Molekularni biologie
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Genové inzenyrstvi

Snaha o manipulaci se sekvenci DNA organismu.

Cile genového inZenyrstvi:
- vylepsit nase védomosti o tom, jak funguji geny
- vytvaret produkty
- |éCit nemoci

Priklad: produkce hormonl pomoci technologie rekombinantni DNA
- napf. produkce rlistového hormonu pfi poruchach rlstu




Plasmid
Mala kruhova DNA.

- hlavni ¢ast bakteridlniho genomu je uloZena ve velké kruhové molekule DNA - tam jsou "dUlezité" geny

- na plasmidech jsou "dopliujici" geny

- bakterie dokaze prijimat cizi DNA z okoli (hlavné pod stresem) - Transformace

- Konjugace - vyména plasmid{ mezi bakteriemi

- za normalnich podminek neni bakteridlni ani eukaryoticka cytoplazmaticka membrana pro DNA
propustna

Bacteriu

Metody pro navozeni propustnosti membrany:

Elektroporace
- kratky elektricky Sok vytvorfi pory v membrané

Bacterial Plasmid
chromosome

Chlorid vapenaty (calcium chloride; CaCl,)
- poskytuje ionty Ca?*, které neutralizuji negativni ndboj DNA a fosfolipidd
bunécnych membran a umoznuji DNA vstoupit do bunky

Teplotni Sok
- pti 42°C se v bakterii aktivuji tzv. heat-shock geny zajistujici preziti ve vyssi teploté
- pouZiti teplotniho Soku po ovlivnéni CaCl, zvySuje ucinnost transformace



Restrik¢éni endonukleazy EcoRI

Enzymy, které stépi DNA. CcTTAEG
- Stépeni probiha v misté kédovaném specifickou sekvenci nukleotid( eut
- pfirozené pouzivany bakteriemi pro Stépeni virové DNA
Restrikéni mista (rozpoznavaci sekvence pro stépeni):
- jsou Casto palindromy na komplementarnich retézcich
- methylovany (-CH,), aby chranily bakterialni DNA a Stépily pouze virovou
- ¢asto zanechavaiji "sticky ends", napr. EcoRI ("eco R one") u E. coli
- "sticky ends" jsou vyuzivany pro vlozeni genu do plasmidu
H
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Exonukledza: stépi DNA od kraju
Endonukledza: stépi DNA od prostredku
Helikdza: oddaluje retézce DNA nebo RNA

Ligdza: spojuje DNA rfetézce GO, DOG! EVIL OLIVE




Genové inzenyrstvi v praxi
Growth-hormone deficiency (GHD; pituitary dwarfism) - nedostatek ristového hormonu

- hypofyza (pituitary gland) neprodukuje dostatek rlistového hormonu (GH; growth hormone;
somatotropin)

- |é¢ba: injekce hormonu GH

- do roku 1985 GH ziskavan autopsii z hypofyzy (vétSinou mrtva téla, Casta kontaminace)

- od roku 1985 je GH vyrabén v geneticky upravené bakterii E. coli technologii rekombinantni DNA (rHGH;
recombinant human growth hormone)

Vétsina pripadd trpasliciho vzristu je ddna dvéma poruchami: 1. Achondroplasie (70%) a 2. GDH



Vyroba rekombinantniho GH

- izolujeme mRNA z bunék hypofyzy (rlizné typy mRNA,
nejen mRNA pro GH)

- pomoci reverzni transkriptazy prepiSeme mRNA do
cDNA

- pfipojeni mist, ktera rozeznava endonukledza ke
konclm kazdé cDNA

- cDNA vlozime do prichystaného plasmidu s genem na
resistenci proti vybranému ATB - pfi Stépeni
endonukleazou vznikaji tzv. "sticky ends"
(komplementarni baze)

- cDNA "vlepi" do plasmidu tzv. ligaci za katalyzy DNA-
ligazou

- vlozime plasmidy do bakterii E. coli - ATB v mediu -
preziji pouze bakterie, které prijmuly plazmid

- takovou kolekci bakterii nazyvame cDNA knihovna

- nyni musime najit pouze bakterie, které prijmuli GH
gen (rGzné cDNA podle riznych mRNA)

cDNA (complementary DNA): dvouretézcovd DNA syntetizovand
podle templdatu mRNA za katalyzy enzymem reverzni transkriptdza
DNA-ligdaza: enzym usnadriujici spojeni DNA retézct katalyzou
formace fosfodiesterové vazby

cDNA knihovna: kombinace cDNA vloZenych do hostitele (bakterii),

které tvori cdst transkriptomu. cDNA podle sestfizené mRNA uz
neobsahuje introny a je v prokaryotnim organismu pfipravena k
translaci

CREATING A ¢cDNA LIBRARY THAT CONTAINS THE HUMAN
GROWTH HORMONE GENE
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2. Use reverse transcriptase
to synthesize a cDNA from
each mRNA.

3. Attach a restriction
endonuclease recognition
site to ends of each cDNA.

4, Cut cDNAs and
plasmids with restriction
endonucleases; remaining
sticky ends join by com-
plementary base pairing.

5. Ligate cDNAs and
plasmids with DNA ligase.

6. Introduce recombinant
plasmids into E. coli cells via
treatment that makes cells
permeable to DNA. Grow
cells in presence of antibiotic.
Cells that can grow become
part of cDNA library. Each cell
contains one type of recom-
binant plasmid and thus one
<DNA.



Vyroba rekombinantniho GH

- na Petriho misky s koloniemi polozime filtracni
papir - kolonie E. coli se prilepi

- rozdélime dvousroubovici DNA na jednoretézce
a inkubujeme se sondou

- sonda - kratka sekvence DNA, ktera odpovida
sekvenci v pozadovaném genu (znacena

radioaktivneé)

- RTG film vytvofri znacky na mistech s
radioaktivni DNA sondou

- tyto kolonie namnozime

FINDING THE GROWTH HORMONE GENEIN A

cDNA LIBRARY

E. coli containing growth
hormone gene

)

Figure 19-4 Biological Science, 2/e

1. Grow E. coli cells
containing plasmids
on many plates.Each
colony contains a
different cDNA.

2. Lay a filter on each
plate, then remove.

Some cells from each
colony stick to filters.

3. Treat filters with
chemical to make DNAs
single stranded.

4. Probe filters with
labeled DNA (short
sequence inferred from
amino acid sequence of
growth hormone).

5. Labeled probe and
growth hormone cDNA
base pair. Lay X-ray film
over filters; black spot
marks location of

6. On original plates, find
colony of E. coli cells that
contains growth hormone
gene. Sample cells, grow,
and analyze.

© 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.



Dalsi priklady genového inzenyrstvi v praxi

Chymosin

- enzym pouZzivany pro vyrobu syru

- prvni rekombinantni protein schvaleny v potravinarstvi
- produkce v E. coli

Inzulin
- rekombinantni inzulin kompletné nahradil inzulin izolovany ze zvirecich tkani
- lidsky gen pro inzulin vloZzeny do E. coli nebo kvasinek Saccharomyces Cerevisiae

Faktor VII

- plazmaticky koagulacni faktor pro hemofiliky
- dfive izolovan z krve darcl - riziko pfenosu nemoci, nyni izolovan z rekombinantnich krecécich ledvinnych
bunék (Baby Hamster Kidney Cells; BHK cells)

Vakcina proti zloutence typu B
- povrchové antigeny viru se produkuji v kvasinkach

Rostliny rezistentni k herbicidiim
- napr. sdja, kukufrice, bavina
- vloZzen rekombinantni gen zajistujici rezistenci proti herbicidu glyphosatu (Roundup)




Genové inzenyrstvi v praxi
Uprava genomu eukaryotickych organismt

1. Agrobacterium tumefaciens
- gramnegativni bakterie - rostlinny parazit s pfirozenou schopnosti genovéh
transferu
- infikuje dvoudélozné rostliny (brambory, raj¢ata a tabak)
- zaclenuje do genomu rostliny Ti-plazmid (T-DNA)
- Ti-plazmid obsahuje geny pro produkci rostlinnych hormon
- tvorba nadoru produkujiciho aminokyseliny "opiny",
slouzici agrobakteriim jako energeticky zdroj
- upraveny Ti-plazmid je pouzivan v genovém inzenyrstvi u rostlin

2. Gene gun

- pro rostliny, které nejsou napadany Agrobakterii (jednodélozné: psenice Ci
kukufice)

- DNA je zkombinovana s ¢asteCckami zlata a pod tlakem "vstrelena" do bunék
- v bunce se DNA oddéli a je transportovana do jadra

3. Elektroporace
- pro zivocCisné bunky a rostlinna pletiva, ktera neobsahuji bunécnou sténu

4. CRISPR
- vektorovy systém pro editaci genomu eukaryotickych bunék
- rostlinné i ZivocisSné buriky




CRISPR - krok 1: vytvoreni DNA DSB (double strand break)

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats

- editace genomu budoucnosti - pfesné nalezne misto na genomu, které chceme upravit
- mechanismus adaptivni imunity bakterii (CRISPR/Cas9)
- RNA-guided DNA-nukleaza je pfirozené vyuzivana bakteriemi k inaktivaci virové DNA
- modifikovan pro vyuziti k Upravé genomu eukaryot (CRISPR/Cas typ Il z Streptococcus pyogenes)
- 2 komponenty
1. Cas9 protein (endonukleaza)
2. nekodujici guide RNA (gRNA)
- zvolime si 20 nukleotidl dlouhou sekvenci na gRNA, komplementarni s mistem na genomu, které
chceme Stépit
- po navazani gRNA na toto misto, Cas9 zde vytvari na DNA dvouretézcovy zlom (DSB)

DSB lze vyuzit
a) sam o sobé k umlceni genu
b) vlozeni jiného genu

PAM (photospacer adjacent motif) je kratka sekvence DNA
(obvykle o délce 2-6 pdri bazi), kterd ndsleduje po oblasti
DNA, na kterou je zacileno stépeni systémem CRISPR-Cas9.
PAM je nezbytnd pro Stépeni Cas nukledzy a obecné se
nachdzi 3-4 nukleotidy po sméru od mista stépeni.




CRISPR - krok 2: vlozeni genu do mista DNA DSB

- DNA dvouretézcové zlomy mohou byt opraveny dvéma mechanismy:

1. Non-homologous end joining (NHE)J)

2. Homologni rekombinace (HR)
- pokud do buriky zaroven vlozime templatovou DNA, pak je Sance na zabudovani teto nové DNA pravé
ve zvoleném misté, kde jsme vytvofili dvouretézcovy zlom pomoci CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9
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Genova terapie

rAAV2-hAADC

AADC syndrom je velmi vzacné onemocnéni (130
déti na celém svéte)

2

= IAAVZ-hAADC

dekarboxylaza aromatickych L-aminokyselin
(AADC) je enzym podilejici se na tvorbé
neurotransmiterti (dopaminu a serotoninu), které
jsou zodpovédné za komunikaci mezi neurony v
nervovém systému

Ty ose-;\norg# g u\\
. £
\ DA
\g\

SN Nerve Terminal ==

u pacientu s deficitem AADC je typické opozdéni
vyvoje, slaby svalovy tonus a neschopnost ovladat

pohyby koncetin 2 —
Iék Upstaza obsahuje vektor na bazi nereplikujiciho '

se rekombinantniho adenoasociovaného viru Incroased doparmine produciion in pulamen
sérotypu 2 (AAV2; neintegruje se do genomu
pacienta) obsahujici cDNA lidského genu AADC

Sy Improvements in

16000

Motor Autonomic Body Cognition
Function Symptoms Weight

vektor je produkovan v lidskych embryonalnich
ledvinovych burikach technologii rekombinantni
DNA

po podani |éku jsou pacienti schopni ovladat hlavu a
sedét bez pomoci

v r. 2024 dvoulety Martinek z CR podstoupil 1é¢bu
Upstazou ve Francii za 100 mil. K¢




PCR - Polymerase Chain Reaction
Metoda pro masivni replikaci useku DNA

Kary Mullis A B
- metodu vynalezl pocatkem 80. let j
- 1993 - Nobelova cena - jedina za vyzkum v komercni biotechnologické firmé (Cetus) : ,//:

- pouzival dva primery, které ohranicily usek DNA, ktery chtél amplifikovat Kary Mullis
- nové vytvorena DNA se musela denaturovat (oddélit oba retézce) pri teploté nad 90°C, aby mohl zacit
dalsi cyklus amplifikace

- teplotou nad 90°C se ovsem inaktivovala DNA Polymeraza |

- musela tedy byt pridana nova Polymeraza pri kazdém cyklu

Taqg Polymeraza

- pUvodné izolovana r. 1976 z termofilni bakterie Thermus aquaticus

- bakterie zZije v termalnich pramenech (gejzir v parku Yellowstone; 70°C)
- optimalni aktivita Tag Polymerazy je 75-80°C (vydrzi 95°C az 40 min)

- pfi 73°C pfipojuje 100 bazi za sekundu

Patent
- Roche koupil r. 1993 patent na PCR od Cetus Corp. za $330 miliond
- odhadovany vydélek pro Roche je $2 miliardy

1. Denaturation (90°C)
2. Annealing (55°C)
3. Extension (73°C)




PCR - Polymerase Chain Reaction

Reakce probihd v pristroji zvaném termo-cykler,
ktery velmi rychle strida teploty.

30s 94°C

30s 55°C

30s 73°C

One cycle

1. Start with a solution
containing template
DNA, synthesized
primers, and an
abundant supply of
the four dNTPs.

2. Denaturation
Heating leads to
denaturation of the
double-stranded DNA.

3. Primer annealing
At cooler temperatures,
the primers anneal to
the template DNA by
complementary base
pairing.

4. Extension
During incubation,
DNA polymerase uses
dNTPs to synthesize
complementary DNA
strand, starting at the
primer.

5. Repeat cycle of three
steps (2-4) again,
doubling the copies of
DNA.

6. Repeat cycle again,
up to 20-30 times, to
produce millions of
copies of template DNA.



Gelova elektroforéza

- velikost DNA (napf. po PCR reakci) je ovérena na elektroforetickém gelu

- v elektrickém poli putuji zaporné nabité molekuly DNA k anodé (+)

- gel je tvoren agarodzou, kratSi molekuly DNA v ném putuji rychleji nez delSi

- pro vizualizaci fragment( DNA je gel napustén ethidium bromidem, ktery se vaze na DNA a po ozareni
UV svétlem sviti

Mixture of Power
DNA mol- source
ecules of \ Anode
different s I
sizes A —— !
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Power _ oo
source‘ﬁ I - \
Longer ; :
molecules Y Ll A )
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PCR v laboratorni praxi

Detekce kontaminace bunécné kultury mykoplasmaty

5x Green buffer 10ul
PCR Nucleotide mix (20mM) 0,5ul (final 0,2mM)
F primer (100uM) 0,25ul (final 0,5uM)
R primer (100uM) 0,25ul (final 0,5uM) Cycler byl nastaven:
Tag DNA polymeraza 0,25ul (final 1,25U)
Templatova DNA X ul (final 100ng) nazev programu — MYCOPLAS
Doplnit vodou pro PCR na 50ul Calculated”
step 1: teplota a ¢as (inicidlni 2min 94°C)
Increased sensitivity to Cell death Alteration of DNA o~ | ostep: 0:30min 94°C — é&woc\—u(‘c._c_e,
inducers of apoptosis transfection efficiency 5 o
i < step 3:0:30min 55°C = o\n'wea\\\ka
T |
T
< | step4:0:30min73°C - extem e

Imhibition of cell
metabolism

Chromosomal

5: GoTo step 2 35cycles
aberrations step HI 000 C 85

step 6: final extension 5min 73°C
step 7: 4°C forever (zadat ¢as 0)

Disruption of nucleic
acid synthesis

Compromised
production of viruses

DNA fragmentation due to
Changes in cell Inhibition of mycoplasma nucleases,
membrane antigenicity cell growth NOT apoptosis

Mycoplasma: nejmensi a nejjednodussi rod bakterii (cca 0,1 um), nemaji bunécnou sténu (neucinkuji béZna ATB), asto
patogenni. V bunéénych kulturdch negativné ovliviiuji rist bunék.



PCR v laboratorni praxi
Detekce kontaminace bunécné kultury mykoplasmaty

- PCR primery navrzeny tak, aby nasedaly pouze na sekvence pritomné v DNA mykoplasmat
- PCR produkt vznika pouze pokud je pfitomna DNA mykoplasmat

- velikost produktu je 370 bp

- do gelu pridan EtBr (DNA interkalator) - vizualizuje DNA pod UV lampou

500bp
400bp

370bp
300bp

200bp

100bp

20bp a 27bp
zbytky primer(

1. pozitivni kontrola - mykoplazmaticka DNA
2. negativni kontrola - genomovd DNA

3. vzorek C. 1

4. vzorek ¢. 2

5. vzorek C. 3



PCR v kriminalistice - DNA fingerprinting - STR

- navrhnul Alex Jeffreys r. 1984

- sleduji se nekddujici regiony DNA zvané Short Tandem Repeats (STR) el
- kratké sekvence o 2-5 bazich opakujici se 5-50x i:: \ i
- kazdy ¢lovék ma unikatni sestavu (s vyjimkou jednovajecnych dvojcat) Alex Jeffreys

- primery jsou navrzeny pred a za STR sekvenci

- DNA vyizolovana z bunék je amplifikovana pomoci PCR v regionech STR

- na elektroforetickém gelu se detekuje velikost fragmentu

STR STR

STR STR
gene gene gene
STR

gene gene




PCR v kriminalistice - DNA fingerprinting - STR

- porovnani s DNA nalezenou na misté Cinu (z krve, télnich tekutin, kizZe za nehty...)
- pouzivaji se STR s 4- nebo 5-nukleotidovymi repeticemi
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PCR v kriminalistice - DNA fingerprinting - STR

- FBI md databdazi DNA zvanou CODIS (Combined DNA Index System)
- dle pravidel CODISu se testuje a uchovava 13 STR genetickych markert na riznych somatickych

chromozomech (2 alely - tzn. max 26 bandu) + amelogenin pro uréeni pohlavi
- AMEL: na chromozomu X obsahuje intron 1 6bp deleci, na rozdil od Y (Zena XX pouze 1 prouzek 106; muz XY: prouzky 106 a 112)

13 CODIS Core STR Loci

q with Chromosomal Positions
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DNA fingerprinting - RFLP EcoRI

Restriction fragment length polymorphism (RFLP)

G|lA A -
CTT -

TTC
A AG

cut
- starSi metoda pro testovani identity na zakladé DNA

- restrikéni enzymy Stépi DNA ve specifickych mistech a vznikaji rizné dlouhé fragmenty DNA unikatni pro
kazdého clovéka

Nevyhody RFLP oproti STR
- pomald, naro¢na a méné presna metoda
- vyzaduje velké mnozstvi DNA

EcoR I site |——— Target Sequence ————] EcoR I site
S TAAGAGTTGAATTCAATTGCATGCATGCATGCATGCAT TTACTGAATTCGATCCAGTCA .
SATTCTCAACTTAAGTTAACGTACGTACGTACGTACGTAAATGACTTAAGCTAGGTCAGT . .

F——— Probe Sequence ———

W TAAGAGTTGE AATTCAATTGCATGCATGCATGCATGCATTTACTG AATTCGATCCAGTCA. .
 SATTCTCAACTTAR GTTAACGTACGTACGTACGTACGTAAATGACTTAR GUTAGETCAGT . .



Testovani otcovstvi

- drive bylo pouzivano hlavné vylouceni otcovstvi na zakladé krevnich skupin i dalSich leukocytarnich

antigen(
- presnéjsi je testovani DNA metodou STR
- typickym vysledkem je pravdépodobnost 100 % pri vylouceni otcovstvi a 99,99 % pfi potvrzeni

otcovstvi
- kazdy prouzek DNA ditéte musi odpovidat prouzku na vzorku otce nebo matky nebo obou

- je zde zanedbatelnd moznost unikatniho fragmentu, ktery u ditéte vznikne v disledku crossing-overu

a/nebo mutace
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£ = = ] 5 = =
= r— [ =
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Kvantifikace exprese genli

1. pro uréeni mnozstvi transkribované mRNA z urcitého genu
a) Real-time PCR
b) Microarrays

2. pro urCeni mnozstvi vyrobeného proteinu urcitého genu
a) Western blotting
b) Flow cytometrie

Centralni dogma molekularni biologie
DNA RNA

L}

Protein

Transcription .
Translation

Reverse
transcription

""""F'{'EE'I'ication

pri reverzni transkripci vznika cDNA



1a) Real-time PCR (kvantitativni; qPCR)

Meéreni ndristu nové syntetizované DNA po kaZdém cyklu PCR.
Funkce: urcit vychozi mnozstvi mRNA ve vzorku a tim sledovat genovou expresi

Postup:

1. izolujeme mRNA (pomoci kitu)

2. prepis mRNA do komplementarni DNA (cDNA) pomoci enzymu reverzni transkriptazy

3. provedeme PCR podle principu popsaného vyse, ale priddme navic fluorofor*

4. PCR reakci provedeme ve specialnim termo-cykleru s detektorem fluorescencniho zareni
- po kazdém cyklu pristroj zaznamena intenzitu fluorescence
- vyS$si intenzita = vice DNA
- pfimé porovnani mnozstvi mRNA daného genu mezi vzorky

5. software vyhodnoti relativni genovou expresi (pocet kopii mRNA)

*Fluorofor (=fluorochrom): molekula, kterd po osviceni svétlem urcité vinové délky absorbuje energii tohoto zdreni a
prakticky okamzité ji ztrati emisi zareni o delsi vinové délce. Tomuto jevu se fika fluorescence. Fluoroforem muze byt mald
molekula, typicky organicka sloucenina s aromatickym jadrem, nebo i cely protein (napr. GFP).



1a) Real-time PCR (kvantitativni; gPCR)

Vyhodnoceni dat z qPCR

- 4 krivky v triplikatu

- pozdéjsi naridst = méné cDNA (mensi exprese mRNA)

- Priklad: Sledovani poklesu exprese genu OCT3/4 v prubéhu diferenciace embryondlnich kmenovych bunék.
OCT3/4 je exprimovdn nejvice v kmenovych burikdch a u diferencovanych bunék je umlic¢en. DO — den 0 aZ
D7 —den 7.

Amplification Plot
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1a) Real-time PCR (kvantitativni; gPCR)

a b / c d e
/ RNA % cDNA $ Amplification and detection

OR —=

- ’ » » |»

/
\ ) /
g /
' RNA Transfer to Barcoding and

Sampling Inactivation extraction plate RT-gPCR Sequencing
g f

No extraction

Direct inactivation
No extraction

Postup pro testovani COVID-19:

a Odbér materialu od pacienta.

b Inaktivace viru detergentnimi Cinidly nebo zahratim.

¢ Extrakce RNA.

d Pfenos na PCR desticku, ve které maze probéhnout syntéza cDNA pomoci reverzni transkripce a ndsledné gPCR.
e Detekce pomoci gPCR. Alternativné Ize detekci provést pomoci ¢arového kddu vzorku a vysoce vykonného

sekvenovani DNA.

https://www.nature.com/articles/s41467-020-18611-5/figures/1



1b) Microarray

Mikroskopické spoty DNA fixované na pevném povrchu (chip, microarray).

Funkce: zjisténi miry genové exprese simultanné u obrovského mnozstvi genl
- kazdy spot (sonda, probe) je kratky usek genu, ktery se hybridizuje s cDNA

Aqueous mRNA

Phase R

B N eroicin minoallyl - Reverse L+ intensity

Phase DNA IR [ranscriptase wor e i ratio
cDNA |




1b) Microarray

Cancer Cells Mormal Cells

Srovnavaji se mRNA dvou vzork(, napf.:
- vzorek/referencni DNA
- zdravy/nemocny
- pred/po lécbé

Gastric cancer
RNA Isolation
b v
" "mRNA ""mRNA
Reverse
Transcriptase
Labeling
L J L J
"Red Flourescent" Probes “Green Fluorescent” Probes

Combine Targets

Hybridize to
Microarray

napriklad:
upregulace
proto-onkogeni

downregulace
tumor supresort

0.7 E.B
Genes centered. Log-intensities saturated at: -4.6t0 6.6



2a) Western blotting

Urceni mnozstvi urcitého proteinu ve vzorku.

1. vyizolujeme celkovy protein ze vzork(i a zmérime jeho koncentraci

2. zahfejeme s mercaptoethanolem a SDS pro pridéleni negativniho naboje a rozpojeni disulfidickych
mUstk{

3. smichame s obarvenym nanasecim pufrem a naneseme ve stejnych koncentracich na
polyakrylamidovy gel -> gelova elektroforéza

protein s dvéma
podjednotkami A a B
spojenymi disulfidovou samostatna
vazhou podjednotka

GELOVA ELEKTROFOREZA

vzorek se nanasi na gel
specialni pipetou

katoda

plastova komora

zaporné
nabita L=
kﬂ molekula SDS

polyakrylamidové gelova elektroforéza

pufr

©
B —
c e
Al N
\ ®

desti¢ka polyakrylamidového gelu



2a) Western blotting

4. preneseme proteiny z gelu na nitrocelulézovou membranu

&) Cathode

& Anode

Gel cast batwean glass plates.
MNotches cast in top of gel to receive samples,

/

Separated —__ Gel

Components Transfer Membrane
- Filter Paper

Tracking Dye —

Pads
Support Grid




2a) Western blotting

5. inkubujeme membranu s primarni protilatkou proti sledovanému proteinu
6. inkubujeme se sekundarni protilatkou konjugovanou s enzymem (napr. kfenova peroxidaza; HRP)
7. naneseme na membranu vyvolavaci roztok se substratem pro dany enzym (napf. luminol)

Detection Signal
d (colorimetric or chemiluminescent)

Enzyme-conjugated ——

Secondary Antibody
\/Target Frotein

J f:ll\
Lk
L"‘..H“.'.q.-.

. Enzyme Substrate

Primary Antibody

Membrane Containing Transferred Protein



2a) Western blotting

8. vyvolame membranu
- HRP katalyzuje oxidaci luminolu na 3-a
- nizkd intenzita svétla pri 428 nm

minoftalat za emise svétla

- pfitomnost dalSich chemikalii (fenoly) ve vyvoldvacim roztoku amplifikuje svétlo az 1000x
- tato amplifikace se nazyva "enhanced chemiluminescence - ECL"

- detekce pomoci CCD kamery

- vyvolani na fotograficky film

Akt3

a -tubulin

Obrizek 12: Genetickd inaktivace izoforem kinazy Akt u klonii Akt-. Pomoci metody
CRISPR/Cas9 byla vytvofena mutace, ktera znemoziuje expresi izoforem kinazy Akt. Buiky
klonit Akt- a klond SC byly kultivovany v prostiedi normoxie po dobu 3 dnii. Hladina
Jjednotlivych izoforem kinazy Akt byla stanovena v bunéénych lyzatech metodou imunoblotu
s vyuzitim specifickych protilatek. Analyza stejného mnoZzstvi analyzovanych proteini

v jednotlivych vzorcich byla potvrzena pomoci protilatky specifické viéi a-tubulinu.



2b) Flow cytometrie
Technika pro analyzu vlastnosti individudlnich bunék v bunécné populaci.

Na bunkach je mozné rozlisit
- velikost (forward scatter)
- tvar/granularitu (side scatter)
- expresi povrchovych proteini (protilatka proti povrchovym antigen(im konjugovana s
fluorochromem)
- expresi intraceluldrnich proteint (buriky nutno zafixovat a permeabilizovat membranu)

Fluorescent
Channels

o | A
."'_".

s Dichroic

To CCD or
Computer

Bandpass |
Filter
Forward
Scatter
Detector



. Granulocyt

2b) Flow cytometrie i L,_
& &

Vyhodnoceni: L
LQUkocyty = blllé krVinky Meutrophils
hledani NK bunék
CD3 - T cell receptor @ .
CD16 - povrchovy antigen na NK burikach, Lﬁj,mr;h;mes N ®
neutrofilech, monocytech a makrofazich ARG RHHIGYIES

CD56 - povrchovy antigen NK bunék

o

o

o

~—

o

o

+e]
s L A
< O a
3 '3 s
: & NKT cell

O :

Q T
3 o ; £
w o 5

B 0

200

Monoc)
e T

0

800 1000 ~ 10° 102 103 104
B

'...:I --.‘ — I"I
ZOB\MO
FSC-Height
R1 (lymphocyte) gating  emmy CD3™/CD16"/CD56'(upper right) part reading
NK cells - imunitni odpovéd proti rakovinnym burikam a burikdm infikovanym virem
Granulocyty - pritomnost granuli v cytoplazmé a zaskrceni jadra



Frederick Sanger (1918 - 2013)

Vyndlezce metody dideoxy sekvenovdni DNA (téZ Sangerovo sekvenovani).

- dvojnasobny drzitel Nobelovy ceny za chemii (1958 a 1980)
- 1952 definoval poradi aminokyselin ve dvou fetézcich bovinniho
inzulinu
- 1977 publikoval dideoxy metodu pro rychlé a pfesné sekvenovani

Frederick Sanger

Sangerovo sekvenovani = sekvenovani 1. generace

Sekvenovani je uréovdni poradi nukleotidi v molekule DNA.

- principem je pouziti dideoxyribonukleosid trifosfatu ddNTPs terminate DNA synthesis.
(ddNTP) namisto deoxyribonukleosid trifosfatu (dNTP) B
P
\
- pri replikaci se normalné pripojuje novy dNTP na OH- P§C|-|2 Base
skupinu posledniho dNTP na 3'-konci retézce s
_ Ve .7 _ v 3-'
pokud se pripoji ddNTP - elongace konci H=5"— No OH
Normal dNTP ddNTP

(extends DNA strand)  (terminates synthesis)

Figure 19-6a Biological Science, 2/e © 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.



Sangerovo sekvenovani = sekvenovani 1. generace

- smichame templatovou DNA + DNA polymerazu + dNTP (T, A, C, G) + 1 ddNTP (napf. G) + radioaktivné
znaceny primer - elongace retézce se zastavi na mistech zabudovani ddGTP
- vznikaji ndm rGzné dlouhé retézce DNA

Template DNA

Tte
a
N/

3/ | 5/

Al A

T
N

Vv V¥,
ddGTP terminates
synthesis where C's

occur; ddCTP, ddATP,

and ddTTP terminate
synthesis where G's, T's,
and A's occur, respectively

al lel |5 I¥] |a

al el ] i¥] |a

6! €] 7| I |al G

6| lel I¥! 17| |a

5 H 3’
Primer with
radioactive label
Figure 19-6b Biological Science, 2/e © 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.

dATP - deoxyadenozin trifosfat, dGTP - deoxyguanozin trifosfat, dCTP - deoxycytidine trifosfat, dTTP - deoxythymidine trifosfat



Sangerovo sekvenovani = sekvenovani 1. generace

- reakci provedeme 4x, pro kazdy dideoxyribonukleosid zvlast (ddATP, ddCTP, ddGTP a ddTTP)
- produkty téchto 4 reakci naneseme do 4 jamek elektroforetického gelu a roztfidime podle délky
- sekvence DNA je jasna z gelu

Smaller fragments Larger fragments
5’ end 3’end

afll | |

Allﬂ B ﬂl'"
ll | l.l 1|

c | H A |

#
¥
L
t

-"

CAACGACAATCC 3’ Non-template DNA
3’ GTTGCTGTTAGG 5’ Template DNA

Figure 19-6¢ Biological Science, 2/e © 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.



Modernizace Sangerova sekvenovani = sekvenovani 1. generace

- ddNTP jsou znaceny fluorescencné, kazdy jinou fluoroforem a proto Ize vSechny 4 ddNTP smichat do
jedné reakce

- fragmenty jsou separovany v kapilarach naplnénych gelem

- automatické zaznamenavani délky jednotlivych fragmentu

FLUORESCENT MARKERS IMPROVE SEQUENCING

EFFICIENCYd-cl cyp dCTP AT 1. Do one sequencing reaction

ddATP JATP AdTTP instead of four. Reaction mix
ddGTP dgrp m contains ddATP, ddTTP, ddGTP,
DNA polymTe?ase ddCTP with distinct fluorescent
markers. (With radioactive labels,
Template DNA four reactions are needed—one
@ labeled ddNTP at a time.)
ay wsf =]

Wip T G 2.Fragments that result have
distinctive labels.

Long
fragments
G 3. Separate fragments via electro-
¢ Pphoresis in mass-produced, gel-
filled capillary tubes. Automated
C sequencing machine reads output.
T
A
A
A 4 T
Short G
fragments

Capillary Output
tube

Figure 20-1 Biological Science, 2/e © 2005 Pearson Prentice Hall, Inc.



Sekvenovani nové generace = Next generation sequencing (NGS)

= sekvenovani 2. generace

- paralelizace procesu sekvenovani, kdy dochazi k sekvenovani tisict az milioni sekvenci soucasné
- vysledkem je obrovska produkce vystupnich dat s naslednou potrebou data utridit a analyzovat
- rychla a cenové pfrizniva produkci velkého mnoiZstvi osekvenovanych vzorkd najednou

lllumina \/_> ||I_>/ !

Fragments Add adaptors

Attach to flowcell

DB S

PCR extension Dissociation

_— '

_> A

s's EZ

Sequencing Signal scanning

Bind to primer

[
O0—>

]
n
n
Il g —
n

Cluster formation

.. ACGTACGGTTACACAAACCCGTTTGCACGTACGTAAACCGTTGTGACG... -
Alignment { TTACACAATCCCGTTCGCA
TACACAATCCCGTTCGCAC
ACACAATCCCGTTCGCACG
CACAAACCCGTTCGCACGT Layout

| CAATCCCGTTCGCACGTAC

| | AATCCCGTTCGCACGTACG

| | ATCCCGTTTGCACGTACGT

TTACACAATCCCGTTCGCACGTACGT s Consens

templatova DNA fragmentovana na
useky nékolika set bazi dlouhé

konce ziskanych fragmentu jsou
enzymatickou reakci zatupeny a napojeny
k oligonukleotidim urcité sekvence - tzv.
adaptéry

jednotlivé fragmenty jsou oddélené
amplifikovany PCR reakci (u nékterych
technologii tento krok chybi) a pak v
jednom kroku paralelné sekvenovany (az
milidny sekvenci najednou)

délka ziskanych sekvenci je cca 50-500 bp
sekvenacni vytézek jednoho béhu
sekvendtoru mlze byt az nékolik tisic Gb



Sekvenovani 3. generace Oxford Nanopore

- sekvenace jediné molekuly DNA bez nutnosti
paralelnich sekvenacnich procesl ¢i predchozi
amplifikace DNA

- sekvenace v realném Case Pore

- produkuje vyrazné delsi ¢teni (fadové tisice az Polymer
desetitisice bp) DRARESE

- snazSi sestavovani (assembly) jednotlivych ¢teni

- snazsi sekvenovani GC bohatych oblasti (druha — priichod vldkna DNA miniaturnim pérem, kterym
generace — problémy) prochazi elektricky proud; pfi prachodu dochazi ke
kolisani proudu specifickym zptisobem odpovidajicim
prochazejicimu nukleotidu

DNA/RNA

Helicase

Raw signal

First generation Second generation Third generation

(next generation sequencing)

=& P

@ 8

Sanger sequencing 454, Solexa, PacBio
Maxam and Gilbert lon Torrent, Oxford Nanopore
Sanger chain termination lllumina
Infer nucleotide identity using dNTPs, High throughput from the Sequence native DNA in real time
then visualize with electrophoresis parallelization of sequencing reactions with single-molecule resolution

500-1,000 bp fragments ~50-500 bp fragments | | Tens of kb fragments, on average

Short-read sequencing Long-read sequencing
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