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Struktura a organizace genu
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sekvence
- jedine¢ne

- repetitivni
a) tandemove
- satelity — 20bp-kb
- minisatelity — 10-20bp

- mikrosatelity — 1-5bp, nejCasté;si
b) rozptylené

- kratké (SINE) pi.Alu

- dlouh¢ (LINE) pt.L1
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PCR

m popsal vr. 1983 Kary B. Mullis, 1993 NP

m princip: enzymatickd amplifikace DNA in vitro syntézou
mnoha kopii vybrané sekvence DNA v cyklické reakci
o tiech teplotnich fazich (denaturace, anneahng, extenze)

m komponenty reak¢éni smési pro PCR:
voda
pufr
dNTP (dATP+dTTP+dCTP+dGT)
MgCl,
termostabilni DNA polymeraza (napt. Taq z bakterie
Thermus aquaticus)
oligonukleotidove sondy (“primery”) - specificka Ta
templatova DNA
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PCR o _all=
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m teplotni rezim (v termocykleru): T E i
1) 95°C 2° inicialni denaturace 3 5

2) 96°C 30°‘denaturace ? St ton 1 :I

3) 40-72°C 20¢¢ annealing e e E )
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PCR

http://www.youtube.com/watch
2v=2KoLnIwoZKU&feature=relat
ed



http://www.youtube.com/watch?v=2KoLnIwoZKU&feature=related
http://www.youtube.com/watch?v=2KoLnIwoZKU&feature=related
http://www.youtube.com/watch?v=2KoLnIwoZKU&feature=related
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Elektroforeéeza

m separace NA v elektrickém poli v gelu na zakladé€ rozdiln€ho
naboje (amino- Ci fosfatovych skupin) a velikosti
gel z agardzy (horizontalng)

- linearni polymer z tasy Agar agar

HO o
CH.O0H
- D --_-
0
~0 0 OH
HO 0

D-galaktosa 3 6-anhydro L-galaktosa

m Loading buffer: i o
H, HO =
o N@H
- Ficoll - husty, drzi vzorek na dné e
OH Ho” £ o

- bromfenolova modr - vizualizace Ficoll
1CO
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Elektroforeza

m  DNA nutno vizualizovat - fluorescencni barviva - ethdiumbromid (EtBr)

UV svétlo 590nm, kancerogen, mutagen, teratogen!

malé

m srovnani velikosti produktl a standardu molekuly

(a) (b)

stredni
molekuly

smér pohybu

velké
molekuly

jamka
(start)

Fig. 3. (a) Ethidium bromide; (b) the process of intercalation, illustrating the lengthening and
untwisting of the DNA helix.




Elektroforéza
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Modifikace PCR

Reverzné transkripéni PCR
PCR RFLP

Alelové specificka PCR
PCR VNTR

RealTime PCR

Nested PCR
- nejprve amplifikace genomické DNA

- v dalsi PCR reakci je templatem produkt reakce predchazejici

- zvySovani specifity

m Multiplex PCR

- detekce n€kolika genu soucastné€ v jedné reakci

- detekce deletovanych exonli u Duschenovy muskuldrni dystrofie



RT PCR =reversné transkripc¢ni PCR

1. VySetfovana RNA
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Kopie mRNA

S =
/\/\’_:_

amplifikace RNA
RNA-dependentni DNA-

polymeraza /\/\/';"
eliminace intronti — poskytuje

informace o alternativnim sestiithu ‘

- analyza genove exprese

- detekce infek¢nich agens

2. Reverzni transkripce
P - detekce genetickych chorob 3. PCR
" 7 = nukleotidy }
_ O - -
- f\f'\ f\/'\ ‘ —_———
— >
-> - /\;_\ cDNA
- - Reverzni )
- - rm transkriptéza (PCR templat)



PCR RFLP = analyza délky restrik¢nich fragmentu

- analyza DNA pomoci specifickeho Stépeni restrik¢nimi endonukleazami (RE)
- RE - enzymy bakterii vyvinuté béhem evoluce k Sté€peni cizi DNA

- nazev odvozen dle jejich ptivodce - napt. EcoRI (E.coli)

- rozpoznavaci specif. oblast
5 -CCT GUAATTC AGG-3
3 -GGA CTTAATG TCC-5

- §tépi vnitini fosfodiesteroveé vazby
- schopny rozpoznat a Stépit JEN specifické sekvence

(zamezeni bakt. naruSeni vlastni DNA)
- RE maji specifickou teplotu, pii které Stépeni probiha optimalné

- vyuziti - pti detekci urcité mutace
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Alelové specificka PCR

- ve dvou nebo vice XOOOCOC exraicee ona

paralelnich reakcich v
- 3 druhy primerﬁ amplifikace DNA se sekvendéné-specifickymi primery
shoda neshoda

amplifikace

probiha '

amplifikace
neprobiha

v

DETEKCE

wriltrri
kontrola

GCGCGCGSC

specificky
produkt

) | 2

interpretace




VNTR (Variable Number of Tandem Repeats)

- oznacuje variabilni pocet
tandemovych opakovani, neboli
polymorfni isek DNA (lokus),
ktery je vytvoren tandemovym
usporadanim mnohocetnych
kopii kratkych sekvenci DNA.

- lokus ma v populaci nékolik alel
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Hybridizace NK

m vroztoku
m na pevnych podkladech
obvykle nitrocelul6zovy filtr nebo nylonova membrana
ptenos po elektroforetické separaci
m kapilarni prenos
m clektroforeticky prenos
m vakuovy prenos
typ prenaSenych molekul
m DNA - Southernuiv prenos
m RNA - Nothernovy prenos
m proteiny - Westernovy prenos

prehybridizace (obsazeni volného mista na membrané) — hybridizace (ponoteni
membranydoroztoku s jednofetézcovou sondou) — promyvani nenavazané
sondy — detekce sondy -

m v preparatech chromozomi, bunék a tkani (in situ)
fluorescencni in situ hybridizace (FISH)
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Southernuv pl“‘enos




Klonovani DNA

m tvorba souboru identickych
molekul, fragmentl nebo usekt
DNA (klontit DNA) napt.
mnozenim rekombinantnich
molekul DNA v hostitelské bunce
(in vivo) nebo pomoci PCR (in
Vitro)

m rckombinantni DNA vznikne
spojenim inzertu (cizorodé DNA) s
vektorem

m aplikace

studoium funkce izolovanych
genll

studium regulacnich oblasti
genll

fyzikalni a geneticka analyza
genomtl

exprese cizorodych genti a

tvorba rekombinantnich
proteinil

ATT

L)
/w-ﬁ. TTha
T

donor DM vector

vector and donor DHA : O
digested {cleaved) with

restriction enzyme

TT

e
T A
L
ah overhangs T
~TT \/ T T‘*’”’“T?,
i)
T - s,
AT [ mixing ATy J

AATT

v
DM A ligase added, seals overhangs

A."’.TT

Q
recombinant
hacterial DMA maolecules
chromosaone DHA introduced into bacterial cells

recombinant DNA molecules replicate and cells divide
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Klonovani DNA

®  postup
piiprava inzertu PLASMID

s gDNA, cDNA, PCR
produkt
ANTIBIOTIC

pienos inzertu do vektor gk

GEME
m transformace,
elektroporace

selekce klonu
obsahujicich inzert

m inzercni
inaktivace,alfa-
komplementace

m klonovaci vektory
plazmidové (2-15kb)
fagove (37-52kb)
kosmidy - hybridy mezi
plazmidy a fagy(32-
47kb)

SELECTION
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Microarray

m http://www.youtube.com/watch?v=ePFE7yg7L
vM&feature=related



http://www.youtube.com/watch?v=ePFE7yg7LvM&feature=related
http://www.youtube.com/watch?v=ePFE7yg7LvM&feature=related

Dekuji za pozornost




Vyuziti metod molekularni
biologie v praxi

MUDrt. Vendula Bartakova



Oblasti vyuziti metod molekularni
biologie

farmakogenomika/farmakogenetika

kriminalistika

prenatalni/preimplantacni diagnostika

urcovani pohlavi

urcovani paternity

identifikace onkogent

detekce patogent

evolucni genetika




Farmako-genetika x genomika

farmakogenetika se zabyva hledanim vztahu
mez1 metabolismem, pfipadné efektivitou 1éciva
a ptitomnosti jednotlivych genetickych variant
(polymortismii) gent, které se na absorbci,
distribuci, metabolismu, eliminaci podileji

farmakogenomika zkouma vztah ucinku 1éku na
urovni celého genomu, resp. transkriptomu

screening znamych genovych polymorfismu

ucelna farmakoterapie, minimalni nezadouci
ucinky



Polymorfismy dileZité pro
farmakogenetiku

V genech kédujicich:

* enzymy lékového metabolismu
* membranové transportni pfenasece
° receptorové proteiny

* proteiny iontovych kanald




Metodiky stanoveni genovych
polymorfismu

polymorfismus délky (L CLIMB UP THIS

SR ° STRAND OF DNA TO SEE
ICStflkCHICh fragmentu WHERE LIFE TAKES ME

(RFLP)
PCR
real-time PCR

polymorfismus délky
amplifikovanych
fragmenti (AFLP)

sekvencovani

DNA cipy

CHRIS mADDEN
VAR C I R e 00, Lk



Kriminalistika

* vyuziti molekularnée biologickych metod od 2.
pol. 80. let

* porovnani DNA z biologického materialu
zajisteného na miste cinu (krev, sliny, sperma,
vlas) a DNA podezfelych osob

* vetsi spolehlivost nez metody sérologické
(vyuzivany od pocatku 20.stoleti) - molekula
DNA je daleko stabilnéjsi nez antigeny a enzymy



Ziskani vzorku, vyuZiti

1zolace DNA ze slin, krve, kosti ¢i vlasu
amplifikace DNA

analyza namnozené DNA na sekvenatoru - vysledny profil DNA
polymorfismi

cela analyza DNA vyjde pfiblizné na 1000 K¢ - jeden vzorek

zjist’ovani shody - porovnava se DNA z biologické stopy s DNA
jedné ¢1 nekolika osob, aby se zjistilo, ze které osoby material
pochazi

zjist' ovani ptibuznosti - porovnava se DNA nékolika osob, aby se
potvrdila ¢i vyloucila moznost ptibuzenského vztahu



Identicka dvojcCata
Antibody Profile Essay

* test, ktery vyuziva komplexni soubor antigend,
prichycenych na prouzku membrany, které
zachyti a rozlusti protilatky ze vzorku

* vzorek krve je nanesen na testovaci prouzek,
ktery se nasledn¢ promyje specialnimi cinidly,
¢cimz se oznaci protilatky - immunoassay test pak
zobrazi ,,carovy kod* protilatek

* 1dentifikuje podmnozinu protilatek, které jsou
unikatni pro kazdého jedince



Prenatalni diagnostika

neinvazivni postupy
* UZ vysetfeni

* biochemicky screening

invazivni postupy

* CVS - odbér choriovych klka - po
10.t.g.

* AMC - odbér plodové vody
* casna AMC - 12-14.t.g.

* klasicka AMC 15-18.t.g.

* pozdni AMC

* kordocenteza - odbér fetalni krve
z pupecniku, kolem 20.t.g.

* placentocenteza




Preimplantacni geneticka diagnostika

* umoznuje prenatalni vysetfeni molekularné genetickymi
nebo molekularné cytogenetickymi metodikami

* nutné postupy asistované reprodukce - IVF

* vySetren{ 1-2 bun¢k embrya

* FISH - nejcast¢;jsi aneuploidie

* DNA - aneuploidie,

monogenné podminéna

onemocneni




UrcCovani pohlavi

* pomoci PCR se namnozi
useky pro jednotlivé
chromozomy typické

* geneticka metoda urceni
pohlavi vyuzivajici uisek = = SERRG
genu SRY o délce 204 bp  *.  MSRSEAR
typicky pro chromozom - &% g
Y agen DXZ4 o
velikosti 91 bp

chromozomu X T e




UrcCovani pohlavi

geneticka metoda urceni pohlavi vyuzivajici gen
pro amelogenin

* amelogenin se vyskytuje v pseudoautozomalni
oblasti gonozomu

* tento gen o délce 112 bp ma na X chromozomu
v casti intronu 1 deleci dlouhou 6 bp, takze po
elektroforéze jsou u muzského pohlavi zjistény
dva amplifikacni produkty o razné délce a u
zenského jen jeden, kratsi typ
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UrcCovani otcovstvi -4

* drive - analyza genovych produktl - polymorfizmu
erytrocytarnich krevné skupinovych antigent, sérovych
proteind, izoenzymovych variant a antigennich specificit
hlavniho histokompatibilitntho systému clovcka

* dnes - mozné 1 pfimé vysSetreni genotypu ve sporu
zucastnenych osob metodami DNA diagnostiky, tedy
jejich DNA profilovani



DAD D1 52

A © ﬁ };{% &

UrcCovani otcovstvi

introny genu a mezigenové oblasti - nepfepisuji se v
bilkoviny a enzymy

vysoky stupen interindividualni variability
nejvhodnéjsi tzv. délkové polymortizmy DNA, tj.
lokusy, jejichz alely se mezi sebou li§{ raznym poctem
opakovani urciteho zakladniho sekvencniho motivu

minisatelitni sekvence typu VNTR (Variable Number
of Tandem Repeats) a mikrosatelity DNA, ¢ili STR
(Short Tandem Repeats)



* simultanni amplifikace nékolika hypervariabilnich useku
DNA, mnohocetnou polymerazovou fetézovou reakci
(multiplex PCR) a automatické odecitani alel jednotlivych
lokusti po kapilarni elektroforéze v genetickém
analyzatoru (razné typy kitd pro simultanni{ detekci 4 az

13 DNA polymortizm)

* DNA cipy
* detekce produktd PCR prostfednictvim hmotnostni
spektrofotometrie (MALDI-TOF)



Identifikace onkogenti

* podstata nadorové transformace je geneticka

* mutace postihuji geny signalnich drah,
kontrolnich bodi bunécného cyklu, bunécné
diferenciace, apoptozy, reparace DNA...

* v prubchu bunécnych déleni jedné bunky
nastava postupna akumulace nckolika mutaci v
uvedenych skupinach gent, které resultuji v jeji
nadorovou transformact



Mechanizmy aktivace celularnich
onkogenu

Before Translocation After Translocation

BCR
ABL

bodova mutace

zmnozeni (amplifikace)
genu

delece (ztrata casti

sekvence DNA) genu

P Philadelphia
prestavba chromozomu Chromosome

inzercni mutageneze




HER2/neu

produkt genu HER2/neu je transmembranovy
receptor s tyrozin kinazovou aktivitou

vlastni gen je lokalizovan na dlouhém raménku

chromozému 17 v oblasti q11.2-q12

amplifikace genu HER2/neu je nalézana u fady
nadorovych onemocnéni.

overexprese proteinu HER2/neu je dilezitym
prognostickym a prediktivnim faktorem
invazivniho karcinomu mlécné zlazy





http://www.youtube.com/watch?v=nXtKboH2S38

Identifikace patogenu
molekularné
biologickymi metodami

* kvalitativni 1 kvalitativn{ prikaz virové nebo bakterialni
nukleové kyseliny ve vzorku

* velky vyznam pro sledovani rozvoje virové infekce nebo
odpovédi na lécbu antivirotiky (napf. u infekei HIV,
hepatitidy B a C, CMV infekce)

* detekce useku genomu zodpovédného za prenos rezistence

* moznost pfesné urcit sekvence jednotlivych bazi,
identifikovat genotypy viru nebo bakterie, prokazovat
mutace.



Vyuziti molekularné biologickych
metod

u imunosuprimovanych pacienti po transplantact organt
u pacienta s infekcni endokarditidou

u pacientd s infekénimi komplikacemi po velkych

chirurgickych vykonech

detekce a identifikace vira, které neni mozné bézné izolovat
na bunécnych kulturach nebo prokazovat jejich antigeny v
infikovanych bunikach (napf. viry hepatitid C a G, lidské
papilomaviry, parvovirus B19)

detekce DNA herpetického viru z likvoru u herpetickych
infekci CNS nebo DNA CMV u imunosuprimovanych

pacientll po transplantaci organt



Evolucni genetika

* analyza sekvenci DNA ma vyhody oproti
tradicnim metodam studia evoluce (srovnavaci
anatomie, fyziologie a embryologie) - sekvence
DNA a proteinu sleduje jednoducha pravidla
dédicnosti

* molekularné sekvencni data umoznuji porovnat
evolucni vztahy mezi vzdalenymi organismy
(shrauty v diagramech — fylogenetické stromy)



Pravidla konstrukce fylogenetickych
stromu ze sekvenci DNA

sefazeni sekvenci, které

umoznuji jejich stovnani - m‘,,.,m
zjisteni rozsahu \ | *fM E )
podobnosti nebo ' h | f}? :
rozdilnostt mezi kazdymi T\ ”MM '

2 sekvencemi P \
seskupovani sekvenci na AN NG |

zaklade podobnosti c*

umisténi sekvenci do C ; }

I.Jr‘l

vrcholu stromu e
P




No a ted’ hura do laboratofi!




|Izolace nukleovych kyselin (NK)
Mgr. Veronika Tanhauserova

DNA byla poprvé vyizlovana v roce —
1869 Friedrichem Miescherem z jader H:r'
bunek hnisu uI

ziskat DNA/RNA v nativnim stavu, v b
dostatecné Cistoté a mnozstvi curina [l

vybér metody purifikace zavisi na I8
zpusobu jeji nasledné analyzy N .

Umell IE'

LN
1
W r#*n

H
replaces Thyrnine In RHA

RNA DNA

Nitrogenous ][4 nous
Bages Rlbonudelc acld Decxyribonuclelc acid rgg:ﬁ

Friedrich Miescher



Material pro izolaci NK

jednotlivé bunky
— prokaryotické organizmy
— kvasinky

virove Castice

tkané a organy eukaryot

— mechanicka a/nebo enzymaticka
homogenizace

B Collected sampla -
pppibhtle ¥

material pouzivany k izolaci NK u
Clovéka

— leukocyty periferni krve

— bunky bukalni sliznice

— amniové bunky

— choriové klky

— buriky vlasovych kofinku

— spermie

— epitelialni bunky pokozky

— uvolnéné bunky v télnich sekretech

- aj.




Typy metod izolace NK

* metody vyuzivajici rozdilnou rozpustnost biologickeho materialu
— fenol-chloroformova extrakce
— ethanolova (isopropanolova)precipitace

« adsorpce na pevny podklad

— vazba NK na kfemicité sklo v pritomnosti chaotropnich soli (Nal,
guanidin thiokyanat, guanidin hydrochlorid)

 ultracentrifugace v hustotnim gradientu

— gradient CsCl
—
L e
a
CsCl
density -

High

i

.

Protein
- "_. - -_ - -, Genomic DNA
- ~ > Nicked circular DNA
- 4 7 Supercoiled DNA
— RNA



Izolace DNA v nasi laborator

sliny
periferni krev
— odbér do chelata¢niho roztoku (EDTA)
* zabranéni srazeni krve a degradaci DNA DNazami Protein Elﬂﬁ polar

— 1-5dni pfi teploté 4°C (polar residues residues
— dlouhodobé v zamrazeném stavu on outside) flip to qutside} nlu{p-::lar]

lyza bunék

odstranéni membranovych lipidu

— detergenty

Protein

odstranéni protein( Ll (Pola) |1 fjess polar]

- prOteinéza K DMA + protein Phenol added  Phases separated

— fenol-chloroformova extrakce agueous and vigorously by

+ smés fenol-chloroform denaturuje proteiny a rozpousti solution mixed centrifugation
lipidy

* po centrifugaci

— ve spodni organické fazi - smés fenol-chloroformu, proteint
a tukd

— v horni vodné fazi - rozpusténa DNA (molekula DNA je diky
vyzqc):e nabité fosfatové kostfe polarni a tudiz rozpustna ve
vodé

vysrazeni DNA
— isopropanolova precipitace za pfitomnosti kladné
nabitych iontd

. gﬁ&"é nabité ionty neutralizuji negativné nabité fosfaty

odstranéni zbytku soli
—  70% ethanol

vysuseni
rozpusténi v slabé alkalickém pufru

Before After
Adding Ethanol




Tirlad LA Culure cell Tesssn )
hysate hizmioga nade:
lzolace RNA Q{mm paae
« naroCnéjsi, vyzaduje prisnéjSi podminky l Aﬁﬂ“’;&““’

— molekuly RNA jsou mnohem méné ® oAt e
stabilni nez molekuly DNA
— voda upravena inhibitory RNaz, 2 e
homogenizace tkané za pritomnosti l stregﬁin— ’
antioxidacCnich latek,... gy el
s
« mRNA tvofi pouze maly podil celkové (§
RNA

— tradiCni metody izolace NK a nasledna
separace na mRNA, rRNA a tRNA

— metody vyuzivajici afinitu poly(A) konce
MRNA a oligo(dT) sondy znacené

Magnaetlic
separation

biotinem

 imobilizace hybridni molekuly (
biotinylované dT-A mRNA na nosici
(strepavidinem pokryté magneticke
kuliCky) a odmyti nezadoucich molekul

l Elution of mRNA

=
O

Magnetic Biotinylated oligo{d
ﬁ particle .—mm‘f Bl




Detekce a kvantifikace NK

— spektrofotometricka metoda
« pro méfeni dostateéné Cistych vzork

 odhad koncentrace mérenim absorbance

— NKabsorbuji UV zafeni s maximem absorbance
pfi vinové délce 260nm

— Aszs0 = 1,0 odpovida asi 50 ug/ml DNA nebo 40
Mg/ml RNA

 stupen Cistoty NK se stanovuje z poméru
Az60/Azs0

— proteiny absorbuji UV zareni s maximem
absorbance pfi vinové délce 280nm

— A2e0/Az280 = 1,8 Cista DNA
— Aze0/Az280 = 2,0 Cista RNA
— A260/A280 < 1,75 kontaminace bilkovinami

— fluorescencni metoda

« pro méfeni vzorkl s nizkou koncentraci i
znecisténych

* interkalace etidiumbromidu mezi baze NK,
detekce fluorescence po ozareni UV svétlem a
srovnani s intenzitou fluorescence standardu o
znameé koncentraci




IF YOU UNWRAP ALL OF THE DNA YOU HAVE IN
ALL YOUR CELLS, YOU COULD REACH THE MOON

6000 TIMES.

[t would take a person typing 60 words per minute, 8 hours a day,
around 50 years to type the human genome.



Real time PCR

Mgr. Marian Hlavna

 DNA
- genotypizacia (kvantifikacia alel)
- genotypizovanie (SNP)
- urcovanie druhov, SNP, kvantifikacia (HRM)

« RNA

- kvantifikacia transkriptu

Tagman sondy
Interkalacna fluorescencna farbicka (SybrGreen)



Polymerization

Forward
Primer

Polymerization
Completed

5!
3-

R = Reporter
Q = Quencher
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Source: Fulura Viral & 2008 Fulure Medicina Lid




Polymerization

Forward
Primer

Polymerization
Completed

5!
3-

R = Reporter
Q = Quencher
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SEKVENACE

Mgr. Jolana Lipkova



Historie-Watson a Crick 1953




Vyuziti

Diagnostika chorob a ¢asné zjiSténi nachylnosti jedince k
urcitym nemocem (rakovina, kariovaskularni onemocnéni),
genova terapie

Celogenomove sekvenovani (evolucni biologie)
Fylogenetika (evolu¢ni vyvoj) organizmu
Antropologie: srovnavani DNA k zjiStovani migraci lidskych

ras (zeymena podle mitochondrialni DNA a Y-chromozomalni
DNA)

Forenzni védy: dukaz viny ¢1 neviny v zlo¢inu, urCeni
otcovstvi a podobné — mikrosatelity (test paternity)
Zeméedélstvi: geneticky modifikované plodiny


http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Eukaryota_tree.svg
http://cs.wikipedia.org/wiki/Soubor:Eukaryota_tree.svg
http://cs.wikipedia.org/wiki/Fylogenetick%C3%BD_strom

Dv¢ principialn€ odliSné metody

e Chemicka — Stépeni zkoumané molekuly v
misté modifikace

* Enzymaticka — amplifikace kratkych
fragmentu oCekavane délky



Chemicka metoda- Maxam-Gilbert

Postup:

1. Pfiprava znacen¢ jednotetézcove
DNA, jejiz sekvence ma byt
stanovena

2. Rozdéleni vzorku DNA do 4 ¢asti

3. Chemicka modifikace jednoho
nebo bazi v ndhodnych mistech

4. Stépeni molekuly DNA v mistech,
kde dosSlo k modifikaci bazi

5. Elektroforéza fragmentii DNA 6.
Autoradiograficka (nebo jina)
detekce fragmenti DNA

J OH H



§5- GATCAGG - 37
3-CTAGTCC -57

Je koncoveé znatenf a separace fetézci
*“P-GATCAGG- 3
4
4 reakce madifikace bazi
I I 1 ]
DMS k. mravenci hydrazin hydrazin + NaCl
L & 4 &
Piperidin Etépeni
L A+ T+ C
4 " P <+ 4
P-GATCAG FP-GA F-GAT P-GATGC
P-GATCAGG P-GATCA P-GATC
P-GATCAG
P-GATCAGG
N LY 4 «
G A+G T+C C

elektrofaréza

Pr— autoradiografie

P OPF QG




Enzymaticka metoda -Sanger

Reakéni smés:

DNA templat

primer

ddNTP-fluorescencné znacen
dNTP (100x vice nez ddNTP)

Taq DNA polymeraza
Pufr
QO H
e Soubor ssDNA s fluorescen¢né definovanym kor Gt —o—ch
liSicich se o jednu bazi L 0
* Rozd¢leni elektroforézou !
e Vyhodnoceni o_,:._o_c,.,

o- 0.

OH H

H



N —

3 5"

DA polymerase
+ dMNTPs (100 uhA)

W
W
+ Dideoxy A + Dideoxy G i '-'|:'| + Dideoxy T T + Dideoxy C
{1 P {1 M) F:PU l.::" {1 pivi S, (1 M)
— e {3 —T —
A & P —
atc. atc. atc. etc.

l l ! l

= = Denature and separate by electrophoresis —
(b}
' FP-TAGCTGACTC3"
3’ AT CGEACTEAGT CALAGAACTAT TGEGGEGOCTTAA ..
DA polymerasea
+ dATF, dGTPE, dCTPE, ATTP
-+ ddGTPR in low concentration
5" 2P-TAaGCTGEACTCAGI3" - =
3" ATCGEGACTGAGTCAAGAACTATTGEGEGGC TTAA (.. M T
=f= —r T =
B P TAGCTGACTCAGTTCTCG3"
3" ATOCGACTGAGT CAAGAACTATITGEGGGOCTTAML || . L ety o
+ =3 .
5" p-TaAaGCTGGACTCAGTTCTCGATAACCCG 3 R "=
3 ATOCGACTGGAGTCAAGAACTATTGEGGGCTTAMA ..

C A GTCG AT

www.dnalc.org/resources/animations/sangerseq.html



http://www.dnalc.org/resources/animations/sangerseq.html
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Automaticke sekvenovani

GTCGAGC ATAT




Vyhodnoceni

> BioEdit sequence Alignment Editor

File Edit wiew Zoom Horizonkal Scale  Accesory Application RMA  Window  Help

= 0

> ABI Chromatogram: C:\Documents and Settings\denni\Plochaljolanalsekvenace\pokusJolanal+oapk_AgRpASF

{ I T T . O T I |

— ' Celeeizt ranE cample: 5F (File: C:\Doounents and SettingsidenmiPlochaljolanalsekvenace'polnslolanal +oapk AzRplSF 200%9-

1500 190 200
c - T caC A C T o AC CT G oo A ©C T CT G GG ACG




e w0/ Bunééné kultury vl
=5 | . Mgr. Katarina Kuricova Ty
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~ Buné&éna kultura je systém, kde jsou in vitro kultivované bunky
~ . prokaryoticke, eukaryoticke Ci rostlinn¢ za zvlastnich specifickych
& . podminek.

. VétSina bunécnych linii ma omezenou Zivotnost (starnuti, zastava
“*% déleni). Jen nékteré kultury jsou nesmrtelné = permanentni linie
. (nadorove, imortalizovang).

H Bunky podle zpusobu kultivace:
. - a) adherentni (rostou pfichycené k podkladu)
[_f 1 b) suspenzni (volné€ se vznasSeji v mediu)

-
e
e

| i 4 /4 ) 'V . o . .
41 Neni znama metoda kultivace bungk jater, nervu a ledvin, epitely
“ tvori jednovrstevné kolonie, fibroblasty miZzou tvorit az 3 vrstevné.

k= -‘ = |-I"-.._ = ] ! 4 I:..- .l. . ..-:.-_.. : _'.I
L] ¥ .l I - B 1

Kk i St 5 N e F



f'r. | .-
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spocwa v zajlstem optlmalmch podminek pro prezivani a rust
o kultlvovanych bunék.

_ Obecné ma prace s bunécnou kulturou ti1 faze:
. 1. 1zolace bunécného kmene
% 2. udrzovani bun&éné linie a jeji expanze

¢~ 3. vyuziti namnozenych bunék v pokusu

-

_ " Potieba regulace fyzikalnich, chemickych a biologickych faktori:
. - - teplota (optimalni pro organismus ptvodu)
- média (ionty, pH, osmolarita, sacharidy)
f:" - sérum

"4 - kontaminace (antibiotika + monitoring)

Prace S bunecnyml kulturaml &




