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Genové inzenyrstvi
Snaha o manipulaci se sekvenci DNA organismu
Cile genového inZenyrstvi:
- vylepsit nase védomosti o tom jak funguiji geny

- vytvaret produkty nebo |éc¢it nemoci

Priklad: produkce hormontl pomoci technologie rekombinantni DNA
- napf. produkce rlstového hormonu pfi poruchdch rlstu



Plasmid

Mala kruhova DNA

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

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

- Konjugace - vyména plasmidl mezi bakteriemi

- za normalnich podminek neni bakterialni cytoplazmatickda membrana pro DNA propustna

Bacterium

Metody pro navozeni propustnosti membrany:

- Chlorid vapenaty (calcium chloride; CaCl,) —
- membrana normalné propustna pro chloridové ionty Bacterial Plasmid
- nepropustna pro vapnikové ionty enremasame
- vstupem CaCl, se do bunék dostava i voda a DNA

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

- Elektroporace
- kratky elektricky Sok vytvori pory v membrané



Restrikéni endonukleazy EcoRI

Enzymy, které Stipou DNA CcTTAEG
- Stépeni probihd v misté kédovaném specifickou sekvenci nukleotidd cut
- pfirozené pouzivany bakteriemi pro Stépeni virové DNA
Restrikéni mista (rozpoznavaci sekvence pro stépeni):
- jsou Casto palindromy
- methylovany (-CH;) aby chranily bakterialni DNA a Stépily pouze virovou
- ¢asto zanechavaiji "sticky ends", napr. EcoRlI ("eco R one") u E. coli
- "sticky ends" jsou vyuzivany pro vloZeni genu do plasmidu
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Exonukledza: stépi DNA od kraju
Endonukledza: stépi DNA od prostredku
Helikdza: oddaluje retézce DNA nebo RNA
Ligdza: spojuje DNA retézce GO, DOG! EVIL OLIVE.




Genové inzenyrstvi v praxi
Growth-hormone deficiency (GHD; pituitary dwarfism) - Nedostatek rtistového hormonu

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

- |é¢ba: injekce hormonu GH

- do roku 1985 GH ziskavan autopsii z hypofyzy (véts. mrtva téla, ¢asta kontaminace)

- od roku 1985 je GH vyrabén v geneticky upravené bakterii E. coli technologii rekombinantni DNA (rHGH,;
recombinant human growth hormone)
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Vétsina pripadi trpasliciho vzristu je ddna dvéma poruchami 1. Achondroplasie (70%) a 2. GDH
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Vyroba rekombinantniho GH

- izolujeme mRNA z bunék hypofyzy (rlizné typy mRNA,

nejen mRNA pro GH)

- pomoci reverzni transkriptazy prepiSeme mRNA do
cDNA

- pfipojeni mist, kterd rozeznava endonukleaza ke
koncim kazdé 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 (rdzné cDNA podle riznych mRNA)

cDNA (complementary DNA): dvojsroubovicovd DNA syntetizovand
podle templdtu mRNA za katalyzy enzymem reverzni transkriptdza

DNA-ligaza: enzym usnadriujici spojeni DNA retézci katalyzou
formace fosfodiesterové vazby

cDNA knihovna: kombinace cDNA vloZenych do hostitele, které
tvori cast transkriptomu. cDNA podle sestrizené mRNA uz

neobsahuje introny a je v prokaryotnim organismu pripravena k

translaci

CREATING A ¢cDNA LIBRARY THAT CONTAINS THE HUMAN
GROWTH HORMONE GENE

1. Isolate mRNAs from cells
in pituitary gland.

cDNA @ (bez introna)

2. Use reverse transcriptase
to synthesize a cDNA from
each mRNA.

Reverse
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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 se pfilepi

- rozdélime dvojsroubovici DNA na jednoretézce
a inkubujeme se sondou

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

- RTG film vytvofri znacky na mistech s
radioaktivni DNA sondou

- tyto kolonie namnozime a cDNA z jejich
plazmidu vlozime do jiného plasmidu, ktery ma
bakterialni promotor a zacne exprimovat rlistovy
hormon

Video: Genové inzenyrstvi

FINDING THE GROWTH HORMONE GENE IN A

cDNA LIBRARY

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.


http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/f06pm/library.htm
http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/f06pm/library.htm

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 zvifecich tkani
- lidsky gen pro inzulin vloZzeny do E. coli nebo kvasinek Saccharomyces Cerevisiae

Faktor VII
- plazmaticky koagulacni faktor pro hemofiliky
- dfive izolovan z krve ddrc( - riziko pfenosu nemoci

Vakcina proti zloutence typu B
- produkce povrchovych antigen( viru v kvasinkach
- virus hepatitidy B nelze péstovat in vitro (jako napf. virus obrny - Poliovirus)

Rostliny rezistentni k herbicidim
- napr. soja, kukurice, bavina
- vloZzen rekombinantni gen zajistujici rezistenci proti herbicidu glyphostatu (Roundup)



Genové inzenyrstvi v praxi
Uprava genomu eukaryotickych organism{ - geneticky modifikované potraviny

1. Agrobacterium tumefaciens

- gramnegativni bakterie - rostlinny parazit s prirozenou schopnosti genového transferu

- infikuje dvoudélozné rostliny (brambory, raj¢ata a tabak)

- zaclenuje do genomu rostliny Ti-plazmid (T-DNA)

- Ti-plazmid obsahuje geny pro produkci rostlinnych hormond

- tvorba nadoru produkujiciho aminokyseliny "opiny",
slouzici agrobakteriim jako energeticky zdroj

- Ti-plazmid je nahrazen umélym plazmidem

2. Gene gun

- pro rostliny, které nejsou napadany Agrobakterii (jednodélozné: psenice i kukufice)
- DNA je zkombinovana s ¢asteckami zlata a pod tlakem "vstrelena" do bunék

- v bunce se DNA oddéli a je transportovana do jadra

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

4. CRISPR
- vektorovy systém pro editaci genomu eukaryotickych bunék
- rostlinné i Zivocisné bunky



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

Clustered regularly interspaced short palindromic repeats

- editace genomu budoucnosti - presné nalezne misto na genomu, které chceme upravit
- levnéjsi a presnéjsi nez predchozi systémy (Zinc-finger nucleases a TALEN)
- mechanismus adaptivni imunity bakterii (CRISPR/Cas)
- RNA-guided DNA-nukleaza je prirozené 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 (endonukledza)
2. nekddujici guide RNA (gRNA)
- zvolime si 20 nukleotid( dlouhou sekvenci na gRNA (target-specific crRNA), komplementarni s mistem
na genomu, které chceme Stépit
- po navazani gRNA na toto misto, Cas9 zde vytvari na DNA dvojzlom (DSB)

Cas9
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www.lifetechnologies.com/crispr



CRISPR - krok 2: vlozeni genu do mista DNA DSB

- DNA dvojzlomy mohou byt opraveny dvéma mechanismy:

1. Non-homologous end joining (NHEJ)

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

CRISPR/Cas
1. NHEJ 2. HR
G1 / \ 5/62
Minimal end processing - Activation of 5'-3' resection -
non-homoelogous end joining homologous recombination
(NHET)
// \. /
Ku-[‘.l'M;-FK“ — €— templit je:
P | 1. sesterska chromatida v S/G2
XRCCA | | e - 2. nesesterska chromatida v G1
XLF /m, 3. exogenni DNA templat
"Classic” NHEJ  Alternative NHEJ Conservative repair
ERROR PROME ERROR FREE

www.microbiology.columbia.edu



GENOVE KOREKCE

- proof-of-principle: Korekce defektniho genu pro B-globin, zplsobujiciho srpkovitou anémii (sickle cell
anemia); na mysim modelu*®
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cells with the

and inject them disease-gausing
into the patient mutation
Correct the Generate patient-
disease-causing specific
mutation iPSCs

* Hanna J. et al, Science 2007; reviewed in Simara P. et al, Transl Res 2013



PCR - Polymerase Chain Reaction
Metoda pro masivni replikaci useku DNA

Kary Mullis

- metodu vynalezl pocatkem 80. let
- 1993 - Nobelova cena - jedina za vyzkum v komercni biotechnologické firmé (Cetus)
- pouzival dva primery, které ohranicili Usek DNA, ktery chtél amplifikovat

- noveé vytvorena DNA se vSak musela denaturovat (oddélit oba retézce) pfri teploté nad 90°C aby mohl
zacit dalsi cyklus amplifikace

- teplotou nad 90°C se ovsem inaktivovala DNA Polymeraza | (pouzival jeji ¢ast - Klenow(v fragment)

- musela tedy byt priddana nova Polymeraza pfi kazdé cyklu

Taqg Polymeraza

- pavodné izolovdna r. 1976 z termofilni bakterie Thermus aquaticus
- bakterie Zije v termalnich pramenech (poprvé objevena v gejziru v parku Yellowstone; 70°C)
- optimalni aktivita Tag Polymerazy je 75-80°C (vydrzi 95°C az 40 min) -
- pfi 73°C pripojuje 100 bazi za sekundu

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

to be replicated 5 3 5 3
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PCR - Polymerase Chain Reaction

Reakce probihad v pristroji zvaném termo-cykler,
ktery velmi rychle stfida teploty.

30s 94°C

30s 55°C

30s 73°C

Video: PCR

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.


https://youtu.be/MkrcOoIDQmY?list=PLmXzuVn0p6GCNgqB0lVPGcUEwdsu755o1
https://youtu.be/MkrcOoIDQmY?list=PLmXzuVn0p6GCNgqB0lVPGcUEwdsu755o1

PCR - Polymerase Chain Reaction

- velikost vysledného DNA fragmentu je ovérena na elektroforetickém gelu

- v elektrickém poli putuji zaporné nabité molekuly DNA k anodé

- gel tvoren Agarozou a kratSi molekuly DNA v ném putuji rychleji nez delsi

- pro vizualizaci fragment( DNA je gel napustén etidium bromidem, ktery se vaZze na DNA a po ozareni
UV svétlem sviti
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www.biol151.nicerweb.com



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:

Taqg DNA polymeraza 0,25ul (final 1,25U)

Templatova DNA x ul (final 100ng) ndzev 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 . [ step2:0:30min 94°C — devsicaie
inducers of apoptosis transfection efficiency 3 o
< < step 3:0:30min 55°C C\v\\/\ec\\\'\/\s
34|
~ \ step 4: 0:30min 73°C — &% {‘e,v\ e
™~

Inhibition of cell

metabolism

Chromosomal

: GoTo step 2 35cycles
aberrations Stepe P —-L——

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 0,1um), nemaji bunéénou sténu (neucinkuji béZnd ATB), casto
patogenni. V bunéénych kulturdch negativné ovliviuji 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 370bp

- 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 . 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)

- kratké sekvence o 2-5 bazich opakujici se 5-50x

- kazdy ¢lovék ma unikatni sestavu (s vyjimkou jednovajecnych dvojcat)
- primery jsou navrzeny pred a za STR sekvenci
- DNA vyizolovana z bunék je amplifikovdana pomoci PCR v nekoduijicich usecich DNA vytipovanych pro STR
- na elektroforetickém gelu se detekuje velikost fragmentu

STR STR

ST erese PR U e

gene gene gene

A STR
AN T AT g TG ARGR 1RGN g AT g

«\\_1{? gene gene

STR STR

gene gene gene

https://www.youtube.com/watch ?v=DbRIXMXuK7c



PCR v kriminalistice - DNA fingerprinting - STR

- porovnani s DNA nalezenou na misté Cinu (z krve, semene, klze za nehty...)
- pouzivaji se STR s 4- nebo 5-nukleotidovymi repeticemi

m e
| 11

https://www.youtube.com/watch?v=DbRIxMXuK7c; Wikipedia



PCR v kriminalistice - DNA fingerprinting - STR

- FBI ma databazi DNA zvanou CODIS (Combined DNA Index System)
- dle pravidel CODISu se testuje a uchovava 13 STR genetickych marker( na rliznych 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 (muz XY: bandy 106 a
112; Zena XX pouze 1 band 106)

13 CODIS Core STR Loci e e
with Chromosomal Positions 3 - o~ 3 - N
TPROX 8 E g g a £ g g
DSS1=358 'g 2 8 g 'g ki B 3
g 5 o g o 5 @ @ o > \@o 7
THO1
D55818 3851179 VWA — —_ — —
LCSF1P°3 = —_— —
1 2 § 4 5 8 7T 8 9 10 11 12 pr— ! — - - a -—— -
(==}
= AMEL -—  — -— — -— — -— —
E = — — — o—
D138317 E E g = = =) S - — — - - - —
= D165539 s D18S51 D21S511 AMEL — S
& 4 458 . - - 5 = = - s (= =
13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 X Y - - — - - — - -
- - - =~ = -




DNA fingerprinting - RFLP EcoRI

G|A A
Restriction fragment length polymorphism (RFLP) cTT

TTC
A AG

cut
- starSi metoda pro testovani identity na zakladé DNA

- restrikéni enzymy nastipou DNA ve specifickych mistech a vznikaji rizné dlouhé fragmenty DNA unikatni
pro kazdého ¢lovéka

Nevyhody RFLP oproti STR
- pomala, narocna metoda a méneé 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 RFLP, v soucasnosti hlavné STR

- typickym vysledkem je 0% pro negativni a 99,99% pro pozitivni test

- kazdy prouzek na Stépené DNA ditéte musi odpovidat prouzku na vzorku otce nebo matky nebo obou
- je zde zanedbatelna moznost unikatniho fragmentu, ktery u ditéte vznikne v disledku crossing-overu

a/nebo mutace

s - o~ o = ~N
£ k) e e = = e =
2 5§ & 2 = & %] &
-y P— -— —a . —_— — o

Video: Testovani otcovstvi



http://www.sumanasinc.com/webcontent/animations/content/paternitytesting.html
http://www.sumanasinc.com/webcontent/animations/content/paternitytesting.html

Kvantifikace exprese genu

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

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

Centralni dogma MB

Transcription Translation

Gene — Transcript — Polypeptide
(DNA) (RNA) (amino acids)

——

Reverse
transcription

vznika cDNA

Replication




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

Meéreni ndristu nové syntetizované DNA po kazdém cyklu PCR
Funkce: urcit vychozi mnoZstvi mRNA ve vzorku a tim sledovat aktivitu gen(

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 prfidame navic fluorofor*

4. PCR reakci provedeme ve specialnim termo-cykleru s detektorem fluorescencniho zareni
5. software vyhodnoti relativni genovou expresi (pocet kopii mRNA)

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



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

Dveé zakladni techniky qPCR:

1. dsDNA fluorofory (nejcast. SYBR Green)

- fluorofor méni své strukturni vlastnosti po navazani na dvojretézcovou DNA (dsDNA) a rozsviti se
- detekuje veSkerou dsDNA, takze i mozné nespecifické produkty, ¢i ptip. dimery primer(

2. Reporterové sondy

- kratké sekvence komplementarni DNA oznacené fluoroforem (reproter) a zhasecem (quencher)

- jsou specifické pro sledovany PCR produkt (gen)

- mnohem presnéjsi nez barveni dsDNA

- komeréné dostupna tzv. "Universal Probelibrary - UPL"
- soubor DNA 100 sond
- software navrhne vhodnou sondu pro vybrany gen a také vhodné primery tak, aby vznikal
pokud mozno jeden produkt PCR (amplikon) a pouze na néj pasovala vybrana sonda

Taq polymerase

//—TL

Target DNA {double stranded) Targcd DNA strand with
hybridized probe




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

Vyhodnoceni dat z qPCR

40x opakovani cyklu

Holding Stage Holding Stage Cycling Stage
Number of Cycles: 40 $
Enable AutoDelta
Starting Cycle: |1
100 —,
950°C 95,0 °C
10:00 100%  00:15 \
75— 10Q%
00%
60,0°C
50.0° 01:00
02:00
100%
25 —|
0
Step 1

Step 1 I Step 1 Step 2

Denaturace 95°C

|

Annealing a extenze pfi jedné teploté 60°C



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

Vyhodnoceni dat z qPCR

- 4 krivky v triplikatu

- pozdéjsi naridst = méné cDNA (mensi exprese mRNA)

- sledovani poklesu exprese genu OCT3/4 v pribéhu diferenciace embryonalnich kmenovych bunék (hESC)
- OCT3/4 je exprimovan nejvice v kmenovych bunkach a u diferencovanych bunék je umlcen

Amplification Plot

10 -

0,1 |

0,01

ARN

0001 {f /7 W\

0.0001 - \ {

0,00001 -

0000001 ++—""+—+—+——7—T+—+—— — ———r — v m——s
2 4 ] 8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 N R ¥ B B 4

Cycle



1b) Microarray
Mikroskopické spoty DNA fixované na pevném povrchu (chip, microarray)

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

labelled target (sample)
fixed probes

different features
(e.9. bind different genes)

Fully complementary Partially complementary
strands bind strongly  strands bind weakly

Agueous mRNA

* Phase T b Filter g '
Phanol NFroicn Aminoallyl | Reverse Cy Dyes CDNA f i laser intensity
¥ Phase e Nucleotides ,  Transcriptase .vagh e; | = 0 ratio
cDNA - ﬁa elled cDNA
Sample Purification RT Coupling Hybridization Scanning Normalization

and washes and analysis

Wikipedia



1b) Microarray

Cancer Cells Normal Cells

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

Gastric cancer
RNA Isolation
v v
""mRNA ""mRNA
Reverse
Transcriptase
Labeling
v v
| cDNA | | cDNA |
"Red Flourescent" Probes "Green Fluorescent" Probes
Combine Targets
Hybridize to
Microarray

napfriklad:
upregulace
proto-onkogent

downregulace
tumor supresor(

0.7 L8
Genes centered. Log-intensities saturated at: -4.6t0 6.6



2a) Western blotting

Urceni mnoZstvi urcitého proteinu ve vzorku

1. vyizolovat celkovy protein ze vzork( a zméfit jeho koncentraci
2. zahrat s mecaptoethanolem a SDS pro pridéleni negativniho naboje a rozpojeni disulfidickych mUstk
3. smichat s barvi¢kou a nanést ve stejnych koncentracich na polyakryamidovy gel

A sample loaded onto gel 18) protein with two
by pipette subunits, A and B,
joined by a dsullide single subunit
bridge proten

plastic casing

HEATED WITH SDS AND M{RCAPTOEYHANOL

negati vetv
charged SDS C
molecules

POLYACRYLAMIDE GEL € LECYROPNORE SIS

@

\ ®
http://www.biologyexams4u.com/ siab of potyacrylamide gel



2a) Western blotting

4. prenést proteiny z gelu na nitrocelulozovou membranu

& Cathode

@ Anode

Gel cast between glass plates.
Motches cast in fop of gel to receive samples,

/

Separated —___ Gel

Components Transfer Membrane
L1 Filter Paper

Tracking Dye —

http://www.leinco.com/



2a) Western blotting

5. inkubovat membranu s primarni protilatkou proti sledovanému proteinu
6. inkubovat se sekundarni protilatkou konjugovanou s enzymem (napfr. kifenova peroxidaza; HRP)
7. nanést na membranu vyvolavaci roztok se substratem pro dany enzym (napr. luminol)

Detection Signal
" (colorimetric ar chemiluminescent)

Enzyme-conjugated ——

Secondary Antibody
\/ Target Protein

. Enzyme Substrate

Primary Antibody

4

Memkbrane Containing Transferred Protein

http://www.leinco.com/



2a) Western blotting

8. vyvolat membranu

- HRP katalyzuje oxidaci luminolu na 3-aminoftalat za emise svétla

- nizka intenzita svétla pri 428nm

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

, 24 h 48 h 24 h 48 h

- detekce pomoci CCD kamery B s "o B E & B m 2 5 wa e
- vyvolani na fotograficky film dasatinib100nM - -+ 4 - -+ 4+ 4+ s
washout - - - x - - - 1x 2x 3x 2x 3K

BIM | S——— Y —

GAPDH _— —_—

P-CRKL | s——— — —  ——— —

CRKL | "5 S e S0 S G coe SR S

p-ERK p— — —— —

ERK — — —— —— PRp——

p-STATS | W - -

SITYERN Rl L b L e ——

PARP | D D B B cns i S — — et

c-PARP T — — P —,

Figure 2. Effect of intermittent high-dose TKI treatment on signaling pathways in
the K562 cell line. The cells were exposed to imatinib (A) or dasatinib (B) at a low
dose continuously (2.5 uM imatinib or 1 nM dasatinib), a high dose continuously
(32.5 uM imatinib or 100 nM dasatinib) or a high dose transiently (washout 1X,
2X, or 3X). The cells were then lysed and analyzed by Western blotting. The

incubation time was 24 and 48 hr. .
Simara et al., AJH 2013



2b) Flow cytometrie

Technika pro analyzu velkého mnoZstvi bunék.

Na bunkach je mozné rozlisit
- velikost (forward scatter)
- tvar (granularitu; side scatter)
- expresi povrchovych proteini (protilatka proti povrchovym antigenlim konjugovana
fluorochromem)

- expresi intracelularnich proteint (buriky nutno usmrtit a permeabilizovat membranu)

Fluorescent
Channels
c p
1l Y To CCD or
Dichroic Computer
.

2\
*

e®oc e®

ernrrrrreeeE

Bandpass ‘
Filter

Forward
Scatter
Detector



. Granulocyty
2b) Flow cytometrie L
Q) &7
Vyhodnoceni: 3
Leukocyty - bilé krvinky Neutrophils
hledani NK bunék
a
A > t./ .
CD3 - T cell receptor o @
’ . v 7 \"

CD16 - povrchovy antigen na NK burkach, Lymphocytes . Blateisls E? t
neutrofilech, monocytech a makrofazich Manacyies LELis e
CD56 - povrchovy antigen NK bunék

8

- @)

Common lymphoid progenitor
g |
\ }

4 w ;
£ o a X
E 8 § NKT Ce" Naturalgr cell Small lymphocyte
& g i (Large granular lymphocyte)
% 8 = i o

¥ (@) Tlymphocyte B lymphocyte

o

: @

-k.u.i-" oy =L _ Plasma cell
o S o _-':"
2008000 800 1000  10°

A FSC-Height B CD3 FITC

R1 (lymphocyte) gating _ CD37/CD16"/CD56"(upper right) part reading

NK cells - imunitni odpovéd' proti rakovinnym bunkdam a burikdm infikovanym virem

Granulocyty - pfitomnost granuli v cytoplazmé a zaskrceni jadra

www.biosbcc.net,
www.ogscience.org
wikipedia




Frederick Sanger (1918 - 2013)

Viyndlezce metody dideoxy sekvenovani DNA (téZ Sangerovo sekvenovani)

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

Wikipedia
Sangerovo sekvenovani
Sekvenovdni je urcovdni poradi nukleotidi v molekule DNA
- principem je pouziti dideoxyribonukleosid trifosfatu ddNTPs terminate DNA synthesis.
(ddNTP) namisto deoxyribonukleosid trifosfatu (dNTP) B
P
\
- pri replikace se normalné pripojuje novy dNTP na OH- P}CHZ Base
skupinu posledniho dNTP na 3'-konci retézce .
_ Ve s _ 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

- smichame templatovou DNA + DNA polymerdzu + 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

ol el

ddGTP terminates
synthesis where C's
occur; ddCTP, ddATP,

A 0 and ddTTP terminate
G| [cl 7] [7] Al synthesis where G's, T's,
T TEIee and A's occur, respectively

6| [c 7| ;fﬁA G

3I

G| |€l |7 |¥! Al

5 ! m 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

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

Smaller fragments Larger fragments
5" end 3’ end

Gl | I | i u
A H.ﬂ" .l M' .l'l'!'"
c L Wit n 1w

5’ ERACGACARTEE 3’ Non-template DNA

3" GT;I'GCTGTTAGG 5’ Template DNA

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




Modernizace Sangerova sekvenovani

- ddNTP jsou znaceny fluorescencné, kazdy jinou barvickou a proto Ize vSechny 4 ddNTP smichat do jedné
reakce a neni potreba radioaktivné znaceny primer

- fragmenty jsou separovany v kapilarach naplnénych gelem

- automatické zaznamendvani délky jednotlivych fragmentd

FLUORESCENT MARKERS IMPROVE SEQUENCING

EFFICIENCYd-dc_I_P gce  drrp 1. Do one sequencing reaction

ddATP dATP ddTTP instead of four. Reaction mix
ddGTP dGTp @ contains ddATP, ddTTP, ddGTP,
DNA polymé}fase ddCTP with distinct fluorescent
markers. (With radioactive labels,
Template DNA four reactions are needed—one
labeled ddNTP at a time.)
i @ s\ wb]

A LT G 2.Fragments that result have

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

Caﬁili/ary Output
tube

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



Bunécné reprogramace

Priprava lidskych indukovanych pluripotentnich kmenovych bunék (iPSC)
Tyto jsou schopny diferencovat do tkani vSech tfech zarodecénych listl
Jednim z moZnych vyuZiti je pfiprava progenitor( pro transplantace (napf. krevni, pankreatické, jaterni...)

Shinya Yamanaka
nar. 1962
Nobelova cena 2012 (sdilend s J. Gurdonem)

Obr.: Wikipedia



Sebeobnova (self-renewal) a diferenciace

"Stem cell is capable of self-renewal and gives rise to a specialized cells"

Typy kmenovych bunék*

Totipotentni...

Pluripotentni...

Multipotentni...

Unipotentni...

dava vznik celému organismu
napf. zygota; ¢asna blastomera

diferencuje do vSech 3 zarodeénych listu, ale ne do
extraembryonalni tkané
napf. inner cell mass; ESC; iPSC

diferencuje do rtznych bunécénych typl v ramce urcité linie
napf. hematopoietic stem cell

diferencuje pouze do jednoho bunécného typu
napr. spermatogonium

pouze v
embryu

existuji i v
dospélych

* Amabile and Meissner. Induced pluripotent stem cells: current progress and potential for regenerative medicine. 2009. Cell



Reset do embryonalniho stavu

- diferenciace probiha vétsinou jednosmérné a reprogramace ¢i transdiferenciace je vzacna (napf. nékteré
nadory)

- avSak jadro vétSiny bunék si zachovava schopnost resetovat se do embryonalniho stavu:

* Nuklearni transfer - jadro somatické bunky je vystaveno faktorim oocytu
1952, Briggs, 1962 Gurdon: transplantace jadra z buriky blastuly do zabich vaji¢ek
1997, Wilmut: ovecCka Dolly, prvni naklonovany savec
neprovedeno na lidech; je potfeba znacné mnoZzstvi oplozenych vajiCek

» PFima reprogramace - indukovana overexprese definovanych transkrip&nich faktoru
2006, Takahashi a Yamanaka: transformovali mysSsi fibroblasty do pluripotentnich
bunék vloZzenim 4 genu - Oct3/4, Sox2, Klf-4, c-Myc (OSKM)
2007, Takahashi; Yu: iPSC z lidskych fibroblastu



Jak pripravit lidské iPSC?

Genome-integrating
risk of tumorigenicity

Retrovirus

Lentivirus

Integration-free
potential for clinical use

Sendai virus

Adenovirus

individual
viral vectors

one viral vector
STEMCCA

Episomal ve

ctors

synthetic mMRNA

excisable STEMCCA

Recombinant proteins




Zdrojové bunky

a) Fibroblasty b) Krevni progenitory CD34+



Povrch pro kultivace iPSC

a) MEF feeders

IPSCs kultivovany na vrstvé ozafenych mysSich
embryonalnich fibroblastl (MEFs; 50Gy)

MEFy ziskavany pfimo z mySich embryi

b) Geltrex™ feeder-free system

Kultivaéni misky pokryty membranovym matrix

Nepritomnost xenogennich bunék je vhodngjsi
pro klinické aplikace




Reprogramming timeline

D19
DO . _ D10 _ clones picked on fresh
reprogramming first colonies MEEs or Gelrex

D31
succesfull expansion




Potencial iPSC v regenerativni mediciné

Ly —:{%?/

Patient Patient-specific Specialized cells

iPSCs

- Detection of
high-quality
iPSCs

- Availability of efficient
differentiation protocols

- Proper preclinical
animal models

- Reproduction of disease-
specific phenotype

- Scalability of assay
for drug screens

Drug screening
('Disease modelling’)

®+ €S
Cell therapy

- Successful engraftment

- Teratoma risk

- Maturation level and
functionality of cells

*Wu, S. and Hochedlinger, K. 2011. Nature Cell Biology; reviewed in Inoue H. et al, EMBO 2014

- In vivo efficacy

- Toxicity in large
population

Treatment of
multiple patients

Single
treated patient

- In vivo efficacy

- Costs associated
with patient-specific
therapy



Potencial iPSC v regenerativni mediciné

- Reproduction of disease-
specific phenotype
- Scalability of assay
for drug screens - In vivo efficacy

Drug screening - Toxicity in large
('Disease modelling’) population

Treatment of
multiple patients

e o
7T
DRUG SCREENING: Lidské bunky pro
Patient Patient-specific Specialized cells evaluaci léciv
iPSCs
- Detection of - Availability of efficient p T < ~ .
high-ciuality iiffsrantiatio Botocols - Iveky ucinné na %wreimch modelech nemusi
iPSCs - Proper preclinical vzdy fungovat u ¢lovéka

animal models

- prvni krok v klinickych testech "Faze 0,5"
toxicita

- klinické testy "Faze 1,5" - pouze responders

*Wu, S. and Hochedlinger, K. 2011. Nature Cell Biology; reviewed in Inoue H. et al, EMBO 2014



Potencial iPSC v regenerativni mediciné

PRO A PROTI

- nebezpedi vzniku teratomu

- vysoké naklady na pfipravu iPSC z pacientu

- urCité poruchy nemuzou Cekat (poranéni michy)

+ vhodni kandidati: eg. age-related macular degener.

T — %

o

Patient Patient-specific Specialized cells
iPSCs
- Detection of - Availability of efficient
high-quality differentiation protocols
iPSCs - Proper preclinical

animal models

BUNECNA TERAPIE (Transplantace)

- niZ8i riziko odmitnuti Stépu a infekce u
autolognich bunék

- banky iPSC od darcu s hlavnimi HLA typy

oy’ + o2 *

Cell therapy Single
treated patient

- Successful engraftment - In vivo efficacy

- Teratoma risk - Costs associated

- Maturation level and with patient-specific
functionality of cells therapy

*Wu, S. and Hochedlinger, K. 2011. Nature Cell Biology; reviewed in Inoue H. et al, EMBO 2014



