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UmlCovani exprese transgenu:
nechténé x cilene, kosuprese

- integrace transgenu do jaderného genomu nezajisti jeho
stabilni expresi (zatimco do plastidového genomu  zpravidla ano!)

- transgen muze byt umléen a/nebo mize indukovat umiceni
homolognich sekvenci v rostlinném genomu

Spoleény mechanismus — RNA interference

- umlcovani exprese genu prostiednictvim malych RNA
homolognich k promotoru €i transkribované sekvenci genu

Antisense RNA - vyuziti ve vyzkumu
od 80. let 20.stol.

Funkéni genomika — vliv inaktivace genu na fenotyp rostliny
= hledani funkce proteinu

1994: rajCata ,Flavr Savr“ s prodlouzenou trvanlivosti —
blokovani tvorby enzymu degradujiciho BS (polygalakturonaza)
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Kosuprese u Petunie
Cil: zvySeni exprese genu pro enzym syntézy pigmentu
Vysledek: ztrata pigmentace v ¢astech kvétu

antisense RNA \

Uroveri umléovani exprese
transgenu

TGS:

Transcriptional Gene Silencing
Gen neni p Fepisovan
- metylace DNA promotoru (+ modifikace histonua)
- tvorba heterochromatinu (zamezeni pfistupu TF)

PTGS:

PostTranscriptional Gene Silencing
Gen je p Fepisovan
- transkript neni prekladan do proteinu

- transkript je zpravidla degradovan ¢i blok translace
- sekvencné specifické prostfednictvim malych RNA




Priciny samovolného (nechténého)
umléovani exprese transgenu

Mira exprese, regulacni elementy

- indukce vzniku patrné pfi vysoke expresi — zvyseny
vyskyt aberantnich mRNA — pfepis RDR6 (RNA
dependentni RNA polymerazou) do dsRNA

- nepfitomnost intronu
Pozicni efekt a charakter vhasené sekvence - TGS

- poloha na chromozému, charakter sousednich sek.
(vzdalenost od heterochromatinu, MARs a SARs,
SRNA, pol IV, ...)

- ,Spatna delka“, Spatné ,fazovani“ s ohledem na pozici
nukleozomu, nepfitomnost intronu (?), ...

Cilena indukce umléovani (PTGS)

navozeni tvorby dsRNA:

1) gen v antisense orientaci (za promotor viozen opacné)
2) vneseni vldsenkového konstruktu (napf. antisense-intron-sense)

3) vneseni genu bez terminatoru (dsRNA diky aktivité RARP)
4) amiRNA — umélé miRNA (slozité terciarni vlasenkova struktura RNA)

dsRNA, stépeni DCL, tvorba siRNA, sekvencné spec. degradace mRNA

intermolekularni parovani
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intramolekularni
parovani

RdRP: syntéza komplement.
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vlakna k transkriptu

Lze takto indukovat TGS?




Cilena indukce umlcovani (TGS)

navozeni tvorby siRNA proti promotoru:

2) vneseni vlasenkového konstruktu ze sekvence promotoru
(( 4) amiRNA — miRNA cilici na sekvenci promotoru))

- dsRNA, Stépeni DCL, tvorba siRNA, sekvenéné spec. metylace promotoru

M

intramolekularni
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Epimutageneze

- TGS (zmény na arovni chromatinu) potencialn é dédiéné zmeény i bez p Fitomnosti
primarniho induktoru! = fadi se mezi NBT

malé RNA mohou vznikat:
- Z transgenu

- zv\_/lroyeh_(? vektoruv ]_ neni GM
- prichazeji z podnoze

- vznikajici SRNA mohou ovliviiovat genovou expresi i u herbivort (hmyzu, hlistd)
= epimutageneze Skudce ve volné prirodé
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Kontrola plodin — jsou
povolené (=,bezpecné*)?

» Je GM? Obsahuje cizorodou DNA?

- obsahuje (jen) povolené inzerce?
- jJak zjistit nepovolené inzerce?

- vzorkovani, izolace DNA, PCR ¢i hybridizace na chipech
- detekce znamych regulacnich sekvenci, T-DNA LB (RB)
- detekce béznych transgenu (selekénich gent apod.)

- detekce transgenu nékde ve svété povolenych

Co kdyz jsou vnesené sekvence puvodem z téhoz druhu?




Analyzy inserce transgenu

* pocet kopii — Southernova hybridizace
(QRT-PCR)

e misto inserce:
* TAIL-PCR (specifické a deg. primery, 2-3 cykly PCR)
* IPCR (restrikce, ligace - cirkularizace, PCR spec. primery)
» adaptorova PCR (restrikce, lig.adaptort, PCR adapt. prim.)

nesed primery s

; e
e / L degenerovany primer

.

Analyzy mista inzerce
- hodnoceni rizika

e ovlivnéni rostlinnych genu — JAK?

- pfima mutace CDS
- zmeény v regulacnich sekvencich rostlinnych genu
- problematické hodnoceni (CRE, enhancery)
- zmény vyvolané regulacnimi sekvencemi v inzerci
- zmeény v usporadani chromatinu (dusledkem inzerce)
- ovlivnéni prostfednictvim sRNA

* nove vzniklé ORFs? Jsou nebezpecné?

- identifikace
- srovnani (blast) s databazemi toxint a alergenu
- in silico analyzy Stépitelnosti v travicim traktu apod.




Stimulace presné integrace transgenu

homologni rekombinaci:
- expresi rekombinacnich enzym (i bakterialnich)

- represe ¢i mutageneze genu Ucastnicich se ilegitimni rekombinace, inhibice
jejich produktu

- cilenym vytvorfenim DSB expresi mistné specifické endonukleazy (viz pristé)

Reparace DSB Mistné specificka

Mistné specificka inzerce mutageneze
transgenu (: GM) HOMOLOGNI REKOMBINACE

Gene targeting Vector

| [ Selection marker | |

- integrace transgenu s homolognimi
koncovymi sekvencemi | - |
(homologni rekombinaci) S ————————) wl

ecombinati
— [ T Tarzeted gene
- integrace nehomologni l Gene replacement
rekomblnaCi \ ml’sté DSB — | Selection marker | —

Moditicd targeted gene

nuclei

Stimulace presné integrace transgenu

nehomologni rekombinaci

- pouzitim mistn & specifickych rekombina €nich systém 0 prokaryot a nizSich
eukaryot (rekombinaza/rozpoznavané cilové misto) — integrace do mista dfivéjsi
integrace useku DNA s cilovym mistem:

Cre/lox bakteriofaga P1
Flp/frt Saccharomyces cerevisiae
R/RS Zygosaccharomyces rouxii
@ .//\\‘
/ ~— ~—
Cre/loxP 1
- cilend integrace (f) do mista ®
pfedchozi inzerce e

- dalSi vyuziti - specifické vystfizeni
selekéniho markeru (*) o l

\
O~

0%




Obsah p rednasky

Jak zlepsit vlastnosti rostlin

Principy pfipravy GMR

— Prfiprava genovych konstruktu

— Genovy pfenos do jaderného a plastidového genomu
— Selekce a odvozeni transgennich rostlin

Umlcovani exprese transgenu a rostlinnych genu

Analyzy geneticky upravenych rostlin

— analyzy zménéné genetické informace (pfitomnosti transgenu)
— analyzy mista inzerce transgenu (hodnoceni rizika)

Pokrocilé metody Slechténi (NBT)

New breeding techniques

Mistné specifické nukleazy (SDN)
— Zinc finger

— TALEN

— CRISPR/CAS9

Oligonukleotidy zprostfedkovana mutageneze;
Reverzni kfizeni

L Genome
editing

Cisgenoze & Intragenoze

Metylace DNA fizena sRNA (epimutageneze)
Roubovani na GM podnoz

Agro-infiltrace, Infekce rekombinantnim virem




Klasické Slechténi x GM x
genome editing

Conventional breeding Genetic modification Genome editing

cisgenesis CRISPR/Cas9

protoplast fusion transgenesis X ]
(intragenesis)

Cross
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cis-GMO

- limitované vyuziti pro zmény vlastnosti — proc¢?

- vysledek neodliSitelny od klasické mutageneze (po odkfizeni
editovaciho transgenu / odléeni rekombinantniho viru)

- slozitéjSi selekce editovanych jedincu — jak?

Mistn& specifické nukleazy (SDN)
— nuclease tﬂ\ _Q_Guide RNA (DNA binding domain)

< - indukce DSB

| (dvouvlaknovy zlom)

N Dalsi vyuziti
Repair

:Zt:z;]rpted ———=— Template DS B?

IV — —
.——*—
Gene is disrupted Gene has a new sequence

Mistné specifickd mutageneze

- samovolna reparace, NHEJ (non-homologous end joining)

- Casto s lokalni deleci rizného rozsahu (rozsahlejsi — 2 DSB)
- fizenad mutageneze (DNA templatem)




Oligonukleotidy zprostfedkovana

mutageneze
Oligonucleotide directed mutagenesis

syn.: oligonucleotide-mediated gene modification, targeted gene correction, targeted

gene repair, RNA-templated DNA repair, ...

mutace navozené oligonukleotidy komplementarnimi
k cilovému mistu (s kyzenou zménou)

mutace bodové, kratké delece, kratké inzerce

ne zcela jasny mechanismus (reparacni procesy)
templat:

— DNA oligonukleotidy s modifikovanymi konci

— DNA/RNA duplexy
— RNA, ...

Oligonukleotidy zprostredkovana
mutageneze

vneseni elektroporaci, PEG transfekci, balisticky
doprovazeno mutacemi v necilovych sekvencich
nizka ucinnost (problémy se selekci — jaké nové
ziskané znaky se daji snadno selektovat?)

detekce Spatného parovani opravnymi mechanismy a
oprava dle puvodni sekvence

(feSeni: DNA s modifikovanymi nukleotidy:

2'-Fluoro-Uridine, 5-Methyl-deoxyCytidine, 2,6-Diaminopurine nebo Iso—deoxyGuanosine)

vyuziti zatim jen okrajove, ale BASF 2009:
CLEARFIELD ®Production System




Cilené vytvoreni dvouvlaknového
zlomu DNA (DSB) — 1. generace
ZFN, TALEN

* zlom v konkrétnim mist & genomu (vhodné znat
kompletni genomovou sekvenci x chybné cile)

» Stépeni chimerickymi (fuznimi) proteiny

nukleazova doména: restriktaza Fok |

DNA vazebna doména:
- Zn-finger — transkrip¢ni faktory (ZnF nucleases = ZFN)
- transcription activator-like effektory (TAL effecto r
nucleases = TALEN)
- puvodem z baktérii Xanthomonas

Zn-finger dOmény — moznost designovat na miru

sekvencéné specifické rozpoznani
DNA: 3(-4) nt/finger

- vyznacené konzervované amk
- ¢erna kolec€ka — amk interagujici s DNA

- mistné specifické Stépeni
- vyuziti k cilené modifikaci DNA
(integraci transgenu)




CRISPR/Cas9

- bakterie a archea — obrana proti invaznim DNA (virim
a plasmidum) — adaptivni imunita - crRNA guide

Guide |
RNA
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Sequence

- rozpoznani cilového mista — cca 20 nt (pfesnost ?)
- ucinna indukce Stépeni Cas9 (dvouvlaknovy zlom)

19-20 bp
Target region

CRISPR/Cas Single Plasmid Format

Zn-finger nukleadzy v kombinaci s virovymi vektory
- indukce DSB v urcité sekvenci — nepfesna reparace (inaktivace)

- regenerace ne GM rostlin (a potencialné i bez in vitro kultivace)
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TRENDS in Biotechnology




Reverse breeding

e generativni_ pomnozeni elitnich hybridu s
vyuzitim GM mezistupné

— F1 uniformni - pokud jsou rodice

crossing-over pfi meioze plné homozygotni
‘ | (= dihaploidni)
| || -~ F2-nekoneéné kombinaci

/ (Mendel studoval geny na riznych chromoz6mech!)

I Jak ziskat velké mnozstvi

identickych elitnich F2 hybridu?
Parents F1 F2 - vegetativni pomnozeni (in vitro)
- ziskani dihaploidnich rodicu, jejichz
kfizenim bude vznikat (uniformné)

Reverse breeding

» ziskani dihaploidnich rodicu s rodiCovskymi
kombinacemi genll na chromozémech
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TRENDS in Biotechnaiogy

Chan, Trends in Biotech (2010) 28:605-610
Blokovani crossing-overu  — inaktivace esencialnich gent (napf. DMC1,
Spoll) — napt. transformaci RNAI konstruktem

Tvorba haploid 0 a posléze dihaploid G
Vybér dihaploid G s danymi kombinacemi chromozém 0 (a bez transgenu)




