Editace genomi (komentafe)

Stranka 4

Prvni Uspésna zména genomu u organismu pomoci homologni rekombinace, Kvasinky jsou z tohoto
pohledu velmi vhodny organismus neb frekvence homologni rekombinace je u nich pomérné vysok3,
vyuZito pozitivné/negativni selekce

Stranka 5

Vysvétleni zkratek, jeZ budou dale v pfednasce pouzivany, studenti by se v nich méli orientovat

Stranka 6

Burika ma obvykle nékolik moznosti jak opravit dvouretézcovy zlom v DNA. Pomalejsi, ale presnéjsi je
homologni rekombinace. NHEJ je rychld moZnost opravy, pfri které ale ¢asto vznikaji chyby (nejcastéji
drobné inzerce ¢i delece). Zatimco prvniho zplsobu se vyuZiva pfi nahradé alel, druhy se vyuZiva
hojné pfi knock-outu cilového genu, neb pfi ném casto dochazi k posunu ¢teciho rdmce a vzniku
predcasného stop kodonu.

Stranka 16

3-4 zinkové prsty na kazdém ze dvou fetézcl tak zajiStuji specifitu rozpoznani cilové sekvence — u
Clovéka je vzhledem k velikosti genomu povaZovdno za zajisténi specifity vazby na jediné misto
v genomu sekvence o délce 20 nukleotidl. P¥i navrhu je vSak zapotfebi brat v potaz Ze nékteré
sekvence se v lidském opakuji, nebo jsou si velmi podobné (napft. pfibuzné funkéni domény protein).
Vzhledem ke znalosti lidského genomu je proto pfi ndvrhu cilovych mist pouzivan algoritmus, ktery
zajistuje navrh pokud mozno jedineéné sekvence a tim vysokou specifitu $tépeni pouze v cilovém
misté.

Stranka 17

K ndvrhu ZFN je tfeba mit rozsahlé znalosti proteinového inZenyrstvi, tak aby bylo mozno upravovat
ZF tak, aby rozpozndvaly specificky pouze cilovou sekvenci. Obvykle se tedy wvyuziva sluzeb
specializovanych laboratofi, jez se na navrh ZFN specializuji. Cely proces od ndvrhu a testovani cilové
sekvence po jeji findIni doruceni je tak pomérné dlouhy.



Stranka 20

TALENSs jsou tedy v podstaté skladackou tvorenou opakovanymi Useky 34 aminokyselinové repetice,
kde pouze zaména aminokyselin v pozici 12 a 13 zajiStuje specifitu vazby k uréitému nukleotidu
v sekvenci DNA. Stépeni DNA zaji$tuje opét dimer Fokl. NLS je zkratka pro jaderny lokalizaéni signal.

Stranky 22 a 23

DNA binding kod pro TALENs — ukazuje sekvenci aa v pozici 12-13 a vazbu cilového nukleotidu.
V nékterych ptipadech je tato vazba vysoce specificka, v jinych je vice promiskuitni.

Stranka 24

Da trosku prace poskladat za sebe jednotlivé repetice TALENs ve spravném poradi. Proto jsou
vyuzivany databdze jiz predskladanych dimer( trimerd, tetramerd, které cely proces zrychli a
zjednodusi.

Stranky 33 a 34

Ruzné moznosti PAM sekvenci — pfirozené nebo mutované Cas proteiny

Stranka 37

Schéma typického experimentu pro vytvoreni knock-outu urcitého genu. Transfekce CRISPR
konstruktu do bunék. Cas9 nukledza mlze byt fluorescencné znacend, coZ umoznuje sortrovani
bunék po transfekci svysokou expresi Cas9. Jako alternativa lze pouzit selekci na rezistenci
k antibiotiku nesenou vektorem s Cas9. Po sortrovani/selekce buriky rozklonujeme pro zisk single cell
kolonii. Tyto kolonie poté testujeme na expresi cilového proteinu. V pfipadé ztraty exprese
sekvenujeme cilové misto v genomové DNA pro potvrzeni vzniku mutace.

Stranky 38-39

RGzné komeréni CRISPR/Cas9 systémy (pouze vybér) — systém na strané 39 je zajimavy v tom, Ze
obsahuje 5'a 3’homologické oblasti k sekvenci cilového mista v genomu. Po tvorbé ds DNA zlomu, tak
muze dojit k homologni rekombinaci, diky niZ je do mista zaclenén gen pro rezistenci k antibiotiku
(zde puromycin). Po selekci bunék a otestovani exprese je tfeba pomoci PCR opét ovéfit zaclenéni
kazety do spravného mista v genomu (kazeta se mlzZe zaclenit do genomu i ndhodné na jiné misto,
tvorba ds DNA zlomu v cilovém genu vsak zvysuje pravdépodobnost zaclenéni do cilového genu).



Stranka 43

Klicovou nutnosti i vSech gene editovacich systému je zajisténi specifity. V pripadé jednoduché sgRNA
s 20 nt cilovou sekvenci se v genomu nachazeji podobna cilovd mista a je tfeba zamezit Stépeni mimo
cilové misto. Zdména jednoho nukleotidu v seed regionu sgRNA obvykle neni tolerovdna a ke Stepeni
nedochazi. P¥i malé odlisnosti sekvenci distdlné od seed regionu vsak specifita nemusi byt uplna.
Proto jsou vyvijeny systémy zajistujici vétsi specifitu. Nikazy jsou Cas9 proteiny s mutovanou jednou
ze dvou nukledazovych domén. Lze je tedy navrhnout jako par na dvé pfilehla mista. Vysledkem jsou
dva jednofetézcové zlomy na protilehlych fetézcich genomové DNA blizko u sebe. Takovéto
poskozeni burnka opravuje jako dvouretézcovy zlom. Specifita je zde dana 2x20 nukleotidy (kazda
nikdza mas svou sgRNA sekvenci). DalSim pfistupen zvysujicicm specifitu je vyuZziti 2 nukledza-
deficientnich forem Cas9 s navazanym monomerem Fokl. Specifita je opét zajisSténa 2x20 nukleotidy.
Stépeni DNA zajituje sestaveny dimer Fokl.

Stranka 45

BER — excizni reparace bazi

Stranka 47

Schéma ,high-througput” experimentu vyhledavani cilovych gend ¢i jejich mutaci zodpovédnych za
urcity fenotyp. Knihovna CRISPR vektor(, kazdy nese svou jedine¢nou znacku, je pfenesena do bunék
—do raznych bunék preneseny jen nékteré vektory z knihovny. Nasleduje selekce na vybrany fenotyp.
Poté je urcena jedinecnd znacka v téchto burikach (PCR a sekvenace znacky) a od ni odvozena cilova
sekvence, jeZ byla obsaZena v plivodni knihovné. Takto je identifikovan gen, ktery se pravdépodobné
podili na vzniku selektovaného fenotypu.

Stranka 59

Na webové strance clinicaltrials.gov je moZno po zadani klicového slova CRISPR nalézt bézici a
ukoncené klinické studie vyuzivajici v sou¢asné dobé CRISPR technologii

Stranka 60-61

Specifita CRISPR metody byla neddvno zpochybnéna. Po hlubsi analyze publikovanych dat se vsak
ukazalo, Ze byly Spatné zvoleny kontroly (kontrolni mysi pouzivané v experimentech nebyly totozné
s mySmi pokusnymi a jejich genom se proto odliSoval od genomu pokusnych mysi pfirozené a nikoli
diky nespecifickému ucinku CRISPR).



Stranka 64

Rada metod vyuZivajici systém CRISPR pro detekci mikroorganismél — kaZdy organismus ma své
jedinecné sekvence. Vyuzivany CRISPR systémy, jez se aktivuji Stépenim cilové sekvence ke Stépeni
dalsich sekvenci. Tyto dalsi sekvence jsou néjak oznaceny, abychom jejich stépeni mohli monitorovat.

Stranka 66

Do genomu organismu rozmnozujiciho se pohlavné je vloZzen konstrukt syntetizujici sgRNA a Cas9
nukledzu. sgRNA je zamérena proti genu, jehoZ mutace zpUsobuje sterilitu samicek. Po oplozeni
dochazi ke tvorbé dvouretézcového zlomu v tomto genu a nasledné opravé. Je-li oprava bezchybn3,
gen je opét rozStépen timto konstruktem. Dojde-li ke vzniku mutace, systém jiz toto misto
nerozpoznd, ale gen je obvykle nefunkcni (posunovd mutace) a samicka proto neplodnd. Samecci
tento konstrukt prenaseji v populaci. Vysledkem muze byt az vyhubeni celé populace.



