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UmlicCeni genove exprese
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Motivace: K cemu je to vlastne dobry?

& Pristupy reverzni genetiky (funkcni genomika)
& |dentifikace funkce genu
& Studium signalnich drah, vyvojovych procesu

& (Potencialni) terapie
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Fyzikalni a chemicka mutagenze

Chemicka 2 Fyzikélni

Nahodné bodové mutace | o [Pro nase Ucely naprosto nevhodné

Nutna vysoka davika mutagenu
Nezadoucl mutace nutno zpét eliminovat
(napft. kifzenim)
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Biologicka mutageneze

Inzercni i i Programované nukleazy

¢ Transpozon | o ZFN

¢ Virus R © TALEN
o CRISPR/Cas 9
o RNAJ




Transpozon

» Mobilni elementy, ktere se g “umping” insertion

mohou pohybovat a mnozit v 3 Y- m

ramci genomu (.jumping
genes”)

% Navozuji mutace genu (inzercni
iInaktivace, zmeny exprese)

» DNA transpozony a
retrotranspozony

s Vyuziti jako nevirove vektory a
pro genovou terapii



DNA Transpozony

V' lidskem genomu inaktivni
Sekvence kodujici transposazu

Enzym se vaze na oba konce
repetitivniho elementu tvorene
IR

Transposaza vystepi trnaspozon
a liguje volne konce DNA

Komplex transpozon-
transposaza se pak vaze na
motiv jinde v genomu

Transposaza stepi DNA a liguj
transpozon na nove misto

.cut and paste”
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Retrotranspozony

Tvori nejmene 45 % lidskeho genomu

Vyzaduji RNA polymerazu ll/lll pro prepis do RNA
(puvodni kopie zustava na miste)

Posleze je RNA kopie premenena na DNA reverzni
transkriptazou a vloZzena na nove misto v genomu

LTR. (long terminal repeats, dlouhe terminalni repetice),
LINE (long interspersed nuclear elements = dlouhée
rozptyleneé jaderne elementy), SINE

((short interspersed nuclear elements = kratke
rozptyleneé jaderne elementy)
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Virus

Virus-induced gene silencing (VIGS)
Technologia vyuzivana zatial len u rastlin

Klucova uloha Nicotiana benthamiana, pouzivaju sa aj ine
druhy (Arabidopsis)

Teoreticka moznost pouzitia aj u zivocichov, zatial
nedokazana




Virus

» VIGS je technologia zahfajuca antiviralne obranne mechanizmy sprostredkovane RNA
(RNAI)

» Produkcia supresorov
The RNAi Natural Process

Specific
sIRMA




Virus

% Pouzitie virusov ako vektorov na prenos inzertov odvodenych od hostitela

& Virus tabakove] mozaiky s inzertom enzymu syntetizujucim chlosssy|
chloroticke symptomy

v v

» Moznost prenosu aj genov zodpovednych za rezistenciu k ochordiam vyssia
citlivost k patogenom



ZFN

& Zinc Finger Nucleazy
& 1%t generace syntetickych nukleaz

& DNA vazebny modul: Zinkove prsty — 30 AA drzenych zinkovym iontem, rozpoznava 3
bp cilove sekvence

® Domena stepici DNA: restrikcni endonukleaza Fok1
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ZFM Pair Delivered

inta Cell by
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Electroporation




ZFN

® + Overene funguje v mnoha bunkach a organismech
& - Relativhe nizke rozliseni cilove sekvence

» - Relativhe nizka specificita



& Transcription Activator-Like Effector Nucleases

TAI_ E » Metoda presne upravy genomu (Nature methods 2011)

& Historie vyvoje tohoto systemu je spojena se studiem
bakterie Xanthomonas



Xanthomonas

Gram — negativni bakterie tyCinkoviteho tvaru
Patogeny plodin — ryze, rajce, pepr

Sekrece efektorovych proteinu — TALE do
cytoplasmy rostlinne bunky = ovlivheni procesu v

oy ©

rostline a zvysuji jeji citlivost na patogen

TALE jsou schopny se vazat na DNA a aktivovat
expresi svych cilovych genu napodobovanim
eukaryotnich transkripcnich faktoru
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& Slozeny z

Hlavni domeny - vazba
a rozpoznani cilove
sekvence DNA

Stépici doména — Fokl

Jaderna signalizacni
sekvence - prenos

Fokl
TALE do jadra bunky (C-

BeTIS0) GGCTAAGTTAAAGCCSATCCGATC
CCGATTC AATTTCGGCTAGGCTAG




¢ Schopnost zméfrit témeér jakoukoliv
cllenou sekvenci véetné kratkych dsekd

¢ MIRNA, zesilovaCe transkripce

Potreba thyminu na 5°- koncl

Neschopnost stépeni DNA s vysokym
obsahem methylovaného cytosinu

Slozitost a Casova naro€nost pripravy
sekvence DNA

Maze dochézet pfi pfenosu k vzajemnym
rekombinacim diky obsahu
homologjickych sekvencl
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RNAI

RNA interference

Sekvencne specificke umlCovani genove exprese indukovane pritomnosti dsRNA
dsRNA rozpoznana specifickymi proteiny — Dicer rozstepi dsRNA na siRNA (21-28bp)
RISC = RNA induced silencing komplex, vaze se na siRNA, separuje retézce

Nasledne se paruje s cilovou ssRNA (mRNA) — Slicer degraduje



RNA interference DICER

Gene silencing by nuclear-encoded miRNA a Gene silencing by synthetic dsRNA
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CRISPR/Cas9
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& Clustered Regularly Interspaced Short | CRISPRsegment smezemiky  operons casgeny
Palindromic Repeats :

& Sekvence DNA, které se pravidelné opakuji a captuns -
obsahuji sekvence cizorode DNA = mezerniky cIRNA

& U bakterii a archei slouzi jako ochrana pred viry

® Cas = CRISPR associated”

Faze '_H = typové specifické rozeznani
interference 2 e cilové sekvence
(=g
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destrukce cizi DNA nebo RNA




CRISPR/Cas9

1. gRNA — navadeci RNA — lokalizuje cilove geny

2. Cas9 — slouzi k vystrizeni nezadouci DNA

3. Zadouci Usek DNA



Cas9 nuclease
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Potencialni lecba
Duchennova svalova dystrofie (DMD)
Huntingtonova choroba
HIV

Xenotransplantace



Mozne nezadouci ucinky

» Nespecificka aktivita — zmena jednoho genu muze zpusobit nezadouci aktivitu jinde v
genomu

» Mozaicismus — pacient muze mit smes upravenych a puvodnich bunek

& Reakce imunitniho systemu



DIY Bacterial
Gene
Engineering
CRISPR Kit

BigHack
The
Planet

hitp:/ [the-odin.com
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https://www.youtube.com/watch?reload=9&v=2pp17E4E-O8

Dekujeme za pozornost!



