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Klon = vyhonek
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Vegetativni rozmnozovani =
- prirodni klonovani

5.

Spontanni fragmentace
embryi

= Embrya korald se ,lamou" v priboji u
7 o v a7 = O
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cropora millepora
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Jednovajecni sourozenci

Produk
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Rok 2000 - makak

Gerald Schatten

Identicka dvojcata

» Identicky genotyp
m OdliSnosti fenotypu s

l‘ )u-,:_
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Ve 2 letech™ <A nailit Tt s ..

Rozdil 64 kg
8 cm v kohoutku

Prenos jader

Enukleace oocytu
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Prenos jader

m Kontrola enukleace
po vitalnim barveni chromatinu
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Kultivace embrya a jeho

DuleZité pro legislativu — co je povoleno
- co je zakazano
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Prenos jader neni jen
klonovani

Prenos jader
u oocytu

Nasledné IVF
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Lilly + 6 Libby + 10

Velbloud 2009
e

= Spojené arabské emiraty
m Pouzity kumulard, gk
= Oocyty dozralé iBVi¥e
= Odbér ovum piciiup’

m Narodila se sami

F et
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Klony ohrozenych druhti
__Mufion 2000 _ Gaur 2001

Banteng
\ 2003

Mezidruhove
klonovani
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Mezidruhoveé prenosy
embryi

m KOn — 64 chromozomd
m Zebra — 44 chromozomu
m KOn Przew

m Osel — 62

8.4.2016
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Pri nekompatibilité embn

TRENDS in Biotechnology

mikrocepel

blasticky

Trofoblasticky
vacek ovce

Rekonstruované
Re-expanze -
ICM - vitalni b e : IICM - kamzik
! rofoblast - ovce

14



Pomuze klonovani k zachraneé
3hrozenych druhu?

(SN ]
Popsana v roce 2000 podle zakoupené
trofeje.
Zije jich asi 200 ks (?) na vietnamsko-
laoském pomezi
Je intenzivné lovena
V zajeti rychle hyne, i kdyz je krotka
Biologie druhu — prakticky neznama

8.4.2016
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Klonovani

‘4\—'
‘__‘\
N —

- |

%
“

¥

e
...g%@&ﬁ

Panda velka
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Vyhynulé druhy

ozoroiec bucardo
(Capra pyrenaica
pvrenaica)

et B R TENRIN

Klon vytvofen v roce 2008 — Zil 2 hodiny — defekt plic

Mamuti a dinosauri??
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Klon mysi
16 let pri -20°C

Zamrazené mysi
télo

Mozek vyjmuty z
lebky

Izolovana jadra
neurond

Klonovani

= Ma nizkou ucinnost

= Zvirata trpi vrozenymi defekty

= Zvirata jsou nachylna k
nadorovym onemocnénim

= Zvirata se nedozivaji vysokého
véku

= ,nevysvétlitelna™ amrti - Matilda

PROC?
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Uéinnost je nizka

Defekty
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l 4

a umrti klonu

LS
Klony prasat Matilda

- thyn bez zjevné p¥i¢iny -Uhyn bez zjevne pficiny
- stafi 6 mésicu - stafi 3 roky

Jak jsou klony staré?

8.4.2016
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Telomery

L5 ‘ ‘
«

Smrt bunky
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Aldous Leonard Huxley
(1894 — 1963)

Prvni udajné klonovani Clovéeka
g:)ul - prosinec 1998

25



8.4.2016

Kdo chce klonovat g
Cloveka? r

Brigitte Boisselierova 2
— spolecnost Clonai

Richard.Seed

26. 12, 2002

geniokracie
skupiny génit
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Urcité nel

= nebylylpndl‘nﬁe cke likazy

a klonoVani stivci mamq.l
ucinnost

= primaty n ) %‘l

soucaspymi
= za firmou Clonai
raelinant

Bezpecnost klonovani

= Hlavni védecka namitka proti klonovani lidi

nizka uspésnost
vysoka zdravotni rizika
pro dité i matku
= Kazda nova technologie nese rizika
Testovani léku nese rizika a
dobrovolnici je podstupuji
na zakladé pouceného souhlasu
= Klon — vznikne a nemohl projevit svou vili

8.4.2016
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Biologicka bezpecnost
klonovani

m Defekty

m Biologické stari

m Délka Zivota e

m OdliSnosti v délce telomer

m Zahadna Umrti klond

m U Clovéka — duSevni zdravi klonu

Biologicka bezp
klonovani

m Defekty jsou vysledek r
bunécného jadra
= Dva nazory

1) Povede se optimalizovat prenos
jader

2) Neuplna Ci defektni rediferenciace
jadra je dana principem klonovani a
defekty nelze odstranit
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Biologicka bez
klonovani

m Epigenetické reprogra
klonovani prenosem ja

m Epigenetické zmény v pohlavnich
burikach probihaji mésice Ci roky

m V klonech musi dojit k reprogramovani
jadra béhem minut ¢i hodin

m Metylace DNA klon{ je defektni

Biologicka bezpecn
klonovani

m Rudolf Jaenisch

m 30-50% genl v zarodku klonu ma
Zmenénou expresi

= Neni technika pro kontrolu spravného
VZOru exprese na zivém embryu

m Nelze selektovat klony s normalni
expresi genu
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Nizka uspéesnost

jader by bylo pro narozeni klonu treba
1000 oocytd
50 rdiznych nahradnich matek

m Znamena to zasah do zivota 50 zen, aby
byla sance na narozeni 1 ditete

m Jaka bude role nahradnich matek v zivoté
klonu?

m Co se stane, kdyz se narodi vice klonti? Kdo
se 0 ne postara?

-

Rizika tvorby klonu, -;-E X

m Vétsina biologl — rizika jsou tak velka,

Ze opodstatnuiji zakaz reprodukcniho
klonovani

m Wilmut a Jaenisch

Pokud se nékdo pokusi klonovat clovéka
a narodi se postizené dit&, ohrozi to
celou jednu cast biomedicinského
vyzkumu

8.4.2016
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Rizika tvorby klonu

= Jednou se podafi vyvinout
bezpecné techniky
srovnatelné s ART

m Prinese to obrovsky pokrok
do biomediciny

m Bezpecnost sama o sobé neni dlivod
pro trvaly zakaz

Anne MclLaren

Epigeneticka normalizace
klonovaného embrya

Wakayama et al. (2013)

m Klonovani 25 generaci mysi bez
zjevnych defektd

m Zygota (klonota) vytvore
prenosem jader vystavgle
inhibitoru histon deag
(trichostatin A)

Mechanismus G&inkUliaei

t‘«a i

8.4.2016
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Rizika tvorby klonu

m Zastanci klonovani

m Pokud by méla byt na prvnim misté
absolutni bezpecnost — zastavil by se
biomedicinsky vyzkum

m Testy lékl — nebezpecné
ale prinos vyvazi rizika

m Pokud jsou vsak rizika pfi pokusech na
zviratech vysoka, klinické zkousky nezacnou

8.4.2016
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Embryonalni
__kmenoveé bunky _
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Prinosy a rizika
m Prinosy jsou sporné
m Rizika enormni
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K cemu by to bylo dobre?
_%_

2) Déti pro neplodné
homosexualni pa

3) Darci organti pro ,,
4) Nic by se nemélo j¢
zakazovat

Klon konkrétnj

osoby

_~,

= Osobnost je urcena’s

= Klon vyriista v jinych podminkach

m Existuje variabilita v chovani klon{ zvirat.
Srovnatelna s mlad'aty z normalniho vrhu.

m V disledku epigenetickych zmén se budou
klony liSit béhem Zivota ¢im dal tim vice

8.4.2016
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eti pro neplodné
# a homosexualy

: 20_5,{3 man ch pardve -~
némlcky rozvmutych zemq‘.

Néepomuze vSem

8.4.2016
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Déti pro neplodng
a homosexualy

Nikdo nesmi nikomu upirat pravo
na zalozeni rodiny
zplozeni déti

Momentalni stav zakazt
reprodukcniho klonovani

m Neni zakazem ¢i omezenim reprodukce

m Zakaz reprodukcniho klonovani

Chrani Clovéka pred technologii, ktera je
draha, nelcinna a nebezpecna.

Brani narozeni klon(, které by byly
témér s jistotou postizeny jak dusevné
tak i fyzicky.
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Darci organti ', .
pro ,predloh™ '

m ETIKA!

= Byly by buriky kloRu™%
vhodné pro [eCbuges
~predlohy"?

m Otazka casu
Stihlo by se to?

They duplicated one man too many.

SVét Se bO ] i They n-:“t:;:::ﬁm.
klonii "

m Lidé se boji veci,
kterych se obava
nemuseji

m Lidé snadno uve e &
ve ,spiknuti® CLONES
m Lidé se neboji i G s T
VEC, kterych by S
meéli obavat

A FILM-MAKERS INTERNATIONAL RELEASE ﬂ
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GREGORY PECK

1 tyden po zpraves"
o narozeni Dollyf’ __

90% Americ¢anl pro zak‘_‘_ {7
67% je proti klonovani z

= VWysledek prezentace Dolly vel.
sdélovacich prostfedcich IHER

m Hysterie opadla
m Averze z(stala

Schvaleni zivocisnych
produktt z klonti - FDA

m 2007 - USA — FDA

m Maso a mléko klon@ skotu, koz a
prasat se nelisi od produktt
normalnich zvirat
m Potomci klon{ vznikli oplozenlm se
nelisi od normalnich zylrat -' /|

m Verejnost — pozaduje znacenL---

,Made from clone® EEEEEA &l

7 G
r?"““‘-—l\\&

8.4.2016
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Zivocisné klony - EU

_~,

2008 — EFSA
Zivocisné produkty klonl neskodi zdravi
spotrebitell

Klonovani narusuje welfare zvirat
a) klond
b) samic, které klon donosi
(giant offspring syndrome)

Tvorba kloni pro produkci potravin je
momentalné neeticka.

0 0 0

‘ . Ci LC
P0zada ab
o]gele NOLO

0 DO e

.. i c

akKo |e 0 2
DUVOCQ
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Klonovani cloveka

m Pokud bude klonovani bezpecné

Bude se rozhodovat o klonovani
Clovéka na zakladé etickych norem

= Namitky
Klonovani je nemoralni,
protoZe je neprirozené

Klonovani a nabozenstvi

+

m Destrukce spousty embryi

m Otazka pocatku lidského zivota

m Klonovani jako ,hra na boha"

m Otazka uUcelu lidského Zivota

m Nabozenskeé texty klonovani neresi
m Existuje Siroké spektrum nazorl
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Judaismus

m Velka vaha mediciny

souhlas s terapeuticky
m Reprodukcni klonovani
= R{zné nazory

1) z nabozenského hled
vyhrad

2) mélo by se zakazat

Judaismus

_~,

m Lidé
partneri boha
spolutvlrci svéta

m Je povinnosti ménit svet tak, aby v
ném bylo méné utrpéni - medicina

43



Rabi
Avraham

Judaismus Stemberg 8

= Mit dité za jinym Gcelem nez naplnit bozi
prikaz ,Milujte se a mnozte se" neni
neeticke

m Narozeni ditéte, které bude darcem bunék
pro nemocného prinasi dvoji dobro
1) Narozeni ditéte
2) Zachrana lidského zivota

m BOh nemél v imyslu nechat lidi klonovat

m ,Milujte se a mnozte se" nikoli ,Klonujte se"

Judaismus

+

m Klonovani mize narusit
tradiCni rodinné vztahy

= Dité nebude mit jasné ide
rodi¢e na zakladé judaistic
(halacha)

m Klonovani nezahrnuje pohlavni akt a jako
takové neni primo zakazano predpisy, které
upravuji vztah muze a zeny

8.4.2016
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Judaismus

+

m Velké obavy z defektl klo
Obavy z prenosu somatick
Defekty plod{ klon
Neprijatelné nabozZensky i
Nepanuji obavy, Ze by klo
Izrael
moratorium na reprodukcni klonovani

HABEMVS PAPAM — BENEDICTVM XVI

ﬁimsko—katolické cirkev

Jr- Striktné odmita hon(”ém @ *

= Stejné argumenty j

ART, antikoncepci

1) Oddéleni fyzického pohlg\aiike
od poceti

2) Niceni embryi, ktera vznikaji, je
ekvivalentem interupce

m Odmitaji reprodukcni i terapeutické

45



8.4.2016

Protestantské cifill

= Hlavni protestantsk& it #

Pozaduji moratorium na klonovani dokud
se nevyjasni etické otazky

Nejsou v principu proti klonovani, pokud
je zarucena lidska dUstojnost pro klon

E

]

Protestantské "'c-|‘_ '

= Nékteré protestantské’ L

= Klonovani potlacuje lidSkesk|
klon vznika jinak, nez jak to urcil blh

m Klonovani posouva c¢lovéka na ,Sikmou
plochu®

m Klonovani miize ozivit eugeniku -
omezi rozmnoZzovani jen na urcitou
skupinu lidi

46
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Islam

m Koran vyzyva k zasahtm, které maji,za cH.
lecbu. Varuje pred aroganci v techtos,
otazkach

m Koran povazuje ,parovani pohlavi* za
universalni princip a klonovani jej popira

m Muslimové se obavaji, ze klony budou
diskriminovany a mohou se stat zbozim

m VétSina muslimskych zemi klonovani Clovéka
zakazuje

Abdulaziz Sachedina
University of Virginia

Islam

+

m Mezi islamem a klonovanim
existuji oblasti shody a rozporu

m Lidé - spolutvlrci svéta s bohem

m Lidé by méli zasahovat do prirodnich procesu
kdyz to pom{ze clovéku

Odusevnéni nastava az po 40. dnu, proto neni
manipulace s embryi zakazana

Pokud vede klonovani k poceti ditéte mezi manzeli,
nelze jej odmitat

Pokud klonovani nezplsobuje Gjmu na zdravi a
udrzi si nezavislost na politickych vlivech, neni v
rozporu s islamem

47



Hinduismus

m Mezi hinduisty

- silna averze ke klonovani
Hinduisticti duchovni
Klonovani

arogantni

hrisSné

je to hra na boha
Klonovani neni potreba
Provazi jej priliS vysoké riziko

Hinduismus

= Klon mZe Zit i po smrti , prediohyid
Problém s karmou !
Problém s reinkarnaci & r
m Chté&ji velmi jasnou regulaci klonovanh=
m Tvorba legislativy - Ucast duchovnich

= Neodmita pokrok ve védé vedeny dobrymi
umysly. Pokud se véda déla ze sobectvi,
lakoty a touhy pomoci, vazné narusi karmu

8.4.2016

48



+

8.4.2016

Buddhismus

Nemaji oficialni stanovisko ke klongg anl \
Kazdy se uci sam. ? \i
Klonovani neni samo o sobé spatn@,__,

Dvé zakladni slozky zivota s

Rupa — hmota

Nama — duchovno

Klonovani manipuluje jen s hmotou

Duchovno klonu — svobodny rozvoj

Buddhismus

m Klonovani neni v rozporu s ( k
buddhismem, dokud nikomu S ? \tlt"
neublizuje o .*‘m_, —

m Obavy ze zneuziti éh: ik
m Jaka je motivace téch, co chtéjl'
klonovat?

m Klonovani narusuje prirozeny stav
svéta a to mUZe byt nevratné.

49



Buddhismus

_~,

m Odmita klonovani lidi
m Terapeutické klonovani
,Opétovné nastartovani
zivotniho cyklu®

a kulturni hodn

» Klonovani vynikajicich bleﬁ’i‘én‘ny(j’:
zvirat inspirovalo obavy z klonovani
vynikajicich lidi.

m Kdo je VYNIKAJICI?

m Muslimska konference v Dubaji:
Klonovat by se meli jen Zenati muzi.
Raeliani:

avat by se méli lidé s nejvyssim IQ

Klonovani A ; AT
gty :
=)

8.4.2016
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Klonovani
a kulturni hodno

,Prenos jader somatickych bunék neni
vlastné védecka technika pro
reprodukci jedincl. Jde tu o to
klonovat nase hodnoty. Raeliani budou
klonovat chytré lidi, protoze to je to,
Ceho si vazi. Muslimové budou
klonovat muze."

Klonovani
a kulturni hod

= Obavy: Klonovani mize
vloh a zablokovat evoluci .

= Protiargument: Klonovani je drahé a v
dohledné dobé nenabude rozsahu, ktery by
geneticky poznamenal populaci. Preference
by se liSily a klony by byly geneticky
rlznorodé. Evoluci jsme jiz prakticky
zablokovali medicinskym a technologickym
omezenim prirodniho vybéru.
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Psychologicka stranka
klonovani

m Psychologicka stranka
Klon
Rodice
TvUrci
m Klicové pro pripadné povoleni
reprodukéniho klonovani

Psychologicka stranka
Klon

+

= Kant: Clovék by mél pfijit na  emancel ot
svét, aby naplnil svlj vlastni 72+
zivot. Pokud prijde na svét
z jinych dlvodd, pak je tim
narusena jeho ddstojnost.

52



Psychologicka stranka
Klon

m Vétsina bezdétm'/ch part si mlze
zajistit dité jinymi prostredky nez
reproduk¢énim kloneNEnimms
IVF |
darcovstvi gamet [

adopce

Psychologicka strankg.,
Klon

m Klon vznikly jako darce bunék pro Ié
nemocneho

m MUZe to posilit vazbu mezi klonem a
~predlohou®

m Ale je tu narusena kantovska zasada:
existuje Ucel, pro ktery klon vznikl

m Klon mdze citit frustraci z toho, ze bez
tohoto Ucelu by se nikdy nenarodil

8.4.2016
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Psychologicka stranka
Klon

= Potencialni darci bunék pro lIécbu jsou
ziskavani i prirozenym pocetim

= Neni objektivni divod, proc¢ by takto pocaté
dité meélo byt brano ]ako ménécenné a
rodice k nému méli horsi vztah

m Obecné je poceti zivota pro lIécbu chapano
jako problematické

m ReSeni - terapeutické klonovani, pri kterém
nevznika klon

Psychologicka stranka
Klon

= Vytvoreni klonu zemrelé osoby

m Bude klon chapat jako svdj zivotni G
pokracovani v Zivotni draze
,predlohy"?

Co kdyz klon selze?
Jak.to ponese klon?
33 ’?cp ponesou rodice?

8.4.2016
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Psychologicka stranka
Klon

= PFenaseni ambici a zivotnich cilti na
dité se déje i bez klonovani

= Hovori se o ,ukradené individualité"

m Individualita se vytvari vlastnimi
zkuSenostmi a vzpominkami. Klon si mdze
udrzet vlastni individualitu.

m Rozhodujici je jeho pocit. Pokud ma pocit,
Ze individualitu ztratil, je to pro néj, jako by
ji ztratil skutecné.

Psychologicka stranka
Klon

m V konfrontaci s ,,predlohou™ mize mit
klon pocit ztraty individuality

m Prispiva k tomu i nazor lidi v okoli,
kteri vidi klon ,,jen jako kopii®
= Klon — ,,zivot ve stinu®
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Klonovani a verejnost
+- 2002 — USA

m Pro reprodukéni klonovani - 25% lidi
m VétSina odmitajicich:

Klonovani je nemoralni
= Minimum odmita pro nebezpecnost
= Masové odmitani

zaloZeno na emocich

USA

_~,

= President s Council on Bilf

m Predseda Leon Kass

m Odpor Ameri¢ant ke klonovani je
»,moudra antipatie".
I kdyz neni ni¢im zdvodnény,
je hoden zretele.

56



8.4.2016

Zakaz reprodukcnilpo—
klonovani

- 1 4 r - ’
m Mezinarodni konvence nalochranu lidskeho
genomu

m Narodni legislativa
m Zakazalo vice nez 30 zemi
m 2005 - OSN

zakaz jakéhokoli klonovani v deklaraci, jejiz
neplneni nelze postihnout sankcemi

Pro — USA a katolické zemé
Proti — Evropa — nehodla dodrzovat
Islamské zemé — zdrzZely se hlasovani

USA

m Staly za deklaraci OSN
m V USA neni nijak regulovano

m Politici se shoduji na zakazu reprodukcniho
klonovani

m Politici se neshoduji na zakazu
terapeutického klonovani

m Obavy z povoleni terapeutického
byla by dostupna technika pro reprodukéni
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Lze oddelit
reprodukcni a terapeutické?

= Podle mnohych to Ize
Reprodukeni klonovani
prenos embryammateeramnarozeni klonu

‘_J

e

f\

V pocatecni fazi - stejné

Zakaz nebo
tvrdou regulaci?

m Panayotis Zavos
= ,,Dnes muize honovat kazda
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Zakaz nebo
tvrdou regulaci?

Opor k reprodukénimu klonovani je tak
silny, Ze zatim neprobéhly Zadné
diskuse o tom, jak by méla vypadat
jeho regulace. Shoda je jen na
absolutnim zakazu.

Bude zapotrebi
lidskych k
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Lécba neplodnosti
terapeutickym klonovanim

U1
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Embryonalni
kmenové bunky

Vajicko Spermie
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Oocyty z ESC

Asist

Jiints

8.4.2016
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ajicka lIze ziskat
i z bunék s XY
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PP

¥ ¥
L

?permle Ize teoreticky

kat i z bunek s XX
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Pohlavni bunky primo ze
somatickych bunék

f

Julang Li
University of Guelph

Pohlavni bunky primo ze
somatickych bunék

Isolation of bone marrow stem cells

¢

Culture of mesenchvmal stem cells
In laboratory

b

Differentiation into germ cells
(white arrows)

Karim Nayernia 1
University of Newcastle

Transplantation into testicle
(as yet only performed in mice}

8.4.2016
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Spermie z ESC

Hayashi et al - —

SNy
Cell 2011 B cscvescs

J EMP4/BMPSDS
F SCFMLIFEGF

PGC-like cells: PGCLCs
\ Transplantation
\, into testes

Fedtile individuals

Oocyty z ESC a IPSC
(Hayashi et al. Science 2012)

m Indukce diferenciace ESC (IPSC)

m Agregace se somatickymi burfikami
gonad
m V rekonstituovaném ,ovariu" vznikaiji
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Oocyty z ESC a IPSC
+

Rekonstiguovane
ovarium |

Oocyty z ESC a IPSC

m Tato zvirata jsou plgdjwé
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I bez klonovani nas ceka
.nadherny novy svet".

Genova terapie

= Zarodecna - zakazana
= Somaticka

- in utero

- in vivo

- ex vivo

8.4.2016
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Zarodecna

Somaticka

+
mj

Apheresis

Gen je v kazdé
bunce tela

Jei vpohlavnich
bunkach

Dédi jej potomci
Obavy ze ztraty

kontroly nad
genem

Obavy z defekti
vyvolanych
insercni mutaci

= Gen jenv
nékterych
bunkach
téla

= Potomci
ho nedédi

Anti-CD3
+
12

8.4.2016
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1990 — prvni pokus

Metody genové lécby

= Viroveé nosice
retroviry
adenoviry
adenoasociované viry
= Nevirové nosice
liposomy, gene gun, nanocastice
polymeru
= Bez nosicl
prima injekce, elektroporace

8.4.2016
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Retrovirove vektogy" v

+

a Receptor
binding
Viral RNA _
genome
o
b Reverse © Nuclear
trans:rlptlnn entry |

Virus !%f

particle ",‘

\ Duublo
stranded DNA Pre-integration e )
N complex

RN d Expression
~—.L rotein

Retroviry

Endocytosis

Double REVERSE _-—
S}rglrl’?\ T:.gS,CRIP‘TION
o

Transpart
to Nucleus

Huclear
MEmbrang

Flasma Membrane

Retrovirus replication

Mata jmunitni

odezva

stabilni
integrace

Exprese genu
klesa —
naruseny
promotory

8.4.2016
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3 z 12 pacientl - leukemie

= Retrovir se prednostné integruje
u vysoce aktivnich genil

= Pri lécbé ex vivo se musi bunky
mnozit — prednostné se mnozi
bunky, které ziskaly aktivaci genti
proliferacni schopnosti

= U pacientl s nevyzralym
imunitnim systémem

8.4.2016
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Lécba junkcni
dermatolysis bullosa

m Mutace genu pro lamin

Right upper leg

EpME ‘Epidemmis

_ - Demis

KEP25 —JEB individual

Unaffected Minimally Mildly Highly Unhealing
control affected affected affected lesions

@) ) O) 1 month
A 1 [(»\;Q

/ f/ W\{ j/ :H,/;] R
NS fJ‘ 'ﬂ\.\

\ )
|

\

54

>

<19 Undetectable 5 10 months
holoclones

.

{
1
| 6 months»
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Lécba Leberovy [

oV Y Qniversity

vrozené amaurozy 1-' @ forndon

m Dédicna choroba

= Vyvolana mutaci genu RPE65 l

m SvétloCivné bunky sitnice ztraceji
schopnost reagovat na svétlo a predavat
signaly do gangliovych bunék sitnice

m Postupna ztrata zraku

= Nejprve klesa funkcnost tyCinek a pak
Cipkd
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How the miracle of sight was restored

1: Surgeon inst eedle { 2= Solution with i 3: Needle is withdrawn,
through cornea |nto lhe i replacement geneis i retina reattaches itself,
back of the eye and ' cted, gently lifting { E on spreads across
places the tip pleclsely H retina and H and replacement
behind the retina i causing a temporary P8 s carried by the

i detachment i wirus into the cells 7 i |I
ea | 2 SN i 7 N

H N H /a b)

H s i /i

- - LF :

| 4 i i b

{ i \

'.!’

.} J
Steven I‘th

(18)

Virovy vektor
Funkcni gen RPE65
Pred lécbou

' Po lécbé
Muze Cist knlhy ve speC|aIn| edici s velkym pismem

Genova terapie Leberovy
vrozené amaurozy

Rok po terapii

= Neni imunitni reakce na produkt genu
RPE65

m UdrZuje se zlepSena schopnost vidéni
Vidéni na svétle se zlepsilo 1000krat
Vidéni za Sera se zlepSilo 63 000krat
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Genova terapie Leberovy
vrozené amaurozy |

m Oblast IéCené sitnice se 8
vyrovna citlivosti ke svetiih
Zluté skvrné pacientd. S
Nedava ale tak ostry obraz. \ 5

m Pacienti se nauci vyuzivat
léCenou oblast sitnice jako
druhou zlutou skvrnu napi "B
pro malo jasné objekty ve q ’-
tmé. —

Lécba daltonismu

+ Barevné vidéni
cervena - ,dlouhovinny"
zelena — ,strednévinny" ops N1
zluta — ,stfednévinny" opsin OP
modra — ,kratkovinmy" opsi PN

OPN1LW a OPN1MW - tanc
chromozomu

Rekombinace a konverze — ztrata funkce

Kotul veverovity — vétSina samcli a mnoho
samic je barvoslepych

mutace geniit OPN1LW a OPN1MW,
nerozeznaji Cervenou a zelenou
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m Adrenoleukodystrofie
m Porucha v metabolismu tukd
» Neurodegenerativni

m Vazano na X chromozom
m Mutace genu ABCD1
m Lécba pomoci vektoru

Lécba
daltonismu

= Vneseni genu OPN1LW do
svétlocivnych bunék sitnice

m Pouzita zvirata ,stredniho" véku
m Za 20 tydnd po lécbé rozliSovali
kotulové Cervenou a zelenou

m Zrakové centrum se naucilo
zpracovavat informaci o barveé

Lécba ALD
2009

HSCs distribute
throughout
the body

onemocnéni S | [kl

odvozeného z HIV

Prenos do krvetvornych
bunék kostni drené

8.4.2016
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Adenoviry

therapy diagnosis

2 months \ 9 \ 12 months
fter gene = P - after,
therapy = [ K untreated

18 months
 — after,
untreated

24 months
& after,
untreated

m Genom — DNA
dvouvlaknova

m Kapsida

- 3 hlavni proteiny

- mensinové proteiny
= Vyvolava nachlazeni

= Napada specializované
postmitotické bunky

= Genom vnesen do jadra

8.4.2016
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Na adenoviry je silna
imunitni reakce

= Vyvijeji se
bezpecnéjsi
nosice

= ,,Gutless"
zbavené zcela
vlastnich genti

inger

= Genom — DNA
jednovilaknova
R 4680 bp — maly vir
B = Nevyvolavaji
® onemocnéni
" u Pro replikaci
_-potrebuji AV
.1 w_Bez pomocného viru
“~ je latentnim
rovirem

= AV ho muze
aktivovat dodatecné
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AAV nosic

= Nema Zadné vlastni geny jen
koncové sekvence

= Dlouha exprese

= Neni na né&j imunitni reakce

= Nosice se nezabuduji ale funguji
jako minichromozom

Prvni genova terapie v EU

Glybera (uniQure —NL)
m Povoleno v EU - 2012
m Gen Dro lipoproteinovou lipazu (LPL)

poproteind

Eglaurej ‘EA
& fﬂ”"“

HERHET 1l e

l&‘ ltl
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Glybera

m Pfenos genu pro LPL pomoci AAV

vital New viral
DHA  Gene  DHA

HAFTDR,

JEEe, @ Modified DNA injacted
- Into vectar
Wector binds to 4
cell membrane ' %
| ‘ector injects new
gene into nucleus
\%

in vesicie A !
Vesicle braaks i,_} o B
dawn releasing y
wector 3 YTy %

AAV Cell makes plntslrl:(‘ﬂ‘a_ fi

ene therapy lsing new gen
% G

Zinc figer nucleases

zif268/DNA
(zinc finger)

Domaine nucléasique Domaine de reconnaissance

Domaine
endonucléasique

8.4.2016
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Vyuziti ,ZFN"

m Zdarila se homologni
rekombinace u genu IL2R gama v
lidskych bunkach in vitro

Uéinnost
- bunky kostni direné 18%
- T-lymfocyty 5%
= Navozeni mutace genu CCR5
Navozuje odolnost viici viru HIV-1

Problémy

= Patenty
= Vneseni ZNF do bunék
Pouziva se elektroporace
Nezralé T-lymfocyty jsou prilis kiehké
Vyviji se vnaseni pomoci lentivirt
= Bezpecnost
— zlomy DNA v necilovych mistech
- riziko nadorového bujeni

8.4.2016
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Genova terapie nadort

| [HC)MET

e /;i;';.s

el

= Vice nez 2/3 vsech klinickych
zkousek

Cytotoxické postupy

i .

o]

a
>

Ganciclovir

= Thymidin kinaza z herpes simplex
viru — fosforylace nukleosidi

= Clovék ji postrada
= Po injekci nosice s HSV TK se

poda abnormalni nukleosid
ganciclovir

m Po fosforylaci se zabuduje do DNA
a buniky hynou
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Dalsi moznosti

s Cytosin deaminaza
(bakterialni gen)

= Podava se fungicid
5-fluorocytosin

= Méni se na
5-fluorouracyl

= Narusi syntézu RNA

= Smrt bunék

= Nitroreduktaza (E. coli)
= Méni slabé alkylacni Cinidlo
CB1954 na silné
= Alkyluje DNA . EUR(Subuck 2)
= Smrt bunky A

FMN (Subunit 1) Subunit 2
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Naruseni angiogeneze

Antiangiogenni faktory
+

= Angiostatin
= Endostatin
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Aktivace imunitniho
systéemu

= Do nadoru je vnesen gen pro
cytokiny

= Ty pomohou prezentovat antigeny
rakovinnych bunék imunitnimu
systému

= Nador likviduji T-lymfocyty g

Apoptoticke ucinky

JV- Nadory maji nefunkcni signalni
kaskadu programované bunécné
smrti - apoptozy

= Dodani gentli pro enzymy z
apoptozové kaskady

= Kaspazy
= Protein p53 o
= Retinoblastoma protein

87



8.4.2016

Genova terapie
degenerativnich onemocnéni

m Alzheimerova choroba

= Gen pro NGF — zajist'uje preziti neuronii v
cholinergnim systému

= Vnaseni bunék s NGF do nucleus basalis

Genova terapie
Parkinsonovy choroby

Fas, pomaly pohyb, potize s
rovnovahou a chu2|, ,mrznuti®

Odumirani neuron{l substantia
nigra produkujicich dopamin
Nedostatek dopaminu vede k
nadmérné aktivaci neuronli
motorickych center v
subthalamickych jadrech

Podavani dopaminu pomaha v
pocatecnich fazich — pozdgji
nezadouci vedlejsi Ucinky.
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Genova terapie - PD

m AAV2 virovy vektor s _—
lidskym genem GAD Druhé faze klinickych zkousek

n Injekce do U poloviny pacient’fl zlepseni
Subhypothalamickych motorickych funkci o 23%
jader

m GAD -dekarboxylaza =
kyseliny glutamoveé —  ESERRRREE R
katalyzuje tvorbu GABA : .

= GABA inhibuje neurony a»’u-..a%
uvadi do rovnovahy :
motoricka centra

VEGF — kardiovaskularni
choroby

Blocked Blood Vessel
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Startuje s GT i genoveé
wylepseni clovéka?

Genova terapie
— navrat k normalu

| 1
RN R

R et |

Napravuje dédicné defekty
Léci nadorova onemocnéni
Léci degenerativni onemocnéni
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Takto vypada ,prirozeny" stav
~ pFi nakaze tetanem e

Clostrldlum é_:_
tetanigp—

I v zemich s rozyjnutou medlcmou umira __ "
30 % nakazenydh lidi .« R :
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Co je ,nemoc™?

= Mala postava?
m Neplodnost?
m PleSatost?

Nikdo neni dokonaly.
+Tak proc nebyt lepsi?

P

% Proc si nevylepsit
‘smysly,
‘pamét’,
imunitu,
metabolismus?

)= o Arthur Caplan
Wniversity of Pennsylvania

8.4.2016
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Vyuziti mediciny
pro vylepseni clovéka
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-

Ritalin — Iék na poruchy E 08
pgrzornosti a hyperakvititu™,/,

= \V USA ho uivaji 2,1 milionu < 3 \

—

zdravych studentl stfednich e #s ’
a vysokych skol

14

zivany pri narkolepsii
ovni doping
ada — potlaceni ospalosti
vysSi dusevni vykonnost
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e formé naplasti a gelli
uzivaji jen v USA 2 miliony zdravych
muzi pro kompenzaci prirozeného
poklesu testosteronu ve vyssim véku

= 30% uzivatelll ve véku 18- 45 let

Vnesenim novych gentl

&l )
~ ’ \ Odolnost viiéi
@A = AIDS
= malarii
= rakoviné
= chorobam srdce
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Sport - hlavni pole pro
itart genoveého vylepseni

o  01 sec
.0 0,000013%
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Sport je zajimavy az za
hranicemi

® W

A

Fr e
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At’ to stoji, co to stoji

Tim Montgome
~Kdybych vyhrél\_‘“:'._

zlatou b ¥

olympijskou > ..

medaili, tak tbf’,"j._-:«-
stalo za to, i
kdybych za T
cilovou &arou s r o, 5%,
umrel."

Odolnost k namaze

:Delsi varia_fnfgéenu ACE

'.'i ..zﬁ'_'
W s
olb
T =
- T
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Zvyseni exprese genu
PPAR-delta

Mysi ubéhnou do vycerpani
dvakrat vétsi vzdalenost.

Myostatin nebo IGF1
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Télem produkované latky
nelze odhalit
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Velké dilema

_|_

= Délat nebo nedélat? g w2
m Zkouset nebo nezkouset?
= Zkoumat nebo nezkoumat?
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ZarodecCna genova terapie

ck"
m Genetickd zména — dédicna - _,

m Gregory Stock: ,Otazka nestoiji, jestli
budeme geneticky zasahovat do
dédic¢né informace pohlavnich bunék
Clovéka, ale kdy s tim zacneme."

Zarodecna genova terapie
T y—

m Ma vyznavace i odpurce

m Zastanci — prerusi se dédéni chorob

m Odplirci — neni treba, staci PGD
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Je GT bezpecna? ‘

» Riziko inzer¢nich mutaci

= U GM mysi
defekty oka, ucha, ¢ichu, nachylnostk- nadoru
defekty se mohou objevit az po nékolika generacich
Capecchi: ,celotélova somaticka GT"
Vyuziti umélych chromozom(
Ponesou nové geny

Bude u nich mozné indukovat externim signalem
ztratu centromer

Nebudou predavany pri mitdze a meiozi
Nebudou se dédit

Hrajeme si na bohy?

m Ze hry na b@
a zasahova X
do prirozenéhes
béhu véci byl
vinén napr. !
objevitel ; .
o¢kovani proti - et
nestovicim Sg.- T
Edward Jenner
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Miize byt genova ter
zneuzita?

Jeremy Rifkin: Zasahy do
dédicné informace nastoli
nerovnost biologickou,
ekonomickou a socialni.

Protiargument

m Nikdo nezakazuje ani Iéky pro
hyperaktivni déti ani plastickou
chirurgii. Tak proC€ zakazovat genovou
terapii?
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Které déedicneé vilastnosti a
znaky jsou dobré?

m Alely gend maiji pleiotropni ucmky

m Mutace CCR5 chrani pred
zvysSuje riziko zapadonilskg

m Srpkova anemie zvysuje
malarii, ale homozygoti urg

= Geny pro bipolarni poruc
umélecky talent

Zname vsechny funkce
genl, které bychom ménili?

m Lidsky genom ma 23 500 genl

m Nezname funkce vSech

= Nezname interakce gend

m Nezname vyznam miry exprese gend

m BMP4 — r{st kosti, indukce apoptdzy,
diferenciace epidermu i nervové tkané

m Zalezi na podminkach

8.4.2016
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Maji rodice pravo meénit
genotyp svych déti?

m Genotyp ditéte je vysledkem nahodné
kombinace gen( rodict

m Volbou urcitych alel se predurcuje
osud ditéte a Jeho mdnwduahta T

zUzené spektrum )
posunuté spektrum NS
rozsirené spektrum-

Maji rodice pravo meénit
genotyp svych déti? e

m Spolecnost miize definovat ,,optim
vzhledu, inteligence, zdravi apod.
Kdo tomu neodpovida — ménécenr}

m Jaké bude postaveni postizenych? &

» Nelze zabranit dédiénym chorobania

Achondropla5|e 728 prlpadu je vys e ek
»de novo™ mutace ve spermii

Kazdy z nas nese nékolik recesivnich alel
pro dedicna postizeni
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Hrozi eugenika?

rancis Galton

= Eugenika — pocatky na konci 19. stol.

= Cilem je vytvoreni zdravéjsi populace
plozeni déti vybranymi rodici
bezdétnost ,ménécennych"

m Vrchol - 1. polovina 20. stol.

= Nejen nacistické Némecko, ale i dalsi
zemé&, napr. Britanie, USA
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Vrati zarodecna GT
eugeniku?

m Vétsina védcul, ktefi jsou zastanci
zarodecné GT, nemaji zajem na
eugenice

m Nékteré rasistické skupiny apod. maji
zajem o zarodeCnou GT

Theodosius
JrDobzhansky

y
,Problémy tohoto svéta nejsz
zpUsobeny témi, kdo maji poskozenou
dédic¢nou informaci, ale témi, kdo maji
geny uplné v poradku a vyuzivaji své
nadani k amoralnim cilm."
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