Hybridizace nukleovych Kyselin

Tvorba dvoufetézcovych hybridu za dvou

jednoretézcovych a komplementarnich molekul

Zalozena na schopnosti denaturace a renaturace
DNA.




Denaturace DNA

* oddéleni komplementarnich vlaken DNA
pusobenim vysoke teploty (90-100°C), extrémnich
hodnot pH nebo denatura¢nich ¢inidel (formamid,
mocovina)

« zm¢éna v usporadani bazi pi1 denaturaci zvySuje
absorbci svétla pr1 vinove déelce 260 nm
(hyperchromni efekt)




Renaturace

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

nastava pr1 pomalém ochlazovani (65°C) roztoku teplem
denaturované¢ DNA

nenastava pi1 prudkém ochlazeni roztoku DNA s vysSsi
teplotounez T

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

rozsah renaturace odpovida rozsahu komplementarity
sekvenci




Denaturace a renaturace (hybridizace) DNA

Relativni absorbance pri 260 nm
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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 vys$si 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 jednofetézcove,
které absorbuji UV-zateni siln€ji nez
molekuly dvouretézcove.

Teplota, pri niz zdenaturovalo 50 %
dvousroubovicovych molekul DNA, se
oznacuje jako teplota tani a vyjadruje
se symbolem T, . Tato teplota odpovida
inflexnimu bodu denaturacni kiivky.
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Hybridizace molekul nukleovych
kyselin. Spojeni ¢astecné nebo uplné
komplementarnich DNA fetézcu
pochazejicich z riznych dvouretézcovych
molekul DNA nebo podobné spojeni DNA-
retézce s RNA rfetézcem; 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 fetézce se vyznacuji neuplnou
komplementaritou.
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Faktory ovliviiujici tvorbu hybridu

* teplota
e koncentrace soli

e stupen
komplementarity

 de¢lka fragmenti




Vyuziti hybridizace nukleovych Kyselin

* test komplementarity sekvenci (ve smést mnoha
molekul DNA budou hybridizovat jen ty, kterée
jsou dostate¢n¢ komplementarni)

» detekce molekul DNA a RNA, ktere jsou
komplementarni k jakekoliv 1zolované nukleove
kyseliné

« zakladem hybridizace je vzdy znaCena sonda o
zname¢ nukleotidove sekvenci




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

HYBRIDIZACE NK

VROZTOCICH NAFILTRECH VELEKTRONOVEM IN SITU
| MIKROSKOPU

KOLONIf APLAK TECKOVA PRESAVKY Z GELU (BLOTTINGY)
{
SOUTHERNUV BLOTTING - DNA
NORTHERNOVY BLOTTING - RNA
WESTERNOVY BLOTTING - PROTEINY




Typy prenosu z gelu na membranu podle
typu analyzovanych molekul

* Southernuv prenos - DNA

* northernovy prenos - RNA

* westernovy prenos - proteiny

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

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




Teckova hybridizace (,,dot blot*)

Postup:

 sonikace nebo restrikce genomoveé DNA; linearizace
plazmidové DNA

* denaturace

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

* hodnoceni hybridizace (vizualn€, denzitometrem,

B-spektrometrem)
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Typicky hybridizacni experiment -
Southernuv prenos (blot, presavka)

 technika vyvinuta E.M. Southernem (1975)

* b&Zné pouziti pi1 detekci pritomnosti
ur¢itych gentl v bunééné DNA nebo pii
sledovani evolucni pribuznosti vzorku DNA
z ruznych organismu




Southernuv blot (presavka) - postup

rozdéleni restrik¢énich fragmenti DNA dan¢ho
vzorku gelovou elektroforézou

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

inkubace filtru se znaCenou jednofetézcovou sondou

- dojde k hybridizaci sondy s komplementarni
sekvenci imobilizovanou filtru

odmyti nenavazane sondy

detekce navazane sondy - vizualizace hybridu
(autoradiografie)
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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

znacCeni vektoru s naklonovanou
sondou

znaceni transkriptu in vitro (RNA)




Znaceni DNA pomoci
nahodnych oligonukleotidi

»Random primer DNA labeling*
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Znaceni DNA posunem
jednoretézcoveho zlomu

»Nick translation*
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Znaceni koncu DNA fragmentu

a) znaCeni 5 'konctl
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Znaceni koncu DNA fragmentu

b) znadeni 3" koncli
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Neradioaktivni znaceni sond

O

o
OHpyy,

* Digoxineninem ﬂ“

PSOL

Digoxigenin

 Biotinem
.

* fluorescencnimi znaCkami (fluorescein, rhodamin,
kumarin)




Detekce neradioaktivné znacenych nukleovych Kkyselin

digoxigeninem

Linearni denaturovana DNA

nahodné l dATP, dCTP, dGTP, dTTP
hexanukleotidy +Dig-dUTP ?
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Zpusoby presavky (,,blotingu‘)

 kapilarni prenos
* clektroforeticky prenos

» vakuovy prenos




Kapilarni prenos

FILTRACN(
PAPIR

== h R
E = p ENOsOVY




Vakuovy prenos




Hybridizacni postup

1. Prehybridizace - zabranéni nespecificke
vazb¢ sondy na membranu (Denhardtuv
roztok, BLOTTO, heparin, heterologni
DNA, mlecne proteiny — blokovaci
reagent)

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

- 1ze volit ruzné podminky hybridizace
(,,stringence*)




Hybridizacni postup

3. Promyvani - odstranéni nenavazan¢ sondy

(GCinnost 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
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