Metody molekularni biologie

1. Zakladni metody molekularni biologie

A. 1zolace nukleovych kyselin

Metody vyuzivajici riizné rozpustnosti
Metody adsorp¢ni
Izolace RNA

B. Centrifugacni techniky

o Princip separace Castic pri centrifugaci

diferencialni centrifugace

zonalni ultracentrifugace, gradientni centrifugace, detekce
biomakromolekul po separaci

izokineticka centrifugace, stanoveni sedimentacniho koeficientu,
vypocty mol. hmotnosti biomakromolekul

izopyknicka centrifugace, stanoveni hustoty biopolymeri, obsahu GC
v DNA, vyuziti pri odliSeni DNA s riiznou konformaci (EB/CsCl
gradient)

C. Elektroforéza nukleovych kyselin

o Princip separace ¢astic pri elektroforéze
a) Elektroforeticka separace v gelech; agarozové a polyakrylamidové

gely

e Separace nukleovych kyselin a restrikénich fragmenti DNA,
detekce NK v gelech, barveni: EB, Ag, fluorescen¢ni barviva,
autoradiografie

e Typy hmotnostnich standardi, vypocet velikosti biomakromolekul

b) Pulzni gelova elektroforéza

e Princip separace NK v pulznim poli

e Jednotlivé typy PFGE a jejich vyuziti
e Hmotnostni standardy pri PFGE

e Vyuziti PFGE pfi analyze genomii.

D. Elektronova mikroskopie

Vyuziti EM pri analyze NK, princip EM

Priprava vzorka pro EM

Analyza heteroduplexii, mapovani NK, identifikace oblasti bohatych
AT pary, mist vazby proteint apod.

Analyza bunéénych a molekularnich struktur v EM



2. Vyuziti enzymi p¥ri manipulacich s NK in vitro

pi‘ehled a déleni enzymi podle zdroju, substrati a aktivit
restrikéni endonukleazy, charakteristika, definice jednotky, zptisob
vyuziti

vliv metylace na aktivitu restrikénich enzymiu

vyuZiti enzymi pri znaceni NK

zpétna transkriptaza: priprava cDNA

vyuZziti enzymi pri klonovani

Fizené vytvareni deleci nukleazami Bal31, Exolll

modifikace koncii molekul DNA

3. Hybridizace NK

rozdéleni hybridiza¢nich technik

fyzikalné-chemicka podstata hybridizace NK, faktory ovliviiujici

tvorbu hybridi

radioaktivni a neradioaktivni znaceni NK

zpusoby znaceni DNA sond: - pouziti nahodnych oligonukleotidi
- posunem jednoretézcového zlomu
- znaceni konci

znaceni vektoru s naklonovanou sondou

znaceni transkripti in vitro

hybridizace in situ

hybridizace na filtrech: Southerniiv blotting, northern blotting,

western blotting, south-western blotting

hybridizace kolonii

teCkova hybridizace

4. Sekvencovani NK

chemicka metoda (Maxam-Gilbert)
enzymova metoda (Sanger)
automatické sekvencovani

vyuziti PCR pro sekvencovani

5. Priitokova cytometrie

princip
vyuziti



6. Pirenos genii do Zivych bunék
e zakladni transfek¢ni techniky (precipitace fosforenanem vapenatym,
lipofekce, elektroporace, mikroinjekce, pouZitim virovych vektoriu)
e pi‘enos genii do zarodeénych mySich bunék mikroinjekci
e pi‘enos genti do mysi prostirednictvim embryonalnich kmenovych
bunék
e prenos genu do rostlinnych bunék

7. Klonovani DNA, genové knihovny

e priprava rekombinantnich molekul DNA, zdkladni pojmy

e zakladni typy bakteridlnich vektori a jejich charakteristiky
(klonovaci vektory, expresivni vektory, bifunkéni vektory)
- plazmidové vektory (pBR322, pUC)
- vektory odvozené od bakteriofagii (lambda, M13, P1)
- kosmidy, fagemidy, fasmidy, pEMBL, umélé bakterialni a

kvasinkové chromozomy

e selekce a analyza rekombinantnich klonii, modrobily test

e zakladani genovych knihoven, typy genovych knihoven (genomové,
c¢DNA, expresni)

o vektory pouzivané pro pienos genti do kvasinek, rostlin a Zivo¢ichi
(prehledné)

e transkripce a translace in vitro

8. PCR

e princip PCR, charakteristika reak¢nich slozek, piiprava primer,
detekce produkti

e typy PCR (asymetricka, inverzni, RT-PCR, RACE, in situ PCR aj)

e vyuziti PCR pro detekci mutaci a polymorfismii (obecné principy)

e vyuziti PCR-fingerprintii v praxi (forenzni genetika, Slechtitelstvi,
archeologie, aj)

9. Analyza proteinii

polyakrylamidova gelova elektroforéza — princip, pouZziti
izoelektricka fokuzace

dvourozmérna gelova elektroforéza

imunoprecipitace proteint

priprava monoklonalnich a polyklonalnich protilatek a jejich vyuziti



o Analyza interakci protein — DNA

e ,Footprinting* princip a vyuziti

e technika zaloZena na zméné pohyblivosti DNA v elektrickém poli
po navazani proteinu (,,electrophoretic mobility shift assay*)

e pouziti reportérskych genti pri studiu aktivity transkrip¢nich
faktorii a pri studiu struktury promotoru

10. Mapovani genomi, restrik¢ni mapovani, zaklady genomiky

e pristup shora doli a zdola nahoru, konstrukce (makro)restrikénich
map konstrukce kontigové mapy,

e strategie vyuziti STS, ETS, STS-YAC a STS-BAC pri mapovani
genomu

e klonovani specifickych gent, diferencialni skrining

e vyhledavani a identifikace gent, pozi¢ni a funkéni klonovani

11. Diagnostika - Pfehled pouzivanych technik pro DNA fingerprinting a
vyznam DNA typiza¢nich metod
A. Genotypové typiza¢ni metody bez amplifikace DNA

Restrkéni analyza celkové chromozomalni DNA (analyza malych
fragmentii)

Makrorestrikéni analyza (izolace DNA pro PFGE, kritéria pro
vybér vhodnych restrikénich enzymi, faktory ovliviiujici separaci
DNA pri PFGE, dvourozmérna PFGE, separace kruznicovych
molekul, interpretace vysledkit PFGE u bakterialnich genomii)
Analyza plazmidové DNA

B. Genotypové typizacni metody vvuzivajici selektivni hybridizaci

restrikénich fragmentia (SRFH)

Zakladni metodické kroky pro SRFH

Piehled a priprava sond pouzivanych pro SRFH (ndhodné
klonované sondy, genové specifické sondy, sondy z vicekopiovych
elementii, sondy z ribozomalni RNA)

Ribotypizace (historie, charakteristika bakterialniho rrn operonu a
princip metody, automatizované systémy)

Metody pro DNA fingerprinting lidského genomu (pouZivané sondy,
stanoveni paternity)

C. Genotypové typizaéni metody s amplifikaci DNA

AP-PCR
interrepetitivni PCR
ITS-PCR

AFLP



12. Molekularni diagnostika genii nebo jejich casti

Amplifika¢ni metody (PCR-RFLP, multiplex-PCR, ARMS)
Metody vyuzivajici elektroforetickou separaci DNA s rozdilnou konformaci

o Konformacni polymorfizmus jednoretézci (SSCP)
Dideoxy-fingerprinting (DDF)
Denaturacéni gradientova elektroforéza (DGGE)
Analyza konformace dsDNA (DCSA)
Heteroduplexni analyza (HMA)
Typizacni metody s pouZitim endonukleaz specifickvch pro RNA nebo
ssDNA
e Polymorfizmus délky restrikénich fragmentii vytvorenych
cleavasou (CFLP)
e RNazova protek¢ni analyza
e Fingerprinting pomoci oligonukleotidu
Specialni amplifika¢ni metody
Amplifikace DNA pomoci transkripce (TAS, 3SR)
Amplifikace s vytésnovanim retézce (SDA)
Ligazova amplifikacni reakce (LAR, LCR)
Amplifikace RNA sondy pomoci QB replikazy




