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e UVOD DO FLURESCENCNICH TECHNIK

* CDNA SONDY — NORTHERN /SOUTHERN BLOTING

* FLUORESCENCE RESONANCE ENERGY TRANSFER (FRET)

* GENE REPORTER ASSAYS

* ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY (EMSA)
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SONDY

* Fluorescenéni sondy - jsou vnéjsi fluorofory, které se ke sledované struktufe vazou NEKOVALENTNE a
casto pritom méni své fluorescencni vlastnosti

» Lokalizace cile — Zivotnost bunék, proliferace a funkce, studium neurotransmiterovych receptorl a
iont. kanalu, transdukce signalu, reaktivni kyslik, indikatory iontll, pH, membranovy potencial

» Specificky fragment oznacené nukleové kyseliny (DNA microarrays)

» Radioaktivné nebo chemicky znacené

ZNACKY (TAGY)

* jsou vnéjsi (extrinsic fluorescence) fluorofory, které se ke sledovanym biomolekulam vazou
KOVALENTNI vazbou

* Usnadnéni orientace a identifikace polohy, pohybu apod.

* Znaceni peptidQ, proteind, protilatek, antigenl, enzymu, NK, membran, bunék, tkani..



, Spontanni zareni télesa, predstavujici prebytek nad teplotnim
zarenim, které je charakterizovano doznivanim, jehoz trvani znacné
prevysuje periodu svételnych kmita“

Thierry JOYEUX - www . aurelia-aurta.fr - www aquaportail.com




Elektromagnetickeé spektrum
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V roce 1865 odvodil J.C.Maxwell teorii, ze svétlo je jednou z forem
elektromagnetické energie, ktera se Siti ve formé vin

Fotochemie - stavy s vyssi energetickou hladinou (excitované stavy) a jejich
prechod zpatky na zakladni hladinu.

Zakladnim principem fotochemie je absorpce svétla (fotonu) latkou a nasledna
reakce nebo zména elektronového stavu molekuly.




VNEJSI A VNITRNI LUMINISCENCE

VNITRNI/intrinsic (nativni luminiscence) — molekuly Ize stanovit bez vyrazného
zasahu do sledovaného systému, zpravidla aromatické latky

VNEJSI/extrinsic luminiscence — do sledovaného systému pFidame fluoreskujici
¢inidlo(barvivo), jehoz fluorescence bude zavisla na koncentraci analytu,
pripadné se na néj navaze

Class Compounds?

aromatic amino acids phenylalanine (F)
tyrosine (F)
tryptophan (F, P)

vitamins vitamin A (F)

vitamin Bz (F)
vitamin Bg (F)
vitamin B1z (F)

witamin E (F)

folic acid (F)
catecholamines dopamineg (F)

norepinephrine (F)
pharmaceuticals and drugs quinine (F)

salicylic acid (F, F)

maorphing (F)

barbiturates (F)

LsD (F)

codeine (P)

caffaine (F)

sulfanilamida (F)

environmental pollutants polyoyclic aromatic hydrocarbons:

pyrene (F)
benzo[a]pyrena (F)

organothiophosphorous pesticides (F)

carbamate insecticides (F)

DODT (P



TYPY LUMINISCENCE

Ke vzniku luminiscence je tfeba dodat latce energii v libovolné podobé, kromé
energie tepelné

Druh budici energie Luminiscence

Chemicka Chemiluminiscence, bioluminiscence

a-, B-, y-, zareni Radioluminiscence, scintilace

RTG zareni Roentgenoluminiscence

UV-VIS zareni Fotoluminiscence (fluorescence, fosforescence)
Elektricka Elektroluminiscence (galvanoluminiscence)
Mechanicka Triboluminiscence, krystaloluminiscence
Ultrazvuk Sonoluminiscence

Katodové zareni Katodoluminiscence (TV obrazovka, oscilograf)



Fotoluminiscence — luminiscence je vyvolana elektromagnetickym zarenim (napf. v
pripadé zarivky)

Elektroluminiscence — LED dioda, reklamni panely, nouzové osvétleni

Chemiluminiscence — luminiscence je vyvolana chemickou reakci (patfi sem i
bioluminiscence, kdy je emise svételného zareni vytvorena zZivymi organismy)

Radioluminiscence — luminiscence je vyvolana plsobenim jaderného zareni
(osvétleni hodinek — radiova pasta, tritium, luminova)




FOTOLUMINISCENCE

* vyzarovani svétla po ozareni jinym elektromagnetickym zarenim

» Stokeslv zakon: vinova délka luminiscencni emise pfi fotoluminiscenci je vétsi

nebo rovna vinové délce excitacniho svétla

)\ex S)\em

* Podle pribéhu mluvime o:

absorbce fluorescence fosforescence

FLUORESCENCI
(nastava bezprostfedné po nabuzeni 10°s) N
. X
FOS FORESCE NCI _“T‘_ vibracni relaxace
o . 3 3 52-"-.,_ wnitfni konverze
(probiha postupné — 103 —10°s) :
e ., mezisystémova
1 konverze
Vznika excitaci atomu plsobenim jiného zareni, T
o s ’ , absorbce fluorescence fosforescence
elektronu apod. a naslednym navratem atomu
do zakladniho stavu, ¢imz dojde k vyzareni
fOtOhU. 10155 Te108s 1031005

Emitované zareni ma vétsi vinovou délku a tudiz nizsi energii



 Citlivost, rychla odpovéd, selektivita

FLUORESCENCE

* Vysledek 3 fazového procesu probihajici ve fluoroforech

(polyaromatické uhlovodiky nebo heterocykly)

4
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Absorbce

Excitovany stav

Emise

1015 - 10 sekund

Alexa Fluor 350

absorpce flucrescence




Fluorescence

 1.EXCITACE
» 2.NEZARIVY PRECHOD (METASTABILNI HLADINA)

* 3.EMISE
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g excitation fluorescent
= light light
Pted Po15s
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Fluorescence

Elektromagnetické spektrum
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Fluorescence

Emission range

Excitation maximum Emission maximum

Excitation Emilssion
spactrum gy EM 1 Spectrum

Fluorescence emission

Fluorescence excitation

500 G000
Wavelength of light inm)




FLUORESCENCNI ZNACENI

» fluorescencnich barvivo je kovalentné navazano na funkéni skupiny biomolekul (nukleové
kyseliny, proteiny)

Fluorescencni znaceni proteint
* Proteiny - dynamika konformacnich zmén, molekularni interakce, sledovani pohybd,
* Peptidy - studium vazby ligandu na receptor, struktura protein(, aktivita enzym?

* Protilatky — detekce antigen( vimunofluorescenénich testech, immunodiagnostika

Fluorescencni znaceni nukleovych kyselin
 Biofyzikalni studie struktury, funkce a dynamiky NK

e Pfimé in vivo sledovani DNA a RNA a jejich interakci s ostatnimi komponentami buriky,
organizace chromatinu a studium regulace genové exprese



FLUORESCENCNI ZNACENI

Fluorescencni znaceni polysacharidu

 usnadnuji identifikaci novych bioaktivnich polysacharid( a charakterizaci jejich biologickych
funkci

* Glykosaminoglykany (heparin) — komponenty extracelularni matrix; esencialni pro bunécénou
adhezi, migraci, rist; antikoagulaéni, antitrombotické, protizdnétlivé, antivirové vlastnosti

Fluorescencni znaceni lipidu
» Skladovani energie, tvorba bunécnych membran, signalizace
* Nilska c¢erven — intracelularni lipidové kapicky

* Fluorescencné znacené domény vazajici lipidy



FLUORESCENCNI ZNACENI - TECHNIKY

* Chemicka modifikace — kovalentni/nekovalentni

robustni, snadno proveditelné a velmi Gcinné s Sirokou skalou fluorofor(. Jsou vhodnéjsi pro in
vitro studie nez pro in vivo.

* Enzymatické - umoznuiji rychlé, vysoce ucinné a selektivni znaceni in vivo a in vitro, cileni na
proteiny nebo celé buriky, velka velikost

* Peptidové/proteinové tagy - specifické a selektivni znaceni proteind, zaclenéni kratkych
fluorescencnich znacek, které nenarusuji skladani nebo funkci molekuly

* Genetické — znaceni proteinovych domén, malych peptid(, AMK; mista podél chromozomu
in vivo; detekce chromoz. abnormalit (delece, duplikace)

* Vicebarevné - schopnost sledovat nebo detekovat vice fluorescenéné znacenych protein(
soucasné; zobrazovani zZivych bunék, pritokova cytometrie



FLUORESCENCNI ZNACENI - TESTY

Fluorescencni mikroskopie
 identifikace bunék a jejich komponent, fyziologie

* emitované svétlo je oddélovano od excitacniho svétla pomoci optickych filtrd

Priitokova cytometrie
* analyza a tridéni ¢astic v ,redlném case” pfi prachodu svételnym paprskem detektoru

* fluorescencné znacené markery (ligandy, protilatky) se vazou na specifické molekuly na
povrchu bunky nebo uvnitf buriky

» detekce, kvantifikace, izolace a charakterizace

* imunologie, hematologie, transplanta¢ni medicina, onkologie a genetika



FLUORESCENCNI ZNACENI - TESTY

Fluorescencni hybridizace in situ (FISH)

* lokalizace specifickych sekvenci DNA na chromozomech

* Diagnostické ucely - detekce chromozomalnich abnormalit, analyza rakovinnych bunék
Fluorescencni korelacni spektroskopie (FCS)

* analyza ¢asovych zmén v intenzité fluorescence fluorochromd, které jsou zplisobeny
chemickymi, biologickymi nebo fyzickymi vlivy

» chemicka kinetika, molekularni difuze, ucinky koncentrace, dynamika konformace,
molekularni interakce

Microarrays
* studium genové exprese za rlznych podminek

* na Cipech DNA Ize soucasné zkoumat tisice genl



FLUORESCENCE - PRISTROJE

Pristroje zaloZzené na méreni fluorescence jsou ¢tverého typu:

» spektrofluorimetry — méri stredni signal celého vzorku umisténého obvykle v kyveté nebo v
jamce mikrodesticky

* fluorescenéni mikroskopy — umoznuji pozorovat fluorescenci dvoj- nebo trojrozmérnych
mikroskopickych objekt(

* fluorescencni skenery (véetné CteCek mikrodesticek) — méri fluorescenci dvojrozmérnych
makroskopickych objektl (elektroforetické gely, bloty, chromatogramy)

» priitokové cytometry — méfi fluorescenci velkého mnozstvi jednotlivych bunék a umoznu;ji
identifikaci a separaci jejich subpopulaci

Existuji vSak i dalsi pristroje, které jako detekci pouzivaji fluorescenci.




FLUORESCENCE — TYPY FLUOROFORU

1) ORGANICKA BARVIVA — fluorescein, fluorescein isothiocyanate (FITC), rhodamine (tetramethyl
rhodamine isothiocyanate, TRITC)

* Vyhodou je maly rozmér — biokonjugace (crosslink) s makromolekulami (protilatky, biotin, avidin)
bez naruseni biologické funkce

2) BIOLOGICKEHO PUVODU — expresni systémy
GFP a jeho derivaty

Benefity — expresni plasmid vhesen do bakterie, bunky, organu nebo organismu, fuze s proteinem,
ktery studujeme

Nevyhody — ovlivnéni funkce proteinu, toxicita, reaktivni formy kysliku (ROS)



3) Kvantové tecky (Quantum dots, QDs)

* Polovodicové nanocastice, maji jedinecnou velikost a tvar zavislou na optoelektronickych
vlastnostech

* Umoznuji konstruovat soucdastky, s nimiz lze manipulovat s jednotlivymi elektrony, fotony

* Past pro elektrony, nebot maji nizsi Uroven energie nez je hodnota vodivostniho pasu okolniho
polovodi¢ového materialu

* Vykazuji fluorescenci

« 2—10 nm, Siroka absorpéni spektra, tzka Core —g (@) () (um . | B & N o
emisni spektra zavisla na jejich velikosti, odolné B
vici zhaSeni a chemické degradaci - ¥ ¥ ¥ ¥ ¥y = P

by = 2=

* nejcastéji se jedna o slouceniny prvka z Il. a VI. Gd ih Sn S Te
skupiny prvkl (CdTe, CdSe, CdS,ZnSe ...) a lll. a A R B R
V. skupiny (InP, InAs ) 400 460 490 500 565 600 >600 ) pm e s USRS

* Zivotnost, intenzita signalu, rozpéti excitace, Sirka emisniho spektra

* znacky DNA, ve fluorescenénim znaceni mikroskopickych preparatd, ke specifickému znaceni tkani,
organizmu, protilatek, oligonukleotidd, enzym, ve FRET (Forstriv rezonancni prenos energie),
BRET (bioluminiscencni rezonanéni prenos energie), ECL (elektrochemiluminiscenci)




FLUORESCENCE — KVANTOVE TECKY

Fluorescence kvantovych tecek ve
svalové tkani

S mnozstvim aplikovanych kvantovych
tecCek vzrlsta intenzita fluorescence a
zvétsuje se plocha rozliti kvantovych
tecek v tkani

100 00 A5 00 SO0 00 g s 1 ORR0L 00

* Invivoiin vitro zobrazeni

* Vizualizace transportu léciv

* vyvoj cilené IéCby a kontrol zacileni lIéCiva na misto s nddorovou tkani
* je nutna jejich vysoka biokompatibilita



F Fluorescence Intensity
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Non-modified QD

QD-MUC1

Real-time in vivo imaging of non-targeted versus targeted QD biodistribution in a nude mouse model 24 h after intravenous
injection of QDs.

W.C.W. Chan, S. Nie,Science 281 (1998) 2016—-2018



FORSTRUV REZONANCNI PRENOS ENERGIE (FRET)

* Prenos energie mezi dvéma fluorofory pfi jejich prostorovém pfiblizeni

* Pokud se emisni spektrum jednoho fluoroforu (tzv. donorového) prekryva s
absorpcnim spektrem druhého fluroforofu (tzv. akceptorového), dochazi k poklesu
intenzity fluorescence donorové molekuly a vyzareni energie zachycené akceptorovou
molekulou v podobé fluorescencniho zareni o delsi vinové délce

Tetramethylrhodamin

00

Fluorecence Absorption
of donor of acceptor

Overlap wavelength



Aplikace

Sledovani strukturnich a konformacnich zmén - dvé molekuly, pfipadné dvé casti
molekuly, jsou oznaceny donorem a akceptorem a sledujeme zda dochazi k
vymeéne energie ' ' o

KONFORMACE 1

KONFORMACE 2

Sledovani molekularni dynamiky jako jsou protein-proteinové interakce, interakce
protein-DNA a proteinové konformacni zmeény

--------
......
-t
o

Competitor
'," x Th,
R

Tracer Bound Tracer Displaced
High TR-FRET ratio Low TR-FRET ratio

340 nm

TR-FRET
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Aplikace

Kinase Reaction S Tasoay Detection

. S e '}E( High TR-FRET

T

Kinasal
ATP

+

Inhibitor

¢l || ¢

ey ﬁ%,«;%; i.. # a%;i Low TR-FRET
N
%%

Inhibited Reaction Unihibited Reaction

www.invitrogen.com



HYBRIDIZACNI METODY

Jako sondu oznacujeme v molekuldrni genetice molekulu nukleové kyseliny, kterou
pouzijeme k vyhledani urcité sekvence ve vzorku testované DNA nebo RNA

Vyuziva se vlastnost jednovlaknové nukleové kyseliny tvorit hybridni molekuly s jinou
nukleovou kyselinou, pokud tato obsahuje komplementarni sekvence (G-C, A-T)

Denaturace a optimalni podminky pro hybridizaci (teplota, konc. soli)

Hybridizaci Ize provadét ve smési, na nosi¢i se separovanou molekulou (NB), nebo
primo v bunce in situ (FISH)

Vzniklou hybridni molekulu je tfeba néjakym zplsobem zviditelnit — duUkaz, zZe

hybridizace probéhla
Vyuzijeme znacky! (radioaktivni, antigen, fluorescenéni) — viz dale
Vysetrovat Ize vzorky DNA i RNA - izolované z bunék, primo v bunkach

Kvalitativni i kvantitativni (zmény exprese genl)



FRET - SONDY

o e FRET
-l-l-l-l-l-l-l. DONOR f—_\"'

--------..E

EMISE FLUORESCENCE
AKCEPTORU

AKCEPTOR (@ rrrrrrr

Sondy jsou navrzeny tak, aby hybridizovaly pfilehle vedle sebe na templatovou DNA,
kterou tvori produkt PCR. Pokud sondy zhybridizuji s cilovou sekvenci, dochazi k

prenosu energie mezi fluorofory donor-akceptorového paru a zvyseni fluorescencni
aktivity akceptorového fluoroforu, ktera je mérena



TagMan sondy

Dvojité barvené hydrolyzacni sondy, tvoreny 18-22 bp, ktera je komplementarni k cilové sekvenci

Vyuzivaji 5’ exonukleazové aktivity Taq polymerazy pfi syntéze DNA

Na 5’ konci nesou reportérovy fluorofor, na 3’ nesou molekulu zhasece, tj. molekulu barviva, ktera

blokuje emisi fluorescence z fluoroforu na 5’ konci

NASEDNUTI SONDY A PRIMERU

K DENATUROVANE DNA
Fluorochom -=.= Emise fluorescence fluorochromu
— Zhaset : e
quward je blokovana zhasefem
pnmerI

SYNTEZA DNA

Reverse
primer
Emise fluorescence

qwb Taq polymeraza pfi syntéze DNA
£YA svou exonukleazovou aktivitou od5tépi fluorochrom

=P

_

https://labguide.cz/tagman-sondy/



Sir Edwin Southern (1975)

Northern blot
(RNA)

Western blot
(Protein)

Eastern blot
(??7?)

Southern blot
(DNA)
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Tento projekt je spolufinancovdn Evropskym socidlnim fondem a stdtnim rozpoctem Ceské republiky
INVESTICE DO ROZVIOJE VZDELAVANI



CDNA SONDY — NORTHERN/SOUTHERN BLOTING

cDNA sonda = relativné kratky usek ssDNA urceny k hybridizaci s komplementarni cilovou DNA nebo
RNA

Krok 1 — restrikéni Stépeni (k analyze 10 - 50 ug)
Krok 2 - elektroforetickd separaci na agarosovém gelu za denaturujicich podminek (formaldehyd)
Krok 3 - transfer na nosic

(nylonovou membranu)

* kapilarni sily (RNA)

* elektrické sily (DNA)

1
Genomic
43, ONA  Restriction ..;f“,,,."::":«}"\
= Endonuclease i‘-._q-';’;f;{lﬂ‘ \

Agarose Gel 2

Krok 4 - fixace nukleovych kyselin

, . ) Electrophoresis
pomoci tzv. UV-cross link )
)
Krok 5 - hybridizace separované RNA/DNA Blotting Buffer ==
o HEL R 3 =8 =
s cDNA sondou (teplota 55°C; pres noc) e “7 I :
N"hllt;ica“ul-‘b:: EEEEE Moll-:::lm
vznik dvouvldknové DNA nebo DNA-RNA k 4 R
Krok 6 — promyvani >6 /
32p_probe Expose to
X-ray Film

Krok 7 — detekce (32P, DIG)

Nitrocellulose
or Nylon Filter




DNA cipy (DNA Microarray) — moderni technologie, na nosici neni fixovan vzorek,
ale v mikro-usporadani velké mnozstvi riznych cDNA sond

MozZnost detekce velkého mnozstvi (stovky — tisice) genu v jedné analyze!!
PocitaCovy software pro vyhodnoceni — odecteni intenzity vazby

Lékarska diagnostika — vySetreni pfitomnosti alel genl v jednom vzorku DNA

Normal (@0 “Far” Gancer
Cell (x»!,-"’ RLCampes (B "ol
__ /_Nut significant: -\'
.'--' ‘-.:_-:-: -Ci_b.‘- oy Cell Culture "...é-. ‘-“:: I::"' a
= _am = o @ nrot present in cells
'— '- () Present in both cells
mRMNA RMNA Isolation mRNA Significant:
1 g @ n normal cells only
cDNA Reverse cDNA
PR SO Y Transcription e ———— @ n disease ceils only
VVVPVVVY & Labeling PP P \ _//

Grean Flusrescent Probes Red Fluorescent Probes ¥ 4

2L Scan
Hybridise

@D
cDNA probes to @ @ @ @ e ——
ddd &

oligo sequences
on Mmicroarray




paralelni detekce a kvantifikace exprese az desitky tisic gen(

globalni pohled na genovou expresi nadoru a identifikace genetickych markera dllezitych pro diagnostiku,

klasifikaci a predikci nadorového onemocnéni

karcinom prsu — heterogenni skupina nador(, které maji odliSnou prognézu a odliSnou odpovéd na lé¢bu (cilend

|écba)

5 typtli genetickych profilG — silny prognosticky vyznam, unikatnost genového profilu

1. onkologicky pacient je nositelem tumoru jehoz molekularni profil je unikatni a odlisitelny

2. profil genové exprese metastatického loZiska je odvozeny od profilu primarniho nadoru

78 carcinomas, 3 fibroadenomas and 4 normal breast samples

correlation
coetficient
TP53 status:
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TPS53 mutation = RED
o not tested = BLACK
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CHEMILUMINISCENCE

* chemicky déj, pri kterém se uvolnuje energie v podobé svétla

* obvykle bez vyzarovani tepla

Luminiscendnf ldtka + oxidadni cinidlo oxidovand latka + svétlo

A. Bioluminescence B. Chemifluorescence C. Autoradiography D. Immunogold

Substrate Subetrate

o &%, G -
AT A A A




BIOLUMINISCENCE

enzymaticky katalyzovana chemiluminiscence

luminiscence Zivych organismd

oxidace luciferinu na oxyluciferin za katalyzy enzymem luciferazou
v reakci Casto figuruji jesté ATP ¢i NADPH

velmi vysoké kvantové vytézky enzymatickych reakci (i pres 90%)

extracelularni i intracelularni




GENE REPORTER ASSAYS

* Metoda umozniuijici ,,zjednodusené” monitorovani transkripCni aktivity
(studium promotoru, interakce mezi promotorem a transkripénimi faktory,

signalni transdukce aj.)
» konstrukt cirkularni (plasmidové) DNA je vpraven do buriky nebo organismu

* LUCIFERASA (firefly) — konverze luciferinu za uvolnéni luminiscence

Appropriate  Luciferase gene
Promoter \ [Repartet}

0] 0}
Luciferase gene H3CD: 5 f‘gNH Luciferase HaCIijLNH
8 > ﬁb
1 X
S HsC N/go HsC N N/go
H 0, Fl'l

H;0
hv (490 nm)

O o}
H3C 12 H3C 12

H OH

A—25 «ZI

Reporter vector

luciferin

_.E

o/

cell
extracts

Promoter activity = Luciferase activity / Cell number or cellular enzyme activity




GENE REPORTER ASSAYS - konstrukty

VEKTOR

* expresni plasmid

obvykle cDNA zaklonovana do komeréniho plasmidu (pGEMT,
pSG5 apod.)

* exprimujeme v bunééném systému protein, ktery za
normalnich okolnosti se v bunce nenachazi

* tzv. ,over-expresse” — pozor nefyziologicky stav, naruseni
stechiometrie proteinl a transkripcnich faktor(

REPORTER
* tzv. reportérovy gen — ukazuje miru transkrip¢ni aktivity
* vlastnost reportérového genu:
* je burice cizi (nepfirozeny)

* jeho aktivitu/obsah Ize snadno a rychle mérit

CAT (chloramfenykoltransferasa) — acetylace radioaktivniho chloramfenikolu
GFP, RFP — ptimé méreni fluorescence
b-galakosidasa — konverze substratu na barevny produkt — fotometrie

GUS — beta-glukuronidasa — rlizné koncovky stanovené produktu

A ' CYP3A )
\ -
Liver, intestine /\

Ethinylestradiol  Efavirenz Warfarin } . X
Erythromycin  Cyclosporin Tamoxifen Examples { o
Atorvastatin Carbamazepine Doxorubicin Y

Indinavir

Kenaobiotic

{ Reporter
A plasmid




GENE REPORTER ASSAYS

BUNECNE SYSTEMY

bunécné linie — vétSinou komercni nadorové (HepG2, Hela)

TRANSIENTNI TRANSFEKCE

plasmidova DNA (vektor, reportér) je vnesena do bunék jen docasné
vétsSina bunécnych linii ma poloc¢as zmnozeni 12 — 72 hod

pfi proliferaci se plasmid ,ztrati“

razné techniky vneseni plasmidové DNA do buriky

lipofekce (Lipofectamine2000, FuGene6), elektroporace, tepelny Sok

STABILN{ TRANSFEKCE

selekéni tlak — plasmidy nesou gen resistence
kultivace v pritomnosti antibiotik (Neomycin, Bleomycin, Hygromycin)
u linii kde je vnesen vektor i reportér je dvoji resistence!

high throughput screening

Neomycin
AntibiotiC



GENE REPORTER ASSAYS - APLIKACE

Je testovana latka ligandem (agonistou, antagonistou) receptoru X?
e Systém vektor wt-X + reportér

* Dose-response analyza — vypocet hodnot EC50, IC50

\LJ
A”/v —— AGGTCANNNNAGGTCA —

NRE - vazebny motiv DR-4

—
luciferase

pORE-luc

o
L.

a1} == SPE00125 ECs = 0.005uM

= TCDD §5nM+3P600125 10w =154 ph

40-

EC,, = half maximal effective concentration

207 IC;, = half maximal inhibitory concentration

fold activation to control

f I._._.———-B———B 4
0.001 001 01 1 10 100
concentration (uM)



GENE REPORTER ASSAYS - APLIKACE

Aktivuje protein/receptor X expresi genu pres znamou DNA sekvenci v promotoru?
* Jaka cast proteinu je pro aktivaci nezbytna?
e Systém wt-X vs. mut-X + reportér

* Analyzujeme vliv jednotlivych mutaci na proteinu X na jeho transkrip¢ni aktivitu

—_— AGGTCANNNNAGGTCA —:

? / NRE - vazebny motiv DR-4
MUTACE

 ligand vazebna doména (LBD)

* DNA vazebna doména (DBD)
 heterodimerizacni doména

* residua pro kovalentni modifikace — fosforylace, Ubikvitinace



GENE REPORTER ASSAYS - APLIKACE

Aktivuje protein/receptor X expresi genu pres analyzovanou sekvenci promotoru?
» Jaka sekvence DNA je pro aktivaci dilezita?
e Systém wt-X + reportér vs. mutovany reportér

* Analyzujeme vliv jednotlivych mutaci/sekvenci DNA na expresi reportéru

mutace



GENE REPORTER ASSAYS - APLIKACE

Analyza dulezitosti tvorby proteinovych komplexti pro expresi genu

e Systém wt-X + wt-Y + reportér

v, MY
OO —
—— AGGTCANNNNAGGTCA

?
; NRE - vazebny motiv DR-4

w, M\
@



GENE REPORTER ASSAYS - APLIKACE

Figure 1.

A. CLEM4 XREM
ER6 DR3 DR4 (eNR3A4)
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Existuje kooperativita — antagonismus
dvou a vice promotorovych sekvenci?

. Systém wt-X + hybridni reportér
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Pavek et al.

VDR in HepG2
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Pavek P. et al (2010) Intestinal cell-specific vitamin D receptor (VDR)-mediated transcriptional regulation of CYP3A4 gene. Biochemical Pharmacology. 79 277-287



ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY (EMSA)

studium interakci protein-DNA resp. protein-RNA

separace komplext na polyakrylamidovém nebo agarosovém gelu za
NATIVNICH podminek

rychlost migrace je ddna NABOJEM a VELIKOSTI molekul (¢aste¢né i tvarem)

vznikne-li mezi proteinem a DNA (RNA) vazba, potom rychlost migrace
vzniklého komplexu je nizsi nez rychlost migrace samotné DNA (RNA) — sondy!

dochazi tedy k posunu polohy bandu protein-DNA vs. DNA —tj. tzv ,,gel shift”

Garner MM, Revzin A (July 1981). "

". Nucleic Acids Res. 9 (13): 3047-60



ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY (EMSA)

Gel separation of complex Detection of labeled probe
4 supershift
i —
shift

_ = — -

- + + * + protein
m— = AR A0R
+ - + + - probe ==
- - + < = competitor == Probe
- + mutated probe =
+ - antibody 4 /
Streptavidin

Fluorephore

ho  Substrate  Signal

Garner MM, Revzin A (July 1981). "

". Nucleic Acids Res. 9 (13): 3047-60



ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY (EMSA)

PROBA
* oligonukleotid — komerc¢ni syntéza na zakazku
* cca 20— 25 basi
» znaceni 3?P-radio (poloha gamma), alternativné fluorescencni, biotinem
e syntetizuje se proba znacena a neznacena
e syntetizuje se neznacena mutovana proba

* analyzuje se paralelné vzorek s wt- a mutovanou prébou —tj. s wt- dojde ke

kompetici a vymizeni bandu, zatimco s mutovanou se band neméni

|ze analyzovat kombinace s jinymi prébami — kompetice
VZOREK
* jaderné (nékdy celobunécné) extrakty bunécnych proteint

* invitro translated proteins — rekombinantni



ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY (EMSA)
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EMSA — APLIKACE

1. Kam se v DNA vaze dany protein? Do jaké sekvence? Responzivniho elementu?

* Analyzujeme vazbu proteinu P do responzivniho elementu v sondé S

* Kompetice s 50 — 100 nasobkem neznacené sondy — kontrola

* Kompetice s mutovanou sondou — umozni posoudit vliv mutace v DNA na vazbu proteinu
2. Jaky protein se vaze do dané sekvence resp. responzivniho elementu?

* Analyzujeme vazbu rtiznych proteinli — vétSinou rekombinantnich na sondu S

* Urcime zda a ktery protein se do dané sekvence vaze
3. Jaka oblast (reziduum) v proteinu je dulezita pro vazbu do DNA?

* Analyzujeme vazbu proteinu P do responzivniho elementu v sondé S

* Vyuzivame vétSinou rekombinatni proteiny

* Srovnani vazby wt-P a mutantu P-protein (site directed mutagenesis — plasmid, exprese)
4. Jaké koaktivatory, partneri, kofaktory jsou nutné pro vazbu proteinu do DNA?

e Exprimujeme v systému protein P + jednotlivé koaktivatory resp. Partnery

* Analyzujeme, zda pFitomnost partnera ovlivni vazbu P do S (zesileni/zeslabeni)
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