Zivocisné buriky (komentare)

Stranka 4

Zivocisné burky obvykle pfijimaji cizorodou DNA ochotné (ale ne vidy — primdrni burky vs.
ustanovené linie, adherentni vs suspenzni buriky, ...). Zac¢lenéni vétSinou nahodné ale i homologni
rekombinaci (Ize vyselektovat — viz dale). Drahy vlevo ukazuji transfekci v tkanovych kulturdch. Drahy
vpravo pfipravu transgenniho Zivocicha — vyuziti zarodeénych bunék

Stranka 5

Plvodné se pouzivaly metabolické markery (TK, XGPRT, HGPRT). Nyni se Casté&ji vyuZivaji antibiotika.
Hojné je pouzivany G418. Z metabolickych se pouZiva hlavné XGPRT. Nékteré geny i jiné vyuZiti nez
selekce.

Napf. DHFR — pro amplifikaci klonovanych gen( (viz déle)

Stranka 7

PouZivaji se markery u bunék, jez maji poskozenou nékterou z drah zajistujici biosyntézu nukleotidu
za standardnich podminek. U téchto bunék pak selekénim cinidlem zablokujeme alternativni drahu
(pfipadné dodame i vychozi substrat).

HAT medium — aminopterin potlaci syntézu purinu i pyrimidinu, thymidin s TK nahradi pyrimidiny,
hypoxantin je zdroj purinu (medium XAT — misto hypoxantinu se pouzije xantin), lze vyuZit i
mykofenolovou kyselinu jak selekéni ¢inidlo a XGPRT jako dominantni selekéni marker. Nékteré formy
HGPRT (a Ecogpt) umi metabolizovat Xantin na XMP.

Stranka 9

Transientni exprese se vyuziva tehdy, pokud chceme studovat fungovani néjakého genu, staci nam k
tomu relativné kratkd doba; obvykle se transientni exprese provadi po vneseni genll na néjakych
vektorech, které se v téch burkach nereplikuji (po urcité dobé z bunék mizi), ale udrzi se tam az 48-
72 hodin, coz staci na analyzu. Pro stabilni transfekci potfebujeme selektovat bunky, do kterych se
transgen zaclenil trvale. Pozor na urcitd omezeni pfi vyuZiti selekce - zaclenéni transgenu do
heterochromatinu, poskozeni genu zajmu pfi zaclenéni (selektujeme na marker a ne na gen zajmu),
atd.



Stranka 11

S procesem prenosu cizorodé DNA do bunék vSsak mlze byt spojena celd fada nespecifickych efekt(,
znichZz ty nejznaméjsi jsou znazornény na tomto schématu. Vysledkem je pak vlastné vznik
komplexniho bunééného fenotypu (stranka 12).

Stranka 14

Nosi¢ovd DNA — pouZivala se na zvySeni ucinosti transfekce — pf. Salmon sperm DNA, herring sperm
DNA a zdaroven na snizeni vstupniho mnozstvi plazmidu, také snizeni artefaktl spojenych s pfilis
velkou expresi cilového genu z plazmidu ...

Stranka 16

metoda je pouzitelna obecné; cilem izolovat funkéni gen pro tk (tymidinkindza), z bunék, které jsou
tk+ se izoluje genomova DNA, ta se nastépi ndhodné na fragmenty, nékteré z fragmentl ponesou gen
pro tk, potom se do bunék, které jsou tk- vnese jednak soubor fragment(, dale pak rozstépeny
plazmid, ktery bude ,zachrafiovat” gen pro tk, tento plazmid ma rezistenci k amp; v bunkach tk-
dochazi k tomu, zZe se fragmenty nahodné spojuji s molekulami plazmidu, vznikaji primarni
transfektanti - obsahuji fragmenty z kurecich bunék, navic jeSté mohou obsahovat plazmid
(samostatné nebo v konkatemeru); u primarnich transfektant(l problém v tom, Ze ne vidy je gen pro
tk spojen pfimo s plazmidovou DNA. Proto se cely postup opakuje, vznikaji sekunddarni transfektanti
(zvyseni Sance, Ze selektujeme klony, kde plasmid bude ptfimo spojen s TK) — vyredi se plazmidy
nespojené primo s TK genem

Stranka 17

Priklad izolace gen( se snadno selektovatelnym fenotypem.

Stranka 19

vychazelo se z jednoduchych plazmidd jako pBR322, amp rezistence, pocatek replikace, bez
problému se replikuje v E. coli, tento plazmid byl spojen se sekvencemi pochdzejicimi z genomu
opiciho viru SV40 a to z toho dlvodu, Ze pravé z tohoto viru byla prevzata celd rada regulacnich
sekvenci; jednak to byl pocatek replikace (ori SV40), dale promotor T-antigenu, intronova sekvence -
introny se pouZivaji z toho dlvodu, Ze se zjistilo, pokud je klonovan eukaryoticky gen, k jeho expresi
dochdzi mnohem ucinnéji, kdyz je pobliz genu zaclenén intron; eukaryotické geny maji sice své
introny, ale protoZe jsou dlouhé, casto se vnasi do vektorl cDNA, kterad uZ introny nema; pouziva se
také polyA signal viru SV40. Nakonec se prida néjaky eukaryoticky selekéni marker. Z téchto vektor(
byla zkonstruovana cela rada expresnich plasmida.



Stranka 23 a 24

Soucdsti sekvence mohou byt i ty, jeZ se vyuZivaji pro odstépeni koncové znacky — toho se vyuziva
napfiklad po purifikaci protein(, kdy pfi nasledujici charakterizaci vlastnosti proteinu nechceme, aby
pritomnost této znacky ovliviiovala vlastnosti proteinu — pfiklady téchto sekvenci jsou na strance 24.

Stranka 25

P = promoter, TT = terminator transkripce, pa = polyadenylacni signal

Stranka 30

Netreba znat

Stranka 31

Tento postup nahrazuje postup na strané 30

Stranka 32

PNS = pozitivné/negativni selekce — metoda selekce bunék, u kterych doslo k zadlenéni pomoci
homologni rekombinace, nejprve selektujeme na geneticin burky, kde doslo k zaclenéni konstruktu
metabolizuje gancyclovir na toxicky produkt) a tedy pravdépodobné k zaclenéni doslo homologni
rekombinaci

Stranka 33

Pouziti napfiklad pro nahradu mutantni alely alelou standardni. Gen, ktery se vnasi neni genem neo
(rezistence ke geneticinu) prerusen. Vektor se nejprve linearizuje - linearizuje se ve sledovaném genu
zajmu; linearizace molekul upfednostni misto zaclenéni - linearni konce jsou tzv. rekombinogenni,
vyhledavaji komplementarni sekvence; cely konstrukt se zacleni do vyznaceného mista, buriky u nichz
doslo kzaclenéni selektuji geneticinem, ndasledné kultivuji buniky bez selekéniho tlaku a
intrachromozomalni rekombinaci nebo vyménou sesterskych chromatid se vycleni jedna z téch
variant (vyselektuji bunky rezistentni na FIAU) - bud mutantni nebo standardni gen, nasledné
provedu sekvenaci a vyberu ty bunky, jez maji pozadovanou nahrazenou formu genu

FIAU — po metabolizaci TK toxicky



Stranka 35

marker DHFR — enzym ucastnici se biosyntézy nukleotid(l, selekéni latkou je metotrexat, kdyZ se
vnese gen do bunék na vektoru stimto markerem a burnky se vystavi postupné se zvysSujicim
koncentracim metotrexatu ->spontanni amplifikace genu DHFR a snim i genu zajmu -> tim je
transgen amplifikovan -> tady je mozno dosahnout mnohondsobku amplifikace -> velmi zvysena
produkce proteinu

Stranka 37

plavodni systém obnasel dvé molekuly vektord; vliastni klonovaci vektor (gen zajmu nahrazuje pozdni
oblast) a pomocny vektor (defektni ¢asna oblast); vysledkem je smiSené potomstvo vird (polovina
obsahuje gen zajmu, polovina pomocny vektor), touto populaci virll infikujeme cilové buriky a v nich
se produkuje gen zajmu

Stranka 38

COS bunky — trvale produkuji T-antigen, pouZivaji se pro produkci virovych ¢astic z vektor(, kde gen
zajmu nahrazuje ¢asnou oblast, pomérné nizka klonovaci kapacita

Stranka 40

Virus kravskych nestovic, vektory pouzivané k vakcinaci, Siroké rozmezi hostitel(, velky genom (nelze
jej modifikovat klasickymi metodami v E. coli), proto se vyuzivd zaclenovani gend homologni
rekombinaci. Nejprve se pfipravi kyvadlovy vektor v bufikach E. coli, z viru vakcinie ma pouze malou
¢ast - promotor a gen pro tk. Transgen vlozen do klonovaciho mista (BamHI), vznika rekombinantni
molekula, kde mezi Useky genu pro tk, je vloZzen gen zdjmu. Do bunék se vnese soucasné tento
konstrukt a soucasné se bunky (TK-) infikuji virem vakcinie stand. typu. Pokud dojde k homologni
rekombinaci, vznikaji virové Castice bez funkéniho genu TK (takové bunky lze selektovat). Virové
Castice purifikujeme a mGzeme pouzit pro produkci cilového genu nebo jako Zivou vakcinu.

Stranka 44

Ziva vakcina je vlastné rekombinantni virus nesouci antigeny

Stranka 45

Bakuloviry jsou obalené viry z ¢eledi Baculoviridae, s genet. informaci v dvouvlaknité, kruhové DNA.
RozmnoZzuji se vyhradné v bezobratlych a byly izolovany z vice nez 200 druhG hmyzu, roztocd a
korysu. Virova infekce se projevuje zejména v larvalnim stadiu Zivocichl (polyedrie). V napadenych



bunkach tvofi inkluze slozené z jedné nebo vice virovych castic tvaru tycinek. Polyhedriny jsou
obalové proteiny téchto vird.

Schéma - vnitfni ¢ast (modrd) se zaméni za gen zajmu (zelend) v plazmidu; bunky se infikuji
bakulovirem a zaroven se transfekuji rekombinantnim plazmidem; uvnitf bunék probéhne
rekombinace, vytvofi se rekombinantni viry, které budou obsahovat misto genu pro polyhedrin
cizorody gen - rekombinace nemusi probéhnout 100%, je potfeba mit selekéni systém - liSi se plaky,
které vytvari viry standardniho typu, jeZ tvofi polyhedrin, a rekombinantni plaky, které polyhedrin
nevytvari

Stranka 46

Vylepseni systému ze strany 45. Bez homologni rekombinace nedojde k obnové pro Zivot viru
dllezitého genu 1629.

Stranka 47

K produkci bakulovir(l se pouzivaji mimo jiné burky z larev této Spodoptery.

Stranka 48

Hmyzi buriky jsou schopné provadét sloZité posttranslacni modifikace — vliv na funkci protein(.

Stranka 50

bacmid - kyvadlovy vektor pro E.coli a hmyzi bunky

Stranka 53

Klonovaci kapacita - souvisi s velikosti RNA, ktera se mlzZe do virové kapsidy zabalit (max. 9, nékdy 10
kb); i kdyz eukaryotické geny byvaji vétsi, Ize klonovat cDNA bez intrond, ¢imZ je ten limit dostateény

Stranka 54

LTR obsahuji silné promotory, vektor A md omezenou klonovaci kapacitu, vektory B a C potrebuji
k tvorbé virovych ¢astic transfekci/infekci pomocnymi vektory



Stranka 45

Vede ke vzniku smiSeného potomstva (vznikaji pomocné i rekombinantni viry)

Stranka 56, 57, 58

Problém vzniku smésné populace viriond vyresen zde. Pomocna bunécna linie produkuje RNA viru,
kterd se vSak diky mutaci ve sbalovacim misté nemuzZe sbalit. Ostatni geny se vsak normalné
produkuji. Tuto buriku Ize transfekovat rekombinantni DNA s virovou sekvenci, kde oblast mezi LTR
sekvencemi je nahrazena genem zajmu a selekénim markerem. V bunkach pak vznikaji pouze
rekombinantni virové Castice, které Ize pouzit pro infekci jinych bunék a produkci cilového proteinu.
Celkové schéma je znazornéno na strance 58.

Stranka 59

Z dGivodu bezpecnosti se lentivirové vektory klonuji ve 3 ¢i 4 odélenych vektorech (DNA nemUze byt
mobilizovana).

Stranka 61

Vektory Ize vyuZit nejen pro produkci proteind, ale také pro regulaci produkce proteinl /napfiklad
diky RNA interferenci).



