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Metody molekularni biologie
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DNA



Metody molekularni biologie

Elektroforéza




Elektroforéza — princip separace nukleovych kyselin

‘ ; El. proud

DNA/RNA ma zaporny
naboj diky fosfatovym
skupinam

Agarozovy gel

Smér postupu DNA

kratsi fragmenty jsou
pohyblivéjsi nez delsi

Pufr TBE vs. TAE fragmenty




Elektroforéza — elektroforetogram

VM - velikostni marker
1 — genomova DNA

2, 3 — DNA fragmenty

and
-
~—
~—
S
~—
—
o
o
=
-—

Vizualizace DNA:

na DNA se navaze
fluorescencni barvivo,
které po osviceni UV
zarenim fluoreskuje.




Metody molekularni biologie

Kvantifikace
nukleovych kyselin




Kvantifikace nukleovych kyselin

(spektro)fotometr (spectro)fluorometr
meri: absorbanci, tedy kolik svétla bylo meéfri: intenzitu fluorescencniho zareni
pohlceno vzorkem emitovaného vzorkem

zdroj svétla

_ O _ 1]l Sample cell
4 %
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— T Beitation
monochromator
}  &térbina Xe lamp
emission
detektor monochromator \

opticka I L

miizka kyveta Photo detector



Stanoveni koncentrace DNA mérenim absorbance pfi
260 nm

1) vloz do kyvety 114 pl destilované vody
2) proved kalibraci spektrofotometru (nastaveni nulové hodnoty)
3) pridej do kyvety 6 ul vzorku;

4) promichej obsah kyvety pipetou

5) zmér absorbanci pri 260 nm (A260)

6) odecti namérenou hodnotou

7) proved vypocet koncentrace DNA dle vzorce

Nukleova Ethhkcm
cselina koeficient
y A260 = 1
ds DNA 50 pg/ml
ss DNA 33 pug/ml
RNA 40 pg/ml

Koncentrace nukleové kyseliny = A260 x extinkcni koeficient x dilu¢ni faktor



Stanoveni koncentrace DNA mérenim
fluorescence

Standards from kit

| —
Ensure all reagents are
at room temperature = e
& Qubit 4
Flucroimeer i

opLy, O\, 104

EIHIHIIB 190 pL g U

Qubit™ reagent
Final Qubit™ tube volume is 200 pL

199 x n pL* K/ User samples

Qubit™  4g0.199 L
Qubit™ working solution
buffer

L/ 1-20 L\, 1-20 pi\, 1-20 pL\

*where n = number of standards plus number of samples U U U

Final Qubit™ volume tube is 200 pL

1 xnpl*




Stanoveni koncentrace DNA mérenim
fluorescence

120

@ Standards
O Raw Data
Curve-Fitting Algorithm
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Concentration of dsDNA (ug/mL)
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Polymerazova retezova reakce
Polymerase Chain Reaction (PCR)



Polymerazova retézova reakce (PCR)

Dimyslna metoda pro zmnozZzeni (amplifikaci) zndmé
sekvence.

Trocha historie

1979 — Kary B. Mullis objevil principy PCR
1985 — popsana samotna PCR

1993 — Nobelova cena za chemii

Paradox: 1971 - Dr. K. Kleppe a H.G. Khorana publikovali
principy na kterych stoji PCR; jejich napad vsak zapadl




PCR - princip

Denaturace
94°C

Elongace
72°C

Anelace
45-65°C

PCR : Polymerase Chain Reaction
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40 cycles of 3 steps :

Step 1 : denaturatil

1 minut 94 °C

Step 2 : annealing :’
45 seconds 54 °C

forward and reverse
primers !!!

Step 3 : extension ’

2 minutes 72 °C
only dNTP's

LAndy Viersiraste 1999)




PCR - princip

dth cycle
wanted gene . . .
—— 3theyele Exponential amplification
= { 2ndcycle
Istcycle e = 35th cvele
template DM A < -.'.'::
< Verification of PCR product on
= agarose or separide gel
? = 3_ < — 3kh -
2 y) ti: \
4 copics Bcopies 16 copies 32 copies 2 =68 billion copics
{Andy Vierstracte | 999
1kb 5
S0 —
300 S

ladder PCR fragments




PCR - princip
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PCR - protokol

Zasobni Finalni
koncentrace koncentrace
? 50 - 100 ng
1U/ 1l 1U/ reakce
5 UM 250 nM
5 MM 250 nM
10 mM (each) | 150 nM

10 x

1 X

Doplnit do 20 ul




PCR - shrnuti

Vyhody

e jednoduchost

e rychlost

e velka moznost modifikaci zakladniho postupu

e navaznost na dalsi metody

e moznost automatizace

e potreba 50 -100 ng DNA (v idedlnim pripadé je tedy mozné pomnozit DNA uUsek z nékolika bunék)
e v nékterych pripadech staci hruby extrakt DNA

Nevyhody

e omezena délka amplifikovaného fragmentu (3-15 tis. pb)

e chybovost polymerazy

e obecné nutna znalost cilové sekvence (nékteré modifikace standardni PCR tuto znalost
nevyzaduiji)

e u rostlinnych pletiv Casty vyskyt inhibitort PCR

e nespecificita PCR (primeru)
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Sekvenovani

Starsi metody
e Sangerova metoda
eMaxam—Gilbertova metoda

e Pyrosekvenovani

Nové metody

454, Solexa, Solid, lon Torrent, Oxsford
Nanopore, ... ,Black box“

LiSi se

e Délkou sekvenovaného fragmentu
e Financni narocnosti

e Casovymi naroky

e Chybovosti

Vztah k nasemu problému:

Organelové markery
Jaderné markery



Sangerova metoda - princip

Principy: 1977
Komercni vyuziti: 1986

NH,
NN
o) o) O
I I I | /J%
HO—P—0—P—0—P—0 N o)
O O o} O

deoxycytozin (dCTP) dideoxycytozin (ddCTP)



Sangerova metoda - princip

Reagents

Template DNA
T TTTTT

ddTTP ddGTP ddCTP

ddATP
O © (G, (C
Polimerase dNTPs Primers
' T4, r TITTTT

@ Fluorescently labelled DNA sample

TTTrrrrrrenni G

 RRRRRRRRRL A
T

Po ptifazeni ddNTP se zastavi prodluZovani fetézce. Inkorporace ddNTP je ndhodna, vznikaji tedy fragmenty raznych délek.

@ Primer annealing and chain extension
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Capillary gel electrophoresis and
fluorescence detection

DNA Sample

l
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Detector [--::=-

@ ddNTP binding and chain termination
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l ddNTPs stops chain extention

T

@ Sequence analysis and reconstruction

GACTAGTCTG

1 Nucleotide 10



Sangerova metoda - shrnuti

Vyhody
e nizkd koncentrace templatu (10-100 ng)
e vysoka opakovatelnost
e zndmé vlastnosti, funkce a evolucni vyznam studovanych fragment
e moznost automatizace (zavedeny pracovni postup)
e rychlé a cenové vyhodné pri malém poctu vzork(
e jednoducha analyza dat
e délka cteni (500-700 pb)

Nevyhody
e pracna technika a naro¢na na technické vybaveni (lze resit jako sluzbu)
e problémy pri kontaminaci vzorku cizorodou DNA (v pfipadé, kdy se pouziva univerzalni primer)
e drahy, Casove narocny vyvoj univerzalnich primert (omezena moznost pouzitelnosti)
e nizké pokryti genomu
e nizky stupen variace v taxonomickych jednotkach mensich nez druh



STEP 1:

Extraction

=~

STEP 3:

Sequencing
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STEP 2

Library

Prep

iRepertoire

STEP 4:

Analysis

|FAST Q

>readl

aacgctcgtacttagete

agctacggategctacgga
ctag

actcgctatctata
gctetttetgege
actcgatctacge

jccgcatcactacg

Next Generation Sequencing (NGS) - princip

Fragmentation

Fragmented DNA

Template

lPCR or RT-PCR

o
Amplicons
- au
Adapter Ligation PCR | - eau
Adapters
- = em
- I S G .

Sequencing Library

L

BAM

VCF




Next Generation Sequencing (NGS) - princip

@ Library preparation

Genome

* DNA fragmentation

|
adapter
i
DNA library

@ DNA library sequencing

Fluorescently labeled nuclectides
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Data collection

@ DNA library bridge amplification

Library hybridization

Bridge
amplification
cycles

Amplified clusters
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@ Alignment and data analysis
Contigs (overlapping regions)
Reads cluster 1 1 Reads cluster 2 l Reads cluster 3
E ] 1 [
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Assembled sequence

Sekvenovani lllumina

« Zalozena na barvivovych terminatorech.

* Pri této metode jsou molekuly DNA nejprve
pfipojeny k primerdm na sklicku a amplifikovany
(tzv. mustkové zesileni).

* Pfi elongaci, muze byt DNA prodlouzena vzdy
pouze o jeden fluorescenéné znaceny nukleotid.

» Kamera pofidi snimky fluorescenénich zancek.
» Poté je barvivo spolu s koncovym 3’ blokatorem

chemicky odstraneno z DNA a je zahajen dalsi
cyklus.



Next Generation Sequencing

@ Library preparation

Genome
LT T T

* DNA fragmentation

adapter

I
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DNA library

@ DNA library sequencing

Fluorescently labeled nuclectides
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Sequencing
cycles

Data collection

@ DNA library bridge amplification

Library hybridization
|

Bridge
LUl L1 amplification
i cycles

l

Amplified clusters

@ Alignment and data analysis
Contigs (overlapping regions)

Reads cluster 1 l Reads cluster 2 1 Reads cluster 3
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Assembled sequence

Adaptor

DNA

Oligo anchors

I I I Adaptor

Flow cell

Clonal copies of both forward
and reverse strand in a cluster

7.

Reverse
strand

- princip

Adaptor

Polymerase

Flow cell

Bridge \
amplification
&

cluster ;
\ formation

e

Complementary
strand is filled in

Flow cell

Adaptor

DNA

Adaptor

DNA folds over
into a bridge-like
shape

‘ Polymerase

Primer




Next generation sequencing (NGS) - shrnuti

Vyhody
e pokryti témér celého genomu (alternativné nahodny vybér sekvenci z celého genomu)
e velké mnozstvi informaci z malého mnozstvi DNA
e velky stupen variability v sekvencich v riznych taxonomickych drovnich
e opakovatelnost

Nevyhody
e pracna technika a narocna na technické vybaveni (Ize resit jako sluzbu)
e finanéné nevyhodné pro maly pocet vzorkl (do cca 20 vzorku)
e casoveé neefektivni/nevyhodné pro maly pocet vzork( (do cca 20)
e kratkeé cteni (150-300 bps) napt. od lllumina
e obvykle analyzujeme anonymni fragmenty (nezname jejich vlastnosti, funkci a evolucni
vyznam)
e problematické odstrariovani paralogl a ortologU
e sl|ozita analyza dat



