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Genetika v zubnim lékarstvi - cviceni

Mgr. Lucie Valkova



Johann Gregor Mendel

*20.7.1822, HynCice
t6.1.1884, Brno

» zakladatel genetiky

* objevitel zakladnich zakonu dédiénosti
e zakon o uniformité F1 generace
» zdkon o ndhodné segregaci genll do gamet
* zakon o nezavislé kombinovatelnosti alel
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Zakladni pojmy

e Genetika

* obor zabyvajici dédi¢nosti a variabilitou kvantitativnich a kvalitativnich znakud vsech zZivych
organismu

* Gen
« zakladni jednotka dédicnosti (genetické informace)
* konkrétni usek molekuly DNA, ktery nese informaci pro tvorbu bilkoviny nebo nukleové kyseliny
* sklada se z exonU a intronu
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Zakladni pojmy

e Chromozom Chromosome
Nucleus Chromatid Chromatid

* funkcni celek dédicného zaznamu genetické informace v
bunce

* jadro bunky— 22 paru autozomu + 1 par gonozomu

B2 T Solenoid
loops

* Lokus
e umisténi genu na urcitém misté na konkrétnim
chromozomu
 Alela

* konkrétni forma genu

Image adapted from: National Human Genome Research Institute.



Zakladni pojmy

e Genomika

* obor genetiky, ktery se snazi stanovit Uplnou genetickou informaci organismu a interpretovat ji v
terminech Zivotnich pochod(

* Heterozygot

Dominant Recessiv Dominant
e dvé ruzné varianty (alely) daného genu nebo jeho Casti homozygot homozygot  heterozygot
* Homozygot
e dveé stejné varianty (alely) daného genu nebo jeho ¢asti B B b b B b




Zakladni pojmy

* Polymorfismus
* existence nékolika (prinejmensim dvou) alel pro dany gen, z nichz nejméné ¢asta ma populacni
frekvenci alespon 2 1%

* Mutace

* procesy, pri kterych dochazi ke zméndm v genotypu v dusledku plsobeni riznych faktord
prostredi
* méneé Casta alela ma populacni frekvenci < 1%




DNA vs. RNA

molekula DNA = kyselina deoxyribonukleova
— dvousroubovice — 2 retézce v opachém smeéru
— polynukleotidovy retézec
» dusikata baze (T, A, C, G) spojend vodikovymi mUstky
* zbytek kyseliny fosforecné
* cukerna slozka — deoxyribdza

molekula RNA = kyselina ribonukleova

— jednovlaknova

— polynukleotidovy retézec
* dusikata baze (U, A, C, G) spojend vodikovymi mUstky
* zbytek kyseliny fosforecné
e cukerna slozka —ribdza

— typy — mRNA, tRNA, rRNA

60\
Mo,
© s @O"":/P T Sp ] Base
O @O 0 glycosidic bond
\-----—-nucleoside ------
nucleotide------
nucleoside diphosphate----------
nucleoside triphosphate---------

* a
P
Base pair_§ \ ,:l:_ Uracil
— Nucleobases " -
— ) H
Helo of ¥ -
R ' Cytosine
_.3
o
s— — "
V MM
yd "“f“ Adenine
{ ]
£\ a
1 "
—
Q
ol : Guani
i uanine
= oQ:
H HH,
Nucelobases
DMNA RMA of RMA

Deoxyribonucleic Acid Ribonucleic Acid



Ustfedni dogma molekularni biologie

Replikace
< (syntéza DNA) )
DNA
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=
‘ Transkripce

Jadro

(syntéza RNA)

RNA
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‘ Translace

(syntéza proteinu)

PROTEIN

QW

aminokyseliny

Cytoplazma - ribozomy




Replikace DNA

» =tvorba kopii molekul DNA zajistujici prenos genetické informace z materské do dcefiné
bunky

e S-faze bunécného cyklu

* semikonzervativni proces — 1 nové + 1 staré vlakno

* slozky potrfebné pro replikaci
e templat — materské vlakno
e primer — kratky oligonukleotid s volnym 3°OH koncem
* enzymy
* nukleotidy




Replikace DNA

* vznik replikacni vidlice
* helikdza — umoznuje oddalit obé molekuly
dvousroubovice
* SSB proteiny — napomahaji udrzet vlakna rozdélena

 DNA primaza — tvorba RNA primer0

* Replikace je zahajena ve specifickych mistech —
pocatcich replikace (,origins”)

 DNA polymeraza - katalyzuje prodluzovani retézce

* sekvence nového vlakna dle principu
komplemetarity bazi - adenin + thymin (2 vodikové
muUstky) a cytosin + guanin (3 vodikové mustky)

* syntéza od 5'konce ke 3"konci

5 3

Vedouci Fetézec
\.f\ ,\

/’}\,\ .

/

Nové syntetizovany fetézec

Okazakiho fragment

Novy Okazakihno ~RNA-primer

fragment \ ré

Vaznouci retézec

Sviraci protein

_ DNA-polymerasa

Rodicovska DNA

DNA-helikasa

\Vazebny protein pro udrzeni
jednofetézcove struktury DNA



Replikace DNA

templatova vlakna antiparalelni — jeden retézec opozdén

vedouci retézec — jeden RNA primer na zacatku, replikace probiha bez preruseni

opozdujici se retézec —ve sméru 5'=3" se diskontinuitné tvofri kratké Okazakiho fragmenty (kazdy

z nového RNA primeru), které se nasledné spoji DNA ligaza

RNA primery jsou odstranény 5'—3 exonukleazovou a nahrazeny 3°-5"polymerazovou aktivitou

3'

leading strand - \
most recently

¥ 5" s synthesized 3 5 , 5’
3 3 DNA S 3

3 lagging strand with 3"
Okazaki fragments
5



prepis informace v podobé sekvence DNA do sekvence RNA

jadro buriky kw Y o -

templat - vldkno DNA T A P 4,
transkripty se z templatu uvolnuji jako jednoretézce )‘
DNA-dependentni RNA polymeraza
e 3typy (strukturné podobné, prepisuji rizné typy gent)
* RNA pol. | (geny kédujici rRNA) GUGGGUTGGGGGGUU, """""""
* RNA pol. Il (geny kédujici hnRNA) A e
, ., GACTGCCTAGTCGGCGTTCGCCTTAACCGCTGTATT
* RNA pol. lll (geny kédujici tRNA) Sense Strand
* vyzaduje pritomnost transkripénich faktord (rozvolnéni retézct DNA, umisténi RNA polymerazy.
na promotor a uvolnéni z promotoru)
* promotor = startovaci misto na DNA — TATA box, CAT box

* terminator = koncové misto - AAAA



Posttranskripcni modifikace

PG Pormason reguted K0 reproducton or Saoiey

Copyrght & The WcGraw- M Companins

« modifikace primarnich transkriptd: Start of transcription
ve v ey . e veo . | Intron 1 Intron 2
* pfipojeni €epicky na 5’konec (podili se na fizeni Gene ——f  F— I
translace mMRNA) Exon 1 Exon 2 Exon 3
Transcription

Obrazek 3 - Struktura tzv. RNA Eepicky
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* pripojeni polyadenylacniho retézce na 3'konec Splicing

» sestrih (splicing) RNA — vystfizeni intronu za vzniku
Mature transcript: -:-

zralé mRNA
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Translace

preklad genetické informace z mRNA do sekvence AMK v polypeptidu (pomoci genetického kdodu)
probiha na ribozomy v cytoplazmé burky

faze —iniciace, elongace, terminace Fetézenim
amL_nokyse]m volné

enzym - aminoacyl-tRNA syntetdaza i aminokyseliny —-@
. . . v V4 v/ 7 . ‘\O
iniciacni komplex se tvori na 5’ konci mRNA O
(Cepicka), zkouma mRNA od 5konce a ﬁ

7/ e . ° v V4 \I {
hledd iniciaéni kodon AUG s volos (RNA
terminace translace: UAA, UAG, UGA l

LA ALAVLARL AR 5
postranslaéni Gpravy — fosforylace, 4 J\NU}’”L””J,,,_\M_,@/E? kL_(l_'_J
4 Qdon

mRIVA . 2 smér posunu
glykosylace, metylace, .... rbozom  kodény sy



Geneticky kod

» systém, podle kterého se prirazuji specifické AMK do polypeptidového retézce podle sekvence mRNA

e triplet = kodon — definuje AMK nebo terminaci translace

* kazda AMK urcCena jednim nebo nékolika kodony v mRNA

* 64 moinych tripletl: 61 urcuje AMK, 3 urcuji terminaci translace

* kodony jsou rozeznavany komplementarnimi sekvencemi v tRNA (antikodony), které nesou na 3 konci

specifické AMK
* inzerce/delece jednoho/dvou par( bazi méni ¢teci rdamec

e (témér) univerzalni, degenerovany

druhy nukleotid
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Geneticky kod — zmeéna cteciho ramce

A single base-pair deletion restores the reading frame changed by a single base-pair addition.

DNA  ATG TTT CCC AAAGGG TTT"* " CCC TAG
(Wild-type allele) TAC AAA GGG TTT CCC AAA GGG ATC
SRS S s S Sy . ararss oo
Transcription
Y
mRNA AUG UUU CCC AAAGGG UUU.«« CCC UAG
Slngle T P gy | Sy O
base-pair Translation
insertion  J
Protein Met —Phe — Pro — Lys — Gly —Phe * - * - Pro —(term)
A ” i
" Inserted . base pair alters reading frame.
DNA ATG ATT TCC CAAAGG GTT T----- CCCTA G

(Mutant allele)

- e e A e ees e we _—— .- -

TAC TAA AGG GTT TCC CAA A GG GAT C

lTrans:ription
mRNA AUG AUU UCC CAAAGG GUU U=+ ==+~ CC CUA G

P iAo JPR i (s (Fympy Sy, Yol mliety ——.
Suppressor
mutation Translation
(Single
base-pair protein Met — lle —Ser —GIn—~Arg — Val = =+« - - Leu -
deletion) v

Altered amino acid sequence

§ Wild-type

phenotype

Mutant

3 phenotype



Poskozeni DNA

e zavazny stav

e nasledky v syntéze posSkozenych proteint

* reparacni mechanismy DNA
* rozmnozovaci schopnost bunék

* Typy poskozeni:
e dvouretézcové zlomy
* jednoretézcové zlomy
* kovalentni vazby
* thymidinové dimery
* deaminace cytosinu
* alkylace baze
e ztrata baze

OCg @p 7 QC

Dvouretézcovy zlom

}mnwn'g'rm{l

ooo oooloo

Mismatch

Deaminace cytosinu

Jednoretezcovy zlom Ap misto

Kovalentni vazba
Thymidinovy dimer



Rozeznani a pfima reparace poskozeného mista

Excisni reparace
Mismatch reparace

SSB reparace

vnéjsi vnitini
poskozeni OOO Metabolism Poskozeni
e »
oprava i

/ " oprava

' Damage |

|

jaderna \
DNA mitochondrialni
' _ DNA

poskozena DNA

g

Pa y

poskozena DNA

rakovina .
apoptoza

starnuti

Reparacni mechanismy DNA

zdrava bunka
rychlost poskozeni = rychlost opravy

az 500.000
poskozeni
DNA v burice
za den

nemocna bunka
rychlost poskozeni > rychlost opravy

© Prometheus 2004



Systém oprav chybného parovani bazi u savcu

Poskozeny retézec DNA obsahuje nespravné parovanou bazi (T).
Rozpoznano proteinovym heterodimerem MSH6-MSH2.

Proteiny MLH1/PMS2 a PCNA (prolifera¢ni jaderny antigen) utvari
na DNA strukturu smycky (angl. loop structure).
Enzymy

* DNA exonukledza a DNA helikaza degraduji chybné parovanou ¢ast

retézce
* DNA ligdza — spojeni retézcll

Mezera doplnéna/opravena replikacnim aparatem.

5'-3' exonuclase
DNA helicase ?

5 G
K3 e
DNA Pold, RFC, l
PCNA, RPA ONA ligase
5 G

¥ C




Bunecny cyklus

MITOTICKEHO BUNECNE DELENI

VRETENKA
— ' i \ v 4 V4 (o] Ve 7
h1| ... oo = usporadany sled procesu, pri kterych
[VSTUP DO M] [werurz W ] bunka zdvoji svij obsah a nasledné se

rozdéli na dvé bunky dceriné (kazda z nich
ponese stejné chromozomy)

Cil: reprodukce genetického materialu pro
pristi generaci bunék

| VSTUP DO S|
|

spusténi mechanismu
replikace DNA

REPLIKACE DNA



Bunecny cyklus

e Jednobunécné organismy

e sladéno s ristem — materska b. musi dorust do urcité velikosti, aby se rozdélila

* Mnohobunécné organismy
* sladéni replikace DNA s vyvojovym programem bunky
* sladéni replikace a déleni kazdé bunky s vyvojem prislusné tkané nebo organu
* dospélost - bunky se déli, kdyz je potreba (nahrazeni odumirajicich bunék, obnova poranéné
tkané)

e ztrata kontroly nad bunéc¢nym cyklem -> rakovina



Bunecny cyklus

e kladeny vysoké naroky na presnost
* bezchybna replikace
* spravné razeni fazi
* mitdza pred dokoncenim replikace -> ztrata genetické informace min. u jedné bunky

» dvojnasobna replikace pred mitdézou -> zvyseny pocet kopii genl na pfislusné ¢asti
chromozomu -> nerovnovaha v genové expresi, nizka viabilita

* presna segregace chromozomd
* koordinace s vyvojovymi programy

meeesssssss)  kontrolni body




Bunecny cyklus

* fidici elementy - cyklin-dependentni kinazy (CDK)

* Fidi aktivitu mnoha proteinl zapojenych do replikace DNA a mitdzy tim, Ze je ve specifickych
mistech fosforyluji (aktivace/inaktivace)

* Cyklin + CDK -> komplex se pripoji na protein -> fosforylace proteinu -> po fosforylaci se komplex
rozpadne a dojde ke zmeéneé aktivity proteinu

cyclin Cdk-activating kinase (CAK)

Cdk active site activating phosphate
(A) INACTIVE (B) PARTLY ACTIVE (C) FULLY ACTIVE



Bunecny cyklus - Interfaze

Interfaze-G1, G2, S
priprava na bunécné déleni, vnéjsi jaderna membrana je spojena s ER

nepfriznivé podminky

* setrvani v G1/vstup do GO; buriky nerostou, mohou tak setrvat i nékolik mésicli/let

G2-faze
* dvojnasobné mnozstvi DNA (nez v G1)

* syntéza proteinl potiebnych na vstup
do mitozy

S-faze
* replikace DNA
* syntéza protein( asociovanych s DNA

Mitosis

DNA synthesis

(&30 Gap 1

GO0-faze

vétsina bunék mnohobunécénych organisma (jsou
diferencované a specializované k vykonu urcité
funkce, nedéli se)

po prijeti prorGstového faktoru mohou vstoupit
zpét do bunécného cyklu

. G1l-faze

nejdelSi a nejvariabilnéjsi

bunka se zvétSuje a zdvojuje organely

na konci této faze se nachazi kontrolni bod: bod
restrikce

* bunka ma dostatek Zivin a rastovych faktord,
vykazuje vysokou metabolickou aktivitu ->
prejde bod restrikce a pokracCuje do dalsi faze

* nedostatek Zivin, obdrzeni antiproliferacniho
signalu -> zpomaleni postupu fazi/opusténi
cyklu (pfechod do GO)




Bunecny cyklus - Mitoza

* jaderné déleni (mitdza) + nasledné déleni cytoplazmy = cytokineze

Mitoza

déleni somatickych bunék
vznik - dveé diploidni buriky s identickou genetickou vybavou

profaze — spiralizace vlaken DNA, tvorba mitotického vreténka
prometafaze — rozpad jaderné membrany

metafaze — sestaveni kinetochoru na kazdé centromere, pripojeni
chromatid k vieténku ( ekvatorialni roviné)

anafdze — separace chromatid k opacnym poliim

telofaze — dokonceni separace chromatid, rozlozeni vreténka,
obnoveni jaderné membrany

Prophase
Metaphase
Anaphase

‘ Telophase

Cytokinesis



Mitdza vs. meioza

MEIOSIS
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Mitoza = 2 dcefiné bunky s diploidnim poctem chromozom;
1 cyklus DNA replikace, nasleduje rozd€leni chromozomt a
jadra (profaze — prometafaze — metafaze — anafaze —
telofaze) a nasl. celé buiky (cytokineze)

Meioza = 1 cyklus replikace nasledovan 2 cykly segregace
chromozomu a buné¢ného déleni, vznik haploidnich gamet

1.meiotické (redukéni) déleni — rozdéleni homolognich
chromozomii; odehrava se zde meioticky crossing-over
(rekombinace gentl) — zadna z gamet neni identicka!

Poruchy rozestupu — napf. trisomie.

2.meiotické d€leni — rozestup sesterskych chromatid -> 2
dcefiné bunky S haploidnim poctem chromozomi, vznik
pohlavnich bun¢k (spermie, vajicko), dodate¢né promichani
genetického materialu crossing-overem



vznik 4 haploidnich gamet (pohlavni bunky)
geneticka variabilita

Heterotypické déleni

Profaze — 5 C¢asti

Leptotene — spiralizace chromozom
Zygotene — vznik bivalent(
Pachytene — crossing over
nesesterskych chromatid

Diplotene — postupné rozestoupeni homolognich
chromozom

Diakineze — rozpusténi jaderného obalu, vznik
déliciho vieténka

krizeni

Metafaze — vznikd ekvatorialni rovina
Anafaze — rozdéleni 2n chromozomu, oddaleni vreténka
Telofaze — vytvoreni jaderného obalu, zanik vieténka

MEIOZA - heterotypické déleni

PROFAZE Ppdry homologickych crossing over
chromozomu vznik bivalentu .
vyména ¢asti chromatid
METAFAZE ANAFAZE TELOFAZE

I I I ‘

vznik déliciho aparidtu rozestoupeni chromozomu J
a jejich redukce 2 2n na 1n  yznik jadernych membréin
dcefinnych bunék

rozpusténi
jaderné
membrany

dcefinné haploidni bufiky 1n

http://www.szes-la.cz/
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Homeotypické déleni

Profaze — spiralizace chromozomd,
rozpusténi jaderné membrany

vznik déliciho vreténka,

Metafaze — vznika ekvatorialni rovina, pripojeni na délici vieténko

Anafaze — oddalovani chromatid rozdélenych chromozomu

Telofaze — vytvoreni jaderné membrany, zanik déliciho vreténka,

despirilizace chromozomi

MEIOZA - homeotypické déleni
PROFAZE METAFAZE ANAFAZE

W OOOO

TELOFAZE néslednou diferenciaci vznikaji specializované

pohlavni bufiky - vajicka nebo spermie
@ @ @ @ SPERMIE

CTVERICE HAPLOIDNICH 1N BUNEK

http://www.szes-la.cz/
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Bunecna smrt

Programovana (signalni systém) x neprogramovana (neregulovana)

Apoptéza NORMAL /f QIQDF'/\“—-
A
* Kontrola nadmérné proliferace bunék, eliminace prestarlych/poskozenych bunék / \ 3 0
) /:
8
v ’ - 7 s v 7 L] ’ vars n‘ ooo . ¥ p X ‘b 7
* ZmensSeni b., kondenzace jadra, fragmentace DNA a nasledné celé b. (apopticka téliska) “” S = |
;s i - , ;. v . ®° :
e Umirajici bunka je fagocytovana okolnimi bunkami : o '”or.q
l 2408
e Klicové slozky: kaspazy | oy O @9,y®
Ednzyn:ahc ;’,@ A l
L4 ’ . L4 ’ V4 _ ’ . o - . igestion S : Sy > NiooNGES
* Vnitfni (mitochondridlni) draha — pomoci proteint Bcl-2 rodiny milouese PP R o) Bt
contents 1."\) 4 / b and fragments
* Vnéjsi (receptorova) draha — povrchové receptory smrti — Fas a TRAIL 2 o S

Nekroza

vlivy — mechanické, chemické, tepelné, virova infekce buriky, bakterialni toxiny, vyCerpani energetickych zasob
naruseni integrity cytoplazmatické membrany — zména vnitfniho prostredi
rozpad bunky — vyliti obsahu do okoli

retézova reakce — poskozeni okolnich tkani, zanét

Autofagie

rozklad bunécnych slozek v lysozomech



DNA diagnostika

Detekce pritomnosti nukleové kyseliny specifické sekvence
* Identifikace zZivocCiSného druhu
* Paternita
» Identifikace jedince - forenzni ucely
e Profil DNA — SNPs
Analyza struktury (sekvence) nukleové kyseliny

Stanoveni genotypu
* Detekce klinicky vyznamnych mutaci a polymorfism(
e Deédicné choroby

* Detekce v onkogenech a supresorovych genech v i
nadorech g
Prenatalni, preimplantacni diagnostika :
Kvantifikace nukleové kyseliny se specifickou sekvenci T T
* Hodnoceni intenzity a zmény exprese genll — tumory T

58
B g

Kvantifikace proteinti a typu jejich posttranslacni modifikace

ol

Autosomal recessive
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Metody molekularni biologie

Vstupni biologicky material

Izolace DNA, RNA, protein( ze vstupniho materialu

Molekularni a biochemické metodiky pro stanoveni dané problematiky

PIna krev — sérum nebo plazma
Sliny

Bunky

Tkané

Télni tekutiny

— Detekce polymorfismu

e PCR — RFLP — detekce na ELFO
e Real-time PCR
e Sekvenace




PCR — Polymerase Chain Reaction

e cil —ziskani pozadované a specifické sekvence genomové DNA bez jejiho predchoziho klonovani

e princip — mnohonasobna replikace

e cca 30 cykll

e zavislost na teploté reakéni smési

* mnozstvi namnoZené DNA roste exponencialni fadou (2")

* termocycler

[=
-

/

rrrrrrrrrrrrrrrrrrr

rrrrrrrrrrrrrrrrrrr

xxxxxxxxxxxxxxxxxxx

23 = § copies

2% = 16 copies

2% = 32 copies

» 30th cycle

231 =2 billion copies

Exponential
Amplification

Process is repeated, and
the region of interest is
amplified exponentially



mnohonasobna in vitro replikace ve zkumavce

retézova reakce vychazi z DNA replikace
opakovani cykli:
- denaturace (separace dsDNA) — 96 °C

- annealing — navazéani primert - 50 — 65 °C

- elongace — syntéza nového vlakna DNA - 72 °C

PCR

chionof<slllllll T1 111||1113

interest 3Ll 1011303031308 011cx
l98°c

5 3

AEBEEEEREEBREREREEE

S A T

\ l 48 to 72°C
.‘\jd : 2 EEEEEEENEERE RN 3
e . 3 5
Template g Primer 3 Primer
DNA strands - '

S L

l68t072°C
'L)os‘lll Illlﬂ FTTTTTITS
Nascent < 3 ~L-L_.\:LJ.~(J_~L\L)J._1_I_L "
5.

DNA strands
BTRCTTTTS

3-|||1|||1|<\g§|||||1|5‘(

Istcycle — 2ndcycle — 3rdcycle — 4thcycle ----------

T T
DT HEHHHH R
L]

TITTITITTITIT I T ITITIT
HEREEERR R R AR AR A JEREREREE AR RRRE N

22 = 4 copies

23 = 8 copies

I
AU

2% = 16 copies

= 32 copies

Denaturation
Temperature is increased
to separate DNA strands

Annealing

Temperature is decreased
to allow primers to base
pair to complcmcntary
DNA template

Extension

Polymerase extends
primer to form nascent
DNA strand

»

» 30th cycle

23! = 2 billion copies

Exponential
Amplification

Process is repeated, and
the region of interest is
amplified exponentially



* DNA replikace - in vitro (PCR)
templatova DNA

dNTP

pufr (pH=8)

Mg?* soli

* aktivace polymerazy

primer
* kratké specifické useky DNA
* ohraniceni oblasti amplifikace DNA
* oligonukleotid 20 — 25 pb
Taq polymeraza
* bakterie Thermus aquaticus
e Termostabilni

Teplota

 DNA replikace - in vivo

* Enzymy — helikdza, primdaza, DNA-
polymeraza, ligaza ...

DNA replication

DNA polymerase

Original DNA

w Mu I Topoisomerase
1 ) \ \
\

Okazak|

Lagging stand
9ging stan fragment  RNA anas :
primer

Helicase ——

R \ Parent DNA
TS
) AT | B
Leading stand
Download from
Dreams time.com




qPCR - Kvantitativni Real-time PCR

 kvantifikace DNA

* zalozeno na klasické PCR
e vyuziva se specialni cycler, ktery v prubéhu PCR kontinudlné zaznamenava mnozstvi DNA, ato v
prubéhu kazdého cyklu

* detekce mnozstvi DNA je umoznéna pritomnosti fluorescencniho substratu

e Real-time PCR se obvykle provadi v 96 jamkovych
destickach, uroven fluorescence je zaznamenavana v
jednotlivych jamkach

e vysoce citliva a vysoce specificka metoda

Fluorescence|

[Flu




qPCR

* intenzita fluorescence je pfimo umeérna mnozstvi produktu, ktery v reakci vznika

* Detekce produktu:
* nespecifické sondy - Sybr GREEN
» sekvencné specificka DNA proba - oligonuklotid znaceny fluorescenéné (Tag man)

NASEDNUTi SONDY A PRIMERU

Pokud jsou molekuly SYBR Greenu navazany na dvouretézcovou 2
Gl SRR . K DENATUROVANE DNA

DNA, tak vydavaji fluorescenci

Fluorochom Zhaseg  Emise fluorescence fluorochromu
Forward @ je blokovana zhaseéem
DENATURACE DNA primer sonda
Uvolriovani molekul SYBR Greenu z denaturovanych molekul DNA: *
fluorescence klesa
0 €
J reverse Reverse
NASEDANI PRIMERU pnmer i primer

Emise fluorescence

v - .- -
Nasedani molekul SYBR Greenu na vznikajici 4 Taq polymeraza pfi syntéze DNA

Ag
= s T
R ; 2 5 3 A svou exonukleazovou aktivitou odstépi fluorochrom
dvouretézcové molekuly DNA: fluorescence se zvySuje SYNTEZA DNA \
 J

primer

SYNTEZA DNA

Mira fluorescence je dvounasobna oproti pivodnimu templatu l




RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism

enzymatické stépeni DNA ve specifickém
restrikCnim misté

restrikéni endonukleaza
produktem jsou fragmenty o rizné délce

vzniklé fragmenty jsou separovany pomoci
gelové elektroforézy

Vyuziti: na zakladé velikosti a poctu fragmentd
|ze sledovat rozdily ve studovanych sekvencich,
tzv. polymorfizmy (polymorfizmy vznikaji
prestavbou v retézci, napf. inzerci, deleci,
substituci bazi)

Linia po kadzieli

babcia

dziadek

Linia po mieczu

babcia

dziadek



RFLP

restrikéni endonukleaza

sekvencné specifické (ptvod z bakterii)
EcoRI (Escherichia coli), Hindlll
(Haemophilus influenzae)

tupé/lepivé konce

funkce

* rozpoznani specifické sekvence dsDNA
a nasledna restrikce (hydrolyza
fosfodiesterovych vazeb)

e ochrana pred cizorodou DNA
rozpoznavaci misto
e 4—-8bpdlouhé

» charakter palindromu = stejné poradi
bazi v obou smérech

a@a@g@aﬂa

misto stepem

@
1 T{Ebax

DNA fragments
Sticky end join al sticky ends

W_LLID(XX

Sticky end

Recombinant DNA




Gelova elektroforeéza

* separacni metoda
e princip — pohyb nabitych molekul ve stejnosmérném

POWER SUPPLY

=, ] o, CATHODE
elektrickém poli (separace molekul o rozdilné \ L—
’ . ELECTROPHORETIC
molekulové hmotnosti) BUFFER __ e
. Vé . 7 . . 7 / ANODE
 rychlost pohybu je zavisla na velikosti celkového A”f“\\} 2 4
povrchového naboje, velikosti a tvaru molekuly a jeji Ny \
koncentraci v roztoku | AGAROSE
 DNA ma uniformni negativni naboj — v elektrickém A
poli se pohybuje od katody k anodé V
POWER SUPPLY
e (asti aparatury catHooe [ __ g
. ’ & THE RN .
* elektroforeticka vana ./ \\.
® Sepa racni gel HIGH MOLECULAR v W ™ anooe
WEIGHTSPECIES\ VA P A
* pufr
e zdroj stejnosmeérného elektrického proudu

LOW MOLECULAR
WEIGHT ANALYTES

° aga rézova’ ( p rod u kt m OFS k»'/c h Fa S — aga r)/po |ya kryla m |d Ova' https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/agarose-gel-electrophoresis

* EtBr—vmezefi se mezi baze, zviditelni DNA pod UV


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/agarose-gel-electrophoresis

Sekvenace DNA

10 20 Jo 10 50 60 70 Ho 90
CEATIG A TINMGCEGECOGCE AATICGCCCTTICTCTCG AC6 AT ATTTA N GCATG TACTE ANMMGTTEGCGBTGCCGa B TRCBC TeCCB e

l |
| i) '[ [ ‘1’ i' vll
b AN NLE TR WY UL L ahilal i
A | ( 1 ) H A \“‘ i | 1
At POV AU A R A AR TR
[ YA YR T T ] : J“” \Hi‘ [LHp!
AEREY MY T § I ~ ‘ Hy! il
pAME WYL LAY A AL U LA ' '

stanoveni primarni struktury DNA (poradi nt)

Wi

H | \
' [
, i | YELAL {
1148 {114 -"'l“i'! u-lr’l 1'!

chemické sekvenovani = Maxam-Gilbertovo sekvenovani — degradace retézct nukleovych kyselin pomoci
chemickych Cinidel (dimethylsulfat, NaOH, hydrazin,..)

enzymaticka metoda — specificka inhibice enzymové syntézy DNA — Sangerovo sekvenovani

pyrosekvenovani — smés enzymu (DNA pol., ATP sulfuryldza, luciferaza, apyrdza) a substratu
(adenosinfosfosulfat, luciferin) — postupné se pridavaji dNTP raznych typu. Zaclenénim urcitého typu dNTP
vznika svételné zareni.

NGS — zefektivnéni, zjednoduseni, urychleni, zpfesnéni
— 454 sekvenovani, SMRT, nanopory, ...

Vyuziti: zakladni vyzkum biologickych procest, diagnostika nemoci, forenzni medicina

Human Genome Project (1990 — 2003)



Sangerovo sekvenovani

Vyuziva dideoxynukleotidt
Sekvenovani kratké sekvence ssDNA
Zalozeno na principu replikace

Reakcni smés
 DNA templat
* Primer — radioaktivné znaceny
* ddNTP — chybi volnd 3°OH skupina
« dNTP
* Tag DNA polymeraza - syntéze DNA od 5 ke 3" konci
e Pufr

ddNTP se zacleni do replikujici se DNA a zastavuje
SII{ID'?E)HCI (chybi mu OH skupina pro napojeni dalsiho

Produkt — soubor ssDNA s fluorescencné definovanym
koncem lisicich se o jednu bazi

Vyhodnoceni — gelova elektroforéza

S8 B8 BN R G RO BN S S B¢

- R e |
el l12|3l4|5|5|?[e 310

DNA to be
sequenced

9/C
8/G
7T
6/C
5/G
4/A
3/C
2/C
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ViZdsitalslel7iarsin

Strand length/ending nucleotide
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\
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\
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\
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F Y eplication-stopping
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- - Complementary
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=2
|- — ACCAGBGCTGC
- lelslﬂslsl?mﬁ
G A T C




Maxam-Gilbertovo sekvenovani

* Sekvence DNA je na 5" konci radioaktivné znacena fosforem 32P
e 5 chemikalii — kazda stipe DNA ve specifickém misté
— napf. dimethylsulfat + piperidin — G; hydrazin + piperidin — C/T
* Vznikaji rizné dlouhé sekvence DNA, které jsou nasledné vyhodnoceny pomoci gelové elektroforézy.

> | l.‘_ 7 { i ¥ |;_

N | N | Mo | Mo
://'. | //v. a//“ | i/;. |
5-labeled + T + C C
T \ /’
A
T
p G
o <
£ A
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Sequencing gel = < g Yeduced
>equencing ge g 3 g DNA
o & c sequence
E :
G
A
]




Kapilarni sekvenace

@ Reaction mixture

» Primer and DNA template » DNA polymerase

» ddNTPs with flourochromes » dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, and dTTP)

Primer
5I'IIIIIIIIIS

3-IIIIIIIIIlIIIIlIII5r

Template
ddNTPs
ddTTP —@
ddCTP —@
ddATP -@
ddGTP —@

@ Primer elongation
and chain termination

5 T 3

5JIIIIIIIIII’SP

5‘IIIIIIIIIII’SF

5 T T e 3

5‘IIIIIIIIIIIII,SI

5‘llllllllllllll’s"

5 T T T erer————) 3

5‘||||||||||||||||’3'

5‘IIIII[IIIIIIIIIII’S'

NH;

o Mo~
wot-obodo. ¢ I )
| | ~ N~

OH O OH els By
OH

Decxyndenasne Meho oo hate

NH,
HO—P—O—g—O—E—O /Nf)“
ba bn o) N

Dideaxyadencsine triphosphate

oO=0=0

@ Capillary gel electrophoresis
separation of DNA fragments

l Capillary gel

Chromatograph

@ Laser detection of flourochromes
and computational sequence analysis



Prakticka cast cviceni



Parodontitida — geneticka variabilita

destruktivni zanétlivé onemocnéni postihujici podpirné tkané zubu (ztrata zavésného aparatu, alveoldrni kosti, zub()

multifaktorialni choroba — faktory exogenni i endogenni

Etiologie

— mikrobialni povlak - anaerobni G- bakterie (P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, T. forsythia. T. denticola, P. intermedia aj.)

— poskozeni parodonotu zpUsobeno:
1. produkty bakterii (napf. toxiny, enzymy, LPS,...)
2. latky vznikajici béhem zanétu (napf. prozanétlivy TNFa, IL-1 o, B, R)

Kandidatni geny

— Geny pro imunoregulacni faktory
* Interleukiny (IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL- 18 a dalsi)
— Metaloproteindzy (MMP1, MMP3, MMP9, MMP12 a dalsi)

— Produkty kostni remodelace (VDR, RAGE, SFTPD a dalsi)

Pathogenic
bacteria

Severity of
Periodontitis

| '_Genetic
factor

Environmental
factor




Cytokiny

e signalni proteiny podilejici se na imunitni odpovédi
e produkovany bunkami IS (makrofagy, T-lymfocyty)
* schopné navodit rychlé déleni a diferenciaci urcitych typ bunék, které se Ucastni boje proti patogenim
e podili na procesech zanétu a na neuronalnim, krvetvorném a embryonalnim vyvoji organismu
* jsou pleiotropni (plisobi na nékolik rdznych bunék)

* pUsobi bud na buriku, kterd ho produkuje (autokrinni plisobeni)

* na buriky ve své tésné blizkosti (parakrinni plisobeni)

* transportu cévnim recistém plsobi na vzdalené tkané (endokrinni pisobeni)
IL-1

e prozanétlivy mediator - cytokin

* uvolnovan monocyty, makrofagy, fibroblasty a dendritickymi burikami
» stimuluje resorpci kosti a reguluje proliferaci fibroblast( gingivalniho i ligamentalniho plvodu
* P uchorob parodontalnich tkani

Gen pro IL-1
* nachromozomu 2gl13-g21

* recesivni alely IL-1A -889 a IL-1B +3953 - * genové transkripce a produkce proteint (1" prozanétliva odpovéd)
* recesivni alely IL-1RN VNTR - {, genové transkripce...



Cytokiny x onemocnéni parodontu

Zanétlivé onemocnénéni parodontu

- komplexni onemocnéni (endogenni a exogenni faktory)

1. Prlc-ln.a za!ne,tu-ml.krobl-alnl plak (anaerobni bakterie) — zacatek imunitni odpovédi Healthy Perjodontal
2. Individudlni predispozice Disease

Plaque
/

Tartar

RIZIKOVE A PROTEKTIVNI ALELY
IL-1beta — prozanétlivy cytokin — rizikové alely (Kornman, 1997) g

Pocket

Reduced Bone Level

Interleukin-1 as a genetic marker for periodontitis: review of the literature.
Grigariadou ME', Koutavas SO, Madianos PN, Strub JR.

»

Author information
1Department of Prosthodontics, School of Dentistry, Albert-Ludwig University, Freiburg, Germany. mariannagrigoriadou@yahoo.com

Abstract

Periodontitis is considered to be a multifactonal disease. Studies have indicated that part of the clinical variability in periodontitis may be explained by
netic factors. Genes can affect the immunoinflammatory host response to bactenal challenge in the penodontal tissues by means of an

overproduction of proinflammatory cytokines, such as interleukin-1 (IL-1). IL-1 plays an important role in the pathogenesis of periodontitis, through its

imvolvernent in the regulation of the host's inflammatory response and bone resorption. Therefore, the genes that encode for IL-1 production have

recently received most attention as potential predictors of periodontal disease progression. Hence, the relationship between IL-1 genotype and
pernodontal disease has been investigated by a number of studies. This review article aimed to determine whether IL-1 could be regarded as a genetic
marker for periodontitis by reviewing data concerning susceptibility, clinical parameters, and treatment strategies in relation to the IL-1 genotype. The
review concluded that there is currently imited ewidence to implicate a specific IL-1 genotype as a nsk factor for chronic penodontitis in white
populations. However, there is limited evidence that genetic vanation in the IL-1B polymorphism could be a risk factor for aggressive periodontitis.




Cil experimentu

* Stanoveni interleukinu IL-1beta +3953C/T (rs1143634) u pacient( s
chronickou parodontitidou

J Periodontal Res. 2000 Jun;35(3).172-7.
Effect of the interleukin-1 genotype on monocyte IL-1beta expression in subjects with adult periodontitis.
Mark LL", Haffajee AD, Socransky 58, Kent RL Jr, Guerrero D, Kornman K, Newman M, Stashenko P.

«

Author information

Abstract

An association has been reported between polymorphisms in the genes encoding IL-1alpha (-889) and IL-1beta (+3953) (periodontitis susceptibility
trait, PST), and an increased severity of periodontitis (18). The IL-1beta polymarphism was reported to correlate with increased IL-1heta expression by
|‘|‘||:||‘||:||:‘_.,."tES in respnnse to bacterial stimulants. In the presant studv we determined if PST nositive subiects with nerindontitis axhihit slavated
production of [L-Theta. compared to PST negative periodontitis patients. Peripheral blood monocytes were obtained from 10 PST+ and 10 PST- age-
and dlaease balanced SLIhjEEtS with adult forms of periodontitis. Monocytes were cultured with a panel of bacterial stimulants, including Escherichia
caoli and Porphyromenas gingivalis LPS, and whole formalinized periodontal pathogens P. gingivalis, Bacteroides forsythus and Prevotella intermedia,
and health-associated organisms Veillonella parvula and Streptococcus sanguis. Our results demonstrate that monocytes from PST+ and PST-
patients showed no significant differences in IL-1beta production in response to any stimulant tested. In addition, the periodontal pathogens P.
gingivalis, B. forsythus and P. intermedia failed to stimulate higher IL-1beta responses compared to health-associated species V. parula and 5.
sanguis. A marked interindividual variation in production of IL-1beta was seen, with high, low and intermediate responders present in both PST+ and
PST- groups. We conclude that genetic loci other than the PST polymorphisms are also important regulators of monocyte IL-1 responses.



Metody stanoveni

1. PCR IL-1B +3953C/T (rs1143634) u subjekt s chronickou

parodontitidou
Forward 249 bp Reverse

CCTTCTGATT TTATACCTAA ACAACATGTG CTCCACATTTCAGAACCTAT CTTCTTCGAC ACATGGGATA ACGAGGCTTA TGTGCACGAT

amplifikace vybraného useku
2 z celkové DNA



http://snpper.chip.org/bio/view-snp/1143634

Metody stanoveni

2. RFLP IL-1B +3953C/T (rs1143634) pomoci restrikéni
endonukleazy Taql

Forward Reverse
—_— e

TTATACCTAA ACAACATGTG TCTCCACATT TCAGAACCTAT CTTCTTCGAC ACATGGGATA ACGAGGCTTA TGTGCACGAT CCTTCTGATT

detekce useku s konkrétni variantou C/T

Taql
& ."-l'.f:'u'-'n'.' WEALAND
EOLGE?S 5'... T"C G A ... 3"
NEBcutier 3'... AGC,T ... 5

!

C



http://snpper.chip.org/bio/view-snp/1143634

Metody stanoveni

3. ELFO restrikcnich fragment( po stépeni Taq|

Vy's | ed e k: Heterozygot Homozygot (rozstépeny)

Homozygot
(nerozstépeny = polymo
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