Cile studia prenosu genu do zivoéisnych bunék

1.

Prenos gent do zivoc¢iSnych bunék

vyhledavani genu, poznani jejich funkce a regulace
studium fenotypu (p¥. procesu diferenciace a jejich poruch)
homologni vs. heterologni exprese

studium proteinovych interakci

tvorba a purifikace cizorodych proteinu

Priprava transgennich zivo¢ichu

studium fungovani genu v ramci celého organismu

pfiprava Zivocichu (savcu, ptaci, ryby ...) s cilené upravenymi
geny

* modely pro studium genetickych chorob

«  priprava zvirat s lepsimi uzitkovymi vlastnostmi

« vytvareni cizorodych proteinu (animal farming)

« hledani moznosti pro genovou terapii



Zpusoby prenosu DNA do bunék zivocichu

(volna DNA nebo DNA klonovana ve vektorech)

Transfekce — chemickeé, fyzikalni, virove

precipitace fosforeCnanem vapenatym, lipofekce (liposomy)
dendrimery (vétvené org. latky), kationické polymery (PEI)
elektroporace, mikroinjekce, sonoporace (ultrazvuk)

cell squeezing (deformace tlakem), magnetofekce (nanocastice)
infekce (virové vektory)

Fuze bunék (savc€ich, bakterialnich protoplastu), nahrada jader ...

Exprese transgenu:

transientni (prechodna)
stabilni — zac¢lenéni — nahodné, cilené



Single cell transfection (i in vivo)

* mikroinjekce
* elektroporace mikropipetou naplnénou DNA

- fototransfekce (opticka tranfekce) — multi-photon laser — zvyseni
permeability cytoplazmatické membrany

objective

floating
coverslip

%[‘él-ﬁfgn / \ adherent cells




Zpusoby prenosu cizich genu do savéich bunék

transfekce DNA e s
(Ca-koprecipitace, neoplozené Sledovani exprese

/ Fietroporac valiko mRNA v Zabich oocytech
v A ]
E
Bunky ve — Péhrada —_— . i
tkanovych i
—  mikroinjekce . ¥
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DNA klonovana rekombinantnim QQ’ casne
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ve vektoru, nebo QL. embryo

infekce virovym

vektorem

Selekce a prenos l infekce rekombinantnim
do blastocyst retrovirem

Zaclenéni DNA
h0m0|OgnI ] mikroinjekce
rekombinaci s

blastocysta

}

< vyvoj embrya
v nahradni matce 4

Transgenni zvire
(+/- mozaikové)




SelekEni markery pro prenos genu do eukaryot

Enzym

Selekéni latka

Mechanismus selekce

Aminoglykozidfosfotransferaza
(APH) neo

G418 (inhibice syntézy proteinu)
(kanamycin, neomycin)

APH inaktivuje G418

Dihydrofolatreduktaza (DHFR)

Metotrexat (Mtx) — analog dihydrofolatu

(inhibuje DHFR, syntéza purinl)

varianta DHFR rezistentni
k Mtx, poCet kopii

Hygromycin-B-fosfotransferaza
(HPH) (Hyg)

Hygromycin-B (inhibuje syntézu
proteinU)

HPH inaktivuje
hygromycin B

Tymidinkinaza (TK)

Aminopterin (analog dihydrofolatu,

inhibuje syntézu dTTP z dCDP)

TK syntetizuje tymidylat
(altern. draha synt. dTTP)

Xantin-guanin-
fosforibozyltransferaza
(XGPRT) (Ecogpt)

Mykofenolova kyselina (inhibuje
syntézu GMP de novo)

XGPRT syntetizuje GMP
z xantinu (altern. draha)

Chloramfenikoltransferaza
(CAT) Reportérovy gen

Chloramfenikol (Clm) (inhibice
biosyntézy proteinu na ribozomu)

CAT inaktivuje Clm

Hypoxantinguaninfosforibozyl-
transferaza (HGPRT)

Aminopterin (inhibuje syntézu purind

de novo)

HGPRT syntetizuje puriny
z hypoxantinu

Luciferaza
GFP
beta-glukozidaza

reportérové geny




Selective marker gene systems for mammalian cells

Selective agent  Action of selective agent

Xyl-A Damages DNA
Blasticidin S Inhibits protein synthesis
Bleomycin Breaks DNA strands

G-418 (Geneticin) Inhibits protein synthesis
Histidinol Produces cytotoxic effects

Hygromycin B Inhibits protein synthesis

MSX Inhibits glutamine synthesis
MTX Inhibits DNA synthesis
PALA Inhibits purine synthesis

Puromycin Inhibits protein synthesis

Marker gene

Adenine deaminase (ada)

Blasticidin S deaminases (Bsr, BSD)
Bleomycin-binding protein (Ble)
Neomycin phosphotransferase (Neo)
Histidinol dehydrogenase (hisD)

Hygromycin B phosphotrans-

ferase (Hph)
Glutamine synthetase (GS)

Dihydrofolate reductase (dhfr)

Cytosine deaminase (codA)

Puromycin N-acetyltransferase (Pac)

Action of marker
gene protein
Deaminates Xyl-A
Deaminates blasticidin S
Binds to bleomycin
Phosphorylates G-418
Oxidizes histidinol to
histidine
Phosphorylates hygro-
mycin B
Cells that produce excess

glutamine synthetase
survive

Cells that produce excess
dihydrofolate reductase
survive

Lowers cytosine levels
in the medium by con-
verting cytosine to
uracil

Acetylates puromycin

MSX, methionine sulfoximine; MTX, methotrexate; PALA, N-(phosphoacetyl)-L-aspartate;

Xyl-A, 9-B-D-xylofuranosyl adenine




Selekcni media pro enzymy Tk, HGPRT a XGPRT

Orotic acid
\l/ Ribose
Metabolismus | Metabolismus 4
pyrimidind UMP purinl T
From degradation of DNA or \lr \L/Aminoprerin (Azaserine)
supplied from outside upp —— UTP t
Thymidine duMP Ecogpt | J |
Mycophenalic \I/
T B APRT ;
\u ; Aminopterin Xanthine L XMP = #— IMP AMP <———— Adenine
\ b ol cTP —_— A
\L l | HGPRT
e @ Hypoxantfhine
\L J/ Guanine > GMP ) —

! l |

daTpP dATP

dTT\ /dCTP \ _ /

Medium XAT
Medium HAT
~ 4 Hypoxantin = zdroj purin, ——» Xantin (+ kys.
Selekéni systéemy Tk, HGPRT, XGPRT Aminopterin = blokuie mykofenolovi)
syntézu nukleotid de novo
A HAT BrdU Tymidin = zdroj tyminu
Tk* +++ -—
Tk~ i +++ (- - -) indicates that cells do not grow and do not
B HAT 6-Thioguanine XAT survive under these conditions. (+++) indicates that
8-Azaguanine cells either grow or only survice as in the case of Tk™

cells in the presence of bromodeoxyuridine (BrdU).
HGPRT*  +++ = = = s HAT stands for hypoxanthine-aminopterin-thymidine

HGPRT™ o~ +++ e medium, X for xanthine.
HGPRT* +++, --- +++

(Ecogpt™*)




ﬁ

bromdeoxyuridin

Postup pri izolaci mutant tk-.

£BL, ¥ v
N/C\C/3 Buriky s funk&nim enzymem
| I thymidinkinasou fosforyluiji
oI bromdeoxyuridin (BrU-dr) na
{ thymidinkinasa , .
\4— BrU-MP, ktery je potom
B‘Df” inkorporovan do bunéc¢né
,"‘ EDure DNA. Br(v)m_oya’na DNA,\ e
;. v extremne citliva na ozareni UV
/| Inkorporace do DNA svétlem, po kterém buriky
| l hynou. Vzacné mutanty tk-

ozareni prezivaji.

pfezivajf buriky
postradajici

thymidinkinasu 7
ozarenl
lUV-svétlem
IIDr!Pr.aver)a rada R s
linii lidskych a ~_ - =
—_—

hlodavdich tk-
bunék

fragmentace DNA

buhky hynou



Transientni a stabilni exprese genu v zivo¢iSnych

bunkach

Analyza exprese genu.
Studium regulacnich
oblasti, sestfihu; pfiprava
velkych mnozstvi mRNA
nebo protein(

TS~

Selekce klonu s DNA
stabilné integrovanou
do genomu (vzacné)

Expression

vector DNA

@ @3*:.1 Selekce G418
00

Gene of Transfect DNA

interest.

t into-cells

Stabilni bunécné linie
(transformované bunky:
HelLa, CHO aj. po infekci
onkogennimi retroviry)

20-40% of cells
- contain plasmid DNA

Harvest cells
for transient
expression assays

DNA, ktera se do

Select by adding G418 Grow cells without selection
Grow 2 weeks Most cells lose plasmid DNA
Only G418-resistant
colonies grow
(< : g

All cells contain Fewer than 1% of cells

plasmid DNA stably carry plasmid DNA Vy‘fed II

- incorporated-into

genomu neintegrovala,
se z bunék postupné

9

chromosomal DNA




Idealni vlastnosti vektoru (in vivo)

* vysoka ucinost prenosu

* pfenos genu do embryi i do dospélych zivoCichu

» zprostfedkovavaji dlouhodobou a vysokou expresi
* nizka cytotoxicita

* nizka imunogenicita in vivo

* vysoka kapacita

* regulovatelna exprese

10



Plasmid DNA
Host genome integration
Spurious expression of short RNAs
Cryptic sequences /

Transfection reagent
Lipofectamine
Effectene

FUGENE

Calcium phosphate

W 4

‘\,\

i Selection antibiotic A EK;;;?:Z&Z " Other manipulations\
G418/geneticin Transcriptome or treatments
Puromycin - Brotaome <X | Single-cell cloning
Hygromycin Matabolome gglturg clondltlons
Zeocin : . emicals

& < ; {:ellular lmmunltyj N\ }Llnhibitors §

Antibiotic resistance transgene Reporter transgene
Neo, aminoglycoside 3’-phosphotransferase Fluorescent protein
Pac, puromycin N-acetyltransferase Luciferase
Hph, hygromycin B phosphotransferase B-galactosidase

Sh ble, bleomycin resistance protein Secreted embryonic alkaline phosphatase
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High intensity experimental stresses
Transgene overexpression
Gene knock out/down
Chemical treatments
Acute changes in culture conditions

@20 5
®

9
9

3
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Complex
response beyond
manipulated gene
or pathway

©
@
OIS
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Lipofectamine2000, Lipofectamine LTX, Fugene, Effectene
- deregulace exprese gentli a protein (spolecné 1 specificiké)
- metabolismus lipid

- aktivace signalnich drah (STAT3, ...)

- imunitni odpovéd’ (deregulace exprese chemokint a cytokini)

efekty Casto bunécné specificke

Antibiotika pro selekci

- G418 — vliv na syntézu selenoproteinu (thiredoxin reduktaza, glutation peroxidaza)
- stop kodon supresor

- ovliviluje expresi hsp proteinii

Gene dosage artefacts

13



Osud prenasené plazmidové DNA
v recipientni bunce

1. Transfekce cizorodé + nosi¢ové DNA = vytvareni konkatemeru
« transgenom (selektovatelny marker, neselektovany gen-nosicova
DNA) zaclenény v jedné kopii v libovolném useku genomu. Pozdéji
Casto dochazi k ¢asteCné nebo uplné deleci transgenomu

2. Transfekce (Ca-P) Cisté plazmidové DNA bez nosiCové DNA = plazmidy
jsou stabilné integrovany do jednoho az péti riznych mist genomu, kde
se nachazeji prevazné ve vice kopiich.

3. Elektroporace plazmidové DNA — obvykle nizSi pocCet integrovanych
plazmidovych molekul

4. Mikroinjekce plazmidu do bunécného jadra
a) pfi vysoké koncentraci DNA dochazi k inkorporaci dlouhych
konkatemerul (hlava-pata),
b) pfi malém mnozstvi DNA se zacCleni jednotlive.

Po linearizaci plazmidu pfibyva pravdépodobnost tvorby konkatemert

a zacleneni do genomu, pfiCemz nehraje roli, kterou metodou byla DNA
plazmidu vnesena. Superhelikalni plazmidova DNA, ale vyS$Si ucinnost
transfekce.



Kotransfekce nékolika druhy molekul DNA

my&( bukiky tk DNA kfe2kd Kotransformace béhem
Q== pfenosu genu. P¥i tranfekci

tk do eukaryontnich bunék

pomoci precipitace Ca?* je

cast nosiCové DNA

gen pro globin a jakakoliv dalsi DNA

- pritomna v precipitatu spojena

kolonie tk* dohromady do velkych

struktur (800 az 1000 kb) a

vClenéna do chromozému.

my§[ ,/// . : \\
DNA " DNA ke&ki ‘

transgenom

i S

: |
: integrované geny pro globin |
! jsou pfipojeny k nositové DNA !

¢————800— - i
800—1000 kb > 15




Izolace genu pro tk z kurecich bunék — ,,plasmid rescue”

Eco Rl
Hind M

Ap‘
pBR322

l Hind

E
Ap® | H

T

F S

vysokomolekularni celkova
DNA z kurecich bunék

genomové

fragmenty H H H 'H

po stépeni F[‘—' —— "

Hindlll i -
- H H HH

“n-._-‘_,-ﬂ'"..

smichdni T ligace

Vyredi se plazmidy
S neselektovanymi
znaKky (tj. plazmidy
nevazaneé s tk+)

E k'

—

moznost izolovat kazdy
gen, ktery je v kultufe na
zakladé svych
fenotypovych vlastnosti
selektovatelny nebo
néjak poznatelny.

Q transfekce tk- kufecich bunék

_ Ca-koprecipitace
l HAT-Selection

g primarni tk* transfektanti

1. priprava DNA z tk* transfektantt
1 2. selekce v mediu HAT

sekundarni tk* transfektanti

B\
l

H Ap”® |H

pf'ipr%va DNA

kureci DNA

l <«—— 1. stépeni EcoRlI

2. cirkularizace, ligace
™

Eco Rl

Hind I

1. Transformace E.coli
2. Selekce ApR

Gen tk+ je ,0znaCen”
genem ApR

dalsi moznosti znaceni:
supF, pBR322, alu

na rekombinantnim plazmidu se
nachazi gen tk* spolec¢né s ApR

16




lidsky nador

normalni mysi buriky

=9
23T

ohniska
transformace

zpUsobuji
pevné nadory
u mys(

Selekce uspéesné
transfektovanych bunék na
zakladé zmeny jejich
fenotypu

Pfenos lidskych onkogenu do
mysSich bunék. Po transfekci
mysich bunék DNA ziskanou
z lidskych nadoru se za
nékolik tydnu objevi mala
ohniska transformovanych
mysich bunék. Vysledkem
injikace takovych bunék
mysSim jsou nadory.

17



Vektory pro prenos genu do zivoéisnych bunék

1.

Plazmidoveé vektory (,nezivé®): plazmid se nereplikuje, vzacné se
zacClenuje do genomu bunky

« prokaryoticky plazmid + eukaryoticka transkripcni jednotka +
selekcni marker

Vyuzivaji se k selekci transfektovanych bunék pfi kotransfekci a
sledovani transientni exprese genu

Virové vektory (,zivé®): kyvadlové vektory, replikujici se
v hostitelskych bunkach

«  Cast bakterialniho vektoru + sekvence eukaryotickych virt +
selekCni marker

« vektory odvozené z SV40, bovinniho papilomaviru, EBV,
retrovirl, bakulovirl, viru vakcinie, adenoviru aj.

Vyuzivaji se ke sledovani stabilni nebo transientni exprese genu a
k ziskavani rekombinantnich proteint ve velkém mnozstvi

18



Konstrukce pSV vektoru

Prll  Hindm Mot | Bamt EcoRl
EcoRI 1 0 | | | Expression cassetie
: . [ @] | derived fram SV40 early
/\' : | transcription unit
jon s R Small t | Polyadanylation
Polyadenylation signal Insert DNA 3 |
olyadenylation sig promoter -2 1ubaD intron |signal
expressed
Pvull
1 Insart expression cassaite
| into pBRA2D
Mbol
Large T intron
Pwull Hindlll  Mbo Mbol Bell BamHI EcoRI
I P 1 s | r
= i | | [ 1 ]
Delete
Small t
intron
Large T
intron MNeomycin phosphotransierase o s
(pSV2-nec) Nesou rtzné
or XGPHT (pSv2-gpt), v 7
or mouse DHFR (pSV2-dhir) selekeni markery

TranskripCni regulacni , Plazmi v
sekvence z viru SV40 Kyvadlovy vektor »Plazmidy pS

Vyuziti pSV: nesou dominantni selekéni markery pri kotransfekci, (nereplikuji se)
19



Expresni vektor pro sav€i bunky

e epione] (6] [Tom |

Pcmv — promotor cytomegaloviru

EcoRV

soItxErziii=iii s o
7 $8EREQL0ASK88334 l:rIE.l BGHpA: polyadenylacnl

sekvence BGH

Neo = rezistence k G418

6 x HIS = purifikace proteinu (tag)

myc epitop = detekce proteinu
protilatkou

ori &
enhancer

pcDNA3.1/myc-HIS

T7 — sekvenovani inzertu

Sekvence aktivni v E. coli:
AmpR, pUC ori, f1 ori

bakterialni
plazmid

20



Expresni vektor pro sav€i bunky

Gene for AmpRy\ ______

Col E1 ori ~ /&5

Plasmid for high-level

transient expression
———

Mutageneze in vitro

SV40 terminator
CMV ~and poly(A)
promoter addition sequence
Polylinker
i / Intron .
Foreign gene (z genu pro globin)

or cDNA

Primary mRNA
TANONNANAAANANAANNANANANANAAAAS fmnscr;py

/
mRNA splicn
‘ PG Mature
FLANNRBRIINPDONANNANIA A AAAA [ RNA

v

Sledovani transientni
exprese klonovanych
gend, studium jejich
regulace

bunék

inducibilni promotory

Silné promotory: CMV, RSV, SV40, LTR MoMULYV - virové — vysoka exprese v Sirokém spektru

... ale — umélé vysoka exprese (neoodpovida (pato)fyziologické situaci) — proto se pouzivaji i
promotory genu s zivoc€isnych bunék (EF-1, beta-actin, ...) nebo i tkanové specifické promotory a




Inducibilni promotory

metalothioneinovy promotor — indukce transkripce pifidanim téZzkych kovi
(Cd, Zn). AZ 200nasobna indukce.

promotory indukované steroidnimi hormony- dexametazon na
glukokortikoidovy receptor vede k indukci transkripce z MMTV LTR

hmyzi hormony - Ecdysone
Tetracyklin — tet-off, tet-on
Teplota — HSP-70 promotor
FKS506/rapamycin
RU486/mifepristone

Hypoxia-inducible gene expression systems — HRE (hypoxia-responsible)
clementy

22
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Sekvence na vektoru zajist'ujici translaci

5 UTR K § TP Gene of interest SC 3"UTR

K = Kozak-sekvence; S = signalni sekvence; T = tag — purifikace proteinu;
P = misto Sstépeni proteinu — oddéleni tag od zralého proteinu; SC = stop kodon

* Vznik sekundarni struktury v 5’ neprfekladané oblasti mMRNA zabranuje
ucinné translaci —

« pravidla Kozakové— sekvence v oblasti AUG: CC(A/U)CCAUGG

* IniciaCni kodony uvnitf 5’ neprekladané oblasti snizuji u€innost iniciace
translace od spravného iniciacniho kodonu, zvlasté pokud po ,upstream”
AUG nenasleduje ve ¢tecim ramci stop kodon — Casto je
zadouci zkratit 5'netranslatovanou oblast mRNA.

« Sekvence bohaté na AU v 3 'netranslatované oblasti mMRNA mohou
snizovat jeji stabilitu

 Kodony lIze upravit pro dany hostitelsky organismus

Kozak Sequence

Most eukaryotic mRNAs contain a short recognition sequence that greatly facilitate the initial binding of mRNA to the small
subunit of the ribosome. The consensus sequence for initiation of translation in vertebrates (also called Kozak sequence)
is:ACCATGGMore general it is:(GCC)RCCATGG

where R is a purine (A or G).To improve expression levels, it may be advantageous to design the cloned insert according to
Kozak's rules.



Pierce™ HRV 3C Protease Solution Kit (2 units/pL) (Thermo Scientific™)

Thermo Scientific Pierce Human Rhinovirus (HRY) 3C Protease is a recombinant cysteine protease
used to remove fusion tags from proteins with the HRV 3C cleavage sequence and is dual tagged for

easy removal from the sample after cleavage.

EKMax™ Enterokinase (Invitrogen™)

EKMax™ is a recombinant preparation of the catalytic subunit of bovine enterokinase (1). EKMax™
recognizes the sequence Asp-Asp-Asp-Asp-Lys and cleaves the peptide bond after the lysine residue.

The enzyme can be used to cleave any fusion protein that carries this peptide sequence (Figure 1).

AcTEVY™ Protease (Invitrogen™)

AcTEV™ Protease specifically recognizes a seven amino acid sequence (Glu-Asn-Leu-Tyr-Phe-Gin-
Gly, cleaving between GIn and Gly), making it useful for removing affinity tags from fusion proteins.

AcTEV™ Protease is an improved version of Tobacco Etch Virus (TEV) protease that is highly site-

Factor Xa (Bovine) Solution (= 1 mg/mL) (Thermo Scientific™)

Thermo Scientific Fierce Factor Xa is a serine endopeptidase composed of two disulfide-linked
subunits, whose specificity makes it particular useful in cleaving BxHis tags from engineered His-

tagged fusion proteins.

WELQut Protease (5 U/pL) (Thermo Scientific™)

Thermo Scientific WELQut Protease is highly specific, recombinant serine protease of Staphylococcus
gureus. It recognizes and precisely cleaves recombinant proteins containing an engineered recognition

sequencet W- E- L- QX (Trp, Glu, Leu, GIn, X can be any amino acid). The protease cleaves outside



Savcéi expresni vektor — obecna struktura

Selekéni marker
P, pa, TT = virové n. savCi l
p I MG pa TT p SMG pa TT

Hybridni intron (D a A
mista z riznych genu)

oricuk ori*  Amp'
. ene
virovy &

bakterialni

Hostitelské bunky:

* Pro transientni expresi: COS (opici fibroblasty imortalizované SV40 T-
antigenem), BHK (baby hamster kidney), HEK (human embryonic
Kidney)

- Pro stabilni expresi CHO (chinese hamster ovary) 25



Rada komeréné vyznamnych proteinti
je tvorena vice podjednotkami:

heterodimery: human thyroid-stimulating hormone,
tetramery: hemoglobin, protilatky

Moznosti pfipravy proteinu tvofenych podjednotkami:

1. klonovani genu pro podjednotky samostatné a pak jejich spojeni
In vitro — nizka uc€innost

2. klonovani genu ve dvou vektorech v jedné burice — sestaveni
proteinu in vivo — vysoka ucinnost
Mozné komplikace:
- Ztrata jednoho z vektoru, aktivni protein se nevytvori

«  RuUzny pocet kopii vektoru, jedna z podjednotek je v nadbytku,
vysledneého produktu je malo

3. Reseni: Klonovani genu v bicistronickém expresnim vektoru

26



Dvouvektorovy expresni systém — v jedné bunce

Amp'

Amp’
ori€UK gene SMG1 TT

orjeuk gene SMG2 TT

p Gene o p/T p Gene B

: l

R R S A S S | R N A [ ]

pal TT

Protein subunits B

Ztrata jednoho z vektord,
aktivni protein se nevytvori
RuUzny pocet kopii vektoru,
jedna z podjednotek je v
nadbytku, vysledného
produktu je malo

dimerni protein
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Expresni vektor se dvéema klonovanymi
geny kodujicimi podjednotky heterodimeru

On'euk

pl

Gene d pal/TT p2

l _

RNA

Protein subunits

Assembled protein

:

p SMG

Gene o

'

Oba geny jsou

transkribovany

a translatovany
samostatné

28




Bicistronicky expresni vektor pro klonovani gent
kédujicich podjednotky heterodimeru

Amp'
orjek orit  gene

B
B

p SMG pa TT

Jeden transkript
(bicistronicky),
translatovany do
dvou proteinovych
podjednotek

RNA

Protein subunits

IRES = internal ribosomal entry
site — umoznuje simultanni
translaci polycistronické mRNA
nékterych savcich virt

Assembled protein




Dukaz zaclenéni genu pro lidsky B-globin
homologni rekombinaci — extenzivni postup

o B

Human i B globin

- I m"’"‘chromosomal locus
Selekéni marker Truncated
SUP AB B-globin gene

Linearized at
Bstl site

Test plasmid

Fragment from
pSV2-neo

(1) Transfect test plasmid into
~cells by electroporation
technique

(3) Selection of neoin G418

Examine structure by cloning DNA in phage A vector
with amber mutation(s) in essential gene(s)
Rescues fragments containing supF

Prenos testovaciho plazmidu

do somatickych bunék v tkanové
kultufe s cilem detekovat
vzacné bunky, v nichz doslo

k homologni rekombinaci
(1xCO) — ta probiha s frekvenci
100-1000x nizSi nez nahodné
zaclenéni

(2) Homologous recombination at X

SupF B

Dochazi k duplikaci
sekvenci, ne zaméné alel
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Sledovani (skrining) zpusobu zaclenéni ciziho genu pomoci PCR (bez pouziti
selektovatelného markeru) (vnaseny gen je prerusen inzerci — staci nékolik
n u kleOtId lOJ) Inserted DMA disrupts gene X

Mikroinjekce genu
do ES bunky

3 mozné

VyS I ed ky No integration HomclagNm.mﬁlogoug
(DNA lost) \f
/ / / /I’ / Gene X D

' . ' i +
Gene X functional Gene X is not functional functional

Izolace DNA z bunék ﬂ/f ! !

Disrupted gene X integrated
at nonhomologous site

Screen pools of cells by PCR to identify
cells carrying nonfunctional gene X

Primer anneals to region
_- upstream of gene X

— | — |

(Cell lacks primer site | 500 b _
on inserted DNA) P Primer anneals

Frimers not near
each other

to inserted DMNA
[ PCR e / /
No specic PR I ©eced 7O
o specific fragment generated PCR .
fragment is amplified L s00b6p — primery
No specific PCR nasedaji na
fragment is amplified z z
2 2 vzdalena
Repeatedly subdivide cell population r
Screen by PCR to identify desired cell clones mISta
31

Vznik PCR-produktu dokazuje, Zze gen byl zaclenén homologni rekombinaci




Selekce transfektant (ES bunek), v nichz doslo k zacCleneni
vheseneho genu homologni rekombinaci (gene knockout)

neo

PNS ve ktor Substituéni vektor pro gen A,

A A HSV-tk ktery je pferuSen genem neo

a obsahuje HSV-tk
X X

—/f | /L

Gene A """ Chromosom
bu(i/ nebo Pozitivni selekce = G418

Negativni selekce = HSV-tk
necilené vestavéni do chromozomu
diky volnym koncim vektoru 1

neo HSV-tk
transfektanti jsou rezistentni k G418,

: ; s dve homologni rekombinace mezi 2000x obohaceni
inkorporovany gen HSV-tk zapricifuje sekvencemi genu A

v misté X, vestavéni neo a ztrata HSV-tk O bUﬁky obsahuj ici

—

citlivost k gancycloviru

l preruseny gen A
Gancyclovir &0
OH — /T

N N transfektanti jsou k G418

| \> i gancycloviru rezistentni

H:zN \N N OH . . , . s
Lo Gen A je inaktivni - vznik nulové mutace
OH

HSV-tk = fosforyluje gancyklovir na monofosfat, ktery je pak bufikou pfemenén na trifosfat — ten inhipuje
DNA-polymerazu a proliferujici buriky jsou usmrcovany




Nahrada alel v ES bunkach homologni rekombinaci

tk neo ,Hit and run*
ST

mutgtion

Gen neni prerusen
selekénim markerem

Linearizovany vektor

G418 resistant | Prvni selekce
FIAU sensitive

Selekce bunék, do
nichz se vektor zaclenil

Vyfedi se — neni
* schopen se replikovat

G418 senzitivni /

FIAU rezistentni €| Druha selekce

mutation PCR - ovéreni nahrady alely

— x e >
[3] 50% wt/50% mut. | 33

FIAU = deoxyfluoroarabinofuranosyl-iodouridin




Priklad vyuziti metody ,,hit and run*“ k zaméné alel

'Hit" (in vitro}

Mutant (—
GOLI‘I'I:tr:UCT = I
P
Marmal A
jocus HEI—E—
Recombined \d
ocus - —I——ENI— e — N
‘Run’ {in vivo)

functional gens
functional gene

Mutant K-Ras protein
expressed at about half of ¢
itz physiological level :

Do ES mysich bunék se do lokusu,
kde se nachazi normalni gen K-
ras, vlozi mutantni forma K-ras
(tj. onkogen). Selekce se provadi
na neo. ES buiiky jsou pak pouzity
k pripravé mysi.

Spontanni rekombinace mezi
alelami vede ke vzniku bud’ wt
typu genu, nebo ke vzniku
mutantniho genu — onkogenu, coz
probiha v riznych tkanich a
pokud vznikne onkogen K-ras,
vyvinou se nadory.
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Dosazeni
vysokého stupne
exprese
koamplifikaci
klonovaného genu
spolu s genem
DHFR

Expression vector DNA

AnAS il
Transfect
c;ﬁfrl:f cells Gene of dhfr
interest gene
/ (foreign gene)

Grow in
nucleoside-free medium

Foreign Cells that grow
gene dhfr gene contain dhfr gene
2\ and foreign gene
y/ expressed at low
Vector DNA

level
integrated into
cellular DNA Culture a colony of cells
&
Growin
Some cells 0 05 M Mix
are resIsh:m? e

ulture ceHs

R Grow in
eswslon! 0.25 IJM Mix
cells

Cullure cells

Vector DNA amph fied
>100 copies/cell in
resws!'cnr cells

a8 g
Grow in
5 pM Mix
Cuhure cells

Forelgn gene expressed
’ﬁ "2'&* ‘ at-high level in cells
N ‘?“?7 ‘iﬁ- )

+ metotrexat

A 4

Zvysovani
koncentrace
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i potatek
¢asné oblast replikace
(transformaé&ni
proteiny)

4571 4425

virového
obalu)

EVP1 Elarge T Ag

CvP2 B Small t Ag

genom = 5,2 kb kruznicova dsDNA CIVP3 3 Agnoprotein

Zivotni cyklus: o

1.V permisivnich burikach (Simpanz) — lyticky cyklus

2. 'V nepermisivnich bunkach (mys, kfeCek) — integrace do genomu,
preskupeni, transformace bunék

Casna oblast = T antigen — replikace, transkripce

pozdni oblast = proteiny kapsidu (VP1-VP3)

Konstrukce vektoru: nahrada ¢asné nebo pozdni oblasti cizimi
geny, komplementace chybéjicich funkci pomocnym virem

nebo pomocnymi bunkami (COS) 36



Vektory s nahrazenou pozdni oblasti

Vyuziti: Studium genové exprese, regulace,
posttranskripénich uprav atp, tvorba proteinu

gen pro globin

T-ag-defektni (pripadné Ts)

N

DNA SV40 izolovana z
virovych ¢éastic, nebo
klonovana v plazmidu

funk&né zameéna
defektnl pozdni geny funkénf pozdni oblasti
Casna (proteiny Casna za gen
oblast obalu) oblast pro globin
kotransfekce s
\ opi&imi buﬁkami/
replikace
Komplementace standardnich
’ . o arekombinovanych
funkci obou virt . iorcul svao

sbaieni lyze

@@©@@©

,pBR322"

B
Foreign
DNA
~ cloned into
SVA0 late

region

Cleave
with BamH|

Remove
bacterial
sequences

Late
promoter VP

Infekce novych

v

smi%en& populace virl

Obr. 15-1: Pozdni oblast SV40 je zaménéna klonovanym genem pro globin. Hybrid je pak pouzit k transformaci opicich bunék
soucasné s SV40-DNA mutovanou v ¢asné oblasti. Casné funkce SV40 poskytuje globin-SV40 hybridni molekula a spoluinfikujici
pomocny virus produkuje proteiny obalu viru. Vysledkem je pak smiSeny soubor virl skladajici se bud z virionii se sbalenou
SV40-DNA defektni v ¢asné oblasti, nebo hybridni globin-SV40 DNA.

bunék, vysoka
produkce proteinu




defektnfl podatek replikace potéatek

funkené tasna
pozdni oblast

geny

funk&né
Casné

geny

pozdni
oblast

DNA
hemaglutininu (Ha)

mutantni SV40

chFipkového vir

Priprava COS bunék o

CV-1 Origin of SV40

infikovan( &asné oblast
opi¢ich bunék nahrazena

nezméné&na
pozdni oblast

virovd DNA

se nemuzZe replikovat;
integruje se
do chromozému

\, =00

T-antigen (ég \1 545
vyvold % %

;. replikaci

geny pozdni oblasti
produkujf proteiny
virového obalu

Nahrada ¢asné
oblasti SV40
genem Ha viru
chfipky

konstitutivni exprese

T-antigen

opi&l buiiky hybridnf DNA | \ £

Rekombinantni

produkujici SV40-Ha, : ﬁ‘ VI rU S
T-antigen SV40 zabalend N
(a) (buitky COS) ve virionech

Obr. 15-2: Zaména Casné oblasti SV40. (a) Opi¢i buiiky jsou infikovany mutovanym SV40, bez funkéniho podatku replikace, ale
s funkénimi ¢asnymi i pozdnimi geny. ProtozZe se takové molekuly nemohou replikovat, integruji se do chromozému opicich bungk,
kde pokracuji v tvorbé funkéniho T-antigenu. Tyto buiiky se nazivaji COS. (b) Casna oblast SV40 je nahraZena klonovanym genem
pro hemaglutinin (Ha) chfipkového viru. Pfi transfekci COS bunék takto vytvofenym hybridem se v bufikach tvoti T-antigen, ktery
vyvolava replikaci Ha-SV40 DNA. Funkéni pozdni oblast tvofi proteiny virového obalu. Molekuly Ha-SV40 jsou sbaleny do
viriond.

Rekombinantni
molekuly se obaluji
— mala klonovaci
kapacita




Indukce exprese (replikace)
klonovanych genu regulaci

exprese genu pro T antigen
(€Gasny promotor):

« Tag (ts)

« Tag pod kontrolou jiného
promotoru (metalothionein)

potatek

like .

gen pro
B-globin

pBR322 gen pro pB-globin

lbuﬁky cos

"\ o

T-antigen

1
@

replikace

ORON©,

transientni exprese

transkrlpce

AAA AAA
AAA
mRNA p-globinu

Expresni kyvadlové
vektory na bazi plazmidu
(obsahuiji oriSV40)

Rekombinantni molekuly
se neobaluji — velka
klonovaci kapacita

Po transfekci COS bunék
se cizi geny replikuji ve
velkém poctu kopii, pokud
jsou klonovany v plazmidu
s SV40 pocatkem. Velky
poCet kopii dovoluje
ucinnou transkripci ciziho
genu.
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Konstrukce infekénich
rekombinantnich virt
vakcinie exprimujicich
HBsAg viru chripky

Vaccinia TK gene inactivated by
insertion of vaccinia DNA fragment
carrying an early gene promoter

Cloned influenza virus

Bam haemagglutinin gene

site just
precedes

transitional
start codon

Linearize with Bam

(1) Bam digest
(2) Isolate haemagglutinin
gene fragment

Klonovany gen pro
HBsAg urceny

k expresi (konstrukt
pripraveny v E. coli)

lmism

transfection

Animals immune to infection
with influenza virus

Calcium phosphate

1 | “Wild type” vaccinia virus I

| 2

Simultaneous infection
and transfection

1+2l

Homologous recombination
replaces tk+ gene in virus
with inactive tk region

Monkey \ =2 |
cell line

Virus vakcinie
187 — 300 kb

* izolovana virova DNA je
neinfekcni

* vlastni aparat regulace
transkripce

* replikace a transkripce
DNA v cytoplazmé

 vnaseni cizich genu
homologni rekombinaci
in vivo

| BudR selects 4 Selekce
TK- vaccinia virus

Recombinant (TK-)
vaccinia virus with
haemagglutinin gene

Zivé vakciny

Env viru HIV a HTLV-III
Sag viru hepatitidy B
Ag viru vztekliny

7
U



Zaclenovani cizich genu do DNA viru vakcinie
homologni rekombinaci

+ selekéni
marker
(neoR) navic
- vzhledem ke
spontannim
mutacim

Tk+  Tk-

—>

A

Plasmid
&

Cloned antigen gene

7N N

Vaccinia virus Vaccinia Vaccinia virus
thymidine kinase  virus thymidine kinase
DNA promoter DNA

B / Plasmid

....

Vaccinia
virus DNA

Cloned
/ antigen gene

Vaccinia virus
promoter DNA

Vaccinia virus

Gen kodujici antigen je zaclenén za
promotor genu viru vakcinie a vlozen
do plazmidového vektoru tak, ze
prerusuje sekvenci neesencialniho
genu viru vakcinie (napf. gen pro Tk)

Tento plazmid se prenese
transformaci do zivoc€iSnych bunék
Tk- péstovanych v kulture (kufeci
embryonalni fibroblasty), které byly
pfedtim infikovany virem vakcinie
standardniho typu, ktery tvofi funkéni
Tk.

Homologni rekombinaci dojde

k zaClenéni genu pro antigen do genu
Tk viru vakcinie. V bunice pak neni
zadny funk¢ni gen pro Tk a bunky lze
selektovat v prostredi s BUdR.

Konecna selekce (ovéreni) se
provede hybridizaci pomoci sondy
specifické pro cizi gen. 41




Systém pro snadnou selekci rekombinantnich virt vakcinie

(nevyzaduje selekéni latku, neni nutné prerusit zadny virovy gen)

A Wild-type vaccinia virus genome

Left flank

vp37 gene
3 SR

Right flank

—_—

Left flank  p7.5

=y 1

C

Left flank

p37 gene

B Mutant vaccinia virus genome

Marker gene

Vaccinia virus transfer vector

e
p7.5

PRRE ikl o
e
‘.\m@‘«« A

virus

Right flank

MCS  Target gene Right flank

vektor

A S EEEEEEEEEEEEENEENEENEENEENEENEENEENEEEEEEEEENESR

Silny vakciniovy
promotor

A.

C.

virus, ktery tvofi plaky, nese cizi gen.

Usek genomu viru obsahujici
gen vp37, ktery je zodpovédny
za tvorbu plak na monovrstvé
bunék in vitro

Usek genomu mutantniho viru,
v némz byl gen vp37 nahrazen
markerovym genem z E. coli
(gpt, lacZ...) pod kontrolou
silného virového promotoru
(p7.5). Tento virus netvori
plaky, nebot’ neobsahuje vp37

Vektor obsahujici MCS, do
néhoz se vlozi gen zajmu.
Homologni rekombinace mezi
hraniCnimi sekvencemi (flank)
na vektoru a na genomoveé
DNA mutantniho viru vede
k souCasnému zaclenéni genu
vp37 a genu zajmu. Virus tvori
plaky ~ selekce 42



Vektorovy systém
odvozeny od viru

vakcinie
* Siroké rozmezi hostitelt

Bunky z pacienta
s CF — defekt
v transportu iontd

V bunkach se tvori
T7-RNA-polymeraza,
ktera aktivuje T7
promotor a dochazi k
expresi klonovaného
genu

Vaccinia virus
expressing T7

T7 RNA polymerase gene
RNA polymerase b @

/
/:_/

Vaccinia virus

T7 promoter (;CDNA

Transfect D‘_\IA Expression
into cells using acior
lipofection
’ \ ' Vaccinia
_ i

T7 RNA
—— polymerase
produced

Nucleus
Harvest cells
o® CF mRNA
. expressed
CF protein
produced
Analyze expression Assay
of CF protein by gel ion-channel

electrophoresis activity

1. Infekce bunék virem
vakcinie produkujicim
T7-RNA-polymerazu

2. Infekce vektorem

s klonovanym genem
(CF) pod kontrolou
T7-promotoru

Virus zastavuje syntézu
proteinu hostitelské bunky,
az 30% mRNA v bunce
tvofi CF-mRNA, ktera je
preferencné translatovana
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Pouzivani a vyhody vakcinia viru

* je mozné vakcinovat proti nékolika infekcim souCasné — do vektoru
se umisti geny pro rtzné antigeny pod kontrolou ruznych
vakciniovych nebo jinych virovych promotoru (aby nedochazelo
k homologni rekombinaci a ztraté genu), a vybérem promotoru lze
Casovat expresi genu (€asné x pozdni — ovliviuje miru exprese).

Ziva vakcina ma tyto vyhody oproti usmrcenym virim nebo
podjednotkovym vakcinam:

 virus exprimuje autenticky antigen zpusobem, ktery se podoba
prirozenému

* virus se replikuje, antigenu pribyva, aktivuji se B a T bunky.

Nevyhoda: u imunosuprimovanych pacientii mize vakcinace navodit problémy, do
viru lze ale pridat gen pro interleukin 2, ktery zesiluje ¢innost T-bunék a tak
sniZuje mnoZeni viru.

Jiz klonované antigeny: vzteklina, hepatitida B, chfipka, HSV, virus

stomatitidy.
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Klonovani genu ve vektorech odvozenych z bakuloviru

Virova DNA
linearizovana
RE

Fuzni nebo
nefuzni proteiny

@ oculovirus particles

Isolate DNA\ pOthed r|n

Coat protein gene

Baculovirus
oNA [ )

~150 kb / \
Promoter Transcriptional
sequence terminator

/

Plasmid
recombines
into viral

DNA

|

Recombinant baculovirus

1 mg na
10° bunék

Replace coat protein gene Cloned coat

with gene of interest

protein gene

1
\ Transferovy vektor

Transfect insect cells by
calcium phosphate method

Virus causes
cells to lyse

Infect cells with
recombinant virus

Plaques

Cells take up plasmid
and baculovirus DNA

Coat protein mRNA

Wild-type virus particles

Spodoptera frugiperda
(mura)

Autographa californica
(plostice)

Bombyx mori

Bourec morusovy
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production of foreign protein



Priprava rekombinantnich bakuloviru

Modified baculovirus

Do gend 603 a 1629 (ktery je
Bsu36l B3l nutny pro replikaci viru; geny

e e ohraniCuji gen pro polyhedrin),
S S se vnesou mista pro RE Bsu361.
Ireat with Plsobenim Bsu361 se vystépi

segment s genem pro polyhedrin
a DNA bakuloviru se vnese spolu

Cleaved baculovirus s transferovym vektorem do
hmyzi bunky, kde dojde
Bsu36l Baui3h. k homologni rekombinaci za

vzniku rekombinantniho
bakuloviru s funkCnim genem
1629.

e

L5 B |
Gene 603 Gene of interest

Transfer vector p a t Z genu prO pOthed”n

Recombinant baculovirus VétSina potomstva bakulovird je
rekombinantni (az 99%).

Selekce neni nutna, rostou jen
rekombinantni viry

B ez
#3 e
b % 4 6
E"“""“!‘-""7""‘

S| By
Gene of interest

7 ene 603 Gene 129



Spodoptera frugiperda

Insecta: Lepidoptera: Noctuidae
(Subfamily Amphipyrinae, Tribe Amphipyrini)
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Priklady rekombinantnich proteinl pfipravenych v bakulovirovych expresnich systémech™.
HIV-1, human immunodeficiency virus type 1; HSV, herpes simplex virus.

a-Interferon

G-protein-coupled receptors

Malaria proteins

Adenosine deaminase

HIV-1 envelope protein

Mouse monoclonal antibodies

Anthrax antigen

HSV capsid proteins

Multidrug transporter protein

B-Amyloid precursor protein

Human alkaline phosphatase

Poliovirus proteins

B-Interferon

Human DNA polymerase a

Pseudorabies virus glycoprotein 50

Bovine rhodopsin

Human pancreatic lipase

Rabies virus glycoprotein

Bluetongue virus neutralization
antigen

Influenza virus hemagglutinin

Respiratory syncytial virus antigen

Cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator

Interleukin-2

Simian rotavirus capsid antigen

Dengue virus type 1 antigen

Lassa virus protein

Tissue plasminogen activator

Erythropoietin
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Alternativni zpusob pripravy rekombinantnich
bakulovirovych vektoru - bacmidu

« Expresni kazeta se vlozi mistné-specifickou transpozici do
bakulovirového kyvadlového vektoru (bacmidu). Bacmid, ktery se
replikuje v E. coli jako velky plazmid, obsahuje uplny genom
bakuloviru (bez PH), nizkokopiovy pocCatek replikace z F plazmidu a
att mista pro transpozon T7.

« Rekombinantni bacmid se pfipravi transpozici modifikovaného
transpozonu T7 z donoroveho plazmidu, ktery obsahuje cilovy gen
urCeny k expresi, do att mist na bacmidu (je vyzadovan pomocny
plazmid koédujici transponazu).

- Rekombinantni bacmid je pak izolovan z E. coli a prenesen
transfekci do hmyzich bunék.
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Konstrukce rekombinantniho bacmidu

A Autographa californica multiple nuclear polyhedrosis virus

ACMNPV genome

Polyhedrin gene

| Kanr § 1Smiict
i lacZ’att lacZ’ gene orif | / Useky Ohram,cu'] Iel gen
e B s pro polyhedrin

E. coli plasmid

lacZ’ lacZ’ Kanr
4 att gene ort 3’
PR g

Tet' gene

:"k-iji:'f},;’-" m s

Transposition genes

attR Genrgene p
Amp' gene

Donor plasmid Helper plasmid

C

Recombinant bacmid

2 I . 9
5 lacZ’attR  Gent  p GOl ¢ attllacZ’ Kan® ori€E 3’
gene gene

Zaclenenim plazmidu do genomu
bakuloviru (2xCO) vznika kyvadlovy
vektor (E.coli+ hmyzi buriky)

Transpozicni funkce pomocného
plazmidu umozni transpozici useku
donorového plazmidu obsahujiciho
gen zajmu (GOI), ktery je pod
kontrolou bakulovirového promotoru
a terminatoru (p at).

Rekombinantni bacmid ma
preruseny gen lacZ’. Buriky E. coli
obsahujici rekombinantni bacmid
nejsou schopny tvofit funkcni f3-
galaktozidazu (bilé kolonie).

Un
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Retroviry a retrovirove vektory

1.

Infikuji Siroké spektrum bunék zivociSnych druhtl a razné typy
lidskych bunek

Infekce vede k integraci virového genomu do genomu
hostitelské bunky — misto integrace je libovolné (prednostné
v transkripné aktivnim chromatinu)

Infekce retrovirem nema za nasledek smrt bunky, ¢asto vede
ke stalé produkci novych virionu

Retroviry nesouci onkogeny Ize vyuzit k infekci bunék ruznych
tkani, Cimz Ize ziskat permanentné transformované bunécéné
linie — onkogenni retroviry = prirozené vektory

Nevyhodou je schopnost retrovirovych vektoru aktivovat
transkripci genu sousedicich s misty jejich za€lenéni
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Zivotni cyklus retrovirt

« Virova RNA vstupujici do bunky je doprovazena RT a integrazou,
zabalenou do virionu

RT spolu s RNazaH aktivitou prepise RNA do cDNA, pak do dsDNA. Tato
kopie DNA, zvana provirova DNA, je mirné delSi nez RNA diky
duplikacim koncovych sekvenci beéhem procesu konverze RNA na DNA

* Provirova DNA se cirkularizuje a pomoci integrazy se inzertuje do
genomu. Do genomu se obvykle integruje jen jedna nebo malo kopii,
mista integrace jsou nahodna (preferencné do transkribujicich se oblasti)

* V LTR sekvenci je silny promotor pro RNA polymerazu Il

* Provirovy genom ma tri geny: gag, pol, env, které jsou transkribovany a
translatovany do prekurzorovych proteind, které jsou proteolyticky
Stépeny za vzniku zralych proteinu.

« Transkripty pIné délky se zabaluji do ¢astic viru. Dulezité je misto psi —
pro interakci virové RNA s proteiny, sestaveni virionu probiha v bunécné
membrang, viry puci z bunek, nedochazi k lyzi bunek
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Vektory odvozené od retroviru

Vyhody:

« vysoka uc€innost pfenosu genu

* dobre prostudovany systém

- klonovaci kapacita az 8 kb (i vice)

* integrace vektoru do genomu, stabilni zacClenéni genu a jeho
permanentni exprese

Nevyhody:

 infikuje jen délici se buriky (vyhoda v GT) x lentiviry: i nedélici se b.

* nizke titry rekombinantniho vektoru

* nahodna integrace do genomu — inaktivace genu n. aktivace
endogenu
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Priklady konstrukce retrovirych vektoru

GENOM PROVIROVE FORMY RSV-VIRU
Y signal obalovani

|
m —gag pol env— src% «—
A A
) | i
5 3 3
mista sestfihu na -DNA-fetézci

VEKTORY ODVOZENE Z VIRU RSV

a) T cizoroda
v _DNA

Replikace, transkripce

Sekvence in cis nezbytné pro
transkripci, replikaci a obalovani:

* LTR: integrace DNA do genomu,
transkripce

* PBS (primer binding site):
reverzni transkripce,
* Y (psi) misto: obalovani RNA

Defektni virovy genom = nova transkripéni
jednotka v genomu hostitelské bunky




Transfekce rekombinantnim retrovirovym vektorem
do bunék produkujicich viriony pomocného viru

Molekuly RNA vzniklé
transkripci DNA integro-
vaného rekombinantniho
vektoru a proviru pomoc-
neho viru se obali proteiny,
které jsou kddovany timto
provirem. Tvofi se viriony
pomocného a
rekombinantniho viru.

Infekce pomocny virus

bunky
omocnym
P viren‘z.y

genom viru

Genom pomocného viru
prechazi v provirus, tj.
integruje se do jadra

hostitelské buriky.

Geny proviru uréuji tvorb
novych virion pomocného
viru.

Transfekce
rekombinantnim
vektorem.

| B8
rekombinantni

viriony pomocného vektor

a rekombinantniho viru

e
SIS

Infekce cilové
buriky.

A\

OO

burfika produkujici
viriony pomocného
viru

V uspésné infikovanych
cilovych bunkach se
exprimuji geny
rekombinantniho
retroviru. Oba typy virQ
jsou produkovany
cilovymi bunkami.
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Schéma pripravy linie pomocnych bunéek W2

MoMuLV = Moloney Murine Leukemia Virus

1

PB-misto genom PB-misto
W viru MoMuLV
Pomocny virus m dely—gag— pol -
L |
J 3 3 bunééna linie'Y 2
T fekce.
7 fedgenomova RNA
Integrace ® -
—genomu MoMuL V. AT
do jadra bunék 3T3.

Virové proteiny

® Gag-protein V burice se tvofi virové proteiny
Pol-protein  VZnikajici translaci pozdni mRNA.
Env-protein Predgenomova RNA se jimi véak

neobaluje, jelikoz je\Y~,
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Priprava cCisté linie rekombinantnich retroviru

rekombinantni vektor

e

,
[
Transfekce.
/ protein
cizorodé

DNA rekombinantniho
vektoru se zacleni do

genomu burnitky\Y2 .

Virovymi proteiny se obali
jen predgenomova RNAY ¥,

cilova bunka «

Infekce @

rekombinantni

trvale za¢lenén do genomu




Vyuziti
retrovirovych
vektoru pro
stabilni expresi
cizorodych
genu

Rozmezi hostitele —
pseudotyp viru

amfotropni MuLV —
Siroké rozmezi
hostitele, véetné
lidskych bunék

Transfect a
packaging cell line

’ . Foreign neOR
'

Retroviral
vector DNA

Packaging 3 l

Cells express viral proteins
Vector RNA is packaged
into infectious virus particles

L

Isolate virus
particles

7)

1

Infect cells

= AN RNA
of interest

Complex
series of steps
by reverse
transcriptase

Double-

stranded

circularizes

cells are

infected

Expression
of foreign T
gene j I Integration

Cellular
DNA

Foreign gene
expressed

Ymm i m

Vector DNA stably integrated
into chromosomal DNA

Klonovani retrovirovych
sekvenci do plazmidu,
vytvoreni kyvadlového
vektoru, klonovani v E. coli

?)V#‘(‘c w r o ]
9 castice viru s RT

Genomova DNA

l

MRNA
14— sestrih

cDNA




Lentivirové vektory — prenos genu do nedélicich se bunék

Odvozeny od HIV, BIV, EIAV, FIV, SIV

genom lentiviry

Lentivirus Genome

Promoterg ENV Promoterg GAGg POL ; TAT ; REV
Envelope Plasmid Y Packaging Plasmid(s)
cDNA or \
LTR Promoter s LTR
Transfer Plasmid Zabaluje gen
4 zajmu a vytvari
Uréuje rozmezi Nese gen virové éastice
hostitele Zajmu 5




Pienos genu lentivirovym vektorem (systém obsahujici 3 plazmidy)

> Target cell
‘
"bzl
@._/‘7"

Recombinant protein
P VSV-G envelop protein = (é:;)pw

@ pol reverse transcriptase/integrase
o gag capsid protein
w psi packaging sequence

HEK293T = pomocné
bunky (packaging cell line)

Druha generace

Systém zalozen na trech
plazmidovych konstruktech:

1. Klonovaci (pfrenosovy)
2. Obalovaci (vytvafri env)

3. Zabalovaci

Treti generace

Transfer
Plasmid

Envelope
Plasmid WV VSV-G :
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To act as a suitable vehicle for delivery, the coding regions of the lentivirus are removed. The vector
consists of the Long-Terminal Repeats (LTR) and the packaging signal psi that permits packaging

Helper plasmids, transfected together with pLKO.1, provide the viral genes (gag, pol and env) needed for
the production of the viral particles. The use of different env-genes enables modification of the viral
tropism depending on the target cells to be infected.

Lantiviral Delivary of shRNAs and the Mechanism of RNAI interfersnce in Mammalian Cells.

Viral integrated

-
J XO0O X
il !

Integration
%@‘3
w6 =TT
¥

shRNA = short | "
hairpin RNA —
funkéné analogicka

MiRNA, navozeni
RNAI

Lentivirus (shRNA)
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Table 15.2 High-level expression systems in animal cells

Host cell Mode of transfer Applications

Monkey COS cell DEAE dextran or Rapid characterization of constructs and
electroporation. Transient expressed products. Cloning by expression

Chinese hamster ovary Stable transfectants. Constitutive expression, favoured for

cell lines DHFR/Mtx amplification therapeutic proteins

Various mammalian Recombinant vaccinia Transient expression in wide range of cells
virus

Various mammalian Infection by vaccinia Very high transient expression

expressing T7 RNA pol*

Various mammalian Recombinant retrovirus Long-term expression, variety of species

and avian
Insect cells Recombinant baculovirus Very high transient expression

*The recombinant vaccinia virus expresses T7 RNA polymerase in the host cell.
Target genes are constructed by linking to T7 promoter and terminator regions.
When cells are infected by the recombinant vaccinia virus, and transfected with
plasmid containing the target gene, the target gene is expressed at a very high level
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