Prenosy genu do Zivych bunék
(transfekce)

Ucel:

- studium funkce gend
- studium mechanismu Fidicich genovou expresi
- biotechnologie

- genové trerapie




Klasifikace transfekénich postupu

2.

Podle stability transgenu: Podle zplisobu penetrace
membrany:

transfekce prechodnd
prendsena DNA se dostava do
buriky, ale zlstdvad

v extrachromozomdlnim stavu,
transgen se prepisuje nékolik dni
jedna transfekovand burika mize
obsahovat vétsi pocet kopii
transfekéni DNA (vyssi exprese
transgenu)

1. Postupy biochemické
2. Postupy fyzikdlni
3. Postupy biologické

transfekce stabilni
prendsend DNA se zaclenuje do
chromozomu hostitelské buriky
(tento déj nastdva z nizkou
frekvenci 102 - 10-%)
nizkd pravdépodobnost vyskytu
dvou nebo vice kopii transgenu v
jedné burice




Biochemickée transfekcni postupy

1. Transfekce zprostredkovand fosforecnanem vdpenatym:

- DNA se smicha s chloridem vdpenatym ve fosfdatovém pufru
- vytvori se jemnad srazenina DNA a fosforeénanu vdpenatého
- precipitdt je pohlcovan bufikami endocytdzou

- U¢innost transfekce je relativné vysokd: az 50% bunék mize
cizorodou DNA prijmout

- hrubosti" srazeniny |ze regulovat pomér cytotoxicity versus
dcinnosti transfekce

Pouziti:
- pfechodnd i stabilni transfekce fibroblasti a jinych adherujicich
i neadherujicich bunék
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Biochemicke transfekcni postupy

2. Transfekce zprostredkovana DEAE-dextranem

Dietylaminoetyl-dextran:

- vysokomolekuldrni kladné nabity polymer

- slouZi jako most mezi negativné nabitou DNA a negativné nabitym povrchem
bunky

Princip:

- negativné nabitd DNA se vaze ke kationtim DEAE- dextranu
- rozpustny komplex se pridd k burikdm

- prenos komplexu do bunék endocytézou

Pouziti:

- adherujici i neadherujici buriky (znaénd variabilita G¢innosti u riznych typl
bunék)

- nevhodné pro stabilni transfekci (toxicita)

- |ze pouzit nizsich koncentraci transfekéni DNA ve srovndni s precipitaci
fosforecnanem vdpenatym




Biochemicke transfekcni postupy

3. Transfekce lipofekci

Princip:

- transfekénim Cinidlem je lipofilni molekula, kterd obklopi
transfekéni DNA

- fransfekéni ¢inidlo ma pozitivné nabité skupiny - usnadnéni vazby
k negativné nabité DNA

- lipidy s navazanou DNA fuzuji s bunécnou membrdnou a zajisti tak
prenos DNA do bunky

Pouziti:

- rozmanité bunééné typy, ¢asto velmi dobrad G¢innost




Biochemicke transfekcni postupy

4. Transfekce zprostredkovand polykationty (polybrenem a
poly-L-ornitinem)

Princip:

- DNA vytvari s polykationty komplexy, jejichZ prenos do bunék je
usnadnén permeabilizaci bunééné membradny a osmotickym Sokem,
které zajist'uje DMSO




FyzikdIni transfekéni postupy

2. Transfekce genovou puskou (,gene gun™)

Princip:
- nastrelovani bunék kovovymi projektily pokrytymi DNA

Pouziti:

vhodnd metoda pro transfekci rostlinnych bunék
je treba optimalizovat Fadu parametra:
- poCet bunék vystavenych transfekci (bunéénou hustotu, rychlost
proliferace bunék)
- typ média
- stupen vakua ve strelné komore
- miru tlaku hélia na mikropro jekftily
- vzddlenost mezi puskou a bufikami
- velikost mikroprojektilt (obvykle ¢dstice zlata hebo wolframu o
praméru 0,6-1,6 um)




FyzikdIni transfekéni postupy

2. Elektroporace

Princip:

- DNA a buriky se smisi v empiricky definovaném pufru

- smeés se vystavi krdatkému elektrickému pulzu o vysokém napéti
- ndsledkem elektrickému Soku dojde k prechodnému otevreni
pérl v plazmatické membradné

- pory pronika do buriky DNA

Pouziti:

- metoda je rychld a pouzitelna pro mnoho typt adherujicich i
neadherujicich bunék




FyzikdIni transfekéni postupy

3. Mikroinjekce

Princip:
mechanicky prenos DNA do bunék jemnou jehlou mikromanipuldtoru

Pouziti:
Vhodnymi objekty jsou velké buriky jako oocyty a vajicka




Biologické transfekcni postupy

VyuZivaji predevsim virovych a fdgovych vektord

(viz predndska vénovana klonovacim vektorim)




Vybér cilovych bunék pro transfekci

7 /7

- schopnost rozeznat a aktivovat promotor ridici
expresi exogenniho genu

72V . / o
- ucinny rust

- primdrni bunky versus transformovana (nesmrtelnad)
bunécna linie




Selekéni systémy eukaryotickych bunék

- podminka izolace vzdcnych stabilnich transfektantd

- ptivodné zaloZeny ha obnoveni porusenych metabolickych
drah v bunce (70. léta)

- napr. mutantni bunky s inaktivni thymidin kinazou byly
transfekovdny genem HSV-TK (herpes virus simplex TK)
a ziskaly tak schopnost ristu na médiu obsahujicim
aminopterin.

- ndsledovala selekce transfektantl na médiu s
aminopterinem, ve kterém je znemoznéna syntéza
thymidinu de novo - pozadavek aktivni TK

- nevyhoda: nutnost inaktivace TK v cilovych bunkach




Selekéni systémy eukaryotickych bunék

80. léta - objev dominantnich selekénich markerd:

- heni treba pouzivat mutantni bunééné linie, protoze
byly objeveny dominantni selekéni markery

- izolovany z E. coli
xantin-guanin-fosforibozyltransferdza (gpt)
aminoglykozid-fosfotransferdza (neo)

hygromycin B-fosfotransferdza

puromycin-N-acetyl transferdza




Xantin-guanin- fosforibozyl transferdza - GPT

- katalyzuje syntézu GMP z xantinu nouzovou drahou

- za pritomnosti aminopterinu a kyseliny mykofenolové, kdy je
blokovdna syntéza GMP de novo, je preziti buriky zdvislé na
Integraci a expresi gpt

- kyselina mykofenolova specificky inhibuje inosindt
dehydrogendzu, tj. enzym, ktery katalyzuje preménu
inosinmonofosfdtu na xantinmonofosfat (ten je potreba pro
biosyntézu GMP)

- aminopterin inhibuje aktivitu dihydrofoldt reduktazy, kterd
je nutnd pro biosyntézu purint a pyrimidint

- tento blok Ize uvolnit xantinem, pokud maji buriky k dispozici
funkcni produkt genu gpt E. coli




Aminoglykozid-fosfotransferaza - Neo

- poskytuje hostitelskym burikdm rezistenci na antibiotikum G418
(strukturné pribuzné neomycinu)

- pokud se do ristového média pridd 6418 zdvisi preziti bunék na
stabilni integraci a expresi genu neo

- 6418 narusuje funkci ribozomu a tak blokuje proteosyntézu

- bakteridlni enzym aminoglykosid fosfotransferdza pozménuje
G418 do netoxické formy




Dalsi selekcni markery

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

HPH (hygromycin B aminoglykozid
fosfotransferaza)

zdroj: E. coli

princip: poskytuje rezistenci na hygromycin B

DHFR (dihydrofolat reduktaza) - mutantni
varianta

zdroj: mys

princip: kompetitivni inhibitor DHFRwt, poskytuje
rezistenci na metotrexat




Izolace prechodné transfekovanych bunék

- soucasnd transfekce bunék zddanym plazmidem
(napr. obsahujicim reportérsky gen) a plazmidem
kodujicim povrchovy protein

- bunky obvykle prijmou oba plazmidy

- fransfekované bunky Ize oddélit od
netransfekovanych napr. magnetickymi kuli¢ kami
potazenymi prislusnou protilatkou nebo
prutokovym cytometrem vybavenym rozdélovacim
zarizenim (“cell sorter")




Izolace transfektantt

Reporter gene (luciferase,
CAT, GFP)

Promoter
cf interesl

pHook (or other gene encoding

Constitutive
promotaer

W

(e ¥ -0

cell-surface protein)

Cotransfect cells with
both plasmids. Cells
which take up DNA
usually take up both
plasmids.

Incubate 48 hr. Reporter
protein and cell-surface
protein are expressed,

|solate transfected cells
by adding magnetic
beads coupled to ligand
or antibody for cell-
surface protein,
followed by exposure to
magnetic field,

Harvest cells that
bound magnetic beads.

Measure reporter protein.




Vyuziti technologie prenosu DNA do bunék pro
studium funkce genu

1. UtiSovani gent pomoci RNA interference
(,.knock-down™)

2. Vypinani genu pomoci homologni rekombinace
("knock-out")

3. Uréovani funkce gent vnadenim jejich mutovanych
verzi (,knock-in")




Dalsi pristupy ke studiu funkce gent
- zdsahy do genové exprese

Genetické pristupy: Epigenetické pristupy:
posileni nebo oslabeni exprese zmeéna Urovné exprese genu
genu zasahem do jeho primadrni || zdsahem bez zdsahu do jeho
struktury nebo do struktury primdrni struktury

jeho regulacnich oblasti

- ovlivnéni struktury chromatinu

- pfenos genl - zdsah do metylace DNA
- cilené mutace - ovlivnéni pozdéjsich fazi genové
exprese:

zmeéna stability transkriptu,
ovlivnéni translace,
ovlivnéni funkce (aktivity) proteinu




Genetické pristupy

Zména struktury endogenu nebo requlaénich oblasti:
- cilend mutageneze

Prenos cizorodych genu do bunék:

- fransfekce

- infekce

- pFiprava transgennich organismu

- Yechnologie .knock-out" a ..knock-in"




Epigenetické pristupy: metylace DNA

Pripojeni metylové skupiny na C5 cytozinu: vznik 5-metylcytozinu

Donorem metylové skupiny je S-adenosyl-L-metionin, reakci katalyzuji

DNA metyltransferdzy
NH,
AN, e
methylation g . }
\ 0 \Illl ®

cytosine 5-methylcytosine




Metylace DNA

Frekvence vyskytu a vyznam:

* B-metylcytozin tvori 1-6% bazi DNA vétsiny eukaryot

- v genomu obratlovcl se 5-metylcytozin objevuje
predevsim v dinukleotidech 5" -CpG-3°

- 60-90% dinukleotidl CpG je v genomu obratlovci

metylovanych

» dinukleotidy CpG nejsou zastoupeny v genomu rovnomérne, ale
tvori tzv. CpG ostrovy, které se objevuji prevdzné v oblastech

promotory

- hypermetylace DNA v téchto oblastech zplsobuje zastaveni
transkripce prislusnych gent




Dva mechanismy zastaveni
transkripce metylaci cytosinu

1. primé znemoznéni vazby transkripnich faktort citlivych k
metylaci na cilové misto DNA (napr. E2F, CREB, c-Myb, NFkB)

2. proteiny vdzouci metylované CpG sekvence znemozni transkripci
transkripcnimi faktory, které nejsou citlivé k metylaci (MeCP1,

MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3)

Aktivace transkripce

*Hypometylace DNA
*Hyperacetylace histona

Represe transkripce

*Hypermetylace DNA
*Hypoacetylace histonu




Inhibitory metylace DNA

1. Nukleosidové analogy (5-azacytidin, zebularin): tvori kovalentni
vazbu s DNA metyltransferdzou a tak ji inhibuji

2. Latky pusobici ha enzymy zapojené do metabolismu S-
adenosylmetioninu (donor metylové skupiny):
- kompetitivni inhibitory AdoMet-dependentnich
metyltransferdz
- inhibitory syntézy AdoMet (metotrexat)

3. Derivaty kyseliny 4-aminobenzoové (prokainamid, prokain) se
vdzou na sekvence bohaté na GC a znemoznuji tak vazbu
metyltransferdzy na DNA

Omezuji metylaci DNA a umozZnuji reaktivaci exprese gend.

Demetylacni Cinidla se pouzZivaji pri Iécbé nékterych nadorovych
onemochéni - zvySeni exprese nddorovych supresord.




Hypermetylacni Cinidla

S-adenosylmetionin

Zastaveni nezddouci genové exprese.




Acetylace histonu

» prenos acetylové skupiny z acetylkoenzymu A na lysin
(Lysb, Lys12 nebo Lys16) histonu

» Uroven acetylace histonu vyplyvd ze sméru vychyleni
rovhovdhy histonovych acetyltransferdz (HAT) a
histonovych deacetyldz (HDAC)




Acetylace histont ma vliv na
strukturu chromatinu

- acetylované histony usnadriuji pristup transkripénich faktort k DNA
- spjaty s transkripcné aktivnim chromatinem

* odstranénim acetylové skupiny ziskd lyzin pozitivni ndboj - umoZznéna
elektrostatickad interakce mezi pozitivné nabitymi histony a negativné
nabitou DNA (kompaktni chromatin neumoznuje transkripci)

Aktivace transkripce

*Hypometylace DNA
*Hyperacetylace histon

Represe transkripce

*Hypermetylace DNA
*Hypoacetylace histon(




Regulace acetylace histonu

U nadorovych onemocnéni je ¢astd nadmeérnad aktivita HDAC
(uml¢eni nddorovych supresort)

Inhibitory HDAC (terapeuticky potencidl):

» derivaty kyseliny hydroxamové (trichostatin A, pyroxamid,
oxamftalin)

* mastné kyseliny (butyrat sodny, fenylbutyrat)

» cyklické peptidy (depsipeptid, apicidin)

* benzamidy (MS-275)

Mechanismus Ucinku trichostatinu A - prima vazba na HDAC:
inhibice HDAC)
U jinych inhibitort HDAC neni mechanismus ucinku znamy.




Regulace genové exprese
protismyslovymi nukleovymi kyselinami

Princip:
sekvencné specificka hybridizace s ndsledkem
eliminace uréitého transkriptu a jeho translace

Ruzné varianty:

» protismyslové oligonukleotidy

» protismyslovd RNA

* ribozymy

- DNAzymy

* ndvhadové (..decoy") oligonukleotidy
* RNA interference




Protismyslové oligonukleotidy

Sekvence DNA nebo peptidové nukleové kyseliny (PNA) dlouhé 6-30
nukleotidu, které do bunék pronikaji endocytézou a vdZou se na
komplementarni mRNA: specificky inhibicni Gcinek na genovou expresil

PNA: -

- synteticky analog DNA L°
- cukr-fosfdtovd kostra nahrazena o
pseudopeptidovou kostrou sloZzenou z monomerd N
N-(2-aminoetyl) glycinu, ke kterym jsou pFipojeny A0°
dusikaté bdze 0
» odolnost k nukledzdam a protedzam \
- vysoka specifita vazby k RNA A ®
» absence elektrického ndboje: e

- vysokd afinita k RNA \N o

Baze

Baze




Protismyslové oligonukleotidy

2 mechanismy G¢inkl po vazbé oligonukleotidi na
komplementdarni sekvenci mRNA:

1. Vazba na mRNA spousti jeji degradaci RNazou H
2. Zablokovani translace: duplexy blokuji sestaveni

iniciacniho komplexu translace
- U¢inek je reverzibilni




virovy vektor protismysiny
s protismyslnym genem oligonukleotid




Protismyslova RNA

prepis opaché orientovanych gend, které jsou do
buniky preneseny expresnimi vektory transfekci

protismyslova RNA je komplementdrni prepisu
cilového endogenu a vytvori s nim duplex (vliv
sekunddrni struktury)

zablokovani translace (trvala a stabilni inhibice
exprese cilovych geni)




virovy vektor protismysiny
s protismyslnym genem oligonukleotid




Katalytické nukleové kyseliny

Ribozymy a DNAzymy

malé molekuly RNA nebo DNA, které jsou schopny
katalyzovat chemické reakce ovliviujici cukr-
fosfatovou kostru nukleové kyseliny

pro zdsahy do genové exprese jsou dulezité ty z
nich, které mohou zajistit stépeni mRNA

sekvencni specifita je dana sekvencemi, které
sousedi s katalytickym jadrem




Ribozym - funkce

katalyticka RNA

rizné enzymové aktivity, typické pro proteiny:
sestrih transkriptl, $tépeni DNA, $tépeni
amidovych a peptidovych vazeb, polymerace,
Cdstecnd replikace RNA, atd.

metaloenzym, nutnym kofaktorem je obvykle Mg?*




Ribozym - struktura

jednoretézcovd RNA s dvouretézcovymi dseky

zahrnuje ¢dst pro rozeznani substratu v blizkosti
5" konce a

katalytické misto zodpovédné za vlastni
enzymovou aktivitu




Ribozym - mechanismus uGcinku

rozezndni substrdtu (parovani bazi mezi sekvencemi
ribozymu a mRNA)

stépeni mRNA

uvolnéni RNAzymu pro obdobnou reakci s jinou kopii
téZze mRNA

relativné nizké koncentrace RNAzymu postacuji pro
degradaci nadbytku mRNA v bunice

u dlouhych substratu je Gc¢innost degradace nizsi




Ribozym - vyhody a nevyhody

Vyhody ve srovnani s proteiny:

- nizsi pravdépodobnost indukce imunitni reakce

- nizsi velikost - snadnéjsi prenos do bunék (obvykle
prostrednictvim transformacnich vektori)

Nevyhody:

- nizka déinnost rozeznani substratu

- nizkd dcinnost degradace dlouhych (terapeuticky
vyznamnych) substrdta

- nestabilita




Facilitatory

- specidlni oligonukleotidy, které se vazou na substratové RNA,
které sousedi s vazebnym mistem ribozymu (zabranruji
tvorbé sekunddrni struktury RNA v misté stépeni,
zpristuphuji jej ribozymu)

misto Stépeni

) . . 5 ey s
3’ ACCUCACCCUUGGGUUUGGGCAGU © l 3" aaguuuauuccacauucacucucy facilitatory
AR RN R RERARRNNERNININRRRN]Y .
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Ribozymy - vyuziti

Ndstroj genové terapie:

- perspektivni vyuziti pri I€€bé nddort (cilené ovlivnéni
aktivity transkripénich faktort, proteinovych kindz,
adhezivnich molekul, ristovych faktort, telomerdz,

atd.)




DNAzym (DNA enzym, deoxyribozym)

- katalytickd DNA
- pripraven uméle v laboratori (rozdil ve srovndni s prirozenymi
ribozymy)

Struktura:

- jednoretézec DNA

- vazebnd ramena dlouhd 7-8 nukleotidt

- katalytickda doména sloZzena z 15 nukleotid

Enzymova aktivita:

- &tépi fosfodiesterové vazby mezi puriny a pyrimidiny v
molekule RNA

- odolnéjsi k nukledzdm ve srovndni s ribozymy

- nizsi aktivita

Vyuziti:
- podobné jako u RNAzymu: cilend degradace mRNA




Navnadové (,decoy") oligonukleotidy

- kratké syntetické sekvence DNA nebo PNA

- odpovidaji endogennimu ci/s-elementu v regulacni oblasti genu,
jehoZ expresi maji ovlivnit

- napodobenim vazebné sekvence pro transkripcni faktor
vyvoldvaji kompetici mezi cis-elementem a ndvhadovym
oligonukleotidem: sniZeni vazby transkripéniho faktoru na DNA,
inhibice jeho aktivity

Nevyhody:

- hezddouci vedlejsi Gc¢inky (interference s jinymi proteiny)




RNA interference

mechanismus uml¢ovani gent

jednoretézcova nebo dvouretézcovda RNA prenesend do bunék
nebo vytvorend v burikdch cilené brani expresi cilové mRNA

dvouretézcova RNA je podstatné G¢innéjsi nez jednoretézcova
podstatou je enzymovd (ATD-dependentni) degradace mRNA

nebo potlaceni genové exprese na drovni transkripce nebo
translace




RNA interference - mechanismus

dvouretézcové molekuly RNA jsou preneseny do bunék a zde
rozezndny inicianim enzymem - ribonukledzou , Dicer”

stépenim RNA vznikaji krdtké fragmenty o velikosti 19-23
nukleotidi siRNA (.small interfering RNA")

siRNA se stdvaji souc¢dsti komplexu RISC (,RNA-induced silencing
complex”)

RISC opatreny siRNA se zaméruje na homologni mRNA a znemozni
jeji translaci nékterym z téchto mechanismi:

protein Argonaut komplexu RISC zajisti degradaci mRNA
vychytdnim DNA metyltransferdaz (DNMT), histonovych deacetyldz
(HDAC) a histonovych metyltransferaz (HMT) komplexem RISC
dojde k modifikaci chromatinu a zastaveni transkripce daného genu
Dosud nezndmym mechanismem muize siRNA navdzand na RISC
zablokovat translaci




Double-stranded RMA

Small RNAs ™ "o

mRNA degradation

> o Methyl
0O

sy B o

Transcriptional silencing

Block of mRNA translation

TRENDE in Cell Biolagy




Ovlivnéni genové exprese na Udrovni
requlace aktivity proteind

- prenosem protildtek do bunék
- prenosem nebo expresi dominantné negativnich mutantd

A protein normally functions
by miteracting with targets
enaiile of eeldl,

: Inhibit
Antibody against }__ g |::|.|IL;|.|I'|‘|m"!I
protein ol intenest profein

| Mutant protein blocks srtion of
normal protein by fonming
nonfunctional complexes with |

target mokeculkes.

The function of the protein is
bilocked by antibody binding.




Ovlivnéni genové exprese na Urovni
regulace aktivity proteint

Princip_dominantni _negativity:

Inhibice aktivity normdlniho funk&niho proteinu prenosem jeho
defektnich podjednotek

Obvykly postup:

1. Do bunék se transfekci prenese zkrdcend varianta genu, jehoz
funkci chceme eliminovat

2. Nadbytek mutantniho proteinu zpusobi inhibici jeho endogenni
funkéni formy i za jeji pritomnosti (proto dominantni
hegativita)

Priklad - inhibice transkripCnich faktort kontrolovanych hormony:
poteiny dlSpOhUJI DNA-vazebnou doménou, transkripcné
aktivaéni doménou a doménou pro vazbu hormonu

- funguji ve formé dimert

- za pritomnosti nadbytku zkrdcenych variant tohoto proteinu
|ze dosdhnout napf. G¢inné inhibice tvorby funkénich dimerd
nebo obsadit vazebna mista ha DNA




