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Biotechnologie
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»Jakakoliv technologie vyuzivajic
specmckym ucelem b|olog|cke
systemy, zive organismy a jejich

orodukty k tvorbé nebo proméné




Pestovani zeli a jeho
- kysani =bi
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Biotechnologie
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Tézi z mnoha védnich obori
m Genetika Pl
= Molekularni bIO|OgIQ \\ =
m Bunécna biologie |
m Mikrobiologie

m Biochemie

s Embryologie
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Biotechnologie
|

Genetické
modifikace
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Prinaseji biotechnologie
zasadni zvrat?
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Otvirame Pandorinu skrinku?
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tremi etapami. Nejprve ]SOU
zesmééﬁovany, nasledné zurive
popirany, aby byly nakonec prljaw
jako naprosta samozrejmost."

Arthur Schopenhauer






Benjamin Franklin
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Edward Jenner - 1798
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Od poklidnych protesti...




... pres politické a pravni

kroky ...
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Snahy omezit nebo
zakazat biotechnolo
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Zvlasteé silne v EU

m Genetické modifikace
m Klonovani savcl

m Embryonalni kmenové bunky




Lidé pomeéruji

rizika a prinosy




Vyznamny prinos

vyvazi i velka rizika
+

= CR 2017
103 821 dopravnich. nehod S
502 lidi usmrcen " B gk gl e
2339 lidi zra
24740 lidi Zr
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Pro pohodli se vystavujeme
smrtelnym rizikiim

+- VSichni védi o negativnim
vlivu pasivniho zivotniho
stylu na lidské zdravi a
presto roste pocet
obéznich a nasledné i
pocet lidi s cukrov
druhého typu, rak
kardiovaskularnimi
chorobami.
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Vyznamny prinos vyvazi
i neznamou miru rizika

Uzivani mobilnich
telefond se bourlivé
rozvijelo i v dobe, kdy
Svetova zdravotnicka
organizace nebyla s to
dat jednoznacnou
zaruku, ze zareni nema
negativni vliv na lidské
zdravi.




Technologie mohou b
- odmitnuty

spotrebitele =
m Jejich princip je kompllkovany

m V povédomi lidi jsou spojovany s
negativnimi fenomény




Verejnost
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m Je pristupna ]ednoduchym ,,Pr|beh m‘ ,
které jsou nabizeny vse
informacnimi kanaly

= Nachylna uverit ve 9]
m \/yzaduje dikazy ,ne

rizika"



Zajmove skupiny

Jr

= Nevladni organizace

m Politické strany
m Obchodni retézce ,
= Vyrobci




Odbornici
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m Odmitaji se bavit s laiky 8§
m Kdyz uz se bavi, tak odmit:
prizpUsobit komunikaci vere
m Vysveétleni principu technologie je
slozité
1 YAE

s Nemohou dokazat , neexistenci"




Vznika cernobilé videéni -
nepodlozene fakty
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Prirodni vs. Umele |
a Pfirodni je ,dobré"
m Umélé je ,,Spatné"
ALE

m Prirodni katastrofa
s Uméla ledvina




Ekologicke zemedelstvi
chrani prirodu




Ekologicke zemedelstvi
poskozuje prij

Ekologicti zeméedeélci
vyselektovali
ekologickym
postrikem obalece
jablecného
rezistentniho
k bakulovirlim



Konvencni zemedelstvi
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nici pri




Konvencni zemedelst‘;
chﬁam prirodu
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Co prinaseji a ¢im hrozi
genetické modifikace?
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Husenicek Thallv
- (Arabidopsis thaliana)
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Jeden z nejmensich genomu
mezi vySsimi rostlinami.
Kompletné ,,pfeCten - 25 498 genu



Nedlferencovane rostlinne

IXiny
Me(napf. kys. 3 indolylmaselna)
okininy



Z bunek vypestovane
' - ridavku
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Metody genetickeé
modifikace
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= PlUdni bakterie

= Pronika do
rostlin

= Vyvolava
tvorbu nador

= Nadory rostou
v kulture bez
auxint a
cytokininti
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prenasi do jaderného
Jrgenomu rostliny cast

11 TEA

cell wall

Agrobacterium tumefaaens Q

Plant
nucleus

A. tumefaciens

Ti Plasmid

Phytohormones
-"'Dpines
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Sl ’i m Funguje jako

Jtrojsky kan"

s ,Pasuje™ nami
~podvrzene"
geny do genomu
rostlin




Pro selekci ,povedenych"
bakterii

= Selekcni ge
rezistenci k
antibiotik®



Co-culture
48 hours, 22°C

plantDNa | | H | _
Agrobacterium S

humefaciens ol Calli
vath foreign formation ‘
gene (—) i

Molecular tests - . Shoot

Greenhouse P development
SCreening g L1

Foreign gene Isolation of putative
inserted in plant DNA transformed shoots




Pro selekci uspéesne
transformovanych
JrrostlinnVch bunc”

= Selekcni geny pro .
odolnost k
antibiotikiim

napr. GFP
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Geneticky modi
ggganismy

Organismus — samostatné se rozmnozujici
subjekt véetné virt s vyjimkou clovéka

Modifikace - cileny zasah do dedicné
informace, ktery nemdze nastat prirozenou
cestou (nad 20 bp?)



Geneticky modifikované
organismy?

Vv temich EU — vycet technik pro genetickeé
modifikace

Povijnice batatova Bourec morusovy
Prenos gent z A. tumefaciens Prenos gent viry z lumdik@



Nové techniky
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Pribyva neustale no
cilené zasahy do d

Prislusné organy EU nestaci rozhodovat
o novych technikach

Rozhodovani
Neridi se vyslednym fenotypem
Hlavni kritérium je realna detekce

Verdikt expertli nemusi respektovat
politici




Verdikt Evropského
soudniho dvora o
@utagenezi - 2018

Mutageneze je geneticka modifikace

Z legislativy pro GMO je vynata ,klasicka
mutageneze — chemicka, radiacni

Pod GMO legislativu patri ,nové techniky"
vCetneé CRISPR-Cas9

Ve svéte je mutageneze pomoci CRISPR-
Cas9 povazovana za non-GMO

Detekce GMO pri importu do EU?



Mutageneze a GMO
legislativa

GMO GMO non-GMO

Genetic Engineering ) CRISPR )
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K cemu jsou geneticke
modifikace rostlin?
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Odolnost rostlin
k herbicidiim
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Totalni herbicid Roundur

GLYPHOSATE (Roundup®)

o 0
|

|
OH—C—CHz—NH——CHg——T —OH

OH

N-(phosphonomethyl)glycine
(isopropylamine salt

ha
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Nici spolehlive vsechny vys
- rostli
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Gen pro
enzym rozkladajici glyfosat

Glyphosate
1 mg/L

PV-LEGTO02 control
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U nas povolena pro dovoz a zpracovani



Rostliny odolne proti
- Sktdcim

+




Bacillus thuringiensis

Endospore Crystalline Im:lusmn

s n*fﬁ‘*“ %




m zasadite

E-Endntnxinim B. t::é:JSQOtI n prOSti:edi
e = odstépeni
LN ’ obou konct
. =vazba na
&%, ' receptor
S 2 (O R A ) = agregace
| » \ = perforace
streva

Specificky téinek na danou &eled hmyzu.



Pouziva se jako ekologicky
insekticid

obvykle smés delta taxir
- ‘ _:‘.’\' “

Obalec Choristoneura fumiferana =
Kanada na balzamove jedli ko T




KUKURICE




Zavijec€ kukuricny v roce 1990

Rozsirovani skodliveho vyskytu
zavijeCe kukuricného

L~ \{
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. ri/LlJ\‘
uzemi puvodnich Skodlivych vyskytl pred

L,
T H
rokem 1980
. rozsifeni kolem roku 1995

piiblizny rozsah oblasti sou¢asneho
Skodliveho vyskytu




Poskozeni hmyzimi sktdci
v¥volava napadem plisnemi

A\ A4

= dalsi skody
= mykotoxiny
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Bt- kukurice

odolna vici hmyzim skudciim
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Je povolena pestovam v EU.

Po vstupu do EU se miiZze péstovat i v CR.
V roce 2008 se ji zaselo 8000 ha

V roce 2012 se ji zaselo 3 050 ha






Kukurice bez aflatoxini

m Produkce siRNA pro inaktivaci gent plisni
Aspergilus — potlaci produkci aflatoxinl




Rizika vzniku rezistentnich
sktdci d

m Rezistence je dedicna
m Zalozena recesivne

m Musi se udrzovat refuig
nebudou sktdci vyst:
selekcnimu tlaku

m Kfizenim vzniknou %
heterozygoti, kteri jsou nNg N
citlivi NC SR TR

ah

Rezistence vznika na vSechny pesticidy



Rezistence na Bt-toxin

+- Na polich u Bt-plodin — byla zjisténa
vyjimecne u zastaralych linii baviniku

m Opakovane vznikla po ekologickych
postricich toxiny z B. thuringiensis

zaprednicek




Rezistence obale
na bakuloviry



Naruseni syntézy amylozy
Zmena slozeni skrobu L
Amyldza ve stopovych mnQzeieeH:
Veétsinu skrobu tvori amylopektln '
2012 — ukonceno péestovani v Evropé



Typical Fatty
Acid Composition

H SOJa Plen |Sh C16:0 C18:0 C181 C18:2 C18:3

Palmitic Stearic Oleic Linocleic Linolenic
Acid Acid Acid Acid Acid

zvyseny obsah

High Oleic
Soybean Qil

kyseliny olejove s

Sovbean Qil

Mote: Fatty acid profiles may vary slightly



http://p1.pichost.me/i/23/1458725.jpg

Dalsi geneticke
odifikace

m Odolnost k virim

= Zmeéna kvality prod _
zmeéna v obsahu a ité tuku

zvySeni obsahu vitaminu, AAS G-

k. |




Jedlé vakciny

= Rocné umiraji 3 miliony déti| B

na choroby, pred kterymi |

spolehlivé chrani ockovani

m Kazdorocne se rodi 30 milioqu detl, @
které nemaji ani zakladni oCkevaim—

m Za 17 $ lze zajistit ockovani

obrna, zaskrt, TBC, Cerny kasel,
spalnicky, tetanus







Boj s hladem a chudobou
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m 1,2 miliardy liciv ”:
méne nez 1 ddiar dénné
m 800 miliond trpi hladem

m 6 miliont déti do 5 let umira
= predskolni populace Japonska

b



Prijem energie cal/den

= Bl FAD Statistics Division, FAD Statistics Yearbook 2004 Vol.1



Denni porce 1 100 milionti
- chronicky hladoveéjicich lidi

+




Detska podvyziva

Trend and Stabde or impraving Stable ¢r impraving | Stakles or Improving

Frevalence Woarssning Worsening _

0 . Modarate 20% High 35% Very High 50%

i=n
[ Il FAD Statistics Division, FAD Siatistics Yearbook 2004 Vol 1 & FAD, 2005




Hlavni priciny hladu

m Ozbrojené
m Klimatické
m AIDS



Rust populace
Jr- Nezpomalil se
= Denneé se rodi 250 000 déeti

= Pri tomto tempu pribude 1 m|I|arda I|d|
za deset let

m Z toho
rozvinuté zemé 56 miliond
nejchudsi zemé svéta 900 milion(




Cerpani p¥irodnich zdrojt
- niCeni biotopii
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i ;e‘flfg SN VIR L PN \H N Principais remanescentes
b AT AN WPl RSB X N A (78 de vegetacéo nativa de Cerrado em 2002
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CONSERVACAO
INTERNACIONAL

BRASIL




Duvody hladu v Africe

= Africané potebuji k preziti vynos
alespon 1 tunu z hektaru.
= Potencial africkych poI| Je
3 tuny na hektar. rfﬁﬁﬁ, EL
= Tento potencial ¥
se nedafi naplnit. © ‘iﬁ
= Vynosy casto klesajl
pod 1 tunu z hektars "




Nedostatek zivin v pudé
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NURSERY
S SPECIAL

:l PLANT FOOD
12-6-6G
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Hnojiva jsou mnohonasobné drazsi neZ v Evropé.









Vlivy na vynosy

2 .
|
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Moznost boje s hladem

7.

2 .
Mistni hnojiva I

1 Nezavadna osiva a sadba

Odolné odrudy
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1998 - GM papaja odolna k viru
HEStU]

b

e se na Havaijl a v JV Asii




Rezistence k suchu

m Zvyseni exprese fytohormonu cytokininu
brani shazovani listl za sucha

m Rostliny snaseji dlouhodobé sucho

m Vystaci s 30% vody pri 12% redukci vynosu

m Vyvijeji se k suchu rezistentni linie
rajéata SR N o
ryze e e \Re L L
pSenice Al A Rk




Rezistence k zasoleni ptd

+

m Repka - exprese genu AtNHX1 z husenicku

Transport Na iontt do vakuol az do 6%

susiny

= Vylouci Na z cytoplasmy

m Udrzi osmoticky tlak
pro prijem vody

= \/ynos semen je
ovlivnén jen nepatrné
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Boj s podvyzivou
y VY 40" 4 A\ |
»Zlata ryze
| Avitaminoza A
Han - 250 miliond lidi
i * ¥ » Rocné
: ) & 200 tisic déti oslepne
““#2,5 milionu lidi zemfre
ef o 40 gramii ,zlaté ryze"
P denné pokryje potrebu

® . Stravu obohatit o tuky
m Je k dispozici 10 let

= Stale se nepeéestuje




yzivy - 600 mil. lidi
-250 miliont lidi

“m GEIRpro metabolismus
~ skrobu z E. coli

2,5krat vétsi koreny
2krat vice korenl



GM plodiny v Africe

NIGERIA @ ®

BURKINA FASO @ I

GHANA @ ?

@ Discase-resistant cassava

KENVA 00 0@
® Drought-resistant maize
. Insect-resistant cowpea TANZANIA .
Biofortified banana

. Insect resistant cotton T MALAWI .

@ Nutritionally enhanced Sorghum
Insect-resistant maize | ZIMBABWE @
@ Herbicide-resistant soybean

Potato Leaf Roll Virus resistant potato
@ Virus-resistant sweet potato SOUTH AFRICA
HO"HOO

B Commercially grown



AFRIKA - SUCHO.QL
2001




Opakovana katastrofalni
neuroda




HLAD OHROZIL NA ZIVOTE
20 — 40 MILIONU LIDI




Miliony lidi oslaben?ch
_hladem zemrou ha




Dovezena potravinova
pomoc obsahu;e GM




Zambijsky president Mwanawasa:
~+GM food is poison!”

o ﬁ b, ﬂ'

Distribuce potravinove
pomoci zastavena
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Vliv GM rostlin na zivotni




Bt kukurice vs.
monarch stéhovav{[

,F. f m V laboratori krmeny

& housenky monarcha
klejichou poprasenou

pylem z Bt kukurice

P . = Housenky masove
g hynuly

Vyhubi Bt kukufice motyla?



xperimentt
vrzeny

= Housenky se vyhybaji
plevelllm poprasenym pylem
"= Slo 0 odrddu s vysokym
mnozstvim Bt v pylu

m Tato odrlida se nikdy
nepéstovala na polich.

-

dc1

OhroZuje ho kaceni lesi v Mexiku.



Bt-kukurice

Z poli se uvolnuje Bt-toxin
do potokd

V laboratori se ve vodé s

Bt-toxinem nedari larvam
chrostik(

s Bt-kukurici vymiraji
chrostici?

Jsou chrostici v potocic
kukuricnych poli?



Bt-plodiny

+

m Povinne se testuje
Bt-plodin neskodi §

= Nebyl prokazan ne

m Bt-proteiny nejsou-cHel
blanokridly hmyz

m Pozitivni vliv na potlacem
voskoveho



Bt-plodiny vs.
parasitoidi a predatori

Jr

m Parasitoidd a hmyzich predatord muze
byt v porostech Bt-plodin méng,
protoze je tam méné hmyzich sSktdcl

m Neni vSak primy vliv na Cetnost a

-elj@pvou pestrost para5|t0|du a
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Bt-plodiny v .
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pidni mikroorganismy | *
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m Tezke pOSOUdIt ﬁ' e ...f'“t ' t%
g i '-'e._ ‘_.-r':! : 1 ,.-ll'l-.. 1_:;:__!1 hf] L__{?
m Méni se v zavislosti im’ha ¥ it Ml 48 Y
faktorech
PUda, pocasi, plodina, odriida,
agrotechnika, sezona aj.
m Tyto vykyvy jsou vetsi nez zmény
vyvolane pestovanim Bt-plodiny



druhove sIozem se s
plodln meéeni

n/l =

2plisobuji jesté vetsi
F.| 0sevni postupy, zmeny
Zeni aj.




Britske studie biodiverzity

Vliv péstebnich postupu GM plodin
odolnych k herbicidim na biodiverziti poli.
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| }.GM repka = Méne plevell
TS o s Méné véel

. _m'Méné motyli

b = Méné semen
plevelli
m Méne
emenozravych
drouki

‘Méne ptactva

. ice chvostoskokt
aAS a jejich predator

- 'ﬁ-f“r F |
£
.

i

|



(S

Ve vSem lepsi nez
tradlcnl kukurice

. Tradi¢ni kukufice
;uj_ A éf postihuje

ROW LA blodlver2|tu mnohem
el 1[ _.M.:\nce nez jakakoli jina
4\33 ‘plodina

| -~ = Plati i po zakazu

AR T o atrazinu



Jinou agrotechnikou
%3 jinou organizaci
orostu.

Ny

'_razne vyssi
piodiverzita rostlin i
2 IVOCIChu na poli av




Klasickeé plodiny uz vytlacily
plane rostouci druhy

= Vojté&ka — Svycarsko
m Ryze - Tajwan




Klasickeé plodiny uz vytlacily
plané rostouci druhy

= Vojtéska — Svycarsko

Lo B



Riziko vzniku rezistence
- - = O

(o]

Vznikaji spontanné
napf. Zeleznicni naspy




Vznik mezidruhovych

Vznikaji spontanné
Je to pfirozeny mechanismus
vzniku novych druhii.



Repka a plana brukev

2 ':L"' | N
Vyskyt hybrida ve Velke Br1tan11



Celkem 50 000 hybrid(

| "'_"_..:' e e *T" l' ," el {Brukev hojna u fek

Casto v t€sném sousedstvi s
poli s fepkou |
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m Dochazi ke krizeni? Fa v
= Vznikaji Zivotaschopné hybridy?
m Vytvari hybrid stabilni populaci?

N IN F

m KFfizi se hybridy s ptivodnim druhem?

N IN F

m Krizi se opakovang?

y vy 4

= Prinasi novy gen selekcni vyhodu?
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Geneticke modifikace

_ Fivocichi




Od Alger
(1959)

Flowers
for
‘ Algernon




...k Doogie
(1999)

e g 3 I
o

ZvySeni skore v mysich ,IQ testech" 5x



Hobbie-J (2009)

a Cinnost genu NRZB'
v mozku s vekem slabne

m Zasah do dédicné mformaék

posilenim funkce genu NR2B v mozku
= Omlazeni mozku
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modifkovanych savcii




Mikroinjekce do

prvojadra zygolyge3=




Retroviry
Ahsorption to Specific Hp.eptur @

Cytoplasm

Endocytosis

REVERSE ,—-'@-@}uﬂunat
TRANSCRIPTION 3

S €

Transport

to Mucleus
Helease

/

Huclear
membrange

Plasma Membrane i i T " Budtling

Retrovirus replication




Mikroinjekce retroviroveho
— vektoru-do zraleho c

Metaphase



http://images.google.co.uk/imgres?imgurl=home.vicnet.net.au/~einstein/images/oocytes.gif&imgrefurl=http://home.vicnet.net.au/~einstein/stories2001/monkey.htm&h=204&w=330&prev=/images%3Fq%3DGFP%2Bmonkey%26svnum%3D10%26hl%3Den%26lr%3D%26ie%3DUTF-8%26oe%3DUTF-8%26sa%3DG
http://images.google.co.uk/imgres?imgurl=home.vicnet.net.au/~einstein/images/greennails.gif&imgrefurl=http://home.vicnet.net.au/~einstein/stories2001/monkey.htm&h=95&w=256&prev=/images%3Fq%3DGFP%2Bmonkey%26svnum%3D10%26hl%3Den%26lr%3D%26ie%3DUTF-8%26oe%3DUTF-8%26sa%3DG

Mikroinjekce retroviroveho
vektoru do embrya

m Kosman bélovousy (2009)
Model pro lidske choroby
= Vyhody oproti makakiim_
vy&&i reprodukcalile %> =
kratSi generacni




Lentivirové vektory

m Hrabos preérijni

F1 —uGFPI

FO — uGFP1




Zinc finger nukleazy




zif268/DNA

Zinc finger nukleazy

jL

,("3?. > & |~ -

¥ 5

-'l‘ :!r :'ﬁ Lo ¥

- : .-' \ “ra v

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

— tri baze v DNA na jeden , prst"



s Kombinace t¥i ,zinkovych prsti™
JF staci na urceni specifického mista
vV genomu

= Navedou na nej nukleazu
BEX N EEER L EILT:
= Nastartuji reparacni procesy

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



Zinc finger - nukleazy

ZFHM Pair Delivered
inta Cell by
Transfection or
Electroporation




Zinc finger - nukleazy

+

m Mikroinjekce
do embrya

m L ze proveést
cileny
knockout

mLze
dosahnout
homologni
rekombinace




TALEN

T

akterie Xanthomonas
ovlada geny
hostitelské rostliny
specialnimi
bilkovinami -

transkripém’mi

__________________

sekvence v -
hostitelske rostlinygs



TALEN

7% Pro urceni specifické sekvence v
modifikovaném organismu se vytvari
specialni protein
transcription-activator like (TAL)
efector protein konstruovany podle
proteint (transkripcnich aktivatord)
bakterie Xanthomonas |




TALENy
+

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

WE DEEE N BN B Fokl
TTCCTGCCCAGCTCCAT T TOCTTO UL 'GGAACTACCAGAARCARCACTGAR
CCTTGATGGTCTTCTTGTGACTT

ARGGACGGGTCGAGGTAAASGANC AL -
<S> B A EEEEN

= Pri injekci mRNA do cytoplasmy zygoty
ucinnost knockoutu kolem 75 %



Systém CRISPR-Cas
+

D ANARTANN
Y y O Pre-crRNA

Cas proteins _ﬂ ﬂ ﬂ ﬂ

crRNA

CRISPR-Cas system



Systém CRISPR-Cas

m Synteticky pripravené crRNA
m Cili na specifické misto genomu

BN

20nt IEERARRRAR

||||||||||||||||/|.|_|| crRNA &
of 7 T




Systém CRIS
+

= KO i homologni rekom
m RNA - snazsSi priprava a nizsi Ceéna
m Lze pripravit crRN
m Vysoce specifické
rozlisi rozdil i v jec
m Vysoce ucinné — €
na obou chromoz
nékolik zasaht n:




Systém CRISPR-

Simultanni vybloko
m 2 genll
m i homozygotné

Cas

Culture
=8 hr

Cas9 mRNA/sgRNAs injection

Embryo transfer l

—

.f:‘.f"'::' ;ﬁ.:\
—U Se)f
l\ \

Gastatiun
=~ 5 months

Mutant founders Surrogate ther



CRISPR-Cas
aktivace a suprese geni

jL

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

m crRNA nasméruje represor do blizkosti
CﬂOVé Sekve Repressor

"

Deactivated

Target gene




CRISPR-Cas
aktivace a suprese geni

+

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

= crRNA nasmeruje aktivator do blizkosti
cilové sekvence DNA — zahaiji
transkripci mR Actvator

S

Deactivated




CRISPR-Cas

base editing
ﬂNefunkénl’ Cas9 - nosic cytidin deaminazy
(C méni na U)

= crRNA nasmeéruje deaminazu na cilovy C
m DNA repair — opravi komplementarni bazi
m Pri replikaci DNA se U nahradiza T

Modified Cas9 /Guide RNA

Genomic g

g1

and replication Base-edited DNA

Cytidine deaminase



Base editing

s Modifikovany Cas9 (Dead Cas

Modifikovany Cas9

Cas9D10A - nikaza oo
Nickase ~ e

Ruvc%

Single Stranded Break



https://www.eurekalert.org/multimedia/pub/154164.php

Base editing

+

= PrepisAnaG

= Neni prirodni enzym — modifikovany TadA
s Prepise adenin na inosin (cCte se jako G)

m Nick nastartuje mismatch-repair

2. DNA base editing

Dead Cas%




Base editing

s Base editing na RNA

3. RNA base editing

+— [Dead Casl3




Mutagenni retézova reakce

MCR
= Vyblokovani druhé alely z 97 %

second allele

HA1 IRNA HA2

Homology Directed Repair (HDR) Homology Directed Repair (HDR) than Ber
UC San Diego

HA1

F

Valentino
Gantz



Mutagenni retezova reakce
MCR

m Pri krizeni s nemutovanymi

homozygoty maiji krizenci
vyblokované oba geny

(nad 95 %)

m Pokud je nositelem mutace
1% jedinct, prevladnou
nositelé mutace v populaci
za 10 generaci |

m Otazka biologické &,.K5

argeting Added CRISPR
- uences gene :

PNPPNPP N /NN

*

3
3 Diole Tk Seo Dok
bezpecnosti EJEDED
bg &g &g &




Allelic drive

m Editace na 2 mistech genomu (2x gRNA)
m 1. prenos gene drive

m 2. vyrazeni skodlivé alely a jeji nahrada
prospésnou alelou (CRISPR-rezistentni)

F —SS beneficial

allele

\%ﬁ %Q detrirhental‘
allele

Receiver]|

Gene Drive Allelic Drive

Nature Commun. 201



m Zmeny u prenasecu infekci
Komar Aedes aegypti
Rezistence k zimnicce
Snizena plodnost samic


http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi_5cOR6MHLAhWDNJoKHQzBDccQjRwIBw&url=http%3A%2F%2Fwww.npr.org%2Fsections%2Fgoatsandsoda%2F2016%2F01%2F20%2F463620717%2Fzika-virus-likely-affected-her-baby-and-she-feels-brazil-doesnt-care&psig=AFQjCNHp2Zx3kwpjIJ2AaZddvyXiizf7EQ&ust=1458101121589335

Potencialni

(=]

Hasigtant apacias
[reduced afficacy reporad)

Zvraceni rezistence
u skddct (Bt plodiny)

Bt crops (million ha)
P

S FLESFFEFFE LS

B Reduced aficacy
B >50% resistani
O 1=-8% rosEstan]
8 =1% resestant

§ Susceplible




Potencialni vyuziti

+

m Shizeni zivotaschopnosti invaznich
druhti



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiA3Mfe7MHLAhUwb5oKHe1gA8AQjRwIBw&url=http%3A%2F%2Fwww.fws.gov%2Fmidwest%2Fendangered%2Fclams%2Fzebra.html&bvm=bv.116636494,d.bGs&psig=AFQjCNGqAm7i31rxja3hYr8aHN8hg-6NQA&ust=1458102361992279

Potencialni vyuziti

+

m Zvyseni odolnosti uzitecneho hmyzu k
negativnim vliviim

(opylovaci 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

m Pro ziskani Normalherkance
organismu s =
zadoucim
genotypem -
bude treba wtronre e
méné jedincl AT

Altered gene does not spread

Gene drive inheritance

Genadrive WIildtypa

EASR

)

Hig B

Repalr

Altered gene as gene drive:
One copy converts gene
Inherlted from other parent.
More than 50 percent chance
of passing [t on.

AT
A M
TR TTER | RPAAT AN
N MM AN

Altered gene [s almost always Inherited




Rizika gene drive

m Potencial zasahu celé populace
= Navozuje ireverzibilni zmény

m Nechténe vytvoreni gene drive

Generation




Rizika gen

Vneseni gent pro toxin do populace

7 /a

¢lenovcl sajicich krev lidi ¢i zvirat



http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=0ahUKEwjqtLf788HLAhVCEJoKHaUjBc0QjRwIBw&url=http%3A%2F%2Fwww.defenseone.com%2Fthreats%2F2013%2F07%2Fcities-might-not-be-prepared-they-think-bioterrorism-attack%2F67352%2F&bvm=bv.116636494,d.bGs&psig=AFQjCNFNuR1s0EykQg0LEcmZh9peTohZ9A&ust=1458104291655474
http://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwj1vNPc78HLAhXkK5oKHaElB7YQjRwIBw&url=http%3A%2F%2Fnewstalkkgvo.com%2Fblood-sucking-monsters-invade-montana-heres-how-to-avoid-and-remove-ticks%2F&bvm=bv.116636494,d.bGs&psig=AFQjCNEJQAew9MVVYvZZIVEL84XC83abLw&ust=1458103127538213
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= Maiji k dispozici CRISPR-Cas9

m Distribuce ve forme kit{
UmysIné vytvoreni gene drive
Nechtény vznik gene drive
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Spermie jako vektor

T Y T T T




IVF spermatem
S baktenaln\)_gontammau

u\ {W ; )
= Experimentalne u mysi prokazana
pritomnost bakterialnich sekvenci v

genomu



Prenos jader

Enukleace oocytu
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Ian Wilmut Ovce Dolly
Roslin Institute

Skotsko




Klony domacich zvirat




K cemu jsou
GM zivocichoveé?




Poznani funkce gent




pro lidsky antitrypsin
léCba rozedmy plic
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faktor
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lecba hemofilie

bioreaktory
ivy




Prvni lék
z .zivych bioreaktora"

Biotherapeutics
volen v EU 2006
v USA 2009
ntitrombin

Potlaceni nezadouci
srazlivosti krve,

napr. pri operacich




BioSteel

la Bioscience
Kanada







. Resilin




Geneticky knokaut




Genovy knokaut







Skot rezistentni k BSE
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Hematech — USA
RIKEN — Japonsko
Texas A&M University
= 8 holdtynskych byk
m Genovy KO genu pro prionovy protein




Zvireci modely lidskych
dedicnych chorob







Knokaut genu pro myostatin




Blok myostatinu a zvysena
exprese follistatinu se
doplnuji

i il




GM pstruh duhovy

Jr

m Blok genu pro myostatin
m Funguje i u dalSich obratlovcl

la




Zmena slozeni mléka prasnic
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Herman — 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




Hypoalergenni mléko

+

m Chybi alergenni beta-laktoglobulin




Enviropig™




Xenotransplantace
zvireci organy lidem

= Neni dost organti pro transplantace







Prasata
pro xenotransplantace

jL

m VVyblokovani prasecich gent (alfa-GAL)
m Vneseni lidskych gent (hDAF, CD46)







Probléemy —
zvlastnosti reprodukce ptaki

L

F

Za 24 hodin po ovulaci — 60 000 bunék






Transplantace PGC




Transplantace
- spermatogonii

'.

»










Odolnost k chorobam




~Zlata vejce"

i -
.....
e

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







Mikroinjekce




Transplantace PGC




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

Broodo Siock oOe velopment




Pardue UnivelSiky €. nl=|

+

m Pokusy v laboratori
m Pocitacové modely

m Naznacuji moznost uspechu GM ryb po
Uniku do volné prirody



GM ryby — gen pro GH
+ rN 7 Va o _ medaka

= Snizena zivotnost pludku =

= Zvysena odolnost ke kamballsmu
= Lepsi traveni bilkovin
= Jsou kompetitivnejsi R i

= Rychlost nejasna -
€9

= Drive pohlavne dospivaji

= Pravdépodobné i uspésnéjsi pri treni

N & 4

= Vyssi produkce pohlavnich bunek




GM ryby vs. divoké

GM samice — 14,2 kg

GM samec - 8,2 kg

Divoka samice — 0,171 kg

Divoky samec — 0,220 kg




U kulturnich linii

Jrneni vyrazny efekt GM




Vliiv odchovu na rist
GM losos kisuca

m RUstovy potencia
GM ryb se uplatni je
v umélych podmink

délka GM ryby
3nasobek

= V prirodnich
podminkach

GM veétsi o0 20%







Geneticky modifikované
akvarijni ryby

+

GLOFISH
GFP — da




GM potkani - GFP

2011
s CIZP u
éjmo

Foto Dr. K. Angelis




Mame se bat
GM zivocichi?

Jr

m Domestikace zménila zvirata

k nepoznani




Mame se bat
GM zivocichu?

+

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



Chytri psi



Chytri psi

Zatim je to jen scifi, ale jednou ...



Geneticky modifikovani




Postriky insekticidy

m DDT

: ﬁsﬁ'ﬂﬁs ouer atterpt to coptrol e
natural world about us



A4

Eliminace komart-prenasecti
genetickou modifkaci

m Vypusténi sterilnich jedincl = ®
= Vypousteni nositeld dominantni letalni viohy

m Rozsireni vioh pro rezistenci komard k
pUvodci choroby

m Nakaza GM symbiontem



Aedes aegyptl
OX513A '

+

= Larvy hynou, pokud:nej odehov:
vode s tetracyklmem s

m Odchov velkého poctu samc@

m Vypusteni do prirody

m Potomstvo zplozené s divokymi samicemi
hyne v larvalnim stadiu

m Exprese Cerveného fluoreskujiciho proteinu




Dalsi modifikace

+

Létajici injekce

m GM komar by pri
bodnuti vnesl do téla
clovéka nebo zvirete
vakcinu proti infekcni
chorobé




Vliv na neciloveé
organismy




F \Fm [}

Komari jako opylovaci

+

m Podle nékterych odbornikt plni komari
vyznamnou roli opylovact

m Pokud zmizi, p
m ,Zlodéji nektar







Vypusteni
do volné prirody

+

Oxitex
Aedes aegyf

-

Kajmanské «!H . W TR
0 & e, \ et . D

Malajsie = Y

Mexiko

>






GMO
Tesi se spatneé povesti

O

L= -

19344 GMO+R




GMO - free

+

1998 — obchodni fetézec Icelp
zakaz GMO v prodavan

1999 — ,,samozakazu“ velky
Sainsbury’s — UK
Carrefour — Francie
Migros — Svycarsko
Effelunga — Italie
Superquin — Irsko




— ,,Samozakaz‘ potravin z produktu
zvirat krmenych GMO



Neni to reakce na o WYL




GMO ve svete stale pribyva

GLOBAL AREA OF BIOTECH CROPS
Million Hectares (1996-2011)

Total Hectares B 29 Biotech Crop Countries
-+ Industrial

=& Developing

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

A record 16.7 million farmers, in 29 countries, planted 160 million hectares (395 million acres) in
2011, a sustained increase of 8% or 12 million hectares (30 million acres) over 2010.

Source: Clive James, 2011.

Hlavni plodiny:
kukurice, s6ja, bavinik




GMO ve sveéte stale pribyva

Global status of commercial GM crops

2001, by millsans of Fectises

GErmany

Honduas

=0.05m

Baurkina Faso
Maire
| Colombia —
<0.05m

South Alrica

- Uruguay

Swieden

<0.05m

Potaso
Poland
=0.05m

Maize

“— Shevakda

<0.05m

Malze

Philippines

0.6m
Maize

Hlavni

producenti:
USA

Kanada
Argentina
Cina



Kolik je DNA v krmivech a
potravinach ?

0,005 az 0,02 %
susiny
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0,0004% DNA kukurlce



Hypoteticky priklad:
brojler

Krmna davka - jen kulquijee, =
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Veskera kukurice jen GMO



Brojler zkonzumuje za
cely vykrm

— i

300 mg kukuricné DNA
=

1 ug ,,ciziho genu”

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

Blokada enzyrhu mykotoxinem

Neobsahuji mykotoxiny



DNA z potravy neni jedina




Clovék ma ve stfevu

1014 ks bakterif
D00 druhdl = 1,2 kg
1200 druhd virti
i ?idruht prvokd
? druhd hub
atd.



DNA se rozklada

= Kyselym prostredini™*
m Enzymy (DNazala DNaza 1I)

85 % DNA z potravy je rozlozeno
na ,pismena" genetického kodu

jeste pred vstupem do
dvanactniku.



Jaka jsou rizika potravin
grkrmlv y 4 GMO’?




Toxicita potravin
ajgrmiv z GMO

| geneticky nemodifiko
potraviny a krmiva
obsahuji toxiny.

Soja — genistein
Brambor — solanin

U GMO Ize snizit ,,prirozenou” toxicitu.



Geneticke mod|f|k

m Bavina
na 1 kg vlakna
1,65 kg semen
vysoky obsah proteind
— terpenoid gosypol
m RNA interference
klicovy enzym pro syntézu
m Redukce gosypolu o0 98%




Toxikologicke testy

= Testuje se
1) GM plodina

2) Odpovidaji nemodifikovd

3) Odpovidajici nemodlﬁkovaﬁn
pridavkem produktu genetické modlflkace



Cim vsim se lisi pi§

Jr

= GM plodina a jeji nemodif :
kontroly nemohou byt pestove
stejnych podminkach

Statisticky Obvykla
prikazny variabilita
rozdil

A=-mMZT>A>T



m\y

Cim se lisi
testovana zvirata?

+

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

Fyziologicky

ukazatel Statisticky

prilkkazny
rozdil

Fyziologickeé
hodnoty




Alergenita krmiv a potravin

z GMO
Jr

Alergenni jsou i ostat
potraviny a krmiva.
Alergenni potraviny
— kiwi, orechy, ryby atgl®

Je treba provérovat a
snizit rizika pri ,,zato

,,CO se da snist, to lidé snedi!*“



GM hrach
inhibitor alfa-amylazy fazolu
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Zdrojem rezistence jsou i
akvakultury ve tretim svete
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Prenos genti z GMO potravy

n a ZVI re a n S (0) ‘ (e B . i e o T e
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Pravdepodobnost
zabudovani genu do

A4 D4

Jrzwousne bunlq

\éh Wy &
“:_"‘1\___
V genomu zivocich véetnd S\flovéka

nebyly nalezeny geny vys ich rostlin.

Produkty pouzwanych entl jsou
provereny (toxikolo |cky apod.)



Rozklad DNA pri zpracovani

I$miv

m Mleti — be

= Lisovani gleje

m Zahrivan
degradacg

= Paraizap




N =

Nelze od sebe odlisit
produkty zvirat krmenych
GMO od produkti zvirat
krmenych ,,GMO-free"
Krmivy.




,,GMO-free® krmiva a
potraviny. .

|

" Iy o g o il

m. 1' o os .
.. jako choditijen‘po’bilyeh:dlazdicich



Zavery:
Jr- GMO —zatim prospéch jen péstitellim
m Velky potencial pro spotrebitele
m Treti svet — jedna z moznosti
m Vlivy na zivotni prostredi
m Kazda zemeéedelska vyroba ovliviuje

m Je treba hodnotit vlivy vsech
technologii



+

GMO pro krmiva a potraviny
- testovany a schvalovany

Prenos gent z krmiv a potravin na
mikroorganismy - nepravdepodobny

GMO jako krmiva a potraviny
- bezpecnée

Produkty zvirat krmenych GMO
- bezpecne



mi pracovat
s GMO?




Ne- GMO




Jakakoli cinnost s GMO =

nakladani »
-‘|Uzavi‘ené nakladani
= Uvedeni do zivotniho

prostredi — polni _

= Uvedeni do obéhy=== ==

unasRRsoja

(Pro zpracovanidee L e o

kukuFice MONSIO Sl i meai

(pro péstovani) |




. Zakon 78/2004 Sb.




Co do zadosti?
+- Kdo naklada?
=S jakym
organismem?
= S jakym genem?
s K cemu to bud:

= Co se bude dél I‘

kdyby byl prus



Hodnoceni rizika

jL

= Jak je rizikovy sam
organism

m Jak je rizi

m Jak se zm
genem?




Oblasti I‘IZIk

m Zdravi zwrat a g
rostlin ,
= Zivotni prostie |

= Biologicka
rozmanitost |

Berou se v potaz i
ekonomicka,
demograficka

a politicka hlediska
(MZe - repka)
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Havarle

Neni to kazda nehoda
na pracovisti s GMO
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i

Je to unik GMO
mimo prostory urceneé k nakla







