Hybridizace nukleovych kyselin

" tvorba dvouretézcovych hybridl
ze dvou jednoretézcovych a
alespon cdasteéné
komplementdrnich molekul
nukleovych kyselin

" zaloZena na schopnosti
DNA

" specifita pdrovdni mezi
definovanou DNA (sondou) a
zkoumanym vzorkem je zdkladem
mnoha metod

(a) Nestabilni hybrid

(b) Stabilni hybrid

e

Kratké nekomplementarni oblasti
neovliviiuji celkovou stabilitu

(c) Hybrid DNA-RNA

DNA
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Denaturace a renaturace DNA

o

Q7 S
vysoké I pomalé ww
WWM teplota A«\ﬂg ochlazeni NV "17\

— —
vysoké snizeni
pH pH
dvojSroubovice DNA denaturace renaturaci se obnovi
na jednoduché retézce dvojsroubovice DNA
(po naruseni nukleotidovych (znovu se spoji nukleotidové pary)
pard)
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= oddéleni pIné komplementdrnich vidken DNA |ze dosdhnout napr.
plsobenim (90-100°C), extrémnich hodnot pH nebo

(formamid, mocovina)

" obnoveni béznych podminek umoziuje pozvolnou renaturaci



Prubéh denaturace i renaturace DNA
|ze sledovat spektrofotometricky

relativni absorbance pfi 260 nm
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zahajeni pomalého
ochlazovani na 20 °C

denaturovana
jednoretézcova DNA /

renaturace a obnoveni
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50 % molelful dvousroubovicové DNA
zdenaturovano -«
nativni
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Stanoveni hodnoty Tm

Teplota, pfi které dochazi k denaturaci Al AX = absorbance roztoku DNA pii 25 C

DNA zavisi na obsghu guaninu a 260 260 '
cytozinu v DNA. Cim vice obsahuje Afﬂ Arzﬁ} = absorbance roztoku DNA pFi t = 25 °C.
GC-parn, tim vyssi teploty je zapoti‘ebi 1.3

k jeji denaturaci. Rozmezi

denaturacnich teplot je zhruba 30 - 100 1 Absorbance je stanovena
°C. Denaturaci DNA provazi ' pri 260 nm.
hyperchromni efekt, tj. dochazi ke

zvySeni absorbance ultrafialového 11 ‘\zggﬁaTﬁgztzLENA
svétla. Hyperchromni efekt je zplisoben

rozpadem dvouretézcovych molekul

DNA na molekuly jednofetézcove, 1 teplota roztoku DNA
ktere absorbuji UV-zareni siln€ji nez 25 30 40 50 60 Y 70 80 90 (0C)
molekuly dvouretézcove. Tm

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.

V definovaném roztoku napf. plati, Ze

T, =693+ 041 (GC).
Odtud _
cc= 'm -693
0.41
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Monitorovani teploty tani dsDNA

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

- obsahu GC (a AT)
- koncentraci soli
- délce sekvence

- pFitomnosti nespdrovanych tseku

Vyzkousejte si hru DNA simulator na : https://aociti.itch.io/dna-simulator

}GC rich T Temp T Temp

} AT rich > —

} GC rich —


https://aoiti.itch.io/dna-simulator

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

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

pochazejici z molekul DNA ruznych zdroju.

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

Heteroduplex. Hybridni molekula DNA,
jejiz fetézce se vyznacuji neuplnou

komplementaritou.

5 * GATCGATCGATCGATC 3’
IRERRRRRARERRRN

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

ochlazeni

5  GATCGATCGATCGATC 3’

IRERERRE R
3> CTAGCTAGCCGGCTAG 5’




Vyuziti hybridizace nukleovych
kyselin

sekvenci (ve smési mnoha molekul
DNA budou hybridizovat jen ty, které jsou dostatecné
komplementarni) - z toho lze vyvozovat stupef pribuznosti
testovanych organismu

(hybridizovat mnohou i molekuly
DNA a RNA)

(FISH - fluorescence in
situ habridization)

nukleovych kyselin pomoci PCR (pFipojeni
primeru k templatu je rovnéz typ hybridizacni reakce)
vyhleddvani klonl nesoucich

Analyza tdni DNA - testovani stability



Ruzné mozZnosti usporadani
hybridizaénich experimentu

hybridizace nukleovych kyselin |

v elektronovém

v roztocich /) na filtrech ] mikroskopu } in situ
kolonii a plak ) teGkova . presavky z gelu Ap
i J/}

v

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

J




Typy prenosu z gelu na membranu podle
typu analyzovanych molekul

m Southernlv prenos - DNA
m northernovy prenos - RNA
m westernovy prenos - proteiny

m southwesternovy prenos - proteiny vdzajici
DNA

(sondou je DNA)

m northwesternovy prenos - proteiny vdzajici
RNA

(sondou je RNA)




Typicky hybridizacni experiment -
Southernuv prenos

m technika vyvinuta E.M. Southernem

m vlastni hybridizaci predchadzi elektroforéza DNA a presdvka
(blotting) na pevnou podlozku

BEZné pouziti:

O pritomnosti urcitych v bunééné DNA

o vzorkl DNA z riznych organismu
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Southernuv prenos - postup

u DNA daného vzorku gelovou
elektroforézou

= DNA a jednoretézcovych fragmenti DNA
nylonovy

O filtru se znacenou jednoretézcovou : hybridizace
sondy s komplementdrni sekvenci imobilizovanou na filtru

m odmyti nenavdzané sondy

= navdzané sondy - vizualizace hybridl (autoradiografie)
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RO,

of Priprava polotekutého agarézového gelu s jamkami pro vzorky DNA.

nalévani rozvarené agarézy
do utésnéné vanicky s hfebinkem

Pred prenosem na
pevny podklad se
provadi
elektroforéza

agarozovy gel

lepici paska
(utésiujici okraje vanicky)

Ro_
0 Odstranéni hiebinku a tésnici pasky po té,
co agaréza ztuhla, a umisténi gelu

do elektroforetické vany.

RO
o Nanaseni roztoku DNA
do jamek v gelu.

roztoky DNA

elektroda
z platinového dratku

pufr

agarézovy gel

Ro_
o Pfipojeni zdroje elektfiny
a zaCatek elektroforézy.

10 203 ddab 6

lektroda +
elektroda - eertoca

.—.m—_—owuu —3,2kb

i P et — 1.7 kb

_\1,5 kb

Y

Ro_
© \Vyimuti gelu z vanicky,
obarveni etidiumbromidem

elektroforeticky zdroj a vyfotografovani v UV svétle.




stoh papirovych ruéniki

(A) neznatena DNA ~
rozstépena
restrikéni
nukledzou

(B)

znacené DNA

ruzné velikosti slouzi

jako standardy
agarosovy
gel

myci houba

alkalicky roztok

FRAGMENTY DNA JSOU ODDELENY
ELEKTROFOREZOU NA AGAROSOVEM GELU
BARVENI GELU, FOTOGRAFOVANI
DEPURINACE (HCI, PRO DNA >15 Kb)
DENATURACE (NaOH)
NEUTRALIZACE (TRIS.HCI, V PRIPADE PUFRU SSC PRO PRENOS)

ODDELENE FRAGMENTY DNA

Prenos DNA z gelu na
membranu a hybridizace se
sondou
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nitrocelulosova
membrana

PRENESENY NA NITROCELULOSOVOU MEMBRANU

odstranéni nitrocelulosového

- papiru s pevné navazanou DNA

gel

ZNACENA DNA-SONDA
JE HYBRIDIZOVANA

S ODDELENOU DNA .
zalepeny
plasticky
sacek

(D)

N

oznacend DNA-
sonda v pufru

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

(E)

prouzky
znacenych
standardu

znatené

> prouzky
z pokusu
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Southernuv prenos
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DNA obarvena
etidium bromidem

autoradiogram
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Typy sond
m restrikent fragmenty dvouretézcové DNA
m produkty PCR
m mRNA izolovand z bunék nebo tkani

m RNA franskripty in vitro

m syntetické oligonukleotidy



Radioaktivni znaceni sond

Izotop siry a fosforu lze vyuzit pri
znaceni nukleovych kyselin

Adenosin 5'-[a-3°S] thio trifosfat ”)tEj>
N
N

0 0 S
I I I

HO

;o
D-I-lDHDHHHH




Neradioaktivni znaceni nukleovych kyselin digoxigeninem
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Molekula DIG-dUTP

COH

OH

linearni denaturovana DNA

nahodné dATP, dCTP, dGTP,
hexanukleotidy dTTP

TTTTTT | *DigautP$

Klenowova polymeraza

syntéza znacené
Dig-dUTP DNA

EREEEEEEEELOEEEEEEE RN

hybr|d|zace na filtru

detekce navazané sondy
<D|g -AP>
konjugat




Neradioaktivni znaceni sond

O

o
Hep,

m Digoxineninem
oL

H Digoxigenin
m Biotinem Njf
HZ__EH
S X
m fluorescencnimi znackami (fluorescein)

= ME_GH

| 0
=
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Zpusoby znaceni sond

m prostrednictvim ndhodnych hexanukleotidd

m posunem jednoretézcového zlomu

m koncovym znacenim
m znhacenim vektoru s naklonovanou sondou

m znaCenim transkriptl in vitro



Znaceni DNA pomoci
nahodnych oligonukleotidu

" k ssDNA se prida smés
hexanukleotidl o riznych sekvencich

" k témto primertm pripojuje DNA
polymerdza znacené nukleotidy

ds DNA
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denaturace
pfipojeni ndhodnych
hexanukleotidl
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Klenowova
polymeraza
+ a32P-dNTP
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vyuziti nazna¢ené DNA jako
hybridiza¢nich sond
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Znaceni DNA posunem

jednoretézcového zlomu

] ds DNA )
SIIIIIIIIIIIIII TTTT 3
3rIIIIIIIIIIIIIl 111 =
DNaza | + Mg*™
vytvoreni
jednofetézcovych zlomu
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" vytvoreni ndhodnych
jednoretézcovych zlomtd DNdzou I

(nebo neradioaktivni

DNA-pol | + a32P-dNTP (N)
znaceno

3’

" odstranéni nukleotidd od mista S HHHHH

zlomu DNA polymerdzou I — l
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posun zlomu, nahrada
ods tranénych nukleotidi
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(exonukleazova aktivita b’ - 37)

znacena DNA
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= soudasné pripojeni znacenych C M

nukleotidl k 3" konci zlomu
spojeni T4-DNA-ligazou
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Znaceni koncu fragmentu DNA

a) znaceni

Byt @ e

;0: [ alkalicka fosfataza B T4-DNA-polynukleotid F

V kindza + 32P ATP . -
OH \'—/

3 A4



Znaceni koncu DNA fragmentu
b) znaceni

o B @kﬂ E
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termlnélmtransferéza P 0 B
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DNA polymeraza | (Klenow)
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Detekce neradioaktivnich znacek
nukleovych kyselin

K znaceni NK se pouZiva napr. biotin-16-dUTP (analog TTP)

Detekce DNA znacené bio-dUTP

1. avidin (streptavidin) konjugovany s alkalickou fosfatazou
" chromogenni substrat (X-fosfat + NBT)

m barevnad reakce

2. avidin (streptavidin) konjugovany s luciferdzou
m substrat (luciferin)
m emise svétla - detekce luminometricky

3. avidin (streptavidin) konjugovany s krenovou peroxidazou
m substrat (luminol)
m emise svetla - detekce luminometricky



DNA

Detekce biotinu

= protilatkou s navazanou alkalickou fosfatazou (AP)

Substrat pro AP: A) X-fosfdat + NBT
B) lumi-fosfat

Enzymovad reakce: odstranéni fosfdatové skupiny

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

= - zabrdnéni nespecifické vazbé sondy na
membradnu (Denhardtlv roztok, BLOTTO, heparin, heterologni
DNA)

. - havazani sondy na komplementdrni sekvence

(68°C nebo 42°C s formamidem) - Ize volit rizné podminky
(.stringence")

" - odstranéni nenavdzané sondy (Ucinnost je
ovlivnéna teplotou, koncentraci soli)

- autoradiografie
- imunologicka reakce - barveni (luminiscence, fluorescence)
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Teckova hybridizace (,dot blot™)

®* ® * .
2 © ® & & & H
Postup: s 0 .

m sonikace nebo restrikce genomové DNA; linearizace plazmidové
DNA

m denaturace
= naneseni vzorkd DNA na podloZku v podobé tecek
m hybridizace se sondou

m hodnoceni hybridizace (vizudlné, denzitometrem, B-spektrometrem)



Teckova hybridizace pri analyze genové
exprese

Postup: hybridizaéni sondy specifické
pro jednotlivé geny
m hybridiza¢ni sondy specifické pro 1234567 8 910
Jedno‘rllve geny se nanesou na X
:cnﬁmbranhu pomoTCI vakuového 100000000 @@ 2
Itracniho pristroje 210000000000
1000000000 ® 4

= membrdna se vloZi do hybridizaéniho
r'oz‘roku obsahuycuho molekuly RNA 10000000000

oznacené r'adloak'rlvmm izotopem 51000000000 @60

nebo fluorescenénim barvivem 1000000000 O®0

1000000000 O

m vizualizace oznaéené RNA navdzané 10000000000
ha sondy 100000000 ® O 100

nylonova membrana nesouci
matrici 100 sond



Hybridizace in situ

m detekce DNA nebo RNA v intaktnich burikdch radioaktivnimi nebo
fluorescenénimi sondami

m kombinace hybridizace s mikroskopii
Vyuziti:

m prostorova lokalizace nukleovych kyselin v bufikdch a tkanich
(hybridizace bunééné RNA)

m lokalizace geni (sekvenci) na chromozomech (hybridizace jaderné
DNA)
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Obvykla fluorescencni barviva
m fluorescein (zelena fluorescence)

m rhodamin (Eervena fluorescence)

m kumarin (modra fluorescence)
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Postup hybridizace in situ pri studiu
chromozomi

v/ . /, /, (a) Lidské chromozomy v metafazi
m priprava cytologického preparatu —
. . v o / . = profil prouzku
= fixace objektu na podloznim sklicku | i<y
3 v/ . 3 / \‘N iy >
m inkubace za pritomnosti ribonukledzy Y “@4 Pt
a NaOH (degradace RNA a o e
denaturace DNA, chromozdémy se
¢dstecné rozbali a odhali tak ) i it ybrdzace
struktury DNA bézné skryté uvnitr Rozine

/ o
chromozomu)
m hybridizace se znac¢enou sondou

m autoradiografie nebo stanoveni
fluorescence

m barveni prepardtu
m svételnd nebo fluorescenéni \ )

lokalizaci &7
klonovaného genu /
g —X ./

mikrOSkopie na chromozomu R4 /(;:j

/

f chromozomy
—_—
Pouzit probu,

N autoradiogram
Podlozni sklicko
s upevnénymi burikami
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Pouziti hybridizace in situ pro detekci
genu na chromosomech (FISH)

Fluoresence In Situ Hybridization

Labeling with
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Pouzito 6 rlznych sond pro analyzu lidského
metafdzniho chromozomu 5.

Kazda sonda vytvari 2 tecky na kazdém chromozomu (v
mitdze je DNA zreplikovdna, tj. chromozom je sloZen ze
dvou chromatid).




Vyuziti hybridizacnich
technik v praxi
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Detekce rekombinantnich klonu

- bakterialnich
- fagovych

Postup:
m vysev ha plotnu (100 - 1000 CFU/PFU)

m rlst do primérené velikosti kolonii
m prenos nal- 2 filtry

m lyze bakterii denaturace DNA

m hybridizace se sondou

m autoradiografie

m vyhleddni odpovidajicich kolonii (plak) obsahujicich hledanou
sekvenci DNA
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Detekce bakterialntho klonu nesouciho
urcity fragment DNA

kotouéek savého papiru

inkubace
se sondou a promyti kolonie
obsahuijici
_~ znaceny
plasmid
radioaktivné pfiloZeni fotografického
znaden4a sonda DNA papiru na kolonie
RN \
ol
’ .
\ DNA &

. . avédzand | T T
Petriho miska Y, : avp:pir: *>
s bakterialnimi ! B
koloniemi : 4

. s
P ST o o
/
film V‘f
) } lyze bakterii poloha zna¢enych
odloupnuti papiru a denaturace DNA kolonii detegovana
z misky k pofizeni v alkalickém prostiedi autoradiografii

repliky kolonii
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Selektivni hybridizace
restrikénich fragmentu (SRFH)

m Zdkladni metodické kroky pri SRFH

stépeni celkové chromozomadlni DNA restrikénim enzymem
separace fragmentl pomoci elektroforézy

prenos fragmem‘u z gelu na nitrocelulézovou nebo nylonovou
membradnu

hybridizace DNA navdzané na membrdné s jednou nebo vice
znaéenymi sondami homologickymi se zkoumanymi geny
detekce navdzané sondy

= sondy znalené radioizotopy + autoradiografie

= sondy znacené neradioaktivné (digoxigenin, biotin, fluorescein,
atd.) a ndslednd detekce zahrnujici enzym (AP) a bar'vo‘rvorny
substrat nebo enzym a chemiluminiscencéni substrat

vyhodnoceni RFLP
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Lokalizace specifickych sekvenci v
genomové DNA

Size Size
EcoRI Xbal standards EcoRI Xbal standards
Blot and
probe with
radiolabelled,
Fragments gene-specific
of many sequence
different I
sizes i ; Detect by
: autoradiography s

(a) Blot
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Southernova analyza potomku
heterozygotnich rodi¢u (RFLP)

Father

Mother
Heterozygous parents ! O
Heterozygous and
homozygous offspring ﬂ

Offspring

Father
Mother

#1 #2 #3 &4

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



Princip selektivni hybridizace

32p { abeled-rRNA
OR

Non radioactive
Labeled-rRNA

Lo I o)
COCD Cells
5

AT DNA

Restricted DNA
after endonuclease
treatment

Electrophoresis

= 2
CGel -!- -+ Membrane
— Blotting

'

Membrane
Probing

Size
Marker

HHTHID |-
R
010l

P10

: —
—— J— Y el

. R —
- s
. A

o
E—
- —

e oy
-

Priklad hybridizace se
sondou specifickou
pro16S rDNA.
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Princip ribotypizace

m Ribotypizace zahrnuje fingerprinting
restrikénich fragmentl genomové DNA, které

obsahuji cely nebo ¢ast genu kddujiciho 16S a
235 rRNA.

m Hlavni vyhody ribotypizace:
Sekvence gent pro ribozomdlni RNA jsou velice

konzervativni, proto pro ribotypizaci véech
Eubakterii miZe byt pouzita jedind sonda.

JelikoZ vétsina bakterii obsahuje nékolik
ribozomalnich operont, ziskdme po hybridizaci
dostateéné mnozstvi fragmentl umoznujicici
mezidruhové i vnitrodruhové odlieni kmend.



RiboPrinter™ System Work Flow

— EXTERNAL TO RIBOPRINTER™ SYSTEM ———

Picking Samples Heat Treatment DNA Preparation

Automatizace
ribotypizace O

Pattern Detection Membrane Processing Separation &Transfer
/—FJ
Well . o
p N Gel A fragments
DNA fragment v
travel \
Memb
embrane Anode
L > J

Membrane travel
' . RiboGroup Windou B T _:_]

Filev)} VUjewv) Editv! Properties v} Searchv) Sortrt}
Lines/Page: 14 eos—m| 4|
RiboGroup RiboPrint{R) Pattern

JBSTREP 764-5-1 ] I =
JBSTREP 764-5-2 3 -
JBSTREP 764-5-3 I

JBSTREP 764-S-6 i
JBSTREP 872-5-1 i

[JBSTREP §72-5-2 ’
I] E] [JBSTREP 932-S-S I

JBSTREP 1639-S-8

/—j JBSTREP 1096-S-2 i
JBSTREP 1096-5-8 H

JBSTREP 1097-S-2 i
JBSTREP 1097-S-6 i
; JBSTREP 1108-S-2
Data Processing Pttt ; I

, Ready 14




" A
Sondy pouzivané pro SRFH u eukaryot

m Jednolokusové sondy
Hybridizuji k jedné hypervariabilni oblasti genomu a vytvdreji vzor o 1-2
prouzcich
Pro identifikaéni icely se pouzivd smés (.kokteil") jednolokusovych sond
Jsou citlivéjsi a davaji jednodussi obraz nez multilokusové sondy
Pro hybridizaci je treba min 10 ng DNA

= Mnoholokusové sondy

Hybridizuji k repetitivnim sekvencim vyskytujicim se s ¢etnosti 100 -
1000 v genomu

Pri Southernové hybridizaci se detekuje 20 - 30 prouzki

U ¢lovéka se vyuZivd minisateliti, z nichz 60 mad
spolecnou konvencni sekvenci

Délka repetici u kazdé z alel je polymorfni

Pravdépodobnost, Ze 2 jedinci budou mit stejnou délku
1 repetice po $tépeni restriktazou HinfI je 0,25.
Pokud uvaZujeme 36 detekovatelnych lokusu (prouzku),
je pravdépodobnost vyskytu stejného vzoru

0,2536=10-22
Nevyhodou je vysoky ndrok na mnozstvi DNA (250 ng)

Priklad hybridizace se sondou pripravenou z minisatelitu
v myoglobinovém genu s konvencni sekvenci GGAGGTGGGCAGGANG
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Vyuziti VNTR pr
pripravé profilu DNA -

sekvence repetice VNTR

JohnaDoe -~ .- DNA od
P Jima Doe oA
C— o >
{7:1(#;1 (:;:; T - }homologickych
A & A A chromozom(i
lokus 2 ¢ A'IIIA D (AllllllA)
VNTR (AIIIIIIIA) e I )
lokus 3 :A—: e
c_:>
UNTR e
tepen/ restrikcénim
enzymem a rozdéleni
Legenda: fragment(i
A= cilové misto elektroforézou
pro s
restrikéni
enzym ===
—6  pocet kopii
5 repetitivni

sekvence

|
i

vysledek Southernovy hybridizace



" A
Vytvareni profilu DNA pri identifikaci osob

" zaloZeno na predpokladu, Ze s vyjimkou jednovajecnych dvojcat
neexistuji dvé osoby s identickou sekvenci nukleotidt

" lidsky genom obsahuje mnoho rodin polymorfizmi DNA, které
|ze vyuZit k vytvdreni profilu DNA (otisk, .DNA fingerprint")

" jde o krdtké sekvence, které se vyskytuji v podobé tandemovych
repetici ruzné délky - tandemové repetice variabilniho poctu
(VNTR, variable number of tandem repeats)

" profil DNA je specificky soubor pruht ziskanych Southernovou
hybridizaci genomové DNA, kterd byla $tépena specifickym
restrikénim enzymem

" profil DNA Ize pripravit z minimadlniho mnoZstvi krve, spermatu,
vlasovych nebo jinych bunék po amplifikaci pomoci PCR



Vyuziti VNTR pri
testovdni otcovstvi | e

" jzolace DNA z bunék otce, matky a ditéte

" 3tépeni DNA, elektroforéza, Southerntyv
prenos

= vSechny pruhy v zobrazeni profilu DNA
ditéte by meély byt pritomny v kombinaci
profill jeho rodicd

" |ze pouzit vice sond




Soudni vysetrovani

L L 12 3

= profil DNA se pouzivd pro identifikaci
zlo€incl od roku 1988

" biologické vzorky testovdny v kriminalistice

" pravdépodobnost shody profilt dvou riznych
osob je 1:10°

!

s v



" J
Sledovani nukleovych kyselin elektronovou
mikroskopii

Electron
source

Vacuum
chamber o
Bl Beam of
| electrons

Sample

Screen

" paprsek elektronti md mensi vinovou délku nez viditelné svétlo -
proto md EM vyssi rozliSovaci schopnost nez svételnad mikroskopie

" zaostreni paprsku elektronl je mozné elektromagentickymi
c¢ockami (ne sklenénymi)

" materidly absorbujici elektrony d¢innéji jsou ve vysledném obrazu
tmavsi


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/6e/Elektronenmikroskop.jpg

"
Sledovani nukleovych kyselin
elektronovou mikroskopii

' Hot metal
|| filament

Vaporized
metal atoms

S
o ©
o
o
o o o
o o0
=

A e S LN ‘_:"'__7? 7

% -:ﬂ-- i ot Lo rogtey
AR

DNA molecules to be shadowed

" neosetrené molekuly nukleovych kyselin nelze pozorovat EM - droven
absorpce elektront je nizka

" musi se nejprve pokryt atomy kovu (zdrojem je kovové vlakno ze zlata,
platiny nebo woflramu)



" S

Sledovdni hybridizace elektronovou mikroskopii

Introny
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" sledovdni hybridi DNA-RNA se pouZivd pro studium
pFitomnosti intrond

" polet a poloha smyéek odpovidd poétu a poloze intront



" S
Testovani podobnosti DNA

Species ADNA Species B DMA

" na zdkladé hybridizace DNA-DNA

g

=

: " studium pribuznosti organismi - zdklad pro
‘f L studium jejich evolucnich vztaht, tvorbu

Ty fY| ogenet IC k}I/C h stromu

Z - " otcem metody je Charles Sibley
=

o " touto metodou bylo zji§téno, Ze lidskd a
Simpanzi DNA je vice pribuzna nez vzhledem k
: DNA orangutant a goril Common Pramy

Gibbon Orangutan Gorilla  chimp chimp Human



" S
Testovani podobnosti DNA
VA LYANT/AH

| Heat, OH™, formamide

M

Mative (double helix)

Postup:
= $tépeni DNA na malé fragmenty a

jejich separace (denaturace) (%
" smiseni denaturovanych DNA ze

/ / o
srovndvanych vzorku

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

" DNA hybridy pribuznych retézct budou denaturovat pri vyssich teplotdch



o
Profily tani (,melting profiles™)

" DNA 1 se navdze filtr kolony

" pridd se DNA 2, dojde k hybridizaci

" smeés se postupné zahrivd (teplota se zvysuje po malych intervalech)
" po kazdém intervalu se kolony promyje

" fragmenty, které ,roztaji" se stanou jednoretézcovymi a odmyji se

= teploty, pri kterych se DNA odmyje, odrdzZeji miru podobnosti sekvenci

DNA 2
pour
through

Hybridization
occurs
on filter

DNA 1 . YAVAVA
o Single
strands

DNA1
bound
to filter
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