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2,8 miliard bp , 19 000 gen(, 38 parl chromosomu, identifikovdno 127 000 polymorfismd

Geneticka variace mezi plemeny psut 27,5 %, u ¢lovéka 5,4 %
Gen pro: myostatin, HAS2 - hyaluronan synthasa, inzulinovy rlstovy faktor-1, .....

U psa je fyzicky vzhled fizen jen malym poétem genl —asi 2 %.

O dominantni geny - kratka cerna srst, povislé ucho, kubicky tvar hlavy
QO recesivni geny - dlouha srst, vzptimené ucho, paleni

N\

CaniLine zji$tuje 1877 znak( v genomu psa.Tyto znaky jsou pak srovnany s databazi vice nez 200
rdznych plemen psl, obsahujicich pres 12 000 vzorku.

Seznam ras - celkem pro 273 ruznych ras. Zobrazit véechny rasy

Obvykla doba vysetieni: 25 pracovnich dnu Cena za 1 test: 2700 Ké s DPH CZK /EUR /USD

https://www.americanscientist.org/article/genetics-and-the-shape-of-dogs




Nahled do genového inzenyrstvi Il
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Co dat do zkumavky?

templat + primery + dNTP + polymerasu (+ difosfatasu)
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K cemu slouzi PCR?

 Namnozeni konkrétniho useku DNA pro dalsi biotechnologickeé
metody, jako je:

— Klonovani

* |dentifikace organismu rDNA (rRNA)



Ribosomalni RNA

velka podjednotka 50S — 5S + 23S
Prokaryotickd rRNA — 70S <

(S-Svedberg)

mala podjednotka 30S — 16S + proteiny

velka podjednotka 60S— 5S + 5,8S + 28S + proteiny
Eukaryotickd rRNA — 80S <

mala podjedpptka 40S— 18S + proteiny

N

SmyEky primer primer
mista pfistupnd mutacim > [_konzervativni [T variabilni oblast "] konzervativni |
méni se rychleji ‘;- l
Y
A t;‘i,;:; * PCR
* sekvenace

porovnani s databasi

Stopky
vzacné mutovand mista
konzervovana




Fylogeneticky strom zivota

Phylogenetic Tree of Life

Bacteria Archaea Eukaryota
Green
Filamentous i
Spirochetes bacteria Entamoebae Slime Animals

molds

a Fungi
Gram Methaw$sarcina 9
|\ Positives| nrathanobatterium Halophiles
Proteobacteria ; Plants
i Methanhococcus .
Cyanobacteria Ciliates
Planctomyces Thermoproteus Flagellates
Pyrodicticum
Bacteroides Trichomonads
Cytophaga

Microsporidia

Thermotoga

i Diplomonads
Aquifex




K cemu slouzi PCR?

Vnaseni mutaci do genu

Diagnostika infekénich nemoci
|dentifikace dédicnych chorob
Jednoznacna identifikace osob



STR (short tandem repeat) - identifikace osob
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K cemu slouzi PCR?

Namnozeni konkrétniho useku DNA pro dalsi biotechnologické
metody, jako je:

— Klonovani
Identifikace organismu rDNA (rRNA)
Vnaseni mutacidogend .

. o . S
Diagnostika infekcnich nemacCi
g ot
ldentifikace dédicnych chorob
Jednoznacna identifikace osob
Kvantifikace DNA (RT-PCR, qPCR) - analyza transkripce gen(



Kvantifikace DNA
gPCR — kvantitativni PCR

TagMan sonda Syber Green, Eva green, ...

Polymerization

R = Reporter —N
Q = Quencher \_\;
Fo
pr’?'éf.'f Q Probe Q N
> 3

"
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fluorescence
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 PCR - kvantitativni PCR

MR abs&\BR assavs

'NEW ENGLAND ¢ INSPIRED

B Lﬂb DIbCD‘-FEF.Y
110 AT . GENUINE



Prepis RNA do DNA (cDNA)

shutters

Reversni transkriptasa

stock.com « 258247925

Analyza transkripce gent

Reversni transkripce

mRNA 3
W\/AAAAAAA
hybridizace
s poly(T)-primerem
5' 3
AAAAAAA
vytvofeni kopie TFIyTyy
mRNA pomoci reversni transkriptazy 3 5

3|

MAAAAAAA
. / i
5t

cDNA uziti alkalického
roztoku pro odbourani RNA

5|

3’-konec
cDNA tvori syntéza komplementarniho DNA-fetézce
vlasenku s pouzitim DNA-polymerazy; sparovany

3’- konec funguje jako primer

3!
% AAAAAAA
NMMM T T T T T T T
reakce s jednoretézcovou
DNA-nukleasou $tépi vlasenku
3!

g
; : | AAAAAAA
3Q}MM | N}(\TTTTTTT

dvouretézcova cDNA je kopii ptivodni mRNA




PCR detekce SARS-CoV-2

ARTICLE (R ot oy
oPEN

Massive and rapid COVID-19 testing is feasible by
extraction-free SARS-CoV-2 RT-PCR

loanna Smyrlaki"s, Martin Ekman3, Antonio Lentini® !, Nuno Rufino de Sousa® 3, Natali Papanicolaou’,
Martin Vondracek?, Johan Aarum?, Hamzah Safari2, Shaman Muradrasoli®, Antonio Gigliotti Rothfuchs® 3
Jan Albert® 23, Bjérn Hogberg® ' & Bjérn Reinius® 1=

RNA » cDNA » Amplification and detection

> =

RNA TFransfer to Barcoding and

Sampling InactuvatlonW‘ plate RT-gPCR Sequencing

No extraction

Direct inactivation
No extraction

Geny kodujici: RNA-dependentni RNA polymerasu, obalovy protein a nucleocapsid



Analyza transkripce genu

e Vyuziti metody , microarray” pro urceni profilu
exprimovanych genu

Priprava fluorescenéné
znacené cDNA

iIsolace RNA ,
ze zdraveé tkané » (ZELENA)

¥ #
s
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isolace RNA Priprava fluorescencné
7 nadoru > zgaéené cI?NA
(CERVENA)
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cDNA vytvorena
z nadorové tkané

cDNA vytvorena } )
ze zdravé tkané CERVENA

\ ZELENA

R
W

GeneChip

R

GeneChip*
‘- Mo Gt v

smichani fluorescencné znacené
cDNA z obou tkani

~aplikace na destiCku s imobilizovanou
DNA



ezdrava tkan znacena zelenou
fluorescencni barvou

eintensita zelené barvy spotu (tecky)
odpovida hladiné exprese daného genu

< intenzivné zelené spoty —
silnd exprese genu

< slabé zelené spoty - slab3
exprese genu




enadorova tkan znacena cervenou
fluorescencni barvou

eintensita Cervené barvy spotu (tecky)
odpovida hladiné exprese daného genu

< intenzivné cervené spoty —
silna exprese genu

< slabé Cervené spoty - slabd
exprese genu




prekryv zelenych a Cervenych dat stejné desticky — rozdilna
exprese genu

— geny prepisované ve
zdravych burikach

CERVENA - geny pfepisované v
nadorovych bunkach

- geny prepisované v obou
typech bunék




- OMIKY N

GENOMIKA

* védni obor, ktery se zabyva studiem genomU organism(. Spada sem predevsim
ziskdvani sekvenci DNA organismu, genetické mapovani a anotace genomd.

TRANSKRIPTOMIKA

* védni obor, ktery se zabyva sledovanim exprese populaci gen( - hledani rozdill v
genové expresi na urovni transkripce (za riiznych podminek, v riznych stadiich
vyvoje, v riznych organech, ...)

PROTEOMIKA

« védni obor zabyvajici se studiem proteomu - soubor vSech proteinl ve vSech
formach, které se v organismu nachazeji v daném okamziku

* dvojrozmérna elektroforesa, hmotnostni spektrometric (MALDI — TOF, ESI-Q-TOF)

METABOLOMIKA

 védni disciplina zamérena na studium metabolomu - kompletni soubor
nizkomolekularnich latek, pfitomnych v bunce ¢i biologickém systému v daném
case (Fiehn, 2002)



CRISPR-Cas9 - naruseni vybranych genu

Imunitni systém bakterii a archei Jak pracuje systém CRISPR-Cas9
geny cas CRISPR
(S - it cilové misto v DNA

enzymy Stipajici m navadéci” RNA
dédiénou informaci viru O

duplikace opakujiciho se

: B / \ DNA
zlomek opakujici se buriky
. O virové DNA  tisek DNA JLALLL0L

h useku DNA ’
‘ nukleaza
JHZI AL&
L CAS9
pirepis DNA buriky
do molekuly RNA . . N
IEEE preruseni dvojité Sroubovice
DNA ve vybraném misté
zlomek virové DNA
O O Co—r—— =ECCCEEEEEE EEEOOOOOOo0s cizorod

rozdéleni molekuly

DNA
,vyhledavaci”
RNA na krétké aseky b — Splediume I

oprava zlomu ve dvojité
Sroubovici DNA

spojeni ,vyhledavaci”

RNA s enzymem Cas9
vyhledavaci” RNA = 88 88 N R
s enzymem Cas9 o »
dédiZna informace viru atakuji DNA viru a nici ji vneseni useku cizi DNA

na presné urcené mistov genomu bunky

Petr J.: CRISPR-Cas9 — prllom v pfirodnich védach. Vesmir 94, 2288-290, 2015






DIY Bacterial Gene Engineering CRISPR Kit

$159.00

Shipping: Calculated at checkout

uioit L MER= v lin|

7 product reviews

Quantity:

1 v

Product Description

There is currenthy ~ 1 week time till shipment.
Due to the overwhelming number of emails.ve will not respond to emails asking when your item will be shipped. Understand we are doing our best to get it to you.

Comes with 2n example exper\'me}ﬁhat teaches you many malecular biology and gene engineering technigues.

Want to rezlly know wh. ﬁho\& CRISPR thing is about? Why it could revolutionize genetic engineering? This kit includes everything you need to make precision genome edits in bacteria
athome including Gz259) t}zchNA. crRMA and Template DNA template for an example experiment.

Includes example experiment to make 2 genome mutation(K43T) to the rpsL gene changing the 43rd amino acid, 2 Lysine(K) to 2 Threonine(T) thereby allowing the bacteriz to survive on
Strep pedigMvhich would normal prevent its growth.

Kit contains encugh materizls for 2round 5 experiments or more

LB Agar

LE Strep/Kan/Arabinose Agar

Glass bottle for pouring plates

Non-pathogenic E. coli bacteria

Inoculation Loops/Plate Spreader

10-100ul variable volume adjustable pipette(1ul increments)
Box of 34 Pipette Tips

14 Petri Plates

Microcentrifuge tube rack

Nitrile Gloves

Microcentrifuge tubes

50mL Tube for measuring

Bacterial transfermation buffer 25mi4 CalClz2, 103 PEG 5000
LB Media for transformation recovery

Cas? plasmid

gRNA plasmid

Template DMA

Protocol For Experiment
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Editace genomu
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N M Gaudelli et al. Nature 551, 464—-471 (2017) doi:10.1038/nature24644 namre



Priprava rekombinantnich proteint

Rekombinantni DNA:
umele syntetizovana DNA, ktera vznika inzerci genu nebo urcité casti
genu jednoho organismu do genomu jiného

* Prokaryotni expresni systém

* nejpouzivanejsi

e jednoduchy”

e -vysoky vytézek produkovaného proteinu

e ,nizka cena”

* mala ¢asova narocnost

 modifikace proteinu umoznujici snadngjsi
purifikaci

* nejsou posttranslacni modifikace




Eukaryotni expresni systém
Kvasinkovy systém: ,hizka cena“
casové narocneéjsi
posttranslacni modifikace

Hmyzi bunky: nutné striktné aseptickém prostredi
narocné na praktické provedeni, ¢as i financni
prostredky
nizsi vytézky

s
Y\C

podo*l:?n\'/ systému hmyzimu
specificka hladina kysliku a oxidu uhli¢itého
posttranslacni modifikace

Rostlinné expresni systémy:
nizSi cena nez savCi systémy
posttranslacni modifikace




Priklad pripravy rekombinantniho proteinu v bakterii E.coli




Vneseni restrikéniho mista na konec genu

misto pro restrikCni

endonukleasu
gen <, primer
5 a3
primer \
misto pro restrikni |
endonukleasu Iv@
PCR

Gen s vlozenymi restrikénimi misty



Priklad pripravy rekombinantniho proteinu v bakterii E.coli
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rekombinantni protein



Priklad pripravy rekombinantniho proteinu v bakterii E.coli
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Priklad pripravy rekombinantniho proteinu v bakterii E.coli
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* ligace
* transformace bunék (tepelny Sok, elektroporace, ...)




e SELEKCE TRANSFORMOVANYCH BUNEK - antibiotikum
e SELEKCE BUNEK S VNESENYM GENEM — Blue-white screening

Blue-,/ /- screening

* zalozeno na aktivité [3-pD-galaktosidasy

NH "di\\x\oé
CH>OH l B-p-galaktosidasa
OH/—0 0 —>
OH
Cl

Br

OH

5-bromo-4-chloro-3-indolyl -D-galactopyranoside




kultivace )
» narostla kultura

purifikace

rekombinantni protein




Priprava genomové knihovny

selekéni marker

(gen kodujici misto pro
rezistenci k inzerci
antibiotiku) cizorodé

DNA

plasmid
2-10 kpb

pocatek
replikace

v bunééné kultufe
se transformovany hostitel
mnoZi a vznikaji miliardy
deefinych bunék

DMA knihovna

TCC plas...G GATCC - - -Plas
CCTA ! 9 mid ...CCTAG G...mid
BamH 1 ) o
Sau3Al
Genomova % GATC . FRAGMENTY .
DNA ..DNA .. cTce
M
5 \ DNA ligasa
O kovalentné
- N spoji obé
\(\ molekuly DMNA

rekombinantni
molekula DNA

rekombinantni

molekula DNA

je vnesena do
hostitelské bunky

bakterie
E. coli

Izolace, klonovani a analyza DNA
Ing. Pavel Kotrba, Ph.D.,Ing. Zdenék Knejzlik, Ph.D., Ing. Zdenék Chodora



Priprava rekombinantniho eukaryotniho proteinu!




Priprava protilatek

monoklonalni PL chemické
individuum, vSechny protilatky
maji identickou primarni strukturu
(stejna afinita i specifita) - pouze
proti jednomu epitopu daného Ag

polyklonalni PL smeés
protilatek, liSicich se jak afinitou,
tak specifitou k jednotlivym
epitopum daného Ag - vice
epitopl na molekule imunogenu,
slozitost imunitniho systému,
rizné reakce jednotlivcl

rekombinantni PL izolace genu
kédujicich Pl = klonovani =
exprese - rychlost, kvalita, vysSi
hustota vaz. mist
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Bleeding
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Mixture of antibodies,
each specific for one
different epitope

Figure 12. Polyclonal and monoclonal antibodies.
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In each tube, antibodies with the same specificity
and affinity




® @

Lidsky antigen

Slezinné buiky

Lidske p_l'a?tmati?k'é bunky Identifikace linie produkujici protilatku
@ produkujici protilatky proti antigenu
- /
Geny Protilatka Geny Protilatka vi,

YH

CH3AICHI CHI1 ‘

\

Kombinace genu kodujici lidské konzervativni oblasti (CH a CL) |
a mysich geni pro variabilni oblasti (VH a VL) rozpoznava

@ chimericka protilatka dany antigen

70 % lidska, 30 % mysi

Geny &
lidské | myi \
:—-:ﬁ < rozpoznava dany antigen
[

Ve

@

Geny kodujici chimerni protilatku jsou vleZeny do E.coli

l lzolace monoklonalni
@ ﬁ ‘k -{ "chimerni” protilatky
N Y <
- - -



