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KBB/MTSB — Moderni techniky studia bunky

Uvodni pfedndska

Sondy a znacky. Vyuziti cDNA a RNA sond ke studiu bunky.
Techniky Northern blot, RNAse protection assay, electrophoretic

mobility shift assay, gene reporter assays
Metodologie bunécné a molekuldrni toxikologie. Bunécné kultury,
mechanismy bunécného poskozeni, metody hodnoceni

bunécného poskozeni

Ovlivnéni genoveé exprese, metody transfekce/tfransdukce,
CRISPR/Cas system

Studium genové exprese — RNA interference, metody gRT-PCR



MODERNI TECHNIKY
STUDIA BUNKY

1. Uvod do problematiky.
Historické aspekty a souvislosti.

Mgr. Aneta Vrzalova, PhD.
Katedra bunécné biologie a genetiky
Prirodovédecka fakulta Univerzity Palackého v Olomouci



MODERNI TECHNIKY STUDIA BUNKY
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* rozvoj fyzikdlnich véd
» jednoducha mikroskopie OMICS:
e genom
* franskriptom
i . * metabolom
* rozvoj chemickych ved l e kinom

» biochemické pochody g
« metabolické drahy * rozvoj instrumentace
* elektronovd mikroskopie

 rentgenovad analyza
 spekirdlni, migracni techniky
* molekuldarni metody, imunologie



OBJEV BUNKY - ROBERT HOOK

*18.7.1635 Freshwater, Isle of Wight, Anglie
+3.3.1703 Londyn, Anglie

* anglicky fyzik, malir
o skutecny portrét Hooka neni zndm, Hook pry byl ,,hubeny, shrbeny, osklivy muz“

OBJEVY

asistent Boylea - pomdhal mu s konstrukci vzduchové pumpy (20 let)
mechanizmus kapesnich hodinek (30 let)

zkonstruoval mikroskop - jako prvni na svété pozoroval rostlinnou

a zivocisnou bunku a popsal ji

zrcadlovy dalekohled, opticky telegraf a helioskop

meteorologické pristroje, jako je srazkomér, vihkomér a pristroj na
méreni sily vétru

Po pozdru Londyna vypracoval stavebni plany na obnovu mésta

a jako prvni rozpoznal ve fosiliich zbytky organismu



OBJEV BUNKY - ROBERT HOOK

Hook pozoroval mnoho predméti pod mikroskopem, jez si sdém vyrobil

roku 1665 publikuje knihu Micrografia kde popisuje sva ¢cetna mikroskopickd a
dalekohlednda pozorovani

zavadi pojem ,burika = cell“ — dUvod pro pojmenovani - rostlinna burika

pfipominala svym tvarem cely mnicho

poprvé pozoroval bunky v korku




BUNECNA TEORIE

» 1838 objevili Schleiden a Schwann bunééné jadro rostlinnych i Zivocisnych bunék
* Védecka teorie - zdkladni kdmen biologie

* Povazuji se za zakladatelé bunécné teorie spolu s dalsimi védci

Matthias Jacob Schleiden Theodor Schwann
*5.4.1804 Hamburg, Prusko *17.12 1810 Neuss, Prusko
+23.6.1881 Frankfurt n. M. +11.1.1882 Kolin n. R.



Jan E. Purkyné
x18.12.1787 Libochovice
+28.7.1869 Praha

* Principidalni analogie stavby
téla Zivocichu a rostlin (1837)
 Termin protoplasma

BUNECNA TEORIE

Rudolf L. K. Virchow
*13.10.1821 Schivelbein
+5.9.1902 Berlin

* Omnis cellula e cellula (1858)

Max Schultze
*25.3.1825 Freiburg
+16.1.1874

Definice bunky (1861):
»~Mass of protoplasm which
contain the nucleus..”
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BUNECNA TEORIE

védecka teorie - zdkladni kdmen biologie

Bunka je zdkladni strukturni a funkéni jednotkou Zivych soustav

Vsechny organismy se sklddaji z jedné nebo vice bunék nebo jsou na bunkach
zavislé (viry)

Bunky vznikaiji z jinych bunék bunéénym délenim

Bunky nesou geneticky materidl a pii déleni jej predavaiji dcerinym bunkdm
Chemické slozeni bunék je v zdsadé stejné

Uvnitr bunék se odehravaiji v zasadé stejné procesy (metabolické, energetické,

biochemické..)



OBJEV ORGANEL - JADRO

prvni objevend organela

poprvé jadro pravdépodobné pozoroval Rakusan Franz Andreas Bauer (1802
podrobnéjsi studie provdadél Skotsky botanik Robert Brown

jadro popsal v publikaci zaslané Linnean Society r. 1831 a publikované 1833

objevil jej pri mikroskopickém pozorovani orchideiji - opakni oblast v bunice

Brown ovsem nepopsal funkci jadra

roku 1838 navrhl Matthias Jacob Schleiden, ze
jadro hraje roli pri ,generovani bunék" a nazval jej
CYTOBLAST

e oponoval Franz Meyen - tvrdil, ze popsal mnoho

bunék vzniklych délenim, které nemaiji jadro

 definitivni verdikt postuloval Virchow (Omnis

cellula e cellula)

Robert Brown
x21.12.1773 Montrose, Skotsko
+10.6.1857 Londyn, Anglie



OBJEV ORGANEL - MITOCHONDRIE

Richard Altmann (12.3.1852 - 8.12.1900)

e Prusky patolog a histolog

e Zavedl ruzné techniky barveni bunék - fuchsinem, anilinem atd.

* Zkoumal malé granule v bunécné protoplasmé a nazval tyto ¢astice BIOBLASTY
 Nasledné postuloval, Ze se jedna o elementdrni organismy, které maiji autonomni

metabolicky a geneticky aparat

Roku 1890 sva pozorovani publikoval v Die Elementarorganismen a celil za to

siinému skepticismu ve védecké komunité!

Vyzkum mitochondrii probihd velmi intenzivné dodnes
Objev chemiosmotickych déju — P. Mitchell; Nobelova cena za chemii 1978

Objasnéni funkce ATP-sythasy - Paul D. Boyer a John E. Walker
Nobelova cena za chemii 1997 Mitochondria

ATP synthase paricles

inter membrane space
Matrix
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OBJEV ORGANEL

VAKUOLY, RIBOSOMY el a
\ \ 4 .||
e George Emil Palade (19.11.1912-7.10.2008) \ 4

* Rumunsky biolog, objevil ribosomy a vakuoly pomoci elekironové
mikroskopie

 Nobelova cena za Fyziologii a medicinu 1974

GOLGIHO APARAT
« Camillo Golgi (7.7.1843 - 21.1.1926)
* Iltalsky lékar a patolog

 Barvil tkdné a buriky sfiibrem - popsal neuron TR T g ©-Fi

 Objev Golgiho apardtu r. 1898

 Nobelova cena za Fyziologii a Medicinu 1906




CYTOSKELET
Paul Wintrebert (1867 - 194¢4)

* Francouzsky embryolog a teoretik vyvojové biologie

STAVBA BUNKY

e Zavedl pojem cytoskelet (cytosqelette) a koncept cytoskeletu bunky

» Vyzkum funkce cytoskeletu je stale vysoce aktudini

a mnohé otazky nejsou doposud vysvétleny

BUNECNA MEMBRANA

1855 Naegeli a Cramer popisuji membrdanu jako nezbytnou bariéru k vysvétleni osmosy v
rostlinnych bunkach

1871 Hugo de Vries popisuje permeabilitu membrdany pro glycerol a amonia

1888 Walter Nernts - teorie elekirochemického potencialu

1925 Gorter a Grendel navrhuiji strukturu lipidové dvojvrstvy

1972 Singer a Nicholson navrhuiji fluidné-mozaikovy model membrany, postuluji
explicitné integrdini proteiny jako soucdsti membrany

1975 Elekironovda mikroskopie membrdanovych proteinU baktertiofaga

1976 Patch-clamp technika studia membrany

1985 Rentgenova struktura membranovych proteind



MIKROORGANISMY - BAKTERIE

Antonie van Leeuwenhoek (24.10.1632 - 30.8.1723)

* Holandsky obchodnik a védec

* Povazovdn za otce mikrobiologie a prvniho mikrobiologa

7

* Pozoroval bakterie jednoc¢ockovym vilastnoruéné vyrobenym mikroskopem (1676)

a nazval je ,,animalcules*

Vyraz ,bakterie“ zavedl némecky zoolog a anatom Christian Gottfried Ehrenberg
(1838)

Louis Pasteur prokazal, Ze proces fermentace je zdavisly na rustu bakterii (1859),
protilatka proti vztekliné (1885)

Eduard Buchner (1907 NC) - ke kvaseni neni fieba Zivych mikroorganismu, ale
staci jejich enzymy

Robert Koch (11.12.1843 - 27.5.1910)

» objev puvodcu cholery, snéti slezinné a tuberkulosy
* je autorem Teorie o mikrobidlnim puvodu chorob

» Kochovy postulaty

* Nobelova cena (1905)




NOBELOVA CENA

Alfred Nobel (1833-1896) — chemik, vynalezce dynamitu

Ve své zavéti rozhodl, ze jeho majetek bude vlozen do fondu, z néhoz bude
kazdoroc¢né udélovana cena za vyznamné védecké objevy, literarni tvorbu a

zasluhy o mir ve svété
32 mil. SEK - cena udélovana z uroku (10 mil. SEK)

Jména kandidatt na Nobelovu cenu jsou tajna jesté 50 let po nominaci
Albert Einstein (1922) Barry Marshall (2005) Ada Yonath (2009)
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Vyhldaseni Nobelovy ceny pro rok 2020

fyziologie nebo medicina — pondéli 5. fijna
fyzika — Utery 6. fijna

chemie - streda 7. fijna

literatura — ctvrtek 8. rijno

mir - patek 9. fijna

ekonomické veédy - pondéli 12. fijna



molecular chassis

rotating
molecular
motor

NOBELOVA CENA ZA CHEMII

2019
" for the development of
lithium-ion batteries “

2016

"for the design and
synthesis of molecular
machines”.

Photo: A. Mahmoud Phc oud Photo: A. Mal ud
n . Jean-Pierre Sauvage Sir ). Fraser Bernard L. Feringa
John B. Goodenough M SfEm\Ey Akira Yoshino Prize share: 1/3 Stoddart Prize share: 1/3
3 Whittingham

Prize share: 1/3 Prize share: 1/3 Prize share: 173

Prize share: 1/3

2015
"for mechanistic
studies of DNA repair”

2018

"for the directed
evolution of enzymes,,

,, for the phage display of
peptides and antibodies*

Phato: A. Mahmoud Photo: A. Mahmoud Photo: A. Mahmoud
Tomas Lindahl Paul Modrich Aziz Sancar
Frances H. Arnold George P. Smith Sir Gregory P. Winter Brizeshate: 13 Brizeshare; 13 Erzeshatet

Prize share: 1/2 Prize share: 1/4 Prize share: 1/4

2017
“for developing

2014
"for the development of

cryo-electron microscopy super-resolved
for the high-resolution fluorescence
structure determination ! N : ‘? microscopy”.
of biomolecules in e, P e

Jacques Dubochet Joachim Frank Richard Henderson solution L

Prize share: 1/3 Prize share: 1/3 Prize share: 1/3



Roku 1993 provedla prvni pfimou Fizenou
evoluci enzymi

PRINCIP

- Gen pro enzym je podroben mutaci a poté
vlozen do mikroorganismu s oslabenymi
reparacnimi mechanismy, testovani, selekce

suolesni||

SEPIIN :

payaw|3

VYUZITI
10 2L\ : , | - vyroba chemikalii, které jsou mnohem méné
LN VAR A@\' % Skodlivé pro Zivotni prostiedi — to se tyka
Frances H. George P. Sir Gregory P. pfedev3|.m vy.roby leciv
Arnold Smith Winter - vyroba biopaliv pro ekologictéjSi dopravu
“for the directed “for the phage display of peptides - Stabilita enzymu — vyresena 3D struktura
evolution and antibodies” receptort vazanych na G-proteiny (NC 2012)

of enzymes”

THE ROYAL SWEDISH ACADEMY OF SCIENCES

Smith roku 1985 vyvinul elegantni metodu, které se dnes fika fagovy displej. Spociva v tom,
Ze bakteriofag (tedy virus napadajici bakterie) muze byt vyuzity pro vyvoj novych proteinu.
Cizorody gen X vloZen do €asti genu kddujici obalovy protein - vysledny fag tak na svém
povrchu “vystavuje” protein X

Sir Winter — pfima evoluce protilatek — tvorba monoklonalnich protilatek, humanizacni
protokol, vyvoj novych léCiv

Adalimumab - Prvni schvalena plné humanni terapeuticka protilatka odvozena pomoci
fagového zobrazeni (revmatoidni artritida, lupénka, zanétlivé onemocnénim stfev)



NOBELOVA CENA ZA MEDICINU NEBO FYZIOLOGII

2019
"for their discoveries of

to oxygen availability”.

William G. Kaelin Jr Sir Peter J. Rafcliffe Gregg L. Semenza
Prize share: 1/3 Prize share: 1/3 Prize share: 1/3

2018

"for their discovery of cancer
therapy by inhibition of negative
immune regulation”.

James P, Allison Tasuku Honjo

Prize share: 1/2 Prize share: 1/2

2017

"for their discoveries of
molecular mechanisms
controlling the circadian
rhythm®.

Jeffrey C. Hall Michael Rosbash Michael W. Young
Prize share: 1/3 Prize share: 1/3 Prize share: 1/3

how cells sense and adapt

Wfll\am c. Cé‘rlﬁpbell

"for his discoveries of mechanisms for
autophagy”.

2015

“for her discoveries
concerning a novel therapy
against Malaria".

2014
"for their discoveries of
cells that constitute a

positioning system in the
brain".



METABOLISMUS — BIOCHEMICKE POCHODY

Hans Adolf Krebs
Otto Heinrich Warburg Otto Meyerhof 1900-1981
1883 - 1970 1884 - 1951
Nobel Prize
Nobel Prize Nobel Prize 1953
1931 1922
g ndl Citratovy c.

glykolyza Mocovinovy c.



NOBELOVA CENA

Jaroslav Heyrovsky (1959)
18x nominovadn

1890-1967 1901-1986

“for his discovery and development of the | { =) “for his poetry which endowed with freshness,
polarographic methods of analysis” Wi L1 . sensuality and rich inventiveness provides a
' liberating image of the indomitable spirit and
versatility of man”

Ctyfi osobnosti ziskaly dvé Nobelovy ceny:

Maria Curie-Sktodowska — za fyziku, 1903 a za chemii, 1911
Linus Pauling — za chemii, 1954 a za mir, 1962

John Bardeen — za fyziku, 1956, 1972

Frederick Sanger — za chemii, 1958 (struktura proteinu - inzulin),
1980 (sekvence nukleovych kyselin)



ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

e prulomovda metoda studia buriky
* vizualizace atomarni struktury nezivé hmoty
» jedinecnd technologie pro virologii

e Ernst August Friedrich Ruska (1906-1988) a Max Knoll zkonstruovali
prvni prototyp elektronového mikroskopu v roce 1931
* 1933 Ruska konstruuje prvni elektronovy mikroskop s vyssim rozlisenim nez
opticky m.
» Siemens sponzoruje Ruska — 1937 - konstrukce elekironového mikroskopu
» Siemens (1939) - tfransmisni elekironovy mikroskop (TEM)
* Ruska - Nobelova cena za fyziku 1986

NEVYHODY:

1) vzorek umistény v komore vyplnéné vakuem — Ziva hmota ztraci své puvodni
vlastnosti (odpareni vody ve vzorku = destrukce biomolekul)

2) vzorek je snimdan pomoci silného paprsku elekiront — poskozeni — vysledek
neodpovida realné situaci

Kryoelekironova mikroskopie — NB za chemii 2017
* popsani povrchové bilkovinné struktury viru Zika, kterd zapric¢inuje jeho rezistenci k

antibiotikum
 identifikace povrchové struktury viru zpUsobujiciho paralyzu véel



RENTGENOSTRUKTURNi ANALYZA PROTEINU

» X-ray crystallography
* metoda, kterd urcuje usporaddani atomu v krystalu - Ize urcit presnou
strukturu molekuly, coz nelze Zzadnou jinou metodou!!!

* pro strukturni analyzu velmi vyznamnd m. — nizkomolekularni latky i proteiny
* méri se difrakce roentgenova zareni na krystalu (existuje i elektronova a
neutronova difrakce)

« difrakce se ridi Braggovym zdkonem (1912)

2dsmfé = nA

1915-1920 analyza jednoduchych anorganickych slou¢enin (CaF,,
Ti0,, CaCO,)
1920-1930 organické molekuly - hexamethylbenzen, ferroceny atd.

Bioorganické molekuly: Dorothy Crowfoot Hodkgin (NC za chemii 19464)

» cholesterol (1937), vitamin B12 (1945), penicilin (1954)
e navrhla i strukturu insulinu (1969)



RENTGENOSTRUKTURNi ANALYZA PROTEINU

» X-ray proteinova krystalografie se zac¢ala rozvijet koncem 50 let

 mnohem slozitéjsi nez analyza jednoduchych molekul

e struktura vorvaniho myoglobinu - Perutz a Kendrew - Nobelova cena za
chemii 1962

* rozifeseny struktury nékolika desitek tisic proteinu a nukleovych kyselin

« véfsinou proteiny vnitrobunééné, vyzvou zUstava spousta membrdanovych
proteinu (receptory, iontové kandly) - problémy solubilizace a rekonstituce

* metoda vyuzivana ve farmaceutickém primyslu

* interakce Iéciva s bunéénym cilem (enzym, receptor)

» obrovsky potencidl pfi vyvoji antagonistt a inhibitori!!

IMATINIB - Gleevec (Novartis) - blokator

+ identifikace aberantni kinasy bcr-abl v pathogenesi
chronické myeloidni leukémie (CML)

 krystalizace tyrosinkinasy, charakterizace struktury a
vazebného mista ber-abl
(X-ray)

» pocitac¢ové simulovany fitting knihoven potencidlnich
léciv




SEKVENACE DNA A PROTEINU

1976-1977 Maxam a Gilbert vyvinuli metodu sekvenovani
DNA pomoci chemické modifikace bazi a naslednym
stépenim na specifickych bazich
Metodu publikovali az po Sangerovi, ale v té dobé

se stala vice popularni nez Sangerovalll - NS

1975 Sangerova metoda - ,,chain termination”
DNA s vyuzitim radioaktivnich ddNTPs

Oba teamy dostaly v roce 1980 Nobelovu cenu

Edmanovo odbourdavani (1950)

o derivatizace fenylizothiokyanatem a stépeni (HCI - thiazolinon)
e Sangerovo cinidlo (1-fluoro-2,4-dinitrobenzen) - inzulin

» Sekvenace z N-konce; max. 50 aminokyselin

» dnes automatizace na matricich

Hmotnostni spekiroskopie
* priprava stépu (peptidU - endoproteasou) - separace HPLC, analyza MS
« kombinace riznych stépeni a fragmentu, sestaveni prekryvajicich
se sekvenci
e John Bennett Fenn - Nobelova cena za chemii 2002



POLYMERASE CHAIN REACTION - PCR

technika umoznujici amplifikaci nékolika malo kopii DNA o nékolik radu
vysledkem je nékolik milionu kopii uréité sekvence DNA

principem metody je ,termal cycling* - cyklicky se opakuje ,DNA melting“ a
enzymova syntéza DNA (denaturation-annealing-elongation)

* vyuzZivaji se termostabilni polymerasy (DNA-dependentni-DNA-polymerasa)

» kvantifikace amplifikované DNA po separaci v agarosovém gelu

» kvantifikace v realném case - fluorescencni sondy - RT = real time PCR

* PCR ma siroké vyuziti - vyzkum, mol. biologie, medicina, kriminalistika

* analyza DNA

* analyza genové exprese — hladiny mRNA - prepis RNA do cDNA pomoci reversni
transkriptasy (RNA-dependentni-DNA-polymerasa) — odtud RT = reverse
franscription

» PCR v nejriznéjsich modifikacich — nested, assymetric, multiplex atd....

* PCR vyvinul v roce 1984 Dr. Kary Mullis
e obdrzel Nobelovu cenu za chemii 1993




GFP-FUZNI PROTEINY - HYBRIDY

Nobelova cena za chemii 2008
"for the discovery and development of the green fluorescent protein, GFP"

1962 - izoloval GFP protein z meduzy Aequorea victoria, ve které se
spolecné s proteinem aequorinem podileji na chemiluminiscenci

aequorin interaguje s Ca?* ionty a vyzdaii se modré svétlo, a jeho
energie se prenese na GFP a ten sviti zelené

Osamu Shimomura

3D struktura GFP
objasnil princip
fluorescence GFP a
zabyval se mutantnimi
variantami

Studoval vyvoj neuronu
v hadatku

1992 vnesl gen pro GFP
do bakterie E. coli,
Ndsledné protein

-

§,, , exprimovan v hadatku,

]

\‘.7;' ‘\<
Martin Chalfie

octomilce, kvasinkach,
savcich bunkdch a jinych
organismech

Roger Tsien



Hodné stésti pri studiu bunky
modernimi technikamit!ll

Dekuji za pozornost



