Hybridizace nukleovych Kyselin

Tvorba dvoufetézcovych 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

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

e zm¢na v usporadani bazi pi1 denaturaci zvySuje
absorbci svétla pr1 vinove delce 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 linearn€ zvySuje s obsahem GC

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

- obsahu GC (a AT)

- koncentraci soli

Molarni procents G +C

- délce sekvence

- pFitomnosti nespdrovanych Useku
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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-parn, tim vyssi teploty je zapoti‘ebi
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 dvouretézcovych molekul
DNA na molekuly jednofetézcové,
které absorbuji UV-zateni siln€ji nez
molekuly dvoufretézcove.

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

op¢€tna tvorba dvouretézcovych struktur z jednoretézcovych
polynukleotidu za vhodnych pripojovacich (,,annealing®)
podminek

nastava pif1 pomalém ochlazovani (65°C) roztoku teplem
denaturované¢ DNA

nenastava pi1 prudkém ochlazeni roztoku DNA s vysSi
teplotounez 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 ¢aste¢né nebo uplné
komplementarnich DNA fetézcu
pochazejicich z riznych dvouretézcovych
molekul DNA nebo podobné spojeni DNA-
retézce s RNA retézcem; 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 rtznych zdroju.

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

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

5 ¢ GATCGATCGATCGATC 3’
ERENRRRARRRAAEE

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

ochlazeni

5 * GATCGATCGATCGATC 3’

IRARRR N
3> CTAGCTAGCCGGCTAG 5’




Vyuziti hybridizace nukleovych Kkyselin

test komplementarity sekvenci (ve smési mnoha molekul DNA budou
hybridizovat jen ty, které jsou dostatecné komplementarni) — z toho Ize
vyvozovat stupen pribuznosti testovanych organismu

testy genove exprese (hybridizovat mnohou 1 molekuly DNA a RNA)
lokalizace genti na chromozomech
testy paternity, identifikace osob, atd.

amplifikace nukleovych kyselin pomoci PCR (pfipojeni primeru k
templatu je rovnéz typ hybridizacni reakce)

vyhledavani klonti nesoucich rekombinantni DNA

cipove technologie (,,microarrays*)

spojovani fragmentu pi1 klonovani

zékladem hybridizace je vZdy znaCena sonda o znamé 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

e 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 hybridiza¢ni experiment -
Southernuv blot (presavka)

 technika vyvinuta E.M. Southernem

* béZné pouziti pi1 detekci pritomnosti
urcitych genu v bunécné DNA nebo pri1
sledovani evolucni pribuznosti vzorka DNA
z ruznych organismu




Southernuv blot (presavka) - postup

rozdé€leni restrikCnich fragmenti DNA dan¢ho
vzorku gelovou elektroforézou

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

inkubace filtru se znaCenou jednoretézcovou sondou
- dojde k hybridizaci sondy s komplementarni
sekvenci imobilizovanou filtru

odmyti nenavazane sondy

detekce navazane sondy - vizualizace hybridu
(autoradiografie)



stoh papirovych ruénika odstranéni nitrocelulosového
papiru s pevné navazanou DNA

(A) neznadena DNA ~ (B) (C)
rozitépena - Cktrop
restrikéni Orezg nitrocelulosové |
nukleazou ~ membréana ge

znatené DNA
rizné velikosti slouzi

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

oznaéena DNA-
sonda v pufru

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

(E)

prouzky
znacenych
standard(

znacené

- prouzky
z pokusu

/
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Southernuv prenos
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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 pienos

* vakuovy prenos




Kapilarni prenos

sklenéna deska

8-10 cm
papirovych utérek
34 archy 3—4 archy
Whatman 3MM // Whatman 3MM
namocené
, , v roztoku pro prenos
nylonova membrana
agarozovy gel 3—4 dlouhé archy
obsahujici DNA | |4 Whatman 3MM

namoceneé v roztoku,
které slouZi jako knot

i \
sklenéna vana / sklenéna deska

roztok pro prenos

napric vanou (20 x SSC nebo 0,4 M NaOH)
ma funkci nosice



Teckova hybridizace (,,dot blot*)
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Postup:

® o ¢
 sonikace nebo restrikce genomoveé DNA; linearizace
plazmidové DNA

* denaturace

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

e hodnoceni hybridizace (vizualné, denzitometrem,

B-spektrometrem)



Typy sond

* 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 jednofetézcoveho zlomu
(,,nick translation®)

koncoveé znacCeni

znaceni vektoru s naklonovanou
sondou

znaceni transkriptu in vitro (RNA)




Znaceni DNA pomoci
nahodnych oligonukleotidu

»Random primer DNA labeling*

* k ssDNA se prida smes
hexanukleotidu o ruzné
sekvenci

 k témto primerum pfipojuje
DNA polymeraza znacCené
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
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vyuziti naznaené DNA jako
hybridiza¢nich sond




Znaceni DNA posunem
jednoretézcového zlomu

»I\Nick translation*

Vytvoreni nahodnych
jednoretézcovych zlomu
DNazou |

DNA polymeraza | odstranuje
nukleotidy od mista zlomu
(exonukleazova aktivita 5°-
37)

Soucasné ve stejném sméru
pripojuje znacene nukleotidy
k 3’konci zlomu

' ds DNA ]
= rrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrtl =
3rIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII 5
DNaza | + Mg™
vytvoreni
jednoretézcovych zlomu
 TTTN MTTTTTTTTTITITTITTTIT
AL IR PR RN RN RNl
3 5
DNA-pol | + a32P-dNTP (N)
N (nebo neradioaktivni
V\x—N znaceni)
S TTTTTIT TTTTTTTITTITITTTTTTIT °
oo LLLLILLLL IR RN N NI IIllll &
posun zlomu, nahrada
odstranénych nukleotidu
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Znaceni koncu DNA fragmentu

a) znaCeni 5 konctl

5‘1 P f-‘:">lﬂ B 0

"_—.-='" # -
P o B .ﬂtmucga P B T4-DNA - P
FOSFATA 24 PolyNertEortD 0
' >f KINAZA K >
H J )
2 ottty P-ATP -

1) OH



Znaceni koncu DNA fragmentu

b) znaceni 3" koncu
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Neradioaktivni znaceni sond

O

o
Hep,

e Digoxineninem ﬁ“

" 0

Digoxigenin

e Biotinem
ol

 fluorescencnimi znackami (fluorescein, rhodamin,
kumarin)




Neradioaktivni
znacCeni 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

lvselin bio;

protilatkou s navdzanou alkalickou fosfatdazou (AP)
Substrat pro AP: A) X-fosfat + NBT
B) lumi-fosfat
Enzymovad 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 nenavazane sondy

(aCinnost je ovlivnéna teplotou, koncentraci
soli)

4. Detekce navazané sondy
- autografie
- imunologicka reakce - barveni
- luminiscence

-fluoroscence




Hybridiza¢ni 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



Vyuziti hybridizacnich technik
vV praxi




Hybridizace in situ

Detekce DNA nebo RNA v intaktnich bunkach

radioaktivnimi nebo fluorescencnimi sondami.

Vyuziti:

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

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




Pouziti hybridizace in situ pro detekci genu
na chromosomech

PouZito 6 riznych sond pro analyzu

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




Obvykla fluorescencni barviva

 fluorescein (zelena fluorescence)
* rhodamin (Cervena fluorescence)

e kumarin (modra fluorescence)




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

genomove 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 potomkii
heterozygotnich rodicu (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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Priklad hybridizace se
sondou specifickou
pro16S rDNA.
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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, Southerntyv
prenos

= véechny pruhy v zobrazeni profilu DNA
ditéte by mély byt pritomny v kombinaci
profilt jeho rodi¢t

" |ze pouzit vice sond



Testovadni podobnosti DNA

. ’ v o« e _ - "’:.q"“-. ;.r-v 4 T\ T f\:\:“'\
ha zdkladé hybvr,'udlzace DNA-DNA O\ {j" v \ & AN (Jﬁgr} /
- studium pribuznosti organismu W O T MESe R TS e
- zdklad pro s‘rudlu.m Je jich evoli_lce LY o~ T,
- tvorbu fylogenetickych stromu ’?-h st " “'5*'\( T Ny
Postup: o Com

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

" smiseni denaturovanych DNA ze ™

/ 4 o
srovndvanych vzorku

" renaturace méné pribuznych retézcl nebude perfektni, stabilita hybridt
bude odpovidat mife komplementarity Fetézcl - Ize provérit podle miry energie
nutné pro jejich opétnou separaci

" DNA hybridy pribuznych retézct budou denaturovat pri vyssich teplotdch



