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Metody

Molekularni znaky maji oprofi
klasickym radu vyhod:

Je jich libovolné mnozstvi

Jsou vzajemne distinktni, kvalitativni
Umoznuji srovnavat i nepribuzne
organizmy

Jsou selekCné neutralni




Kde se molekularni biologie
vyuziva?

Recentné aplikované technologie —
genetickeé inzenyrstvi, DNA finger-printing v
socialni a forenzni sfére, pre a postnataini
diagnostika dedi¢nych nemoci, genova
terapie, ,, drug Design®...

Detekce infekénich nemoci, monitoring
populaci, zachrana ohrozenych druhu,
pribuzenskeé vztahy...



Zakladne metody

Stépeni NK

Polymerase chain reaction
Proby, Hybridizace

Vektory, Molekularni klonovani
NK enzymy

Microarray

DNA sequencing
Elektroforeticka separace NK
Detekce genu:

‘DNA: Southern blotting; inSitu hybridization; FISH
Technique

"RNA: Northern blotting
"Protein: Western blotting, immunohistochemistry




K purifikaci (extrakci) nukleovych kyselin
muze byt jako vstupni material pouzit:
* krev
e tkan
 bakterie
* houby

* ZlvoCisSne bunky

* rostliné bunky
» exkrementy, vyvrzky

* agardzove gely



Vyber pouzité techniky zavisi pouze na
nas...

* typ vstupneho materialu
* ocekavany vytezek

» vék vzorku

* Cas

* flnance

* pozadovana kvalita



VSeobecny postup extrakce:

Digesce tkane / lyze bunek
,chelatovani“ a proteinazova faze
Separace NK a proteinu
Procisteni

-



Digesce tkani/ lyze bunek

 narusit bunky nebo tkane
* vyhnout se metodam, které narusuji DNA

» zvolena metoda zavisi na typu bunek

Priklady metod:

* enzyme-based lyzozymy
* ultrazvuk

* tekuty dusik

« SDS-based naruseni membrany




QIAgen DNeasy DNA Kit

Pouziti Proteinase K
- rozklada proteiny a inhibuje nukleazy

Lyze: QIAgen Buffer AL (guanidium-HCI)
- hypertonicky solny roztok

. Vysrazeni DNA s EtOH

. Spin column - DNA se navaze na silica-
membranu

Promyti

Eluce 1 (and 2), s teplym Bufferem AE (Tris-
EDTA)



Je zivot fair?

+ 1983—Kary Mullis, vedec pracujici pro
Cetus Corporation ridil podel US Route
101 v severni Californii, kdyz ho napadla
myslenka polymerazove retezove reakce

* 1985— metoda PCR byla predstavena
vedecke komunité na kongresu



« Cetus odmeénil Karyho Mullise $10,000
bonusem za jeho napad

» pozdeji, pocCas korporatni reorganizace
Cetus prodava patent na PCR
farmaceutické firme Hoffmann-LaRoche

za $300 millionU

Zivot neni fair!



PCR: Amplifikace DNA

» Casto je k dispozici jen malé mnoZstvi
DNA
— kapka krve
— Vzacny typ bunek

* V soucasnosti existuji dve metody pro
amplifikaci DNA nebo tvorbu kopii

- Klonovani—trva dlouho, nez dostatek klonu
dosahne pozadovaného stupnée kvality
— PCR—funguje dokonce i na jediné bunce
hned



Co potrebuje PCR?

» Templat (DNA, kterou testujeme)

« Specifické primery pro studovanou oblast,
forward a reverz

* Polymeraza

* Nucleotidy (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

* Magnesium chloride (enzyme cofactor)

 Buffer

* Enhancer

* VVysoce kvalitni DNA-free voda, mineralni olej



Vseobecné PCR podminky

Magnesium chloride: 0.5-2.5mM
Buffer: pH 8.3-8.8

dNTPs: 20-200uM

Primery: 0.1-0.5uM

DNA Polymeraza: 1-2.5 units
Templatova DNA: <1 ug



Kroky PCR

e Denaturation 93t095 C Tmin
* Annealing 50to 55 C 45sec

* Elongation /0to 75 C 1-2min



Jak tedy probiha PCR?

* Horko (94°C) k denaturaci DNA dvouvlaken
» Zchlazeni (54°C) k pfisednuti primeru

k templatu

* Teplo (72°C) k aktivaci Taq Polymerazy,
ktera prodluzuje primery a replikuje DNA

» Opakovani cyklu



Denaturace

Denaturace je prvni krok, kde se DNA rozpoji
vliivem tepla

Vodikové mustky se pferusi a obé vlakna se
oddéli




Annealing

Annealing je proces vytvareni vodikovych vazeb,
kdy nasednou specifické primery na
komplementarni misto templatu

Probiha pri zchlazeni na 55 C.

Cas potiebny k tvorb& nového vlakna je ca. 45
sekund
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Elongace

Taqg polymeraza se vaze k templatu a zacne
pripojovat volné nukleotidy komplementarni
kK puvodnimu retézci

Probiha to u 72 C jako optimalni teploté pro
TAQ
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I— Forward Primrer
E— Reverse Primer

GC 1 Deoxyucleotides




¥t cyde- Denaturation Step

Taq DNA polyrrerase




1% cycle - Annealing Step




Pt cycle - Elongation Step




¥ cycle - Elongation Step




PCR Review

Denaturace: 94 - 95 C

Primer Annealing: 40 - 65 C
Elongace DNA: 72

PocCet cyklu: 25-40

Zadny cilovy produkt se netvofi do 3.
Kroku

Po 30 cyklech je v roztoku 1,073,741,764
cilovych kopii (~1 109).



HEAT
94 C

BIND
33 C

COPY
72 C



PCR Primery

Primer je usek NK, ktery slouzi jako
startovaci misto replikace

Je potreba mit jak forwardni, tak reverzni
primer, aby byla cilova sekvence tvorena
simultanne v obou smerech



Problemy s primery
* Primery by mely ohraniCovat cilovou cast
DNA sekvenci

* Primery, které jsou komplementarni k vice
mistum, budou tvorit vic produktu

* Primer muze tvorit dimér se sebou nebo s
druhym primerem

5 -ACCGGTAGCCACGAATTCGT-3

I
3 -
TGCTTAAGCACCGATGGCCA-5




Primery, co tvori hairpiny

* Primery muzou mit komplementarni oblasti v
ramci sebe , tudiz budou tvorit tzv. hairpin

5 -GTTGACTTGATA
T
3 -GAACTCT

* 3 konec primeru se bude parovat uvnitr
primeru a nebude reagovat s templatem



PCR Tag DNA Polymeraza

 Taqg je odvozen z Thermus aquaticus,
organizmu nalezenéhov 176 F (80 C)
horkych pramenech v Yellow Stone
National Forest.

 Tag DNA Polymerase (Taq Pol) je stabilni
pri vysokych teplotach a k Cinnosti
potrebuje spravnou koncentraci Mg

* Optimum pro jeji fungovani je 72 C




Nevyhody Taq Pol

 Taq Pol nema 3’ to 5" exonucleazovou
aktivitu pritomnou u jinych polymeraz

« Taq Spatné zaradi 1 bazi v 104.

* U400 bp cilove sekvence bude chybovost
v 33% molekul po 20 cyklech



Jak predejit problémum?

Pfu DNA Polymeraza z Pyrococcus
furiosus ma 3' to 5' exonucleazovou
aktivitu

Chybovost je pouze 3.5% po 20 cyklech
Po pridani vetsiho mnozstvi primeru lze
predejit dimérum

Pro nezname geny lze pouzit primery
pribuznych druhu




Limitace PCR

« Jsou potrebné informace o cilové sekvenci
design primeru pro neznamé
zname hranicné oblasti
Chybovost pri DNA replikaci
Taq Pol — Error 40% po 20 cyklech
« Kratka délka a omezené mnozstvi produktu
do 5kb je lehko amplifikovatelny produkt .
do 40kb je amplifikace s modifikacema mozna
nelze amplifikovat geny >100kb
nelze pouzit v projektech sekvenovani genomu



Design PCR primeru

Sekvence primeru by mély byt unikatni
Sekvence primeru by mély byt ~20 bazi dlouhé
Obsah G/C by mél byt 45-55%.

Annealingova teplota by mela byt podobna

Na 3 -konci by mely byt G nebo C.

Nesmi mit self-komplementarni oblasti nebo
vytvaret hairpiny

Nesmi mit repetitivni oblasti



Vyhody PCR

Rychlost
Snadnée pouziti
Citlivost
Robustnost



Agarozova gelova elektroforéeze

Elektroforeze je zpusob separovani molekul
na zaklade rychlosti jejich pohybu v gelu v
elektrickem poli




DNA ma negativni naboj
diky cukrofosfatove kostre

DNA putuje od Cerné negativni '9 :
elektrody (katody) k pozitivné nabite = °—* A
elektrode (Cervena) - anodé

OH H
3 END



Agaroza

HO ]
CH-OH
- D ---
]
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HO ]

D-galactose  3,6-anhydro
L-galactose

Polymerizaci vytvori pevny
gel, ktery je porovity a
umoznuje pohyb DNA
Kratke DNA fragmenty
prochazi gelem rychleji
nez dlouhée

SEM agarozy



Agarozovy gel
smichanim a.p

Buffer>
















Ethidium Bromide

Interkaluje se do
NK a emituje
svéetlo po
ozareni UV
svetlem

Mutagen!



















Nanaseni vzorku

PCR produkty se smichaji s nanasecim pufrem —
obarvi je a zvysi denzitu — zabrani vyplaveni vzorku
Z jamky

i
g

6X Loading Buffer:
e Bromfenolova modra
e Glycerol










katoda
(-)

< jamky
< Bromfenolova modr




...a pod UV svetlem




‘Nikdy nevyhazujte
vzorky pred
koncem
experimentu.’

Hledani v odpadu

n e n |’ n |C m OC' Zdroj: www.flickr.com/photos/50262392@N00/45684291



Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP)

 Restriction Restriction Fragment Lngth Polymorphism (RFLE)

Fragment o |

Length @
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DNA probe Transfer of DNA fragments  spparated by electrophoresis

odliSovany o s
analyzou vzoru 7
ryhovani DNA !

et with patterns from known
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to a membrane
(Southern blott)

John Bample Pul




RFLP

« Zakladnim zpusobem detekce RFLP je
fragmentace DNA restrikCnimi enzymy,
ktereé rozpoznaji specificke misto na DNA.
Vysledné DNA fragmenty jsou pak
separovany dle delky pomoci elektroforezy
a preneseny na membranu technikou
Southern blot



How the RFLP Process Works T TR T T
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Tvorba fragmentu
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Arber, Nathans and Smith —
Nobel Prize 1978

* Restrikcni endonukleazy jsou zakladem
molekularni genetiky, genetického
inzenyrstvi a rekombinantnich DNA
technologii

» Nékolik typu — nejCastéjsi Eco R | HIND Il



Co je blotting?

* Bloty jsou technikou prenosu DNA
(Southern), RNA (Northern) nebo
proteinu (Western) na nosice, aby
mohly byt separovany pomoci
elektroforéezy

» Hybridizace radioaktivni sondy na
filtraci navazané NK je
nejinformativnéjsim experimentemv
molekularni genetice



TYPY BLOTTING TECHNIK

Blotting technique

Southern Blot Northern Blot Whesteren ke

K detekci RNA K detekei proteint
K detekci DNA




Sir Edwin Southern,
Profesor
Biochemie

* Vyvinul svou
metodiku r. 1975.

Profesor Sir Edwin Southern



Southern Blot

Separate DMNA on an

Agarose Gel Transfer or BLOT DMNA
fragments from GEL to
FHIJEI-E Membrane
Membrane with Radiclabeled probe
DMNA bands Incubated with Bound DNA Bands
Kl  tansferredtoit Mambrane I3l ereExposedon Film




Vyuziti Southern blottingu

* Objevovani a mapovani genu, evolu¢ni a
vyvinove studie, diagnostika a forenzni
studie

* Definitivni potvrzeni u GMO o uspesné
iInkorporaci inzertu do hostitelskeho
genomu

* Predpovedi rakoviny v prenatalni
diagnostice genetickych onemocneni



