na aktivite B |
m B — gene drive zavisly na aktivite C
m C — mendelisticky dedéeny gen *

s/

c
[}
IDrive 3 * Fast spread !
°¥ cut I repair I I £ « Indefinite ‘
—
K/ — 0 - Global
W A A A A

B‘b drives A

* Fast spread

o
=
]
2
cut, 2 ;
Q¥I repair II II ° * Transient
> o * Local

w WB WA W BB AA
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Anti-CRISPR proteiny
+

s Genom bakteriofagll obsahuje geny pro
proteiny, ktere blokuji nukleazu Cas9

m Vyskytuji se v bakteriich v plazmidech

m Obranny mechanismus bakteriofaga proti
,Krisprove imunite"

m Lze vyuzit pro zablokovani upravy DNA
systémem CRISPR-Cas9 jak v prokaryotech,
tak v eukaryotech vcetneé lidskych bunék.



Prenos jader

Enukleace oocytu







Ian Wilmut Ovce Dolly
Roslin Institute
Skotsko



Klony domacich zvirat




K cemu jsou
GM zivocichove?




Poznani funkce genti
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Zivé bioreaktory
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Zivé bioreaktory
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Prvni lek
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Biotherapeutics

olen v EU 2006
v USA 2009

O Antltrombm

Potlaceni nezadouci
srazlivosti krve,

napr. pri operacich




BioSteel

Xia Bioscience
Kanada
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Resilin



Geneticky knokaut




Genovy knokaut

S]]







Skot reZ|stentn| k BS_E .
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Hematech — USA

RIKEN — Japonsko =
Texas A&M University:
a 8 holétynskych bykd
= Genovy KO genu pro prionovy protein




Zvireci modely lidskych
dedicnych chorob




Beltsvillskagprasa




Knokaut genu pro myostatin




Blok myostatinu a zvysena
exprese follistatinu se
doplnuji




GM pstruh duhovy

+

m Blok genu pro myostatin
m Funguje i u dalSich obratlovcl




erman — Pharming (NL)




Prase s ,omega-3"
ve svalech

m Do genomu prasete vnesen
gen fat-1 z hlistice
Caenorhabditis elegans

s Enzym konvertuje omega-6
polynenasycené mastné
kyseliny na ,,omega-3"

m Se stejnym genem byly
modifikovan i kur a ryby [

hdiivard Meiceigssibb]




Hypoalergenni mléko

+

m Chybi alergenni beta-laktoglobulin




Enviropig™




Xenotransplantace
zvireci organy lidem

= Neni dost organti pro transplantace
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Prasata
pro xenotransplantace

+

m V/yblokovani prasecich gent (alfa-GAL)
= Vneseni lidskych gent (hDAF, CD46)







Problemy —
zvlastnosti reprodukce ptaki

Za 24 hodin po ovulaci — 60 000 bunék






Transplantace PGC




Transplantace

"W 4

permatogon

S










Odolnost k chorobam




LZlata vejce"

0,1 az 1 gram bilkoviny/ vej
250 vajec/ rok
50 000 SF / 1 gram bilko







Mikroinjekce




Transplantace PGC




Indukce ristu prenosem
genu pro GH ,all fish gene"
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GM losos AquAdvantage

Broodo Siock oOe velopment




William Muir
Pardue University;

+ 5

m Pokusy v laborator]
m Pocitacové modely

m Naznacuji moznost uspesnosti GM ryb
v zivotnim prostredi

! O



GM ryby — gen pro GH

medaka

= Snizena Zivotnost pludku

= Zvysena odolnost ke kanlballsmu
= Lepsi traveni bilkovin |

= Jsou kompetitivn&jgi

= Rychlost nejasna - W
(3x)

= Drive pohlavné dospivaji
= Pravdepodobne i Uspéesnéjsi pri treni
= Vyssi produkce pohlavnich bunék




GM ryby vs. divokeé

GM samice — 14,2 kg

GM samec - 8,2 kg

Divoka samice — 0,171 kg

Divoky samec — 0,220 kg




- N

U kulturnich linii nen
efekt




Vliiv odchovu na rust
GM losos kisuc

s RUstovy potencial
GM ryb se uplatni jen [
v umélych podml'nkéc

délka GM ryby
3nasobek

= V prirodnich
podminkach

GM vetsi o 20%






Geneticky modifikovaneé
akvarijni ryby

+

GLOFISH
GFP — dan




GM potkani - GFP

011

a CIZP uya
zajmo -

Foto Dr. K. Angelis Mt



Mame se bat
GM zivocichu?

m Domestikace zmeénila zvirata
k nepoznani




Mame se bat
GM zivocichu?

+

m Genetické modifikace - pokracovani
procesu, ktery zacal pred 10 000 roky






Chytri psi

Zatim je to jen scifi, ale jednou ...



Dekuji za pozornost.






GMO - free
+

1998 — obchodni Fetézec Icelnd (F
zakaz GMO v prodavan

1999 — ,,samozakazi“ velkychioboliodnich ¥
Sainsbury’s — UK SO i v ot
Carrefour — Francie TSR "
Migros — Svycarsko
Effelunga — Italie . | - w—
Superquin — Irsko e N
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— ,,samozakaz” potravin z produktu
zvirat krmenych GMO
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V Ceské republ

| s/ 4 //a
= Nekteré mlékarny davajl do smlouvy S

dodavateli mleka nasledujici formulaci:

,Prodavajici nebude pro prezvykavce
pouzivat krmiva geneticky
modifikovana. U prodavajiciho nebude
pouzivana geneticky modifikovana
setba ani rostliny."
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GMO ve svete stale pribyva

Hlavni producenti:
USA
Kanada
Argentina
Cina

Hlavni plodiny:
Kukurice

Soja

Bavinik




Kolik je DNA v krmivech a
otravinach ?

| BV
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0,005 az 0,02 %
susiny



GM kukurice

0,0004% DNA kukurice



Hypoteticky priklad:
brojler

Krmna davka - jen kulgunri

N‘ .
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Veskera kukurice jen GMO



Brojler zkonzumuje za
cely vykrm

: ;l SR | _"
300 mg DNA kukurice

1 ng ,,ciziho genu”

o
-----

Proc by mela kureti vadit ,,cizi DNA,
kdyz mu nevadi DNA kukurice?



Pokud byl zjisten efekt GM
krmiva na brojlery ci
Jrnosnice, pak je pozitivni




DNA z potravy ne




Clovek ma ve strevu

; m 1014 ks
bakterii

500 druhti
= 1200 druhti
virl
m X druhti
prvok




na ,,pismena gene IC e o odu
jeste pred vstupem do dvanactniku.



Jaka jsou rizika krmiv z GMO?




Toxicita krmiv z GMO
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obsahuji toxiny.

Soja — genistein
Brambor — solanin




Toxikologicke testy

m Testuje se

1) GM plodina
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2) Odpovidaji nemodifikov

3) Odpovidaijici nemodifikovana linie"
pridavkem produktu geneticke modifikace
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= GM plodina a jeji nemodlfl“

Cim vSim se lisi pISHiny

kontroly nemohou byt pé rov:l

stejnych podminkach

@ Statisticky

prikazny

c rozdil
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Obvykla
variabilita
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Cim se lisi zvirata?

+

m Dostavaji krmivo, které se lisi obsahem
mnoha latek, pricemz vsechny rozdily
nejsou dlsledkem modifikace

Fyziologicky

ukazatel Statisticky

prikazny
rozdil

Fyziologické
hodnoty




Alergenita krmiv z GMO
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Alergenni jsou i ostatiseERIVEY

Alergenni potraviny

— kiwi, ofechy, ryby uJ j f “6

Je treba proverovat alEiERILY Jmmv
shizit rizika pri ,,zato ulEisIERISRSIITAVAlSD

,,CO se da snist, to lidé snedi!*



GM hrach
inhibitor alfa-amylazy fazolu
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Zdrojem rezistence jsou i
akvakultury ve ti‘etim svete




Prenos genu z GMO potravy
na zvire a nagcloveka s
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Vyjimecne |
(velké mnozstviDNAGES
hypometylace 8007 =
muze malé mna /4 lomk
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Pravdepodobnost
zabudovani genu do
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V genomu zivocichii vcetne'clovéka
nebyly nalezeny geny vyssich rostlin.

Produkty pouzivanych genu jsou
provereny (toxikolo |cl’(y apod.)



Rozklad DNA pri zpracovani
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Nelze od sebe odlisit
produkty zvirat krmenych
GMO od produktt zvirat
krmenych ,, GMO-free"
Krmivy.




,,GMO-free® krmiva a
potraviny...
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Zavery:
GMO pro krmiva a potraviny

- testovany a schvalovany

Prenos gent z krmiv a potravin na
mikroorganismy - nepravdepodobny

GMO jako krmiva a potraviny
- bezpecne

Produkty zvirat krmenych GMO
- bezpecneé



