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Obsah cvic¢eni

Teoreticka éast

1. cviéeni - vyznam DNA diagnostiky v patogenezi
parodontitidy

2. cviceni - molekuldrné genetické metody

Praktickd cast

« Detekce polymorfismu v genu pro interleukin-1

1. cvieni - polymerdzovd retézova reakce a restrikéni
Stépeni

2. cviCeni - elektroforéza na agarézovém gelu




Elektroforéza

« separace NA v elektrickém poli v gelu
(molekularni sito) na zdkladé rozdilného
ndboje (amino ¢i fosfatovych skupin) a

velikosti

HO 0
— gel z agarézy (horizontdlné) CHOH, “&7L .
0
. ¢ 7 v ~0 O OH
— linedrni polymer z fasy Agar agar HO .
D-galaktosa 3,6-anhydro L-galaktosa

» elektroforetickd pohyblivost vzorki je
srovndna se standardy o zndmé velikosti

* Loading buffer - nandseci pufr: Ao O
- Ficoll - husty, drzi vzorek na dné HO™ ™ -ur;.:@j
, . . . OH Ho” cl
- bromfenolova modr - vizualizace gl

Ficoll




Elektoroforéza

« DNA nutno vizualizovat

« fluorescenéni barviva x interkalaéni barvivo (EtBr - UV

svétlo 590nm, kancerogen, mutagen, teratogen!)
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Fig. 3. (a) Ethidium bromide; (b) the process of intercalation, illustrating the lengthening and
untwisting of the DNA helix.
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Elektoroforéza




Elektroforéza

1) priprava nalévaci misky (olepit paskou nebo umistit do
formi¢ky", nasadit hrrebinek a zkontrolovat jeho vzddlenost
ode dna)

2) umisténi vanic¢ky na vodorovnou podlozku

3) priprava gelu:

*  navdzit agardzu a prenést do Erlenmayerovy bariky (5x vétsi
objem nez je objem pripravovaného gelu)

*  Pridat TBE pufr 1x koncentrovany

«  Privést roztok 3x k varu v mikrovinné troubé, doplnit dest.
vodou

4) PF'icia’r EtBr k roztoku, naliti agarézy do vanicky o teploté cca
40 °C
« EtBr - teplotné labilni, pfi pridani do vrouci agarézy dochazi k
jeho degradaci ! + nékteré vanicky jsou citlivé na vysoké
teploty
5) chladnuti gelu
6) odstranéni hrrebinku a pdsek kolem, vloZeni do vany s pufrem




Elektroforéza

1) na gel nanést velikostni standard (do 2. jamky
od kraje)

2) pripravit si na parafinovy papir kapku (2pl)
nandseciho pufru

3) vzorek smichat na parafinu s nandsecim pufrem

4) vzorek nanést na gel

5) zkontrolovat ponoreni vsech jamek pod pufrem

6) zapnout elektricky obvod (nastavit konstantni
napéti) - ve vané se zacnou tvorit bublinky

7) sledovat postup vzorku na gelu
8) odpojit od zdroje

9) vyhodnotit pod UV svétlem
10) vyfotit gel




PCR VNTR 4 repetice - 412bp
IL-1RN 2 repetice - 240bp
intron 2 3 repetice - 326bp

5 repetic - 498bp

86b ti
prepetice 6 repetic - 584bp

PCR RFLP IL-1p +3953C/T
IL-1a -889C/T exon 5
T 99bp T 182bp +12bp

‘ C 16bp + 83bp C 97bp + 85bp +12bp
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Molekuldrné biologické metody

1) Hybridizace DNA
2) Klonovani DNA
3) Sekvenovani DNA

4) Microarray

5) ELISA



Hybridizace NA

v roztoku

na pevnych podkladech (nitrocelulézovy filtr nebo nylonova
membrdna)

— prenos po elektroforetické separaci
« kapilarni prenos
« elektroforeticky prenos
« vakuovy prenos
— typ prendsenych molekul
« DNA - Southernlv prenos
« RNA - Nothernovy prenos
« proteiny - Westernovy prenos

— prehybridizace (obsazeni volného mista na membrané)

— hybridizace (ponoreni membrdny do roztoku s
jednoretézcovou sondou)

— promyvdni nenavdazané sondy
— detekce sondy

« v prepardtech chromozomd, bunék a tkani (in situ)
— fluorescencni /in situ hybridizace (FISH)




Hybridizace NA

Southerniyv prenos

B
B ==

_) Radioactively
k labeled probes

Larger Gel
\ /" Human DNA Fragments

Smaller




Klonovani DNA

« tvorba souboru identickych
molekul, fragmentl nebo dseku
DNA (kloni DNA) napf.
mnozenim rekombinantnich

molekul DNA v hostitelské bunce

(/n vivo) nebo pomoci PCR (/n
vitro)

« rekombinantni DNA vznikne
spojenim inzertu (cizorodé
DNA) s vektorem

Aplikace

- studium funkce izolovanych gent

« studium regulaénich oblasti genl

« fyzikdlni a geneticka analyza
genomdl

« exprese cizorodych genl a
tvorba rekombinantnich protein

ATT

/_-/,o, By
TThA

donar DM&

— restriction enzyme
=

vectar O
vector and donor DN A O
digested (cleaved) with
AaTT 5

.|

Py ;

T

AP. P-A

overhangs T

] T T, AAT
J T
It

~ ) -

T .
T { AATT mixing > J

-
DM A ligase added, seals overhangs

AATT + L4
i
ATT
i TTad i
b Eh
,q,qTT T TT. TT
Taa , Fecombinant
hacterial + DM& molecules

chramosane DMA introduced into bacterial cells
Y Y Y
\ Y

recombinant DNA molecules replicate and cells divide




Klonovani DNA

Postup
« priprava inzertu - gDNA, cDNA, PCR produkt
« prenos inzertu do vektoru - transformace, elektroporace

- selekce klonl obsahujicich inzert - inzeréni inaktivace, alfa-
komplementace

Klonovaci vektory

« plazmidové (2-15kb)

« fdagové (37-52kb)

* kosmidy - hybridy mezi
plazmidy a fdagy (32-47kb)

SELECTION




Sekvenovani DNA

Vyuziti

Diagnostika chorob a ¢asné zjisténi ndchylnosti jedince k uréitym
nhemocem (rakovina, kardiovaskuldrni onemocnént), genovd terapie
Celogenomové sekvenovani (evolucni biologie)

Fylogenetika (evolu¢ni vyvoj) organizmi

Antropologie: srovndvdni DNA k zjist'ovdni migraci lidskych ras
(zejména podle mitochondridlni DNA a Y-chromozomalni DNA)

Forenzni védy: dlikaz viny i neviny v zlolinu, uréeni otcovstvi a
podobné - mikrosatelity (test paternity)

Zemedélstvi: geneticky modifikované plodiny

Dvé principidlné odlisné metody

Chemicka (Maxam-Gilbertova)
Enzymaticka (Sangerova)

ELFO - horizontdlni, kapildrni


http://cs.wikipedia.org/wiki/Fylogenetick%C3%BD_strom

Sekvenovani DNA

Chemickad metoda

«  Stépeni zkoumané molekuly v
misté modifikace

Postup
1. Priprava ssDNA

2. DNA na svém 5' konci
radioaktivné oznacena fosforem
32p

3. Rozdgleni vzorku DNA do 4 &dsti 6 - dimetylsulfat (DMS) + piperidin
a kazdd je vystavena chemikdliim, G+ A - Kys. mravenci + piperidin

4. v kazdé ze 4 nddob docileno rizné g * ;"- ;jhydrazin +C|7iper.'idin.d.
dlouhych sekvenci DNA - hydrazin + NaCl + piperidin

5. PAGE ELFO fragmentl DNA

6. Autoradiografickad (nebo jind)
detekce fragmentt DNA

T+ L

L]
—
—

>
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Sekvenovani DNA

Enzymatickda metoda

amplifikace krdtkych
fragmentl oéekdvané délky

Postup

Soubor ssDNA s
fluorescencné definovanym
koncem lisicich se o jednu
bazi

Rozdéleni elektroforézou
Vyhodnoceni

DNA templdt

primer

ddNTP-fluorescencné znacen
dNTP (100x vice nez ddNTP)
Tag DNA polymerdza

Pufr
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Microarrays

 http://www.youtube.com/watch?v=ePFE7yq7LvM&feature=relate
d

* analyza exprese genl

« DNA Cip - oligonukleotid ssDNA (sonda) - desti¢ka (sklenénd,
silikonovd) - mnoho sond

« vzorek - znacend ssDNA

« hybridizace - komplementarita
« omyti Cipu

« skenovani Cipu - excitace laserem, detekce na bazi fluorescence
*  zpracovani vysledku

- DNA &ipy g ﬁ

o V. FEFELET
RNA C 'py Hﬁff_,fff,{ ﬂ}'}gﬂwﬁ f

* Proteinové Cipy g - L

small molaecules



http://www.youtube.com/watch?v=ePFE7yg7LvM&feature=related
http://www.youtube.com/watch?v=ePFE7yg7LvM&feature=related
http://www.youtube.com/watch?v=ePFE7yg7LvM&feature=related

ELISA

z angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
imunologickd metoda slouzici k detekci protilatek

metoda funguje na bdzi imunoenzymatické reakce a Ize s ni rovnéz
detekovat i antigen.

vyuZivd dvou zdkladnich vlastnosti imunoglobulini

schophost proteint (tedy imunoglobulinll) vdzat se na povrch plast
(napr. polystyrenu)

schopnost vdazat enzymy na Fc fragmenty (.nozicka" imunoglobulinu

je tvorena tézkymi retézci, kt. tvori krystalizujici fragment)
imunoglobulinovych molekul

Antigen - detekovany v testovaném vzorku, zndmy, komercné
pripravovany

Protilatka - detekovand v testovaném séru, zndmd, komercné
pripravovand

Konjugat - jednd se opét o protilatku proti protilatce (konkrétné
proti druhové specifickym imunoglobuliniim prisluéného izotypu (proti
Ig6, IgM, IgA), na kt. je navdzany enzym

Substrat - je chemicka latka, kterd reaguje s enzymem, a tim zméni
svou barvu



ELISA

«  Primy prikaz HIV infekce

« Protein p24 je soucdsti kapsidy virionu HIV.
Jeho koncentrace v krvi strmé vzristd
priblizné 2 tydny po proniknuti viru do
organismu.

« ELISA

1. kpevné fazi (polystyrénovd desticka) je
prichycena protildtka proti p24

2. pridan vzorek testovaného séra, na néjz bylo Sueptavidin HRP
predtim plisobeno detergenénim Cinidlem (pro
rozrudeni virionl a uvolnéni volnych antigent). ot

v . . 7 Antibody

3. v pritomnosti antigenu p24 v séru vazba na & L8 o />
protilatky I’ &S\ﬁ LS S

4. odmyti zbytku séra m“?’“m

5. pridana protilatka proti p24 s navazanym ||
biotinem.

6. priddn streptavidin v komplexu
s peroxiddzou.

7. avidin se navdze na biotin, a vdazana
peroxiddza poté preméni substrdt (napr.
tetrametylbenzidin) na barevny produkt

Detection
Antibody

Target
Protein

Capture
Antibody




ELISA - IL-1beta

* quantitative sandwich immunoassay

*  Princip:

The microtiter plate provided in this kit has been pre-coated with a
monoclonal antibody specific to IL-1. Standards or samples are then
added to the appropriate microtiter plate wells with a biotin-conjugated
monoclonal antibody preparation specific for IL-1 and incubated. IL-1 if
present, will bind and become immobilized by the antibody pre-coated on
the wells and then become “sandwiched” by biotin conjugate. The
microtiter plate wells are thoroughly washed to remove unbound IL-1
and other components of the sample. In order to quantitatively
determine the amount of IL-1 present in the sample, Avidin conjugated
to Horseradish Peroxidase (HRP) is added to each microplate well and
incubated. Avidin is a tfetramer containing four identical subunits, each
having a high affinity-binding site for biotin. The wells are thoroughly
washed to remove all unbound HRP-conjugated Avidin and a TMB
(3,3'5,5" tetramethyl-benzidine) substrate solution is added to each
well. The enzyme (HRP) and substrate are allowed to react over a short
incubation period. Only those wells that contain IL-1, biotin-conjugated
antibody, and enzyme-conjugated Avidin will exhibit a change in colour.
The enzyme-substrate reaction is terminated by the addition of a
sulphuric acid solution and the colour change is measured
spectrophotometrically at a wavelength of 450 nm + 2 nm.



CCR-5 - HIV a ¢erny mor

Nature. 1996 Aug 22;382(6593):722-5.

Resistance to HIV-1 infection in caucasian individuals bearing mutant alleles
of the CCR-5 chemokine receptor gene.

Samson M et kol.
Abstract

HIV-1and related viruses require co-receptors, in addition to CD4, to infect
target cells. The chemokine receptor CCR-5 (ref.1) was recently demonstrated to
be a co-receptor for macrophage-tropic (M-tropic) HIV-1 strains, and the orphan
receptor LESTR (also called fusin) allows infection by strains adapted for growth
in transformed T-cell lines (T-tropic strains). Here we show that a mutant allele of
CCR-5 is present at a high frequency in caucasian populations (allele frequency,
0.092), but is absent in black populations from Western and Central Africa and
Japanese populations. A 32-base-pair deletion within the coding region results in a
frame shift, and generates a non-functional receptor that does not support
membrane fusion or infection by macrophage- and dual-tropic HIV-1 strains. Ina
cohort of HIV-1 infected caucasian subjects, no individual homozygous for the
mutation was found, and the frequency of heterozygotes was 35% lower than in
the general population. White blood cells from an individual homozygous for the
null allele were found to be highly resistant to infection by M-tropic HIV-1
viruses, confirming that CCR-5 is the major co-receptor for primary HIV-1
strains. The lower frequency of heterozygotes in seropositive patients may
indicate partial resistance.




Celiakie

celoZivotni autoimunitni onemocnéni zplisobené
nesndsenlivosti lepku (glutenu)

lepek méni povrch sliznice tenkého streva, mizi zde
mikroklky a klky, povrch tenkého streva shizuje, s fim
se zmensuje jeho schopnost trdveni a vstrebdvani zivin

priznaky: prUJem plynatost, kreCe, pokles hmotnosti
hebo tnava, anémie z nedostatku zeleza zvraceni,
snizend chut’ k jidlu, osteoporéza, zvysena kazivost
zubl, bolesti kloubl, deprese

od détstvi, nebo pozdéji - po z4tézi (nemoc,
‘reho’rens’rv:)

bezlepkova dieta



Celiakie

Diagnostika

« stanoveni autoprotildtek k tkdnové transglutaminaze v
krevnim séru

* pri pozitivnim vysledku je indikovdna biopsie sliznice
dvandctniku u nemocného, ktery konzumuje stravu s
obsahem lepku

Cileny screening

* Pro osoby s rizikovymi chorobami

« S podezrelymi nebo nespecifickymi symptomy

« S autoimunnimi chorobami asociovanymi s celiakii (TIDM...)
U pribuznych jedinci s celiakii

« http://medicinman.cz/?p=nemoci-sympt&p_sub=celiakie/f-dg




Celiakie

AD s nelplnou penetranci

Genetické vysetreni predispozicnich HLA alel II. tridy kédujicich heterodimer
DQ2 (DQA1*0501/DQB1*0201 nebo DQA1*02:01/DQB1*02:02) a heterodimer
DQ8 (DQA1*0301/DQB1*0302)

Heterodimer HLA-DQ2 se vyskytuje asi u 95 % pacientt s celiakii (jen ve 20 % u
kontrolnich osob).

Riziko pro jednotlivce spojené s pritomnosti heterodimeru HLA-DQ2 je 50x
zvydeno oproti priimérnému riziku v populaci.

Mensina pacienti, kteri jsou HLA-DQ2 negativni, byvaji pozitivni na HLA-DQ8,
Casto jesté ve spojeni s alelou HLA-DRB1*04.

Genetické vysetreni ma vysokou negativni prediktivni hodnotu, nepritomnost
predispozicnich alel DQ2/DQ8 témér s jistotou (99%) vyluCuje diagndzu celiakie.
Oproti sérologickému vysetreni protilatek vykazuje mensi vyskyt falesné
negativnich vysledki, zejména u déti mladSich 2 let a u pacientt na bezlepkové
diete. 1 :

GHC GENETICS 1600K¢



