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Editace genomu je zpUsob, jak provadét
specifické zmény v DNA burnky nebo organismu.
Enzym stépi DNA na konkrétni sekvenci, a pokud
je bunkou opravena, dojde ke zméné nebo
,uprave” sekvence.

= Zahrnuje to Stépeni na specifickych sekvencich
DNA enzymy zvanymi ,engineered nucleases”.

= Vnasi se inzerce, delece nebo se stavajici
sekvence nahrazuje za jiné

= Upravou genomu lze zménit vlastnosti bufiky
nebo organismu.
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Vyuziti editace genomu

= \V/yzkum

Muze byt pouZita ke zméné DNA v bunkach nebo organismech k pochopeni jejich biologie a k tomu, jak
funguiji.

= Lécba nemoci

Pouziva se k upravé lidskych krevnich bunék, které se pak vraceji zpét do téla k [é¢bé stav(, véetné leukémie
a AIDS. Muze byt také pouZita k [é¢bé jinych infekci (jako je MRSA) a genetickych stavi (jako je svalova
dystrofie a hemofilie).

= Biotechnologie

Upravy genomu se v zemédélstvi pouZivaji k genetické Upravé plodin ke zlepgeni jejich vynos(i a odolnosti
vici chorobdam a suchu nebo ke genetické Upraveé skotu, ktery nema rohy.



VYHODY

NEVYHODY

= Redeni a poraZeni nemoci
- Terapeutika na rakovinu
- Vyzkum lécCiv
- Vrozené nemoci

= Moznost delSiho a kvalitnéjsiho zivota

= RUst produkce potravin a jeji kvalita

= Etické dilema
= Bezpecnost
= Ztrata diverzity populace

= Pouze pro bohaté?



Prvni deti narozene s editovanym
genomem

= 1. summit o editaci lidského genomu konaném koncem roku 2015 ve Washingtonu - vyzkum
cilenych zasah( do dédi¢né informace lidskych embryi bude pokracovat a zaroven se vSichni
ucastnici zavazali, ze se nebudou pokouset privést na svet déeti z embryi s cilené upravenym
genomem.

= Konec roku 2018 - cilenym poskozenim genu CCR5 se snazili dodat novou vlastnost — odolnost
k viru HIV.
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Transpozicia

Transposons

Jumping genes

transposon
[ 1
genomic DNA (] 7 ) )
old site new site
movement without duplication lmovement with duplication

: l
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excised from old site copies of element
and inserted in new site at old and new sites
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Table 5-3 Three Major Classes of Transposable Elements

CLASS DESCRIPTION AND SPECIALIZED ENZYMES MODE OF MOVEMENT EXAMPLES
STRUCTURE REQUIRED FOR MOVEMENT

_ transposase moves as DNA, either by P element (Drosophila)

short inverted repeats at cut-and-paste or Ac-Ds (maize)
each end replicative pathways Tn3 and Tn10 (E. coli)
Tam3 (snapdragon)

_ reverse transcriptase and moves via an RNA Copia (Drosophila)

directly repeated long terminal integrase intermediate produced Ty1 (yeast)
repeats (LTRs) at each end by a promoter in the LTR THE1 (human)
Bs1 (maize)

reverse transcriptase and moves via an RNA F element (Drosophila)
Poly A at 3’ end of RNA endonuclease intermediate that is L1 (human)
transcript; 5’ end is often often produced Cin4 (maize)
truncated from a neighboring
promoter

These elements range in length from 1000 to about 12,000 nucleotide pairs. Each family contains many members, only a few of which
are listed here. In addition to transposable elements, some viruses can move in and out of host cell chromosomes by transpositional
mechanisms. These viruses are related to the first two classes of transposons.

Table 5-3 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Delecia genov kodujuce biCik
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Delecia genov kodujuce biCik

Vlozenie plazmidu do hostitelskej bunky a vznik ko-integracie
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Delecia genov kodujuce biCik

Vlozenie pSW-I a indukcia expresie genu [-scel
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Vyhody a nevyhody

+ flexibilny protokol pre r6zne aplikacie

+ umoznuje mnoho modifikacii v jednom klone

- ¢asova narocénost

- niektoré delécie su tazko dosiahnutitelné alebo az nemozné




ZFNs (zinc-finger nucleases)

= Prvni generace uméle vytvorenych nukleaz, predchidce CRISPR/Cas9 systému

= ZFNs = nespecifické nukleazy spojené se zinkovymi prsty, syntetickymi proteiny, jejichz DNA-
vazebné domény umoznuji rozeznavat specifické sekvence v DNA

= Dvouretézcové zlomy v DNA na predem vybranych mistech (- > mistné specificka mutageneze)
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Princip

Zinc-finger nucleases (ZFNs)

ZFNs jsou slozeny ze 2 Casti:
1)  DNA vazaijici: zinc-finger (3 bp DNA)
2) DNA stépici: Fok | nukleaza




Fok |

Flavobacterium okeanokoites Fok | it

Restrikéni endonukleaza typu IIS, tvorfena N-terminalni vazebnou doménou a nespecificky 5 ... GGATG {N)g 3

$tépici doménou na C-konci 3 ...CCTAC (N),... 5
A

Vyhody Fokl pro jeji vyuziti v Gl:
- vyzaduje dimerizaci — zvysi se tim specifita rozpoznani cilového mista

- heterodimery - zvyseni specificity rozpoznani cilovych sekvenci a eliminace
moznosti vytvareni nespecifického Stépeni v pripadé homodimerd
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Vyhody a nevyhody

+ Rychlé naruseni nebo integrace do vSech genomickych lokusu
+ Vytvorené mutace jsou trvalé a dédicné
+ Funguje v celé radé savcich typu somatickych bunék

+ Upravy vyvolané jedinym transfekénim experimentem

- Navrzeni a syntéza protein0, které dokdazi rozeznat cilovou sekvenci na bazi interakce protein-
DNA je financné i casove narocné (obtizné predvidat bez testovani)

- Nizka specifita a rozliseni cilené sekvence (nelze pokryt vSechny mozné kombinace tripletd,
avsak s vyssim poctem zinkovych prstu se zvysSuje specifita)



Cilove aplikace pro ZFN

= Funkéni genomika / ovéreni cile

o Tvorba knockoutu genu ve vice bunécnych liniich

o Kompletni knockout geny, které nejsou pristupné RNAI
= Screening zalozeny na bunkach

o Vytvoreni knock-in bunécnych linii s promotory, fuznimi znackami nebo reportéry
integrovanymi do endogennich genu

= Optimalizace bunécné linie

o Vytvoreni bunécnych linii, které produkuji vyssi vytézky proteinl nebo protilatek



Editace genomu pomoci
TALENS




TALEs

Tzv. transkripci aktivujici efektory (Transcription Activator-like Effectors)
Proteiny objeveny u gram negativnich bakterii r. Xanthomonas, pfi infikaci rostlin

Vazebna doména DNA obsahuje opakujici se 33-34 AA sekvenci, 12. a 13. pozice
urcuje specificnost navazani

TALEs mohou vstupovat do jadra bunék , kde se vazi na promotorové sekvence a
aktivuji transkripci rostlinnych gent, napomahaiji tak bakterialni infekci

Pripojenim endonukleazy Fok I vznika TALENs

TALEs mohou byt konstruovany tak, aby se vazaly na jakoukoli DNA sekvenci -> v
kombinaci s nukledzou mlze byt DNA Stépena na specifickych mistech



Princip
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Zakladni pouziti programovatelnych
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Aplikace TALENS

Uprava rostlinnych genomu (p3enice, ryze) — zvy$eni odolnosti a vlastnosti plodiny

Umoznuje indukci cilenych zmén v rdznych modelovych organismech (Skrkavka, zaba, prase,
krysa)

Tvorba knockout kmenU a studium bunéénych mutaci u rlznych organismu (kvasinky,
bakterie, krysi embryonalni kmenové bunky)

In vitro vyuzivan k napravé genetickych defektu, které zplsobuji onemocnéni (srpkovitd
anémie, xeroderma pigmentosum)



Vyhody a nevyhody

Jednodussi design oproti ZFNs
Design a konstrukce TALENSs za kratky cas a ve velkém mnozstvi

Délka rozpoznaného cilového retézce DNA mUze byt delsi (30-40 bp)

Udava se, Zze oproti ZFNs produkuji méné off-target mutaci

NEVYHODY: - velka velikost, hiife se vnaseji a exprimuji do bunék a jsou tudi? terapeuticky méné
atraktivni, musi byt dodavany ve virovych vektorech nebo jako molekuly RNA



CRISPR-CAS 9

clustered regularly interspaced short palindromic
repeats (CRISPR)

CRISPR-associated protein 9 (CAS9)

Objavené u baktérii, ktoré¢ mali podobny obranny systém
voci patogénom a virusom — imunitna reakcia (baktérie
vystrihnu Casti virusove] DNA, vytvoria z nej segmenty
DNA, ktoré¢ umoziuju si zapamaétat ten konkrétny virus.
Pri d’alSom napadnuti tymto virusom vytvaraji z CRISPR
segmentov DNA RNA segmenty na zacielenie virusove;j
DNA. Pomocou Cas9 (alebo in¢ho enzymu) odstiepia
vrusovi DNA od seba, ¢im virus deaktivuji)




CRISPR-CAS 9
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Vyuzitie CRISPR-CAS9

Cielena editacia genomu ( aj u druhov, u ktorych boli tradi¢né techniky gen. Modifikacie
neucinnge)

Skuima sa jeho vyuZitie pri lieCeni chorob s genetickym zakladom

Potencial na upravu genomu somatickych buniek, ale teoreticky aj reprodukénych buniek




Plusy a minusy

+

Specificka editicia genomu

Najednoduchsi, rychly a vSestranny systém

Studium génov, moznost’ génovej terapie

Mozné¢ efekty mimo cielenej sekvencie

Etické obavy pri1 editacii reprodukénych buniek
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