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DNA

DNA - primarni a sekundarni struktura

chromosome

P dh P g guanine
&g adenine

A phosphate o
P w:h\al’ deoxyribose &P thymine

backbone 4y cytosine
https://www.thoughtco.com/nucleic-acids-373552




krathy usek
dvojiroubovice

Terciarni struktura DNA™

Linearni forma
- Jaderna DNA eukaryot

Kruhova forma
- Prokaryota,
- Plastidy, mitochondrie
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Cisty vysledek: Kaldd molekula DNA je zabalena
do mitotického chromosomu tak, }e j@ 50 ODDkrdt
kratsi nal v rorvinutd formé.

o'/ www moiechemie c7/Riochemie:Niikleov?C29%A0 kveelinv




Replikace DNA

DNA-polymerasa

DNA-topoisomerasy

vedouci fetézec

5I
3!

DNA

primer

N

N

helikasa

\ SSB-proteiny

primasa

zpozdujici se fetézec

DNA-ligasa

Okazakiho
fragmenty

http://147.33.74.135/knihy/uid_es-002/ebook.html?p=replikace_dna




Izolace DNA

fenol-chloroformova izolace
alkoholova precipitace,

Cells are lysed

using a detergent
that disrupts the

plasma membrane.

Fenol a chloroform

=

Cell contents
are treated with
protease to
destroy protein,
and RNAase to
destroy RNA.

—

)

Cell debris is
pelleted in a
centrifuge. The
supernatant (liquid)
containing the DNA
is transferred to a
clean tube.

The DNA is
precipitated
with ethanol.

It forms viscous
strands that can
be spooled on
a glass rod.



Izolace DNA dnes

Kity zalozené na kolonkach na bazi oxidu kremicitého
a ruzné koncentraci soli

Sample
Preparation

. Protein N
Lysis Rerr%:)a:/al DNA Binding

DNA

Kity zalozené na magnetickych kulickach

Cell Harvest Lysis Add Beads Wash Separation Release

-

-

Magnetic
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DNA

Separace DNA

» DNA je zaporné nabita, micha se s loading pufrem - bromfenolova
modr + xylen cyanol (5 kbp fragment) a tézitko — sacharéza, glycerol

solution gel slots containing DNA samples
""-. b
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\
—electrode

\ I .II
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© 2007 Encyclopadia Britannica, Inc.

» Separace v 1% agardézovém gelu, barveni ethidium bromidem

Navod: https://www.ncbi.nim.nih.gov/pmc/articles/PMC4846332/

https://www.britannica.com/science/gel-electrophoresis



DNA

Kapilarni elektroforéza

Zaznam:;

zdroj napéti

detektor
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elektroda

* Vyuziva se fluorescencné
znacenych PCR produktu

* Nutny vnitfni standard
- Fragmenty konkrétni déelky



Pokrocilé separacni metody (pro zvidavé hlaviéky)

» Variace na agarozove elfo:

» kapilarni elektroforéza
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18428903

» pulsed field-gradient electrophoresis
https://www.researchgate.net/publication/20485237 Large DNA
separation _using field alternation _agar_gel electrophoresis

» DNA separation and enrichment using electro-hydrodynamic

bidirectional flows in viscoelastic liquids
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26936389

» Size-selective separation of DNA fragments by using lysine-
functionalized silica particles
https://www.nature.com/articles/srep22029

» DNA Separation in Nanowall Array Chips
https://pubs.acs.org/doi/abs/10.1021/ac201184t
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PCR

95°C Denaturation

PCR
New dsDNA POLYMERASE 50-70°C
N KIaSiCké forma Template CHAIN REACTION Primer Anneal
» Vzniklé produkty m m....*_m

Jsou separovany na
agarézovém gelu, EtBr TR e

» Namnozeni fragmentu DNA podle specifickych primeru
» PubMed (Nucleotide), nalezeni genu a navrzeni primeru

» real time PCR

» Po kazdém cyklu PCR vzroste fluorescence o nové
vzniklé molekuly, mozno monitorovat ihned

» Umoznuje kvantifikovat (relativné nebo absolutné)
mnozstvi puvodnich templatovych molekul DNA

» S pomoci reverzni transkripce (prepis mMRNA na cDNA)

umoznuje stanovit hladinu exprese prislusneho genu
https://www.slideshare.net/sheetalnarkar01/polymerase-chain-reaction-8421686



PCR

Variace PCR

» Nested PCR - 2 sady primeru, prvni delSi produkt slouzi
jako templat pro druhou reakci

» Asymetricka PCR — jeden primer je v nadmeérném
mnozstvi — preferencné se syntetizuje jen jeden retézec

» AFLP PCR - pro detekci polymorfismu (vyuziva RFLP)
(https://botanika.prf.jcu.cz/laboratory/aflp.html)

» Inverzni PCR - v plazmidu, namnozi usek kolem
znameho mista

» Multiplex PCR — vice paru primeru v jedné reakci
» In situ PCR — pfimo v bunce ukotvené na sklicku

> Alelové specificka PCR — identifikace SNP, ktery je
soucasti primeru

o ANE, B R i dlouRe Useky(sepeilickapolymeraza)




DNA

Analyza fragmenti DNA

Nejpouzivanejsi metody:
» Southern blotting a hybridizace se znaCenou sondou

» RFLP

» Vyriznuti fragmentu po restrikCnim stepeni dle
velikosti, osekvenovani

> FISH



DNA

Southern Blotting

— [ v Capillary Weight
:II II force il Paper towels
- e—- el
+ | 2 2
- e, Buffer
. Dienaturation of DRA,
Electrnphm_*eals (~ 0.5 M NaOH) and Sponge
of restriction blotting
digested DMA,
fragments
“isualization Washing off
===== unbound probe |
Labelled
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marker '\‘ Ap— T [ |

Hybridization with
Hybridized labelled probena
fragments

http://wiki.biomine.skelleftea.se/biomine/molecular/index_20.htm




RFLP

» Polymorfismus deélky restrikCnich fragmentu
» Mutace mohou vytvorit nebo znicCit restrikCni misto

NOEMAL  DISEASE DNOREMAL  DISEASE

NORMAL
Mz1l resiriction siles — —
— —
Vol — = —
E E I |
Digest, sepataie — —
DISEASE (NN D>
| |
: : Muiation dexiroys — —
L | — -
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Gel elecirop horesis southern hlot

» Mozné kombinovat s PCR — namnozeni useku s
plv‘edpoklédanou mutaci https://www.ncbi.nIm.nih.gov/probe/docs/techrflp/



Sekvenace DNA - Maxam Gilbert

» Namnozeni useku pomoci PCR
» Znacéeni 5 koncl pomoci 32P
» Chemicka modifikace bazi + stépeni
» G —dimetyl sulfat + piperidin
» G+A - kys. mravenci + piperidin
» C —NaCl + hydrazin
» C+T — H,0O + hydrazin

» DMS a hydrazin jsou toxické!!!
» Neprilis oblibena metoda

OG-0 80000



DNA

Sekvenace DNA - Sanger

» Ruzné fluorescencné znacené terminalni nukleotidy
(dideoxynukleotidy) v PCR s jednim primerem

Sanger Sequencing

capillary
electrophoresis
tube

N\

larger
fragments

v

?* poia

< [IINEENEEEYEEE

smaller
fragments

N
3 ddecsynucleoticles

3 s
MM

https://www.slideshare.net/AboalgasimGoma/dna-sequencing-methods-69359203

L\




DNA

Next Generation Sequencing

Princip: Velké mnozstvi reakci Sangerovi metody v malém
objemu jede paralelne na Cipu

Vyhody:

» v jednom béhu jede mnoho reakci zaroven (miliony)

» Reakce jsou v mikrolitrech a mohou byt provedeny na Cipu
» Velice rychla reakce

» Mnohem levnéjSi nez Sanger (sekvenace lidského
genomu: 2001 — 100 milionu dolaru, 2015 — 1245 dolaru)

» Kratky fragment — 50-700 bp

http://labguide.cz/sekvenovani-nove-generace/

http://web.natur.cuni.cz/zoologie/biodiversity/prednasky/GenetickeMetodyVZoologii/Prednasky :
013/NextGenerationSequencing_2013.pdf

Srovnani pokrogilych sekvenacnich metod: https://en.wikipedia.org/wiki/DNA_sequencing



DNA

FISH - fluorescence in situ hybridization

» rozeznani specifické sekvence nukleotidu pfimo in
situ pomoci fluorescencné znacenych sond



https://www.researchgate.net/publication/41824404_Two_siblings_with_immunodeficiency_facial_abnormalities_and_chromosomal_instability_without_mutation_in_DNMT3B_gene_but_liability_towards_malignancy_A_new_chromatin_disorder_delineation/figures?lo=1
https://www.researchgate.net/publication/41824404_Two_siblings_with_immunodeficiency_facial_abnormalities_and_chromosomal_instability_without_mutation_in_DNMT3B_gene_but_liability_towards_malignancy_A_new_chromatin_disorder_delineation/figures?lo=1
https://www.researchgate.net/publication/41824404_Two_siblings_with_immunodeficiency_facial_abnormalities_and_chromosomal_instability_without_mutation_in_DNMT3B_gene_but_liability_towards_malignancy_A_new_chromatin_disorder_delineation/figures?lo=1

GENOVA EXPRESE

Manipulace genové exprese

» Slechténi

> In vitro metody

(1) (3)
Gene (2) Small-molecule
knockout Overexpressipn inhibitor

0 system i

—» RNA degradation (e.g. RNase H)
Modulation of splicing
Arrest of translation

é (5)

Antisense oligonucleotide

frends in Pharmacological Sciences



Genové inzenyrstvi

Hlavni uspeéchy:

» Stanoveni sekvence fady genomu, regulacnich
sekvenci atd.

» Konstrukce fylogenetickych stromu druhu

» Biotechnologie (vakciny, produkce hormonu, atd.)

» Perspektivni vyuziti v genove terapii monogennich
chorob

» Modifikace genu vedouci k ziskani zadoucich
vlastnosti organizmu

» Modifikace genu pro studium signalnich drah nebo
vyrobu zivoCisnych modelu lidskych chorob

GENOVA EXPRESE



GENOVA EXPRESE

Knock-out genu: homologni rekombinace —
selekce rezistentniho mutanta embryonalni kmenové bunky

y p manufactured vector

ZaloZena na homologni
rekombinaci I I ! . 'E' I I I

Targeted ng Randam gen Nn insertion
nsetion insertion

|l B heof] LT EY R T T 11 L1
| © neomycin nammn‘_
| [ m:%].]:[l
gancyclovie cell mueu by

x NEOMY LN
cell registant 1o both cell resistant to neorrycin:
neomycin and gancyclovir killed by aancyclovir
A = priginal allele ll =regions of hormalogy
A*=replacemeant allele tk = thymidine kinase

Herpesvirova TK — fosforyluje gancyclovir (analog T) - fosforylovana forma zastavuje syntézu
DNA a tak indukuje apoptézu

Clanek: https://www.scq.ubc.ca/studying-gene-function-creating-knockout-mice

https://www.slideshare.net/nanayawsam/gene-knockout-41679109



GENOVA EXPRESE

Knock-out genu: Cre/LoxP systém

» Systém pochazi z bakteriofaga P1
» Cre — rekombinaza (stépi mezi sekvencemi LoxP)

» Exprese Cre muze byt specificky ¢asové nebo tkanové
limitovana

» loxP mista se musi vklonovat pomoci PCR
» Bunky s podminénou expresi Cre x mysi modely

=A TOBTATAGEAT ATADBAGTLAT Cre Mouse LoxP Mouse

o0 - R

In tissue only

Delece Useku ,l,\*_;» T T

Conditional Knockout
®) CRE

o

34 bp LoxP sequence

) CRE

In all cells

Inverze tseku [ > # |
In target tissue In all other cells

£

loxP loxP loxP

https://www.scq.ubc.ca/studying-gene-function-creating-knockout-mice




GENOVA EXPRESE

Knock-out: Recombinase-mediated cassette
exchange FLP/FRT (RMCE)

» Systém pochazi z kvasnic

FRT sekvence

{ Flp

b a’ a

5 GAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTC?
3 CTTCAAGGATAAGGCTTCAAGGCTAAGAGATCTTTCATATCCTTGAAG®
1098 654321

|I minimal FRT-site with partial function

Mediated Cassette-Exchange_Technology

» Rekombinaza Flipaza (FLP) se vaze na FRT vazebna mista (nebo
jejich mutovanou variantu), jsou v genomu pfirozene

» Vystépeni genu (FRT ve stejném smeéru) nebo jeho inverze (FRT v
opacném sméru), nebo integrace nové DNA gERT a mutantni FRT)

WTFRT + - MFRT

M—-.‘J:._‘. - o target cassette

donor plasmid

"y T
. -
BRI T

-
--------
-

https://www.researchgate.net/publication/45281356 Multiplexing RMCE_Versatile_Extensions_of the Flp-Recombinase-



GENOVA EXPRESE

Knock-out: CRISPR/CAS9 systém

» CRISPR - Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

» CAS9 — enzym s nukleazovou a helikazovou aktivitou —

— Zdrojem je adaptivni imunitni systém prokaryot

— Cizoroda DNA se inkorporuje do CRISPR mist — prepis do RNA, nastfihani do
crRNA — s pomoci transaktivujici tracrRNA

— CcrRNA pak rozeznava cizorodou DNA, ktera je pomoci Cas9 rozstfihana
Foreign [
DNA \ - Protospacer adjacent motif

o . e - rozeznani cizorodé DNA
Acquisition Target PAM

“ CRISPR loci

Bacterial | - il i
genome tracrBNA  cas9  cas crRNA crRNA crRNA
genes

H—H
tracrRNA, trRNA Primary transcript

crRNA \J J J /

biogenesis  — — —

2 A DN
crRNA
/—] '

Interference il
Foreign . Cleavage
DNA e

https://www.neb.com/tools-and-resources/feature-articles/crispr-cas9-and-targeted-genome-
editing-a-new-era-in-molecular-biology




GENOVA EXPRESE

CRISPR/CAS9 systém
= e

CRISP-Cas9 AND GENOME EDITING
/:@ 5 CRISP target sequence PAM @
= TSIy

\I crRNA {with target saquence)

e 1
Homalogy
= B4 it ] L —
S| | |
al | |
Donor DNA crRNA \ criRNA crRNA tracsRNA

multdple crRNA's ¢an boe Incorporatad Into a crRNA array
and Joined with tracrRNA to form sgRNA

— sgRNA Casg
N ! =
sg;NA and Cax9 can be combined in a plnm;d to ba used for transfacting calls
Deletion / Insertions New DNA
P e
Non-Homologuous Homology Directed Repalr Plasmid

nd Joining (NHEJ) (HDR)

» HDR — 70-90 bp kolem mista stépeni
» Single guiding RNA — rizné crRNA a jedna tracrRNA

https://en.wikipedia.org/wiki/CRISPR



GENOVA EXPRESE

Produkce mutantnich mysi

embryonic stem cells with
targeted gene disruption

inner cellmass Z

micf oin je cion

implant injected blastocoysts
into uterus of pseudo-pregnant

foster mother

-
N

muouse mith tiesue
contribution from both
blastocyst and embryonic

stem =l

https://www.scq.ubc.ca/studying-gene-function-creating-knockout-mice




GENOVA EXPRESE

Typy mutaci typu loss of function

7% » Ztrata funkce genu

» Uplna nebo &astedna ztrata funkce genu
» Hypomorfni mutace
» Castedna ztrata funkce, zvlasté v rdznych obdobich
Vyvoje organizmu
» PodmineCna mutace
» Ztrata funkce genu za specialnich podminek
(teplotné senzitivni mutanti, pfidani chemikalii)
» Ztrata funkce genu v ruznych vyvojovych stadiich
» Dominantné negativni mutace
» PotlaCuje funkci wt alely u heterozygotu

» Haploinsuficience — pro vyvoj jsou nutné dve wt
alely, proto je mutantni alela dominantni u
heterozygota




GENOVA EXPRESE

Nadmeérna exprese genu

» Konstitutivné aktivni gen (vymena podminéné
aktivované domeny za konstitutivné aktivni doménu)

» Gen zajmu fuzovany s promotorem pro casto
prepisovany, silné inducibilni promotor (myosin,
Gal1)

» Genova amplifikace (spontanne v pripadé rady
onemocneni)

» Exprese puvodné inaktivninho genu (demetylace,
acetylace promotoru)

» NejCasteji je nadmeérne exprese dosazeno pomoci

TRANSFEKCE PLAZMIDU



Plazmidy

» Umelé jednoretézcove kruhové molekuly DNA
sestavené z ruznych prokaryot

» GFP izolovany z planktonoveého korySe Pontellina

Plumata
Gen tpro . Efs ??lll f;:3) Promotor
NSil (27) .
e | z cytomegaloviru
Esp 3l (2667)_’ pmaxGFP
(3486 bp)
Kpnl (980)
Nhel (988)
Pocatek - E\;Oﬁr!rl; ;933,

replikace Protein zajmu
s"‘ﬂllp.h

BspTI (1891) l
Eco31I (1896) Xhol (1680)
Esp31 (1909) TW:::‘)\; pOIyA koneC

Plasmid map of pmaxGFP, encoding the new green Z SV4O Vlru

fluorescent protein from Pontellina sp.

Vektor pMaxGFP (AMAXA)




Izolace DNA - princip

» Plazmidy (i jinou nizkomolekularni DNA) je mozné mnozit
pomoci kompetentnich bakterii a nasledne izolovat
pomoci kolonkovych kitd (mini-, midi- a maxiprep)

» Heat shock kompetentnich bakterii E. Coli plazmidem
zajmu

» Rust bakterii na selekéni pudé (antibiotikum)

» |zolace rezistentni kolonie a jeji namnozeni v selekCnim
LB médiu

» lzolace nizkomolekularni DNA pomoci kolonkoveho kitu:
» Lyzace bakterialniho peletu a RNA
» Precipitace proteinl a genomové DNA
» Prenos supernatantu na kolonu a vazba plazmidu na

pryskyricnych kuliCek (promyti)

» Eluce plazmidové DNA a jeji precisteni



Izolace plazmidové DNA pomoci kolonkového kitu

video navod on line
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s zakazky/ode15/

045-medalova/DNA.mp4.video



https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4.video
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4.video
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4.video
https://is.muni.cz/auth/el/1433/test/s_zakazky/ode15/045-medalova/DNA.mp4.video

Transfekce

» Prenos cizorodé DNA pomoci vektorU

» Vektory - molekuly DNA do nichz je
vClenén gen zajmu

» NejCastéji se pouzivaji plazmidy - malé
bakterialni kruhové molekuly DNA

» SIRNA (in vitro i in vivn)

pSMB_measure

o

ExGen 500

1 d
293
T

cationic
complexes

hitp Awww. biomol.de/



Transfektanti

» Cilem je vneseni cizorodé DNA do jadra eukaryotickych bunék
» Transfektanti — bunky obsahujici cizorodou DNA

— Stabilni tranfektanti: cizoroda DNA se vclenila do bunécného
genomu

— Tranzientni transfektanti: cizoroda DNA neni integrovana do
genomu, geny v plazmidu jsou prepisovany jen po omezenou
dobu cca 24 az 96 hodin

https://lwww.thermofisher.com/content/dam/Life Tech/global/life-sciences/ProteinExpressionAnalysis/Images/0714/sho-transfection.jpg



Dulezité parametry

» Pro transfekci je vhodna 40 — 80 % konfluence bunék
— Malo bunék — bb nejsou v kontaktu a rostou Spatné
— Mnoho bunék — kontaktni inhibice, zastaveni v GO vede k
rezistenci k pruniku DNA i jinych makromolekul
» DNA pronika Iépe do aktivne se delicich bunéek nez do
GO
— V prubéhu mitézy dochazi k rozlozeni jaderné membrany,
coz umozni pranik DNA do jadra
» U primarnich kultur je kriticke Cislo pasaze
» V sadé experimentu by se Cislo pasaze nemélo pfilis lisit
— U imortalizovanych linii se meni charakteristika bunek v
prubéhu €asu a proto je mozné Ze nereaguji stejné i kdyz
se transfekce provadi pfi stejnych podminkach



Stabilni transfektanti

1.
2.
3

o~

Inkorporace plazmidové DNA nesouci gen zajmu do genomu tak,
aby nebyla umiCena, byla spravné zarazena do Cteciho ramce a
rychle prekladana

Nutny selekéni marker (rezistence k antibiotiku) — bud’ ve stejném
plazmidu nebo transfekce dvou plazmidd najednou (5:1 ve
prospéch genu zajmu)

Postup:
Elektroporace genu zajmu a selekéniho markeru
48 h inkubace v médiu bez selekéniho ATB

. Pasazovani nafedénych bunék (1:100, 1:500) do média se

selekénim ATB — vyména po 3 dnech (do 10 dnu by mély

zahynout bunky bez inkorporovaného selekCniho markeru)

Za 2 — 5 tydnu se objevi ostruvky rezistentnich bunék

Vypichnuti téchto dobfe rostoucich kolonii a jejich dalsi kultivace v

meédiu s ATB

Naredit rezistentni buniky tak, aby byla 1 b. na 100 ul média a

rozpipetovat je do 96 jamkove desky. Ujistit se, ze neni v jamce

\Iél’cie jak jedna bunka. Pod tlakem ATB vybrat nejlépe rostouci
olonii.



Nejcastéjsi metody transfekce

» Smés negativné nabiteho Ca(H,PO,), a pozitivné nabitého
CaCl, tvori precipitat, do kterého se navaze DNA

» Kationické polymery DEAE-dextran, polyetylenimin (PEI) —
negativné nabita DNA se navaze na polykation a endocytozou
se prenese do bunék

» Liposomy (lipofectamin) — DNA je obalena lipidovou
kapsulkou, ktera maze fuzovat s membranou

» Fugene — neznaméeé slozeni neliposomalniho typu, etanol
» Elektroporace — vytvoreni péra (Neon)

Krevni buriky je mozné transfekovat jen elektroporaci



Vapenateé ionty

Ga-l--l-

Ca-l--l-

Calcium
phosphate

» Smichani DNA s CaCl,
» Pridani smeési do roztoku Ca(H,PO,),
» Tvorba precipitatu, ktery se prida k bb

» Pohlceni precipitatu endocytézou nebo fagocytozou ona

GH.II

http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/isr/literature/10-0826 transfection_tutorial_interactive.pdf




PEI

A g

v @ 9 @

Kationické polymery jsou hydrofilicke, a proto jsou rozpustné
ve vodé

Jsou schopné velmi efektivné kondenzovat DNA (zaporny
naboj)

Komplexy DNA/PEI musi byt malé (< 100 nm)
Internalizace endocytozou

Akumulace v endosomech a lyzosomech kolem jadra

Jen malé mnozstvi komplext z téchto organel unikne a
dostane se do jadra
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http://www.nano-lifescience.com/research/gene-delivery.html




Lipofekce

» Kationicke lipidy — liposomy/lipoplexy (Lipofectamin)
» Jsou to amfifilické molekuly s kladné nabitou polarni ¢asti,
ktera je spojena s nepolarni hydrofobickou doménou

» Elektrostaticke interakce mezi kladnou Casti a negativne
nabitou DNA vede k tvorbé komplexu pohlcenych
endocytozou

Mucledc acid -

“‘\

Lqmomp

—

Analysis S S

http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/isr/literature/10-0826 transfection_tutorial_interactive.pdf
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Field Hemoved — Membrane Heals
http://www.bio-rad.com/webroot/web/pdf/isr/literature/10-0826 transfection_tutorial_interactive.pdf




https://www.youtube.com/watch?v=g-4X_eTtX80
ELEKTROPORACE - NUKLEOFEKCE

» Kombinace elektroporace a dalSich ¢inidel (Resuspension
buffer R/T) pro zvySeni ucinnosti transfekce

» Elektrickym pulzem se narusi i jaderna membrana a

plazmid se dostane primo do jadra bunék — vysoka
efektivita



Meéneé caste metody

» Magneticke kuliCky
— Paramagnetickeé kulicky pokryté vektorovou DNA jsou
pomoci magnetu vneseny do bunék

» Balisticke technologie (gene gun/bioballistic=biolistic)
— Castedky zlata s navazanym genem se vstieli do buné&k
» Mikroinjekce

— Sklenénou pipetou je vnesen roztok s DNA propichnutim
membrany (mikromanipulatory)

» Laserfekce/optoinjekce

— Pomoci objektivou s vysokou aperturou je svétlo
zaostfeno na bod (cca 1 um v prumeéru) po setinu
sekundy, Cimz se narusi cytoplazmaticka membrana

» Metody zalozené na pouZziti virt (infekce)



Vyhody a nevyhody

» PEI
+ cenalefektivita
- nutnost vymény meédia (toxicita)
» Lipofectamine
+ efektivita
- nutnost vymény média, cena
» NEON
+ efektivita, neni nutno ménit médium, pouziti na krevni buriky
- cena
» Fugene
+ efektivita, neni nutno ménit médium
- cena

Rozhodujici je pomer efektivita : cena




Moznosti vyuziti transfekce

Transfekci je mozné ovlivnit

» Molekularni mechanizmy zahrnuté v kontrole
bunécné proliferace, diferenciace, preziti/smrti

» zmenu bunécného fenotypu a mezibunecné
komunikace

» Uvedené procesy hraji ulohu ve vyvoji nadorovych
onemocneni a mohou byt potencionalné vyuzity v
protinadorove terapii.

Transfekci muzeme vnést do bunék také

» Reportéerovy plazmid (BGAL, LUC, CAT...)

» Expresni plazmid (konjugat proteinu a
fluorescencniho proteinu — GFP, YFP, mCherry...)

» SiRNA (cileny knock-out genu)




SHRNUTI transfekce

http://imgur.com/gallery/MaR3ubp



