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1. Opakovani pojmu z molekularni biologie

Co byste jiz méli znat a jenom si zopakovat:

* nukleove kyseliny, rozdil mezi RNA a DNA,

« primarni stavba DNA a RNA, dusikaté baze, nukleotid, nukleosid

» sekundarni stavba DNA a RNA, dvojzavitnice, parovani bazi

* replikace DNA — kde, kdy, enzymy, vedouci a opozdujici se retézec

 transkripce — kde, typy RNA, enzymy, posttranskripcni modifikace

 translace — kde, ribozomy, endoplazmaticke retikulum, geneticky kod,
kodony vs antikodony, posttranslacni modifikace

» centralni dogma molekularni biologie

e mutace vs polymorfismus
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1. Opakovani pojmu z molekularni biologie

Co byste jiz méli znat a jenom si zopakovat:
« sekundarni stavba DNA a RNA, dvojzavitnice, parovani bazi
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1. Opakovani pojmu z molekularni biologie

Co byste jiz méli znat a jenom si zopakovat:

* replikace DNA — kde, kdy, enzymy, vedouci a opozdujici se retézec
 transkripce — kde, typy RNA, enzymy, posttranskripcni modifikace
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1. Opakovani pojmu z molekularni biologie

Co byste jiz méli znat a jenom si zopakovat:
 translace — kde, ribozomy, endoplazmaticke retikulum, geneticky kod,
kodony vs antikodony, posttranslacni modifikace
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1. Opakovani pojmu z molekularni biologie

Co byste jiz méli znat a jenom si zopakovat:
 centralni dogma molekularni biologie
e mutace vs polymorfismus -
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2. Geneticka diagnostika
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vybér spravné lécby ﬂ,l,8 5 ﬁT6 m ﬁ'I'8
predikce rizika do budoucnosti @ 8 a ﬁ 8 8 5 ﬁ 8 ﬁ

[ Affected B Unaffected

upresneni diagnozy

v specializovana péce

zamereni na konkrétni mutaci




2. Geneticka diagnostika

 cili na konkretni mutace v genu nebo chromozomu

a) postnatalni diagnostika

o upresnéni diagndzy, vybér spravne lecby, predikce rizika
o castejsi navstevy lékare, cileneé vysetreni, zmeéna zivotniho stylu...
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b) prenatalni diagnostika %7/ .
| el e ‘

o stanoveni rizika nemoci u plodu/embrya
o vyhoda pripravenosti

c) preimplantacni diagnostika




2. Geneticka diagnostika

« vysledky genetického vySetfeni muzou byt k dispozici za nékolik hodin,
nebo tfeba i mésicu
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* vliv na to ma:

a) slozitost pouzité metodiky

0) nutnost kultivace bunék (muze trvat i tyden)

c) pracovisté v mist& odbé&ru / specializovana laboratof v ramci CR

d) kvalita DNA

e) cely gen, nebo vice genu vs. laboratof presné vi, jakou mutaci hleda




2. Geneticka diagnostika

\/

2+ Cytogenetické vysetreni

o vysetruje chromozomalni aberace = odchylky na urovni

chromozomu
o stanovuje se karyotyp, poCet a struktura chromozomu
o vzorky krve, kozni fibroblasty, nebo material ziskany

prenatalné invazivnim zpusobem — buriky se kultivuji

— BC zastaven v konkrétni fazi — osetreny

barvivem/sondou — mikroskopicky vyhodnocovany




2. Geneticka diagnostika

+» Molekularni genetika

o identifikuje patologicke zmeny DNA na molekularni
urovni

o vySetfovana nemoc zpusobena mutaci v genu

o 1zolace lidske genomové DNA z krve, tkani, nebo
bunek po kultivaci — pomnozeni konkrétniho

useku (PCR) — hodnoceni ruznymi molekularnimi

technikami.
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* nekterée cytogenetické metody

G-pruhovani = Giemsovo barveni

nejCasteji rutinne uzivana metoda

- chromosomy vystaveny ucdinkum trypsinu a obarveny Giemsovym barvivem

kazdy chromosom se specificky obarvi
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* nektere cytogeneticke metody

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)
« fluorescencni obarveni casti chromozomu pomoci komplementarni sondy
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* nektere cytogeneticke metody

Spektralni karyotypovani (SKY)
+ identifikace kazdého chromosomu pomoci jedine¢né kombinace 5 fluorochromu
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3. Metody molekularni biologie

polymerazova retézova reakce (PCR)
polymorfizmus délky restrikénich fragmentu (RFLP)

mutace v genu XY
zamena G za A

G A A
G G A
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3. Metody molekularni biologie

* polymerazova retézova reakce (PCR)

* voda + pufr
* templatova / testovana DNA

* primery

* nukleotidy

* enzym DNA polymeraza
° Mgz"'
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3. Metody molekularni biologie

* polymerazova retézova reakce (PCR)

mutace v genu XY \ X
X \
A A
e = PCR produkt = 822 bp
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3. Metody molekularni biologie

« polymorfizmus délky restrikénich fragmentu (RFLP)
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3. Metody molekularni biologie

« gelova elektroforéeza
(agarozovy gel / polyakrylamidovy gel)

176 bp
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3. Metody molekularni biologie

« gelova elektroforéeza
A B C D




3. Metody molekularni biologie
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3. Dalsi metody molekularni biologie

» analyza proteinove exprese imunohistochemicky
« analyza genoveé exprese T-PCR
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Priklad Analyza proteinové exprese

,Suplementace alaninem a glutaminem chrani bunku pred
oxidachim stresem béhem cviceni*

® Intenzivni cviceni — tvorba ROS — potfeba antioxida¢nich mechanismu
® HSP70 a HSF1 - soucast antioxidacni glukosaminové drahy (GSH)

® GSH syntetizovan z L-glutaminu — intenzivni cviCeni snizuje L-glutamin

? Qvlivni suplementace ALA+GLN proteinovou expresi HSP70 a HSF1 u potkanu?
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Priklad Analyza proteinové exprese

struktura DNA neménna

exprese proteinu (a aktivita enzymu) se meni v zavislosti od vnitfnich a vnéjSich
podminek

miru exprese (aktualni mnozstvi proteinu) muzeme sledovat pomoci vazby
protilatka+antigen

o Cim vic proteinu ve vzorku — tim vic navazané protilatky — tim silnéjsi signal

-24 potkanﬁ ctrl bez GLN
- 8 tydnu

- cviceni 5 dnd / tyden na 60 min




® izolace proteinu z biologického materialu (sval Soleus Muscle)
® rozdéleni fragmentu (proteint) na akrylamidovém gelu
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Priklad Analyza genové exprese

,vitamin D zvySuje genovou expresi antioxidaénich enzym in vitro jak
v normo- tak v hyperglykemickych podminkach®

® Diabetes — oxidacni stres — potreba antioxidacni ochrany bunky

® Vitamin D - ne jen Ca a P homeostazu — ma i mnoho jinych efektt (DM)

? Ma vit D vliv na genovou expresi enzymu, které by mohli bufiky chranit pfed oxidacnim

stresem?
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Priklad Analyza genové exprese

struktura DNA neménna
exprese genu (a aktivita enzymu) se méni v zavislosti od vnitfnich a vnéjSich
podminek
miru exprese (aktualni mnozstvi mMRNA) muzeme sledovat pomoci metody real-
time PCR

o V realnim Case sledujeme exponencialni navysovani produktu a porovnani

mezi sebou muzeme usoudit puvodni relativni mnozstvi



Priklad Analyza genové exprese

® Izolace total RNA — méreni koncentrace
® Prepis — reverzni transkripce enzymem RevV transkriptaza
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Priklad Analyza genové exprese

® Jzolace total RNA — méreni koncentrace

® Prepis — reverzni transkripce enzymem Rev transkriptaza

Fluorophore Quencher
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® Vyhodnoceni relativniho mnozstvi metodou AAct ererse PR s
e
1300 1300
1200 - 1200 —
~T 1| ul : ==
1100 T = 1100 —
2 1000 et Al 1000
W 900 - == : 300
B 800 =t - —Lann
B 700 - V) i =t Flu
£ R - 2/
7 600 ” e /) 600
£ soo ’ ? =500 —
5 400 ,"’ 7 400 p—
@ 300 / L 300
S o Zﬁ/ / *"% 200
) P4 i |
100 A P : A <1100
v . L
0 < 0
100H INNNNNRRENNARNNNEN 100
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 3% 36 33 40 42
Cwcle

PCR. Products Cleavage Products



3. ,Novée* metody molekularni biologie

 Cipove metody, microarrays
» sekvenovani DNA
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3. ,Novée* metody molekularni biologie

* Cipové metody, microarrays

DNA Microarray
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« sekvenovani DNA

I. chemicka metoda = Gilbertovo s.
o podstatou je specifické stepeni DNA v mistech,
kde je lokalizovana baze urcitého typu

3. ,,Nove“ metody m(

I
hydrazin

v

&épeni pipenidinem pfi vysoké teplaté
A+G T+C

v




3. ,,Novée* metody mol

 sekvenovani DNA
. chemicka metoda = Gilbertovo s.

o podstatou je specifické stepeni DNA v mistech,
kde je lokalizovana baze urcitéeho typu

enzymova metoda = Sangerovo s.

o ,Ctena“ DNA pouzita jako matrice pro PCR

o PCR zacina od znaeného primeru

o PCR kon¢i u terminatoru = ddNTP = dideoxy-
ribonukeotid-fosfat = konec, chybi —OH skupina

o zmés ddNTP a dNTP = razné dlouhé amplikony

5. » l
enatany prove £ (R
'[CGTATA STCAGGTC S

<> [

5'[GCATATGTCAGTCCAG3!
[CGTATACAGTCAGGTE]S'

denaturace a pfipojent primery

+ nadbytek dATP
dTTP
dCTP
4GTP

4 reakce

dvoufetézcova DNA

jodnofetdizcova DNA

ey

5‘
A
PN Goar > T
sl .
ATGTCAGTCCA

s. ’
AT
sl '
ATGT

3

5

¥ cour > I
5! .

m ATGTCAGTC

5
(32 GCAT -» ENISIYS oS

T

j j j

+ddATP +ddTTP +ddCTP +ddGTP
+DNA-polymeraza +DNA-polymeraza +DNA-polymeréza +DNA-polymeriza

Y

PN GCAT » L
5 2
ATGTCAG

elektroforéza,
autoradiografie

sl .

O?w ATGTCAGTCCAG

¥
A i e
S G
k~— A
ETTm. C
CEPet C
TRy T
ey G
Com——y A
o g o
= =T T
e G | odedet
=== T | sekvence
SRR A
A T c G g




3. ,Nove“ metody mol '
T

« sekvenovani DNA @ :

I. chemicka metoda = Gilbertovo s. S L Eu e
o podstatou je specifické $t€peni DNA v mistech, E" n E’ T

kde je lokalizovana baze urcitéeho typu

Il. enzymova metoda = Sangerovo s.
o ,Ctena” DNA pouzita jako matrice pro PCR l l l symeticia POR,
o PCR zacCina od znaceného primeru N ST e e

o PCR kon¢i u terminatoru = ddNTP = dideoxy- g L\%___/

ribonukeotid-fosfat = konec, chybi —OH skupina
o zmés ddNTP a dNTP = razné dlouhé amplikony

. automatické sekvenovani
o nukleotidy specificky znacené fluorescencné

| smichani produktd viech Syt reake

v délenfmdenauwénlpcy.uryhm :

- gelove elektroforéze N o 2'7:
(Feobey | o e - | e




Mgr. Katarina Chalasova, PhD. Ustav patologické fyziologie, LF MU



