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Metody molekulární biologie - cvičení



Cíl cvičení

Potlačení/umlčení exprese vybraného genu 

a) mutageneze v genomu pomocí metody  
CRISPR/Cas9

b) post-transkripčím umlčením exprese pomocí 
shRNA

→ funkce genu …



Cílená mutageneze přímo v genomech



- snaha o vývoj systému pro sekvenčně specifickou tvorbu dsDNA zlomů

Cílená mutageneze přímo v genomech

od 80. let - četnost homologické rekombinace je zvýšena indukcí dsDNA zlomů



CRISPR/Cas9
 CRISPR-associated protein 9 – nukleáza ze Streptococcus pyogenes

 adaptivní imunita bakterií proti virům (obecně cizorodé DNA)

 RGN – RNA-guided nuclease

 sekvenční specifita je dána interakcí DNA-RNA

Bakterie – inkorporace cizorodé DNA do CRISPR repetic v genomu
- tyto následně přepsány do RNA (pre-crRNA → crRNA)

crRNA – protospacer – fragment cizorodé DNA
- CRISPR repetice



CRISPR/Cas9

- crRNA poté hybridizuje s transaktivující 
CRISPR RNA (tracrRNA)

- tento komplex RNA interaguje s Cas9 
nukleázou

- protospacer RNA navede celý komplex k 
cizorodé DNA (komplementarita sekvencí)

- výsledný ribonukleoproteinový komplex 
štěpí cizorodou komplementární DNA



CRISPR/Cas9
- celý systém modifikován pro cílenou 

mutagenezi

Vektor:

– guideRNA (gRNA) = crRNA + tracr RNA

- součástí gRNA i 20nt komplementární
úsek k cílovému místu v genomové DNA

+ koexprese Cas9 nukleázy



PAM – protospacer adjacent motif
- sekvence v těsném sousedství s gDNA
- nutná pro účinné štěpení Cas9 nukleázou

- původní systém „NGG“ (ale vývoj systémů s jinými sekvencemi)
- dle systému cílová sekvence musí být ve formátu N20GG

CRISPR/Cas9



CRISPR/Cas9 – zvýšení specifity - nikázy
Pouze 20 nt naváděcí sekvence

off-target efekty

Cas9 – 2 nukleázové domény (RuvC, HNH)

Cas9 nikázy – mutanti v jedné doméně
- indukce cílených SSB

-design – 2x SSB blízko sebe
- a na opačných řetězcích

DSB
vyšší specifita (?)

nebo využítí upravených (více specifických forem Cas9) – SpCas9 – HF, eSpCas9
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To KO gene - all you need is …

Plasmid – gRNA, Cas9 promotor (konstitutivní nebo inducibilní)

Virový vektor

Transfekce RNA po in vitro transcripci

Transfekce komplexu Cas9 + gRNA



lentiCRISPRv2
http://www.addgene.org/52961/



CRISPR/Cas9
http://www.addgene.org/crispr/

- dostupné vektory

Různé LifeTech firmy – různé platformy (modifikace původního systému)
- knihovny gDNA pro různé organismy
- validované gRNA

Pro design lze využít dostupný software (více než 30 online softwarů)
- https://en.wikipedia.org/wiki/CRISPR/Cas_Tools

- http://crispor.tefor.net/
- https://crispr.cos.uni-heidelberg.de/

+ všechny větší i menší Lifetech firmy



design CRISPR/Cas9
Sekvence genu včetně znalosti kde začínají a končí exony

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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https://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/Blast.cgi?PRO
GRAM=blastn&PAGE_
TYPE=BlastSearch&LI
NK_LOC=blasthome

tu delší sekvenci →
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- u transkriptu 2 chybí 3. exon (zelený)



Chci-li zacílit 
obě varianty 
mRNA – cílím 
na kratší 
variantu 
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Online target prediction tools 

Off-targets

- různé softwary různé metody/algoritmy scoringu

Efficiency – „pravděpodobnost štěpení v cílovém místě“

Out-of-frame score – „pravděpodobnost vzniku posunové mutace“
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… ale pozor na alternativní iniciační kodóny
(tedy spíše ne první exon)

vs
non-sense mediated decay

Chci-li mutovat gen → předčasný stop kodon, obvykle volím začátek genu 
… cca do 500 bp od ATG

Pravidlo 50 nt – neumísťuji cílové místo štěpení blízko místa sestřihu

- aby mutace nezpůsobila vznik alternativního místa sestřihu
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http://crispor.tefor.net/



29



30

Pozor na možné mutace/polymorfismy 
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https://cctop.cos.uni-heidelberg.de:8043/
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Kontrola specifity navržených oligonukleotidů k cílové sekvenci všech izoforem
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Následně doporučuji manuální kontrolu, že cílová sekvence leží v exonu u všech 
izoforem (ne vždy musí mít izoformy stejně ohraničené exony)
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RE BsmBI (ESp3I)

ligace, transformace E. coli ligační směsí, expanze klonů, izolace plazmidové DNA, 
sekvenace



- přenos plazmidu do eukaryotických buněk (transfekce)
- selekce a expanze puromycin-rezistentních buněk
- příprava jednotlivých klonů metodou limitního ředění (ev. FACS)
- analýza exprese cílového genu na úrovni proteinu (westernův přenos)
- izolace genomové DNA klonu(ů) s nulovou expresí cílového proteinu
- amplifikace cíleného úseku genomové DNA + sekvenace

další postup …
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Cílové místo štěpení alespoň 100 bp od primerů kvůli případným delším delecím
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Sequencing results

ins A

wt

Mutated 
homozygot

X
Second allele 
not detected
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Heterozygot
2 alleles

Heterozygot
3 alleles

X
Not a single 

cell clone
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http://crispid.gbiomed.kuleuven.be/
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Velmi dobrý je i - https://ice.synthego.com/#/



další postup …
- eventuálně klonování zacíleného úseku genomové DNA do plazmidu vhodného
- pro sekvenaci

- sekvenace určitého počtu klonů (2 alely genu – min. 4 klony)
- analýza sekvenačních výstupů, identifikace mutací a jejích významu (ORF)

Jaké mutace lze očekávat?

- jakékoli (nejčastěji malé inzerce/delece)
- Cas9 štěpí DNA 3-4 nukleotidy upstream od PAM sekvence
- ideální jsou malé posunové mutace, které mění čtecí rámec

→ předčasný stop kodon

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder





B-Myb Vložíte-li sekvenci kódující sekvence genu (od ATG)



B-Myb - mutovaný
Vložíte-li sekvenci kódující sekvence genu (od ATG)



Organizace cvičení (CRISPR)
- skupiny po 12 lidech (2x 6 hod praktických cvičení)

Každá skupina

… před praktickou částí cvičení …

- přídělen jeden cílový gen
- návrh strategie cílené mutageneze tohoto genu metodou CRISPR (miniprojekt)
- zaslání nejpozději týden před začátkem cvičení na email vyučujícího dané

skupinky

… po praktické části cvičení …

- výsledky získané na cvičeních budou zpracovány do tohoto miniprojektu
- včetně analýzy sekvenačních výstupů
- včetně vyhodnocení významu vzniklých mutací pro translaci cílového genu



Miniprojekt (.doc)

- stručný úvod + cíl

- detailní popis návrhu gRNA sekvencí, oligonukleotidů a sekvencí primerů pro 
vybraný gen

----------------------------------------------------------------------------------------

- stručný popis výsledků dílčích kroků cílené mutageneze z praktických cvičení

- analýza výstupů ze sekvenace genomové DNA získaných klonů

- závěr



RNA interference

 mechanismus post-transkripčního umlčování genů

 využívá dvouřetězcové RNA pro interferenci s genovou expresí 

(dsRNA efektivnější než ssRNA)

 podstatou je enzymová degradace nebo zastavení translace 
specifické mRNA

 miRNA vs siRNA



siRNA
 malé nekódující dsRNA o velikosti 21-25 nukleotidů

 negativní regulátory genové exprese, které obvykle zprostředkovávají 
degradaci cílové mRNA (úplná homologie)

 exogenní původ (viry, syntetické)

 v cytoplazmě procesovány proteinem Dicer

 siRNA se váže k RISC, jedno vlákno se degraduje a druhé 
zprostředkovává degradaci nebo inhibici translace příslušné mRNA





miRNA versus siRNA

 obě RNA negativně regulují translaci 

 miRNA je endogenní, siRNA je exogenní

 miRNA může, ale obvykle není úplně komplementární určitému 
transkriptu, proto jedna miRNA může blokovat translaci 
několika/mnoha transkriptů (desítky až stovky)

 siRNA je obvykle zcela komplementární – obvykle štěpení jediné 
cílové mRNA



siRNA design

 validované siRNA dnes dodává řada firem (Dharmacon, Thermofisher, …)

 různý algoritmus, délka

 chemické modifikace (zvýšení stability, redukce off-target efektů)…

 směsi siRNA

 Kontroly !!!!!!!!!!!!!!!!



siRNA design

 21-25 nt

 30-60% GC

 ne cílené proti intronům, UTR a blízko ATG a terminačního kodónu

 homologie pouze k cílové mRNA (BLAST search)

https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress/
https://eu.idtdna.com/site/order/designtool/index/DSIRNA_CUSTO
https://www.invivogen.com/sirnawizard/
http://sidirect2.rnai.jp/



shRNA

- produkovány z exogenního 
vektoru

- promotor polymerázy III

- syntéza a zpracování v buňce 
obdobné jako i mikroRNA 







https://rnaidesigner.thermofisher.com/rnaiexpress/
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siRNA - default

shRNA

siRNA - Tuschl
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http://sidirect2.rnai.jp/ … pro design siRNA
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… ale shRNA ???
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www.invivogen.com/sirnawizard/
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portals.broadinstitute.org/gpp/public/seq/search





B-Myb shRNA

BamH I
5’ GATCCGGCCATGGACCAAAGAGGAATTCAAGAGATTCCTCTTTGGTCCATGGCTTTTTT GG 3’                   

| Sense                                     | Loop             | Antisense                              | Termination Signal

5’AGCTCCAAAAAAGCCATGGACCAAAGAGGAATCTCTTGAATTCCTCTTTGGTCCATGGCCG 3‘
Hind III

BamH I
GATCCGGCCATGGACCAAAGAGGAATTCAAGAGATTCCTCTTTGGTCCATGGCTTTTTT GG

GCCGGTACCTGGTTTCTCCTTAAGTTCTCTAAGGAGAAACCAGGTACCGAAAAAACCTCGA 
Hind III

ligace, transformace E. coli ligační směsí, expanze klonů, izolace plazmidové DNA, 
sekvenace



- přenos plazmidu do eukaryotických buněk (přechodná transfekce)

- analýza exprese cílového genu na úrovni proteinu (westernův přenos)

další postup …



Organizace cvičení (shRNA)
- skupiny po 12 lidech (2x 6 hod praktických cvičení)

Každá skupina

… před praktickou částí cvičení …

- přídělen jeden cílový gen (stejný jako pro CRISPR)
- návrh siRNA/shRNA sekvence (miniprojekt)
- zaslání nejpozději týden před začátkem cvičení na email vyučujícího dané

skupinky

… po praktické části cvičení …

- výsledky získané na cvičeních budou zpracovány do tohoto miniprojektu



Miniprojekt (.doc)

- stručný úvod + cíl

- detailní popis návrhu gRNA a siRNA/shRNA sekvencí pro vybraný gen

----------------------------------------------------------------------------------------

- stručný popis výsledků z praktických cvičení:

a)   dílčích kroků mutageneze cílového genu
b)   dílčích kroků  posttranskripčního umlčování cílového genu
----------------------------------------------------------------------------------------

- analýza výstupů ze sekvenace genomové DNA získaných klonů

- závěr



Cílové geny
Mus musculus !!!!!!!!!!!!

- Tacstd2 (Gene ID: 56753) – 23. 3. 2022 – Knopfová (knopfova@sci.muni.cz)

- Myb (Gene ID: 17863) – 30. 3. 2022 - Beneš (pbenes@sci.muni.cz)

- Mybl2 (Gene ID: 17865) – 13. 4. 2022 – Beneš (pbenes@sci.muni.cz)

- Cxcl1 (Gene ID: 14825) – 20. 4. 2022 - Kohoutek (jiri.kohoutek@sci.muni.cz) 

- Icam1 (Gene ID: 15894) – 27. 4. 2022 – Kohoutek (jiri.kohoutek@sci.muni.cz) 

- Tnfsf9 (Gene ID: 21950) – 4. 5. 2022 – Navrátilová (22031@mail.muni.cz)

Přihlašování v ISu dnes od 17.00


