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1 Uvod

Epigenetika je védni obor zabyvajici se studiem dédi¢nych zmén genové exprese, které
nezahrnuji zmény V primarni sekvenci DNA. Mezi zakladni epigenetické mechanismy patii kovalentni
modifikace DNA, posttransla¢ni modifikace histont, histonové varianty a nékteré typy RNA. Nejlépe
prostudovanou kovalentni modifikaci DNA je metylace cytozini. Metylace cytozinu je nejéastéji
spojovana s transkrip¢ni inaktivaci, ale dle novéjsich poznatki mize zptisobovat i aktivaci transkripce.
Zmény metylace jsou v uréitych oblastech genomu vazany na vek jedince, a proto mize byt analyza
metylace pouzita k ur€eni veéku jedince ze vzorku jeho DNA. Tohoto faktu je mozné vyuzit naptiklad

pro forenzni ucely.

V pribéhu ¢asu byla vyvinuta cela fada metod umoziujicich detekci metylace cytozint. Starsi
metody umoziuji pfedevS§im analyzu metylace omezenou na cilové oblasti genomu. S rozvojem
mikroarrayi a sekvenaénich metod nové generace se analyza metylace rozsifila i pro celogenomové
pouziti. Metody umozniujici detekci metylace cytozini muZzeme rozdé€lit na metody zaloZené na
afinitnim obohaceni o metylovanou DNA, metody zalozené na pouziti specifickych restrikénich
enzymil, metody zalozené na specifickych chemickych reakcich, metody zaloZzené na specifickych

enzymatickych reakcich a metody pfimo detekujici DNA metylaci.

Pro nékteré zmetod analyzy metylace DNA je nezbytné pouziti specifickych proteinu
a enzymu, které je nutné pripravit jako rekombinantni proteiny. Pfiprava rekombinantnich proteind se
sestava z konstrukce expresniho vektoru, vpraveni vektoru do vybraného expresniho systému, exprese
rekombinantniho proteinu a jeho nasledné izolace a purifikace. Rekombinantni proteiny mohou byt
exprimovany V bunéénych kulturach bakterii, kvasinek, savci, rostlin nebo hmyzu, v transgennich
rostlinach a zivocisich nebo pomoci cell-free technik. Pro purifikaci rekombinantnich proteint se
nejcastéji vyuziva afinitnich fiznich znacek, které umoziuji selektivni zachyceni cilového proteinu na

afinitnim substratu a jeho specifickou eluci.



2 Cile prace

Cilem teoretické c¢asti diplomové prace bylo sepsat reSer§i pojednavajici o metodickych
ptistupech k detekci metylace cytozini. Cilem praktické casti diplomové prace bylo exprimovat
a purifikovat rekombinantni enzym mTetlCD pro metodu TET asistovaného pyridin boranového
sekvenovani (TAPS, TET-assisted pyridine borane sequencing), ktera umoziiuje detekci metylace

Cytozint.



3 Literarni prehled

3.1 Epigenetika
3.1.1 Uvod do epigenetiky

Stabilita a flexibilita jsou velmi dulezitymi vlastnostmi genomu. Geneticka informace musi byt
spolehlivé propagovana jak v ramci vyvoje jedince, tak napfi¢ generacemi. Zaroveni ale musi genom
mnohobunéénych organismii umoznovat tvorbu riznych bunéénych typl, znich kazdy musi byt
schopen reagovat na zmény prostiedi (Kohli et Zhang, 2013). Schopnost eukaryotickych bunék udrzet
si rozdilny fenotyp i presto, Ze obsahuji totoznou genetickou informaci, je zajisténa moznosti regulace

genové exprese (Biswas et Rao, 2018).

S regulaci genové exprese tzce souvisi pojem epigenetika, ktery byl poprvé piedstaven v roce
1942 C. H. Waddingtonem. Vyznam pojmu epigenetika byl nasledné¢ béhem let mnohokrat
modifikovan. Dnes muZe byt epigenetika chapana jako studium zmén v genové expresi, které jsou
mitoticky a/nebo meioticky dédi¢né a nezahrnuji zmény v primarni sekvenci DNA (Dupont et al., 2009;
Deans et Maggert, 2015). Mezi epigenetické faktory fadime kovalentni modifikace DNA, posttranslaéni
modifikace histont, histonové varianty a nékdy mezi né byvaji fazeny i nékteré typy RNA (Dupont et
al., 2009; Daxinger et Whitelaw, 2012; Skvortsova et al., 2018).

3.1.2 Kovalentni modifikace DNA se zaméFenim na metylaci cytozini

Kovalentni modifikace DNA bazi je jednim z hlavnich epigenetickych mechanismil regulujicich
genovou expresi u rostlin i Zivo¢icht (Kumar et al., 2018). I ptesto, Ze existence téchto modifikaci byla
popsana jiz v roce 1948, az o vice nez 20 let pozdéji byla poprvé navrzena a v 80. letech pak nékolika
studiemi potvrzena jejich role pfi modulaci genové exprese (Dupont et al., 2009; Moore et al., 2013).
Nejlépe prostudovanou kovalentni modifikaci DNA je metylace cytozind, mimo to sem fadime
i hydroxymetylaci, formylaci a karboxylaci cytozinu a metylaci adeninu (Biswas et Rao, 2018; Kumar
et al., 2018),

Metylace cytozinu oznacuje pripojeni metylové skupiny (-CHs) na paty uhlik pyridinového
kruhu cytozinu za vzniku 5-metylcytozinu (5mC). Uroven metylace se lisi jak mezi jednotlivymi druhy,
tak i mezi jednotlivymi oblastmi genomu U konkrétniho druhu i jedince (Daxinger et Whitelaw, 2012;
Kumar et al., 2018). U ¢lovéka jsou vice nez 4 % vSech cytozini v genomu metylovany a nejvétsi
zastoupeni 5SmC se nachazi v CpG ostruvcich (Kohli et Zhang, 2013; Breiling et Lyko, 2015; Kumar et
al., 2018). CpG ostruvky jsou oblasti genomu, kde jsou akumulovany dinukleotidy cytozinu a guaninu.
V genomu savci jsou CpG mista metylovany ze 70 - 80 % (Li et Zhang, 2014). Lidsky genom obsahuje
néco okolo 30 000 CpG dinukleotidli, ze kterych se kazdy muze vyskytovat v metylovaném nebo

demetylovaném stavu. Pocet moznych metylacnich vzor v haploidnim genomu (2 na 30 000) tedy



prevysuje pocet atomi ve znamém vesmiru (10 na 28). Tento fakt zvysuje jak potencionalni informaéni

obsah genomu, tak ale i obtiZnost statistické analyzy (Edwards et al., 2017; Bestor et al., 2015).

Metylace cytozinii je klasicky asociovdna s transkripéné neaktivnim stavem geni a ve
specifickych oblastech genomu miiZze pomoci formovat buné¢ny program v priab&éhu vyvoje jedince.
Dlouhodobé hypermetylované oblasti potom hraji dilezitou roli v procesech imprintingu, inaktivace
X-chromozomu a potlaceni aktivity mobilnich genetickych elementi (Kohli et Zhang, 2013; Li et
Zhang, 2014). Metylace cytozint v oblasti promotoru miize potlacovat expresi gent tim, Ze zabrani
navazani specifickych transkripénich faktort nebo mize vazat mediatory remodelace chromatinu a dalsi
represory genové exprese (Dupont et al., 2009; Bogdanovi¢ et Lister, 2017). Nové;jsi studie nasvédcuji
tomu, ze funkce 5-metylcytozinu a jeho oxidovanych derivati, jako napfiklad 5-hydroxymetylcytozinu
(5hmC), mize byt mnohem komplexné&jsi, nez se ptivodné predpokladalo. V zavislosti na typu buriky
by 5mC mohl byt schopny interagovat s fadou transkripénich modulatorti, a dokonce mit spojitost

s transkripéni aktivaci (Spruijt et al., 2013; Bogdanovi¢ et Lister, 2017).
3.1.3 Zmény metylacniho profilu v priubéhu Zivota jedince

Epigenetické znacky ustalené v tkanich béhem Zivota organismu nemaji vyznam ve vztahu
k dalsi generaci. Pouze epigeneticky profil gamet ma potencial pfispét k fenotypu potomka (Daxinger
et Whitelaw, 2012). Zatimco v somatickych buikach je metyla¢ni profil genomu pomérné stabilni,
metylacni profil v pritbéhu preimplanta¢niho vyvoje a formace zarodecné linie vykazuje znacnou
dynamiku. Thned po oplodnéni vajicka spermii dochazi k témét celkové demetylaci otcovského jadra
nasledované vyznamnym poklesem celkové metylace DNA v zygoté. Nejnizsi hladiny metylace je
dosazeno ve fazi blastocysty. Embryologicky genom je remetylovan po nidaci, kdy také dochazi ke
ztraté pluripotence bunék (Skvortsova et al. 2018; Bogdanovi¢ et Lister, 2017). V prubéhu této
komplexni demetylace zistava Cast cytozini metylovana a vykazuje typ mezigenera¢ni dédi¢nosti,

kterou nazyvame imprinting (Liberman et al., 2019).

Po nidaci se z casti epiblastovych bunék tvoii primordialni zarode¢né buriky, které jsou
prekurzory bunék zarodecnych. Tyto buiiky pfi svém vzniku musi projit epigenetickym reprogramacnim
procesem, ktery zahrnuje i téméf celogenomové vymazani metylacniho profilu (Kohli et Zhang, 2013).
U téchto bunék je znovu obnoven metylacni profil, kdy mimo jiné je v zavislosti na pohlavi jedince
ustalen imprinting genti v gonadach (Skvortsova et al. 2018). Nicméné byly identifikovany oblasti
genomu, které jsou k demetylaci v této fazi vyvoje imunni, zachovavaji si svij metyla¢ni profil a mohou
byt tak transgenerané epigeneticky dédény. Mnoho z téchto lokusi je spojovano s nervovou nebo
metabolickou funkci (Tang et al., 2015). Piikladem epigenetického transgeneracné dédiéného efektu
muze byt vliv stravy pregnantni matky na fenotyp potomstva (Ahmed, 2010). V pozdé&jsim vyvoji
jedince probihaji epigenetické zmény v mensim rozsahu v reakci na vniténi a vnéjs$i zmény (Li et Zhang,

2014).



3.1.4 Zakladni faktory asociované s metylaci DNA

Obecné miizeme klicové faktory asociované s epigenetickymi zménami rozdélit na zapisovace
(writers), mazace znacek (erasers) a Ctenaie (readers). Mezi zapisovaée patii komponenty schopné
modifikovat heterocyklické baze nebo specifické aminokyselinové zbytky histontl, mazaci znacek jsou
komponenty schopné tyto epigenetické znacky odstraniovat a ¢tenafi jsou rozmanita skupina proteind,
které dokazou epigenetické znacky rozeznavat a interpretovat jejich informaci (Biswas et Rao, 2018;
Kumar et al., 2018).

CH;

TTGACAGCCG Dnmt3a TTGACAGCCG

Dnmt3b
—

AACTGTCGGC AACTGTCGGC

Dnmtl

Obr. 1: Cesty metylace DNA. Dnmt3a a Dnmt3b metyluji nemodifikovanou DNA de novo. Dnmt! zajistuje

metylaci dcefiného vlakna podle vzoru vlakna matetského pii replikaci DNA. Vytvofeno v Biorender.com dle
Moore et al., 2013.

V ptipadé metylace DNA jsou zapisova¢i DNA metyltransferazy (Dnmt). Dnmt katalyzuji
pienos metylové skupiny z donorové molekuly S-adenosylmetioninu (SAM) na paty uhlik cytozinu
v DNA. DNA metyltransferazy jsou evolucné konzervovanou rodinou enzymd, do které u savcu fadime
pét zastupcti: Dnmtl, Dnmt2, Dnmt3a, Dnmt3b a Dnmt3L (Moore et al., 2013; Biswas et Rao, 2018).
Po replikaci DNA je nové syntetizované vlakno rozpoznano Dnmtl, kterd kopiruje metyla¢ni vzor
z matetského vlakna na nové syntetizované vlakno dcefino, coz déla z DNA metylace dédi¢nou znacku.
Dnmt2 je jedinou metyltransferazou, ktera katalyzuje metylaci RNA. Dnmt3a a Dnmt3b jsou znamy
jako de novo metyltransferazy a maji funkci v gametogenezi a ranné embryogenezi (viz Obr. 1). Dnmt3L
sam o sob&é nema katalytickou aktivitu, ale mize se vazat s Dnmt3a a Dnmt3b a stimulovat jejich

metyltransferazovou aktivitu (Moore et al., 2013; Biswas et Rao, 2018; Liberman et al., 2019).



Epigenetické znacky mohou byt odstranény pii potiebé modifikovat expresi genti v daném
lokusu v ur¢ité buiice. K DNA demetylaci mtize dochazet bud’ pasivni nebo aktivni cestou. K pasivnimu
odstranéni metylovanych cytozint dochazi v prib&hu replikace DNA, kdy Vv pfipadé neptitomnosti
funk¢ni Dnmt1 zGstava nové syntetizované vlakno nemetylované (Fu et He, 2012; Moore et al., 2013;
Biswas et Rao, 2018).

Aktivni DNA demetylace se mlize objevovat jak u délicich se, tak i u nedélicich se bunék. Jedna
se 0 proces podminény pribéhem enzymatické reakce (Moore et al., 2013). Demetylace probiha
prostiednictvim série chemickych reakci, které SmC dale modifikuji deaminaci a/nebo oxidaci za vzniku
produktu, které jsou rozpoznavany a nahrazovany klasickym cytozinem (Moore et al., 2013; Chen et
al., 2017; Kumar et al., 2018). Aktivni demetylace DNA muze byt zprostfedkovana prostiednictvim
rodiny enzymu Tet (ten-eleven translocation, rekurentni translokace t(10;11)(g22;923), mezi
chromozémy 10 a 11, tvorici fuzni protein MLL-TET1 u pacientt trpicich akutni myeloidni leukemii
(Lorsbach et al., 2003)). Dioxygenazova rodina Tet enzymli ma u savcu tii ¢leny: Tetl, Tet2 a Tet3
(Bogdanovi¢ et Lister, 2017; Chen et al., 2017). Tet enzymy se podileji na konverzi 5mC na
5-hydroxymetylcytozin (5hmC) a pak dale ptes 5-formylcytozin (5fC) na 5-karboxycytozin (5caC).
5hmC je u zivocichu stabilni epigenetickou znackou (Bogdanovi¢ et Lister, 2017; Kumar et al., 2018).
5fC a 5caC baze jsou rozpoznavany a z daného mista vystfizeny pomoci tymin-DNA-glukozidazy
(TDG). Dochazi ke vzniku abazického mista, které je zaplnéno nemodifikovanym cytozinem pomoci
mechanismu bazové excizni opravy (BER) (viz Obr. 2) (Rasmussen et Helin, 2016; Chen et al., 2017).
Tet proteiny jsou multidoménové enzymy. Katalyticka oblast na C-konci obsahuje dvouvlaknovou
B-helix doménu, na cystein bohatou doménu a vazebna mista pro kofaktory. Tetl a Tet3 navic nesou na
N-konci CXXC doménu, kterd se vaze na DNA (Kohli et Zhang, 2013; Rasmussen et Helin, 2016;
Biswas et Rao, 2018). Variabilita v molekularni struktufe jednotlivych izoforem Tet ovliviiuje jejich
distribuci. Tetl odstrafiuje imprintované zna¢ky v primordidlnich zarodeénych bufikach, zatimco Tet3
odstranuje rodi¢ovské metylaéni znacky v zygote. Tet2 hraje podstatnou roli v pribéhu hematopoézy

(Guetal., 2011; Yamaguchi et al., 2013; Solary et al., 2014; Biswas et Rao, 2018).
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Obr. 2: Schéma aktivni demetylace DNA iniciované Tet enzymem. Metylace DNA (5-metylcytozin) je
vytvofen a udrzovan pisobenim Dnmt enzymu. 5-metylcytozin mize byt oxidovan piisobenim Tet enzymu pies
5-hydroxymetylcytozin, 5-formylcytozin az na 5-karboxycytosin. 5-formylcytozin a 5-karboxycytosin mohou byt
pusobenim tymin-DNA-glukozidazy (TDG) vysttizeny za tvorby abazického mista, které je v prubéhu bazové

excizni opravy nahrazeno cytozinem. Vytvoieno v Biorender.com dle Kohli et Zhang, 2013.

Metylované cytoziny jsou rozeznany skupinou proteini nazyvanych Ctenafi, které
zprostiedkovavaji efekt téchto zmén a rekrutuji chromatin remodelujici komplexy asociované
s transkripéni represi. Mezi tyto proteiny fadime tii proteinové rodiny: proteiny obsahujici metyl-CpG
vazebnou doménu (MBD), proteiny obsahujici SRA doménu a proteiny se zinkovym prstem (ZnF, zinc
finger proteins) (Moore et al., 2013; Biswas et Rao, 2018).

3.1.5 Dulezitost analyzy metylace DNA

Epigenetické zmény jsou dilezité pii determinaci bunécného rlstu, vyvoje, diferenciace
a tolerance na abioticky i bioticky stres (Kumar et al., 2018). Mnoho komplexnich nemoci jako cukrovka
typu Il, schizofrenie, autoimunitni nemoci nebo rakovina neni mozné vysvétlit pouze jednoduchou
zménou Vv genetické informaci. Zmeény epigenetického profilu mohou také ptispivat ke vzniku téchto

onemocnéni, coZ ptinasi potencialni nové cile 1é¢by (Li et Zhang, 2014).

Metylace DNA se v urcitych lokusech genomu méni s vékem jedince, kdy moznost predikce
veéku z DNA ziskané jako dikaz na misté ¢inu mize mit znacnou cenu pro vyuziti pii forenznim
vySetfovani. Zmény epigenetického profilu DNA vazané na vék byly popsany jako dva fenomény:
epigeneticky drift a epigenetické hodiny. Epigeneticky drift je ovlivnén prostiedim, ve kterém jedinec
starne a vysvétluje rozdily mezi lidskymi epigenomy u jedinct se stejnym vékem. Naopak epigenetické
hodiny ukazuji na zménu metylacniho profilu, ktera je spole¢na pro vSechny jednotlivce stejného veku,

a proto muzou byt tyto lokusy pouzity pro predikci véku. Rozvoj mikroarrayi a sekvenacnich technologii
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vedl| k identifikaci celé fady lokust, jejichz metylace je asociovana s vékem a byla vytvorena fada
predikénich modelt v€ku pro lidskou genomickou DNA rtzného ptivodu (krev, sliny, spermie, zuby).
Ovsem pro lepsi moznosti vyuziti téchto modeld, by bylo potiebné identifikovat dalsi lokusy, jejichz
metylace je asociovana s vékem, optimalizovat pouziti modernich metod detekce metylace a vyvinout

software pro interpretaci ziskanych dat (Jung et al., 2017).

Detekce metylace DNA ma podstatny vyznam pro védecké, diagnostické, ale i forenzni icely.
Proto se v poslednich letech intenzivné pracuje na vyvoji spolehlivych metod pro detekci metylace DNA
(Chen et al., 2017; Kumar et al., 2018).



3.2 Metody detekce epigenetické metylace cytozint

Detekce rozmisténi nukleotidovych modifikaci v rdmci genomu je nenahraditelné pro studium
jejich funkei (Chen et al., 2020). V ramci této kapitoly diplomové prace byl vytvofen piehled metod,
které umoznuji detekci metylace DNA (viz Obr.3).

Pi'echled metod analyzy metylace cytosinu

MeDIP Methylated DNA
Immunoprecipitation

MeDIP-seq Methylated DNA

Immunoprecipitation sequencing

RLGS Restriction landmark genomic scanning qMSRE Quantitative methylation sensitive
restriction enzyme method

HELP Hpall tiny fragment enrichment

by ligation-mediated PCR MS-AP-PCR Methylation-sensitive arbitrarily primed PCR

Metody vyuZivajici metylacné Metody zaloZené na kombinaci metylaéné
zavislé restrikéni enzymy citlivych a metylacné zavislych enzymi

MeD-seq Methylated DNA sequencing assay QAMP Quantitative analysis of DNA methylation
using real-time PCR

Metody zaloZené na specifickych chemickych reakcich

SIMON Simple Inference for MS-HMR Methylation-sensitive high .
Methylome based On NGS resolution melting Methy]nght

Metody vyuzZivajici slouceniny osmia a lithia

Metody zaloZené na specifickych enzymatickych reakcich
EM-seq Enzymatic Methyl sequencing CcINOMe Cell-free DNA-based Nucleosome

Oceupancy and Methylation profiling
TAPS TET-assisted pyridine borane sequencing

Metody piimo detekujici metylaci DNA

SMRT Single-molecule real-time sequencing Oxford Nanopore sequencing

Obr. 3: Prehled metod detekce epigenetické metylace cytozini v DNA.



3.2.1 Metody zaloZené na afinitnim obohaceni o metylovanou DNA

Metody vyuzivajici afinitni obohaceni o metylovanou DNA jsou zaloZené na specifickém
zachyceni metylovanych tsekt genomu (Serre et al., 2010). Obohacena frakce by pak méla obsahovat
vyrazné vétsi pocet modifikovanych cytozini nez pivodni vzorek DNA, coz usnadiuje naslednou
analyzu (Chen et al., 2020). PouZivaji se dva zakladni pfistupy pro obohaceni o metylovanou DNA:
imunprecipitace metylované DNA (MeDIP, methyl-DNA immunoprecipitation) a afinitni zachyceni
s metyl-CpG vazebnou doménou (MBD-capture, methyl-CpG binding domain protein capture) (viz Obr.
4) (Nair et al., 2014; Ross et al., 2014).

MeDIP Methylated DNA
Immunoprecipitation

MeDIP-seq Methylated DNA

MBDseq = MethyCap-Seq MBD scquencing

Immunoprecipitation sequencing

Obr. 4: Piehled metod detekce metylace cytozini v DNA, které jsou zaloZené na afinitnim

obohaceni 0 metylovanou DNA.

Metoda MeDIP vyuziva monoklonalnich protilatek cilenych proti 5SmC. Analyzovana DNA je
nejprve fragmentovana sonikaci na nahodné tseky o délce 300 — 600 bp. Fragmenty DNA jsou
denaturovany, protoze pouzivané protilatky maji vyssi afinitu k 5mC v jednovlaknové DNA. Dalsim
krokem je imunoprecipitace. Precipitovand DNA muze byt pouzita k analyze metylacniho statusu
konkrétnich genti za vyuziti specifickych primer, nebo muze byt vyuzita pro hybridizaci na
mikroarraye (MeDIP-chip), ptipadné pro sekvenovani (MeDIP-seq) (Jacinto et al., 2008). Tyto metody
jsou limitovany nizkym rozliSenim pouze na trovni zachycenych fragmenti a neumoznuji piesnou
lokalizaci modifikace (Trimarchi et al., 2012; Nair et al., 2014; Chen et al., 2020). Metodu MeDIP tedy
neni mozné pouzit k ur¢eni absolutni Grovné metylace (Down et al., 2008). V metodé MeDIP precipituje
jednovlaknova DNA, ktera obsahuje, byt’ jen jedno metylované CpG misto (Nair et al., 2014), takze
vysledky se ziskaji i pro slabé metylované oblasti, které nemuseji byt biologicky relevantni (Serre et al.,

2010).

Metoda pracujici na zakladé afinitniho zachyceni s MBD vyuziva rekombinantni metyl-CpG
vazebnou doménu MBD?2 proteinu k precipitaci sekvenci s vysokou hustotou metylace po nahodném
fragmentovani dvouvlaknové DNA pomoci sonikace. Metylovand DNA je zachycena na MBD doméné
vazané v afinitni koloné, a nasledné kontrolovan¢ eluovana po frakcich v zavislosti na hustoté
metylovanych CpG (Brinkman et al. 2010). Pro eluci je pouzito ¢inidlo s postupné se zvysujici
koncentraci soli. Frakce s mensi koncentraci soli uvoliuje fragmenty s mensim poctem metylovanych

skupin, zatimco frakce s vy$$im obsahem soli eluuji vicenasobné metylovanou DNA (viz Obr. 5) (Nair
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et al., 2014). MBD se s vyssi afinitou vaZe na oblasti, kde se vyskytuje vice metylovanych cytozint
V té€sné blizkosti a bude proto prednostné vychytavat biologicky relevantni mnohondsobné metylované

fragmenty (Serre et al., 2010).

Mle Mie Me Me Me Mle Me Me Mle h‘e
a = L\N alu 2w aly aly aw ey sl

l Fragmentace DNA

Me I'41|e M]E
o o sl Zachyceni metylované DNA na MBD
> MBD
Me -
e
i O I < Eluce DNA
aw oy sl
Mle Me I'41|e M]E IUF Mle Me Me Me
o ah s el dwodn d sh s
Nemetvlovana DNA Slabé metvlovania DNA Stiredné metylovana DNA Siln€ metylovania DNA

Obr. 5: Schéma metody afinitniho zachyceni s metyl-CpG vazebnou doménou (MBD-capture).
DNA je fragmentovana. Metylovana DNA je vazana na MBD vV afinitni koloné. Navazana DNA je eluovana po
frakcich na zakladé Urovné metylace, pomoci roztokd chloridu sodného s postupné se zvysSujici molarni

koncentraci. Vytvoteno v Biorender.com dle Nair et al., 2014.

Metody zalozené na afinitnim obohaceni o metylovanou DNA byly pivodné omezeny na
lokalizované tseky genomu. Dnes mohou nékteré ztéchto technik umoziovat i celogenomové
metylacni analyzy za vyuziti mikroarrayi nebo sekvenovani (Nair et al., 2014). Spojeni metod
zalozenych na obohaceni metylovanou DNA s technikami sekvenovani nové generace vedlo k vyvoji
metod jako naptiklad MBD-izolované genomové sekvenovani (MiGS, MBD-isolated genome
sequencing), MBDseq = MethyCap-Seq nebo MeDIP-seq. Tyto techniky umoziuji celogenomovou
analyzu a predstavuji finanéné¢ vyhodnéjsi feSeni v porovnani s celogenomovym bisulfitovym
selvenovanim, protoze je vyrazné snizena komplexita analyzovanych frakci (Aberg et al. 2015; Bhasin

et al., 2016).

Jedna se o pomérné spolehlivé a levné metody, které ovSem neumoznuji identifikaci metylace

na Urovni jednotlivych bazi a neposkytuji kvantitativni ur¢eni metylace (Zhao et al. 2020).
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3.2.2 Metody zaloZené na pouziti specifickych restrikénich enzymui

Restrikéni enzymy, které je mozné pouzit pti analyze metylace DNA, miizeme rozdélit do dvou
zakladnich skupin: metylaéné citlivé restrikéni enzymy (MSRE, methylation-Sensitive restriction
enzymes) a metylacné zavislé restrikéni enzymy (MDRE, methylation dependent restriction enzmes)
(Qakes et al., 2014). MSRE §tépi pouze nemetylovanou DNA a metylovana DNA ziistava neporusena,
zatimco MDRE specificky rozeznava metylované oblasti (viz Obr. 6) (Boers et al., 2018).

Metody zaloZené na pouZiti specifickych restrikénich enzymi

RLGS Restriction landmark genomic scanning qMSRE Quantitative methylation sensitive
restriction enzyme method

HELP Hpall tiny fragment enrichment

by ligation-mediated PCR MS-AP-PCR Methylation-sensitive arbitrarily primed PCR

Metody vyuZivajici metylacné Metody zaloZené na kombinaci metylacné
zavisleé restrikéni enzymy citlivych a metylacné zavislych enzymi

MeD-seq Methylated DNA sequencing assay qAMP Quantitative analysis of DNA methylation
using real-time PCR

Obr. 6: Piehled metod detekce metylace cytozini v DNA, které jsou zaloZené na pouZiti

specifickych restrikénich enzymi.
3.2.2.1 Metody vyuzivajici metyla¢né citlivé restrikéni enzymy (MSRE)

Metylacné citlivé restrikéni endonukledzy se vyvinuly u bakterii jako obrand strategie. Tato
strategie umoziuje bakteriim selektivné ni¢it DNA bakteriofagu, ale zaroven jejich vlastni genetickou

informaci, ktera je chranéna metylaci, ponechat nedot¢enou (Kanel et Huber, 2013).

Metody vyuzivajici MSRE miiZzou byt rozdéleny na zakladé toho, kterou z nasledujicich technik
vyuzivaji pfi vyhodnoceni: elektroforéza, PCR, qPCR nebo mikroarraye. Obecné miizeme o téchto
metodach fict, ze roven metylace je hodnocena relativni kvantifikaci na zakladé porovnani. MiZzou byt
porovnavany vysledky nastépeného vzorku DNA a kontroly, vysledky vzorku §t€épené¢ho dvéma enzymy
S rozliSnymi vlastnostmi ve vztahu k metylaci nebo vysledky dvou riznych tkéni, pfipadné vzorkl

zdravé a nemocné tkané (Zilberman et Henikoff, 2007).

Analyzu pomoci gelové elektroforézy vyuziva metoda genomického skenovani restrikéniho
omezeni (RLGS, Restriction landmark genomic scanning). RLGS vyuziva metylaéné citlivych
restrikénich enzymi (napt. Notl) a dvoudimenzionalni elektroforézy. DNA je nastépena MSRE a mista
vznikla po §tépeni jsou radioaktivné znaCena. Vysledkem analyzy je dvoudimenzionalni vzor RLGS
fragmentti (Smiraglia et al., 2007). Absence RLGS fragmentu je zpiisobena metylaci restrikéniho mista,

ktera znemoziuje $tépeni a nasledné znaceni (Rush et Plass, 2002). Metoda RLGS sice neumoznuje
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identifikace metylace na urovni jednotlivych bazi, ale jedna se o vysoce reprodukovatelnou metodu,
kterda mtze byt pouZzita k porovnani metylacnich profil mezi dvéma vzorky (napt. vzorek ze zdravé a
rakovinné tkang) (Smiraglia et al., 2007). Nejvétsi limitaci této metody je fakt, Ze umoziuje hodnoceni
metylace pouze v restrikénim motivu pouzitého enzymu a nepokryva tak vSechny CpG v genomu
(Smiraglia et al., 2007). Mezi dalsi nevyhody této metody patii nutnost pouziti velkého mnozstvi DNA,

a slozita evaluace vyslednych dvoudimenzionalnich vzort (Liang et al., 2002).

Pouziti metylaéné specifickych restrikénich enzymi v kombinaci s PCR reakci pfineslo
naptiklad metodu metyla¢né citlivé PCR s ndhodnymi primery (MS-AP-PCR, methylation sensitive
arbitrarily primed PCR). MS-AP-PCR je provedena nastépenim genomické DNA metylaéné senzitivnim
restrikénim enzymem. Nasledné probiha PCR reakce, kdy prvnich né€kolik cykli probiha amplifikace
pii niZsi teploté nasedani primerd, ktera je pak v dalSich cyklech zvySovana (Peinado et al., 1997; Liang
et al., 2002). Pfi nizsi teploté dochazi k nasedani primerti na mnoho sekvenci genomu. Se zvySujici se
teplotou se zvySuje piesnost nasedani primerd a jsou tedy dale amplifikovany pouze fragmenty, kde
primery nasedaji pfesné. Vznikajici fragment mohou byt analyzovany po separaci pomoci elektroforézy
(Peinado et al., 1997). V tomto piipadé je pouziti této metody limitovano pouze pro porovnani
metylacnich profild dvou vzorkt (Liang et al., 2002).

Pii vyuziti qPCR v kombinaci s restrikénimi enzymy je DNA nejprve Stépena metylaéné
citlivymi restrikénimi enzymy a nésledné¢ probiha PCR reakce s primery, které¢ jsou specifické
k cilovému mistu. Dochazi tedy pouze k amplifikaci sekvenci, které jsou metylovany a nejsou tedy
Stépeny. Detekce amplikonti mize byt provedena i pouze elektroforézou, ale pro kvantitativni hodnoceni

je tfeba pouzit qPCR naptiklad za vyuziti SYBR Green (Kanel et Huber, 2013).

Na vyuziti mikroarrayi pro detekci je zavisla metoda obohaceni malymi Hpall fragmenty
pomoci ligace zprostiedkované PCR (HELP, Hpall tiny fragment enrichment by ligation mediated
PCR). Tato metoda vyuziva vedle MSRE Hpall i restrikéni enzym Mspl, ktery rozpoznava stejné
restrikéni misto jako Hpall, ale $tépi DNA bez ohledu na jeji metylaéni stav. Pouziti tohoto druhého
restrikéniho enzymu umoziuje kvantifikaci trovné metylace v ramci genomu (Suzuki et Greally, 2010).
DNA je rozdélena na dva vzorky, kdy kazdy z nich je podroben ptisobeni jednoho z téchto restrikénich
enzymi. Ke vzniklym konclim jsou ligovany oligonukleotidy, které slouzi jako templat pro PCR
primery. Amplifikované fragmenty jsou znaceny fluorochromy, riznymi pro Hpall a Mspl fragmenty
pomoci nadhodné vazby primert a spole¢né hybridizovany na genomickou mikroarray (Khulan et al.,
2006). Asi jen 8 % CpG obsahuji restrikéni misto pro Hpall, coz také predstavuje limit pro tuto metodu
(Irizarry et al., 2008).

3.2.2.2 Metody vyuZivajici metyla¢né zavislé restrikéni enzymy (MDRE)

Mezi metylacné dependentnimi restrikénimi enzymy miiZzeme najit takové, které rozpoznavaji

metylovany cytozin a §tépi vzdy ve stejné vzdalenosti od této modifikace. V pfipad¢ symetricky
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metylovanych CpG pak dochazi ke tvorbé fragmentl konstantni velikosti, které vzdy nesou
modifikovany cytozin. Mezi enzymy s touto schopnosti fadime MspJl a jeho homology, napiiklad
FspEI, LpnPIl a AspBHI (Cohen-Karni et al., 2011). Na tomto principu je zalozena technika sekvenovani
metylované DNA (MeD-seq, methylated DNA sequencing assay), ktera vyuziva digesci s restrikénim
enzymem LpnPl, ktery tvoii 32 bp fragmenty metylované DNA v ptipad¢ symetricky modifikovanych
CpG. Po nastépeni jsou na fragmenty pfipojeny adaptory a je provedena velikostni selekce fragmenta.
Fragmenty o dané velikosti jsou dale amplifikovany pomoci PCR a sekvenovany. Vysledek je
bioinformaticky a analyticky vyhodnocovéan. Jednd se o metodu, kterd diky pouziti sekvenovani
umoziuje analyzu metylace pii rozliSeni na jeden nukleotid. Sekvenovani je vyrazné zjednoduseno
vybérem pouze metylovanych sekvenci. Tato technika umoziiuje analyzovat vice nez 50 % vSech CpG

vV ramci genomu (Boers et al., 2018).
3.2.2.3 Metody zaloZené na kombinaci metyla¢né citlivych a metylacné zavislych enzymi

Objevuji se 1 metody, které pro zptesnéni analyzy pouzivaji kombinaci metylacné citlivych
a metylacné zavislych restrik¢nich enzymii. Pfikladem takovéto technologie je kvantitativni analyza
DNA metylace za vyuziti real-time PCR (QAMP, quantitative analysis of DNA methylation using real-
time PCR). V této metodé je DNA rozdélena na dva vzorky, kdy kazdy vzorek je podroben pusobeni
jednoho z typt restrikénich enzymid. U obou digesti je provedena qPCR reakce s primery, které
specificky amplifikuji zkoumané oblasti obsahujici informativni restrikéni misto. Vysledek je hodnocen
na zakladé porovnani primémych Ct hodnot vzorkd stépenych pomoci MSRE a MDRE. Jedna se
0 metodu, kterd umoziuje rychlou analyzu metylace cilovych lokusi, ale jeji vyuziti je omezené na

mistné specifickou analyzu urovné metylace (Qakes et al., 2014).
3.2.3 Metody zaloZené na specifickych chemickych reakcich

Jsou znamy chemické latky, které specificky reaguji pouze s modifikovanymi nebo naopak
nemodifikovanymi bazemi. Tato vlastnost mtize byt vyhodné vyuzita pti analyze metylace DNA (viz

Obr. 7) (Chen et al., 2020).
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Metody zaloZené na specifickych chemickych reakcich

SIMON Simple Inference for MS-HMR Methylation-sensitive high .
Methylome based On NGS resolution melting Methylnght

Metody vyuZivajici slouc¢eniny osmia a lithia

Obr. 7: Piehled metod detekce metylace cytozini v DNA, které jsou zaloZené na specifickych

chemickych reakcich.
3.2.3.1 Metody vyuZivajici hydrogensifFi¢itan sodny

Bisulfitové sekvenovani je ozna¢ovano jako zlaty standard detekce SmC. Tato metoda vyuziva
schopnosti  hydrogensifi¢itanu sodného (bisulfitu sodného) rozdilné reagovat s metylovanymi
a nemetylovanymi cytoziny (Zhao et al. 2020). Bisulfit sodny zptisobuje deaminaci nemetylovanych
cytozind za vzniku uracilu, zatimco metylované cytoziny jsou chemicky chranény a zistavaji reakci
nedotCeny. Pti nasledujici PCR reakci jsou vzniklé uracily v templatovém vlaknu ¢teny jako tyminy. Na
zakladé porovnani sekvence nativni DNA se sekvenci DNA, ktera byla vystavena pusobeni
hydrogensific¢itanu sodného, je mozné metylované cytoziny detekovat (Kanel et Huber, 2013; Blewitt et
al., 2019). Pouziti bisulfitové konverze pro analyzu metylace bylo poprvé piedstaveno v roce 1992
australskou genetickou Marianne Formerovou. V této plivodni verzi metody se k detekci vyuzivalo
Maxamovo-Gilbertovo chemické sekvenovani (Frommer et al., 1992). Tato metoda v pribéhu let prosla
fadou vylepSeni a modernizaci. Vyvoj modernéjsich sekvenacnich metod a jejich vyuziti v souvislosti
S bisulfitovym sekvenovanim dnes umoziuje celogenomovou analyzu metylace s rozliSenim na Grovni

jedné baze (WGBS, Whole-genome bisulfite sequencing).

Bisulfitova konverze pti analyze metylace je hojné€ vyuzivana a vyznacuje se mnoha vyhodami,
ale zaroven nese i fadu limitaci. Mezi nejzasadnéjsi nevyhody se fadi Casova, pracovni a finan¢ni
naroc¢nost (Irizarry et al., 2008). Navic je tato metoda zaloZena na pomérné drsné chemické reakei, ktera
zpusobuje degradaci templatové DNA. Jeji vyuZiti tedy neni vhodné pro vzorky obsahujici malé
mnozstvi DNA (Tanaka et Okamoto, 2007). Spolehlivost a pfesnost ziskanych vysledka je zavisla na
efektivité pfemény nemetylovanych cytozinl na uracily (Zilberman et Henikoff, 2007; Hernandez et al.,
2013). Vzhledem k tomu, Ze vétsina cytozint v lidském genomu (> 95 %) se nachazi v nemetylovaném
stavu, musi zde dojit k pfeméné v mnoha pozicich genomu, coz vede ke snizeni komplexity sekvence,
niz§i kvalité¢ sekvenovani a nerovnomérnému pokryti genomu (Adusumalli et al., 2015; Olova et al.,

2018; Liu et al., 2019).
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I pies tyto nevyhody poskytuje metoda bisulfitového sekvenovani kvalitativni, kvantitativni
a pomé&rné efektivni ptistup k identifikaci 5mC s pfesnosti na Grovni jedné baze (Li et Tollefsbol, 2011).
Proto také byla v prubchu let vyvinuta fada dalSich technik analyzy metylace zaloZenych na tomto

principu.

Mezi metody, které vychazi z vyuziti bisulfitové konverze, patfi metylacné specificka PCR
(MSP, Methylation specific PCR), kombinovana bisulfitova restrikéni analyza (COBRA, Combined
bisulfite restriction analysis), metoda MethylLight, metoda metyla¢né senzitivni analyzy tani s vysokym
rozlisenim (MS-HRM, Methylation-sensitive high resolution melting), testovani metylomu zalozené na
sekvenovani nové generace (SIMON, Simple Inference for Methylome based On NGS), alelicky
specificky vyhledava¢ diferencialni metylace (DAMEfinder, Differential Allele-specific Methylation
finder), metoda imprintovanych amplikontt (IMPLICON, Imprint amplicon) a oxidativni bisulfitové

sekvenovani (0xBS-seq, Oxidative bisulfite sequencing).

Metyla¢n¢ specifickhi PCR umoznuje urcit metylaéni status cilové oblasti za vyuziti
specifickych primert. Tyto primery specificky nasedaji bud’ na bisulfitovou reakci pfevedené sekvence,
tedy metylované nebo na puisobenim bisulfitu neovlivnéné oblasti, tedy nemetylované (Derks et al.,
2004; Hernandez et al., 2013). Metoda COBRA ve svém postupu spojuje bisulfitovou reakci
s naslednym nastépenim PCR produkti pomoci restrikénich enzymu (Xiong et Laird, 1997; Brena et al.,
2006). MethylLight je vysoce citliva metoda zalozena na pouziti real-time PCR. MethylLight se spoléha
na pouziti metylaéné specifickych primertt v kombinaci s metylaéné specifickymi fluorescenénimi
probami (Eads et al, 2000; Campan et al., 2018). MS-HRM vyuZiva skute¢nosti, Ze metylovana a
nemetylovana DNA se po prib¢hu bisulfitové reakce a nasledné PCR lisi v sekvenci produkti a tim také
v profilech tani (Wojdacz et Dobrovic, 2007). Metoda SIMON vyuzivé sekvenovani nové generace pro
cilenou analyzu oblasti zajmu. Tato technika by méla v porovnani smetodou celogenomového
bisulfitového sekvenovani poskytnout vétsi hloubku analyzy a snizit pracovni a finanéni naro¢nost, ale
neumoziuje analyzu celého genomu (Vial-Pradel et al., 2019). Metoda DAMEfinder byla vyvinuta pro
efektivni zkoumani oblasti genomu, které vykazuji ztratu nebo zisk alelicky specifické metylace ve
vzorcich pochazejicich ze dvou riznych stavi (naptiklad zdrava a nemocna tkan). Tato metoda vyuziva
data ziskana bisulfitovym sekvenovanim pro vypocet skore alelicky specifické metylace pro vSechny
CpG mista v genomu pro kazdy vzorek a nasledné umoznuje kvantifikaci zmény alelicky specifické
metylace mezi zkoumanymi stavy. Muze proto pomoci pfi rozlusténi komplexity DNA metylace a jejiho
vlivu na vznik nemoci (Orjuela et al., 2020). Analyza metylace DNA v nékolika imprintovanych
oblastech soucasné je umoznéna metodou IMPLICON. Tato technika vyuzivda DNA oSetfenou
bisulfitem pro konstrukci amplikonovych knihoven, které pokryvaji vétSinu imprintovanych oblasti.
Takto je vytvoren soubor dat, ktery mtze byt jednoduse pouZit pro analyzu genomového imprintingu
(Klobucar et al., 2020). Bisulfitové reakci podléha nejen SmC, ale také méné Casta, ale potad prirozené

se vyskytujici modifikace DNA 5hmC. To vede ktomu, Ze pomoci klasického bisulfitového
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sekvenovani neni mozné tyto dvé modifikace rozlisit a ob¢ jsou tak detekovany jako metylace DNA.
Moznost rozliSeni téchto dvou kovalentnich modifikaci umozituje metoda oxidativniho bisulfitového
sekvenovani. V ramci této metody je ShmC specificky oxidovan na 5fC. 5fC je konvertovan na uracil

pfi probihajici bisulfitové reakci, coz umoziiuje jeho odlisSeni od 5mC (Booth et al., 2013).
3.2.3.2 Metody vyuzivajici jinych chemickych reakci

Dalsim chemickym ¢inidlem, které mtze byt vyuzito pii detekci metylace, jsou slouceniny
osmia. Kombinace osmianu draselného, hexakyanozelezitanu draselného jako aktivatoru a bipyridinu
jako reakci urychlujiciho ligandu umoziuje selektivni oxidaci SmC. Produktem této oxidacni reakce je
komplex 5mC glykolu s dioxidoosmiem a bipyridinem. Oxidované vlakno DNA je §tépeno v misté
oxidované pyrimidinové baze plsobenim horkého piperidinu. Zda byla DNA §tépena, tedy zda
obsahovala 5SmC, je mozné ovérit porovnanim velikosti fragmenth DNA za vyuziti elektroforetické
separace. Pro detekci je taky mozné vyuzit znaceného bipyridinu, ktery mize byt po inkorporaci do
vznikajiciho komplexu detekovan fluorescencné nebo elektrochemicky (Tanaka et al., 2007; Okamoro,
2014). Dalsi moznosti detekce metylace pomoci chemickych ¢inidel je vyuziti kombinace V>0 s LiBr

nebo NalOs s LiBr, ale problémem je pomérné nizka citlivost téchto metod (Bareyt et Carell, 2008).
3.2.4 Metody zaloZené na specifickych enzymatickych reakcich

Nekteré prirozené se vyskytujici enzymy jsou schopny rozpoznavat metylovanou DNA in vivo

a jsou tedy vhodnymi adepty pro vyuziti pii detekci téchto modifikaci (viz Obr. 8) (Chen et al., 2020).

Metody zaloZené na specifickych enzymatickych reakcich

EM . seq Enzymatic Methyl sequencing cfNOMe Cell-free DNA-based Nucleosome
Occupancy and Methylation profiling

TAPS TET-assisted pyridine borane sequencing

Obr. 8: Piehled metod detekce metylace cytozini v DNA, které jsou zaloZené na specifickych

enzymatickych reakcich.

Enzymatické metyla¢ni sekvenovani (EM-seq, Enzymatic Methyl-seq) vyuziva dvojice po
sob¢ jdoucich enzymatickych reakci. V prvni reakci je pouzit enzym Tet2 pro pievod SmC pies ShmC
a 5fC az na finalni oxidac¢ni produkt S5caC. V druhém kroku je pouzit enzym APOBEC3A
(apolipoprotein B mRNA upravujici enzym, katalyticka subjednotka 3A), ktery zptisobuje deaminaci
cytidinu u metylované i nemetylované DNA, ale ma jen zanedbatelny vliv na oxidované formy
5-metylcytozinu. V druhé reakci jsou tedy pouze nemodifikované cytoziny prevedeny na uracil
(Vaisvila et al., 2019; Feng et al., 2020). Vysledny produkt téchto reakci odpovida produktim
bisulfitového sekvenovani a proto zde mtize byt pouzito stejnych analytickych postupti. Jedna se o prvni

metodu, ktera vyuziva pouze enzymatickych reakci pro mapovani SmC s rozliSenim na jednu bazi. Tyto
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enzymatické reakce nezptsobuji poruseni a fragmentaci analyzované DNA, tak jak tomu je naptiklad

u bisulfitového sekvenovani, coz vede k zisku pfesnéjSich sekvenénich dat (Sun et al. 2021).

Enzymatické reakce pro detekci metylace vyuzivd i metoda nukleozomové obsazenosti
a metyla¢niho profilovani na volné cirkulujici DNA (cfNOMe, cell-free DNA-based Nucleosome
Occupancy and Methylation profiling). Tato metoda umoziiuje méfeni metylace DNA a obsazenost
nukleozomy v ramci jedné analyzy na volné cirkulujici (mimobunééné, cell-free) DNA (Erger et al.,
2020). Cell-free DNA je termin, ktery se pouziva pro DNA, ktera se nachazi mimo buiky ve vSech
télnich tekutinach ¢lovéka. Ve srovnani s biopsii je tato DNA mén¢ invazivnim zdrojem biologickych i
patologickych informaci (Bronkhorst et al., 2021). Prikladem pouziti je prenatdlni screening za
vyuziti cell-free DNA ziskané z krve matky (Zhang et al., 2019) nebo takzvana tekuta biopsie (liquid
biopsy) u biologické 1é¢by nemalobunécného karcinomu plic. Metoda cfNOMe vyuziva enzymatické
konverze cytozinti, obdobn¢ jako metoda EM-seq, ktera je doplnéna o specializované bioinformatické

postupy. Metoda by méla pfinést komplexnéjsi a levnéjsi profilovani cell-free DNA (Erger et al., 2020).

Metoda TET asistovaného pyridin boranového sekvenovani (TAPS, TET-assisted pyridine
borane sequencing) kombinuje oxidaci 5mC a 5hmC na 5caC za vyuziti Tetl enzymu s naslednou
redukci 5caC na dihydrouracil (DHU) pisobenim pyridin boranu. Nasledna PCR reakce amplifikuje
DHU jakozto derivat uracilu na tymin. Nakonec jsou 5SmC a ShmC detekovany na zaklad¢ jejich pfevodu
na tymin, zatimco nemodifikované cytoziny zistavaji témito reakcemi neovlivnény (viz Obr. 9). Obé

tyto reakce jsou velice Setrné k testované DNA a nezpusobuji jeji degradaci (Liu et al., 2019).

C C C— C
5mC Tetenzym, ¢ aC Pyridin boran PCR | 7
S5hmC 5caC T

Obr. 9: Prehled reakci metody TET asistovaného pyridin boranového sekvenovani (TAPS).
V prvni reakci je 5-metylcytozin (5mC) a 5-hydroxymetylcytozin (5hmC) oxidovan Tet enzymem na
5-karboxycytozin (5caC). 5caC je redukovan pyridin boranem na dihydrouracil (DHU). DHU je PCR reakci éten
jako tymin. Vytvoteno v Biorender.com dle Liu et al., 2019.

Metoda TAPS se v porovnani s bisulfitovym sekvenovanim vyznacuje rovnomérnéj$im
pokrytim a niz$imi sekven¢nimi naklady, ¢imz umoziuje kvalitnéj$i, komplexné&jsi a levnéjs$i metodu
analyzy metylace DNA (viz Obr. 10). Tato metoda je schopna pracovat i s 1 ng DNA, coZ naznacuje
vyznamny potencial této metody i pro forenzni i klinické vyuziti. TAPS detekuje kromé SmC i méné
Casto se vyskytujici ShmC. Pokud chceme selektivné detekovat pouze SmC je mozné vyuzit
B-glukozyltransferazu, ktera oznacuje 5hmC glukdzou, a tak tuto bazi chrani pfed pusobenim Tet

enzymu a pyridin boranu. Tato modifikace TAPS metody je oznacovana jako TAPSP. Dalsi moznou
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modifikaci této metody, ktera je oznacovana jako CAPS, je pouziti chemického oxida¢niho ¢inidla

perruthenatu sodného jako nahrady Tet enzymu pro selektivni detekci ShmC (Liu et al., 2019).

o o o o
AHOLANANMEE AMONARONMEOG

Bisulfitova
reakce TAPS
| Pcr l PCR

CGATTACGTT TGATCATGTC

Obr. 10: Porovnani vysledkd bisulfiového sekvenovani a metody TET asistovaného pyridin
boranového sekvenovani (TAPS). Pii bisulfitové reakei jsou nemodifikované cytoziny pfevadény na uracil.
Pii TAPS jsou metylované cytoziny prevadény na dihydrouracil (DHU). Uracil i dihydrouracil jsou v nasledné
PCR ¢teny jako tymin. Vytvoteno v Biorender.com dle Zhao et al. 2020.

Diky velkému potencialu této metody doslo ke vzniku fady jejich modifikaci, které dale rozsiiuji
moznosti jejiho vyuziti. Celogenomové sekvenovani predstavuje sice nejkomplexnéjsi analyzu
metylace, ale i pfes snizeni nakladd, které metoda TAPS v tomto ohledu pfinesla, jsou sekvenaéni
néaklady limitaci. Re$eni pfinasi modifikace TAPS pojmenovana jako endonukleazové obohaceni TAPS
(endonuclease enrichment TAPS, eeTAPS). EeTAPS vyuziva §tépeni endonukledzou, kterd rozeznava
dihydrouracil, tedy produkt TAPS konverze. Vzniklé fragmenty jsou pouzity pro piipravu sekvenacni
knihovny, ve které zacatek a konec kazdého fragmentu odpovida metylovanému mistu. Toto umoznuje
mCpG aby byly obohaceny, zatimco zastoupeni vétsiny genomu bez metylovanych mist je omezeno
(Cheng et al., 2021). Piikladem dalsi zajimavé adaptace TAPS metody je jeji optimalizace pro pouziti
na cell-free DNA v metodé oznaGované jako cfTAPS (TAPS pro cell-free DNA) (Siejka-Zielinska et
al., 2021).

3.2.5 Metody piimo detekujici DNA metylaci

Mezi nejvyznamnéjsi omezeni masivng paralelniho sekvenovani na systémech firmy Illumina
patii kratké Cteni. Nanoporové sekvenovani od firmy Oxford Nanopore Technologies a sekvenovani
jedné molekuly v realném ¢ase (SMRT, Single-molecule real-time sequencing), které predstavila firma
Pacific Biosciences umoznuje produkci dlouhych ¢teni na neamplifikované DNA (Van Dijk et al.,
2018). Hlavni vyhoda téchto strategii spo¢iva predevsim v jejich schopnosti sekvenovat neupravenou
DNA a detekovat jeji modifikace na zaklad¢ jejich vlivu na sekvencni signal (viz Obr. 11). Vyznamnou

limitaci téchto pfistupt je fakt, Ze je vyZzadovan vklad neupravené a neamplifikované DNA v fadu
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mikrogramui, coz miZe znemoznit pouziti t€chto metod pro mensi mnozstvi DNA (Liu et al., 2020;

Blewitt et al., 2019).

Metody primo detekujici metylaci DNA

SMRT Single-molecule real-time sequencing Oxford Nanopore sequencing

Obr. 11: Piehled metod piimo detekujici metylaci cytozini v DNA.
Metoda sekvenovani jedné molekuly v realném ¢ase (SMRT)

SMRT technologie je zaloZena na sekvenovani syntézou (Blewitt et al., 2019). DNA
polymerdza katalyzuje inkorporaci fluorescenéné zna¢eného nukleotidu do komplementarniho fetézce
a sekvence je Ctena na zaklad€ detekce téchto fluorescencnich pulzt. O ktery nukleotid se jedna je
detekovano na zaklad¢ barvy svételného pulzu. Modifikace bazi ma vliv na kinetiku polymerazy.
Informace o kinetice polymerazy jsou ziskdvany na zaklad¢ méfeni Casu mezi pripojenim jednotlivych
nukleotidt a délky trvani fluorescenéniho pulzu (Flusberg et al., 2010). 5SmC ma, v porovnani s jinymi
modifikacemi DNA, nevyrazny efekt na kinetiku polymerazy, coz piedstavuje problém pro detekci této
modifikace. Pro pifimou detekci SmC je proto vyzadovano vyrazné zvysSeni pokryti pfi sekvenovani.
Alternativnim feSenim jsou arteficialni modifikace SmC, které umozni zvyseni kinetického efektu této

baze, napiiklad za vyuziti glykozylace nebo pfevedeni na 5caC pomoci Tet (Clark et al., 2013).
Metoda nanoporového sekvenovani

Nanopoérové sekvenovani je zaloZzeno na meéfeni zmén V proudéni iontli nanopoérem. Pii
priachodu DNA vlakna pérem je mozné detekovat zmeny v proudéni iontl, které jsou zptisobeny rozdily
mezi nukleotidy, které se v tu chvili v péru nachazi. Tyto zmény Vv proudéni ionti jsou rozdéleny na
samostatné udalosti, ke kterym je pfifazena doba trvani, praimérna amplituda a odchylka. Sekvence
udalosti je potom pocita¢ove interpretovana jako sekvence 3 - 6 nukleotidi pomoci grafickych modelt.
Modifikace bazi DNA zptsobuji odchylky v nezpracovaném signalu, coz umoznuje jejich detekei (Jain
etal., 2016). Detekce bazovych modifikaci pomoci nanoporového sekvenovani je stale oblasti aktivniho
vyvoje. Objevuji se nové metody vyuzivajici naptiklad technologie hlubokého uceni (deep learning) (Ni
etal., 2019). Zatim neni znam rozsah modifikaci, které jsme pomoci nanopdorového sekvenovani rozlisit

a jsou neznamé i piesné limity citlivosti (Blewitt et al., 2019).

Tyto metody umoziujici pfimou detekci metylace v sobé skryvaji obrovsky potencial do
budoucna, ovSem v tuto chvili zistava jejich piesnost nizsi nez u bisulfitového sekvnovani (Blewitt et

al., 2019).

S moznosti, jak prekonat limitace detekce metylace pomoci sekvenovani dlouhych c¢teni

prichazi metoda Ir'TAPS (long-read TAPS), kterda kombinuje pfevod SmC na dihvdrouracil pomoci
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metody TAPS se sekvenovanim dlouhych cteni. TAPS reakce zachovavaji bez poskozeni dlouhé
molekuly DNA pies 10 kb, coz je zasadni pro sekvenovani dlouhych ¢teni. V piipadé SMRT je pak
5mC detekovan na zakladé zmény fluorescence spiSe nez na zakladé zmén kinetiky polymerazy, coz
vyrazné snizuje naroky na pokryti. U nanoporového sekvenovani TAPS umoziuje, aby byl 5mC
detekovan jako nemodifikovana baze (tymin), coz sniZzuje potfebnou komplexitu analyzy, a tak vede

ke zlepSeni piesnosti (Liu et al., 2020).
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3.3 Exprese a purifikace rekombinantnich proteini

Metody produkce rekombinantnich proteini maji nezastupitelny vyznam pro strukturni
a biofyzikalni studie, funk¢ni testy a studium proteinti in vivo a in vitro. Mimo to nasly tyto techniky
vyuziti pro terapeutické aplikace ve farmakologii, v biotechnologiich i akademické sféfe (Assenberg et
al., 2013). Pro nékteré z metod analyzy metylace DNA je nezbytné pouziti specifickych proteint

a enzymt, které je proto nutné jako rekombinantni proteiny pripravit.

Proces produkce rekombinantnich proteinii se skladd z nékolika krokli. Nejprve je pfipraven
expresni vektoru nesouci sekvenci cilového proteinu, tento vektor je vpraven do hostitelského
organismu neboli expresniho systému. V expresnim systému je protein exprimovan, a nakonec je
vytvoreny protein izolovan a purifikovan (Rickova et al., 2014). Neexistuje Zadny univerzalni expresni
systém, ktery by zarucoval vysoky vytézek rekombinantniho proteinu. Kazdy produkovany protein ma
odlisny ptvod, vlastnosti, pozadavky na kvalitu, biologickou funk¢nost, rychlost produkce a vytézek
(Verma et al., 1998; Sanchez et Demain, 2012).

3.3.1 Expresni systémy

Proteiny mohou byt exprimovany v bunéénych kulturach bakterii, kvasinek, savcu, rostlin nebo
hmyzu, v transgennich rostlinach a zivoc¢isich, piipadné existuji i cell-free techniky (Sanchez et Demain,
2012).

Escherichia coli je jednim z nejdfive pouzivanych a zarovein dodnes Siroce rozsifenym
hostitelskym organismem pro produkci heterolognich proteinti (Demain et Vaishnav, 2009). Tento
expresni systém je velice Casto vyuzivan diky rychlému ristu bakterii, jednoduché manipulaci s nimi
a finan¢ni nenaro¢nosti (Verma et al., 1998; Assenberg et al., 2013). Tento systém je velice dobry pro
expresi proteind, u kterych nevyzadujeme posttranslaéni modifikace (Demain et Vaishnav, 2009).
Exprese eukaryotickych proteind v E. coli ¢asto vede k jejich akumulaci ve form¢ inkluznich télisek.
Proteiny, které jsou produkovany jako inkluzni téliska, jsou Casto neaktivni, nerozpustné a vyzaduji
preskladani struktury (Demain et Vaishnav; 2009; Wingfield, 2015). Kromé E. coli se pouzivaji i dalsi
bakterialni expresni systémy jako zastupci rodu Bacillus, Ralstonia eutropha nebo Staphylococcus
carnosus (Demain et Vaishnav, 2009). Bakterialni expresni systémy jsou stale ¢asto pouzivany, ov§em
se zvysujici se poptavkou po proteinech s vétsi komplexitou (posttranslaéni modifikace) se Casto

ptrechazi k vyuziti eukaryotnich expresnich systémi (Assenberg et al., 2013).

Kvasinky jakoZzto eukaryotni organismy nabizi v porovnani s bakterialnimi systémy fadu vyhod.
Nejvyznamnéj$imi vyhodami je pribéh posttranslaénich modifkaci na vznikajicich proteinech a sekrece
hotovych proteinti do kultivacniho média, coz vyrazné zjednodusuje izolaci a purifikaci (Graumann et
Premstaller, 2006). Prace s kvasinkami je jednodussi a levnéjsi nez prace s buitkami hmyzu nebo savci

(Demain et Vaishnav, 2009; Porro et al., 2011). I pfesto, ze v kvasinkach probihaji posttranslacni
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modifikace véetné glykozylace proteini, se tyto glykozyla¢ni znacky muzou vyrazné lisit od
glykozyla¢nich vzori vyssich organismu. Tato odlisna modifikace proteintt mize v nékterych piipadech
ptedstavovat problém a je pak nutné zvolit jiny expresni systém (Graumann et Premstaller, 2006). Dva
nejcastéji pouzivané kvasinkové expresni systémy jsou Saccharomyces cerevisiae a Pichia pastoris
(Demain et Vaishnav, 2009).

Nejcastejsi hmyzi bunécné linie pouzivané jako expresni systémy jsou odvozené od zastupcii
radi motyla a dvouktidlich (Geisler et. Jarvis, 2018). Nejcastéji pouzivanym vektorem pro buniky hmyzu
je bakulovirus. Rekombinantni bukulovirus kodujici cilovy protein umoziuje jeho expresy po infekci
hmyzi bunky timto rekombinantnim virem (Contreras-Gomez et al., 2014). Alternativné je mozna
exprese rekombinantniho proteinu po transientni nebo stabilni transfekci pro hmyz specifickym
expresnim plazmidem (Geisler et Jarvis, 2018). Hmyzi bufiky jsou schopné provadét pomérné
komplexni posttranslaéni modifikace, ovSem v ptipadé, ze cilovy protein vyzaduje néjaké druhoveé nebo
tkanove specifické modifikace, je nutné pouzit specializovanéjsi expresni systém (Demain et Vaishnav,

2009).

Vlaknité houby jako Aspergillus niger jsou atraktivnim hostitelem pro rekombinantni DNA
technologie diky své jednoduché kultivaci a schopnosti produkovat velké mnozstvi biologicky aktivnich
proteinll s posttranslacnimi modifikacemi. Cizi geny mohou byt vlozeny pomoci plazmidu do
chromozomi téchto hub, kde jsou stabilné inkorporovany jako tandemové repetice, coz poskytuje
dlouhodobou genetickou stabilitu (Demain et Vaishnav, 2009; Wang et al., 2020). Na rozdil od
expresnich systému vyuzivajicich bakterie nebo kvasinky je systém vyuzivajici vlaknité houby stale
v procesu vyvoje kvuli své komplexité. Pro nékteré heterologni proteiny tento systém zatim umoziuje

pouze nizké vytézky rekombinantniho proteinu (Sakekar et al., 2021).

Expresni systémy vyuzivajici sav¢ich bunék jsou schopné produkovat spravné slozené proteiny
S prislusSnymi posttranslacnimi modifikacemi, coz je dulezité pro spravnou biologickou aktivitu
pripravovanych proteinti. Hlavni vyhodou tohoto expresniho systému je, Ze signaly pro syntézu,
zpracovani a sekreci eukaryotnich proteint jsou efektivné rozpoznavany sav¢éimi bunkami. Nicméne
mohou byt pozorovany mezidruhové rozdily v této signalizaci (Khan, 2013). Nejvice rozsifenymi
(CHO, Chinese hamster ovary cells) a bunétné linie odvozena z mysich myelomovych bunék, coz
zahrnuje bunky NSO a Sp2/0 (Grifffin et al., 2007). Tyto bunétné linie ovS§em mohou tvofit
glykoproteiny nesouci glykany, lisici se od produktii glykozylace probihajici v lidskych bunkach. Tento
problém fesi pouziti expresniho systému vyuzivajiciho bunéénou linii HEK293, ktery se stava ¢im dal
vice vyuzivanym. Bunécna linie HEK293 byla odvozena od lidskych embryonalnich ledvinovych bun¢k
(Biissow, 2015; Chin et al., 2019). Limitaci sav¢iho expresniho systému je vyssi finan¢ni a Casova

naro¢nost ve srovnani s predchozimi systémy (Khan, 2013).
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Dalsi moznosti pfipravy rekombinantnich proteint je vyuziti transgennich zvifat a rostlin.
Transgenni zvifata jsou pouzivana K produkci protein v mléku, vaje¢ném bilku, krvi nebo moci
(Demain et Vaishnav, 2009). Pouziti transgennich zvitat nabizi atraktivni moznost vzhledem k nizké
produkéni cené proteinu spojené s Vysokym vytézkem a kvalitou rekombinantniho proteinu (Bertolini
et al., 2016). Limitaci tohoto ptistupu je obtizna separace piipravovanych proteint od zbylych proteint
transgenniho zivocicha a také nutnost dbat na to, aby transgenni zivoc¢ich nebyl nakazen patogeny, které
by mohly zpisobit kontaminaci pfipravovaného proteinu (Houdebine, 2018). Transgenni rostliny jsou
V dnes$ni dobé hojné vyuzivany pro produkci rekombinantnich proteint s terapeutickym vyuzitim. Jedna
se o expresni systém, ktery se vyznacuje svoji cenovou vyhodnosti, rychlou produkci proteinu
aumoznénim posttranslacnich modifikaci (Demain et Vaishnav, 2009; Sethi et al., 2021). Tyto
technologie jsou zalozeny na vytvareni geneticky modifikovanych zvitat a rostlin, coz vede k tomu, ze
se Casto setkavaji ze strany Casti vefejnosti s odporem, a také se k tomu vaze pomérné piisna legislativa

a administrativa (Houdebine, 2018; Sethi et al., 2021).

Cell-free syntéza proteind (CFPS, cell-free protein synthesis) ozna¢uje expresi rekombinantnich
proteinti bez pFitomnosti Zivé bunky. Tato metoda vyuziva bunéény extrakt nebo jen individualni
purifikované enzymy jako transkripéni a transla¢ni systém (Yue et al., 2019; Whitfield et al., 2020).
Neni zde vliv nezadoucich genetickych regulaci, protoze genomicka DNA je odstranéna a neni zde
pozadavek na bunénou Zzivotnost (Hodgman et Jewett, 2012). CFPS je provadéna v tekutiné, na
papirovém podkladu nebo v mikrogelech (agarézovy, hyaluronovy, polyakrylamidovy, fibrinovy)
(Whitfield et al., 2020). CFPS je inovativni technikou, ktera je zatim draha a neefektivni (Benitez-
Mateos et al., 2020).

3.3.2 Purifikace rekombinantnich proteini

Purifikace rekombinantniho proteinu je obecné proces vedouci k zisku cilového proteinu
z komplexni smési. Pro purifikacni proces se pouzivaji podobné postupy nezavisle na tom, jaky typ
hostitele byl pro pripravu proteinu pouzit (Kosobokova et al., 2016). Purifikace rekombinantnich
proteintl byla dfive provadéna za vyuziti standardnich chromatografickych metod, ale jiz n€kolik let se
témef vyhradné pouziva afinitnich fuznich znacek (Wingfield, 2015). Fazni afinitni znacky jsou
nejcastéji kratké sekvence aminokyselin fuzované s produkovanym rekombinantnim proteinem
(Young et al., 2012). Selektivni interakce afinitni znacky se specifickym ligandem a eluce za
specifickych podminek umoziuje vysoce efektivni purifikaci cilového proteinu (viz Obr. 12). Mezi

¢asto vyuzivané afinitni znacky patii naptiklad c-myc, Flag, polyArg, polyHis, Strep-tag a dalsi. Tyto
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jednotlivé znacky se lisi v aminokyselinové sekvenci, vazebném substratu a elu¢nich podminkach

(Kosobokova et al., 2016).
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Obr. 12: Schéma afinitni purifikace cilového proteinu. Proteinova smés je nanesena na afinitni kolonu,
kde se cilovy protein specificky vaze na ligandy v chromatografické matrici. Pfi promyti jsou nenavazané proteiny

odplaveny. Cilovy protein je eluovan. Vytvoieno v Biorender.com dle Rackova et al., 2014.

Pfi vybéru afinitnich znacek je tfeba zvazit kolik znacek pouzit, kam tyto znacky V ramci
proteinu umistit a zda je nutné tyto znacky po vytvoreni proteinu odstranit (Wingfield, 2015). Pocet a
umisténi znacek je nutné volit tak, aby neomezovaly expresi a skladani vznikajiciho proteinu, ale aby
zaroven umoznily efektivni zachyceni na afinitnim substratu. V pfipad¢, Ze pouzitd znacka neovliviluje
tercialni strukturu molekuly ani jeji biologickou aktivitu, neni nutné ji po purifikaci odstranovat.
V nékterych pfipadech mlze mit pouziti znacky dokonce pozitivni vliv na uroven exprese nebo
rozpustnost proteinu. V piipade, Ze znacka ma vliv na strukturni nebo biologické vlastnosti proteinu, je
nutné jeji odstranéni po purifikaci. Toho je mozné dosahnout pti pouziti specifické sekvence pred
sekvenci afinitni znacky, ktera je mistné-specificky rozpoznavana a Stipana vybranou proteazou (Young

et al., 2012; Kosobokova et al., 2016).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Pro amplifikaci plazmidu byl pouzit bakterialni kmen Escherichia coli Top10 (F-mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) @80lacZAMI15 A lacX74 recAl araD139 A(araleu)7697 galU galK rpsL (StrR) endAl
nupG), ktery je komeréné dostupny pod nazvem One Shot™ TOP10 Chemically Competent E. coli
(Invitrogen, C404003).

Pro expresi mTet1CD proteinu byla pouzita suspenzni bunééna linie Expi293F (Gibco, A14527)
(RRID:CVCL_D615), ktera je odvozena od bunééné linie HEK293-F (RRID:CVCL_6642). HEK293-
F je variantou bunééné linie HEK293 (RRID:CVCL_0045), ktera byla vytvofena transformaci lidskych
embryonalnich ledvinovych bunék za vyuziti fragmenttt DNA lidského adenoviru typu 5 (Thomas et
Smart, 2005; Yuan et al., 2018).

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie

e Plazmid mTetlCD (pcDNA3-Flag): mTetlCD katalyticka doména (NM_001253857.2, 4371-
6392) s N-terminalnim Flag zna¢enim byla klonovana do pcDNA3-Flag plazmidu mezi Kpnl a
BamH1 restrik¢ni mista (Liu et al., 2019). Plazmid byl laskavé poskytnut dr. Chunxiao Song
z Ludwig Institute for Cancer Research, University of Oxford, Oxford, UK.

e FreeStyle™ 293 Expression Medium (Gibco, 12338018)

e Polyetylenimin, PEI (Polysciences, 23966-1)

e UltraPure™ 1 M Tris-HCI Buffer, pH 7,5 (Invitrogen, 15567027)

e Chlorid sodny 5 M (Invitrogen, AM9759)

e Triton X-100 (Sigma, T8787)

e cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail EDTA-free (Sigma, 11873580001)

o Fenylmetylsulfonyl fluorid, PMSF (ThermoScientific, 36978)

o 2-[4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinyl] etansulfonova kyselina, HEPES (Sigma, H3375)

e Dithiothreitol, DTT (Fluorochem, M02712)

o ANTI-Flag M2 Affinity Gel (Sigma, A2220)

e 3X Flag peptid (MedChemExpress, HY-P0319A)

e Glycin (Sigma, G7126)

e Fosfatovy pufr, PBS (Gibco, 14190144)

e Penicilin-Streptomycin (Sigma, P4333)

e LB BROTH HIGH SALT (Duchefa Biochemie, L1704.2500)

e LURIABROTH AGAR, MILLER (Duchefa Biochemie, L1718.1000)
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e Ampicilin (Sigma, A9518)

e Isopropanol (Penta, 17500-11000)

e Etanol 70% (Penta, 70392-11001)

e Akrylamid/Bis-akrylamid 30% 29:1 (Bio-Rad, 1610156)

e Tetrametyletylendiamin, TEMED (Sigma, T9281)

e Tris(hydroxymetyl)-aminometan, Tris (Serva, 3718004)

e Dodecylsiran sodny, SDS (Sigma, 71729)

e marker relativnich molekulovych hmotnosti: Precision Plus ProteinTM Dual Colour Standards

(Bio-Rad, 1610374)

e Glycerol (Penta, 14530-11000PE)

o Tris-EDTA pufr, TE pufr (Sigma, 93283)

e Kiyselina chlorovodikova 35% (Penta, 19350-11000)

e Metanol (Penta, 21210-20005)

e Ponceau S (Sigma, P3504)

o Kyselina octova 99% (Penta, 19970-11000)

e Bromfenolova modi (Sigma, 114391)

e Polysorbat 20, Tween 20 (MP Biomedicals, 103168)

o  SuSené mléko odtucnéné (SIMANOL)

o SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (ThermoScientific, 34577)

e SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate (ThermoScientific, 34094)

e Primarni protilatky
o Mouse monoclonal ANTI-FLAG® M2 antibody 1:2000 (Sigma-Aldrich, F3165)
o Rabbit monoclonal anti-GAPDH antibody 1:1000 (Cell Signalling Technology, 14C10)

Sekundarni protilatky
o Donkey anti-rabbit IgG-HRP, 1:1000 (GE Healthcare, NA934)
o Goat anti-mouse 1gG-HRP, 1:1000 (GE Healthcare, NA931)

Pouzité soupravy
¢ NucleoBond Xtra Midi/Maxi kit (Macherey-Nagel, 740410.10)
Pouzité kolony

e Econo-Pac® Chromatography Column (Bio-rad, 7321010)
e Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter Unit MWCO = 30 kD (Merck, UFC803024)
e Bio-Spin® P-30 Gel Columns, Tris Buffer (Bio-rad, 7326231)
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Pouzité roztoky a jejich pfiprava
Piiprava roztokt pro purifikaci proteinu

e Lyzacni pufr
o 50 mM Tris-Cl pH = 7,5, 500 mM NaCl, 1X cOmplete™ Protease Inhibitor Cocktail,
1 mM PMSF, 1% Triton X-100, dH.O
e TBS
o 50 mM Tris pH =7,5, 150 mM NaCl, dH.O
e Elucni pufr
o 20 mM HEPES pH = 8,0, 150 mM NaCl, 0,1 mg/ml 3X Flag peptid, 1X cOmplete™
Protease Inhibitor Cocktail, 1 mM PMSF, dH.O
e Skladovaci pufr
o 20 mM HEPES pH = 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM DTT, dH.0
e Glycinovy pufr
o 0,1 M glycin, H,0, aprava pH na hodnotu 3,5 pomoci HCI

Piiprava roztoku pro SDS-PAGE a Western Blotting

e 10xTBS
o 0,2MTris, 1,37 M NaCl, dH,0 uprava pH na hodnotu 7,6 pomoci HCI
e 10x Elektroforeticky pufr
o 2 Mglycin, 0,25 M Tris, 35 mM SDS, dH:0
e 10X Transferovy pufr
o 2 Mglycin, 0,25 M Tris, dH.0O
o Pripfipravé 1x Transfer pufru fedéno: 1:1:8 10x Transferovy pufr : metanol : dH,O
e Ponceau S
o 7,5 mM Ponceau S, 875 mM kyselina octova
e 4xLSB
o 0,2 M Tris-HCI pH = 6,8, 280 mM SDS, 5,5M glycerol, 0,175 % bromfenolova modf,
0,45MDTT
o  QGel separacni
o 30% akrylamid mix, 1,5 mM Tris (pH 8,8), 10% SDS, 10% APS, TEMED, dH.0O
e Gel zaostfovaci
o 30% akrylamid mix, 0,5 mM Tris (pH 6,8), 10% SDS, 10% APS, TEMED, dH;0O
e Blokacni smés

o 1xTBS, 0,1% Tween 20, 5% suSené odtu¢néné mléko
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4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

CO inkubator — HERAcell 150i (Thermo Scientific)
Sucha lazen — Genius Dry Bath Incubator (Major Science)
Vortex — Vortex Genie 2 (Scientific Industries)
Centrifuga — ROTINA 420R centrifuge (Hettich)

Ttepacka — prototyp pfistroje na kultivaci suspenznich bunék vytvoreny v Laboratoii integrity

genomu na Ustavu molekularni a translaéni mediciny Mgr. Martinem Mistrikem, Ph.D. (viz
Obr. 13)

Obr. 13: Prototyp pristroje na kultivaci suspenznich bunék. Pfistroj byl vytvofeny v Laboratofi integrity

genomu Mgr. Martinem Mistrikem, Ph.D.

Laminarni box — Herasafe, KS series (Thermo Scientific)

Analyzator bun&éné viability — Vi-CELL XR Cell Viability Analyzer (Beckman Coulter)
Ttepacka — Orbital Shaker PSU-10i (Biosan)

Spektrofotometr — NanoPhotometer (Implen)

Termoblok — ThermoMixer Comfort (Eppendorf)

Zdroj pro elektroforézu a Western blot — Electrophoresis power supply CS-3AMP (Cleaver
Scienific)

Detek¢ni systém — ChemiDoc MP Imaging System (BioRad)
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4.4 Pouzité experimentalni postupy
4.4.1 Amplifikace plazmidu
4.4.1.1 Priprava LB média pro kultivaci transformovanych bakterii

Byla ptipravena LB média (médium s agarem a tekuté médium) dle pokynt vyrobce. Pfipravena
média byla sterilizovana autoklavovanim. LB médium s agarem bylo ponechdno zchladnout na teplotu
kolem 50 °C a poté do n¢j bylo pfidano antibiotikum ampicilin do findIni koncentrace 100 pg/ml. LB
médium s agarem a selekénim antibiotikem bylo rozlito do Petriho misek po 25 ml. Po ztuhnuti byly
misky s médiem uloZeny pfi 4 °C dnem vzhiru do dalsiho dne. Tekuté médium bylo po autoklavovani

ulozeno pii 4 °C.
4.4.1.2 Transformace kompetentnich bakterii

Kompetentni bakterie byly rozmrazeny na ledu. Petriho misky s LB médiem byly
vytemperovany na teplotu 37 °C. K 50 pl kompletnich bakterii byl pfidan 1 pl plazmidové DNA
(koncentrace 1 ng/ul), smés byla jemné promichana a inkubovana 20 minut na ledu. Kompetentni
bakterie byly transformovany pomoci teplotniho Soku tak, ze byly spole¢né s DNA inkubovany v suché
lazni pii 42 °C po dobu 45 s a nasledné¢ byla smés okamzité umisténa na 2 minuty na led. K bakteriim
bylo ptidano 850 pl tekutého LB média a nasledovala kultivace 60 minut pii 37 °C na rotacni tfepacce.
Transformované kompetentni bakterie byly centrifugovany 2 minuty pii 5 000 g a 22 °C. 800 ul
supernatantu bylo odpipetovano a peleta byla resuspendovana ve zbylém médiu. Resuspendované
kompetentni bakterie byly pfeneseny na povrch vytemperovaného LB média s ampicilinem v Petriho
misce arozetfeny sterilni sklenénou hokejkou. Petriho misky s transformovanymi bakteriemi byly

inkubovany dnem vzhtru pii 37 °C do dalsiho dne.
4.4.1.3 Izolace plazmidu z transformovanych bakterii

Pro izolaci plazmidu byl pouzit komeréné dostupny kit NucleoBond Xtra Midi (Macherey-
Nagel). Izolace byla provedena dle pokynl vyrobce pro purifikaci mnohokopiového plazmidu.
Izolovany plazmid byl rozpustén v TE pufru a koncentrace plazmidové DNA byla stanovena

spektrofotometricky. Ziskany plazmid byl uloZen pii -20 °C.
4.4.2. Exprese a purifikace mTet1CD proteinu
4.4.2.1 Kultivace Expi293 bunék

Bunky Expi293 byly kultivovany ve FreeStyle 293 expresnim médiu doplnéném o kombinaci
antibiotik penicilin a streptomycin v koncentraci 0,3 %. Bunky byly kultivovany v inkubatoru ve
vlhkém prostedi pti 37 °C a 5% CO: za stalého tfepani pii nastaveni tfepacky SPD180/STP420. Kazdé

3 — 4 dny byla provedena pasaz buné¢k: buniky byly spocitany a byla stanovena jejich viabilita pomoci
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analyzatoru bunécné viability. Na zéaklad€ toho byla ponechana v kultivacni lahvi jen ¢ast bunék, tak
aby po doplnéni cerstvym médiem do pozadovaného objemu byla finalni koncentrace zivych bunék 0,3

X 10® bunék na ml. Pasaz probihala za sterilnich podminek v laminarnim boxu.
4.4.2.2 Transfekce Expi293 bunék

Transfekce byla provadéna ve tfech kultiva¢nich lahvich soubézné. Bunky byly vysety do
kultiva¢ni lahve v koncentraci 0,5 x 10® bunék na ml do objemu 180 ml kultivaéniho média. Butiky byly
kultivovany pii 37 °C a 5% CO; za stalého trepani SPD180/STP420 po dobu 24 h, koncentrace bunck
za tuto dobu dosahla hodnoty kolem 1 x 10° bunék na ml. Byla pfipravena transfekéni smés tak, Ze
k 18 ml PBS bylo pfidano 540 ul polyetyleniminu (PEI, o koncentraci 1 mg/ml) a 180 pg plazmidové
DNA. Transfekéni smés byla fadné promichana a inkubovédna po dobu 20 minut pfi pokojové teplote.
PBS obsahujici DNA a PEI bylo pomalu pfidano k 180 ml bunétné kultury a promichéno. Byla
piipravena i kontrolni kultiva¢ni lahev, kdy k 180 ml buné&né suspenze o koncentraci 1 x 10® bun&k na
ml bylo pfidano 18 ml PBS s 540 pl polyetyleniminu (PEIL o koncentraci 1 mg/ml). Transfekované i
kontrolni buiiky byly kultivovany pti 37 °C, 5% COza za stalého ttepani SPD180/STP420 po dobu 48
hodin. Po 48 hodindch byly buiiky spoc€itiny a byla zkontrolovana jejich viabilita. Z transfekéni i
kontrolni lahve bylo odebrano po 1 milionu bun¢k pro kontrolu tspésnosti transfekce a zbytky
transfekovanych bunéénych suspenzi byly centrifugovany pti 3 000 g a4 °C po dobu 20 minut, Po
centrifugaci byly bunky udrzovany na ledu. Supernatant byl odstranén a dale se pokracovalo

purifikacnim protokolem.
4.4.2.3 Purifikace mTet1CD proteinu

Peleta byla resuspendovana v 18 ml lyza¢niho pufru. Resuspendované smési ze ti transfekci
byly spojeny do jedné smési (54 ml), ktera byla inkubovana na ledu po dobu 20 minut. Lyzat byl
procistén centrifugaci pti 16 500 g a 4 °C po dobu 60 minut. Supernatant byl odebran do Cisté nadoby.
Zvlast bylo uchovano 5 ul pro SDS-PAGE (vzorek SDS-PAGE 1). Bylo pfipraveno 1,5 ml ANTI-Flag
afinitniho gelu v prazdné chromatografické koloné, skladovaci pufr se nechal protéct z kolony. Gel byl
promyt ttemi objemy (4,5 ml) 1x TBS. Gel byl promyt tiikrat se dvéma objemy (3 x 3 ml) glycinového
pufru. Gel byl promyt pétkrat se dvéma objemy (5 x 3 ml) 1x TBS. Gel byl promyt tfikrat se dvéma
objemy (3 x 3 ml) lyza¢niho pufru. Po kazdém promyvacim kroku se nechal gel vysusit, nez se
pokracovalo s dal$im krokem. Afinitni gel byl resuspendovan v 6 ml lyza¢niho pufru a smés byla
presunuta do nadoby obsahujici supernatant s proteiny. Vznikld smés byla inkubovana pii 4 °C za
stalého tiepani po dobu 30 minut. Smés byla piesunuta zpét do kolony umisténé v chladové mistnosti o
teploté 4 °C a tekutina se nechala projit kolonou s afinitnim gelem. Z proslé tekutiny bylo 5 ul uchovano
pro SDS-PAGE (vzorek SDS-PAGE 2). Gel byl promyt tiikrat s desiti objemy (3 x 15 ml) 1x TBS.
Z kazdé proslé frakce bylo uchovano 5 pl pro SDS-PAGE (vzorek SDS-PAGE 3-5). Gel byl

resuspendovan s jednim objemem (1,5 ml) eluéniho pufru a inkubovan 5 minut. Nésledné byla jimana
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prochazejici frakce. Tento elucni krok byl opakovan celkem pétkrat. Z kazdé frakce bylo odebrano 5 pl
pro SDS-PAGE (vzorek SDS-PAGE 6-10). Eluovany protein byl zakoncentrovan na Amicon Ultra 30
kDa filtru, dokud nebyla koncentrace mezi 2,5 — 5 mg/ml. Bylo uchovano 5 pl eluatu pro SDS-PAGE
(vzorek SDS-PAGE 11). Na Bio-Spin P-30 gelové koloné byl vyménén pufr, ve kterém se protein
nachdzel za pufr skladovaci. K proteinu ve skladovacim pufru byl pfidan glycerol do koncentrace 30 %.
Bylo odebrano 5 ul pro SDS-PAGE (vzorek SDS-PAGE 12). Finalni koncentrace proteinu byla méfena

spektrofotometricky. Protein byl alikvotovan a uchovén pti — 80 °C.
4.4.3 Kontrola tuspéSnosti transfekce a priubéhu purifikace mTet1CD
4.4.3.1 Priprava bunécnych lyzati pro kontrolu uspéSnosti transfekce.

1 milion bunék odebrany z transfekované nebo kontrolni bunécné suspenze byl centrifugovan
pii 200 g a 4 °C po dobu 5 minut. Supernatant byl odsat a pelet byl resuspendovan v 250 ul 1x LSB,
doslo ke vzniku slizovité hmoty. Smés byla v mikrozkumavce vlozena do nahfatého termobloku pfi

98 °C a 1400 rpm na 8 minut. Lyzat byl ulozen do — 20 °C do doby, nez byla provadéna elektroforéza.
4.4.3.2 Polyakrylamidova elektroforéza v denatura¢nich podminkach (SDS-PAGE)

Byla pfipravena aparatura pro naliti gelt. Pro separaci byl pouzit 8% polyakrylamidovy
separacni gel a 5% polyakrylamidovy zaostiovaci gel. Zhruba 5 ml separacniho gelu bylo nalito mezi
1,0 mm skla, gel byl piekryt tenkou vrstvou isopropanolu. Gel byl ponechan 45 minut tuhnout. Po
ztuhnuti byl isopropanol odlit a povrch gelu byl oplachnut destilovanou vodou. Zbytek vody byl odsat
filtraénim papirem. Na vrstvu separa¢niho gelu byl nalit gel zaostfovaci téméf az po horni okraj skel, do
gelu byl zasazen hiebinek. Gel byl ponechan 20 minut tuhnout. Po ztuhnuti gelu byla sestavena aparatura
pro vertikalni SDS-PAGE. Elektroforeticka vana byla po rysku naplnéna elektroforetickym pufrem,
hiebinek byl vytazen z gelu. Vzorky pro kontrolu uspés$nosti transfekce byly rozmrazeny. Vzorky pro
kontrolu pribéhu purifikace byly ptipraveny pfidanim 1,8 pl 4x LSB k 5 pl uchovanych vzorkt. Do
prvni jamky bylo vzdy naneseno 6 pl markeru relativnich molekulovych hmotnosti. Déle bylo nanaseno
po 6 ul na jamku vzorkti pro kontrolu prubéhu purifikace a 13 pl na jamku vzorkd pro kontrolu
uspésnosti transfekce. Aparatura byla uzaviena a byla spusténa separace. Separace probihala pfi napéti
80 V 20 minut a pak nasledné pii 150 V 1 hodinu. Po dokonceni separace byla aparatura rozebrana a

gel byl pfemistén na Western blot.
4.4.3.3 Western blotting

Pro jeden gel bylo do transferového pufru namoceno 6 kust filtraéniho papiru o rozmérech
10,1x7,6cm a jedna 0,45 um nitrocelulézovda membrana o rozmérech 9 X7 cm. Do tacu
s transferovym pufrem byl pfenesen gel. Na kazetu blotovaciho zafizeni byly umistény 3 kusy
filtracniho papiru, membrana, gel a na konec dalsi 3 kusy filtracniho papiru. Pfi vrstveni byly jednotlivé

komponenty uhlazovany valeckem, aby nedochézelo k tvorbé bublin. Blotovaci zatizeni bylo uzavieno
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a pristroj byl spustén. Transfer probihal pfi konstantnim napéti 13 V po dobu 1 hodiny. Po pribéhu
transferu bylo blotovaci zatizeni otevieno, gel a filtracni papiry byly vyhozeny a membréna byla tfikrat
promyta destilovanou vodou. Membrana byla 3 minuty inkubovana v barvivu Ponceau S na tfepacce.
Ponceau S bylo odlito a membrana byla promyvana destilovanou vodou, dokud se nepfestala vymyvat
barva. Membrana byla pfenesena na filtracni papir a byla ponechana uschnout. Z membrany byly
vyfiznuty oblasti, kde by se m¢l vyskytovat cilovy protein m1TetCD (50 — 250 kDa) a oblast obsahujici
GAPDH (25 — 50 kDa). Vyfiznuté ¢asti byly 3 minuty odbarvovany v 1x TBS a 0,1% Tweenu 20 na
ttepacce. Odbarvené Casti membrany byly inkubovany v bloka¢ni smési po dobu 1 hodiny. Bloka¢ni
smés byla odlita a ¢asti membrany byly tfikrat po 10 minutach promyty v 1x TBS a 0,1% Tweenu 20
na tfepacce. Na vyfiznuté ¢asti membrany ulozené v uzaviratelné krabicce byly aplikovany primarni
protilatky, fedéné v blokacni smési. Na ¢ast membrany, ktera by meéla obsahovat cilovy protein
mTetlCD, byla pouzita primarni protilaitka monoklonalni ANI-FLAG M2 (fedéni 1:2000) a na ¢ast
obsahujici GAPDH byla pouzita anti-GAPDH protilatka (fedéni 1:1000). Do krabi¢ky byly umistény
i namoc¢ené ubrousky pro udrzeni vlhkosti. Uzaviena krabi¢ka byla ulozena pii 4 °C do dalsiho dne.
Dalsi den byly kousky membrany tfikrat po 10 minutach promyty v 1x TBS a 0,1% Tweenu 20 na
trepacce. Membrany byly umistény do uzaviratelné krabicky a byly na né aplikovany sekundarni
protilatky. Na c¢ast membrany, ktera by meéla obsahovat cilovy protein mTetlCD, byla pouzita
sekundarni protilatka anti-mouse (fedéni 1:1000) a na ¢ast obsahujici GAPDH byla pouzita sekundarni
protilatka anti-rabbit (fedéni 1:1000). Membrany byly se sekundarnimi protilatkami v uzaviené krabicce
inkubovany 1 hodinu pii pokojové teploté. Kousky membrany byly téikrat po 10 minutach promyty v 1x
TBS a 0,1% Tweenu 20 na tfepacce. Bylo piipraveno vyvolavaci ¢inidlo spojenim ¢inidel SuperSignal
West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate a SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate v poméru 3:1. Membrany byly vlozeny do detekéniho pfistroje ChemiDoc MP Imaging
System (Bio-Rad) a pievrstveny vyvolavacim ¢inidlem. Vyvolavaci ¢inidlo bylo nechano 5 minut
pusobit v zavieném ptistroji a nasledné byly membrany vyfoceny a snimky byly analyzovany za vyuziti

pogramu Image Lab Software.
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5 Vysledky

Cilem prace bylo pfipravit rekombinantni enzym mTet1CD pro metodu TET asistovaného

pyridin boranového sekvenovani (TAPS).

Pro produkci rekombinantniho proteinu mTet1CD byl pouzit plazmid oznaceny jako mTet1CD
(pcDNA3-Flag). Jednalo se o plazmid pcDNA3-Flag nesouci mezi restrik¢nimi misty Kpnl a BamH1

sekvenci pro mTet1CD katalytickou doménu s N-terminalnim Flag zna¢enim.

5.1 Vysledek amplifikace plazmidu mTet1CD (pcDNA3-Flag)

Nejprve byla provedena amplifikce plazmidu, aby bylo zajisténo jeho dostate¢né mnozstvi pro
dalsi praci. Amplifikace plazmidu byla provedena uspésné. Koncentrace amplifikovaného plazmidu
byla stanovena spektrofotometricky. Pti amplifikaci bylo ziskano 700 ul plazmidové DNA o koncentraci
3420 ng-ul?. Z amplifikace se tedy podaiilo ziskat 2 394 ug mTetlCD (pcDNA3-Flag) plazmidu.
Pomér A (260 nm) /A (280 nm) byl 1,83, coz naznacuje, ze ziskana plazmidova DNA nebyla znecisténa
proteiny ani RNA. Pomér A (260 nm) / A (230 nm) byl 2,36, coz naznacuje, Ze ziskana DNA nebyla

kontaminovana organickymi slou¢eninami.

5.2 Vysledek kontroly uspéSnosti transfekce Expi293 bunék plazmidem mTetlCD
(pcDNAS3-Flag) a exprese mTet1CD proteinu.

Jakmile bylo ptipraveno dostate¢né mnozstvi plazmidové DNA, pieslo se k transfekci Expi293
bunék a expresi mTet1CD proteinu. Transfekce byla provadéna ve tfech kultiva¢nich lahvich soubézné,
ctvrtd kultivacni lahev byla pouzita jako kontrolni (neobsahovala plazmidovou DNA). Kontrola
uspésnosti transfekce byla provedena elektroforetickou separaci proteini buné¢ného lyzatu pomoci
SDS-PAGE a naslednou detekcei za vyuziti Western blottingu. Pro priikaz cilového mTet1CD proteinu
pii Western blottingu byla pouzita primarni protilatka cilena proti Flag znacce. Jako referen¢ni protein

pro kontrolu naneseni vzorku (loading control) byl pouzit protein GAPDH (velikost 37 kDa).

Transfekce a exprese probehly Gspésne. V jamkach obsahujici bunééné lyzaty Expi293 bunék
transfekovanych pcDNA3-Flag (mTet1CD) plazmidem jsme pozorovali produkty o velikosti 37 kDa,
odpovidajici proteinu pro kontrolu naneseni GAPDH a produkty o velikosti 75 kDa, odpovidajici
cilovému mTetlCD enzymu. V jamce obsahujici bunéény lyzat z kontrolni kultivaéni lahve byl
pozorovan jen jeden produkt o velikosti 37 kDa, odpovidajici proteinu GAPDH (viz Obr. 14). Vysledek

kontroly transfekce dopadl dle o¢ekavani.
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Obr. 14: Vysledek kontroly uspé$nosti transfekce bunééné linie Expi293 plazmidem mTet1CD
(pcDNA3-Flag). Kontrola byla provedena pomoci SDS-PAGE a Western blottingu. V prvni jamce (MW) se
nachazel marker relativnich molekulovych hmotnosti Precision Plus ProteinTM Dual Colour Standards. V druhé
jamce se nachazel kontrolni vzorek. V nasledujicich tfech jamkach se nachézely vzorky lyzatu Expi293 bun¢k
transfekovanych plazmidem mTet1 CD (pcDNA3-Flag). O velikosti 37 kDa byl detekovan u vSech vzorkd protein
GAPDH jako kontrola naneseni vzork. Pomoci primarni protilatky cilené proti Flag znacce byl detekovan cilovy
protein mTet1CD o velikosti 75 kDa ve vzorcich transfekovanych bunék. Pro cilové proteiny znagené protilatkami
byl detekovan chemiluminiscenéni signal pii nastaveni detekéniho piistroje: Blots — Chemi Hi Resolution. Marker
relativni molekulové hmotnosti neni znaceny protilatkami, tedy ho neni mozné pti daném nastaveni detekovat. Pro
zviditelnéni markeru relativni molekulové hmotnosti bylo pouZito nastaveni detekéniho pfistroje Blots — Stain
Free Blot s invertovanymi barvami. Vysledny snimek pak vznikl spojenim snimki pro cilové proteiny a snimku

pro marker relativni molekulové hmotnosti.

5.3 Vysledny vytéZek rekombinantniho mTet1CD enzymu.

Poté, co bylo ovéteno, Ze transfekce a exprese prob&hly Gspésné, byly bunééné suspenze ze tii
transfek¢nich kultivaénich lahvi spojeny a pieslo se k lyzi bun¢k a purifikaci cilového proteinu.
Purifikace probéhla uspésné, vyslednd koncentrace cilového mTetlCD proteinu byla zjistovéana
spektrofotometricky. Bylo ziskano 140 ul proteinu o koncentraci 1,15 pg-plt. Z 540 ml buné&éné
suspenze se tedy podafilo ziskat 160 pg mTet1CD proteinu (140 * 1,15 = 160 pg).

V postupu metody TAPS se pro jednu reakci pouziva enzym mTetCD1 o finalni koncentraci

4 umol-1" v objemu 50 pl. Molarni hmotnost mTet1CD proteinu je 75 400 g-mol™. Pro jednu reakci je
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tedy potieba 15 ug mTet1CD enzymu (4-10° * 7,54-10* * 5-10° = 1,508-10° g = 15,08 ug). Mnozstvi
enzymu Tet1CD ziskané z 540 ml bunécné suspenze je dostacujici pro 10 oxidacnich reakei v postupu

metody TAPS (161 /15 =10,7).
5.4 Vysledek kontroly priibéhu purifikace mtet1CD enzymu

Kontrola prabéhu purifikace mTetlCD proteinu byla provedena pomoci SDS-PAGE
a nasledného Western blottingu. V riznych fazich purifikace byly odebirany vzorky pro kontrolu,
celkem bylo odebrano 12 vzorkti (SDS-PAGE 1 — 12) (viz Tab. 1). Kontrola pribéhu purifikace byla
dilezita, pro ovéteni, zda se cilovy mTet1CD protein nachazi ve fazich purifikace, kde ho o¢ekavame
(vzorky SDS-PAGE 1, 6-10 a 12), ale zaroven nedochazi k jeho ztratam v zadné jiné fazi (vzorky SDS-
PAGE 2-5a 11).

Tab. 1: Seznam vzorkii odebiranych v priubéhu purifikace mTet1CD proteinu pro kontrolu jejiho

pribéhu.

Oznaceni vzorku Obsah vzorku
SDS-PAGE 1 Bunécny lyzat
SDS-PAGE 2 Bunécny lyzat, prosly afinitni kolonou
SDS-PAGE 3 Promyti kolonou 1x TBS 1.
SDS-PAGE 4 Promyti kolonou 1x TBS 2.
SDS-PAGE 5 Promyti kolonou 1x TBS 3.
SDS-PAGE 6 Eluce mTet1CD 1.
SDS-PAGE 7 Eluce mTet1CD 2.
SDS-PAGE 8 Eluce mTet1CD 3.
SDS-PAGE 9 Eluce mTet1CD 4.
SDS-PAGE 10 Eluce mTet1CD 5.
SDS-PAGE 11 Odfiltrovana ¢ast pii zakoncentrovani
SDS-PAGE 12 Vysledny mTet1CD

Vzorky byly v uvedeném pofadi naneseny na gel, byla provedena SDS-PAGE a nasledné
preneseni separovanych proteinti na nitrocelul6zovou membranu pomoci Western blottingu. Kontrola
pfenosu proteinli na membranu byla provedena pomoci barveni Ponceau S, které nespecificky barvi
proteiny. Ve vzorcich SDS-PAGE 1 a 2 je mozné pozorovat mnoho separovanych proteind, coz je
v souladu s o¢ekavanim, protoze tyto vzorky obsahuji kompletni bunéény lyzat a bun&ény lyzat po
pruchodu afinitni kolonou. Déle se proteiny vyskytuji ve vzorcich SDS-PAGE 6, 7 a 12, kde je
pozorovatelny protein o velikosti kolem 75 kDa, ktery by mohl odpovidat cilovému mTet1CD proteinu.
Ve vzorku 12, ktery by mél obsahovat jen cilovy mTetl CDprotein, je pozorovatelny jest¢ dalsi protein

o velikosti mensi nez 75 kDa, coz naznacuje moznou fragmentaci cilového produktu nebo vyskyt
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néjakych kontaminacnich proteind. Ve zbylych vzorcich neni pozorovan vyskyt zadnych obarvenych
proteint (viz Obr. 15). Barveni pomoci Ponceau S je nespecifické a zbarveni je pozorovatelné pouze pfi
vyssi koncentraci proteinim na membranég, takze bylo pokracovano se specifickym barvenim pomoci

protilatek s vyssi citlivosti.
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Obr. 15: Kontrola piesati separovanych proteinii na nitrocelul6zovou membranu pomoci barveni
s Ponceau S pro vzorky urcené ke kontrole prubéhu purifikace rekombinantniho mTet1CD
proteinu. Proteiny ve vzorcich byly separovany pomoci SDS-PAGE a pieneseny na nitrocelul6zovou membranu
pomoci Western blottingu. Pfenesené proteiny byly barveny pomoci Ponceau S. V prvni jamce (MW) se nachazel
marker relativnich molekulovych hmotnosti Precision Plus ProteinTM Dual Colour Standards. V nasledujicich

dvanacti jamkach byly aplikovany vzorky pro kontrolu prib&hu purifikace sbirané v riznych fazich purifikace

mTet1CD proteinu.

Pro prikaz cilového mTet1CD proteinu pti Western blottingu byla pouzita primarni protilatka
cilena proti Flag znacce. Jako referen¢ni protein (loading control) byl pouzit protein GAPDH (velikost
37 kDa). V tomto piipadé¢ ma protein GAPDH vyznam spise jako reprezentace chovani pfirozenych
bunéénych proteinli pfi purifikaci nez jako kontrola naneseni vzorku. Referenéni protein GAPDH byl

detekovan pouze ve vzorcich SDS-PAGE 1. a 2. kde byl aplikovan vzorek celkového bunééného lyzatu
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a vzorek bunécného lyzatu po prichodu afinitni kolonou. Protein GAPDH tedy kolonou prosel bez
zachyceni, dle o¢ekavani. Ve vzorku SDS-PAGE 1. byl detekovan mTet1CD protein, zatimco ve vzorku
2. tento protein potvrzen nebyl, coz odpovida tomu, Ze doslo ke spravnému navazani mTet1CD proteinu
na afinitni substrat. Ve vzorcich SDS-PAGE 3. — 5., které reprezentuji vzorky ziskané po promyti kolony
pomoci 1x TBS, nebyl detekovan zadny protein, coz odpovida tomu, Ze pfi promyti nedochazelo ke
ztratam navazaného mTet1 CD proteinu. Vzorky SDS-PAGE 6. — 10. pochazely z jednotlivych elu¢nich
frakci. U téchto vzorkll bylo mozné pozorovat mTet1CD protein s postupné se snizujici intenzitou
signalu, a tedy S postupné se snizujici koncentraci proteinu. Ve vzorku z posledniho opakovani eluce
(vzorek SDS-PAGE 10.) byl detekovan pouze slaby naznak signalu mTetlICD proteinu. Bylo tedy
piedpokladano, ze doslo k uvolnéni veskerého mTet1CD proteinu z afinitni kolony. Ve vzorku SDS-
PAGE 11. nebyl pozorovan zadny protein, coz potvrzuje, ze pii zakoncentrovani ziskaného mTet1 CD
proteinu nedoslo k jeho ztratam odfiltrovanim. Ve vzorku SDS-PAGE 12. obsahujicim finalni
rekombinantni mTetICD protein, byly identifikovany kromé& produktu o velikosti 75 kDa i dalsi
produkty velikostech mezi 75 kDa a 50 kDa o niz8i koncentraci, stejné jak bylo pozorovano pii barveni

s Ponceu S (viz Obr. 16).
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2: Buné¢ny lyzat, prosel afinitni kolonou
11: Odfiltrovana ¢&ast pii zakoncentrovani
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Obr. 16: Vysledek kontroly tspésnosti purifikace mTet1CD proteinu. Kontrola byla provedena pomoci

SDS-PAGE a Western blottingu. V prvni jamce (MW) se nachazel marker relativnich molekulovych hmotnosti Precision Plus
ProteinTM Dual Colour Standards. V nasledujicich dvanacti jamkach byly aplikovany vzorky pro kontrolu priabéhu purifikace
sbirané v riznych fazich purifikace mTet1CD proteinu. Pomoci primérni protilatky cilené proti Flag znacce byl detekovan
cilovy protein mTet1CD o velikosti 75 kDa ve vzorcich 1, 6-10 a 12. O velikosti 37 kDa byl detekovan protein GAPDH ve
vzorcich 1 a 2. Ve vzorku 12 bylo detekovano vice proteinti znac¢enych Flag znackou o velikosti mensi nez 75 kDa. Pro cilové
proteiny znaCené protilatkami byl detekovan chemiluminiscenéni signal pti nastaveni detekéniho pfistroje: Blots — Chemi Hi
Resolution. Marker relativni molekulové hmotnosti neni znaceny protilatkami, tedy ho neni mozné pfi daném nastaveni
detekovat. Pro zviditelnéni markeru relativni molekulové hmotnosti bylo pouZzito nastaveni detekéniho piistroje Blots — Stain
Free Blot s invertovanymi barvami. Vysledny snimek pak vznikl spojenim snimki pro cilové proteiny a snimku pro marker

relativni molekulové hmotnosti.

Tyto mensi produkty tedy také nesou Flag znacku, coz vede k predpokladu, Ze v priab&hu
purifikace dochézelo k Castecnému rozpadu cilového rekombinantniho mTet1CD proteinu. OvSem
degradované proteiny tvorily jen velmi malou ¢éast ziskan¢ho mTetlCD enzymu. Pomoci relativni
kvantifikace bylo zjisténo, ze pomér intaktniho mTet1CD proteinu o velikosti 75 kDa a jeho fragmentt
je 27,81, tedy zZe fragmentovana ¢ast tvotila 3,5 % z celkového ziskaného mTet1CD enzymu. Relativni
kvantifikace byla provedena pomoci softwaru Imagel] na zakladé postupu dle Hossein Davarinejad:
Quantifications of Western Blots with ImageJ. Dostupné na:

www.yorku.ca/yisheng/Internal/Protocols/ImageJ.pdf.

Rekombinantni protein mTetlCD pro metodu TAPS se podafilo Gispésné€ ptipravit, ovSem pfi

purifikaci tohoto proteinu dochdzi v malé mite (3,5 %) K rozpadu cilového proteinu.
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6 Diskuse

Detekce metylace cytozinti nasla uplatnéni v oblasti védy, lékarské diagnostiky i pro forenzni
ucely. Byla vyvinuta cela fada metod umoznujicich detekei a analyzu metylace cytosin, ovsem zlatym
standardem v tomto ohledu zlistava metoda bisulfitového sekvenovani (Chen et al., 2017; Kumar et al.,
2018). Navzdory svym mnohym vyhodam a €astému pouziti nese metoda bisulfitového sekvenovani
i fadu limitaci, jako je degradace testované DNA a snizeni komplexity sekvence. Snaha prekonat tyto
limitace vede k vyvoji a zdokonaleni technik pro detekci 5-metylcytozinu. Piikladem novéjsi
alternativni metody, kterd slibuje ptfekonani limitaci bisulfitového sekvenovani, je metoda TET
asistovaného pyridin boranového sekvenovani (TAPS). Metoda TAPS vyuziva dvojice k DNA Setrnych
reakci, kdy je 5-metylcytozinu nejprve oxidovan pusobenim Tet enzymu a nasledné redukovan za

ptitomnosti pyridin boranu (Liu et al., 2019).

Experimentalni ¢ast této diplomové prace se vénovala piipravé mTet1 CD proteinu pro metodu
TET asistovaného pyridin boranového sekvenovani. Rekombinantni mTet1CD protein byl pfipravovan
na zakladé postupu dle Liu et al., 2019. Plazmidovym konstruktem, nesoucim sekvenci pro katalytickou
doménu mTetl znacenou Flag znackou, byla transfekovana bunécna linie Expi293. Po expresi byly

transfekované bunky lyzovany a cilovy protein byl purifikovan na ANTI-Flag afinitnim gelu.

Kvuli parametriim pouzité tfepacky bylo mozno v jedné kultivaéni lahvi kultivovat maximalné
180 ml bunécné suspenze. Transfekce byla provadéna ve tfech kultivacnich lahvich soub&ézné, bunééné
suspenze z téchto tii lahvi byly pro purifika¢ni krok spojeny. Celkem bylo v jednom cyklu piipravy
mTet1CD proteinu pracovano s 540 ml bunécné suspenze. Z 540 ml bunécéné suspenze bylo ziskdno
160 ug mTet1CD proteinu. V postupu dle Liu et al., 2019 bylo pracovano s 1 000 ml bunééné suspenze,
kdy transfekce probihala v jedné kultivacni lahvi. Postup uvadi, ze byl optimalizovan pro produkci az
500 pg mTet1CD proteinu z 1 000 ml bunééné suspenze. Pii piepoctu na 540 ml bunééné suspenze by
se mélo jednat o produkci az 270 ug mTetl CD proteinu. Mnou ziskany vytézek mTet1CD odpovidal
59,3 % vytézku uvedeného v postupu (160 / 270 * 100 % = 59,3 %). Pii provedeni kontroly pribéhu
purifikace pomoci SDS-PAGE a Western blottingu nebylo odhaleno, Ze by dochazelo ke ztratdm
mTetlCD proteinu v zadném z promyvacich nebo koncentrovanich krocich. Z vysledkti kontroly
purifikace pro elu¢ni kroky usuzuji, ze mTetlCD protein navazany na afinitni kolon¢ byl pfi eluci
uvolnén. Nepredpokladam tedy, Ze by nizsi vytézek proteinu byl zpisoben ztratami pii purifikaci. Dalsi
moznosti je, ze doslo k nizsi Gspésnosti transfekce nebo exprese v Expi293 buiikach, ptipadné mohlo
dojit k neuplné extrakci vytvoreného mTet1 CD proteinu pii lyzi. Tento predpoklad odpovida také tomu,
ze postup pro produkci rekombinantniho proteinu mTet1CD byl sledovan piesné podle Liu et al., 2019,
az na dva kroky: bunky byly kultivovany v mensich objemech, které byly nasledn¢ spojeny a pro lyzu
bunék bylo pouzito nastaveni centrifugy 16 500 g 60 minut misto 30 000 g 30 minut.
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Bunééna linie Expi293 je specializovana pro produkci rekombinantnich proteind. Z literatury
vime, ze bunécna linie Expi293 byla pouzita pro transfekci a expresi i v mensich objemech nez 1 1,
napiiklad v objemu 100 ml pro produkci rekombinantniho SARS-CoV-2 konstruktu (Garcia-Cordero et
al., 2021) nebo v 6-jamkové kultivaéni desti¢ce pro produkci rekombinantniho lidského fibrinogenu.
V ptipadé produkce lidského fibrinogenu v Expi293 buitkdch bylo dokonce pouzivano stejného
transfek¢niho ¢inidla polyetyleniminu jako v mém experimentu (Popovic et al., 2022). T komer¢né
dostupny transfekeni kit pouzivajici bunéénou linii Expi293 uvadi mozné pouziti pro rozmezi objemt
800 ul — 800 ml (ThermoScientific, A14525). V zadném z uvedenych zdroju neni zminka, ze by
kultivace a transfekce Expi293 bunck v mensich objemech néjak ovliviiovala vytézek rekombinantniho
proteinu. I pouzité transfekéni ¢inidlo polyetylenimin je standardné vyuZzivéano pro transfekce savcich
bunék i v objemech pod 100 ml (Longo et al., 2013). Zadny ze zminénych fakti nenasvédéuje tomu, Ze
by nizsi vytézek mTet1 CD mohl byt zptisoben kultivaci Expi293 v mensich objemech, nez uvadi postup

dle Liu et al., 2019.

Dalsim krokem, ktery se lisil od postupu dle Liu et al., 2019 a mohl by potencionalné ptispét ke
snizenému vytézku mTet1CD proteinu, byl staceci krok pfi lyze bun€k. Nebyla dostupnd centrifuga
umoziujici nastaveni 30 000 g, proto bylo pouzito maximalni mozné nastaveni rychlosti a to 16 500 g.
Pii sniZeni centrifugacni sily byl prodlouzen centrifugaéni ¢as na 60 min, aby bylo dosazeno ¢irého
supernatantu bez bunécnych zbytki. Snizeni centrifugacni sily a prodlouzeni centrifuga¢niho casu miize
mit vliv naptiklad na obsah nékterych proteini v supernatantu pti ptipravé vzorki krevni plazmy
(Lesche et al., 2016; Meller et al., 2017). Nicméné vSechny z dfive zminénych zdroju vyuZivajici
Expi293 bunky pro produkci rekombinantnich proteinil, pouzivaji vyrazné nizsi centrifugacni silu nez

30 000 g pro extrakci vytvofenych proteinii.

Pti kontrole pribéhu purifikace mnou ptipraveného mTet1CD pomoci SDS-PAGE a Western
blottingu bylo zjisténo, Ze vysledny zakoncentrovany protein obsahuje kromé o¢ekavaného mTet1CD
proteinu o velikosti 75 kDa 1 mensi produkty nesouci Flag znacku. U téchto produkt o mensi velikosti
predpokladam, ze se jedna a fragmenty cilového mTetlCD enzymu, tedy ze v prubéhu purifikace
dochazelo kjeho cCéstecné degradaci. Fragmentovany protein tvofil 3,5 % ziskaného mTet1CD.
K degradaci proteinil v pribéhu purifikace dochazi nejcastéji v disledku plisobeni protedz. Proteazy
jsou enzymy bézné se vyskytujici v zivych buiikach, kde je ale jejich nechténému pusobeni zabranéno
jejich fyzickym oddéleni od zbylych bunéénych proteint v bunéénych kompartmentech. Pfi 1yzi bungk,
coz je prvnim krokem purifikace rekombinantnich proteinti, dochazi k uvolnéni protedz mezi zbylé
proteiny (Ryan et Henehan, 2017). Zabranéni degradace cilového proteinu je umoznéno pouZzitim
nasledujicich strategii: piidavek proteazovych inhibitort, prace v chladu a rychlé provedeni purifikace
(Ryan et Henehan, 2013). Soucasti lyza¢niho i elu¢niho pufru pouzitého v mém experimentu byly
inhibitory proteaz cOmplete Protease Inhibitor Cocktail EDTA-free a fenylmetylsulfonyl fluorid
(PMSF). PMSF inhibuje serinové proteazy a cOmplete Protease Inhibitor Cocktail EDTA-free inhibuje
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Siroké spektrum serinovych i cysteinovych protedz. PMSF je standardné vyuZzivan pfi purifikacich (Ryan
et Henehan, 2017). Pfi provadéni mého experimentu byla afinitni kolona umisténa v chladové mistnosti
pfi teploté 4 °C a i po eluci byl cilovy protein udrzovan na ledu. Jedinym bodem prevence pisobeni
protedz, ktery nebyl u mého experimentu splnén, byla rychlost prace. Cely purifikacni protokol trvalo
provést téméef 10 hodin, ale asoveé nejndrocnéjsi ¢asti byl priatok bunééného lyzatu kolonou a nasledné
promyvani kolony. Zrychleni afinitni purifikace pro proteiny znacené Flag znackou je mozné naptiklad
pomoci imuno-afinitni vysokorychlostni chromatografie, ov§em tam uz nestaci pouziti standardniho
ANTI-Flag afinitniho gelu, ale je vyzadovano pouziti protilatek cilenych proti Flag znacce, které jsou

imobilizovany na sklenéné kuli¢ky s pory (Schuster et al., 2000).

Pro produkci dostate¢ného mnozstvi mTetlCD enzymu pro vétsi pokus (naptiklad provedeni
TAPS metody pro 100 vzorki) by nejspiSe nejvétsim problém piedstavovala kultivace potiebného
mnozstvi Expi293 bunék. Pii vytéznosti 160 ul mTet1CD proteinu z 540 ml bunécné suspenze by pro
ptipravu dostateéného mnozstvi proteinu pro 100 TAPS reakci bylo nutné provést transfekei u 5 400 ml
bunécné suspenze. Tento problém by mohl byt vyfesen pouzitim orbitalni ttepacky pro kultivacni lahve
S vétSim objemem. Jsou dostupné i orbitalni tfepacky umoznujici kultivaci az ¢tyt 61 kultivacnich lahvi
najednou (Innova® 43/43R, Eppendorf). Dalsi problém by mohl nastat pfi purifikaci na afinitni koloné.
Z 5 400 ml bunééné suspenze by vzniklo 540 ml bunééného lyzatu, ¢emuz by odpovidalo pouziti 15 ml
ANTI-Flag afinitniho gelu. Pouzita kolona (Econo-Pac® Chromatography Column, Bio-rad) sice
umoznuje pouziti az 20 ml gelu do jedné kolony, ale pouziti tak velkého objemu by vyrazné prodlouzilo
Cas tohoto purifikaéniho kroku. Uz pii pouziti 1,5 ml gelu a 54 ml bunééného lyzatu pfi mém
experimentu trval tento krok nékolik hodin. Lep$im feSenim by tedy bylo provadét purifikaci na
nékolika kolonach soubézné s mensim objemem nebo piipadné vyzkouset jiz zminénou imuno-afinitni
vysokorychlostni chromatografii. V mém experimentu jsem pro transfekci pouzivala bunéénou suspenzi
o koncentraci 1 x 10°bunék na ml, oviem naptiklad pro piipravu rekombinantniho fibrinogenu (Popovic
et al., 2022) nebo rekombinantniho SARS-CoV-2 konstruktu (Garcia-Cordero et al., 2021) se pouzivaly
Expi293 buiiky v koncentraci 3 x 10° bun&k na ml. Pro produkci mTet1CD proteinu ve vétsim mnozstvi
by bylo nejspise vhodné vyzkouset, jaky vliv na vytézek by méla vyssi koncentrace bunék, protoze

zvySeni koncentrace bunék by mohlo vést ke snizeni pottebnych kultivaénich objemd.

Metoda TET asistovaného pyridin boranového sekvenovani (TAPS) neni jedinou, ktera pro své
fungovani vyzaduje pouziti Tet enzymu. Tet enzym je pouzivan napiiklad v metodé Tet asistovaného
bisulfitového sekvenovani (TAB-seq, Tet-Assisted Bisulfite Sequencing), kterda umoznuje rozliseni
5hmC od 5mC pfi bisulfitovém sekvenovani. Pro tuto metodu byl Tet enzym také piipraven jako
rekombinantni protein. Pro produkci proteinu byl také pouzit plazmidovy konstrukt nesouci sekvenci
Tet enzymu znacenou pomoci Flag znacky, ovsem pro expresi byl v tomto piipadé pouzit bakulovirovy

expresni systém. Purifikace byla také provedena na ANTI-Flag afinitnim gelu. Tento postup ovSem
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neuvadi zadnou informaci tykajici se vytézku Tet enzymu pomoci bakulovirového expresniho systému

(Yuetal., 2018).

Pfed pouzitim pfipraveného rekombinantniho mTetl enzymu pro TAPS je nutné jesté ohodnotit
jeho funkéni tspésnost. Funkénost enzymu mtize byt ovéfena pouzitim TAPS reakci na modelovou
DNA obsahujici pln€ metylované CpG mista pomoci restrikéni analyzy nebo sekvenovani. Restrikénich
enzymu je mozné vyuzit, pokud mame modelovou DNA navrzenou tak, ze pii pievodu metylovanych
cytosind dojde ke ztraté restrikéniho mista, a tedy ke ztraté fragmentu, coz miize byt hodnoceno pomoci

elektroforetické separace. Sekvenovani umozni pfimo ohodnotit pfevod SmC na T (Liu et al., 2019).

Metoda TET asistovaného pyridin boranového sekvenovani (TAPS) umoziiuje piekonat
limitace metody bisulfitového sekvenovani, kterymi jsou degradace testované DNA a vyznamné sniZeni
komplexity sekvence (Liu et al., 2019). Ovsem TAPS neni jedinou metodou, ktera piekonani limitaci
bisulfitové metody umoznuje. Pro analyza metylace ve zvolenych lokusech, je mozné pouzit naptiklad
metodu kombinujici metylaéné citlivé restrikéni enzymy s gPCR (QMSRE, Quantitative methylation
sensitive restriction enzyme method). Nevyhodou této metody je nutnost navrhu primera specifickych
k metylaéné citlivému restrikénimu mistu ve zvoleném cilovém lokusu (Kanel et Huber, 2013). Pro
mistné specifickou analyzu metylace je mozné vyuzit také kvantitativni analyzu DNA metylace za
vyuziti real-time PCR (QAMP, quantitative analysis of DNA methylation using real-time PCR), ktera je
zaloZena na pouziti metylaéné citlivych i metylaéné zavislych enzymti a umoziuje rychlou analyzu
cilovych oblasti. Ale opét je zavisla na tom, ze zvoleny cilovy CpG je soucasti restrikéniho mista, pro
které je nutné navrhnout specifické primery (Qakes et al., 2014). MozZnost celogenomové analyzy
metylace pifinasi metoda enzymatického metyla¢niho sekvenovani (EM-seq, Enzymatic Methyl-seq),
ktera vyuziva dvojice enzymt Tet2 a APOBEC3A pro pievod nemetylovanych cytozinti na uracil.
Pouziti enzymatickych reakci je velice Setrné k DNA a nezpusobuje tak degradaci vzorku, ale stejné
jako u bisulfitového sekvenovani dochazi k pfevodu vSech nemetylovanych cytozind, coz vede ke
snizeni komplexity sekvence a snizeni kvality sekvenovani (Vaisvila et al., 2019). Pfimou detekci DNA
bez jakékoliv predchozi upravy DNA umoziuji sekvena¢ni metody dlouhych ¢teni (SMRT, Single-
molecule real-time sequencing a Oxford Nanopore sequencing). OvSem zatim je pfesnost té&chto metod

ve srovnani s bisulfitovym sekvenovanim niz$i (Blewitt et al., 2019).
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[ Zavér

Diplomova prace se sousttedila na ptipravu Tetl enzymu pro metodu TET asistovaného pyridin
boranového sekvenovani (TAPS, TET-assisted pyridine borane sequencing), ktera umozinuje analyzu
metylace cytozinu. Metoda TAPS piedstavuje k DNA Setrnou alternativu k nejcastéji pouzivané metodé
bisulfitového sekvenovani. Metoda TAPS by potencionalné mohla byt vyuzita pti detekci metylace pro

urceni véku jedince z DNA.

V ramci teoretické ¢ast diplomové prace byla vypracovana reSerSe na téma epigenetickych
mechanismii se zamé&fenim na metylaci cytozind, pfehled metod umozZiujicich detekci metylace

a moznosti exprese a purifikace rekombinantnich proteind.

Experimentalni ¢ast si kladla za cil ptipravu mTet1 CD enzymu. Pro pfipravu mTet1CD enzymu
byl pouzit plazmid mTetlCD (pcDNA3-Flag) nesouci sekvenci pro katalytickou doménu mTetl
enzymu znacenou pomoci Flag znacky. Plazmid mTetlCD (pcDNA3-Flag) byl amplifikovan
v kompetentnich bakteriich a nasledn€ izolovan. Jako expresni systém byla pouzita sav¢i bunécna linie
Expi293, ktera byla transfekovana plazmidem mTet1CD (pcDNA3-Flag) za pomoci chemického ¢inidla
polyetyleniminu. Vytvoifeny mTet1CD protein byl z bun€k uvolnén lyzi a purifikovan pomoci afinitni
chromatografie. Kontrola uspé&snosti transfekce a prib&éhu purifikace byla provedena pomoci SDS-
PAGE a Western blottingu.

Z 540 ml bunécné suspenze Expi293 se podafilo ziskat 160 pg mTetlCD enzymu, tedy
mnozstvi pouzitelné pro 10 reakci v metodé TET asistovaného pyridin boranového sekvenovani. Pti
kontrole pribéhu purifikace bylo zjisténo, ze dochazi z 3,5 % k rozpadu finalniho mTetl1CD enzymu

Vv pribéhu purifikace.

Enzym mTet1CD se podatilo uspésné ptipravit, ovsem pro jeho pouziti pro metodu TAPS bude

nutné provést jesté ovéfeni jeho funkcnosti.
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