4. Prenos DNA a genetické modifikace ziviasnych bunék

Izolovanou DNA Ize do eukaryotickych bikn prenést transfekci, coz je obdoba

bakterialni transformace.

Existufada metod zaloZenych fyzikalnich @&mach struktury

burg¢nych membran, chemickych interakcich na lipidovei b#bo vyuziti fagocytarnich

schopnosti &kterych bugénych typi, které Ize pro transfekci pouzit.

Elektroporace

Elektroporace je fyzikalni metoda, ktera unmgfe vnéSet polarni molekuly do

cilovych burk pies bugénou membranu. &iem enosu, jsou hiky vystaveny kratkému

elektrickému pulsu, ktery narusSi fosfolipidovou garstvu a umozni vstup nabitych molekul

do buiky.
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Elektroporace buik BM2

Postup:

Obr. 41. Schéma elektroporatoru:

Po zapojeni prvniho spiten (1) dojde knabiti
kondenzatoru, ktery seo zapojeni spige (2) vybiji
ageneruje pulz vysokého n&p Jeho hodnota ¢
pohybuje mezi 1000Q00000V/cm a trva iadow
mikrosekundy az milisekundy. Tento pulz nal
buré¢nou membranu, vyvola vznik por azménu
membranového potencialu o hodnotu Q% coz
umozni vneseni DNA zsuspenze do liy na
podobném principu, na jakém je zaloZzena elektratoré

— http://opbs.okstate.edu/%7Emelcher/MG/MGW4/MG431tlht

1. Pripravit 5 x 16 exponencialé rostoucich bugk BM2, cfg 1500 rpm./5min.
2. Bunéény pelet rozsuspendovat v 400nédia obsahujiciho DMSO (1,25%Yidrt transfekni
DNA (10ug DNA, rozpustné v Tris-Cl pH 7,5, na 4Q0 média)

3. TransfeRni snes prevest do elektropotai kyvety a elektroporovat (U=260V, C=1Q88
R=234®, T=243(s)

Po elektroporaciifidat 40qul média s DMSO aienést biiky na 10ml misku
Inkubovat v 37°C/ON/10%CO

Druhy den biiky promyt a dale inkubovat nebo zpracovat



Nukleofekce

Predstavuje modifikaci klasické elektroporace, ktemasi cizorodou DNA imo do
burg¢ného jadra, coz zvySujetilnost exprese exogenni DNA. Tato technologie vyjad
elektroporéator/nukleofektor, coz je &pzaizeni generujici specificky elektricky pulz
v kombinaci s komeénimi pufry, jejichZz sloZeni bylo optimalizovano pexnotlivé bugéné

typy (- Martinet W. et al. 2003. Biotechnology Letters 2625-1029
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Obr. 42. Nukleofektor (Amaxa)

Gene gun
Gene gun byl popsan vroce 1987 jako mechanickéodaeumoaujici

dopravit do biky mikroprojektily obsahujici DNA adsorbovanou navkvé (zlaté nebo
wolframové)éastice. Metoda je vyuzivana zejmeéna piipqavu transgennich rostlin.
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Hellum gas

ﬂ—firing pin Plunger
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N — =
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Obr. 43. Princip metodgene-gun.




Mikroinjekce
Roztok DNA je dopravenifmo do bugk pomoci mikromanipulatoru. Metoda

je vyuzivana jak pro ffipravu transgennich bék, zejména oocyt (a nasled& i celych

transgennich organidij tak i pro klonovani metodou nukleotransferu.

Obr. 44. Mikroinjekce oocytu.

Precipitace krystalfosfore&gnanu vapenatého
Pati mezi roz&ené metody diky své nenédrmsti i @ijatelnym cenam jednotlivych

komponent. Nejprve se vytiio ko-precipitat vnaSené DNA éfosforg&nanu vapenatého
pomoci DNA, chloridu vapenatého a fost@ranového pufru, nasledrse gida suspenze
krystali k buikam, které je pohlcuji endocyt6zou nebo fagocyté2devyhodou je moznost
degradace DNA ve vzniklém endozomu. Obdobnynmisapem je DNA pohlcovanaiip

pouziti DEAE dextranu, ktery t¥bs DNA pozitivré nabité komplexy.

| 4 N
“ 1 .
{ > ‘% ‘T Obr. 45. Tvorba
034 - g+ B 6@ ) komplexi DNA
oo A a7 s Ca(PQ);
i # - A e nebo DEAE.
L1 Phosphate L Dextran
./ 'ﬂ'-;"
| G — WWwWw.promega.com
CMA DibA

Transfekce bukk QT6
Postup:
1. Den pged transfekci pasazovatiky QT6 z konfluentni kultury na 5 ml misku

v poreru 1:10. Inkubovat fes noc v 37°C/10% CODalSi den vyrénit médium.

2. Pripravit trasnfekni snes obsahujici max. @y DNA, 2511 2,5M CaC} a vodu do
celkového objemu 250. Pridat 25Ql roztoku 2xBES50mM BES pH 6,95, 250mM NaCl,
1,5mM NaPQ,) a inkubovat 15 min/RT

3. Prikapat transfetni snmés k buikam a inkubovatifes noc/37°C/3% CO
Odstranit precipitat dvojim promytim b&lg pridat 5ml média a inkubovakgs noc
v 10%CQ



Lipofekce

Metody zalozené na tvattumelych liposomi jako noséi DNA nebo RNA majiradu

vyhod — jsou schopné&gnaSetizne velké molekuly DNA — od kréatkych oligonukleotigho

velké unglé kvasinkové chromosomy (YACs) nebo proteiny, maliitivng vysokou @innost

u raiznych bugcnych typr a umoauji tvorbu stabilnich transfektantJsou také pouzitelné

pro modifikace buék in vivo a jsou tedy potencialnim nastrojem genové terapie.

Pro tvorbu liposom se vyuzivaji lipidy nesouci za fyziologického pHzfivni ndboj spolu

s neutraInimi lipidy (obvykle L-dioleoyl fosfatidgtanolamin — DOPE). Lipid nesouci

kationickou skupinu asociuje s negativmabitou DNA za tvorby liposomalniho komplexu,

ktery interaguje s bukinou membranou. Liposomy jsou obvykle endocytovaxgutralni

lipidy (DOPE) jsou tzv. fuUzogenni a zaji§i fazi liposomu s endosomem a uwvéiih DNA

z lipidového komplexu
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Obr. 46. Tvorba
liposomu.

— WWWw.promega.com

Obr. 47. Struktura
obecného syntetického
lipidu s pozitivré nabitou
skupinou

Struktura DOPE

— Www.promega.com



Lipofekce bugk BM2 — stabilni transfekce
Postup:
1. Pripravit 5 x 16 exponencialé rostoucich bugk BM2, cfg 1500 rpm./5min.

2. Promyt médiem OPTI-MEM, rozsuspendovat pelet v 1,8RTI-MEM.obsahujiciho 3d
lipofekénihocinidla (nag. Lipofectamin).

3. Prenést sms burgk na 5ml obsahujiciho 1,5ml OPTIL-MEM s max. ugj5 transfekni
DNA.(vektor obsahujici cDNA studovaného genu + gektesouci rezistenci k G418)
Inkubovat 1 hod/37°C/10% GO

5. Zastavit reakci fiddnim 3 ml média DMEM obsahujiciho sérum (FCS/Cld8)vysledné
koncentrace 10%.

6. Trieti den kultivaceifidat selekni ¢inidlo — antibiotikum G418.

Rezistentni biikky se objevi Bhem asi dvou tydhselekce.

Infekce/transdukce

Do fadu burk raznych typi Ize DNA Usgsre pienést i pomoci metod, zaloZzenych na

infekci burek nekterymi viry. Idealni vektor splije nasledujici f@dpoklady:

. Snadné ziskani vysokého titru (koncentrace)®s6tic/ml
« Jednoducha a bezp& manipulace

- Presné a stabilni Zeenéni transgenu do virového genomu
« Funkeni regul&ni oblasti transgenu

« Bun&tna specifita

« Nevyvolava imunitni odpad’ prijemce

Stru’ny p*ehled virovych vektdr

Retroviry

Retroviry jsou charakteristické reverzni transkiripgrionové RNA a moZznosti
za’lereéni vzniklé dsDNA do genomu hostitele. Vektory za&oé na retrovirech jsou
spolehlivé a efektivni a vyuzitelné i prédgmos DNAIn vivo. Nevyhodou jejich pouZiti je to,
Ze DNA nesenadiSinou retrovifi (onkoretroviry) se zdenuje do genomu na nahodna mista
a navic pouze v okamziku btimého @leni, tedy kdyZz neni vytwena jaderna membrana.
Druhou nevyhodu odstiiaje vyuZiti vektoéi, zaloZenych na skupirretroviri — lentivirech,
které aktive pronikaji jadernymi pory a nejsou zavislé nadamém cyklu hostitelské hiky.
Prikladem lentiviru je nap lidsky HIV, kati¢i FIV nebo opti SIV, zpisobujici €zké

imunodeficience.



Kategorizace retrowir.

Retrovirus Rod Fklad

1. Avian sarcoma and | Rous sarcoma virus (RSV)
leukosis

Jednoduché 2. Mammalian B-type | Mouse mammary tumor virus (MMTV)
3. Murine leukemia Moloney murine leukemia virus (Mo-MLV)
5. D-type Mason-Pfizer monkey virus (M-PMV)
4. Human T-cell Human T-cell leukeima virus (HTLV)
leukemia

Komplexni Bovine leukemia Bovine leukemia virus (BLV)
6. Lentivirus HIV
7. Spumavirus Human foamy virus (HFV)

Absorption to Specific Receptor

Double REVERSE _-~
Strand TRANSCRIFTION
of DNA

LTR
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W — packaging signal
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Producer Cell \ ED + | ratrix and core (gag)
Membrane .
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Rewverse Transcription and Integration

Obr. 48. Zivotni cyklus obecného retroviru a stasitieho genomu.



Adenoviry

Adenoviry na rozdil od &tSiny retrovifi jsou schopné infikovat i klidové, nditi se
bunky. Virion se na povrchu hilky vaze na receptor podobny integirm a v komplexu s nim
je transportovan do nitra bky a posléze jadernymi pory i do jadra. Adenovir@dA se
vétSinou nezélenuje do genomu hostitelské iky a Zistava v tzv. epizomalnim stavu.

Nevyhodou pi pouZiti in vivo je silnd imunitni reakcgippmce

Obr. 49. Struktura adenoviru a jeho genomu.

— Dani S.U. 1999. The challenge of vector development
in gene therapy. Braz J Med Biol Res 32(2): 133-45.
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Obr. 50. Struktura adenovirového genomu a jehckrdpce.

— Watson et al. 2003. olecular Biology of the Gene. Addison Wesley, ISBR2024864:



Adeno-asociované viry (AAV)

AAV jsou mala skupina vir (parvoviry), které v normalnim zivotnim cyklu vydgi
sowasnou infekci tzv. helper virem, obvykle herpesvireebo adenovirem. Pokud ke
koinfekci nedojde, zdenuje se AAV do genomu hostitelské iy, obvykle do velmi
specifického mista — wipac lidského AAVS1l do 19g13.3-gter. Naslednd infekce
adenovirem nebo herpesviremize spici parvovirus aktivovat a umoznit produkdige
virionua. AAV vektory Ize ®&inné prenést do é&icich se i klidovych bwk, wetn

mozkovych, svalovych nebo krevnich CD34+ &un

Obr. 51. Struktura AAV a jeho genomu.

— Dani S.U. 1999. The challenge of vector developnegene
therapy. Braz J Med Biol Res 32(2): 133-45.
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Ostatni viroveé vektory

Herpesviry

HSV-1 zpisobuje dlouhodobé latentni infekce senzorickychrov@ua produktivni
infekce epitelidlnich bufk. Schopnost herpesvir pretrvavat v neuronech bez jejich
vyrazrejSiho poskozenida z této skupiny vir atraktivni kandidaty pro genetické modifikace
nervovych budk. Navic maji kapacitu pro zkenéni velkych Usek cizorodé DNA

a manipulace s nimi je pameé jednoducha.
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Obr. 52. Struktura HSV-1 a jeho genomu.

— Taylor T. J. et al. 2002. Herpes simplex virus.rfers in Bioscience 7: d752-764.

Virus vakciniglnestovic)

Charakteristickym znakemgdhto vini (rod Orthopoxvirus) je schopnost replikace

v cytoplazn¢ hostitelské biky. Virus vakcinie jecasto vyuzivanym expresnim systémem

v savich buikach — mezi jeho vyhody gamnag. snadnou manipulace s virovymi kulturami,

nezavislost na replikaim aparatu hostitelskeé tky a (Einn& exprese nezavisla na transportu
a Upra¢ RNA.
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Obr. 53. Zivotni cyklus viru
vakcinie.

- Moss B. 1991.Vaccinia Virus: A
Tool for Research and Vaccine
Development. Science 252: 1662-67.



Chimérické vektory

ProtoZze zadny ze zniinych virovych vektok neni idedlni, jsou snahy o vytemi
hybridniho systému, ktery ponese pouze Zzadané znBikkladem niize byt adeno-
retrovirovy chimeéricky systém, sloZeny ze dvou femkh komponent AD-Rcis a AD-Rtrans.
AD-Rtrans je adenovirovy vektor, kodujici retrowieofunkce zodpasdné za tvorbu viriom
(Gag-Pol-Env) zéleréné do E1 oblasti adenovirového genomu. AD-Rcisl@ tadenovirovy
vektor nesouci cis-regulai sekvence (LTR atd.) a transgenni expresni kagdtové buiky
transfekované aima vektory pechodr produkuji retrovirové vektory, které infikuji
sousedni biky a indukuji z&lenéni transgenu do genomu hostitelskych &umyto vektory

jsou vyhodné i pro pouZiti-vivo.

Shrnuti vybranych transfékich metod

Metoda Vyhoda Nevyhoda
. Univerzalni metoda pro modifikaci| ® Muze dojit k poSkozeni
vétSiny burgénych typi burgk a snizeni viability
Elektroporace . Relativreé vysoka @innost . Muze doj_it_ )
. Mal& nutna mnoZstvi vnasené DNA k nespecifickému ignosu
. Pouzitelna in vivo diky samotné podst
elektropermeabilty
. Vysoka &innost i obtize . Vysoka cenafistroje i
Nukleofek transfekovatelnych baginych linii komegnich kit
ukieotekce nebo priméarnich buk
. Jednoducha metoda
. Rychla exprese vnasenych §en
Precipitace CAPO)s . Levlnarlﬂr?l u Bkt?r)(/jch bugcnych typi | ° VetSIﬂOVL.J nlzlfa qnnost
Spolenliva metoda . NepouZzitelndn-vivo
. Levnéa a u skterych bug¢nych typi | ¢ Nevhodné pro tvorbu
spolehlivd metoda stabilnich transfektafif
omezeni moznost
DEAE dextran integrace DNA do
chromozomu
. VétSinou nizka dinnost
. Nepouzitelndn-vivo
. Vysoka &innost . V nekterych gipadech
Lipofekce . Umoziuje transfekci wtSiny jSQU Iippfeléni snesi pro
bursénych typi i in vivo tkénové kultury toxické
. Vysoka &innost . Vysoka cena vybaveni,

Mikroinjekce kvalifikovany personal




Selekni markery

G418
Antibiotikum G418 je nejastji vyuzivanym seleénim ¢inidlem pro eukaryotické
buiky. Jedna se o aminoglykosilové antibiotikum podblmag. kanamycinu, neomycinu

nebo gentamycinu, které zasahuje dibphu translace a blokuje proteosyntézu. Jetinek

rusi bakterialni enzym fosfotransferaza.

‘g H,N Obr. 54. Struktura G418.
0
HO" Qe NH,

HO NH,HO © o

Hygromycin B
Antibiotikum blokujici proteosyntézu prokyryotickyd eukaryotickych butk. Jeho
Gcinek také rusi bakteriélni fosfotransferaza.

HQN{ OH OH Obr. 55. Struktura Hygromycinu B.
0o

HO

P

Metotrexat
Chemické latka (dihydrofolat) inhibujici enzym dirgfolatreduktdzu (DHFR),

enzym nutny pro syntézu pudin

Obr. 56. Struktura metotrexatu .
HoN N N



Kyselina mykofenolova

Inhibuje enzym inosinatdehydrogenazu, Kkatalyzujgémenu inosinmonofosfatu
(IMP) na xantinmonofosfat (XMP) a naruSuje tak gyot guanosinmonofosatu (GMP).
Pokud je sotasre s aplikaci kyseliny mykofenolové a xantinu exprirédo bakterialni gen
pro xantin-guanosin fosforibosyltransferazu, je méo¥ento blok obejit. €innost selekce Ize

zvySit piidanim aminopterinu, ktery blokuje endogenni dréymtézy purig.

Obr. 57. Struktura mykofenolové kyseliny.
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Puromycin/stylomycin

Analog aminoacyl RNA blokujici proteosyntézu. Remike k puromycinu lze

dosahnout jeho acetylaci (enzym puromycin — N-d¢egtgsferaza)

€_ Obr. 58. Struktura puromycinu.

MeO

Tymidin kinaza (TK)

Enzym TK katalyzuje alternativnit@minu dTMP z tymidinu. Pokud je normalni
piremgna dTMP z dCMP blokovana niam@minopteriny, jsou hiky zavislé na expresi prév
TK. Buiky deficientni pro TK mohoutist na médiu obsahujicim aminopteriny pouze tehdy,

byl-li jim dodana cizorody gen kodujici TK.



Hi

Thymidine
in DNA

Obr. 59

. Funkce tymidin kindzy v syntéze dTMP.



Promotory v _expresnich systémech

Inducibilni promotory

Umoziuji fizenou expresi transgenu, obvykle v zavislosti r&omnosti nebo
negitomnosti latky, kter4 je schopna s danym promatoiateragovat. Tyto latky musi
sphovat rekteré nasledujici parametry:

- Absence pozadi - neity by byt pfitomné v biikach nebo organismu

« Nizka toxicita

- Specifita — ndly by zasahovat do exprese pouze Zadaného genwfmam

« Snadné odstr&ni — nap. z Zivného média

« Linearni zavislost mezi rychlosti transkripce z &ampromotoru a mnozstvim induktoru

Prikladem mohou byt promotory regulované alkoholekof@ol-dehydrogenaza 1),

tetracyklinem, steroidy neb&zkymi kovy.

Obr. 60. Struktura tzv.pMT promotoru,
vyuzivaného v Laboratbbuné¢né diferenciace.

Zn IRES lonty t€Zkych kowi, nag. zinku, aktivuji expres

" vheseného genu (Z&)t zlidského
\4 ) metalothioneinového promotoru lIA. Seasre
Cizorody gen polyA stimto genem je transkribovan i gen kodu

povrchovy antigen CD4, ktery usriage selekc
burgk. Sekvence IRES&enéna mezi tyto gen
zaji¥'uje jejich nezavislou translaci.

- Smarda J., Lipsick J. S. 1993. Dicistronic setectior
nuclear proteins in living animal cells. Gene. 137(45-9.

Mezi konstitutivié aktivni promotory pdt nag. CMV (cytomegalovirovy). Zaji&ije
stabilni expresi v nejzngjSich burcnych liniich nebo tkanich. Xasto vyuzivan nap pro
expresi sekvenci siRNA nebo cizorodychigen

Pacl (8)

o 5706) i ool (357,  CMV Promoter Obr. 61. Vektor (Ambion)
R o vyuzivajici CMV promoto

Amepicillin ol (g77y” SIRNA pro expresi sekvence siRNA.
Spel (1030)
polyA
- http://www.ambion.com
Shuttle Vector 1.0-CMV
ColE1 origin 5891 bp
Pepal (1729)
Pspal (1903)

Mrul (F800)

CMV Promoter: 387-969
Ampicillin: 4830-5689

ColE1 origin: 4021-4768
polyA terminator: 1030-1093



