Regulace genové exprese,
metody transfekce/transdukce,

CRISPR/Cas system

Moderni techniky studia bunky

Aneta Vrzalova
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Genova exprese u eukaryot

Produkce funkéniho proteinu podle
informace kédované v DNA (gen)

DNA obsahuje nékolik typu informaci:

tripletovy zapis AMK sekvence
proteinu

informaci o zacatku a konci transkriptu
informaci o zac¢atku a konci exonu
informaci o zacatku a konci ORFu

informaci o REGULACI (napf. stabilita
mMRNA)

Primarni sekvence proteinu urcuje:

Lokalizaci proteinu (signalni sekvence)

Posttraslacni modifikace (napf. Asn-X-
Ser)

Konformaci proteinu
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Regulace transkripce u eukaryot

gene
regulatory
sequence
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Analyzy toku informaci v bunce

Cytoplasma

III'.I'u

* Genomové mapovani

* Genomové sekvenovani

* Anotace genomu

" » DNA arraye a Cipy

* (semi) gRT-PCR
* Northern blot + hybrid.
* Transkripéni fuze

| * 2D elektroforéza

Hmotova spektrometrie
Proteinove sekvenovani

B * Translaci faze

¥ * Immunodetekce

* Enzymove aktivity, ...

¢ Chromatografie
* Hmotova spektrometrie
* NMR

Strukturni
genomika

Funkéni
genomika




Sledovani transkripce genu
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Macroarrays

mRNA
(Transcriptom)
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Proteiny
(Proteom)

Transkriptom - soubor vsech mRNA pfitomnych v dané
burice, pletivu

Hybridizace na

Microarrays Northern blotu

Metody zaloZzené na PCR

: _- Real time PCR
B qRT-PCR;
Semikvant.
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ProC vnasime cizorodou nukleovou kyselinu do
animalnich bunéek?

1. Over-exprese (zesileni exprese genu)
2. Silencing (knockdown exprese genu)
3. Exprese reportérového konstruktu (napf. luciferazového)

4. Exprese fuzniho proteinu (napr. GFP varianty, tag)

5. Exprese mutantniho proteinu (konstitutivné aktivniho, nefunkéniho — funkéni
studie)




Klonovani — proces tvorby klonu

O KLON: soubor geneticky identickych bunék (resp. organism(), odvozenych ze

spole¢ného predka
Human clone

Gene clone
Cell clone ™ ™ o M insulin,
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O Klonovani DNA: tvorba klond DNA; umozniuje izolovat z komplexniho genomu jeho
dil¢i useky (napf. geny), ty ve formé rekombinantnich molekul mnohonasobné
namnozit a zpfistupnit dalSimu studiu

O Klon DNA: soubor identickych molekul DNA, ptipravenych napt. mnoZzenim
rekombinantnich molekul DNA v hostitelské bunce (in vivo) nebo PCR (in vitro)

O Rekombinantni molekula DNA: molekula DNA vytvorena spojenim dvou cizorodych
fragmentl DNA, napt. klonované DNA s klonovacim vektorem

. human cell
A S DNA

{ - insulin
\ (&8~ nucleus ., % X /
S~ insulin gene - 3
.
—_— — — — "
recombinant transgenic bacterium Recombinant bacteria gain
DNA with plasmid containing ability to secrete human insulin.

plasmid insulin gene



Klonovani

Molekularni klonovani

O Multikrokovy proces, ktery vytvofi kolekci definovanych fragmentli dané DNA za
pomoci enzymatickych systému Zivych bunék

1. Spojeni vybranych DNA fragmentu (vétSinou jednoho genu) se specidlnim
nosicem — vektor

2. Prenos vzniklého konstruktu do Zivych bunék (¢asto baktérie)
3. Mnohondsobné namnozeni vloZzenych DNA fragmentU replikaci v Zivé bunce
DNA KLONY

Vyuziti: zemeédélsti, prdmysl, zakladni vyzkum, farmaceutika, medicina

Bunécné klonovani

O vytvareni geneticky identickych bunék (organism)

O v Zivé pfirodé prirozené: kolonie baktérii, fizkovani rostlin, jednovajecna dvojcata



Priklady vyuziti klonovani DNA

Bacterium @ !solation of plasmid DNA Cell containing gene
and DNA containing gene of interest
of interest

© Gene inserted
Bacterial Plasmid \ into plasmid
chromosome
Recombinant DNA o Gene of
(plasmid) . interest DNA of
€ Plasmid put into ek chromosome
bacterial cell

Recombinant
bacterium

le Cells cloned with gene of interest

© Identification of desired clone

Copies of gene (:opnes of protein
) o ‘5 E -
\ ‘ ‘:):(_‘,;‘
Gene for pest 2“2 | Human growth
resistance =7, 2| hormone treats
inserted into @ Various applications . stunted growth
plants
Basic
Basic <’ research
research  Gene used to alter bacteria Protein dissolves blood clots on protein
ongene  for cleaning up toxic waste in heart attack therapy

Copyright 2 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.



Definice v bunécéné a molekularni biologii

Transfekce - metoda, pri které dochazi k vlozeni nukleové kyseliny (DNA,
plazmidova DNA, RNA, siRNA — ale také proteinu nebo Ab) do bunék bez
pouziti virovych metod.

Transformace - proces, pri kterém vkladame nukleovou kyselinu nevirovymi
metodami do bakterii (a nezivocisnych eukaryotickych bunék).

Transdukce - proces, pri kterém vkladame nukleovou kyselinu do bunék
virovymi vektory.

Plasmid — extrachromosomalni DNA bakteridlniho plivodu, ktera se replikuje
nezavisle na chromozomalni DNA. VétsSinou je cirkularni dsDNA.

Vektory — slouzi pro prenos klonované DNA do bunék a jeji naslednou
propagaci



Definice v bunécéné a molekularni biologii

O Transgen - cizorody gen modifikujici genom a fenotyp hostitelského
organizmu (nebo burky)

O Transgeneze - vneseni cizorodého genu (transgenu) za Ucelem
dosazeni zmény fenotypu organizmu. K této zméné za normalnich, tj.
prirozenych podminek, nedochazi.

O Geneticky modifikované organismy (GMO). Jako geneticky
modifikované organismy (GMO) Ize oznacit produkty genové
manipulace rostlin nebo Zivocichd.



Savéi EXPRESNI VEKTOR

Plasmid pro klonovani DNA je v genetickém inzenyrstvi nazyvan VEKTOR

Zakladni komponenty

Multiple cloning site (MCS, or polylinker) — kratka sekvence s
unikatnimi misty pro restrikéni enzymy, umoznujici vlozit insert
do vektoru.

ori (pUC, fi, ColE1 ori)-origin of replication v E. coli.

amp (ampR)-ampicilinova rezistence- p-laktamazaselekce
pozitivné transformovanych E.coli.

T7, T3, SP6 fagové promotory — T7 RNA polymeraza transkribuje
in vitro RNA, byvaji protismérné umistény

CMV, SV40, TK, EM-7 aj. promotory- ,silné” promotory
obsahujici TATA box a vazebné mista pro transkripc¢ni faktory,
spousti transkripci insertu nebo savc¢iho selekéniho markeru

Chimeric Intron —zvysuje expresi insertu

(TK, SV40, BGH) Poly A tail- poly A sekvence pro vytvoreni poly
A konce RNA

Selekéni marker —selekce stabilnich linii

KOZAK —translacni start - je rozpozndvdna ribozomem jako
translacni start v expresnich vektorech AccAUGG nebo
ANNAUGG

Ampicillin
resistance

AspEl (4506)

Origin

of replication

CMV promoler

Bgill (13) NnA (209)

| M (229)
/] Ndel (485)

T7 promoter

Nha| (896)

Hindill (912)
AccB5| (918)
Konl (922)

Sspl (5310)
Scal (4986)
P (4876)

SnaBl (591)

__BamHI (930)
~ EcoRI (953)
— __ ECoRV (965)
~~—.Not | (980)
. Xhol (986)

Xbal (992)

Apal (1002)

Poly-A

pcDNA3.1plus
5428 bp

“TF1 intergenic region

SV40 promoter

M13r (100.0%)

\ 'stw1 (20841

: Origin
Rsr 11 (2781) | Smal (2078) g
\ \ N (2265) of replication
R 2000) Msc1 (2347)

Neomycin
resistance gene

= = < ="
-6 -5-4-3-2-14+1+2+3 +4

AccAUGG



Expresni vektory s tag epitopem

* Kratké peptidové sekvence modifikujici primarni struktury exprimovaného proteinu pro
imuno(histo)checkou detekci nebo imunoprecipitaci specifickou protilatkou proti epitopu tagu nebo
pro afinitni chromatografii

* Tagy mohou byt enzymaticky odstranény, mohou byt na N- i C-koncich

* Pozor na modifikaci funkce proteinu

m_m = -
|

detekce protilatkami nebo
purifikace na zadkladé
tvorby komplext s HHHHHH

HIS nikelnatymi pryskyficemi,

agardzou nebo kolonkami

(Quiagen)
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Pouziti fluorescencnich proteinu k detekci organel

Living Colors® Subcellular Localization Vectors

Organelle Lights®

EYFP Endoplasmic Reticulum Localization Vector

Plhasmid e
Replication Prolm R C.I?;;;felﬁggﬂ
Figin Sequence
' EYFP
Herpes Simplex PEYFP-ER \ . Gene
Th;mldlne Kinase 4,800 Base Pairs | ——Sequence
oly A Signal
KDEL ER
—— Retention
Sequence
SV40 Poly A

Kanamycin

Neomycin

Resistance f1 Virus

Gene e, Re Irlicaltlon
n
SV40  Replication v
Early rigin
Promoter

Figure 9. Organelles targeted by Living Colors™ Subcellular Localization Veclors.

PEYFP-ER (Clontech) - vektor exprimuje fuzni protein EYFP spolu s na N-konci
umisténou sekvenci kalretikulinu a na C- konci sekvenci KDEL. Tyto sekvence

cili EYFP do edoplazmatického retikula.



Metody prenosu cizorodé DNA do bunky

O Biochemické metody:
DEAE-dextran
Kalcium fosfatova metoda

Lipofekce - lipozomy

O Fyzikalni metody:

Mikro-injekce

Biolistic particle delivery (gene gun)
Elektroporace

Heat shock

Magnet Assisted Transfection (MATra)



1. Transfekce — biochemické metody
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Nukleové kyseliny s negativnim nabojem (DNA i RNA) nemohou projit lipidovymi
membranami, které jsou také negativné nabité.

Biochemickeé transfekéni metody ,,0bali“, nebo neutralizuji nebo ji dokonce udéli pozitivni
naboj. To usnadnuje vstup komplexu DNA/transfekéni roztok do buriky.

Uptake do bunky je zprostredkovan endocytdzou. Pak se komplexy se dostavaji do
endozému, poté do jadra.

O DEAE-dextran- neni vhodny pro stabilni transfekci.
O Kalcium fosfatova metoda- velice levnd metoda pro stabilni i transientni expresi.

O Obé metody se pouzivaji s glycerolovym, DMSO nebo teplotnim Sokem.



o

Lipofekce

Lipofekcni reagenty jsou syntetické analoga fosfolipidu biologickych
membran, které ,enkapsuluji“ nukleové kyseliny do lipozomd.

Vysoka ucinnost i u linii netransfekovatelnych kalciumfosfatovou nebo
DEAD-dextranovou metodou.

Moznost transfekce oligo DNA, RNA, siRNA, az yeast artificial
chromosomes Obecna struktura kationického transfekéniho reagentu
(o]
In vivo transfekce, stabilni exprese A AN AN
/ Y ;s g EI%/\A/O\C/\AA/V\N
Transfekce v sérovém médiu .
L—cationic —1— Link—1 Lipid ‘
Head :
Group i

Nutnost optimalizace poméru DNA/reagent, nutnost optimalizovat
toxicitu

TransFast™ (Promega), Lipofectamine2000 (Invitrogen), FuGeneHD (Roche),
Transfectine (BioRad), jetPEl (Polyplus) aj.



Priprava stabilné transfekovanych / geneticky modifikovanych
zivocisnych bunéénych linii lipofekci

Transfekce/transdukce

Transientni (doCasna) Stabilni

Transientni transfekce trva 24-72 h

-1 z 104 bunék integruje vektorovou DNA do genomu

-inkorporace je nahodna, muzZe zasahnou dulezité regulaéni geny
-nelinearizovany plazmid muZe byt ,otevien“ a inkorporovan nespravné- muze byt
nefunkéni v dusledku porudeni cDNA, polyA konce nebo promotoru

Linearizovat nebo nelinearizovat vektorpred stabilni transfekci
1

-oboji pfistup je mozny

-linearizovany plazmid se hife dostava do buriky transfekci
-naopak, neni nahodné ,oteviran“-nedojde k poruseni funkce
-linearizovany i nelinearizovany plazmid se zaélenuje do genomu
nahodné



Selekcni media
Antibiotika
- Neomycin, Hygromycin, Puromycin, Blasticidin, Zeocin
Fluorescencni barvy- GFP a analoga (prutokova cytometrie)

Membranove epitopy — selekce MACS- imunomagneticka ,cell
sorting“-povrchové membranové markery“-CD4, H-2Kk nebo
LNGFR.

Antibiotika
Hygromycin (Hygro) -resistance gene hph

Puromycin (Puro)- resistance gene pac

Neomycin a kanamycin (Neo/Kan)- neomycin phosphotransferase-l|
(NPT-II) gene

-pouziva se predevsim Geneticin (G418) n;‘i]
Blasticidin ( Bla) - acetyl transferase gen- Lo
bsr and BSD b iy

Zeocin™ (Zeo) — meédnaty glykopeptidovy
chelat Streptomyces CL990 -gen (Sh ble gen)




2. Fyzikalni metody

O Miikro-injekce

Vneseni DNA do embryonalnich kmenovych bunék pro vytvoreni
transgennich organismu

O Biolistic particle delivery (gene gun)

Castice obalené DNA jsou ,nastielovany” do bunék

O Magnet Assisted Transfection (MATra)

Nukleové kyseliny jsou uchyceny na magnetickych nanocasticich MagTag™,

do bunky se dostavaji v silném magnetickém poli.
m@ﬁ“’nm MATra principle

MATra
nanoparficles
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Amaxa® Cell Line Nucleofector® 4D-Nucleofector™ System
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O Elektroporace je vysoce ucinnd metoda vneseni nukleové
kyseliny do zivocisnych bunék

O Elektrické impulzy zplsobuji vznik péri bunééné membrany
a vstup exogenni nukleové kyseliny

O Metoda potiebuje optimalizované elektroporacni pufry

Before Pulse During E-field After Pulse Vyhody/nevyhody:

ntroduce Cell "heals" wit vy s 0
. genes/drugs gene/drug inside OverenyCh prOtOkOIU;

~ * / W o ~ i x vysoka ucéinnost

. N m':-'r;fb . :"”I& =i - Drahé jsou el)éktroporaénl'
~ + =7+ - 3
ISR 5 # |
T~ ~ Bl roztoky a kyvety
Electric field induces a (JEd norézové)

voltage across cell
membrane



rbST (bovine somatotropin)

gen z genomu kravy naklonovan do baktérie
hormon zvysuijici u krav produkci mléka
pridava se do krmiva v kravinech

drive se pouzival hormon pracné izolovany z hypofyzy
porazenych krav

Zadna studie neprokazala vliv na kvalitu mléka &i masa z chov(l pouZivajicich
rastovy hormon.

Pokud by se samotny hormon jakoukoli cestou dostal do potravniho fetézce,
nemuze Skodit. rbST je stravitelna bilkovina, kterou kazdy Zivocich véetné
Clovéka travi obdobné jako vajecnou bilkovinu

Pavouci mléko

fa NEXIA produkovala transgenni kozy exprimujici geny pro
produkci pavouciho proteinu, ze kterého pavouk vyrabi sité, do
mléka

pavouci vlakno je odolnéjsi nez ocel a pouziva se na vyrobu
neprustrelnych vest




Molekularni farmareni (Molecular Pharming )

Termin pro nové poufZiti transgennich rostlin
(nikoli Zivocicht) k produkci komeréné zajimavych
bilkovin (nesouvisejicich s obzivou)

Metoda zacleriovani cizorodych gen( do rostlin
(koduijici protein ciziho organismu, ktery je
zajimavy pro farmaceuticky priimysl)

Nevyhody in vitro systémU — vysoké naklady, mala
vytéznost, obtizna syntéza velkych bilkovin, rada
bilkovin postrada biologickou aktivitu
VYUZITI: produkce farmaceutickych bilkovin,

jedlé vakciny, technické/primyslové bilkoviny

IgA

GUS, avidin

LIDSKE FARMACEUTICKE BiLKOVINY

Rlstovy hormon — tabak, slunecnice — 1. lidska bilkovina exprimovana v rostliné (1986)

Lidsky sérovy albumin — tabdk, brambor — 1. velka lidska bilkovina exprimovana v rostliné (1990)

Erythropoetin — tabdk — 1. lidska bilkovina produkovana sekreci z koren( a list(

Kolagen — tabak — 1. lidsky polymer strukturniho proteinu v rostliné (2000)

REKOMBINANTNI VAKCINY

Plastovy protein hepatitidy B — tabak — 1. potencionalni vakcina produkovana v rostliné (1992)

Cholera toxin, podj. B — tabak, brambor — 1. potencionalni vakcina exprimovana v chloroplastech (2001)

Glykoprotein viru vztekliny — raj¢e— 1. priklad jedlé vakciny produkované v jedlém rostlinném pletivu (1995)




CRISPR/Cas

Jennifer Doudna

Emmanuelle Charpentier



Co je CRISPR/Cas technologie?

Prokaryoticky imunitni systém, ktery zajistuje
rezistenci vuci cizim genetickym elementim,
Clustered jako jsou plastidy nebo fagy, a predstavuje tedy
formu ziskané imunity.

Regularly-
Interspaced |
Prokaryotic cell
S h (@) rt Stage 1: Foreign DNA acquisition p
~ ~ -

Palindromic cas genes & CRISPR locus
Repeat = 2!’/5—?!' 2 Q @ RV guidd

€ p €ats ’ 7 @ @ targeting of

l CRISPR locus transcription viral element

T
tga s - ~dgedy

Stage 2: CRISPR RNA processing

Klastry pravidelné rozmisténych palindromickych repetic




Prirozend obrana Streptococcus pyrogenes proti bakteriofagdm ci cizorodé
plasmidové DNA

Foreign
DNA .
_Mﬂ_
Acquisition Target PAM
- B '{_"'Z:msm'loci
Bacterial ot £
genome tracrRNA  cas9 cas crRNA crRNA crRNA
genes
! 14
tracrBNA, trENA Primary transcript
CriNA J J
biogenesis I —— e —
| ?trachNA
crRNA Cas9
[ S ————
interference

tracrBRNA

Foreign _/
DNA

S




Hlavni komponenty CRISPR Cas systému

O crRNA - obsahuje navadéci RNA
O tracrRNA - vaze se s crRNA a tvofi aktivni komplex (transaktivacni crRNA)

O gRNA - jednotlivé navadéci RNA jsou kombinované RNA slozené
z tracrRNA a alespon jedné crRNA

Cas9 programmed by single chimeric RNA Cas9 is a dual-RNA-guided dsDNA endonuclease

protospacer

/ /PAIVI

S\

RuvC _—

target DNA

R TRR AR % | | (LLAARRLRTARRLY

A 111 AR
\ 5

g er oo \ T
,I i N |
| IS

5 /

I}

crRNA-tracrBNA chimera 3

20 nt

crRNA

Jinek et al. Science 337, 816 (2012) tracrRNA



Hlavni komponenty CRISPR Cas systému

O Cas — protein jehoz aktivni forma je schopna modifikovat DNA,

- existuje mnoho variant s rozdilnymi funkcemi (tj. jedno-vlaknové zlomy,
dvou-vlaknové zlomy, vazba DNA),

O Cas9 - CRISPR asociovany protein 9, RNA navadéna endonukleasa,
katalyzujici mistné specifické stépeni DNA v blizkosti PAM

O PAM (protospacer-adjacent motif) — NGG; na cizorodé DNA dulezity pro
rozpoznani aktivované Cas9 v jehoz blizkosti dochazi k dsDNA zlomdm

. Cas9 PAM
Genomic DNA o _/
i*' !i!“x Target Sequence xl |ﬁ!Hxi|
LN

euideRNA | 11111T,

chNA/ ( \

tracrRNA




Genome editing begins with dsDNA cleavage

TALENs HEs Cas9:sgRNA

Y
v

————— | p————
NHV SRS
+ donor DNA
| HR
M

Non-homologous end-joining

Homologous recombination



Tracr RNA a crRNA mohou byt spojeny do jedné molekuly, k uspésnému knock-outu
v jakémbkoli organismu, pak potrebujeme pouze dvé komponenty - fragment pro
guidedRNA a gen pro Cas9

PAM
sequence |

Guide RNA

Matching genomic Cas9

sequence

Donor DNA

Repair @
NI ]

£ Targeted genome editing
Human cells T/

!.| ! Bacterial cells
ll — —

Zebrafish B N




Potencial vyuziti technologie CRISPR

DELECE GENU — frame-shift mutace v jakémkoli genu téméF jakéhokoli organismu,
studium funkce k ¢emu gen je

AKTIVACE NEFUNKCNIHO GENU (d(leZité pro genové terapie)

Inhibice/aktivace (CRISPR interference) - pouziti ,,mrtvé” verze Cas9 (dCas9) eliminuje
schopnost CRISPR stépit DNA; nosic pro syntetické transkripcni faktory, které aktivuji
specifické lidské geny

Modelové organismy (tyrosinemie typu I, virus HIV)

Biomedicina - zacileni virulentnich faktor(, genl kddujicich rezistenci na antibiotika
(omezeni replikaci herpetickych vir(, odstranéni DNA viru Epstein-Barrové; EBV)

Human gene therapy

Screens for Agriculture:

drug target ID‘\ ‘ /’—' crops, animals

The future of CRISPR-Cas9-mediated genome engineering

Ecological vector control: ‘_/ \_. Synthetic biology:

mosquito sterilization etc. pathway engineering
Viral gene disruption: Programmable
pathogen gene disruption RNA targeting
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Potencial vyuziti technologie CRISPR

Huntingtonova choroba - neurodegenerativni onemocnéni, které vyvolavd mutace v jednom
jediném genu zvaném huntingtin (HTT), kterd spociva ve zmnozeni poctu kopii tripletu CAG na cca
40 a vice; projevuje se trhavymi pohyby, rozkolisanim nalad, snizenim mentalnich schopnost a
nabourani imunitniho systému.

Angelmantiv syndrom - mikrodele¢ni syndrom, zpUsobeny nejéastéji deleci na maternalnim
chromosomu 15

Spinocerebelarni ataxie - vzacné autozomalné dominantné dédi¢né neurodegenerativni
onemocnéni, které je zplsobeno expanzi nestabilnich CAG triplet(i kddujicich polyglutaminovy
fetezec korespondujiciho proteinu, ataxinu-7, na 3. chromozomu.

Duchennova svalova dystrofie (DMD)- gonozomalni recesivni vrozené onemocnéni zplisobené
mutaci genu kédujiciho protein dystrofin (na kratkém raménku chromozomu X). Vzhledem k
faktu Ze onemocnéni zapfricinuje pouze jediny gen, je DMD idedlnim cilem pro genovou terapii.

Srpkovita anemie - autozomalné recesivni dédicné onemocnéni, které se projevuje zménou tvaru
cervenych krvinek z tzv. promdacknutych piskotll na protazené srpky. Tato zména tvaru je
zplsobend mutaci genu pro hemoglobin, pfi nizZ je na 6. pozici v B-fetézci valin misto glutamové
kyseliny (plodova forma hemoglobinu)



Potencionalni zneuziti — etické problémy
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PriliS predcasny hazard
Cinsky védec Che Tien-kchuej

odsouzen za , nelegalni a neetické
medicinské praktiky“.

Cilem jeho vyzkumu bylo zbavit déti
HIV pozitivnich rodi¢d potencionalni
infekci virem HIV.

Pomoci metody CRISPR upravil genom
embryi dvojcat. Proved| mutaci
receptoru CCR5, ktery je vyuzivan
virem HIV pro infiltraci lidskych bunék

Svétova zdravotnicka organizace
(WHOQO) pfipravuje globalni registry pro
sledovani vyzkumu upravy lidského
genomu




Dékuji za pozornost!



