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ProC je vyvhodné prenaset DNA do bunéek?

* vhodné pro studium
» funkce genl a mechanismu ridicich genovou expresi

+ biotechnologie What is Gene Therapy?
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Transfekce nebo transformace?

e prenos izolované DNA do bunéek
* transformace: prenos DNA do prokaryotickych bunék
* transfekce: prenos DNA do eukaryotickych bunék

* transfekuje/transformuje se bunka, nikoliv DNA!



Klasifikace transfekcnich postupu

Podle stability transgenu
* transfekce prechodna

* transfekce stabilni

A. Stable transfection B. Transient transfection
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Podle zplUsobu penetrace membrany

* postupy biochemické

 postupy fyzikalni

 postupy biologické



Transfekce dle stability transgenu

1. Transfekce prechodna

* prenasena DNA se dostava do bunky, ale zustava v
extrachromozomalnim stavu, transgen se prepisuje po omezenou

dobu

* jedna transfekovana bunka muze obsahovat vetsi pocet kopii
transfekcni DNA (vyssi exprese transgenu)

* vhodna pro studium prenasenych genu a produkci proteinu v
malém rozsahu

e experimentovani je Casoveé omezeno z duvodu postupného
vyredeni exogenu

e prenosizolované DNA do bunék



Transfekce c

le stability transgenu

1. Transfekce sta

oilni

* prenasena DNA se zaclenuje do chromozomu hostitelské bunky
(tento dej nastava s nizkou frekvenci 10-5 — 10-6)

* nizka pravdépodobnost vyskytu dvou nebo vice kopii transgenu v

jedné bunce

e zajisti dlouhodobou a reprodukovatelnou expresi exogenu

* vhodna pro studium funkce genu a mechanismy jejich regulace,
produkci proteinu ve velké rozsahu, genovou terapii



Transfekce dle stability transgenu

1. Transfekce stabilni

* vyredeni exogenu nehrozi, v genomu se udrzuje jako stabilni znak

e prenaseny gen musi prekonat plazmatickou i jadernou membranu

* misto integrace muze rozhodovat o Ucinnosti exprese (integrace
do heterochromatinu vede k nizké nebo zadné expresi)

* |ze resit dodanim specifickych sekvenci do vektoru, které umozni
mistné specifickou integraci



Biochemické transfekcni postupy
1. Transfekce zprostredkovana fosfore€nanem vapenatym:

* DNA se smicha s chloridem vapenatym ve fosfatovém pufru

* vytvori se jemna srazenina DNA a fosforeCnanu vapenatého

e precipitat je pohlcovan bunkami endocytozou

* Ucinnost transfekce je relativné vysoka: az 50% bunék muze
cizorodou DNA prijmout

 hrubosti” srazeniny lze regulovat pomér cytotoxicity a ucinnosti
transfekce
* Pouziti:

* prechodnd i stabilni transfekce fibroblastl a jinych adheruijicich i
neadherujicich bunék



Transfekce srazenim a endocytozou
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Biochemické transfekcni postupy
2. Transfekce zprostredkovana DEAE-dextranem

* Dietylaminoetyl(DEAE)-dextran:

* vysokomolekularni kladné nabity polymer
* slouzi jako most mezi negativné nabitou DNA a povrchem bunky

* Princip:
* negativné nabitd DNA se vaze ke kationtim DEAE- dextranu
* komplex se prida k burikam, do kterych pronika endocytézou

* Pouziti:
. gdhewjlu i neadherujici buriky (znac¢na variabilita U¢innosti u raznych typu
uneé
* nevhodné pro stabilni transfekci (toxicita)
* jednoduchost, rychlost, spolehlivost
* omezuje rust, zpusobuje morfologické zmény, vyZaduje doCasné snizeni
koncentrace séra



Biochemické transfekcni postupy
3. Transfekce lipofekci

* Princip:

* transfekénim Cinidlem je lipofilni molekula, ktera obklopi prenasenou
DNA

* transfek¢ni Cinidlo ma pozitivné nabité skupiny — usnadnéni vazby k
negativné nabité DNA

* lipidy s navazanou DNA fuzuji s bunécnou membranou a zajisti tak
prenos DNA do bunky

* Pouziti:
* rozmanité bunécné typy, ¢asto velmi dobra ucinnost



Fyzikalni transtekcni postupy
1. Transfekce genovou pistoli (,,gene gun®)

* Princip:
* nastrelovani bunék kovovymi projektily pokrytymi DNA

* Pouziti:
 pro transfekci rostlinnych bunék
* je tfeba optimalizovat radu parametru:
* pocet bunék vystavenych transfekci (bunéénou hustotu, rychlost proliferace bunék)
* typ média
e stupen vakua ve strelné komore
* miru tlaku hélia na mikroprojektily
* vzdalenost mezi puskou a bunkami

* velikost mikroprojektilt (obvykle ¢astice zlata nebo wolframu o priiméru 0,6-
1,6 um)



Mikroprojektilova pistole

Dostupné z https://qroisman.physics.ucsd.edu/Gene%20quns.html|



https://groisman.physics.ucsd.edu/Gene guns.html

Fyzikalni transtekcni postupy
2. Transfekce elektroporaci

* Princip:
* DNA a bunky se smisi v empiricky definovaném pufru
* smes se vystavi kratkému elektrickému pulzu o vysokém napéti

* nasledkem elektrického soku dojde k prechodnému otevreni poru v
plazmatické membrane

e pory pronika do bunky DNA

* Pouziti:
* metoda je rychla a pouzitelna pro mnoho typU adherujicich i
neadherujicich bunek



Fyzikalni transfekcni postupy
3. Transfekce mikroinjekci

* Princip:
* Mechanicky prenos DNA do bunék jemnou jehlou mikromanipulatoru
pod kontrolou mikroskopu (2 — 5 pikolitrt)

* Pouziti:
* Vhodnymi objekty jsou velké bunky jako oocyty

Microinjection of embryonic stem cells
into a blastocyst

Dostupné z http://www.well.ox.ac.uk/ben-davies



http://www.well.ox.ac.uk/ben-davies

Biologicke transfekcni postupy

1. Virové vektory

transdukce

nejdrive musi dojit k dprave virt (odstraneni patogennich gend, ale
zachovani genu udrzujicich spravny zivotni cyklus viru)

Zivé vektory
maji vysokou ucinnost prenosu do bunéek
jsou vhodneé pro genové manipulace s zivocCisSnymi bunkami bez plasmidu

kazdy druh viru je limitovan svoji klonovaci kapacitou (maximalni mozné
mnozstvi bazi, které |ze vlozit do genomu viru)

predevsim v genove terapii

adenoviry s dsDNA, adeno-asociované viry se ssDNA, retroviry s ssRNA,

Identivirus (retrovir, ale zacCleni se i do nedélicich se bunék) a herpesviry s
SDNA



Biologickeé transfekcni postupy

2. Fagové vektory

* rekombinantni DNA |ze sbalit do kapsidU a prenést do hostitelskych
bunéek infekci (vyssi ucinnost)

* vhodné pro klonovani vétsich fragmentd DNA (tvorba genovych
knihoven)

 vektory pro eukaryotni bunky
* kvasinky

* nejvyznamneéjsim je bakteriofag A
* ma dsDNA
 klonovaci kapacita je az 23 kbp (asi dvakrat vice nez u plasmidovych vektort)



Selekcni systemy eukaryotickych bunéek

* podminka izolace vzacnych stabilnich transfektantl

* puvodneé zalozeny na obnoveni porusenych metabolickych drah v
bunce (70. léta 20. stoleti)

 napriklad: mutantni bunky s inaktivni tymidinkinazou
(znemoznéna syntéza tymidinu) byly transfekovany genem HSV-
TK (herpes virus simplex TK)

* nevyhoda: nutnost inaktivace TK v cilovych bunkach



Selekcni systemy eukaryotickych bunéek

e 80. |éta 20. stoleti

* objev dominantnich selekénich markerd
* bakterialnich enzym vyuzitelnych u eukaryot
* neni treba pouzivat mutantni bunéecne linie

* guanin-fosforibozyltransferaza (gpt)
* aminoglykozid-fosfotransferaza (neo)
* hygromycin B-fosfotransferaza

e puromycin-N-acetyltransferaza



Hypoxantin/guanin-fosforibozyl transferaza

(HGPRT)

e katalyzuje syntézu GMP/IMP

* za pritomnosti aminopterinu a kyseliny mykofenolové, kdy je
blokovana syntéza GMP de novo, je preziti bunky zavislé na

Integraci a expresi gtp
* aminopterin inhibuje dihydrofolat reduktazu
* kyselina mykofenolova specificky inhibuje inosinat dehydrogenazu
* tento blok [ze uvolnit xantinem, pokud maji bunky k dispozici
funkcni produkt genu gtp E. coli



Aminopterin

* inhibitor dihydrofolat reduktazy
* enzym nezbytny pro syntézu nukleotidovych prekurzord DNA a RNA
* aminopterin je synteticky analog kyseliny foliove, obsazuje
vazebné misto dihydrofolat reduktazy a vytésnuje tak prirozeny
substrat reakce (folat)

* vysledkem pusobeni aminopterinu je inhibice replikace DNA,
transkripce a translace

* prvni chemoterapeutikum pro |écbu détske leukemie (Sidney
Farber, 1947)



Aminoglykozid-fosfotransferaza

* poskytuje hostitelskym bunkam rezistenci na antibiotikum G418 —
geneticin (strukturné pribuzné gentamicinu)

e produktem je Micromonospora rhodorangea
* pokud se do rustového meédia prida G418 (geneticin) zavisi preziti
bunék na stabilni integraci a expresi genu neo

* G418 narusuje funkci ribozomu a tak blokuje proteosyntézu v
prokaryotickych i eukaryotickych bunkach

* bakterialni aminoglykosid-fosfotransferaza pozmenuje G418 do
netoxickée formy



Dalsi selekéni markery

* PAC (N-acetyl transferaza)
 zdroj: Streptomyces alboniger
* princip: poskytuje rezistenci na puromycin

* HPH (hygromycin 3 aminoglykozid fosfotransferaza)
e zdroj: E. coli
* princip: poskytuje rezistenci na hygromycin 8

* DHFR (dihydrofolat reduktaza)

°* mutantni varianta, ktera nevaze metotrexat
 zdroj: mys
 princip: poskytuje rezistenci na metotraxat



U&innost transfekce Ize sledovat reportérskymi
geny

* Reportérsky systém
* umele vytvoreny konstrukt DNA, ktery obsahuje promotor a potencialni
regulacni signaly jednoho genu pripojené k jinému genu, ktery koduje
snadno detekovatelny produkt (napriklad: GFP)

* transfekce bunéek reportérskym konstruktem a analyza jeho exprese
umoznuje kvantifikaci ucinnosti transfekce



Dekuji za pozornost




