


Biologicky material

Biologicky material je vSe, co bylo Ci je soucasti nebo

produktem zivého organismu

susena bylinna ¢ajova smés
ohryzek od jablka

dubové prkno

koCici trus/srst

zkumavka s virem SARS-CoV-2

télni tekutiny — mog, krev, plazma, sérum, sliny, ejakulat,
hlen

tkané, bunky

DID YOU KNOW?

Bl 4 g -

Snail’s teeth are the
strongest biological material
on Earth. They can withstand
pressure high enough to turn
Carbon into Diamond.



DNA

Detekce polymorfismu a mutace

1. PCR (amplifikace konkrétniho fragmentu)- RFLP
(nastépeni spec. restrikénimi enzymy) — detekce na ELFO

2. Real-Time PCR
3.Sekvenace

Analyza sekvence DNA
Klonovani

Zasah do genové exprese

Epigenenom
metylace DNA
histonové modifikace

DMNLA

transcription

Prace s biologickym materialem
PLNA KREV - PLAZMA, SERUM ,SLINY, BUNKY, TKANE, TELNi TEKUTINY

!

Izolace DNA, RNA, PROTEINY

!

Detekce a Kvantifikace

!

PROTEIN
Analyza proteint

RNA - mRNA
Analyza genové exprese

\Drepﬁca tion

Nothern Blott
Real-Time PCR
Analyza transkriptomu

MicroRNA

RMNA

translation

L J

Imunohistochemické metody
1. Western Blott

2. ELISA

Analyza proteomu

MS

Analyza bunék

Pratokova flow-cytometrie

Protein

reverse

transcription



Izolace nukleovych kyselin

* V nativnim stavu z pfirozeného materialu — v dostatecném mnozstvi a pozadované Cistoteé.

 NKje potreba zbavit vSech viech latek,které se po lyzi bunék stavaji soucasti hrubého lyzatu a jejichz
pritomnost by branila u¢innému specifickému plsobeni enzym( pouzivanych k dalSim analyzdam

° Izolace genomOVé DNA Homogenization/ Phase Extraction/
Lysis Separation Precipitati R pension
* lzolace RNA — diraz na ochranu pred degradaci T T - -

Guanidinium-
phenol

« Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA/RNA &
— Spektrofotometrie

* Kontrola kvality a integrity - ELFO

Sample ID @ ‘
6.00 DNA & RNA Sample type RNA
? /| Baseline =
5.00 = 1
1
@ 1 SWnm
Q 1
S 4.004 1 SW Abs (10mm)
8 1
5 i :
2 300+ ! Protein 260nm Abs (10mm)
g : AI‘ 280nm Abs (10mm)
g 2.00+ ? : : 260/280
o
b I : : 260/230
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1 1 = [7] Multi Sample Spectrum display
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Wavelength nm
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Gelova elektroforéza - agarozova

POWER SUPPLY

v s v s ve s . , CATHODE
[ ]
Separaéni metoda vyuzivana pfi izolaci a analyze NK (a ecromonen ¥ a8 a e - \’\
proteinti = polyakrylamidova elfo) i
_ WELL 7—'
* lzolujici molekuly o rozdilné hmotnosti, popr. odliSném SAPLE 9?» 5\
elektrickém naboji, vyuzivajici jejich odliSnou pohyblivost v e

elektrickém poli

«  agardzova (produkt moftskych fas — agar)/polyakrylamidova PONER SLPPLY

CATHODE
Gely tvofi hustou sit, kterou vét$i molekuly prochazeji pomaleji \ /esus - \,
nez mensi molekuly —technika molekulového sita T ™ awoe
WEIGHT SPECIES P w2t 2 w2 5'

. Rychlost pohybu je zavisla na velikosti celkového povrchového naboje, 000 1K 4

velikosti a tvaru molekuly a jeji koncentraci v roztoku

L . , . L , . . , . . LOW MOLECULAR

*  DNA ma uniformni negativni naboj v elektrickém poli se pohybuje od WEIGHT ANALYTES

katody k anodé

EtBr — vmezefi se mezi baze, zviditelni DNA pod UV
(po vazbé na DNA pod UV emituje oranzové svétlo)

Velikost fragmentu DNA lze stanovit dle hmotnostnich standardi
(= restrikéni fragmenty plazmidovych molekul nebo genomu bakteriofag,
jejichz velikost byla stanovena sekvenovanim)

Césti aparatury: elektroforetickd vana, separaéni gel, pufr, zdroj stejnosmérného
elektrického proudu




GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder

0'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,
ready-to-use

(B) Idealni vzorek DNA

bpng/0Sp % -
(C) Castecné degradovana DNA
w0 0 a0 (D) Degradovana DNA
288 (E) DNA kontaminovana RNA
i b b (degradovana)
e s (F) DNA kontaminovana proteinem

1.7% Topisior™ LE 60 Aganss (4R0491)

05 pafiana, 8 cm length od,
1XTBE. 5Wem, 1 h

5% polyacrylamide

05 pgfane, 20 cm length g,
1XTAE, B Viem, 3 h

(A) Trans2K™ Plus DNA Marker (0,1 kb- 5 kb)
(B) Idedlni vzorek RNA

(C) RNA kontaminovana DNA a proteinem
—— ' (D) Degradovana RNA

(E) RNA kontaminovana gDNA

285 rRNA

185 rRNA

*Ribosomalni RNA migruje v agarézovém gelu
rychleji nez stejné velky fragment DNA, a proto
pfi pouziti DNA Zebficku nelze urcit skute¢nou
velikost 28/18/5S rRNA

55 rRNA




PCR — Polymerase chain reaction

Amplifikace vybraného useku DNA
Mnohonasobna in vitro replikace ve zkumavce

- Fetézova reakce vychazi z DNA replikace dsmmm

Kary Mullis, 1983 l

DNA fetézce duplexu mtiZe byt
denaturovana a znovu spojena

* DNA replikace in vivo vyZaduje L
nékolik enzym
- separace retézcu
- syntéza kratkych RNA primerd
- syntéza dvou novych DNA helix(

* DNA replikace in vitro vyZzaduje pouze
jeden enzym (1957 Arthur Kornberg
dokazal existenci DNA Polymerazy)

ainjesadwa) Buiseaiou|

FUNKCE OSTATNICH PROTEINU JE in vitro NAHRAZENA ZMENOU TEPLOT !



 komponenty PCR:

Region of ST T T T I T
& < 'IIEIli _i ili_ill]:I1EI]ZI]:I

— renyl

templatova DNA interest 3 IEEENENENEEEEEE 5
dNTP f v l%uc
pufr (pH=8) STTTTTTITTITTITITITTITTIT .  Denaturation

243 .o v . Temperature is increased
Mg** ionty (aktivita a pfesnost polymerazy) A010000101011110110 toscparate DNA strands
Primer - kritké specifické Useky DNA,

. . oy . . : 48 to 72°C
oligonukleotid 20—-25 pb, ohraniceni oblasti amplifikace DNA l
2 5" e e 3 Annealing
DNA pOIVmeraza ” ' II ZE R LEEE ]:)LI. 1111 5 Temperature is decreased
termostabilni (odolava teplotdm az 98 °C) DN;“;:E!:‘;? g Primer Primer to allow primers to base
L B T T air to complementar

Taq (Thermus aquaticus), Tth (Thermus thermophilus) GREEEREREREREEENEEEE R eyt it

teplota l 68 to 72°C

Nuclectides
J & 'J"};.»S TITITTT ly = FEEEEE 3 Extension
\ - & Cs Cg Nascent 34']'.1-"1'-1-‘?-1-“'[' r 5 Polymerase extends
cg & DNA slrands< primer to form nascent
5 DNA strand
J_I_I_E_I_IJJ:L’ ~ S 3-‘II=IIIII:I1§I¥I§§|1.‘;1I1I5"{}\‘
LLALELLM -

[
ﬁ DNA
Primers Polymerase

Istcycle — 2ndcycle — 3rdcycle — 4dtheycle ---------- » 30th cycle
° opa kovani Cykl u: % T T 231 = 2 billion copies
- navazani primer( i G PRl
. o 24 = 16 copies BHEHHE Amplification
- elongace primeru - g ST Process is repeated, and
, , , T the region of interest is
- Synteza nového vlakna DNA T amplified exponentially
JEIE T
IO
IO

i & 25 = 32 copi
pomoci zmeén teploty! copies



qPCR — Kvantitativni Real-time PCR

* Polymerazova retézova reakce sledovana v realném case

* Kvantifikace DNA — mnozstvi DNA je zaznamendvano v pribéhu

kazdého cyklu

* Detekce mnozstvi DNA je umoznéna pritomnosti fluorescencniho

substratu
* Provadi se ve specialnim cycleru, ktery umoznuje:
—  Cyklické stfidani teplot
—  Detekci fluorescence

—  Monitorovani postupu PCR v realném Case bez nutnosti detekovat
PCR produkty elektroforeticky

* (PCR se obvykle provadi v 96 jamkovych destickach, droven
fluorescence je zaznamenavana v jednotlivych jamkach

* Vysoce citliva a vysoce specifickda metoda

[Fluorescence]




qPCR

* Detekce produktu:

Intenzita fluorescence je primo umeérna mnozstvi produktu, ktery v reakci vznika

sekvencné specifickd sonda — kratky oligonukleotid s barvickou a zhasec¢em (TagMan) — po jeho rozpadu

pfi syntéze DNA narUst fluorescencniho signalu (vyuZivd 5 -3 exonukledzovou aktivitu DNA polymerdazy)

NASEDNUTI SONDY A PRIMERU
K DENATUROVANE DNA

Fluorochom Zhaseg  Emise fluorescence fluorochromu
Forward

Jje blokovana zhasetem
primerl sonda

Reverse
primer
Emise fluorescence

'y
vag 5z pii synté
q.__ Taq polymeraza pfi syntéze DNA
& v 4
+

K svou exonukleazovou aktivitou odstépi fluorochrom
SYNTEZA DNA

—sp

. v s . oL 7V
* interkalacni barviva — Sybr GREEN — nespecificky se vaze na dsDNA
L]

A A Iy .
w Pokud jsou molekuly SYBR Greenu navazany na dvouretézcovou
] v v DNA, tak vydavaji fluorescenci
DENATURACE DNA
Uvalfiovani molekul SYBR Greenu z denaturovanych molekul DNA.
o o ° fluorescence klesa
o © <
reverse
NASEDANI PRIMERU primer
o o o Nasedani molekul SYBR Greenu na vznikajici
dvouretézcove molekuly DNA: fluorescence se zvySuje
= ©
forward o
primer i
SYNTEZA DNA
4 Iy A
===
v v v Mira jed oproti

Vyuziti:

kvantifikace genové exprese
kvantifikace patogenu
genotypizace

h

Video pro nazornost: https://youtu.be/YhXj5Yy4ksQ



https://youtu.be/YhXj5Yy4ksQ

dPCR v Diagnostice

Monogenni onemocnéni

*Detection of Thalassemia, hemophilia,
Sickle cell anemia & favism 2200
*Cystic fibrosis
*Phenylketonuria

1800

1000

400

Normal Allele
Beacon Fluorescence

Forenzni medicina

=200

Prenatalni daignostika
*Noninvasive Prenatal Diagnosis by
Analysis of Fetal DNA in Maternal
Plasma.

2200

1600

1000

400

AF508 Allele
Beacon Fluorescence

Virologie
Diagnostika patogenu
*Quantitatively measurment of Human Cycle Number

immuno_def/CIency Vm.JS (le' . . Figure 1. Examples of specific molecular beacon fluorescence

Detect/op and Quant/tat/on of Circulating . ..ce during real-time PCR in samples containing single

Plasmodium falciparum DNA. lymphoblasts homozygous normal for CF (green), heterozygous
DF508 (blue), or homozygous DF508 (red). (A) Fluorescent signal

*Effect of antimicrobial peptides on host  from the molecular beacon detecting the normal allele. (B)

cells Fluorescent signal from the molecular beacon detecting the DF508
allele. Dashed lines indicate the threshold of 200 units (710 SD
above baseline readings) used for determining CT values.

-200




Restrikcni enzymy

Restrikéni endonukleaza . e o 5 B l B ‘ | 3
(Meselson and Yuan 1968, Smith é | ié | L /L l J( (L ‘ l ] IL ‘ A A OmOoz0
d Wilcox 1970) EcoRl O G B nD@o | SOmo m e
" ;c:z)\ienéné specifické endonukleazy 3TTTTTTTTTTTQT5 ETTTT T I I TT m '
(pUvod z bakterii) ¢ 5' Sticky ends
EcoRl (Escherichia coli), Hindlll . ‘ . ‘ \ ¥ | . | [ | ‘ | |3
(Haemophilus influenzae) 5 3
BT O
* funkce: 3 5 g B ; ‘ ‘ | ‘ ‘ :
* rozpoznani specifické ! 3 51:-,@ ends 5
sekvence dsDNA a nasledna !
ikce (hydroly 5 3 5 3 5 3
;szg)ldiceestezlovr;cyhz\a;azeb) e éliéLLM@mlééé . rsm‘:izﬂlﬁu cLLrLiinzé
rozpoznavaci misto TITTITTTTTTrTeT, (ITILirT, JIIITTTIT,

-
 4-8 bp dlouhé ) -

* charakter palindromu = stejné
poradi bazi v obou smérech



RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism

Enzymatické stépeni DNA ve specifickém restrikénim
misté

Restrikcni endonukleazy

Produktem jsou fragmenty o rizné délce

Vzniklé fragmenty jsou separovany pomoci gelové
elektroforézy

Vyuziti:

mapovani DNA, analyza modifikaci DNA, priprava
mutantd

na zakladé velikosti a poctu fragmentl Ize
sledovat rozdily ve studovanych sekvencich, tzv.
polymorfizmy (polymorfizmy vznikaji prestavbou
v fetézci, napf. inzerci, deleci, substituci bazi)

pfibuznost jedinc, uréeni paternity, identifikace
osob

Nestépend TT
Stépena CC
Heterozygot CT

A E
FeoRl EwRl EeoRl SRl
Tkb | 3kb | 10kb |
Tkb EER 10kDb |
DN probe e DN, probe
SRl SooRl ARl
| Tkb | 3kb |
| 10kb |
DM&, probe

10kb
Tkb

kb

249bn —*




Restrikcni endonukleazy

tvorba rekombinantnich DNA

precnivajici kompatibilni konce usnadnuji spojeni rlznych
fragment( DNA

hormon Protropin® (Genentech, 1985)
interferon a Roferon A® (Hoffmann-La Roche, 1986)

prvni rekombinantni vakcina proti hepatitidé B Recombivax®
exprimovana v kvasince Saccharomyces cerevisiae (Merck, 1986)

prvni pfipavek zaloZzeny na monoklonalni protilatce Orthoclone
OKT 3 (Janssen-Ortho, 1986)(Cvak a Fusek, 2004).

2006 - registrovano 1452 biotechnologickych firem v USA

tetravalentni vakcina proti lidskému papilomaviru (HPV) s nazvem
Gargasil, Silgard , 2006

tvorba GMO

bakterie méni DNA (Agrobakterie) rostliny, aby ta délala, co ony
potrebuji

1986, schvalena prvni prvnitransgenni rostliny — tabdku
nesouciho vloZeny gen pro rezistenci k herbicidu. Environmental
Protection Agency,c USA

70 % dnes péstované baviny je geneticky modifikovanych

Bacterial DNA

Restriction Enzyme

EcoR| e
DNA fragments
Sticky end join at sticky ends
v
Sticky end

)oo@xx

Recombinant DNA

Introduction of
recombinant DNA

into a bacterial cell Recombinant

Human insulin

Extraction &
purificaion of
human insulin

9
. =
Recombl nant Recombinant

DNA : bacteria multiplying

S and producing
e human insulin in
fermentation tank

Plasmid DNA cut with
l restriction enzymes

Human |n5uI|n Bacterium
producing gene \ '

Fermentation
Tank

Bacterium Human insulin



Sekvenace DNA

e  Stanoveni primarni struktury DNA (pofadi nukleotid(l)

a) chemicka metoda — dfive; degradace retézcli nukleovych kyselin pomoci chemickych ¢inidel
(dimethylsulfat, NaOH, hydrazin,..) — Maxam-Gilbertova metoda

b) enzymaticka metoda - specifickd inhibice enzymové syntézy DNA (ddNTP) — Sangerova metoda
c) moderni velkoformatové aplikace zaloZzené napf. na pyrosekvenovani (sekvenovani nové generace)

*  Produkt — retézce ssDNA, jejichz vzajemna velikost se lisi o jednu bazi (elfo rozdéleni)

e  Vstupni material — fragment DNA s presné definovanymi konci

CC CCopml Ac
CCT(; A g CACCG(ZEGC

AGA AGCG TG

CCGGAA

AAT
CICGGCAC‘
rf'f '\C ACk




Maxam-Gilbertovo sekvenovani

® label
 Sekvence je odvozena z molekuly DNA, ktera se

chemicky degraduje na fragmenty v mistech, kde
se vyskytuje baze urcitého typu. Ty se nasledné

separuji pomoci elfo. / \‘\A Cleave a
. 7 wve = v specific bases
«  Chemicka ¢inidla — p¥iklad: '
A>G T+C C
o« __

@) Single stranded
LI I B I O B B DNA template

G>A
— piperidin narusuje glykosidovou vazbu A a G (A + . .
. v . . - ._
— hydrazin za pritomnosti NaCl reaguje pouze s C — Separate by gel
. ° ° . . , v v , clectrophoresis
— NaOH pfi 90 °C zpusobuje silné Stépeni u A a and detect abels
slabé stépeniu C (A>C) G>A A>G T+C  C
T
* VyzZaduje radioaktivni znaceni na jednom konci — — — — | ¢
—_ = G
ssDNA. N A
—_ A
* Reakce je provadéna ve 4 zkumavkach — v kazdé — — &
zkumavce jsou stépeny pouze urcité typy bazi.
*  Vznikd smés rGzné dlouhych fragmentl koncicich l
v misté urcité baze —> vyhodnoceni pomoci elfo, -
ACAATGCGT

stanovena sekvence daného useku.

Video pro nazornost:
https://www.youtube.com/watch?v=_B5Dj8PL4EQ



https://www.youtube.com/watch?v=_B5Dj8PL4E0

Sangerovo sekvenovani

Enzymova metoda

Zalozeno na principu replikace — ukonceni syntézy DNA v
okamziku, kdy se ddNTP zaradi na misto dNTP

ddNTP = analog dNTP, ale postrada hydroxylovou skupinu
na 3" pozici uhliku

ddNTP — koncové terminatory

Reak¢ni smés (4x)

DNA templat
primer
ddNTP — v nizké koncentraci

dNTP — v nadbytku (aby bylo mozné ziskat fragmenty
vSech moznych délek)

Tag DNA polymeraza - syntéze DNA od 5" ke 3" konci
pufr

Vyhodnoceni — elektroforéza

Modifikace —> fluorescencné znacené ddNTP (4 rlizné
barevné znacky) — reakce provedena v jedné zkumavce

J‘) ] J s B B ) J‘ J
,/llzlslnlslel'l |a|s||||o T
DNA to be \ \\ \ \
sequenced b

10T
9/C
8/G
T
6/C
5/G
il
3c
2/C

[F:Y

"
¥

Strand length/ending nucleotide

TGGTCGACGA

A ] ! ]
lIzI3InIsIsI?-a 3o

Normal
nucleotides

4 J ,,-". i Rephcation stopping
T= W analogue in the
f Vv _"C" reaction mixture
.l.n'llr J s
| o Re Complementary
p— i strands
FiTE produced in
B the "C" reaction
[ & i
|
B (A g
|
SEEAEE
B p— | S | : :
CrlE A A i3
Bl
- AEEEEE T EE
— Frarsmarsisitrbib
G A T G

Video pro nazornost:
https://www.youtube.com/watch?v=wdS3j0TghiM



https://www.youtube.com/watch?v=wdS3j0TgbjM

Sangerovo sekvenovani

@ Reaction mixture

» Primer and DNA template  » DNA polymerase
» ddNTPs with flourochromes » dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, and dTTP)

Primex

Foullelelldeltaldatal ettt lala 5

ddNTPs

TP -@
ddCTP -@
ddATP -@
ddGTP-9

@ Primer elongation
and chaln ermination

ST T ?

N e e a1
e e o W)

L o o o o o o e e e e

5 s e—— &

R e o o

g e ——— ¥
- o B B B B B B e e K
2 o o o o o o 2 o e e i £

* Kapilarni sekvenace DNA s fluorescencné znacenymi ddNTP

@ Caplllary gel electrophoresis
separation of DNA fragments

@ Laser detection of flourochromes
and computatiohal sequence analysis

Chromatograph



NGS — Next Generation Sequencing

Sekvenovani tisicl az milionl sekvenci souc¢asné

Templatovd DNA je fragmentovana na useky
nékolik set bp dlouhé

Konce fragmentll jsou enzymaticky zatupeny a
napojeny k oligont urcité sekvence (= adaptéry)

Jednotlivé fragmenty jsou oddélené
amplifikovany PCR a v dalSim kroku paralelné
sekvenovany

Vyuziti:
— celogenomové sekvenovani (evolucni biol.)
— sekvenovani chromozomd, plazmidl, mt

— studium genetické variability, mutacni
analyza

— transkriptomova analyza

— antropologie: srovnavani DNA k zjistovani
migraci lidskych ras (zejména podle
mitochondrialni DNA a Y-chromozomalni
DNA)

Fragmented input
DNA

End Repair

dA Tailing

AdaptorLigation

Size Selection

Amplification

Next Generation
jequencing

Video pro nazornost:
https://www.youtube.com/watch?v=shoje

91YWc


https://www.youtube.com/watch?v=shoje_9IYWc
https://www.youtube.com/watch?v=shoje_9IYWc

PCR Protocol

Get the reagents Prepare the mix Set up conditions




