12. Genetické modifikacie a biotechnologia

Dnesna téma bude zamerana na genetické modifikacie a biotechnoldgie, prednéaska je sucastou
modulu ¢islo 1 — genetika Zivocichov, ktory je sucastou projektu ISAGREED. Této prezentacia
bola podporend grantom Erasmus plus KA2 partnerstva pre spolupracu s nazvom: Inovacia
Struktiry a obsahu Studijnych programov v oblasti manazmentu Zivoc¢isSnych genetickych a
potravinovych zdrojov z vyuzitim digitalizacie.

Genetické modifikacie moézeme definovat’ ako cielené zmeny v genetickej informaécii
organizmu. Pouzitim tychto postupov vznikaju geneticky modifikované organizmy zname aj
ako GMO. Najmodernej$im pristupom Upravy gendému je génova editacia. Génova editacia je
proces, ktory umoziuje vysoko cielenti geneticki modifikdciu réznych casti cielového
gendmu. Prikladom génovej editacie je CRISPR/Cas9 ktory nachadza vyuzitie v génovej
terapii, ako aj v produkcii potravin s vyuzitim precizneho fermentovania.

V prezentacii sa budeme venovat’ historii a vzniku spomenutych technologii, pochopeniu
fungovania ich procesov a spésobom ich vyuzitia pri produkcii potravin.

Postupy génovej editacie boli prvy krat popisané v roku 1979 kedy bol nahradeny tisek DNA
syntetickym usekom DNA. Metody editacie DNA sa vyvijali od editacie prostrednictvom Zinc-
finger proteinov, viazicich sa celiene na DNA cez technolégiu HDR a NHEJ zameranu na
homologicku ako aj nehomologicku rekombinacu. V roku 2012 sa samostatné drahy vyskumu
génovej editacie vyuzivajuce efektory podobné transkribénym aktivatorom TALE spojili z
vyskumom imunitného systému baktérii a implementovali technolégiu CRISPR-Cas9 RNA
navadzanych DNA endonukleédz, ktoré v sticastnosti sposobuju revoliciu v génovej editacii.

CRISPR repeat spacer array je stuc¢astou CRISPR-Cas systému, ktory sluzi ako obrana proti
virusom a inym cudzim DNA. CRISPR-Cas systém sa sklad4 z dvoch hlavnych €asti: CRISPR
array a Cas proteinov. CRISPR array obsahuje spacers (kratke iseky DNA), ktoré su oddelené
opakujucimi sa sekvenciami (repeats). Tieto spacers st uloZzené v paméit'ovom priestore bunky
a sluzia ako zadznamy o predchéadzajucich infekciach virusmi alebo cudzou DNA. Cas proteiny
dokdzu rozpoznat’ spacers a nasledne znicit’ virus alebo cudziu DNA.

TractrRNA je mald RNA molekula, ktord sa viaze na CRISPR RNA (crRNA) a Cas
proteiny. TracrRNA spolu s RNase III Stiepi crRNA na malé Gseky a vytvara sa tak single-guide
RNA (sgRNA), ktoréd sa viaze na Cas proteiny a umoziuje im rozpoznat’ cielova sekvenciu
DNA.

Pre vznik funkénej editacnej jednotky je potrebné aby sa molekula Cas9 spojila s navadzacim
systtmom gRNA. Komplex sa zameriava na rozpoznanie sekvencie PAM, ktora susedi s
cielovou sekvenciou a spust’a proces rozpoznavania ciel'ovej sekvencie DNA prostrednictvom
navadzacej molekuly gRNA.

V pripade, Ze komplex Cas9 a gRNA rozpozna komplementarnu sekvenciu nasledujicu po
useku PAM, nastane rozpletenie vlakna DNA a nésledné aktivacia nukledz. V pripade nezhody
useku DNA s navadzacou sekvenciou gRNA proces nepokracuje.



V pripade aktivéacie nukle4z sa aktivujt HNH a RuvC-podobné domény systému Cas9, ktoré
vytvoria zlom na dvojvlakne DNA, na konkrétnom mieste vedenom sekvenciou gRNA.
Vzniknut situdciu je mozné vyuzit' viacerymi sposobmi.

Samotny systém CRISPR/Cas9 sposobuje zlom na vldkne DNA na mieste, kde sa mé vykonat’
zmena. Po vytvoreni zlomu vldkien DNA sa do bunky doddva donorovy fragment s
pozadovanou sekvenciou. Tento donorovy fragment sa potom pouZije na opravu zlomu vlakna
DNA. Pri pouziti syst¢tmu HDR sa pouziva homologickd rekombinacia na opravu zlomu
vlakien DNA. Pri pouziti systtmu NHEJ sa zlom vladkna DNA spoji spolu pomocou
proteinovych faktorov.

Tieto proteiny sa viazu na zlom vldkna DNA a obnovia spojenie. Proteinové faktory NHEJ st
schopné opravit’ zlom vlakna DNA bez pouzitia homologickej rekombinacie.

Vyuzitie systému CRISPR-Cas9 nie je len vo vytvarani zmien na vlakne DNA ale napriklad aj
v zmene expresie konkrétneho génu.

Systém SAM (Synergistic Activation Mediator) je proteinovy komplex, ktory sa pouziva na
zvySenie transkripénej aktivity. Systém SAM sa skladd z nukle4dzy-dead SpCas9 (dCas9) a RNA
sprievodcu ako nosica pre dopravu SAM efektorovych domén na cielové génové promotéry.
Tento systém umoziuje miestne Specificku transkripénu aktivaciu génu.

Buducnost’ vyuzitia génovej editicie je v mnohych smeroch. Okrem vyvoja novych druhov
rastlin a zivocichov a radikalnych ekologickych zasahov ako je uZ realizovana sterilizacia
komarov, mozeme identifikovat’ nasledovné smery vyskumu.

1. CRISPR-Cas9 je mozné pouzit’ na identifikédciu novych cielovych proteinov pre lieky.
Téato technoldgia umoziuje vyskumnikom presne zmenit’ alebo odstranit’ gény v
bunkach a sledovat’, ako sa tieto zmeny prejavia na bunkovej tirovni. Tymto sposobom
mozu vyskumnici identifikovat’ nové cielové proteiny pre lieky a vyvinat nové lieky
na lie¢bu réznych chordb.

2. Vyuzitie CRISPR-Cas9 pre potreby génovej terapie, kde moze byt systém nasadeny
priamo "IN VIVO", pricom dokaZe v redlnom ¢ase menit’ kauzalnu mutovanu alelu v
cielovych génoch tak Ze obnovi produkciu funkénych génovych produktov pri roznych
geneticky podmienenych ochoreniach.

3. V oblasti syntetickej biologie technologia CRISPR-Cas9 poskytuje moznost’ upravy
metabolickych drah tak aby sa bunky dostali do konkrétneho stavu, alebo tak aby bol
podporeny ich rast aj mimo v podmienkach "in vitro".

Cell based food je typ potraviny, ktord sa vyraba z buniek izolovanych zo zvierat a pestovanych
v laboratériu. Cielom je vytvorit’ produkt, ktory je podobny tradiénému misu, hydiny, ryb,
mlieku alebo vajciam. Téato technoldgia sa povazuje za moznu alternativu k intenzivnemu
chovu zvierat, ktory mdze v budicnosti predstavovat’ eticky, alebo ekologicky problém.

Postup vyberu buniek pri cell-based food zavisi od typu produktu, ktory sa chce vytvorit.
Zvycajne sa vyberaju bunky zvierat, ktoré maji schopnost’ proliferovat’ a diferencovat’ sa do
pozadovanych tkaniv, ako st svalové alebo tukové bunky. Bunky sa mozu ziskat' z r6znych
zdrojov, ako s biopsie, embryonalne bunky, kmefiové bunky alebo inziniersky upravené
bunky.



Naslednym krokom je produkcia buniek. Postup bunkovej proliferacie v procese vyroby cell-
based meat spociva v tom, ze sa vybrané bunky zvierat umiestnia do bioreaktorov, kde sa im
dodédvaju ziviny a rastové faktory, ktoré podporuju ich delenie a rast. Bunkova proliferacia
moze trvat’ niekol’ko dni alebo tyzdnov, v zavislosti od typu buniek a podmienok pestovania.
Po dosiahnuti pozadovaného poctu buniek sa mézu bunky diferencovat’ do svalovych alebo
tukovych tkaniv, ktoré tvoria zdklad cell-based meat. Bunkové proliferacia je jednou z
najnékladnejSich a najzlozitejSich faz vyroby cell-based meat, preto sa vyvijaji metddy na jej
optimalizaciu a zefektivnenie.

Harvesting v procese cell-based food je faza, kedy sa bunky alebo tkanivd odstrania z
bioreaktorov a spracuju do finalneho produktu. Harvesting sa moze 1iSit’ v zavislosti od typu
cell-based food, ktory sa vyraba. Napriklad pri cell-based meat sa m6zu bunky alebo tkaniva
zbierat’ ru¢ne alebo mechanicky, pricom sa musia dodrziavat’ prisne hygienické a bezpecnostné
normy. Harvesting mdze tiez zahfnat d’alSie kroky, ako su Cistenie, sterilizacia, zmrazenie,
balenie alebo kombinovanie s inymi zlozkami. Harvesting je podliehat’ regulacii prislusnych
organov, ktoré kontroluju kvalitu a bezpecnost’ cell-based food.

Poslednym krokom vyroby je formulacia produktu. Je to faza, kedy sa bunky alebo tkaniva
spracuju do finalneho produktu, ktory méa pozadované organoleptické a nutricné vlastnosti.
Tento proces moze zahtiat’ rézne kroky, ako su zmrazenie, susenie, fermentacia, extriizia, 3D
tla¢ alebo pridadvanie inych zloziek, ako st rastlinné bielkoviny, vlaknina, farbivd alebo
dochucovadla. Napriklad pri cell-based meat sa mdze pouzit’ 3D tla¢ na vytvorenie Struktiry a
textary podobnej svalu. Formuldcia produktu ovplyviiuje kvalitu, trvanlivost’, bezpecnost’ a
prijatelnost’ produktu.

Proces pripravy cell based meat je mozné graficky znazornit’ aj pouzitim nasledovnej schémy.

Prvym krokom je biopsia svalu od zZivych zvierat, alebo prostrednictvom biopsie. Bunky sa
podl'a potreby roztriedia na svalové, spojivové a tukové. Samostatnym krokom je proces
imortalizacie.

Proces immortalizécie pri vyrobe cell based food je proces, ktory umoziuje bunkdm rast’ a delit’
sa neobmedzene v laboratérnych podmienkach. Tento proces je potrebny na ziskanie
dostato¢ného mnozstva buniek na vyrobu potravin. Existuje niekol’ko sposobov, ako dosiahnut’
immortalizaciu buniek, napriklad pouzitim telomerdzy, onkogénov alebo virusov. Kazdy
spdsob ma svoje vyhody a nevyhody z hl'adiska uc¢innosti, bezpecnosti a etiky.

Umiestnenie buniek do bioreaktora zabezpecuje oscilujici pohyb média v komore na
zabezpeCenie rovnomerného rozdelenia zivin a kyslika medzi bunky. Bioreaktor tiez
napodobiiuje fyziologické podmienky tkaniv, ako je tlak, napitie a deformécia, ktoré stimuluju
bunkovy rast a diferenciaciu.

Vyber scaffoldu v procese vyroby cell based meat je dolezity krok, ktory ovplyviluje
morfoldgiu, funkciu a kvalitu vytvoreného maésa.

Scaffold je trojrozmernd Struktara, ktord poskytuje podporu a stimuldciu bunkdm na rast a
diferenciaciu v smerovanom tkanivovom usporiadani, ktoré méze v niektorych pripadoch mat’
tvar findlneho produktu.

Scaffold musi spiflat’ niekol'ko kritérii, ako si biokompatibilita, edibilita, nutricnd hodnota,
textira, porozita, mechanické vlastnosti, degradabilita a nizka cena. Existuje mnoho typov



scaffoldov, ktor¢ sa liSia podl’a materidlu, tvaru a metddy pripravy. Niektoré z nich su vytvarané
technologiou 3D tlace ako na obrdzku s puzitim r6znych materidlov a technologii.

Texturovany sdjovy protein (TSP): Jedna sa o jedly bielkovinovy material ziskany z sdje, ktory
ma poréznu Struktiru a mésitd textru. TSP mdze podporovat’ rast a diferencidciu svalovych
buniek a tvorit’ 3D tkanivo bez potreby d’alSich rastovych faktorov.

Technoldgia bunkovych listov: Jednd sa o techniku, ktord umoziuje vytvarat’ scaffold-free cell
based meat pomocou teplotne citlivych kultivacnych misiek. Bunky sa na miske pripevnia pri
37°C auvolnia pri 32°C vo forme tenkej vrstvy. Viacero vrstiev buniek sa potom zlozi na seba
a vytvori 3D tkanivo s vlastnou extracelularnou matrixou3.

Mikronosice: Jedna sa o malé Castice z r6znych materidlov (napr. kolagén, alginat, zelatina),
ktoré sluzia ako substrat pre bunky. Mikronosi¢e sa mézu pouzit’ na zvysenie bunkovej hustoty
v bioreaktoroch alebo na tvorbu 3D tkaniv pomocou agregacie alebo tkania.

Textira findlnych produktov cell based meat zdvisi od typu buniek, metddy pestovania a
spracovania. Niektoré produkty st vyrobené z jednej vrstvy buniek, ktoré maji tenkt a makka
konzistenciu, vhodnu pre misové platky, nuggets alebo parky2. Iné¢ produkty st vyrobené z
viacerych vrstiev buniek, ktoré tvoria trojrozmerné tkanivo so Struktirou podobnou svalovym
vldknam. Tieto produkty maji tvrdSiu a vldknitejSiu textiru, vhodnu pre steak.

Finalne produkty cell based meat sa daju tiez upravit’ pridanim rastlinnych proteinov, tukov,
farbiv alebo dochucovadiel, aby sa dosiahla pozadovand chut’, vona a vzhl'ad. Niektoré
produkty sa daju varit’, smazit’ alebo grilovat’ rovnako ako tradi¢né méso2 .

Finalne produkty cell based meat st stale vo faze vyvoja a vyskumu a nie st dostupné pre Siroka
verejnost. V stcasnosti existuje len niekol'ko schvéalenych produktov, ktoré ziskali regulacné
schvélenie na predaj spotrebitelom. V Singapure ide o kuracie kusky od spolo¢nosti Eat Just,
ktoré su zlozené z 70% kultivovanych kuracich buniek a 30% rastlinnych proteinov.



