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Genetika v zubnim lékarstvi — cviceni 2

Metody molekularni biologie
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Biologicky material je vse, co bylo Ci je soucasti nebo produktem zivého organismu.

Biologicky material

susena bylinna cajova smeés
ohryzek od jablka

dubové prkno

koCici trus/srst

zkumavka s virem SARS-CoV-2

télni tekutiny — mog¢, krev, plazma, sérum, sliny, ejakulat, hlen

tkané, buriky
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V nativnim stavu z pfirozeného materialu — v dostateCném mnozstvi a pozadované cCistote.

NK je potreba zbavit vSech vsech latek,které se po lyzi bunék stavaji soucasti hrubého lyzatu a jejichz
pritomnost by branila ué¢innému specifickému puisobeni enzym pouzivanych k dalsim analyzam.

Homegenization Lysis Separation Precipitation

Izolace genomové DNA
Izolace RNA — duraz na ochranu pred degradaci!

Homogenization/ Phase Extraction/
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PCR - Polymerase Chain Reaction

* Cil - ziskani pozadované a specifické sekvence genomové DNA bez jejiho predchoziho klonovani

* Princip — mnohonasobna replikace
25 a3 35 cykld PCR Protocol

, . v v s v Get the reagents Prepare the mix  Set up conditions
e zavislost na teploté reakéni smési

* mnozstvi namnoZené DNA roste exponencialni fadou (2")

 Termocycler

Analyze the gel
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Mnohonasobna in vitro replikace ve zkumavce
Ret&zova reakce vychazejici z DNA replikace

Opakovani cykla:

— denaturace (separace dsDNA) — 96 °C

— annealing — navazani primerd — 50-65 °C
— elongace — syntéza nového vlakna DNA —72 °C

Denature DNA sample
to seporate DNA stronds
(94°C, 5 min}

Denature to separote
DNA stronds
(94°C, 30 %)

aners bind o
DNA strands
(30-65°C, 30 )

Polymerase synthesizes

new DNA stronds

(72°C, 45 s—2 min)
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st cycle —»

2?2 = 4 copies

23 = § copies

2% = 16 copies

25 = 32 copies

Denaturation
Temperature is increased
to separate DINA strands

Annealing

Temperature is decreased
to allow primers to base
pair to ct)mplementary

DNA template

Extension

pﬂlyme rase extends
primer to form nascent
DNA strand

>

2ndcyclc — 3rdcyclc —> dtheycle ---------4 » 30th cycle

2°! = 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)
MgZ*ionty

* OvlivAuji aktivitu a pfesnost polymerazy
primer

» kratké specifické useky DNA

* oligonukleotid 20-25 pb

* ohraniceni oblasti amplifikace DNA
DNA polymeraza

* termostabilni (odolava teplotam az 98 °C)

* Taq (Thermus aquaticus), Tth (Thermus thermophilus)
teplota

DNA replikace — in vivo

* enzymy — helikaza, primaza, DNA
polymeraza, ligaza ...

DNA replication

DNA polyrnerase

Original DNA

"D([Mu iHIELN

Lagging stand Okazak
99ing fragment  RNA Prmas
primer
Helicase —

IS

Leading stand

Topoisomerase

Parent DNA

Video pro nazornost: https://www.youtube.com/watch?v=matsiHSuoOw
a https://www.youtube.com/watch?v=0qeV720YfDO



https://www.youtube.com/watch?v=matsiHSuoOw
https://www.youtube.com/watch?v=oqeV72oYfD0

qPCR - Kvantitativni Real-time PCR

Polymerazova retézova reakce sledovana v realném case

Kvantifikace DNA — mnozstvi DNA je zaznamendvano v prubéhu

kazdého cyklu

Detekce mnozstvi DNA je umoznéna pritomnosti fluorescencniho

substratu

—d

Provadi se ve specidlnim cycleru, ktery umoznuje:
—  Cyklické stridani teplot
—  Detekci fluorescence

—  Monitorovani postupu PCR v redlném Case bez nutnosti detekovat PCR
produkty elektroforeticky

Fluorescence,

IF

gPCR se obvykle provadi v 96 jamkovych destickach, droven
fluorescence je zaznamenavana v jednotlivych jamkach

Vysoce citliva a vysoce specificka metoda
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gPCR

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

* Detekce produktu:
 interkalacni barviva — Sybr GREEN — nespecificky se vaze na dsDNA

» sekvencné specificka sonda — kratky oligonukleotid s barvickou a zhasecem (TagMan) — po jeho rozpadu
pfi syntéze DNA narUst fluorescencéniho signalu (vyuziva 5 -3 exonukledzovou aktivitu DNA polymerdzy)

Pokud jsou molekuly SYBR Greenu navazany na dvoufetézcovou

DNA, tak vydavaiji fluorescenci NASEDNUTI SONDY A PRIMERU
K DENATUROVANE DNA A h e b f| i
uorochom fEnd mise fluorescence fluorochromu
DENATURACE DNA Forward . LS je blokovana zhasetem
Uvolfiovani molekul SYBR Greenu z denaturovanych molekul DNA: primer —
fluorescence klesa *
o ©
~ <+
Qa reverse
NASEDANI PRIMERU primer <=
Reverse
i primer
i
@ S _
< Nasedani molekul SYBR Greenu na vznikajici Emise ﬂuorescenc% 4 . i N A
dvouretézcové molekuly DNA: fluorescence se zvysuje .qn. Taq polymeraza pfi syntéze DNA
e @ f - svou exonukleazovou aktivitou odstépi fluorochrom
forward SYNTEZA DNA o

primer ¢ IQ p

Mira fluorescence je dvounasobna oproti pavodnimu templatu

SYNTEZA DNA

h

Video pro nadzornost: https://youtu.be/YhXj5Yy4ksQ



https://youtu.be/YhXj5Yy4ksQ

RFLP — Restriction Fragment Length Polymorphism

Enzymatické stépeni DNA ve specifickém
restrikCnim misté

Restrikéni endonukleazy
Produktem jsou fragmenty o rtizné délce

Vzniklé fragmenty jsou separovany pomoci
gelové elektroforézy

Vyuziti:
— mapovani DNA, analyza modifikaci DNA,
pfiprava mutant(

— na zakladé velikosti a poctu fragmentl lze
sledovat rozdily ve studovanych sekvencich, tzv.
polymorfizmy (polymorfizmy vznikaji
prestavbou v fetézci, napl. inzerci, deleci,
substituci bazi)

— pribuznost jedincd, uréeni paternity, identifikace
osob
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RFLP

Restrikéni endonukleaza

sekvencné specifické
endonukledzy (plvod z
bakterii)

EcoRl (Escherichia coli), Hindlll

(Haemophilus influenzae)
tupé/lepivé konce
funkce:

* rozpoznani specifické

sekvence dsDNA a nasledna

restrikce (hydrolyza
fosfodiesterovych vazeb)
rozpoznavaci misto
* 4-8 bp dlouhé

* charakter palindromu =
stejné poradi bazi v obou
smérech
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RFLP

* Precnivajici kompatibilni konce usnadnuiji spojeni riznych fragmentl DNA = tvorba rekombinantnich DNA

Cut
site
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1 Cu EcoRl cut fragment
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site
from another source
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Mix and anneal

OoO@Epn Sticky ends
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‘ ready for ligation
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Gelova elektroforéza - agarézova

agarozova (produkt mofskych ras — agar)/polyakrylamidova

Separacni metoda vyuzivanad pfri izolaci a analyze NK (a proteint =
polyakrylamidova elfo)

Princip — pohyb nabitych molekul ve stejnosmérném elektrickém
poli (separace molekul o rozdilné molekulové hmotnosti)

Rychlost pohybu je zavisla na velikosti celkového povrchového
naboje, velikosti a tvaru molekuly a jeji koncentraci v roztoku

DNA ma uniformni negativhi naboj —— v elektrickém poli se
pohybuje od katody k anodé

Casti aparatury: elektroforetickd vana, separaéni gel, pufr, zdroj
stejnosmeérného elektrického proudu

Velikost fragmentu DNA lze stanovit dle hmotnostnich standardi
(= restrikéni fragmenty plazmidovych molekul nebo genomu
bakteriofagy, jejichz velikost byla stanovena sekvenovanim)

EtBr — vmezeri se mezi baze, zviditelni DNA pod UV

FOWER SUPPLY

CATHODE -
% {t20ealB
ELECTROPHORETIC rf .8 buS
BUFFER .r .\
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GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
0’GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,
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Sekvenace DNA

e Stanoveni primarni struktury DNA (poradi nukleotidu)

a) chemicka metoda — drive; degradace retézcu nukleovych kyselin pomoci chemickych cCinidel
(dimethylsulfat, NaOH, hydrazin,..) — Maxam-Gilbertova metoda

b) enzymaticka metoda — specificka inhibice enzymové syntézy DNA (ddNTP) — Sangerova metoda
c) moderni velkoformatové aplikace zaloZzené napft. na pyrosekvenovani (sekvenovani nové generace)

* Produkt — retézce ssDNA, jejichZ vzajemna velikost se |iSi o jednu bazi (elfo rozdéleni)

e Vstupni material — fragment DNA s presné definovanymi konci

KATCCGC

A
TTAC{r{'{' AG\(L

otos.




Maxam-Gilbertovo sekvenovani

® label

Sekvence je odvozena z molekuly DNA, ktera se
chemicky degraduje na fragmenty v mistech, kde se
vyskytuje baze urcitého typu. Ty se nasledné
separuji pomoci elfo.
Chemicka cinidla — priklad:

— piperidin narusuje glykosidovou vazbu A a G (A + G)

— hydrazin za pritomnosti NaCl reaguje pouze s C

— NaOH pfi 90 °C zpUsobuje silné stépeni u A a slabé

Stépeniu C (A>C)

Vyzaduje radioaktivni znaceni na jednom konci
ssDNA.

Reakce je provadéna ve 4 zkumavkach — v kazdé
zkumavce jsou Stépeny pouze urcité typy bazi.

Vznikd smés razné dlouhych fragmentl koncicich v
misté urcité baze —> vyhodnoceni pomoci elfo,
stanovena sekvence daného useku.

Single stranded

DNA template

Cleave at
specific bases
G>A A>G T+C C

m
m

r.

G>A

A>G

T+C

a

-

@« 0@
a

Separate by gel
clectrophoresis
and detect labels

0000

|

I

T 1

[

ACAATGCGT

Video pro nazornost: https://www.youtube.com/watch?v=_B5Dj8PL4EQ



https://www.youtube.com/watch?v=_B5Dj8PL4E0

Sangerovo sekvenovani

* Enzymova metoda

e Zalozeno na principu replikace — ukonceni syntézy DNA v
okamziku, kdy se ddNTP zaradi na misto dNTP

e ddNTP = analog dNTP, ale postrada hydroxylovou skupinu
na 3’ pozici uhliku

 ddNTP — koncové terminatory

e Reakcni smés (4x)

DNA templat
primer
ddNTP — v nizké koncentraci

dNTP — v nadbytku (aby bylo mozné ziskat fragmenty vsech
moznych délek)

Taq DNA polymeraza - syntéze DNA od 5" ke 3" konci
pufr

* Vyhodnoceni — elektroforéza

 Modifikace —> fluorescencné znacené ddNTP (4 rGizné
barevné znacky) — reakce provedena v jedné zkumavce
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DMNA to be
sequenced

04T
S/C
8/G
7T
&6/C
3/G

3/C
2/C
17A

Strand length/ending nuclectide
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Video pro nazornost: https://www.youtube.com/watch?v=wdS3j0TghjM
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https://www.youtube.com/watch?v=wdS3j0TgbjM

Sangerovo sekvenovani

@ Reaction mixture
» Pimer and DNA template

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

Primer
e e e e 1)

Fdalnlelelelsllaleldelallalelaleln g
Templete
ddNTPs
ddTTP -9
<dCTP -@
ddATP -8
ddGTP-@

@ Primer elongation
and chaln tarmination
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> DNA polymerase

* Kapilarni sekvenace DNA s fluorescencné znacenymi ddNTP

@ Caplilary gel elecirophoresis
separation of DNA fragments

@ Laser detection of flourochromes
and compitational sequence analysis

Chromatograph



NGS — Next Generation Sequencing

Sekvenovani tisicd az miliond sekvenci
soucasne

Templatova DNA je fragmentovana na useky
nékolik set bp dlouhé

Konce fragmentu jsou enzymaticky zatupeny a
napojeny k oligont urcité sekvence (= adaptéry)

Jednotlivé fragmenty jsou oddélené
amplifikovany PCR a v dalSim kroku paralelné
sekvenovany

Vyuziti:
— celogenomové sekvenovani
— sekvenovani chromozomd, plazmid(, mt
— studium genetické variability, mutacni analyza
— transkriptomova analyza

Fragmented input
DNA p \

End Repair

|
-1 t.]
dA Tailing O —

kS 1
Adaptor Ligation —————— =

Size Selection

i
|

- @ =
il
e

Hext Generation
Sequencing

Video pro nazornost:
https://www.youtube.com/watch?v=shoje

91YWCc


https://www.youtube.com/watch?v=shoje_9IYWc
https://www.youtube.com/watch?v=shoje_9IYWc

Prakticka cast cviceni



MASTER MIX

Praktické provedeni PCR

Objem v mikrozkumavce: 25yL

Slozeni (1 vzorek):

templatova DNA (2yl)

2 primery (1.25 yl)
MgCl, 25mM (4 ylL)
dNTP mix (0.5 ylL)

Taq polymeraza 1U (1 yl)
pufr (2.5 ylL)

PCR H,0 (12.5 yL)

95°C.....
95°C.....

S5minut

60°C.....
72°C.....

1 minuta
Iminuta }35x

Iminuta

o Uhs WwWwN e

72°C.....
10°C.....

7minut
10minut



ELFO

2. ELFO restrikénich fragmentl po Stépeni Tagl

Het t Stépeny
eterozygo Homozygot (rozétépeny)

Homozygot
(nerozstépeny = polymorfismus)



ELFO — praktické provedeni

1. Pripravit nalévaci misku + hrebinky.
2. Pripravit gel (2%): navazit agardzu a prenést do Erlenmayerovy barky, pridat 1x TBE pufr (200 ml).
3. Zvazit a v mikrovince privést k varu.

4. Po zchladnuti na cca 40 °C pridat EtBr (1 ul / 10 ml).

5. Nechat gel ztuhnout (cca 30 min).

6. Odstranit hrebinky a gel vlozit do elektroforetické vany s 1x TBE pufrem (elektrolyt).

7. Pripravit kapky nanaseci barvy na parafinovy papir a smichat s vzorky DNA.
8. Vzorky nanést do jamek.

9. Zapojit do zdroje elektrického napéti.

10. Sledovat postup DNA gelem (20min).

11. Vizualizace pod UV a vyhodnoceni.




Prace s mikropipetou

* Pipetu drzim vzdy vertikalné (Spickou dolu).
1 > @

* Pipetu drzim v dlani zavésenou za ukazovacek a ovladam ji

palcem.
2
* VWyberu optimalni rozsah objemu!!! Nikdy neprekracuju
rozsah pipety nahoru ani dold!!!
* Pred pipetovanim musime na pipetu nasadit prislusnou
Spicku (dle objemového rozsahu pipety).
5 | * Vzdy pouzivam novou sterilni Spicku.
P>
Mikropipeta . ngucavl opakované plpetulju tent}/vz vro-zvtok, ponecham na
1 - dvoupolohovy ovlada¢ pipeté po celou dobu prace tutéz spicku.
2 -drzak

3 - jednorazova Spicka e ., o, . . ..
» K odhazovani spicek slouzi tlacCitko na bocni strané pipety.



Prace s mikropipetou

Postup:
* Na pipeté nastavim pozadovany objem. Vodorovna Cara na
displeji znaci desetinnou carku.

* Nasadim Spicku na pipetu (dukladné utésnim) — ne rukama!

* Pipetu uchopim tak, abych si o ukazovaéek podeprel/a drzak a
palcem tak mohl/a pracovat s dvoupolohovym ovladacem.

* Nasati: ovladac stla¢im do polohy , 1“ (Spicka je ve vzduchu),
ponofim do roztoku a pomalu pustim.

* V/lypusteni: pipetu ponofim do roztoku, kam chci pipetovanou
latku pridat. Vypustim roztok stlacenim ovladace do polohy
»1% dokoncim stlacenim do polohy ,,2“ a vyjmutim Spicky
z roztoku (stale v poloze ,,2°).

* Ovladac pustim, Spicku vyhodim.

Qbr. 3.2.2: Polohy oviadace:

TR

*RT
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Dékujeme za pozornost




