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Molekularni biologie

vedni disciplina zabyvajici se studiem bunecnych
biologickych procesu na jejich molekularni urovni
venuje se popisu biologickych makromolekul a
jejich vzajemnym funkénim vztahum

pozornost je predevsim venovana funkci

makromolekul podilejicich se na dedicnosti
organizmu, tedy DNA, RNA a proteinum:

DNA — RNA — protein

integruje ve svem pristupu hlediska biologicka,
chemicka, fyzikalni i geneticka




The Central Dogma of Molecular Biology

Replication
{DNA passes

i coded information
&Informatmn'? V\\ with replication )

DMA,
|
Information

s\s\r\/‘/!q Transcription
RNA synthesis:
coded information passed into

RNA during transcription

Translation

Information Messenger RNA carries
coded information to
ribosome during protein
synthesis

The buck stops here.
Proteins refuse to
give away any infor-
Ribosome mation,

"

Protein

Proteins provide
il structure and help carry
out almost all biological
activity,

Protein

5% DNA



Vyuziti molekularnée biologickych
metod

genetika - detekce dedicnych chorob
(fenylketonurie, cysticka fibroza aj.)

farmakogenetika (glukbza-6-fosfat
dehydrogenaza, N-acetyltransferaza)

genetické inzenyrstvi - konstrukce genotypu
metodami molekularni biochemie

primy priukaz patogennich mikroorganizmu
(CMV, HBV, HCV, borrelie atd.)

kriminalistika (identifikace pachatelu i obéti)
vyzkum (hledani zodpovédnych genu)



Metody

izolace DNA (RNA)
amplifikace pomoci PCR
RFLP - identifikace polymorfizmu

mapovani a sekvenovani
genomu

genova exprese mRNA

Real-time RT-PCR
hybridizacni techniky




|zolace DNA dle Sambrooka (1989)

5ml venozni krve do 0,3 ml 0,5M EDTA, + dest. voda (do
20 ml), zmrazeni na -20°C min na 48 hod

rozmrazeni ve vlazné vodeé cca 20 min, centrifugace 10 min
pri 5000(4°C), opak. promyti dest. vodou a fyziolog.
roztokem, opéet centrifugace 10 min pri 5000(4°C), k
promytemu sedimentu 0,5 ml fyziolog. roztoku, pfida se
FASANO (5M NaCl, 0,5M EDTA, 1M TRIS, 10% sodium
dodecylsulfat) a 20 ug proteinazy K, inkubace pfi 37°C do
druhého dne,

1,4 ml SM NaCl a 1,4 ml chloroformu, centrifugace 15 min
pri 8000(4°C), horni vrstva se odpipetuje a prida se k ni 4
ml ledoveho izopropylalkoholu

vysrazena vlakna DNA se namotaji na skleneny hacek,
oplachnou 70% etanolem a osusi 5 min na vzduchu, pak
se rozpusti ve 250 ul TE pufru a necha se 24 hod pfi
pokojove teplote za obCasneho michani

zasobni roztok DNA se uchovava pri teplote -20°C



QuickGene — 810 (FUJIFILM)

» system pro izolaci DNA/RNA

» vysoka vytéznost, reprodukovatelnost a
bezkonkurencni Cas trvani izolace

» vysoka kvalita a Cistota,
vhodna pro PCR a
kvantitativni real-time
PCR, blotovani, SNP,
genotypizaci,
sekvenovani,

klonovani...
....cena 280.000 bez DPH + kity




Processing time (8 sampiles)

(SAMPLE [ TIME | FEE_F_ | SAMPLE | TIME |
WHOLE BLOOD 6 min PLASMID 6 min TISSUE 15 min
TISSUE 13 min CULTURED CELL iagnereet /nosung | 13 _min

CULTURED CELL (/10cm s 16 min
BLOOD CELL 20 min

High purity and high yield without centrifugation

Three pressurizing stages — binding, washing - <4solation of DNA from whole blood
and elution — occur automatically in the unit.

Because of the outstanding adsorptive and Pretreatment in QuickGene-810
desorptive properties of the membrane, Addition of Pressurizing process (no need for centrifugation )

: . o : } n
high-purity nucleic acid can be obtained easily reagent Binding Washing Elition
at low pressure without any complex processes |
such as centrifugation.

Sample 200- L= -
Prc-ie_Ese

= -Adsorption of nucleic acids
Owing to their hydrophilic ™ e l
properties, nucleic acids get Waste

adsorbed onto the membrane,  aat—)
while proteins and lipids, which |
are comparatively hydrophobic, : ® High purity DNA
tend to seep out of the membrane.  Frotein 4 | s




PCR (polymerase chain reaction)

« umoznuje zmnozit (amplifikovat) zvoleny usek
DNA teoreticky | z jedne molekuly na meritelné
jednotky (ng a uQ)

« namnozit usek DNA muzeme jen tehdy, kdyz
zname poradi nukleotidu na obou koncich tohoto
useku — primery (20-30 bazi)

* byla uzita Taq polymeraza, izolovana z druhu
bakterie Thermus aquaticus (teple prameny v
Yellow-stone National Park) a jeji teplotni
optimum je 72 "C, dnes se bézné uziva
rekombinantni Taqg polymeraza



Master mix

umoznuje provadeni
PCR

musi obsahovat pufr,
nukleotidy (dNTP),

primery, polymerazu a
H,O (pro PCR), Mg?*

DNA pak doplnime do
kazdé zkumavky zvlast

mikrozkumavka PCR
0,2 ml s vickem



Prubeh PCR

1. krok: DENATURACE (denaturation)

- pf1 94-95°C, 15 sec az 1 min
2. krok: VAZBA PRIMERU (anealing)

- obvykle 50-65°C, desitky sec az minuta
3. krok: AMPLIFIKACE (extension)

- obvykle 70-74°C, malé 20-45 sec, velke
(desitky kb) az 15 min

Pristroje thermocycler (termocykler, cykler) jiz od
99.000 bez DPH






-174C/G polymorfizmus v |IL-6

* 9,4 yl H,0 pro PCR BEE
e 1,5 ul Tris-HCI pufru

* 1,5 yl MgCl,

* 0,6 ul od kazdého primeru (P1, P2)
0,3 uldNTP

* 0,1 yl Taq polymerazy

« 2,0 ul DNA

Celkovy objem 16 pl

 denaturace DNA 95°C/2min

« 35 cyklu: denaturace 94°C/45s, anealing 55°C/25s,
extenze 72°C/45s

* finalni extenze 72°C/5min
 chlazeni



PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 ¢cvcles of 3 steps
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Step 1 : denaturatiﬂ;

1 minut 94 “C

R

Step 2 : annealing
45 seconds 54 °C

forward and reverse
primers 11!

Step 3 : extension %

2 minutes 72 °C
only dINTP's

L Anchy Wissrsirasde 19AE
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template DNA

11_ :, _qi_

Teopies  4copies  Reopies 16 copies

Exponential amplification

-3 35 evele

14
2 =M hillwon copies

CAndy Vierstracte 2000




Klovais | EBThe DNAGs
heated to quickly cocled
50°-100°C to 30°-65°C to
toseparate | | allow short single-
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Alelicky specificka PCR

detekce bodovych mutaci, malych deleci
alelicky specifické oligonukleotidy

3 primery, 2 alternativni verze jednoho
konce (mutovana/nemutovana), druhy
konec stabilni

mutace je kryta
primerem

3GHG 4G/4G SGISG




Analyza PCR produktu

* Hybridizace
* Sekvenovani
« RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism)
 RT-PCR (Real Time RT-PCR)
RNA=> cDNA




Cobas Amplicor®

« provadi amplifikace a detekce v jednom
integrovanem systému

 vysledky k dispozici behem 4 - 6 hodin

« HCV, HBV, HIV, CMV, C.trachomatis,
N.gonorrhoeae, M.tuberculosis

Interni kontrola eliminuje
falesné negativni vysledky




Hybridizacni techniky

spojovani dvou jednoretézcovych molekul
nukleovych kyselin za tvorby hybridu:

DNA x DNA, DNA x RNA, RNA x RNA

obe vlakna jsou v roztoku nebo je jedna
hybridizujici slozka vazana na nosic

hybridizace NK zakotvenych na filtrech
(nitrocelulézové a nylonove) se znaCenou sondou

sondu oznacujeme molekulu nukleove kyseliny,
kterou pouzijeme k vyhledani urcCite sekvence ve
vzorku testované DNA nebo RNA



Fluorescant
Labal

Target DNA +
TGATGATTCAGCATTCTCAG

AR




Kvantitativni PCR v realném case

sondy oznacene fluorescencnim barvivem

hybridizuji s templatovou DNA za stejnych
podminek jako primery (v oblasti mezi nimi)

DNA-polymeraza ma také exonukleazovou
aktivitu - odbourava nasedlou sondu

schopnost fluorescence az po uvolnéni do
roztoku - v prubéhu PCR je ozarovan vzorek
excitacnim zarenim, ktere vybudi fluorescenci
uvolneného barviva

reverzni transkripce - PCR (Real-time RT PCR)
- presné mnozstvi vstupni templatové DNA



Real-time RT PCR
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Minimalni rezidualni choroba (MRD)

pritomnost metastaz u pacienta s nadorovym
onemocnenim

zobrazovaci techniky (napr. CT, magneticka
rezonance, ultrazvuk) a mikroskopicke
metody nemaji dostatecnou citlivost

detekce izolovanych nadorovych bunek
v Krvi, kostni dreni Ci v lymfatickem systemu

pod limitem standardnich vysetrovacich
metod (imunohistochemie, prutokova
cytometrie aj.) —» Real-time RT PCR



Sekvenovani (sekvenace, sekvencovani)

» zjistuje poradi nukleovych bazi (A, C, G, T)
v sekvencich DNA (jadro, mitochondrie,
plazmidy)

* od 70. let 20. stoleti je pouzivana metoda
Fredericka Sangera, ktera vyuziva
dideoxynukleotidu a nasledné elektroforézy

* projekt Cteni lidskeho genomu

10 20 30 40 50 60 70 80 90
COATIG A TTRRGCGGCOGCGE AATICGCCCTTICTC TANG ADG ATG ATTTACACGCATG TGC TG AAAGTTGGCGETGCCEGG AGTGC GC TCAC CGC

N
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Sangerova metoda

Primer for
replication

* sekvence, primer, DNA
polymerazu, dNTP,
jeden ze cCtyr

Frimed DMNA

d id eoxyn u kI eOti d lOJ include in each a differant : +f

Prepare four reaction mixtures; |

» zadleni se do replikujici ;1 ; ;1 ;] £y
se DNA, ale zastavi yay Y-
elongaci retezce - nema 4d Seprat

OH Sku plnu . @ F:F’;';::: products by
+ kazdy dideoxynukleotid Xy, i% S

se vlozi do jedne ze ctyr y TS >
44 ¢

Primer products of gel electrophoresis

Y’
nadob ST =

Read segence as
complement of bands
containing labeled strands



A TGC

ATTTACACGCATG TGCTG AAAGTTGGCGGTG
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Maxam-Gilbertova metoda

DNA na 5' konci radioaktivné
oznacena fosforem

vystavena chemikaliim, ktere
specificky stipaji sekvenci DNA
v miste, kde rozpoznaiji jistou
nukleovou bazi

do polyakrylamidového gelu a
spusti se elektroforéza

sekvence DNA je GTCATAGCA
(Cte se zespodu)

G GAAC C CT




Pyrosekvenovani

novejSi metoda, vznikla v roce 1996

mimo DNA polymerazy jesté ATP sulfurylaza, luciferaza
a apyraza, adenosinfosfosulfat a luciferin

postupné vkladany nukleotidy ruznych typu (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) — pfidanim se z uvolni svételné
zareni... uvolnéni pyrofosfatu z nukleotidu a spotfeba
vzniklého ATP Iumferazou K OXIdaCI Iu0|fer|nu

0704185H - Well F4

Entry: DC-SIGN -336 GG+G
Sarmple: BO

Position 1: GIA (Passed)

it



Analyzed Data

120 210 220
CTCCAAGTAGYT T TCATGCCC T T|B|lAAACA DA GAADGATY

Sekvenator - ABI PRISM® 3100-Avant Genetic Analyzer



RFLP (délkovy polymorfizmus restrikénich
fragmentu)

» bakterialnich endonukleazy (,restriktazy”),
které stepi DNA, v presne definovaneé
sekvenci nukleotidu, napr. bakterie
Escherichia coli - enzym s nazvem EcoRI




Restrikcni endonukleazy

prirozene se vyskytuji v bakteriich
chrani je pred infikujicimi bakteriofagy
enzym ,rozstrina” DNA faga, kdyz vnikne
do bunky

bakterialni DNA je chranena metylaci
sekvenci, které enzym rozeznava

typicky rozeznavaji useky o 4-6 bp
zname asi 300-400 ruznych endonukleaz



Southernuv blotting

zakladni princip metody:

« Stépeni celkové DNA na fragmenty pomoci restrikCnich
endonukleaz

 elektroforetické rozdéleni fragmentu dle délky

« prenos fragmentu na membranu (nylon, nitroceluléza)
* denaturace DNA

* hybridizace se znaCenou sondou
 rtg film, expozice

zavazi

e » membrana

ERERRNEN -

EREENENEEN -

prenosovy pufr (denaturacni)




Restrikcni analyza -573G/C v IL-6

PCR produkt 543bp 12 pl

* voda 2,7 ul

« pufr 2,0 ul

« BsrBl 0,3

inkubace pfri 37°C po dobu 4 hod

vysledné fragmenty: 274 a 269 bp (G alela)
543 bp (C alela)

ELFO ve 2% agarozovem gelu



|.-| E't';'.r i) EI'III'I |;:| |:|-|TIE-E' S LKy

mutant ' normal

nomo Agole homo Sgote




Elektroforéza fragmentu DNA

vkladaci pufry - roztoky o vysokeé hustote
usnadni vkladani vzorku DNA do jamek

manipulaci se vzorky umozni barviva -
pohyblivost pri elfo jako DNA (napr.
bromofenolova modr)

zaporny naboj - pohybuji v elektrickem poli od
katody k anodée

vizualizace pomoci
ethidium bromidu
popr. jinych barviv
(SYBRGreenu,
GelGreen a GelRed)
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UV transluminator
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Vyhledavani mutaci

« SSCP (single strand conformation
polymorphism, polymorfismus
konformace jednoretezcove DNA)

* elektroforéza jednoviaknovée DNA na
polyakrylamidovéem gelu pri nizke teplote -
rychlost, jakou putuje behem
elektroforézy, zavisi na presné konformaci

» odlisi casto i zameénu jediné baze



Dekuji za pozornost



CYCLERtest




