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Ekspresja GFP w komorkach E. coli

Ptynne hodowle E. coli prowadzono w pozywce L uzupetnionej ampicyling (50 ug/ml)
przez noc. Przed zajeciami prowadzacy rozcienczyli hodowle swiezg pozywkg w
stosunku 1:2.

Wykonie — na kazdg pare:

Do 2 szklanych probéwek (o o0bj.15 ml) odpipetowac po 2 ml
rozcienczonych wczesniej hodowli.

Do pierwszej probéwki dodaé 20 ul arabinozy (20% -> koncowe st. 0,2%)
Do drugiej probéwki dodaé 20 pl wody.

Podpisa¢ odpowiednio probéwkil!! +woda +ara!!!
Zmienia¢ koncowki do pipet za kazdym razem!!!

Inkubowa¢ hodowle w 37°C z wytrzgsaniem przez ok. 3 h, hodowle oglgdac
za rowno w swietle widzialnym jak i UV.



Kontrola szczepoéw w mutagenezie PET127
— rozdziat produktow PCR w zelu agarozowym

Przygotowanie i nakladanie prob:

» Do reakcji PCR (20pul) doda¢ 4ul 6x stezonego buforu
obcigzajgcego z barwnikiem.

* Do 1-szej kieszonki natozy¢ Sul wzorca masy czgsteczkowej
(gotowy, z buforem do naktadania).

* Na zel natozy¢ 12ul mieszaniny.

» Elektroforeze prowadzi¢ w 1% zelu agarozowym + EtBr, 1x
buforze TAE, 70-90V do 1h.



Sekwencjonowanie DNA



Sekwencjonowanie DNA:
metoda Sangera

3’ ~OH in normal DNA
allows elongation.

Dideoksynukleotydy \ 3
(analogi nukleotydow
bez grupy —OH w pozycji 3’)

powoduja przedwczesng
terminacje syntezy DNA

Deoxyribose

A DNA strand terminating in
a dideoxynucdeotide carmot be
elongated because a 3' —OH is
necessary for polymerization.

Dideoxyribose




Sekwencjonowanie DNA:
metoda Sangera

CTGCGACGCT

“lll“l GACGCTGCGA
Primer lzo-bp)——/u- ‘ iry‘::txsized DNA

R

Synthesis continues until dideoxynucleotide
(GA,T, orC) is incorporated
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Sekwencjonowanie DNA:
metoda Sangera
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Wspotczesna modyfikacja metody Sangera
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Wspotczesna modyfikacja metody Sangera
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Wspotczesna modyfikacja metody Sangera

s

Load ultrathin
sequencing gel

\ Perform electrophoresis

and fluorescence detection
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Wspotczesna modyfikacja metody Sangera
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Load ultrathin
sequencing gel

and fluorescence detection

\ Perform electrophoresis

8- TCAAAGCATG
termplate

L

-

-

000 =

OOO0 =

o b e b B B
PBBBBD *
0000000 =
PEBBBBED ¢ —
DOOOD0000 O
BPREBEREBE —
PEPEBBBBBE
000000000 O
000000000 O
R N

primer

mmumaaoam g

5-ACCAAGACATGCTTTGAAGCTTGG -3

-
g

-]

Hormalized Emission Inlarsity
-

Wavelengths ()

&R0 dRa3

R dTAMAA




Wspotczesna modyfikacja metody Sangera

o

Load ultrathin
sequencing gel

Perform electrophoresis
and fluorescence detection
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Analiza sekwencji | bazy danych

Pokaz chromatogramow: wyszukanie mutacji
ldentyfikacja sekwencji w bazach danych — blastn

Co to jest NCBI, PubMed?
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Pokaz bazy specyficznej dla organizmu np.
Saccharomyces Genome Database (SGD)

https://www.yeastgenome.orq/



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.yeastgenome.org/
https://www.yeastgenome.org/
https://www.yeastgenome.org/
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Sekwencjonowanie nowe| generacji,

wysokoprzepustowe
(NGS — Next Generation Sequencing)

« Sekwencjonowanie mostkowe, przez synteze z odwracalng
terminacjg (llumina) — obecnie najczesciej stosowana |
najbardziej wydajna technologia (do 2 Terra par zasad / 8
dni pracy urzadzenia)

« Sekwencjonowanie typu lon Torrent, przez synteze z
detekcjg protondéw na ukladzie scalonym (Life Tech.)

« PacBio (Pacyfic Biosystems) - technologia SMRT (Single
Molecule, Real-Time sequencing) — diugie odczyty (10-20
kb)

« Oxford Nanopore Technologies — sekwencjonowanie w
nanoporach, najdtuzsze odczyty rekord ponad 1 min!

| wiele innych...
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Sekwencjonowanie nowej generacji, wysokoprzepustowe
— podstawowe roznice wzgledem metody Sangera

W metodzie Sangera sekwencjonujemy jednoczesnie tylko 16-96 réznych
matryc, przy czym kazda matryca jest mieszanina wielu czasteczek, ktore
nie powinny ale moga sie roznic!

Problem: przy sekwencjonowaniu produktu PCR pochodzacego od homozygoty
mamy ,,czysty” odczyt. Gdy pochodzi on od heterozygoty —w pozycji gdzie wystepuje
réznica miedzy allelami, polegajgca na zamianie zasad, odczyt jest watpliwy a w
przypadku delecji lub insercji wrecz nie mozliwy dla calej dalsze] czesci czgsteczki.
Rozwigzanie: klonowanie produktéow PCR i dopiero ich sekwencjonowanie... lub
sekwencjonowanie NGS.

Metody NGS opieraja sie o rownoleglte, masowe sekwencjonowanie od kilku
tysiecy do kilkuset milionéw réznych matryc — tzw. bibliotek.

Najpierw sekwencjonowany material jest losowo fragmentowany, ligowany z
uniwersalnymi adaptorami i odpowiednio rozcienczany.

Kazda z finalnych matryc powstaje po amplifikacji klonalnej od pojedynczej
czasteczki poprzez PCR na matrycy 1 czasteczki a nie mieszaninie réznych wiec jest
zawsze homogenna! Kazdy wariant allelu ma swojg homogenna reprezentacje!



Sekewncjonowanie w technologii lllumina:
mostkowe, przez synteze z odwracalng terminacja

Flow cell
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Luet. al., ,Next Generation Sequencing in Aquatic Models” in
~Next Generation Sequencing - Advances, Applications and
Challenges”, 2016.

http://www.illumina.com/




Sekewncjonowanie w technologii Illumina:
mostkowe, przez synteze z odwracalng terminacja

https://www.vyoutube.com/watch?
v=womKfikWIxM

http://www.illumina.com/documents/products/techspotlights/tec
hspotlight_sequencing.pdf

lllumina sequencers

MiSeq NextSeq HighSeq 2500

http://www.illumina.com/


https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWlxM
https://www.youtube.com/watch?v=womKfikWlxM

Sekwencjonowanie nowej generacii:
—wady i zalety wzgledem metody Sangera
Metoda Sangera

* Proste i szybkie przygotowanie 1 proby — nadal rutynowo uzywane do sprawdzenia np.
poprawnosci konstruktu, identyfikacji pojedynczych produktéw PCR!

* Niski koszt jednokrotnego uruchomienia urzadzenia.
* Dtugosé pojedynczego odczytu do ok. 500-1000 pz.
 Wysoki koszt odczytu na 1 zasade.

* Niska przepustowosé¢, nie mozliwe sg doswiadczenia iloSciowe.

Metody NGS

 Trudne, kosztowne i pracochionne przygotowanie bibliotek, w zasadzie nie optacalne dla
pojedynczych préb.

* Pojedyncze odczyty bardzo krétkie, w przedziale 100-500 pz.
« Skomplikowana analiza bioinformatyczna.
« Wiecej bledéw sekwencjonowania.

« Bardzo duza ilos¢ odczytéw: do 2 Terra par zasad (dla 4 mid. réznych odczytéw), co umozliwia
dla 1 urzadzenia (lllumina HiSeq 2500) odczyt 10 ludzkich genoméw z ok. 100x pokryciem
(powtérzeniem) dla jednego kierunku kazdej z ,,2 nici DNA”!

* Duza ilosé odczytéw pozwala na prowadzenie doswiadczen ilosciowych np.
transkryptomicznych typu RNA-seq.

* Wielokrotnie nizszy koszt odczytu na 1 zasade.



Sekwenatory NGS — mozliwosci a koszty

Millions
Run Bases / | Reagent Reagent
| Amplificati f

nstrument | Amplification time o read |Cost/run| Cost/Gb bp/run Gbp/run cost/Gb
Reads/run

: + lllumina NovaSeq
Applied
Biosystems 6000

PCR, cloning 2 hrs. | 0.000096 650 $144 $2,307,692.31 62,400 $2,307,692.31
3730 — do 20 mld.

(capillary) -
lNlumina OdCZYtOW, 6Tb
Miseq v3 bridgePCR 56 hrs. 25 600 $1,530 $102.00 15,000,000,000 15 $102.00

lllumina
NextSeq
500 - High
v2

lllumina
HiSeq 2500 -
high output
v3

lllumina
HiSeq 2500 -
high output
vd

lllumina
HiSeq 4000
lllumina

HiSeq X - BridgePCR |<3days| 3000 300 $6,375 $7.08 900,000,000,000 900 $7.08
Ten Glenn, TC (2011) Field Guide

lon Torrent to Next Generation DNA
- PGM 314 emPCR 4 hrs. 0.55 400 $474 $2,154.55 220,000,000 0.22 $2,154.55 Sequencers.

chip v2 Molecular Ecology
lon Torrent - Resources. 2016 Update.

S5 540 chip
Pacific

Biosciences | None-SMS | <6hrs. | 0.385 10000 | $700 $181.82 3,850,000,000 3.85 $181.82 Qift-com/"eXt'qe"'
Sequel fieldguide-2016/

o

BridgePCR 29 hrs. 400 300 $4,240 $35.33 120,000,000,000 120 $35.33

BridgePCR | 11 days 1500 200 $15,860 $52.87 300,000,000,000 300 $52.87

BridgePCR 40 hrs. 2000 50 $6,240 $62.40 100,000,000,000 100 $62.40

BridgePCR |3.5days| 2500 300 $15,400 $20.53 750,000,000,000 750 $20.53

emPCR 2.5 hrs. 80 200 $1,275 $79.69 16,000,000,000 16 $79.69

http://www.molecularecolo



http://www.molecularecologist.com/next-gen-fieldguide-2016/
http://www.molecularecologist.com/next-gen-fieldguide-2016/
http://www.molecularecologist.com/next-gen-fieldguide-2016/
http://www.molecularecologist.com/next-gen-fieldguide-2016/
http://www.molecularecologist.com/next-gen-fieldguide-2016/
http://www.molecularecologist.com/next-gen-fieldguide-2016/
http://www.molecularecologist.com/next-gen-fieldguide-2016/
http://www.molecularecologist.com/next-gen-fieldguide-2016/

Przygotowywanie bibliotek NGS dla DNA

Fragmentacja!

Dtugie amplikony lub
gDNA-seq

Krétkie amplikony

-

end-repair, adapter ligation

v o
N

P

; size selection

-

l PCR amplification

van Dijk et. al., Exp Cell Res. 2014
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Sekwencjonowanie genomoéw — obecnie metodami NGS

Obecnie wykorzystywane jest podejscie ,shot-gun”: losowego fragmentowania
gDNA, pierwotnie stosowane dla metody Sangera.

Sekwencje — pojedyncze odczyty (ang. ,reads”) sktadamy w kontigi (ang.
,contigs”) in silico: na zaktadke, dzieki pokrywajgcym sie koncom odczytow.

.~ ACGCGATTCAGGTTACCACG
Uliniowane GCGATTCAGGTTACCACGCG
odczyty GATTCAGGTTACCACGCGTA
TTCAGGTTACCACGCGTAGC
CAGGTTACCACGCGTAGCGC
GGTTACCACGCGTAGCGCAT
TTACCACGCGTAGCGCATTA
ACCACGCGTAGCGCATTACA
CACGCGTAGCGCATTACACA
CGCGTAGCGCATTACACAGA
CGTAGCGCATTACACAGATT
TAGCGCATTACACAGATTAG

Kontig ACGCGATTCAGGTTACCACGCGTAGCGCATTACACAGATTAG



Sekwencjonowanie genomow — dwa podejscia

1. Ponowne sekwencjonowanie (ang. ,resequencing”) — z wykorzystanie sekwencji odniesienia
(referencyjnej) juz zsekwencjonowanego genomu — dla nastepnych osobnikéw gatunku.

2. Sekwencjonowanie de novo, gdy nie ma dobrej sekwencji odniesienia — wymaga wiecej pracy i
bardzie] wymagajace obliczeniowo.

Mozna tgczy¢ metody sekwencjonowania: dajgce dtugie, mniej doktadne odczyty do ktérych przyrownuje sie
duzo krotkich, bardziej doktadnych odczytéw.

Albo wykorzystaC odczyty samych koncow dla duzych fragmentéw (pary ,odczytéw”) jako szkielety (ang.
scafold”) do ukfadania wielu kontigobw w poprawnej kolejnosci — znajdujemy sekwencje 2 koncow duzego
frgmentu w 2 réznych kontigach — wiec kontigi w genomie lezg blisko siebie. Luki uzupetniamy celowanym
sekwencjonowaniem.

Szkielet

Kontig 1 Kontig 2

- ¢umm =) G
T« -:-




Typowe doswiadczenie mRNAseq

Pierwsza publikacja dotyczgca RNAseq Mortazavi et. al., Nature 2008

[AAAAAAAA] RNA . .o
" Selekcja frakeiji
l PolyA+ na ztozu
— — or OIigO'dT
RNA fragments l cDNA

————
with adaptors

|

ATCACAGTGGGACTCCATAAATTTTTCT
CGAAGGACCAGCAGAAACGAGACINNNNN Short sequence reads
GGACAGAGTCCCCAGCGGGCTGAAGGGE
ATGAAACATTAAAGTCAAACAATATGAA

}

ORF ¢
Coding sequence =
D----- o .
P sosiegs Exonic reads
| ettt 1 [—— —_ ...
- —_ e e o e
Junction reads e — = =
L — Wy poly(A) end reads
= — — Mapped sequence reads

Base-resolution expression profile

[ e

Nucleotide position

RNA expression level



RNAseq dla catego transkryptomu

Usuwanie rRNA z catkowitego RNA

do sekwencjonowania pozostatych, wszystkich transkryptow

I e
Hybridizes |-_.| -!' S
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s '™ pro t_f..:- - magnet [— |/ \
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™ ) (i \ '«.’j Y RiboMirus™
II Lo, | L | . ra.,_____%-\\ depleted HNh/’r
Vo LN V) TN
Kﬂﬂ;.&sm At "l,r -
— [} Remove
A rRNA/probe complexes
Hybridize with Capture
biotin-LMA probe set RNA/probe complexes

RiboMinus™ Technology by Life Technologies (ThermoFisher)
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Pokaz ,NGS LAB” W IGiB UW

(pok. VII)
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Technika northern-blot: rozdziat i detekcja RNA
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Indukcja transkrypcji genu
kodujacego arginaze
u A. nidulans
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Gen agaA koduje arginaze, rozktadajgca
arginine do ornityny, a gen otaA koduje
transaminaze ornitynowa

Transkrypcja obu gendw jest indukowana
argining

Za indukcje odpowiada czynnik
transkrypcyjny ARCA

arcA% 47 — mutacja dominujgca

arcA" 3 — mutacja recesywna



l

[zasady]

6000
4000

3000

OBRAZ ELEKTROFOREZY

123 4567 8

standard masy czasteczkowej RNA & &
L (RNA Lader High Range, MBI warunki hodowli aktywnos¢
Fermentas) arginazy
2. wt MM 0,2
3. wit MM + arginina 1,8
4. arcA47 MM 1,9
5 arcA%47 MM + arginina 2,1
6. arcA'3 MM 0,1
[£ arcA'3 MM + arginina 0,1
8. RNA totalne z ludzkich komérek 1u aktywnosci arginazy = aktywnos¢ enzymu dajgca 1 umol mocznika na
bialaczkowych Jurkat minute w warunkach standardowych
-
WYNIK AUTORADIOGRAFII
rRNA duzej 4
podjednostki
rRNA matej - «<
podjednostki - -

« mMRNA (geny) referencyjne

sygnat hybrydyzacji dla
mRNA arginazy
(ok. 1300 zasad)

* northern-blot jakosciowy — alternatywny splicing



Technika western-blot

Western Blotting Transieemad prosens
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Detekcja bia'ka w d CL substrate product
western-blot O A O A

secondary ' .
labeled
o

anti-species
antibody Ot AL

primary
unlabeled
antibody

blotted protein

Z

D -
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HzOsz, OH CO0”
MH= O MH-2

lurninol
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Southern, northern 1 western
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Kontrola szczepéw w mutagenezie PET127 — schemat PCR

wt locus PET127

up klon_L for

“— <4 <
rev klon_P down

up
_ [Twwme [
lllllll 4_ EEEEEEND
down

pYCplac33::PET127

for
-

up + down = 3,9 kb
for + rev=1,1 kb

up + down = 3,1 kb

for + rev=1,1 kb

klon_L i klon_P - startery
wykorzystane do otrzymania
wstawki do klonowania
PET127 do pYCplac33




Kontrola szczepéw w mutagenezie PET127
—wzorcowy wynik PCR
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Odczyt testow wzrostowych dla
mutantow w PET127

Sprawdzenie fenotypow oddechowych dla
mutantow D378A i E346A
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Model struktury PET127 z S. cerevisiae

Na model PET127 zaznaczono:

 struktury typu ,kartka” kolorem
czerwonym,

* helisy — ciemnoniebieskim,

» tancuchy stabo ustrukturyzowane
- jasnoniebieskim lub

Zaznaczono mutowane podstawniki
z okolic centrum aktywnego:
— podstawniki E346 i
D378,
— podstawniki L392 i
K393.

Model atomowy — czaszowy:
czgsteczka kw. nukleinowego (tu
DNA)

Model otrzymano w oprogramowaniu |-
TASSER (Yang Zhang's Lab) poprzez
modelowanie na podstawie sekwencji
homologicznych o znanej strukturze i
zwizualizowano programem YASSARA
(YASARA Biosciences GmbH):
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/
http://www.yasara.org
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Model struktury centrum aktywnego

PET127 z S. cerevisiae

Na model PET127 zaznaczono:
struktury typu ,kartka” kolorem
czerwonym,
helisy — ciemnoniebieskim,
fancuchy stabo ustrukturyzowane
- jasnoniebieskim lub

. Zaznaczono mutowane podstawniki
{ 2 z okolic centrum aktywnego:
‘ - — podstawniki E346 i

y | «” ‘ // e — podstawniki L392 i
o - ) 76 K393.
Q376

— skoordynowany jon Mg2*

Model otrzymano w oprogramowaniu |-
TASSER (Yang Zhang's Lab) poprzez
modelowanie na podstawie sekwencji
homologicznych o znanej strukturze i
zwizualizowano programem YASSARA
(YASARA Biosciences GmbH):
http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/
http://www.yasara.org




Kilka stow o ekspresji heterologicznej
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Przyktad wektora bifunkcjonalnego do

ekspresji biatek w komorkach ssaczych

Sgf |
Asc |
Hind Il

i
‘-‘é 6.6 kb

Rsr i
Miu |

Not |
Xho |

W Za: OriGene




Instytut Genetyki i Biotechn_
Plazmid do heterologicznej ekspresji | oczyszczania

biatek w bakteriach

Pokaz zaindukowanych pelB
hodowli ptynnych E. coli pod Sl (56)
Swiattem UV. Zachowac

ostroznosé!!! vre
N
\\
_ o \\ Safl (998)
AraC — czynnik o podwojne; , 3 Polyhistidine tag
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PBAD - promotor arabinozowy
YFG - your favourite gene
polyhistidine tag - znacznik heksahistydynowy (6xHIS) do
oczyszczania przez chromatografie powinowactwa



Ekspresja superstabilnych (,,superfolderowych”) pochodnych GFP, RFP
w komorkach E. coli — pokaz szalek — swiatto widzialne

Pochodne GFP
(,green fluorescent protein” z
meduzy Aequorea victoria):

Wzorzec w
Swietle
widzialnym

sfGFP - green
sfBFP - blue
sfCFP - cyan
StYFP - yellow
Venus
Cerulean

Pochodne RFP
(,red fluorescent protein”

z koralowca):
Wykorzystano
OFP - orange ”B'?é’EKAkS i

RFP —red

https://www.nature.com/articles/nbt1172

f folder’ kt taci iek . tabilnosé biatk http://2013.igem.org/Team:Warsaw/Parts
St —,SUpetoider — punklowe mutacje zwigkszajgce stablinosc biatka https://openwetware.org/wiki/IGEM:Cambridge/2008/Improved_GFP

Konstrukty wyrazane z silnych, konstytutywnych promotoréw

Dla czesci wida¢ kolor w swietle widzialnym, petne wzbudzenie w swietle UV —
ogladamy pod trans iluminatorem, prosimy o ostroznos¢!!!
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Klonowanie do wektora Transformacja E. coli
/ ekspresyjnego — Bialko
Przewidziana sekwencja Syntetyczne peptydy Specyficzne
aminokwasowa > przeciwciata
Gen lub cDNA
Okreslenie sekwencji Synteza sond DNA Przeszukiwanie bibliotek DNA
/ aminokwasowej —p —— metoda Southern Blot
Przygotowanie specyficznych przeciwciat Ekspresja biblioteki DNA

i przeszukiwanie metoda
Western Blot Gen lub cDNA



Konstrukcja zdegenerowanej sondy

Purify peptide fragment

|

Determine amino acid
sequence by Edman degradation

I |
NH, - M Cc K v F F K HAV E G Q H N Y LC - COOH

TGC AAA GTA TTC TTC AA_ GAA GGA CAA CAC AAC TA_
Triplet TGT AAG GTG TTT TIT GAG GGG CAG CAT AAT
codons GTC GGC
GTT GGT
A A
c A G c c A G A C c
TGy AAg GT. TT TT; AA GA; GG. CA_. CAZ AAS TA_
T T

MT oligo proba LT oligo proba



BADANY ORGANIZM

izolacja

i fragmentacja DNA
SYNTETYCZNY
OLIGONUKLEOTYD,
PRODUKT PCR LUB RT-PCR
w oparciu o znang sekwencje DNA
KLON cDNA DNA WEKTOR.
(np. do przeszukiwania konserwowany ewolucyjnie licacia
banku genomowego) lub z organizmu 829
spokrewnionego transformacja biorcy
RNA (Escherichia coli)
latwy do izolacji np. rRNA

BANK BANK
GENOMOWY cDNA

~

RNA (cDNA)
izolowany z r6znych tkanek do
hybrydyzacji r6znicowej

3 KOMPLEMENTACJA MUTACJI
Q . (na ogdl dla banku genowego np.
Z klonowanie genow drozdzy
S wg schematu z ¢wiczen)
o
Ustalenie N-konicowej E
sekwencji aminokwasowej biatka, 4 METODY HYBRYDYZACYJNE
projektowanie i synteza zestawu SONDA —» | <« > (hybrydyzacja kolonijna,
zdegenerowanych 2 lysinkowa albo réznicowa)
sond —
BIALKO -
latwe do oczy§zcze_nia, wystepuj Immunizacja ssaka E
w duzych ilo$ciach 0
P METODY IMMUNOLOGICZNE
PRZECIWCIALA —» = »  (biblioteka na wektorze

ekspresyjnym)



