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Duraz kladen na Cistotu nikoliv mnozstvi - PCR




- Odstranéni proteinu

* DNA vs RNA

- |zolace specifickeho typu NK



- genomicka (chromosomalni)

- organelova (mitochondrie, chloroplasty)
- plasmidy (extra-chromosomaini)
- virova (ds nebo ss)

- komplementarni (MRNA)



NEJPOUZIVANEJSI METODY

 na zaklade rozdilne rozpustnosti — extrakce,
srazeni

* na zaklade vlastnosti - chromatografie — polarita-
adsorpcni, naboj-ionexova

- sedimentace - gradientova ultracentrifugace



1. Rozbiti bunek a membran pro uvolneni NK

2. Inaktivace DNA- nebo RNA-degradujicich
enzymu (DNasy, RNasy).

3. Separace NK od dalsich komponent uvolnenych
Z bunky.
- Extrakce/Precipitace

- Chromatografie
- Ultracentrifugace



EXTRAKCE/PRECIPITACE




2 The cells are removed

1 A culture of bacteria is grown and broken to aiv
and then harvested 0 give
a cell extract
Centrifugation | - -
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Pellet of cells
/A N S
-
SR PN U
‘-\‘(;'-7' Ny y
l'\"‘ "7 Pure DNA
4 The DNA is 3 The DNA is
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Izolace genomicke DNA

Typicka procedura
1.Sklizeni bunek
2.Lyse bunek
0.5% SDS + proteinase K (55° nekolik hodin)
3.Fenolova extrakce

Jemné trepani nekolik hodin
4.Ethanolova precipitace
5.Pusobeni RNAsy a proteinasy K
6.0pakovani kroku 3 a 4.




Extrakce/Precipitace

Krok 3: Organicka extrakce

Vodna
Smichani vzorku s faze
organickou fazi ve
stejnem pomeru. Centrifugace Pouziti vodné faze |
e.g. phenol, chloroform,

\/ or phenol:chloroform \/ Interfaze

" A o Organicka
faze

Opakovana|extrakce pro zvysSeni Cistoty

Hruby lyzat obsahujici NK Vodna faze obsahuje NK, organicka
a dalSi soucasti bunky faze bilkoviny a lipidy. Nerozpustné
slozky pritomné v interfazi.




Extrakce/Precipitace

Krok 4: Precipitace NK

Pred / g \
:
:| Super afant | 70% EtQH

= ~entrifugace Centrlfugace

!_. ' — | A

: Pelet \/

Rozpusténi
(H,O, TE, etc.)

4

Pridani EtOH a soli
2-2,5 objem EtOH
-20°C
Vysoka |
pH 5-5.5




Krok 5: Pusobeni RNAsy

Detail kroku 5

+ DNase

\

Pouziti nukleas pro odstranéni nechténé DNA nebo RNA

RNA

+ DNase (protein)

[DNA

FEOVOLOROT

+ RNase (protein)




CHROMATOGRAFIE




Adsorpcni chromatografie

Adsorpéni chromatografie

Krok 1: Priprava lyzatu Krok 2: Adsorpce na silikagel

Extrakéni pufr pro vazbu DNA a
RNA na silikagel:

- nizke pH

» vysok3 iontova sila

« chaotropni sol




ADSORPCNI
CHROMATOGRAFIE

Adsorpcni chromatografie

Krok 3: Vymyti kontaminant

Srom e Dfe——




Ionexova chromatografie

Vazba pfi nizkém pH nizke I

Eluce zvySenim pH nebo vysokou I

DEAE (diethylaminoethanol) Chemical structure
of DNA




GRADIENTOVA

CENTRIFUGACE

De¢leni Castic liSici se navzajem svou velikosti (molekularni hmotnosti),
probih4 pomoci centrifugace v tzv. sacharozovych gradientech, tj. v
roztocich sacharozy, jejichz koncentrace u dna centrifugacni zkumavky je vySsi
nez u hladiny ( linearni gradienty 5 - 20% sachardzy). Vzrustajici hustota
roztoku a tim 1 jeho viskozita eliminuji odstredive zrychleni pusobici na ¢astice,

jehoZ hodnota se smérem od osy otaceni zvySuje. Gradient tak zajist'uje konstantni
rychlost sedimentace ¢astic, podminuje jejich stabilitu a snizuje difizi usazenych ¢astic do okoli. K
pripravé gradientll 1ze pouZit rovnéz dalSich latek, napt. D 20, ficoll aj.

Pouziva se gradientt chloridu cesného — déleni dle odlisné specifické hustoty.
Roztoky CsCl se vyznacuji vysokou hustotou a pi1 centrifugaci samovolné

vytvareji koncentracni a tim 1 hustotni gradient.

Gradient je ur¢en pocatecni koncentraci CsCl a rychlosti otaceni. K ustaleni gradientu dojde béhem
nckolika hodin.

Biomakromolekuly, které se na pocCatku centrifugace promichaji s roztokem
CsCl, se p1i1 centrifugaci usadi ve vrstvé roztoku (gradientu), odpovidajici jejich
vznaS$ive hustoté (jeji hustota je ponckud odlisna od specifické hustoty).



Gradientova centrifugace DNA CsCl

o Sample loaded onto top of
Sample of nucleic acid concentration gradient

Experiment begins -

Tubes placed in ultracentrifuge and rotated at high
speed; Sample is separated into its two components




Linear and

oc DNA \\

-

Supercoiled ~
DNA

(a) An EtBr-CsCl
density gradient




IZOLACE RNA - SPECIALNI PRISTUPY

NUTNO POUZIT INHIBITORY RNASY

extrakce guanidium chloridem
fenolova extrakce pri pH <4 (pH 8 pro DNA)
pusobeni RNase-free Dnase

selektivni precipitace rRNA, mRNA s LiCl

oligo-dT afinitni chromatografie - mRNA

() R




Kontrola NK

* spektrofotometricky

 kvalita

* kvantita T L2
* gelova elektroforéza o

* kvalita ———

A260 1.0 = 50 pg/mles ~ 33 pg/mlss
A260/A280 1.6-1.8
A260 1.0 ~ 40 pg/ml

A260/A280 ~2.0




Kontrola degradace: DNA Kontrola degradace: RNA

sgenomicka
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PCR
MULLIS 1983 NC 1993

Templatova DNA, primery, NTP,
Taq polymeraza (75-80°C) thermocycler

Target sequence
N\

Separate strands

SR by heating to 95°C.

Figure 13-11 part 1 Concepts in Biochemistry, 3/e
© 2006 John Wiley & Sons
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Step 2 Hybridize primers

by cooling to 50°C.
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Figure 13-11 part 2 Concepts in Biochemistry, 3/e 5’ — 3 !
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DNA is synthesized
Step3 by extending the primers at 72°C.
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Figure 13-11 part 3 Concepts in Biochemistry, 3/e
© 2006 John Wiley & Sons



Denature DNA

Temperature (°C)

Metodika umoznujici

mnohonasobn¢ zmnoZeni

(amplifikaci) specifickeho

useku DNA 1n vitro zaloZena
na principu replikace

Taille attendue
du fragment

—




THERMOCYCLER

Replikace DNA in vitro
vyZzaduje pouze jeden enzym!

Hexlicd

Reak¢ni smés obsahuje:
: S 1) vodu
bl 2) nukleotidy (ANTP)
pg total RNA per reaction . 3) reakcnl p ufr
bp M 10° 105 10* 10° 10210" 1 0O 4) primery
1,500 1 7
/000 - = [ 5) termostabilni DNA
500 - ’ — .
jj-actin
amplimer polymera}zu
6) templatovou nukleovou
kyselinu (DNA)

7) ptipadne¢ pridatné latky

Mastercycler




REAL TIME PCR

slouzi pro kvantifikaci DNA a transkripce.

zalozena na klasické PCR, kontinualni zaznam mnozstvi DNA
v prubéhu kazdého cyklu.

kvantifikace umoznéna pritomnosti fluorescencniho substratu, ktery
se vaze na pritomnou DNA.

hladina fluorescence substratu navazaného na DNA je detekovana
detektorem a odrazi mnozstvi pritomne DNA, tj. i mnozstvi
vychoziho templatu.

real-time PCR se obvykle provadi v 96-ti jamkovych destickach.

Pro detekci cilové DNA je real-time PCR je vysoce citlivou metodou
a pokud jsou vyuzity specifické fluorescencni substraty, tak je to
| metoda vysoce specificka.



REAL TIME PCR

1. Navazani: SYBR® Green | se vaZze béhem kazdého
cyklu na dvouviaknovou DNA.

AL A | |
“®- -®- O -0 -©-
g T

—— T

2. Denaturace: Ve fazi denaturace DNA je SYBR®
Green | uvolnén z vazby na DNA a celkova fluorescence

dramaticky klesa.
&
L=l

3. Polymerizace: Bé&éhem annealingu primera a elongace
fetézce se Sybr Green opét zacina navazovat na
vznikajici dvouvlaknovou DNA - fluorescence stoupa.

FORWARD PRIMER

r

| .
o

&
REVERSE PRIMER

4. Ukoncéeni polymerizace: Emitovana fluorescence
dosahuje maxima.

1. Polymerizace: Fluorescenéni substrat (reporter - R) a
jeho zhasec (Q) jsou navazany na 5" a 3' konce TagMan

sondy.
Q PROBE 03'

FORWARD PRIMER

%

3
5-

2. Elongace retézce: Dokud je sonda intaktni zaZeni
emitované substratem R je pohlcovano blizkym

"zhasecem”.
R_o.

5°
3
5

3. Odstépeni: kdyZ Tag polymeraza dorazi k zaCatku
sondy, postupné ji odchlipuje aZ odstépi fluorofor. Ten se
timto oddali od zhasece a emitované svétlo pfestane byt
pohlcovano - detekovana fluorescence stoupa.

\I/

ht by Q.

4. Polymerizace ukonéena: reporterova barva oddélena
od zhasSece emituje charakteristickou fluorescenci.

|
30 .. 9s

Férsterova vzdalenost 1 — 10 um
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REAL TIME PCR




“standard curve”

K =-log{1+E)
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(C), (C), (C)y poletcykll ' (Cylg

Real-time PCR je zaloZena na konceptu Ct hodnoty (Ct jako cycle of treshold,
cyklus prahu). Ct hodnota reflektuje cyklus, kdy dochazi k nartstu fluorescence
nad prah pozadi, které se v reakci vyskytuje. Tato fluorescence je zachycena
detektorem. Cislo tohoto cyklu je zaznamenano a dale vyuzivano pravé jako Ct
hodnota. Ptitom je dulezité s1 uvédomovat, Ze ¢im je Ct nizsi, tim vice bylo do
reakce dodano templatové DNA, a naopak.

Pokud budeme uvazovat, Ze uCinnost PCR reakce je 1dealnich 100%, 1ze rozdil
v koncentraci templatové DNA nanesené do reakce u srovnavanych vzorku,
vyhodnotit jako rozdil v Ct hodnotach. Tj. jako 2 ACt, kde ACt je rozdil v Ct

hodnotach mezi srovnavanymi vzorky.



REAL-TIME PCR

Oblasti vyuZiti

 Analyza genove exprese

 Detekce geneticky modifikovanych
organismu

» Detekce a kvantifikace patogenu



REAL-TIME PCR PROTEINU

* Advantage of the ability to precisely control and rapidly change the temperature
of a large number of small volume samples while monitoring sample
fluorescence.

* Available excitation and emission wavelengths correspond to those of the dyes
commonly used as reporters for nucleic acids.

* intrinsic fluorescence of tyrosine and tryptophan residues cannot be detected —
utilization of green fluorescent protein (GFP), the addition of a reporter dye
(SYPRO orange), or naturally ﬂuorescent proteins
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REAL TIME PCR PROTEINU




STANOVENI SEKVENCE DNA

* RestrikCni enzymy

- Chemicke stepeni — Maxam Gilbertovo metoda

 Enzymova metoda

 Pyrosekvenovani



RESTRIKCNI ENZYMY
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RESTRIKCNI ENZYMY

(a) FEcoRI (b) EcoRV

l !

5 GAATTC I 5 GATATCY

& - R

3’ —C—T-T—A—-A-G—5 3—C—T—A—T—A—G 5

‘ |
Chromosome I Chromosome I1

DNA has DNA has only
l Cleavage site < Twofold sym . 3 target site; . . 2 of the target sites =
/\NIA//\\//\\//\M/\M/\\O\\I\\//\MAIOQ '\\OI&\’\O\'\O\’\O\\O\\O\\O\V\’\O\“I\
|~ A ——>|<«B>| |- C |

Cleave with
restriction enzyme
and electrophorese

i C
Fragment C is

the size of
A + B combined






MAXAM GILBERTOVA METODA

5- 32

B AAGTTAGCCTCAGTT 3

3- TTCAATCGGAGTCAA EZNS

dsDNA znacena na 5°- koncich
— znadeni 5 konce 2P '

Maxam-Gilbertova metoda

: 2 R o Separace Fetézcd.
— specifické chemickeé stépeni

— elektroforéza 5 325 AAGTTAGCCTCAGTT

V kazdé zkumavce je DNA sStépena chemickym
Cinidlem, které selektivné Stépi jeden nebo dva typy bazi.
|

Separace vytvorenych fragmenta elektroforézou.

Autoradiografie
a odecet sekvence
Zz autoradiogramu.

M PPO==P000=OPH= W




MAXAM GILBERTOVA METODA

radioaktivni znaceni na 5° konci DNA
(typicky pomoci kinazy s pouzitim gama-32P ATP) a purifikace fragmen
ktery se ma sekvenovat .

2) Chemické pusobeni vytvari zlomy v malé frakci u jedné nebo dvou bazi ze 4,
v kazdé se 4 reakci: (G, A+G, C, C+T).

>

guaniny (G) (a ¢asteCn¢ 1 adeniny) se methyluji dimethylsulfatem

Ptidavek soli (NaCl) k hydrazinu inhibuje methylaci thyminu, reakce je pak
specificka pro C.

3) Modifikované DNA jsou pak Stépeny v horkém piperidinu v pozici
modifikované baze. Tim se vytvari soubor znacenych fragmenti od znacencho
konce az po prvni Stépeni v kazdé molekule.

4) Fragmenty z jednotlivych reakci jsou naneseny na elfo vedle sebe v
denaturujicim PAGE pro separaci podle velikosti. Vizualizace pomoci
autoradiografie (rtg film) hydrazin a piperidin



ENZYMOVA METODA
elele)e)e)eee e e

Template strand 3" HO— 5

Sangerovo sekvenovani [EEEEEENEE

Tube 4

dATP -+ ddATP dATP dATP dATP

dGTP dGTP + ddGTP dGTP dGTP

dTTP dTTP dTTP + ddTTP dTTP

dCTP dCTP dCTP dCTP + ddCTP
ACTA ACTAG ACT
ACTAGCTA ACTAGCTAG ACTAGCT ACTAGC

\\‘ ACTAGCTAGCT ACTAGCTAGC

Figure 1129 Conceptsin Biochemistry, 3/
John Wiley & Sons.

Extension of

Electrophoresis gel
primer strand

49ra0n0Hdrp0a0n04d

un

Resulting X-ray image of primer strand sequence

AC T A G C T A G C T

| OH 3’
Sollololielcliclieliclicliclle

Figure 11-30 Concepts in Biochemistry, 3/e
© 2006 John Wiley & Sons
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2003 - PROJEKT LIDSKEHO
GENOMU

Each of six arrays has
&4 capdlanics

Array windows

Tha pore of setecuon

Scan hoad

Thi is the scanning
contocal lesar cbjectve

Anodo chambaer
LPA matrix is injected
under high prasura from
tRES DL
“'I THE Dll‘!!ﬁl'c{ ) Ll y Cathode stage

o 324 DNA sampies ara
-Fourum.dn“ ughput -Lowest sequencing cost per base - " AR = — Inpctad smutanaoUEly

+More genomes per week «Better efficiencies: less labor and less space

&
L]
a
o
il
o
'S
&
¥







PYROSEKVENOVANI

- Prvni reakci je DNA polymerace pomoci DNA polymerazy,
kdy dochazi k zarazeni prislusneho deoxynukleotid
trifosfatu (ANTPs) za uvolnéni pyrofosfatu.

Pozn.

Nové sekvenacni metody tzv. druhé generace (Next Generation
Sequencing, NGS) opét vyuzivaji syntézu DNA podle templatu, ale na
rozdil od Sangerovy metody jsou schopny detekovat pridavani bazi jednu
po druhé a zaroven sekvenovat tisice az miliony rozdilnych molekul DNA
najednou.



PYROSEKVENOVANI

Iterative additions

—» dCTP —» dGTP

Primed Template




PYROSEKVENOVANI

* Prvni reakci je DNA polymerace pomoci DNA polymerazy, kdy dochazi
k zarazeni prislusneho deoxynukleotid trifosfatu (ANTPs) za uvolnéni
pyrofosfatu.

* Vznikly pyrofosfat je uvolnén z polymerazy a mize slouzit jako
substrat pro ATP sulfurylazu. Pri teto reakci dojde ke kvantitativnimu
prevedeni pyrofosfatu na ATP.



PYROSEKVENOVANI

Iterative additions

—» dCTP —» dGTP

Primed Template




PYROSEKVENOVANI

 Behem treti a Ctvrté reakce je ATP prevedeno na svételny signal
pomoci enzymu luciferazy a nasledneé je svetelny signal
detekovan a vyhodnocen programem.



PYROSEKVENOVANI

Iterative additions

= dCTP —® dGTP

Primed Template

ATP Sulfurylase
AFSLb ATP + 50,%

PPi
D-luciferin Mﬂﬂumse.lucﬂnﬂn-ﬁﬂi’ +0,

Luciferase .1'

Luciferase + oxyluciferin + AMP + CO,

Sk

LT
Nucieatide addition order
_

CCD camara or
photomuliplicalor




PYROSEKVENOVANI

- Posledni enzymatickou reakci je reakce apyrazy, ktera
odstrani nezainkorpovane nukleotidy a ATP, aby nasledne
mohlo dojit k zopakovani celeho vyse popsaného procesu a
mohlo byt analyzovano zarazeni dalsiho nukleotidu. Tato
degradace je nezbytna, aby bylo zajistena synchronizace
mezi syntézou a detekci svetelneho signalu.



PYROSEKVENOVANI

Iterative additions

= dCTP —® dGTP

m- "AECET CA C1C

TCGCAGTAS Pi Pi
Y

Primed Template dNTP .ﬁ.li dMDP .ﬁ L dMMP

7 AMP

ATR ADP
B Apyrase

ATP Sulfurylase -~
APS ATP + SO,

PPi
D-luciferin Mﬂﬂumse.lucﬂnﬂn-ﬁﬂi’ +0,

Luciferase .1'

Luciferase + oxyluciferin + AMP + CO,

T 06 C A QTACF & TWH: A TA F O & © T'C TaAC AL 1
: x i

L L&LLULLMJLL.CLU T

LT
Nucieatide addition order
_

CCD camara or
photomuliplicalor




PYROSEKVENOVANI

Process Overview

2) Clonal Amplification 3) Load beads and enzymes 4) Perform Sequencing by synthesis
on 28 p beads in PicaTiterPlate™ on the 454 Instrument




454 PYROSEKVENOVANI r.2005

Technologie vyuZiva paralelni sekvenace: vice nez
-2 milion sekvenci zaroven.

-Lze ziskat aZz 1GB (gigabazi) informace béhem jedné
analyzy (cca4.5 h).

Vyuziti:

-sekvenace genom{ (nahodné nastépena genomova
DNA je sekvenovana a sestavena)

- studium metagenom( (4. souhrn vsech gend,
pritomnych v daném prostredi, pouziva se DNA
extrahovana ze vzorku pudy, vody, sedimentu,
mikrofldry streva ad.)

- tzv. amplikonové sekvenovani. Vlastni sekvenaci Zarizeni je velmi nakladné (cca 17

predchazi PCR zacilena na 16S nebo 18S geny mil. K<), analyzy jsou ale dostupné

prokaryot a eukaryot komercng, takze vétsina laboratori v
soucashosti vyuziva sluzeb externich

- analyza typu ,shotgun® — veskera DNA / RNA, sekvenacnich stredisek.
ziskana ze vzorku



SEKVENOVANI

Single
molecule?
1,000,000,000
o 100,000,000 Massively parallel
k= sequencing
§ 10,000,000 St
E seqQuencers
g 1,000,000 -+
= 100,0000 : Microwell
8 Capillary sequencing VOSeOUSNCING
3 10,000
- Gel-based systems
8 1.000 - Second-generation
g Adibaraiacs capillary sequencer
.—g 1007 Mmanual siab get First-generation
ke slab gel capillary
10~
I ] 0 J I v 1 1
1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 Future
Year

Stratton et al. 2009 Nature 458:719-724




GENETICKA DAKTYLOSKOPIE

The Process of DNA Typing

A




POUZITIi RESTRIKCNICH ENZYMU - RFLP

RESTRICTION FRAGMENT LENGTH
POLYMORPHISM

= Geny 1 nekddujici tseky DNA se mohou vyskytovat v
ruznych variantach na parovych chromozomech. Jedna
varianta se dédi od matky, jedna od otce, proto oznaceni

paroveé chromozomy.
» Rozdil mize byt v jednom, nebo vice nukleotidovych parech.

= Pro existenci teto metody byl nezbytny objev restrikénich
enzymiu (tzv. endonukledz), které dokazou rozstépit DNA na
jednotlivé tseky.

= Ty jsou poté elektroforeticky separovany a preneseny z
elektroforetického gelu na nitrocelul6zovou €1 nylonovou
membranu.

= Polymorfismus téchto fragmenti je potom detekovan za
pomoci hybridizace a ucasti specifickych hybridizacnich
sond.
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SHORT TANDEM REPEATS

'I'JCI 'IED 1#'3 1E'ﬂ 1EEI EEI"D EED E-H:I EECI EECI' EI{II.'J EEEI

AS*PROF]...US LADDER 4 Blue PROFILER PLUS LADDER

TR L
8 1111141117 Eﬂ 2111241271130
19 121 115]118]]21 1'EI 2211251128

13{|16]]19 20

Short tandem repeats (STRs) jsou kratke sekvence DNA, znamé
jako mikrosatelity, které se tandemove opakuji (opakuje se usek
1-6 bp dlouhy).




SHORT TANDEM REPEATS
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TESTY PATERNITY

Zjednodusené testy

- STR na Y chromosomu — muzskych potomku srovnani
s otcem

- Mitochondrialni DNA — dedi se po matce — matroklinni
dedicnost
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DNA CHIPY

Light

Mask 1 —

\
Photosensitive —
protecting groups z g : z :

1. deprotectlon
Growing
oligonucleotides

Glass substrate

LELEL.
O O 0 O 0 O

| l T 2. chemical
Maskz_;‘; — coupling
Y Y
LLLLE, LLILLY,
O OT O T O O O T O 7T O
o
G
4.
C T € & T G
FEENEERRN GGAAGT
O G T G T O A GTOGTC

repeat
—_—

Fixovanim sond na
pevny povrch je
umoznéno je prostorove
odd¢lit a paralelizovat
hybridizacni reakce.

Nukleotidova sekvence
je zakladem pro
specificitu danych sond.




DNA CHIPY
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DNA CHIPY - BARVA SKVRN
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DNA CHIPY - VYBAVENI




DNA CHIPY SOF TWARE

GirrsiFin — KT AL G5, 13008 G20 DT

b | | s B § B}




[ Cycli

[] Cycli

sl B-7 ]

IEp BT 08
l]“m@ln.n-
.. JA=h BsE-j
| N NN |

ZN Mo DH

uleig

BUll8Y

uis

elioy

1ieaH

9|10snW |e12|9%S
snJan
2181501

pue|g Aieyniid
pue|sg |eualpy
pue|g Alewwe |y
sealoued
PI0JAY L

usa|dg

apou ydwAiq
eayoel|

gunm

MOJIEW BuOg
snwAy |
asodipy
Aaupiy
yoewols
sulisajul |lews
JBAn

elUaoe|d

sisaL




PROTEINOVE CHIPY




PROTEINOVE CHIPY - TYPY

INTERAKCI

* Protilatka Antigen Ligand

AN

Detekce: SELDI MS, fluorescence, SPR, elektrochemicka, radioaktivita,



ANTI-GST PROBE
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Lecture 1.1




