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Hybridizace

» reasociace dvou jednoretéezcovych DNA nebo RNA,
pokud maiji jejich sekvence upiné nebo castecneée
komplementarni baze

» nemysli se ji ale spojovani jednoretézcu, které byly
soucasti téze molekuly) = renaturace



Hybridizace je zalozena na
schopnosti NA denaturovat a
renaturovat
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Co to Je denaturace DNA

» oddeleni komplementarnich viaken DNA
pusobenim vysoké teploty (90-100°C),
extréemnich hodnot pH nebo denaturacnich
cinidel (formamid, mocCovina)

» Pri denaturaci se zvysuje absopce sveétla pri
vinoveé délce 260 nm (tzv. hyperchromni efekt)

> Je to dusledek zmény v usporadani bazi



Co to je hyperchromni efekt
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Co to Je renaturace DNA

» opeéetna tvorba dvouretézcovych struktur z
jednoretézcovych polynukleotidu za vhodnych
pripojovacich (,,annealing“) podminek

» nastava pri pomalém ochlazovani (65°C) roztoku
teplem denaturované DNA

» nenastava pri prudkém ochlazeni roztoku
denaturované DNA

» prirenaturaci se mohou tvorit hybridni molekuly
DNA/DNA, RNA/RNA i DNA/RNA

» rozsah renaturace odpovida rozsahu
komplementarity sekvenci



Faktory ovlivnujici tvorbu hybridu

» teplota
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Vyuziti hybridizace

> test komplementarity sekvenci (ve smeési mnoha
molekul DNA budou hybridizovat jen ty, které jsou
dostatecne komplementarni)

> detekce molekul DNA a RNA, které jsou
komplementarni k jakekoliv izolované nukleové
kyseliné

» vyhledavani sekvenci v genovych knihovnach

» vyhledavani sekvenci v cytologickych preparatech
» charakterizace sekvenci

» mapovani genomu

> pfFi polymerazoveé retézoveé reakci



Typy hybridizaci

» hybridizace v roztoku
» hybridizace na pevném povrchu

» hybridizace in situ (FISH) — mapovani
chromozédmu a specifickych lokusu

» DNA, RNA arrays



Hybridizace v roztoku

Samotna se témer nevyuziva, vetsinou spojena
s dalsi detekcni technikou

> S1 mapovani (detekce exonu a intronu
hybridu DNA/MRNA)

» Denaturacni gradiendova gelova
elektroforeza (DGGE)

» Heteroduplexni analyza



S1 mapovani
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Maji bakterie slozené geny?

Nemuzu zadny priklad najit.
Ale nase prednaska je o mikroorganismech,

nejen o bakteriich. A kvasinky slozené geny
maji!
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Analyza heteroduplexu

» Molekuly dsDNA vznikaiji z retézcu, které pochazeji z
riznych zdroju

» Vysledneé struktury nejsou 100% komplementarni, z
toho plyne oznaceni heteroduplex

» Obsahuji smycky a bubliny v oblastech, kde se
sekvence DNA lisi

» Struktury |lze pozorovat mikroskopicky —
heteroduplexni mapovani

Podivejte se na heteroduplexni
mapovani v zakladni uc¢ebnici




Analyza heteroduplexu

Heteroduplexy se pohybuji pomaleji nez homoduplexy
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Analyza heteroduplexu

Homoduplexy a heteroduplexy lze rozlisit i kapilarni
elektroforézou
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Hybridizace na pevnem povrchu

» Probiha na speciélni membrane

» Vzorek se nanasi primo na membranu =

» Vzorek se rozdeli na gelu a pak se prenese na
membranu =

» Zakladem hybridizace je obvykle
o znamé nukleotidové sekvenci



Blotting = prenos

» Southern blotting (Dr. Edwin Southern) = DNA
» Northern blotting = RNA

» southwesternovy prenos - proteiny vazajici se
na DNA (sondou je DNA)

» northwesternovy prenos - proteiny vazajici se
na RNA (sondou je RNA)



K cemu se vyuziva Southernuv prenos

> ldentifikace pritomnosti genu v materialu
vubec

> ldentifikace genu za ucelem jeho klonovani

» Vyuziva se tam, kde je dostupné pouze malé
mnozstvi vstupniho materialu nebo je vysokeé
pozadi



Priprava hybridizacnich sond

Sondy radioaktivhé znacené

» Nick translace

» Vyplnéni jednoretézcovych koncli

» Nahodilé znacCeni

> Zpravidla se vyuziva radioaktivni fosfor 3°P

Sondy fluorescencné znacené

» Znaceni biotinem
» Znaceni digoxigeninem
» Znaceni kfenovou peroxidazou

LA &4



Nick translation

Posun jednoretézcoveho zlomu

DNase |

;
pAPGpCpTpApCpGpApCpGpCpTpApTpT
pTpCpGpApTpGpCpTpGpCpGpARpTpARPA

Pancreatic
DNase |
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pAPG CpTpApCpGpApCpGpCpTpARTRT, ..
PpTpCpGpApTpGpCpTpGpCpGpApTpApA. ..

1. 5 3 exonuclease | E.coll DNA
2. 5 3 polymerase | polymerase |

. GATF, dCTP-
dGTP, dTTP

Nick
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PAPGpCPRTpARpCpGpARpCpGpCpT AprT ¥
pTpCpGpApTpGpCpTpGpCpGpARPTPAPA . .. ..
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Zopakujme si: Klenowuyv fragment

» syntéza ve smeéru 5°- 3°
> exonukleazové odbouravani ve smeéeru 3-5°

» tam, kde se neodbourava primer

» sekvenovani, znaceni DNA

5 3
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Znaceni koncu nukleovych kyselin
) 5'(P) : 1 3" ]

A:j:-f:’j' ;'\.. Polynuclectide
A POO

5 (P) ) 3

is) ——eSilactac DN

& Digest with restriction nuclease to give

5" overhangs (e.g. EcoRl)
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Klenow DNA polymerase

dATP -, dTTP
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P’ AATTC 1 GAATT 3’ 4
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dd
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Nahodile znaceni

w2random primer DNA labeling“ = prostrednictvim
nahodnych hexanukleotidu

Denature and anneal in presence of
mixture of random hexanucleotides
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Znaceni biotinem

Lze vyuzit vSech tri zakladnich postupu
» Nick translace

> Vyplnéni jednoretézcovych koncli
> Nahodilé znaceni biotin-dUTP
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Prakticka aplikace znaceni sond



Priprava sond pro diferenciaci
kmenu M. a. paratuberculosis

Celkem 3 sondy detekujici casti inzercni sekvence 1S900 —
inzercni sekvence specifické pro M. a. paratuberculosis

l'PstI—lO45bp

1S900
‘Celkova sonda - 958bp

Sonda l-412bg Sonda 2 - 303bp




Zakladni kroky pri priprave sond

» Amplifikace specifickych fragmentu PCR
» Purifikace amplikonu
» Znaceni sond peroxidazou

» Kontrola koncentrace sondy



Znaceni sondy

dsDNA
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Znaceni sondy

peroxidaza
se vaze k

DNA S$patné glutaraldehyd

peroxidaza se vaze k DNA kovalentne



Detekce peroxidazou znacené sondy

matricova DNA

znacena sonda

H,0 -
22 O, 4 HyO

w V4 = - w O
detekcni reagencie 1 O zesilovaé

NH2 O +
luminol H2 “sveétlo

detekcni reagencie 2 lc! lc!



Postup pri Southernove prenosu

rozdéleni fragmenti DNA daného vzorku
gelovou elektroforézou

denaturace DNA a prenos jednoretézcovych
fragmenti DNA na nylonovy filtr (,,blotting*)

inkubace filtru se znacenou jednoretézcovou
sondou: hybridizace sondy s
komplementarni sekvenci imobilizovanou
filtru

odmyti nenavazané sondy

detekce navazané sondy - vizualizace
hybridu



Southern blotting

fragmenty DNA
na elfo gelu filtracni papir ]

denaturace

membrana ]

prenos DNA z gelu na

membranu
’ @ Y
otisk DNA na inkubace se zna¢enou vyvolani RTG

membrané cDNA filmu




Southern blotting

stoh papirovych ruénik(

(A) neznatensd DNA o (B)
rozétépend
restrikéni -
nukledzou &

o

znatané DNA
rdzné velikosti slouzi
jako standardy
agarosovy
gel —
myci houba
alkalicky roztok

FRAGMENTY DNA JSOU ODDELENY
ELEKTROFOREZOU NA AGAROSOVEM GELU

ODDELENE FRAGMENTY DNA
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PRENESENY NA NITROCELULOSOVOU MEMBRANU

(€

nitrocelulosové

membrana gel

(D)

(E)

proukky
nacenych
standardd

odstranénf nitrocelulosového
papiru s pevné navazanou DNA

ZNACENA DNA-SONDA
JE HYBRIDIZOVANA
S ODDELENOU DNA

zalepeny
plasticky

sonda v pufru

OZNACENA DNA-SONDA
HYBRIDIZOVANA S KOMPLEMENTARNIMY
PRUHY DNA JE ZVIDITELNENA
AUTORADIOGRAFII

znadené
- proulky
z pokusu




Zpusoby prenosu (,,blottingu“)

» kapilarni prenos
» elektroforeticky prenos
» vakuovy prenos



Kapilarni prenos

filtraCni papir \
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Elektroforeticky prenos

membrana
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Vakuovy prenos




Fluorescentni in situ hybridizace

fluorescence in situ hybridization (FISH)

Metoda sestava ze tri zakladnich kroku
» Fixace vzorku na mikroskopickém sklicku

» Hybridizace znacené sondy k homologickym
fragmentiim na genomové DNA

» Enzymaticka detekce hybridu sonda-cilova sekvence

» Sondy radioaktivhé znacené

LIy 4

» Sondy fluorescencni: rychlejsi, silnejsi signal,
simultanni diferenciace ruznych cilu



Ukazky FISH

fluorescence in situ hybridization




FISH v mikrobiologii

» Umoznuje detekci i nerostoucich bakterii

» Sonda je druhoveé specificka a miri zpravidla ke
genu pro 16S rRNA

» Metoda je vhodna pro fylogeneticke, ekologicke,
diagnostické a environmentalni studie

» Kombinuje preciznost molekularni biologie s
mikroskopickym pozorovanim

» Je mozno pozorovat vyskyt bakterii v kontextu s
morfologickou charakteristikou napadené tkané

» Citlivost az jedina bakterie, metodicky mimo PCR



Typicky FISH protokol
4 zakladni kroky

1) Fixace a
permeabilizace * /

vzorku

2) Hybridizace

!

3) Promyvaci kroky —
odmyti nenavazané
sondy

4) Detekce znacenych
bunek mikroskopicky =
nebo prutokovou
cytometrii

N\




Charakteristika sond
Diouhé 15 az 30 nukleotidu

Fluorofor Barva Excitace Emise

Alexa 488 zelena
Cy3 cervena 552 565
Cy5 cervena 649 670
DAPI modra 350 456
Fluorescein zelena 494 523
Rodamin cervena 555 580
TAMRA cervena 543 575

Texas red cervena 590 615



Zodpoveézte otazku

Jak dlouha musi byt minimalné sonda, aby
nasla jedinou specifickou sekvenci v bakterii,
jejiz genom ma velikost 4,0 x 10° bp?

4.0 x 106 = 4%
IN(4,0 X 109) = X In(4) —
X = In(4,0 x 109) / In(4) 0%

X=11

Ir N ) I I



Jak oznacit sondu?
Primé znaceni

5°- koncové znaceni 3°- koncové znaceni




Jak oznacit sondu?
Neprimé znaceni

Reportérova molekula Znaceni enzymem




Jak oznacit sondu?

Neprimeé znaceni — polyribonukleova sonda




Dveé hlavni oblasti vyuziti FISH
v mikrobiologii

> Analyza vzorku potravin

> Studium biofilmu




ACM-FISH
armFISH
CARD-FISH
catFISH
CB-FISH
CO-FISH
COBRA-FISH
COD-FISH
COMBO-FISH
Comet-FISH
Cryo-FISH
D-FISH
DBD-FISH

Varianty FISH

e-FISH
Fiber-FISH
Flow-FISH

Fusion-Signal
FISH

Halo-FISH
Harlequin-FISH
Immuno-FISH
LNA-FISH
M-FISH
ML-FISH
PCC-FISH
PNA-FISH
Q-FISH

QD-FISH
Rainbow-FISH
Raman-FISH
ReD-FISH
Reverse-FISH
RING-FISH
RNA-FISH
RxFISH
Split-Signal FISH
T-FISH

3-D FISH
Z00-FISH

BioTechniques 45:385-409 (October 2008)
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Vybrane aplikace hybridizacnich
technik v mikrobiologii

» Polymorfismus délky restrikCnich
fragmentu (RFLP)

» Ribotypizace
» Metoda reverzni hybridizace

» Metoda spoligotypizace



g A vice se dozvite v
5. rocniku
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