Analyza genové exprese

Analyza genomu - genomika
Analyza transkriptomu - transkriptomika
Analyza proteinu - proteomika




Analyza transkripce

studium mnozstvi uréitého transkriptu v daném vzorku a v
daném Case

studium transkripni aktivity daného genu

POZOR:

mnhozstvi dané molekuly mRNA v dané burice a v daném
¢ase zavisi nejen na transkripéni aktivite, ale také
stabilité mRNA

mnozstvi mMRNA nemusi korelovat s mnozstvim proteinu,
ktery kdduje




Northernovy prenos

Princip:

- izolace mRNA

- elektroforéza v denaturujicim gelu
- prenos na membranu

- hybridizace se znacenou sondou
Vysledek:

- zjisténi pritomnosti specifické mRNA

- zjisténi relativni molekulové hmotnosti mRNA

- zjisténi relativni hladiny mRNA (po kalibraci s vyuzitim
hybridizac¢niho signdlu pomocného genu o zndmé drovni
exprese)




Northernovy prenos

A B C D A
B S EE
ribozomalni RNA <' —_— —_— —
A prenos na filtr hybridizace
se znacenou
sondou

elektroforéza RNA v denaturujicim
agarézovém gelu




Northernovy prenos - nevyhody

* neposkytuje Udaje o absolutnim mnozstvi dané
mRNA

nizka citlivost (nutnost izolace pomérné vysokych
mnozstvi RNA - obvykle alespon 1ug polyA mRNA
nebo 10ug celkové RNA)




Northernovy prenos - vyhody

+nizkeé riziko falednych artefaktl ve srovnani s
metodami zaloZenymi na PCR

* umoznuje urceni relativni velikosti transkriptu a
existenci ruznych transkriptt daného genu
(alternativni sestrih)




Priprava protismyslové RNA

- vyuziti vektord s opacné orientovanymi promotory

Sense strand RNA

T7 SP6 T7 RNA
e W polymerase

T S -7 SP6 RNA
"~ polymerase

Antisense strand RNA




Test rezistence k RNdze
(L.RNase protection assay")

"protismysina" RNA sonda

| I L hybridizace RNaza
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cilova RNA
111l dvouretézcova RNA

je chranéna
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elektroforetogram




Test rezistence k RNaze
(L.RNase protection assay")

Vyhody:
vysoka citlivost a presnost
toleruje ¢dsteénou degradaci vzorki RNA

Nevyhody
neumoznuje urcit velikost transkriptu (pohyblivost prouzku v
gelu ovliviiuje velikost sondy)
pracnéjsi priprava RNA sondy nez u northernového prenosu

nutnost empirické optimalizace reakcnich podminek u novych
gent




Test rezistence k nukleaze S1
(.S1 nuclease protection assay")

obdoba ,RNase protection assay”
jako sonda se pouziva jedno- nebo dvou-retézcovda DNA

priprava plazmidu nesouciho studovanou oblast s pouzitim systému
M13

protismyslova radioaktivni sonda hybridizuje s mMRNA
jednoretézcové dseky jsou odstranény nukledzou S1

velikost hybridu rezistentniho k nukledze je uréena denaturalni
polyakrylamidovou gelovou elektroforézou




Analyza hybridi DNA-RNA nukleazou

DNA sonda hybridizuje s
transkriptem

nukledza specificka pro
jednoretézcovou DNA a RNA
~8na r. S1) stépi nehybridizované
Jednovldknove Useky a intronové
smycky

chranéné jednovlaknové
fragmenty DNA ziskame tak, ze
vlakno RNA degradujeme

alkalickymi latkami

jejich velikost stanovime gelovou
elektroforézou

uspordddni fragmenti a {ejich
vzdjemnou polohu nezjistime

D"W
RNg

\nukleéza

9)
&
/?/VW

Zasada
k degradaci
RNA

DNA-RNA
hybrid

Digesce oblasti
jednoviaknové DNA

Fragmenty

\
et

i~

jednovlaknové DNA,
které byly chranény

RNA




Lokalizace pocatku transkripce

naklonujeme oblast DNA
odpovidajici 5" ¢asti genu spolu s
pomotorovymi sekvencemi do
vektoru M13

jednovlaknovou molekulu DNA
ybridizujeme s transkriptem

sonda se havdze na poédtek
transkriptu

jednovldknovou DNA a mRNA
rozlozime S1 nukledazou

RNA odstranime z hybridu
alkalickym roztokem

ziistane fragment DNA, jehoz délka
odpovida vzddlenosti mezi pocatkem
transkripce a cilovym mistem pro
prislusnou restriktdzu

L ]
Fragmenty Sau3A
o velikosti 400 bp

DNA
RNA

Gen

Insertovat fragmenty

Sau3A do M13
Sau3A
Sau3A

Jednovlaknova DNA

/ Pfipojit mRNA

Dvouvlaknova
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mRNA
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— EDNA
Rozliseni velikosti
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feknéme150 bp
150 bp
—
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\ Sau3A

Pocatek transkripce







Test prodlouzeni primeru

(LPrimer extension assay")

+ presné mapovani 5" konce mRNA

» na rozdil od 3" konce neni 5" konec mRNA vzdy
preveden do cDNA (degradace templatu, pritomnost
sekunddrnich struktur, pritomnost proteint
navazanych na mRNA, zpétnd transkripce neprobéhne
az na konec templatu)

* moznost presné identifikace zacatku transkripce




Lokalizace pocatku kodujici sekvence
pomoci prodlouzeni primeru

lokalizace 5" konce transkriptu

podminkou je alespofi Edstecnd
znalost sekvence transkriptu

primer se k RNA pFipoji ve zndmém
misté cca 100- 200 nukleotidu od
5" konce transkriptu

prodlouZeni primeru zpétnou
trankripci

reverzni transkiptdza dospéje ke
konci templatu a uvolni se

3" konec nove syntetizované DNA
odpovida 5” konci transkriptu

délku jednovldknové DNA porovndme
s mistem pripojeni primeru a tim
lokalizujeme l|)3occ1’rek kodujici
sekvence na DNA

3
— BNA transkript

‘ Pfipojeni primeru

Denaturace RNA, zméfeni délky
DNA - feknéme 239 nukleotidl

\ Korelace se sekvenci DNA
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prodlouzeny
G A T C primer

<— 87nt

primer znaceny na 5° konci

hybridizace primeru se specifickymi molekulami RNA

prodlouzeni primeru k 5’kanci mRNA
zpétnou transkriptazou

analyza sekvence znacené cDNA
studovaného genu

velikost prouzku udava vzdalenost 5konce primeru
od mista zacatku transkripce

<— nenavazany primer




RT-PCR

+ amplifikace specifické mRNA

* vysoka citlivost: |ze detegovat specifickou mRNA v
jedine burice (vyhodne pro detekci mRNA, které se v
bunkdch vyskytuji ve velmi nizkych koncenTmcuch)

*nevyhoda konvencni RT-PCR: kvantifikace (neni
spolehliva dméra mezi mnozstvim templatu a
mnozstvim amplifikatu)




RT-PCR

mRNA — ——

UL Primer 1

<

Reverse transcription

RNA—DNA s 2
hybrid

cDNA

Anneal primer 2

Primer 2

M
First round PCR

T

Repeat PCR with
primers 1 and 2

Product |||||]||||||H ||| ]H H||||H




RT-PCR v realném case

+ cilem je sledovdni mnozstvi produktu reakce od
okamziku jeho vzniku az po ukonceni PCR

»vyuziti barviva, které fluoreskuje po navdzani na
dvouretézcovou DNA

+ ve specidlnim pristroji, ktery funguje jako
termocykler a zdroven jako detektor fluorescence
|ze monitorovat postup PCR v redlném case




RT-PCR v realném case

Jednoretézcovy templat: zadny signdl

Vytvoreni dostatecného mnozstvi dvouretézcového amplifikatu: signdl
Zzaznamenan

Extrapolaci vzniklé krivky zpét k nule Ize urdit pocet cykld nutnych pro
vytvoreni detekovatelného mnoZstvi produktu

Tato hodnota zdvisi ha prvotnim mnozstvi femplatu

e

signal
~

detekéni P
limit —>»

18 20 22 24 26 28 30 32
podet cyklu PCR




RT-PCR v realném case

Experimentdlni poZzadavky: je treba zajistit, aby mnozstvi
vstupniho materidlu (poCet bunék, celkové mnozstvi mMRNA) bylo
vzdy stejné.

Standardizace reakci pomoci paralelni RT-PCR pro amplifikaci
pomochého genu, ktery se exprimuje konstitutivné.

RT-PCR v redalném case se rovnéz pouziva pro kvantifikaci
urcitych sekvenci DNA pro identifikaci specifickych zmén v
genomu (diagnosticky vyznam v medicing).




Hybridizace in situ

» souCasné vyuziti hybridizace a mikroskopie

* hledand sekvence RNA (nebo DNA) je imobilizovdna

uvnitr bufiky v mikroskopickém prepardtu a vizualizovdna
prostrednictvim sondy

- identifikace bunék, které tvori specifickou mRNA (nebo
DNA)

+ identifikace bunék infikovanych viry

Nevyhoda: obtiznd kvantifikace




Srovnani transkriptomu

- identifikace gent exprimovanych v jednom
organismu (tkdni) a ne v jiném

- identifikace gent exprimovanych za ruznych
podminek

+ poskytuje klinicky vyznamne informace
(identifikace genu spojenych s genetickymi
chorobami)




Diferencialni skrinink genové knihovny
(. Differential screening")

* hejjednodussi metoda identifikace gend, které se
exprumuy s odlisnou Ucinnosti

» priprava dvou identickych kopii genové knihovny na
filtrech

° pmprava dvou typl znacenych sond v podobé cDNA
pripravenych z mRNA dvou ruznych vzorkd

+ oddélend hybridizace genové knihovny se sondami

- klony, které jsou pozitivni po hybridizaci s jednou,
ale ne s druhou sondou, nesou odlisné exprimované

geny




Diferencialni skrinink genové knihovny
(.. Differential screening™)

Sample A RNA
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Diferencialni skrinink genové knihovny
(. Differential screening™)

Nevyhoda:

-postup predpoklddd, Ze v jednom vzorku dany
transkript neni vibec pritomen (obvykle véak exprese
genl neni zcela vypnuta)




Subtraktivni hybridizace

ze sondy jsou odstranény spolecné sekvence

hleddme transkripty pritomné v jednom vzorku (.tester") a
nepritomné v druhém vzorku (.driver")

Postup:
izolace MRNA z obou vzorki a priprava cDNA
cDNA .driver" je oznacena biotinem
smichdani cDNA ,tester" s nadbytkem cDNA .driver”
denaturace, renaturace

molekuly cDNA ,tester”, kterd reprezentuje mRNA pritomné v
obou vzorcich, bude tvorit hybridy s cDNA ,driver”

odstranéni hybridu driver/tester a driver/driver (streptavidin)

sonda je tak obohacena o cDNA reprezentujici transkripty
pritomné jen ve vzorku ,tester"

skrinink genové knihovny nebo klonovdni a vytvoreni
subtraktivni knihovny cDNA




Driver mRNA Tester mMRNA
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Nevyhoda subtraktivni hybridizace

- vzacné transkripty nemusi poskytnout dostatecné silny signdl

- redeni: vytvoreni subtraktivni knihovny cDNA

Subtraktivni knihovna cDNA:

- cDNA testeru se prostrednictvim adaptord vklada ligaci do vektoru
- vytvoreni knihovny bakteridlnich klont

- systematicky skrinink analyzou v3ech klont

Nevyhoda: nutnost relativné vysokych mnozstvi mRNA




Analyza reprezentativnich rozdilu
(,Representational difference analysis™ - RDA)

Princip:
- vzorky cDNA nebo genomové DNA fragmentované

restriktazami, které pochdzeji ze srovndvanych vzorku
se amplifikuji PCR

- po smiseni, denaturaci a renaturaci se vyuziva toho, ze
hledané molekuly (pritomné v jednom a ne ve druhém
vzorku) vzdjemné nehybridizuji

Vyuziti:
- hledani genu, které zodpovidaji za dédi¢né poruchy
- hledani diferencidlné exprimovanych gent




Analyza reprezentativnich rozdilu
(,Representational difference analysis™ - RDA)

Postup:

priprava cDNA vzorkd .driver" a ,tester"
ligace linkert na konce cDNA a jejich vyuziti pro amplifikaci PCR
odstranéni linkerd

jind dvojice linkert se pripoji k produktu PCR testeru, ale ne
driveru

smiseni molekul cDNA testeru a driveru (driver je v nadbytku)
denaturace, renaturace

unikatni sekvence testeru nebudou tvorit hybridy s retézci
driveru, ale jen testeru (komplexy tester/tester)

PCR budou amplifikovany pouze komplexy tester/tester
komplexy driver/driver nebudou amplifikovany (absence primeri)

komplexy tester/driver maji nespdrované konce, které mohou byt
odstraneny nukledzou (nebudou amplifikovany)




Tester RNA Driver RNA

* Reverse transcription *

cDNA cDNA
* Ligate linkers and amplify *

I, T O T

i Digest to remove linkers i

I T

i Add different linkers to tester only Y

T T |

\/

Mix, denature and anneal

/\

Unique tester cDNA Driver—tester hybrids

LUl Ll AL

Remove single-strand ends
with mung bean nuclease

[T,

l PCR amplify * No amplification

Set of unique tester products




Diferencialni display

* metoda srovndvajici dvé populace cDNA

- zalozena na PCR

+ jeden primer se vaze na sekvenci poly-A

» druhy primer se vdze ndhodné

* PCR probiha pri velmi nizké pripojovaci teploté
+ dojde k amplifikaci urcité subpopulace molekul
cDNA

» tato subpopulace je natolik mald, Ze ji Ize rozdélit
na polyakrylamidovém gelu

+ stejné primery se pouziji k amplifikaci DNA ze
srovndvanych vzorkd

* metoda neushadfiuje analyzu odlisne exprimovanych
genu (nutno zkouset ruzné sady primeru)




RNA sample # 1
(2 ppg of total RNA)

ss cDNA template

Differential Display
PCR products

FIRST-STRAND SYNTHESIS

+ Dligo{dT) primer

* MMLY reverse transcriptase

« 42°C for 1 hr

DIFFERENTIAL DISPLAY PCR
* Pairwise combinations of

Pand T primers

* Advantage KlenTag Polymerase
Mix with TagStart Antibody

* [0-SP]dATP

* 3 low-stringency cycles

Tanneal =40°C

= 22-25 high-stringency cycles

Tannesl =60°C

RNA sample # 2
(2 g of total RNA)

ss cDNA template

Differential Display
PCR products

Primers: P1/T1
RMA sample: 1 2

P3T1
1 2 1 2 1

P1/T2

+ Electrophorese on 5% acrylamide gel
* Expose x-ray film

P&TZ
i 1 2

P3/T2

2

- 2 kb

~ 100 bp

Cut out differentially expressed hands and:

|

* Reamplify and confirm by Northern blot
* Clone and sequence
* Conduct further studies:




Metody zalozené na Cipech

Zodpovidaji globdlnéjsi otdzky typu:

Jaké je celkové spektrum gend, Které se exprimuji
nebo neexprimuji za urcitych podminek?

Pro analyzu vétsiho poctu genl neni vhodny northernovy
prenos ani RT-PCR.




Microarrays - DNA Cipy

+ zdkladem jsou synteticke oligonukleotidy nebo
produkty PCR, které odpovidaji velkému poctu (nebo
véem) gentim daného organismu

* robotem se tyto fragmenty DNA kovalentné pFipoji na
specialni sklenénou desticku v podobé usporadanych
tecek

* hybridizace se zna¢enou DNA izolovanou z daného
vzorku:

- genomova DNA (genomové studie)
- cDNA (expresni studie)




- izolace mRNA ze dvou ruznych vzorki (kontrolniho a testovaného)

» vytvoreni cDNA zpétnou transkripci

» oznaceni cDNA z jednoho vzorku ¢ervenou fluorescenéni barvou a druhého
vzorku zelenou fluorescencni barvou

* smés obou znacenych cDNA (ve stejném poméru) je nanesena na sklicko s 384
vzorky DNA a vysledek hybridizace je analyzovdn fluorescenéni mikroskopit:

signdl: cDNA obou vzorku se vaZou proporciondlng, dany gen se

exprimuje v obou vzorcich ekvivalentné

* Cerveny signdl: preferencné se vaze cDNA prvniho vzorku

signdl: preferencné se vdze cDNA druhého vzorku




Studium transkripce reportérskymi geny

Reportérsky systém: uméle vytvoreny plazmidovy konstrukt, ktery
obsahuje sekvence DNA odvozené od specifického genu (véetné
promotoru a potencidlnich regulaénich signdlt) pripojené k jinému
genu, ktery koduje snadno detekovatelny produkt

Princip: po vneseni reportérského konstruktu do organismu, Ize podle
miry exprese reportérského genu usuzovat na miru exprese genu,
jehoz promotorové sekvence jsou reportéru predrazeny

Vyhoda: studium zmén aktivity regulatort transkripce napt. v pribéhu
diferenciace nebo pri vystaveni riznym podminkdm




Bézné reportérské systémy

» Chloramfenikol acetyl transferdza (CAT)

- Luciferaza (luc)

3-galaktoziddza
+ Lidsky rustovy hormon (hGH)

» Zelené fluoreskujici protein (GFP)




Chloramfenikol acetyl transferaza (CAT)

enzym katalyzuje prenos
acetylové skupiny z acetyl-
CoA na chloramfenikol

test akftivity zalozen na
radiochemické detekci
produktu reakce

CHCI,
.
|
OQNQ—\(II c‘: CH,OH
OH H

acetyl-CoA chloramphenicol

acetyltransferase

4

CHCl,

l
L

l
OzNQ—\’ (_‘)2 TBZO

OH H |[CHj

3-acetyl chloramphenicol




Princip:

- fragment eukaryotické DNA se umisti proti proudu transkripce od
genu CAT (reportérsky plazmid)

- vznikly plasmid se prenese transfekci do eukaryotické buriky

- po ur¢itém Case nutném pro expresi transfekovaného genu se méri
aktivita CAT

- pokud je test proveden sprdvné - je mira aktivity CAT dmérnd mire
transkripce transfekovaného konstruktu

- zavddénim mutaci do testované promotorové oblasti a mérenim CAT

aktivity v transfekovanych burnikdch |ze definovat regulacni
sekvence v DNA

Vyhody: vysoka citlivost, reprodukovatelnost, absence genu CAT v
savCich bunkdch




Luciferaza (luc)

* test aktivity zaloZen na luminiscenci (produkci svétla)
+ katalyzovana reakce:

ATP + |uciferin + O, -~ AMP + oxyluciferin + PP, + svétlo (560 nm)

Vyhody:

- vysoka citlivost (citlivéjsi nez CAT)

- hulové pozadi v sav¢ich burikdch (gen je izolovdn ze svétlusek)

- neni treba pracovat s radioaktivnimi materialy

- velky rozsah linearity

- pufr pouzivany pro lyzi bunék je kompatibilni s jinymi testy (CAT,
B-gal)




B-galaktozidaza

test zaloZen na spektrofotometrické detekci
barevného produktu reakce

obvyklé vyuziti: vnitfni reference pri
transfekénich experimentech

Princip: k transfekci bunék se pouzije plasmid s
eukaryotickym promotorem spojenym s genem
CAT nebo /uc zdroven s malym mnozstvim
plazmidu nesoucim gen -ga/ spojeny se silnym
konstitutivnim promotorem

» v extraktech transfekovanych bunék se
stanovi aktivita B-gal a CAT (Luc)

» stanovenim podilu aktivity CAT (Luc) : B-gal
se Udaje o expresi normalizuji

Vyhody: bezpecnost, levnost

5-bromo-4-chloro-indoyl B-b galactoside

CH,OH
Cl o OH
O
H
!P_*J' OH H

B-galactosidase
o O H
el )

ST

£=C

N C

Ui Sl
Cl

5-bromo-4-chloro-indigo




Lidsky ruastovy hormon (hGH)

+ test zaloZen na radioimunologické detekci produktu
reakce

» vyhoda: jednd se o sekretovany protein, neni treba
lyzovat buriky




Zelené fluoreskujici protein (GFP)

autofluorescence: protein nevyzaduje zddné
exogenni kofaktory ani substrdty

- izolovan z bunék meduzy Aeguorea victoria
Vyhody:

- mozno mérit v intaktnich bunkach

- vysoka stabilita proteinu

Nevyhody: fluorescence se neamplifikuje,
podminkou detekce je pouziti silnych promotort

BéZné pouzm fdze s jinymi proteiny, sledovdni
nitrobuné&né lokalizace, transportu a daléiho
osudu oznaceného proteinu




VyuzZiti reportérskych systému

+ sledovani aktivity transkripénich faktord v
prubéhu diferenciace nebo za riznych
kultiva€nich podminek (stabilni transfekce)

* transkripcné aktivacni testy (prechodna
transfekce): determinace regulatord
transkripce, vazebnych mist na DNA, atd.




Analyza regulacnich elementu v sekvenci DNA
a proteint vaZzoucich DNA

+ presnd lokalizace promotoru a dalsich sekvenci DNA,
které jsou zapojeny do requlace transkripce tim, ze
pro né zajist'uji vazebnd mista

» analyza interakci DNA-protein

Metody:
kvasinkovy jednohybridovy systém
DNaseT footprinting

» gelova retardacni analyza




Kvasinkovy jednohybridovy systém

Uéel:
- identifikace proteint, které interaguji s
definovanou sekvenci DNA

+ lokalizace oblasti DNA, které interaguji se
znadmym transkripénim faktorem




Kvasinkovy jednohybridovy systém

Postup:

- zaclenéni testované sekvence DNA (ndvnada - ..bart")
v tandemovych kopiich do vektoru proti proudu
transkripce od reportérského genu

+ zaclenéni konstruktu do kvasinkového genomu

» za nepritomnosti transkripcniho faktoru vazouciho
ndvnadu nebude reportér exprimovan

» po transformaci tohoto kvasinkového kmene expresni
knihovnou cDNA bude reportér aktivovan v téch
klonech, které exprimuji prislusny transkripéni
faktor




Absence of transcription factor: no expression of reporter

N

N

NN

Reporter

e -

Bait DNA sequence

Presence of transcription factor: expression of reporter

Transcription
factor
—_—
AR Reporter |-




Vyuziti moznosti kooperace aktivacni domény
a DNA vaZouci domény z ruznych proteind

Transkripcni faktory obvykle obsahuji 2 oddélitelné a
nezdvislé domény:
doménu zodpovédnou za vazbu na DNA
transkripéné aktivacni doménu

Proteinové chiméry obsahujici tyto domény odvozené z
rdznych proteind jsou funkéni:
nahrazenim DNA-vazouci domény proteinu GAL4

jinou doménou pro vazbu na DNA vznika chiméra
aktivujici transkripci jiné sady gent




Presence of GAL4 AD/DNA-binding protein fusion: expression of reporter

o GAL4 AD
DNA-binding
protein \a . :
---------- Ry Reporter S

Postup:
+ priprava cDNA s pouZitim specidlniho vektoru, ktery
kdduje aktivaéni doménu transkripéniho faktoru GAL4

*geny zaclenene do tohoto vektoru budou v
transformovanych burikach exprimovdny jako proteinové
chiméry s aktivacni doménou GAL4

reporter bude aktivovan pokud vznikly protein disponuje
prislusnou DNA-vazebnou doménou

Vyhoda:

+ fento systém muze odhalit vétsi mnozstvi proteind
vdzoucich DNA (nejen transkripcni faktory)




Stopovani DNdzou I
(.DNase I footprinting™)

Uéel:
- identifikace promotorovych sekvenci, na které se
vdze dany transkripcni faktor

Princip:
- znacCend DNA je chrdnéna proteinem pred plsobenim
nukledz

* misto vazby proteinu na DNA je lokalizovdno na
gelové elektroforéze jako stopa - chybéjici fragment




Stopovani DNdzou I
(,DNase I footprinting")

Postup:
izolace jader z bunék
purifikace jadernych proteind
smeés nebo jeden z jadernych
proteinl se smichd s testovanym
znaenym fragmentem DNA
vystaveni smési plsobeni DNdazyI
tak, aby doslo k ¢dstecnému
(ndhodnému) stépeni DNA
elektroforéza fragmentd
identifikace nestépenych (t].
navdzanym proteinem
chrdnénych) oblasti DNA

Regulacni protein
\ Par bazi

% E) Molekula DNA

o oRoh
o <
O
- Fragment DNA chranény
O navazanym proteinem
O
L
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Stopovani DNdzou I
(.DNase I footprinting™)

Vyhoda:

* presnd lokalizace mista dotyku mezi proteinem a
DNA na drovni jednotlivych nukleotidt

* lze provddeét i ve varianté /n vivo




Gelova retardacni analyza

/’

Ucel:
* Urceni sekvence DNA, kterad je nutnd pro vazbu daného
proteinu

Princip:
* fragment znacené DNA obsahujici vazebné misto
(sonda) je inkubovan s prislusnym proteinem

+ komplexy protein-DNA se oddéli od nenavdzané sondy
elektroforézou v nedenaturaénim polyakrylamidovém
gelu

* navdzany protein zpomaluje pohyb sondy gelem




Gelova retardacni analyza

1 Allow proteins to bind DNA
Labelled DNA (probe) + Cellular extract (proteins) = Protein-DNA complex

2 Gel separate
Unbound and protein-bound DNA

Protein-DNA ol [ |

&
S
<

@ i
gl

__/,‘g/* complex

/‘_J/k 'Free'-probe ~ EE - . -

(unbound DNA)




Gelova retardacni analyza

Vyhody:

» pri absenci purifikovaného proteinu lze pouzit jaderné
extrakty (specifitu reakce je treba ovérit protilatkou
-, supershift")

+|ze vyuZit pro analyzu vice-proteinovych komplext

- |ze vyuzit pro stanoveni vazebnych parametri a
relativni afinity proteinu k vazebnému mistu




Ovéreni specifity reakce protein - DNA

specifickd odpovéd’ na zvysenou davku proteinu

- pridani ,studené" neznacené sondy: kompetice se
znacenou sondou - slabsi signdl

- PF’ldénf pPOTIIéTky ,,SUPsthifT“

mounts of protein

——1 3 [

Protein

DNA
fragment




fragment DNA K

inkubace za inkubace za
pritomnosti proteinu  nepritomnosti proteinu

inkubace za pfitomnosti | protilatka
proteinu a protilatky

protein
O YA protemoi
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