Molekularni biologie
(prednaska JS 2016, 3 hod)



Molekularni biologie - predmet studia

® Vedni obor zabyvajici se studiem vztahu struktury a in-
terakci biomolekul, zvlasté informacnich biomakro-
molekul, k funkcim a vlastnostem zivych soustav.

® Cilem molekularni biologie je vysvetlit funkce a vlast-
nosti zivych soustav strukturou a interakcemi jejich
molekul (makromolekul).

® Tento vztah vysvetluje z komplexniho hlediska inte-
grujiciho fyzikalni, chemické a biologické pristupy.

Studium procesu, které probihaji v Zivych soustavach na
molekularni drovni a jimiz se realizuje geneticka informace




Definice pojmu, Molecular Biology*

- is the study of the structure and function of biological madecules.

- study of the molecular basis of life including the biochmistry of molecules such as DNA, RNA and
proteins and the molecular structure and function of the vaiious parts of living cells

- a branch of biological science that studies the biologgf a cell at the molecular level. Molecular
biological studies are directed at studying the structureand function of biological macromolecules and
the relationship of their functioning to the structure of a cell and its internal components ...

- the science of studying the genetic composition and meahiam of living organisms at the molecular
level. The molecular studies of all other organic molecukelike proteins, fats, and carbohydrates is
called biochemistry.

- the study of molecules that are found in cells.

- field of biology that concerns itself with understandingthe interactions among the molecules of life.

- a general term referring to study of the structure and function of proteins and nucleic acids in
biological systems.

Biochemiese zabyva chemickymi pochody v zivych organismechir&métem studia biochemie je
struktura a funkce zakladnich stavebnich kamein zivé hmoty jako jsou nagriklad cukry, tuky,
bilkoviny, nukleové kyseliny a dalSi biomolekuly.



Vznik a vyvoj molekularni biologie
umoznily tri zakladni objevy

Poznani struktury a funkce nukleovych kyselin
(DNA a RNA)

Rozlusténi genetického kdédu

Poznani procesu, jimiz se realizuje geneticka
informace
(transkripce, translace, regulace genové exprese)



Specifické rysy historie vzniku molekularni
biologie

Zamereni molekularni biologie na reseni genetickych
problému

Navaznost molekularni biologie na biofyziku, fyzikalni
chemii, biochemii, mikrobiologii a genetiku

Vznik molekularni biologie v podobé molekularni
genetiky syntézou funkcionalistické a strukturalis-
tické koncepce ve vyzkumu proteinu a nukleovych
kyselin



Vznik molekularni biologie v podobé molekularni genetiky syntézou funkcionalistické a
strukturalisticke koncepce ve vyzkumu proteini a nukleovych kyselin

Strukturalisté Funkcionalisté
(fyzici, chemici) (biochemici, mikrobiologove, genetici)
- zameéireni na objasréni struktury - zameéireni na vys\étleni, ktere
biomakromolekul (proteini, NK) biomakromolekuly jsou nositeli
(nezajimali se o funkci biomakromolekul gene“Cké Informace a Jaké funkce plnl'
anigenetickymi problemy) (objektem studia byly bakterie a bakteriofagy)
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Rosypal S.: K historii pojeti molekularni biologie. DVT, 18: 193-209, 1985.




Dulezité etapy ve vyvoji molekularni biologie

1944 - transformace bakterii pomoci purifikované DNA

1953 - model struktury DNA (J. Watson, F. Crick, M.  Wilkins)
1956 - geneticka informace v DNA je zapsana poradim bazi
1958 - pfi replikaci se oddéluji komplementarni vidkna DNA
1958 - izolace DNA-polymerazy | a syntéza DNA in vitro

1958 - vyhlaseni ust fedniho dogmatu molekularni biologie
1960 - objev mMRNA a d ukaz jeji funkce

1961 - mRNA pouzita k rozlusténi genetického kodu

1961 - experimentalni d ukaz ast fedniho dogmatu MB

1961 — postulovani operonove teorie — regulace genové exprese
1966 - kompletni vy FeSeni genetickeho kddu

1970 - izolace prvniho restrik€niho enzymu

1970 - objev reverzni transkriptazy u retrovir(

1972 - priprava prvnich rekombinantnich molekul DNA  in vitro
1973 - zacatek klonovani gent - zaklad Gl



Dulezité etapy ve vyvoji molekularni biologie

1975 - Asilomarska konference-moratorium na prace
s rekombinantni DNA
1977 - prvni rekombinované molekuly nesouci savci geny
1977 - objev sloZzenych genl — exony/introny - sestrih pre-mRNA
1977 - zavedeni metod sekvenovani DNA
1981 - objev katalytické aktivity RNA - ribozymy
1982 - komercni vyroba lidského inzulinu z bakterii
1983 - stanoveni sekvence DNA bakteriofaga A
- projekty sekvenovani genomi modelovych organismu
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Soucasna etapa molekularni biologie

Oblast vyzkumu
analyza genomu (genomika) a proteomu (proteomika)

studium regulace genové exprese a procesu diferenciace bunék
(bunecny cyklus, signalni drahy, poruchy regulace, vyzkum
kmenovych bunek)

neurobiologie

Vyuziti metodologie mol.biologie v radé oboru: molekularni

mikrobiologie, virologie, imunologie, fyziologie, evoluce ...
Prakticke aplikace

genové inzenyrstyvi - moderni biotechnologie, priprava trans-
gennich organismu a novych latek cilenou zmenou genu

molekularni diagnostika infekcnich, deédicnych a nadorovych
chorob, nove zpusoby jejich lecby

farmakogenomika - léky ,,sité na miru“
genove terapie = lécba genetickych onemocnéni



Sylabus prednasky z Molekularni biologie (JS 2016)

Uvodni prednaska. Predmet studia molekularni biolo-
gie, jeji vznik a hlavni etapy vyvoje. Struktura a funkce
nukleovych kyselin

Geneticka informace, geneticky kod, definice genu,
typy genu, struktura a informacni obsah genomul

Replikace DNA (zucastnéné enzymy a mechanismus)

Transkripce u prokaryot a eukaryot, posttranskripcni
upravy RNA

Translace, translacni aparat, kotranslacni
a posttranslacm procesy, samosestavovani

Regulace genove exprese u prokaryot a eukaryot,
struktura a vlastnosti regulacnich molekul a regulacnich
sekvenci, pozitivni a negatlvm regulace, atenuace,
spec1f1cke rysy regulace genove exprese u eukaryot
Regulace na posttranskripcni urovni.



Molekularni zaklad tvorby imunitnich molekul

Zmeny genetické informace: mutace, obecna a mist-

ne specificka rekombinace. Reparace mutacné posko-
zene DNA

Mobilni genetické elementy (prokaryoticke a
eukaryotickeé transpozony, retrotranspozony)

Zaklady genoveho inzenyrstvi, priprava transgennich
organismu a jejich vyuziti, mutageneze in vitro,
priprava biopreparatu metodami Gl, genove terapie
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Dukaz, ze geneticka informace je ulozena v DNA

Neprimé dikazy:
- DNA se nachazi v chromozomech; RNA a proteiny jsou i @ytoplazmeé

- Mnozstvi DNA v somatickych buikach koreluje s patem sad
chromozomi, v pohlavnich buikach je mnozstvi DNA polovEni

- DNA je stabilnéjSi nez RNA nebo proteiny

Primé dikazy:
- Transformace u Streptococcus pneumoniaezména virulence

- Analyza bakteriofaga T2 — do bakterialni buiky vstupuje jen DNA,
nikoliv proteiny

- U viroid w a nékterych vir u je nositelkou genetické informace RNA —
experiment s virem TMV



Experiment demonstrujici transformaci bakterialnich
bunék Streptococcus pneumoniae (Griffith 1928)

S buriky = virulentni, tvori hladké kolonie, R burky = avirulentni, tvori drsné kolonie

Zivé R a
usmrcené
bunky S

et e G Al

Transformace R burek
mys$ umird na pneumonii mys je zdrava mys je zdrava mys$ umira na pneumonii

hladké kolonie drsné kolonie zadné kolonie drsné a hladké kolonie



Princip transformace bakterialnich bunéek

Recipientni biika

Donorova biika W,
prijima volnou DNA

N

Lyze bunky, uvolnéni
DNA, RNA a proteinua

Zaclenéni prijaté DNA do
genomu recipientni buiky,
zména znaku (= transformace)




Dukaz, Zze chemickou substanci zodpovédnou za

transformaci bunék R na S je DNA
(O. Avery, C. Mac Leod, M. McCarty 1944)

Pridani Pridani
RNazy proteazy

.
1Y
Y
T ]

Pridani
DNazy

Extrakt

Z bunék S
(obsahuje
DNA, RNA a
proteiny)

Potomstvo R bunék
vytvari pouze R
kolonie

R kolonie

¢ S kolonie

Potomstvo R bunék vytvari
R kolonie a S kolonie (dusledek
transformace)

Zaver:
transformujici aktivitu vykazuje pouze DNA, ne RNA nebo proteiny




Struktura DNA navrzena Watsonem a Crickem
(1953)

Vlastnosti navrzené struktury
DNA umoznuji:

1. Replikaci spocivajici v parovani

komplementarnich bazi Dceriny
duplex

2. Spontanni mutabilitu v dasledku
tautomerie bazi

3. Kodovani genetické informace ve
formé poradi (sekvence) bazi

Zreplikované retézce



Nukleové kyseliny

DNA - tvori genom prokaryot, eukaryot a DNA-vird
nDNA - jaderna, gDNA - genomova, mtDNA - mitochondriova, ctDNA -

chloroplastova, pDNA - plazmidova, recDNA - rekombinantni, rDNA -
ribozomalni, rDNA

cDNA (copy DNA, complementary DNA) - komplementarni;

dsDNA - dvouretézcova, ssDNA - jednoretézcova, cccDNA - kovalentné
uzavrena kruznicova, ocDNA - otevrena kruznicova, linDNA

- linearni

A-DNA, B-DNA, Z-DNA - konformace ovlivnéna sekvenci a prostredim
RNA - tvori genom RNA-vird, u bunéénych organismi je slozkou
ribozomi a plni rizné funkce pri prenosu a realizaci genetické
informace

MRNA - mediatorova, hnRNA - heteronuklearni, tRNA - transferova,
rRNA - ribozomova, snRNA - mala jaderna, snoRNA - mala jadérkova,
scRNA - mala cytoplazmaticka, gRNA - ridici

Ribozymy: RNA s katalytickou funkci (napr. siRNA, miRNA aj)



Slozeni nukleovych kyselin

Nukleotid

kyselina fosforecna

pentoza
riboza
deoxyriboza
organicka baze
purinové baze
adenin
guanin
pyrimidinové baze
cytozin
tymin
uracil

*modifikace bazi (metylace, acetylace...)

N-glykozidicka vazba

Nukleozid = pentéza-I-
org. baze

Kys. deoxyribonukleova
kys. fosforecna
deoxyriboza
adenin, guanin, cytozin,
tymin*

Kys. ribonukleova
kys. fosforecna
riboza
adenin, guanin, cytozin,
uracil*



Organickeé baze

Adenin
Guanin
Cytozin
Tymin
Uracil

6-aminopurin
2-amino-6-oxopurin
4-amino-2-oxopyrimidin
2,4-dioxo-5-metylpyrimidin
2,4-dioxopyrimidin



Purinove baze

purin




Pyrimidinové baze
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Pentdézy nukleovych kyselin

B-D-ribdoza
B-D-ribofuranoza

DNA
5°HO-CH,
5. OH
4 N 1
H H
H
30 27
OH H

B-D-2-deoxyrib6za
2-deoxy-B-D-ribofurano6za



Nukleotidy (nomenklatura)

2 -deoxyadenozin-5 " -monofosfat 2 " -deoxycytidin-5"-monofosfat

\ difosfat, -trifosfat ATP. GTP



Polynukleotidovy retézec

Vyznamnée strukturni rysy:
5°- a 3" - konec polynukleotidového retezce
Pater polynukleotidu (pentozafosfatova kostra, cukr-
fosfatova kostra)
Prodluzovani (syntéza) polynukleotidoveho retézce -
probiha vzdy ve smeru 5°- 3°



Cast polynukleotidového Fetézce DNA

2

=
5 -konec N T
N =

o Pty > N-glykozidicka vazba
0 S)

|

pater polynukleotidu

3 -konec

3" -konec cukrfosfatova kostra



Strukturni drovne DNA

Polydeoxyribonukleoti- — primarni struktura
dovy retezec

dvousroubovice DNA — sekundarni struktura

lnad§roubovicové vinuti

nadsroubovice DNA —» terciarni struktura
superhelix

nadsroubovice —3 relaxovana DNA
kruznicova nebo I

linearni

*zruseni nadsroubovicového vinuti



Parovani bazi

parovani bazi = spojovani protilehlych bazi
vodikovymi vazbami

mezi dvéma retézci = duplex
mezi tremi retézci = triplex
mezi Ctyrmi retézci = kvadruplex



Watsonovo-Crickovo parovani bazi

H
N—H ------ 0
T J __H CH,
L|~~| N O TN
H H
adenin tymin DNA

(aminoforma) (ketoforma)



Watsonovo-Crickovo parovani bazi

7@ _____ )
LH HA\H—H - —DJ\H
H | H
H
guanin cytozin

(ketoforma) (aminoforma)



Watsonovo-Crickovo parovani bazi

H
N—H------ 0
S,
”—[/EK” —_H
1,
N hl"ff N
H H
adenin uracil

RNA

(aminoforma) (ketoforma)



Charakteristika dsDNA

spolecna osa

komplementarita retézcu

vnitrni cast tvori baze AT a GC

pater - osa = 1nm

antiparalelizmus = smér fosfodiesterovych vazeb 5‘-3¢ a 3¢-5¢
Chargaffova pravidla ALG GiC

T =1 A+T Jer fdzny

planarni charakter bazi
mensi a vétsi zlabek = mista vazby proteint k DNA

3+9 _ 12,
AGGGGGGC‘BAAGG puriny 349 ~ 12

NN
pyrimidiny
TCCCCCCCTTCC g:g:i}q azny  (%GC)




Sekundarni struktura DNA
(schéma dvousroubovicové DNA - konformace B)

A vzdalenost mezi

\ v s s V4

R \\ dvéma pary bazi
¢0,34 nm

-
~ 4 A
N m ensi

o jeden zavit
~N 3,4 nm 10,5 bp

vétsi zlabek

N
~ ~

vzdalenost /

patere od osy



Velky a maly zlabek na dsDNA

> velky zlabek

} maly Zlabek




Rekognicni kod DNA

INTERAKCE DNA S PROTEINY

KEY:
‘ = H-bond acceptor
0 = H-bond donor

@ = hydrogen atom

| e T «‘ *% 3 @ =methyl group
velky zlabek maly zlabek
velky zlabek

BlliH-N

TN =HIIIN

maly zlabek



Antiparalelismus komplementarnich retézcu
dsDNA = opacny smer fosfodiesterovych vazeb

5-konec . P baze OH A 3'-konec
D — AT ——D E deoxyr-ib(’)za
P P : fosfodiesterova vazba




Vinuti dvousroubovice DNA

Vinuti = mnohonasobné otaceni jednoho retézce kolem
druhého

Vinuti mGze byt pravotocivé nebo levotocivé




Vinuti dvousroubovice DNA

levotociva  pravotociva
sSroubovice  sroubovice

I‘\]

Levotocivé a pravotocivé

vinuti sroubovice %<

SN

\

>?
7/
/-
N
N\



Konformace dvouretézcové DNA (RNA)

Konformace = prostorové usporadani biomakromolekuly
do struktury, ktera je za danych podminek energeticky
nejvyhodnéjsi

Konformace DNA zavisi na:
nukleotidoveé sekvenci
obsahu vody v prostredi
jontove sile prostredi



Konformace dsDNA

A-DNA B-DNA
mensi
Zlabek
vétsi
Zlabek
mensi
Zlabek
vetsi
Zlabek
mensi vetsi
Zlabek zlabek

Z-DNA

A, B = pravotociva
A-DNA

« dsDNA pri vysoké konc. soli
nebo dehydrataci

« dsRNA, DNA/RNA hybrid,
Z-DNA

« vysokée konc. soli

e Useky obsahujici (GC)n
nebo (GT)n

Z = levotociva



Terciarni struktura DNA

Terciarni struktura dsDNA = nadsroubovice

Vznika zavedenim dalsiho vinuti (zaporného nebo klad-
ného) do dvousroubovice.

Nadsroubovice se muze vytvaret jak z relaxované
uzavrené kruznicové DNA, tak i z linearni DNA

Zaporné vinuti vznika odvinovanim dvousroubovice
(ubiranim zavitu), kladné vinuti jejim svinovanim
(pridavanim zavitu).



Konformace dvouretézcovych kruznicovych
molekul DNA

Kovalentné uzavrené kruznicoveé
molekuly (CCC-kruznice)

'\g/‘ b

relaxovana nadsroubovice

—

otevrena kruznicova molekula
(OC-kruznice)

+«— zlom v jednom retézci

|

relaxovana



Konformace dvouretézcovych kruznicovych molekul DNA

Linearni (LIN)

Lear double-stranded DNA molecule Circular DNA molecule

(a)

Oteviena kruznicova superhelikalni
DNA (OC forma) kovalentné uzavicena (OC forma) (CCC fOrma)

kruznicova molekuly
(CCC forma)



Nadsroubovicové a relaxovaneé oblasti v linearni
dvouretezcove DNA

zavity solenoidove relaxovana
nadsroubovice smycky oblast

a¥a)

Eukaryoticka DNA, ktera je linearni a dvouretézcova, se vaze k pro-
teinovému leseni. Tvori se v ni zavity nadsroubovice, solenoidové
smycky a take relaxované oblasti.

/ @




Prechod relaxované DNA do nadsroubovicove

Zavedeni zaporneho
nadsroubovicoveho vinuti
4—

pravotociva levotocivé solenoidové
nadsroubovice smycCky
relaxovana pravotociva
kruznicova dsDNA —
Zavedeni kladného
nadsroubovicového vinuti
levotodiva pravotocivé solenoidové

nadsroubovice smycky



Parametry nadsroubovice

L = T -+ w
' ) |

calkové disla vinuti dvousroubavicove éislea nadéroubovicové disle

Gue.'.‘mv;? pocetzivi- Poéet zavitd: € pFekfi- poéet hadéroubovico-
tu ¢ prekiizeni jed-  Zeny jednoho Fetézce vych zavitdl éi piekFi-

noha Fetézee druhym drulhym v dvolusroubo- zeni dvousroubovice
v nadsroubovici. vici. v nadsroubovici,

V4

T a L jsou kladna Cisla

W je zaporné, kdyz vyjadruje pocet zapornych
nadsroubovicovych zavitlu, nebo kladné, jestlize
vyjadruje pocet kladnych nadsroubovicovych zavitu



Priklad vztahu mezi veli¢inamiL, Ta W

volné linearni dsDNA volné
konce L=16; T=16; W=20 konce

123456 78 910111213141516 pocet zavit
_ Spojeni
relaxovana kruZnicova dsDNA<+—volnych
koncd.

Upevnéni

upevnény u;g(%\;‘ré%n?
B50000000000000C Ml Vneseni zaporného
Pfechodné stavy v éstetn odvinuts " Odvinuti nadsroubovicoveho
. , kruznicova dsDNA | Sesti zavitu. . t'
- vznika pnuti o ] vinuti
Spojeni obou konci.
Uvoinéni L se snizi o poéet
pnuti. v . p
nadsroubovicovych
nads$roubovice zavitu
L=10
T=16

W=¢6



Prechod relaxované uzavrené dsDNA do
nadsroubovice nebo toroidni (solenoidni) dsDNA

Uzavrena relaxovana pravotociva dsDNA

Zavedeni zaporného nadsroubovicové- Zavedeni kladného nadsroubovicového
ho vinuti. Ubirani zavit( (odvinovani). vinuti. Pridavani zavitl (svinovani,
prekrucovani).

l l

Zaporna nadsroubovice Kladna nadsroubovice
Ma zaporné vinuti. Ma kladné vinuti.
Je pravotociva. Je levotociva.
Proti relaxované dsDNA ma nizsi Proti relaxované dsDNA ma vyssi
hodnotu L. hodnotu L.
L<L, L>L,
levotociva pravotociva
toroidni (solenoidni) dsDNA toroidni (solenoidni) dsDNA

L = celkové cislo vinuti po svinovani nebo odvinovani
L, = celkove Cislo vinuti pred svinovanim nebo odvinovanim



Ucinek topoizomerazy |

Vytvoreni zlomu  Presunuti druhého
dsDNA v jednom retézci retézce pres zlom

topoizomeraza |
_’ _>

zlom = preruseni fosfodiesterové vazby mezi sousednimi bazemi




Mechanismus ucinku topoizomeraz | a |l typu

v 4 LlOm Vv jednom

% retezci
Retézec se presune
pres zlom a spoji se

Nadsroubovicova
DNA

Typ | L se snizi o 1

Oba retézce se pre-
«.  SUnou pres zlom
%, aspoji se




Nadsroubovicoveé usporadani dsDNA

Kruznicova uzavirena  Nadsroubovicova Nadsroubovicové usporadani
DNA (relaxovana) DNA (negativni) DNA - bakterialni chromozom

A

ol P Ry fFD
§"'"" 7 B P £ £,




Typy sekvenci zodpovedné za vznik
alternativnich struktur

Jedinecna DNA sekvence: ....AATGCTGATGTCTGACTCGGA...
Repetitivni (opakujici se) sekvence neboli repetice

(jednotka repetice, délka jednotky repetice, cetnost repetice).
ATG..ATG....ATG....ATG...
(jednotka = ATG, délka = 3 nukleotidy, Eetnost = 4x)

Tandemova repetice ..ATGCATGCATGC..

Prima repetice (5°....ATGC.....ATGC.....3 ") opakuje se na témze
retézci ve stejném sméru 5—37)



Obracena repetice (opakuje se na druhém retézci v obraceném
smeéru - potencial pro vytvoreni vlasenky nebo vlasenky se smyckou)

5"...ATGCGCAT...3" _ palindrom (vlasenka)
3"..TACGCGTA...5" (madam; Karla zamazal rak, tahat)
< (a dal vidi litat netopyry potentat i lid i vlada)
5" ... ATGCXXXXXGCAT...3" vlasenka se smyckou
3°..TACGYYYYYCGTA..5" —

(na dsDNA vznika krizova struktura)

Dlouha koncova repetice (sekvence LTR)
5" -ATGC...GCAT......ccoerverenrennee. ATGC...GCAT-3’
3"-TACG...CGTA....ueererenrennee. .TACG...CGTA-5’

LTR = long terminal repeat



Schéma vlasenkovych struktur DNA (RNA)

Vlasenkové struktury se vytvori na jednom
retezci DNA v mistech, kde se vyskytuji

obracenée repetice.

ATCTA

TAGAT]

obraceneé repetice

ATCTA

TCCAG

TAGAT]

A T
viasenka T A

C G

T|—1A
« AT
—

g’C\A
vlésenkva Al—1+
se smyckou T1—] A

Cl—1G

TI—1A

) Al—IT



Vznik krizovych struktu
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Denaturace a renaturace dsDNA

denaturace dsDNA = prechod dsDNA na ssDNA,
opacny pochod = renaturace

k denaturaci dsDNA dochazi zvysovanim teploty
roztoku, k renaturaci snizovanim teploty (nebo zménou
pH prostredi z neutralni hodnoty na alkalickou nebo
kyselou)

denaturace dsDNA se projevuje hyperchromnim
efektem, tj. zvysenim absorbance UV-svétla o vlnove
délce 260 nm.

hodnota T, nebo-li teplota tani = teplota, pri ktere
zdenaturovalo 50% molekul dsDNA



Denaturacni krivka dsDNA

Atx 1,4 Atx = absorbance roztoku DNA pri

260 260 . y50C.
260 13 A260 = absorbance roztoku DNA pri

t=25°C.

Absorbance se stanovi pri 260 nm.

1,2

50 % molekul DNA
zdenaturovano

teplota roztoku DNA (C)

V definovaném roztoku napr. plati, Zze T,=69,3 + 0,41 (GC).
Odtud GC = Tm~ 69,3
0,41
GC = molarni podil guaninu a cytozinu v DNA,
69,3 a 0,41 jsou empiricky stanovené koeficienty;
pro poly(AT) T, = 69,3.



Denaturace, renaturace a hybridizace molekul dsDNA

molekuly dsDNA ” ' II " ' "
l denaturace l

molekuly ssDNA I ‘ ‘ I I | ‘ |

renaturace l hybridizace

homologické DNA nehomologické DNA
nebo slabé homologické

Cim vice se hybridizujici molekuly shoduji
v sekvencich neboli ¢im vyssi je jejich J\ J\
sekvencni homologie, tim je vétsi

pravdépodobnost jejich hybridizace. velmi slabé homologické






