Hybridizace nukleovych Kyselin

Tvorba dvoutetézcovych hybridu za dvou

jednoretézcovych a komplementarnich molekul

Zalozena na schopnosti denaturace a
renaturace DNA.




Denaturace a renaturace (hybridizace) DNA
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Denaturace DNA

* odd¢leni komplementarnich vlaken DNA
pusobenim vysoke teploty (90-100°C), extrémnich
hodnot pH nebo denaturacnich ¢inidel (formamaid,
mocovina)

e zmeéna v usporadani bazi pri denaturaci zvysuje
absorbci svétla pr1 vinove délce 260 nm
(hyperchromni efekt)




Prubéh denaturace a renaturace sledovany na
zakladé absorpce UV-svétla

relativni absorbance pfi 260 nm
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Teplota tani DNA T, - se linearné zvysuje s obsahem GC

Teplota tdni (denaturace) zavisi na
¢ tyrech hlavnich faktorech:

- obsahu GC (a AT)

- koncentraci soli

Molarni procents G +C

- délce sekvence

- pFitomnosti nespdrovanych Usekd
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Stanoveni hodnoty Tm

Teplota, pti které dochazi k denaturaci
DNA zavisi na obsahu guaninu a
cytozinu v DNA. Cim vice obsahuje
GC-pariu, tim vyssi teploty je zapotiebi
k jeji denaturaci. Rozmezi
denaturacnich teplot je zhruba 30 - 100
°C. Denaturaci DNA provazi
hyperchromni efekt, tj. dochazi ke
zvySeni absorbance ultrafialového
svétla. Hyperchromni efekt je zplisoben
rozpadem dvoufetézcovych molekul
DNA na molekuly jednotetézcove,
které absorbuji UV-zateni silnéji nez
molekuly dvouretézcove.

Ieplota, pri niz zdenaturovalo 50 %
dvousroubovicovych molekul DNA, se
oznacuje jako teplota tani a vyjadruje
se symbolem T, . Tato teplota odpovida
inflexnimu bodu denaturacni kirivky.
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pFi 260 nm.
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Renaturace

op€tna tvorba dvouretézcovych struktur z jednoretézcovych
polynukleotidii za vhodnych pfipojovacich (,,annealing*)
podminek

nastava pi1 pomalém ochlazovani (65°C) roztoku teplem
denaturované¢ DNA

nenastava pi1 prudkém ochlazeni roztoku DNA s vysSi
teplotou nez T,

pi1 renaturaci se mohou tvorit hybridni molekuly
DNA/DNA, RNA/RNA 1 DNA/RNA

rozsah renaturace odpovida rozsahu komplementarity
sekvenci




Hybridizace molekul nukleovych
kyselin. Spojeni astecné nebo uplné
komplementarnich DNA fetézcu
pochazejicich z riznych dvouretézcovych
molekul DNA nebo podobné spojeni DNA-
fetézce s RNA fetézcem; oba procesy
probihaji in vivo a mohou byt navozeny in
vitro.

Hybridni molekuly DNA. Renaturované
molekuly, v nichz se spojily retézce

pochazejici z molekul DNA riznych zdroju.

Homoduplex. Hybridni molekula DNA,
jejiz retézce se vyznacuji uplnou
komplementaritou.

Heteroduplex. Hybridni molekula DNA,
jejiz retézce se vyznacuji neuplnou
komplementaritou.

5 * GATCGATCGATCGATC 3’
EREERRRRRRRRRER

3’ CTAGCTAGCTAGCTAG 5’
zvyseni teploty
5 ¢ GATCGATCGATCGATC 3’
+ piidani
3> CTAGCTAGCCGGCTAG 5’

ochlazeni

5 * GATCGATCGATCGATC 3’

EREARRR Ry
3> CTAGCTAGCCGGCTAG 5’




Vyuziti hybridizace nukleovych Kyselin

 test komplementarity sekvenci (ve smési mnoha
molekul DNA budou hybridizovat jen ty, ktere
jsou dostatecné komplementarni)

» detekce molekul DNA a RNA, ktere jsou
komplementarni k jakekoliv 1izolované nukleove
kyselin€

» zakladem hybridizace je vzdy znaCena sonda o
zname nukleotidové sekvenci




Usporadani hybridizacniho experimentu je rozmanité
podle povahy prostredi, ve kterém probiha

hybridizace nukleovych kyselin

v elektronovém

v roztocich ‘ na filtrech mikroskopu in situ n /)
kolonii a plak teCkova presavky z gelu

v

Southernuv prenos - DNA
northernovy prenos - RNA
westernovy prenos - proteiny




Typy prenosu z gelu na membranu podle
typu analyzovanych molekul

* Southernuv prenos - DNA

e northernovy prenos - RNA

e westernovy prenos - proteiny

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

* northwesternovy prenos - proteiny vazajici RNA
(sondou je RNA)




Typicky hybridizacni experiment -
Southernuyv blot (presavka)

 technika vyvinuta E.M. Southernem

* bézn¢ pouziti pr1 detekci pritomnosti
urcitych genu v bunééné¢ DNA nebo pii1
sledovani evolucni pribuznosti vzorki DNA
z ruznych organismu




Southernuv blot (presavka) - postup

rozdéleni restrikénich fragmentti DNA dan¢ho
vzorku gelovou elektroforézou

denaturace DNA a prenos jednotretézcovych
fragmentu DNA na nylonovy filtr (,,blotting* -
presavka)

inkubace filtru se znaCenou jednoretézcovou sondou

- dojde k hybridizaci sondy s komplementarni
sekvenci imobilizovanou filtru

odmyti nenavazan¢ sondy

detekce navazané sondy - vizualizace hybridu
(autoradiografie)



stoh papirovych ruénikud odstranéni nitrocelulosového
papiru s pevné navazanou DNA

(A} nezna&ena DNA S (B) (C)
rozitépena e"tfofo ) )
restrikén{ "8z nitrocelulosova
nukleéazou . membrana gel

znacené DNA
ruzné velikosti slouzi

jako standardy
agarosovy
gel
myci houba ZNACENA DNA-SONDA
alkalicky roztok JE HYBRIDIZOVANA
S ODDELENOU DNA ——
FRAGMENTY DNA JSOU ODDELENY ODDELENE FRAGMENTY DNA (D) plasticky
ELEKTROFOREZOU NA AGAROSOVEM GELU PRENESENY NA NITROCELULOSOVOU MEMBRANU sadek

oznacena DNA-
sonda v pufru

OZNACENA DNA-SONDA
HYBRIDIZOVANA S KOMPLEMENTARNIMI
PRUHY DNA JE ZVIDITELNENA
AUTORADIOGRAFI(

(E)

prouzky
znagenych
standardu

znacené

> prouzky
Z pokusu
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Southernuv prenos

B_oANE ot - .Q-'

DNA obarvena autoradiogram
etidium bromidem



Ukazky provedeni hybridizace


D:/Downloads/SouthernHybridization.mov
D:/Downloads/hybrid2.mov
D:/Downloads/hybrid3.mov
D:/Downloads/hybrid4.mov

Zpusoby presavky (,,blotingu*)

 kapilarni prenos
» clektroforeticky prenos

» vakuovy pienos




Kapilarni prenos
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Vakuovy prenos




Teckova hybridizace (,,dot blot*)

Postup:

 sonikace nebo restrikce genomove DNA; linearizace
plazmidové DNA

e denaturace

» vzorky DNA naneseny na podlozku v podob¢ tecek
* hybridizace se sondou

* hodnoceni hybridizace (vizualn¢, denzitometrem,

B-spektrometrem)
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Typy sond

e restrikCni fragmenty dvouretézcove DNA
(cDNA)

 mRNA 1zolovana z bun¢k nebo tkani
 RNA transkripty in vitro

* synteticke oligonukleotidy (pfipravene
podle sekvence aminokyselin)




Zpusoby znaceni sond

pomoci nahodnych hexanukleotidu
(,,random primer DNA labeling*)

posunem jednoretézcoveho zlomu
(,,nick translation®)

koncové znaceni

znaceni vektoru s naklonovanou
sondou

znaceni transkripta in vitro (RNA)




Znaceni DNA pomoci
nahodnych oligonukleotidu

»Random primer DNA labeling*

* k ssDNA se prida smes
hexanukleotidu o razné
sekvenci

 k témto primerum pfipojuje
DNA polymeraza znaceneée
nukleotidy

ds DNA )
BERREREREERERRREERERRERREE 3
AR RN ERREENEEREENREEEEE 5
denaturace
pfipojeni nahodnych
hexanukleotidu
, 3
HEBEEEREERERERERRRRRREEERE
111111
A RN NN EEEEEEEEEEEN 5
Klenowova
polymeraza
+ 32P-dNTP
CTTTTITITT T T T T 2
«
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|

vyuziti naznaené DNA jako
hybridiza¢nich sond




ds DNA
4 /4 5' 3,
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.ZnacsvaNA’posunem - LLLLLILUIUN I IO PIINIIIIll =
jednoretézcoveho zlomu Iy
DNaza | + Mg
vytvoreni
. . jednofetézcovych zlomu
(14
»I\Nick translation Y >
TTITT1 M TTTT1 1
3 LLL11]] Lill] 111 =
. . DNA-pol | + a32P-dNTP (N)
Vytvorenl nahOdnyCh N (nebo neradioaktivni
jednoretézcovych zlomu X N znaceni)
DNazou | S TTTTTT TTTTTTTTTTTTTITITIT °
- LLLLLELUL LI IIIIIIL
DNA polymeraza | odstranuje » | posun zlomU, nahrada
nukleotidy od mista zlomu odstranenych nukleotidu
(exonukleazova aktivita 5°- ’ znaGena DNA
37) > TTTTTTTTTTITTTTITTITTITTIT 3
o LLLULIUIIII Il &
Soucasné ve stejném smeéru
pripojuje znacené nukleotidy spojeni T4-DNA-ligazou
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Znaceni koncu DNA fragmentu

a) znaceni 5 koncu
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Znaceni koncu DNA fragmentu

b) znaceni 3" koncu
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Neradioaktivni znacCeni sond
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 Biotinem
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 fluorescencnimi znackami (fluorescein, rhodamin,
kumarin)




Neradioaktivni
znaceni nukleovych
kyselin
digoxigeninem

nahodné
hexanukleotidy

linearni denaturovana DNA

dATP, dCTP, dGTP,

TTTT T T | *DigdutPP
TTTTTI .
Klenowova polymeraza
\
syntéza znaCené
Dig-dUTP DNA
ITTTTTT T > TTTTTT T i1 17>

hybrldlzace na filtru

detekce navazané sondy

?

<D|g -AP>
konjugat

-t




Neradioaktivni
znaceni nukleovych

levselin biot;

protildtkou s navdzanou alkalickou fosfatazou (AP)
Substrat pro AP: A) X-fosfat + NBT
B) lumi-fosfat
Enzymova reakce: odstranéni fosfatové skupiny

Detekce: A) po reakci s kyslikem se produkt reakce zbarvuje
B) emise svétla, zachyceni na filmu



Hybridizacni postup

Prehybridizace - zabranéni
nespecificke vazbé sondy na
membranu

Hybridizace - navazani sondy na
komplementarni sekvence (68°C, 42°C
s formamidem)

- 1ze volit ruzn¢ podminky hybridizace
(,,stringence)




Hybridizacni postup

3. Promyvani - odstranéni nenavazan¢ sondy

(4aCinnost je ovlivnéna teplotou, koncentraci
soli)

4. Detekce navazane sondy
- autografie
- imunologicka reakce - barveni

- luminiscence

-fluoroscence




Hybridizacni postup

5. Rehybridizace
- odmyti navazane sondy

- aplikace dalSi sondy




Elektroforeticky gel
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Hybridizace s radioaktivné Hybridizace s neradioaktivné
znacenou sondou znacenou sondou



Hybridizace in situ

Detekce DNA nebo RNA v intaktnich bunkach

radioaktivnimi nebo fluorescené¢nimi sondami.

Vyuziti:

* prostorova lokalizace nukleovych kyselin v
bunikach a tkanich (hybridizace bunééné RNA)

* lokalizace genu (sekvenci) na chromozomech
(hybridizace jaderné¢ DNA)




Bunky produkujici urcitou mRNA mohou byt
vizualizovany hybridizaci in situ.

Snimek ukazuje bunky vrcholove ¢asti hlediku.
Sonda specificka pro mRNA cyklinu barvi bunky tmavé modre,
ostatni bunky jsou barveny DAPI (svétla modr)



Pouziti hybridizace in situ pro detekci genu
na chromosomech

PouZito 6 ruznych sond pro analyzu

sekvenci v lidském metafaznim
chromozomu 5.
Kazda sonda vytvafi 2 tecky na
kazdém chromozomu (mit6zou je
DNA zreplikovana).




Obvykla fluorescencni barviva

 fluorescein (zelena fluorescence)
* rhodamin (Cervena fluorescence)

e kumarin (modra fluorescence)




Vyuziti hybridizacnich technik
Vv praxi




Detekce bakterialniho klonu nesouciho
urcity fragment DNA

kotouéek savého papiru

inkubace
se sondou a promyti ksl
obsahuijici
7 znadeny
plasmid
radioaktivné priloZeni fotografického
znagen4 sonda DNA papiru na kolonie
A
oo \
Ll
DNA
g avézand /S
Petriho miska / ga p;pir; = .
s bakterialnimi : § i
koloniemi : |
e ) /
/
- / !
film Vf
L lyze bakterii poloha znacenych
odloupnuti papiru a denaturace DNA kolonii detegovana
z misky k pofizeni v alkalickém prostiedi autoradiografii

repliky kolonii



Lokalizace specifickych sekvenci v

genomové DNA

Fragments §

of many

differeut: B

sizes

(a)

Size
EcoRI Xbal standards

Blot and
probe with
radiolabelled,
gene-specific
sequence

P

Detect by
autoradiography

Size

EcoRI

Xbal standards

EBlot




Southernova analyza potomku
heterozygotnich rodici (RFLP)

Father Mother

Heterozygous parents ! Q

Heterozygous and
homozygous offspring ﬂ

. =

- —g Offspring
g s

Fi #1 #2 #3

Pokud je vyskyt vétsiho fragmentu spojen s nemoci je tieba
sledovat dceru #1, sourozenci #2 a 3 jsou prenaseci




Ribotypizace bakterii
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sekvence repetice VNTR

Vyuziti VNTR pr
pripravé profilu DNA .

Johna Doe .-~ DNA od
& Jima Doe péry
C— o
:?1:#;1 zzizz :‘—‘::}> homologickych
A A A A chromozomul
lokus 2 ¢ AllllA )} (AIIIIIIA)
VNTR ClalEEE=] >) P )
A A A
lokus 3 :A—:a SESSSsss e
c_:
VNTR (rrrrrrrris
tepen: restrikénim
enzymem a rozdeleni
Legenda: fragmentu
A= cilové misto elektroforézou
pro ]
restrikéni
enzym i B
—6  pocet kopii
s repetitivni
— —| ,  SEKVENCE
|
S -2

vysledek Southernovy hybridizace



Vyuziti VNTR pri
testovani otcovstvi

" izolace DNA z bunék otce, matky a ditéte

= §tépeni DNA, elektroforéza, Southerniyv
prenos

= vSechny pruhy v zobrazeni profilu DNA
ditéte by mély byt pritomny v kombinaci
profilt jeho rodici

" |ze pouzit vice sond



Testovdni podobnosti DNA
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- studium pribuznosti organismu W O T MESe R TS e
- zaklad pro s‘rudlu.m Je jich evolct’.lce LY o~ T,
- tvorbu fylogenetickych strom ’?-h et “'5*'\( T Ny
Postup:

= §tépeni DNA na malé fragmenty a
jejich separace (denaturace)

" smiseni denaturovanych DNA ze n

srovndvanych vzork

" renaturace méné pribuznych retézcl nebude perfektni, stabilita hybridi
bude odpovidat mire komplementarity retézct - Ize provérit podle miry energie
nutné pro jejich opétnou separaci

" DNA hybridy pribuznych retézct budou denaturovat pri vyssich teplotdch



