


Zakladni pojmy

 Genetika

* obor zabyvajici dédi¢nosti a variabilitou kvantitativnich a kvalitativnich znakt vsSech Zivych
organismu

* Gen
« zakladni jednotka dédicnosti (genetické informace)
* konkrétni usek molekuly DNA, ktery nese informaci pro tvorbu bilkoviny nebo nukleové kyseliny

* sklada se z exonl a intronU

DN strukturni >
v s = Intron St Intron Exon Intron _Emn _Intron — _
funkeni DNA DRy (/< D> Rl < D> RSN < D [} DA DGR K]
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Zakladni pojmy

e Chromozom Chromosome

MNucleus Chromatid Chromatid

e funkcni celek dédicného zaznamu genetické informace v
bunce

e jadro bunky — 22 paru autozomu + 1 par gonozomu

H"'Sc-lennid
loops
 Lokus
e umisténi genu na urCitém misté na konkrétnim
chromozomu
e Alela

e konkrétni forma genu

Image adapted from: National Human Genome Research Institute.



Zakladni pojmy

e Genomika

» obor genetiky, ktery se snazi stanovit Uplnou genetickou informaci organismu a interpretovat ji v
terminech Zivotnich pochod

* Heterozygot

Dominant Recessiv Dominant
e dvé rlizné varianty (alely) daného genu nebo jeho casti homozygot  homozygot  heterozygot
* Homozygot
* dveé stejné varianty (alely) daného genu nebo jeho ¢asti B B b b B b




Zakladni pojmy

* Polymorfismus
* existence nékolika (prinejmensim dvou) alel pro dany gen, z nichz nejméné ¢asta ma populacni
frekvenci alespon 2 1%

* Mutace

* procesy, pri kterych dochazi ke zménam v genotypu v dlsledku plsobeni ridznych faktord
prostredi
* méneé Casta alela ma populacni frekvenci < 1%




molekula RNA = kyselina ribonukleova
— jednovlaknova
— Polynukleotidovy retézec
Dusikata baze ( U, A, C, G) spojena vodikovymi mustky
* Zbytek kyseliny fosforecné
Cukerna slozka —ribdza

— Typy — mRNA, tRNA, rRNA

Thymine
A

Cytosine

Adenine

By

]
z w Guanine
o

Nucelobases
of DNA
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Deoxyribonucleic Acid

DNA vs. RNA

molekula DNA = kyselina deoxyribonukleova
— Dvousroubovice — 2 retézce v opacném smeéru
— Polynukleotidovy retézec

Dusikata baze (T, A, C, G) spojena vodikovymi mustky

» Zbytek kyseliny fosforecné

Cukerna slozka — deoxyribdza

OH = ribose
H = deoxyribose

Uracil

Cytosine

Adenine

Nucelobases
of RMA



Ustfedni dogma molekularni biologie

Jadro

b

Reirovirus

Cytoplazma - ribozomy

Replikace
( (syntéza DNA)

Transkripce
(syntéza RNA)

RNA

bl bl bl kel bl 1 bl 1 1 bt

(syntéza proteinu)

PROTEIN

s 4 2 2.2 = 2 o
N 4

aminokyseliny

l Translace




Replikace DNA

= tvorba kopii molekul DNA zajistujici prenos genetické informace

z materské do dceriné bunky

e S-faze bunécného cyklu

* semikonzervativni proces — 1 nové + 1 staré vlakno

* Slozky potfebné pro replikaci
e templat — materské vlakno

e primer — kratky oligonukleotid s volnym 3’"OH koncem

* enzymy
* nukleotidy

DNA replication

DNA poiymerase

Original DNA

MI_l_ I -]-IT7>\\ Topoisomerase

Lagging stand Okazak I

fragment RNA rrrrrr - :
rrrrr .
Helicase —

Parent DNA




Replikace DNA

* Vznik replikacni vidlice
* helikaza — umozniuje oddalit obé molekuly
dvojsroubovice
e SSB proteiny — napomahaji udrzet vlakna rozdélena

 DNA primaza — tvorba RNA primer(

* Replikace je zahajena ve specifickych mistech —
pocatcich replikace (,origins”)

* DNA polymeraza — katalyzuje prodluzovani retézce

* sekvence nového vlakna dle principu
komplemetarity bazi - adenin + thymin (2 vodikové
mUstky) a cytosin + guanin (3 vodikové mUstky)

* syntéza od 5" konce ke 3" konci

Lf\_,\

#

Vedouci Fetézec

Mové syntetizovany Tetézec

Okazakiho fragment

Movy Okazakiho RMNA-primer
fragment

Vaznouci retézec

av
/ ’.\"\_l\- Sviraci protein
f\’\. DMA-polymerasa

Rodiovska DNA

Pﬁmasa\ﬁ\

DMA-helikasa

\"v'a_zebnj protein pro udrZeni
jednofetézcove struktury DMNA



Replikace DNA

Templatova vlakna antiparalelni — jeden retézec opozdén

Vedouci retézec — jeden RNA primer na zacatku, replikace probiha bez preruseni

Opozdujici se fetézec — ve sméru 5°- 3 se diskontinuitné tvori kratké Okazakiho fragmenty (kazdy

z nového RNA primeru), které se nasledné spoji DNA ligaza

RNA primery jsou odstranény 5’-3"exonukleazovou a nahrazeny 3°-5"polymerazovou aktivitou

3'

leading strand o
most recently

5 —» synthesized > & 3’ ¥

3 ’ DNA ~ 3
5’ T .

3"$ lagging strand with 3’

Okazaki fragments

5!



prepis informace v podobé sekvence DNA do sekvence RNA

. v )

o
jadro buriky ~4 o —
templat - viakno DNA 2 e n
Transkripty se z templatu uvolfiuji jako jednoretézce “"““:g f;

DNA-dependentni RNA polymeraza
e 3typy (strukturné podobné, prepisuji riizné typy gen()
* RNA pol. | (geny kdédujici rRNA)
* RNA pol. Il (geny kédujici hnRNA)
* RNA pol. Il (geny kédujici tRNA) e

» vyzaduje pritomnost transkrip¢nich faktor( (rozvolnéni fetézcl DNA, umisténi RNA polymerazy.
na promotor a uvolnéni z promotoru)

* Promotor = startovaci misto na DNA — TATA box, CAT box

rﬁxﬂr@y

Antisense strand RMA polyrmerase
TEACGGATCAGLCGCAAGLGGAATTGGLGACATAA
GACUGCCUAGUCGG GUU}

BMNA Transcript

* Terminator = koncové misto - AAAA



Posttranskripcni modifikace

Lopynght £ They Miciarge-Hil Lormpaneey '|. =|€'|"'1.'i.l.'-" e foe neproauachon o Bl

« Modifikace primarnich transkriptd: Start of transcription

ve e rw ew , - v, , | Intron 1 Intron 2
* Pripojeni €epi€ky na 5'konec (podili se na fizeni Gere:. —— I — — -
Exon 1 Exon 2 Exon 3
translace mRNA)
Obrazek 3 - Struktura tzv. RNA Eepicky Tfﬂnﬁl:ﬂp[ll:lﬂ
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Intron 1 Intron 2

OH OH

7-methylguanosine 0:'%_0' S - i
0 Primary transcript: -—

p Exon 1 Exon 2 Exon 3
| CHs
* Pripojeni polyadenylacniho fetézce na 3 konec Splicing

Sestrih (splicing) RNA — vystfiZzeni intronu za vzniku
Malure transcript: B B

zralé mRNA
Exon1 Exon2 Exon3




Translace

Preklad genetické informace z mRNA do sekvence AMK v polypeptidu (pomoci genetického kddu)
Probiha na ribozomy v cytoplazmé bunky

Faze — iniciace, elongace, terminace Saianin

anﬁpokysehn volnd
Enzym - Aminoacyl-tRNA syntetaza aminckyseling —-@
Iniciacni komplex se tvori na 5’konci mRNA O
(Cepicka), zkouma mRNA od 5’konce a 5
hled iniciaéni kodon AUG e voln tRNA

Terminace translace: UAA, UAG, UGA

AULIUULIL

Postranslacni upravy — fosforylace, " MLQMW =i e
; L kodén
mBRNA

SMEF posunu

glykosylace, metylace, .... rbozom  kodény gy opimm

L ANLMULAA AR



Geneticky kod

* Systém, podle kterého se prirazuji specifické AMK do polypeptidového retézce podle sekvence mRNA

* Triplet = kodon — definuje AMK nebo terminaci translace

 Kazda AMK urcCena jednim nebo nékolika kodony v mRNA

* 64 moznych tripletl: 61 uréuje AMK, 3 urcuji terminaci translace

* Kodony jsou rozeznavany komplementarnimi sekvencemi v tRNA (antikodony), které nesou na

3 konci specifické AMK
* Inzerce/delece jednoho/dvou parl bazi méni ¢teci ramec

* (Témeér) univerzalni, degenerovany

druhy nukleotid

i C A i G _c in
C fenylalanin cC i AC tyrozin GC yste
leucin C A A A koniec G A koniec
o CG A G koniec G G uyptofan =
§ c cc CA histidin CG a
'§ clic leucin C ccC rolin CA c C G C arginin :-;\
= C A C CA " CAAglutaml'rl CGA Cx
%‘* C G CCG CAG CGG g
= A AC AA asparagin A G serin 2
A C isoleucin |A CC treonin AAC AGC Lo
A A ACA AAA hyzin AGA arginin
G GC GA s |GG
G ¢ valin GccC alanin GAC=¥reiG G c glyein
GuA G CA GAAks |GGA
G G G CG G AGautamed |GG G




Geneticky kod — zmena cteciho ramce

A single base-pair deletion restores the reading frame changed by a single base-pair addition.

Single
base-pair
insertion

DMNA A.TG TTT CCC AAAGGG TTT """ EEE I.EE
(Wild-type allele) R s ara &
TEC & 5 EEE TTT CEE E GGG ATC
Transcription
Y
mRNA AUG UUU CCC AAA GGG UUU- - - - CCC UAG
Translation
L)
Protein Mat —Phe — Pro — Lys — Gly —Phe - - " -~ Pro —{term)

DNA
(Mutant allele)

mRNA
Suppressor
mutation
(Single
base-pair protein
deletion)

A " .
/'—-_ Inserted - base pair alters reading frame.
T

ATG ATT TCC CAAAGG GTT T----"CC CTA G
TAC TAA AGG GTT TCC CAA A GG GAT C
g — — ———— - —— —r— | ————
l]"mnscripﬁon
ﬁn ..... A
AU M..HJ UC'EIC AGG GUI..IU CC CUA G
lenﬂaﬁun
Met — lle —S5er —GlIn—Arg — Val = - -- - = Leu -

W

Altered amino acid sequence

|, Wild-type

phenotype

Hutant
phenntype



Bunecny cyklus

MONTAZ : v s ’ o ve ’ v .r
MITOTICKEHO B L = usporadany sled procesu, pri kterych bunka zdvoji

VINEIENEN svlj obsah a nasledné se rozdéli na dvé buriky dcefiné

. b spusténi anafdze (kazda z nich ponese stejné chromozomy)
spusténi mcchlan:smu mitozy a postup k cytokinézi
l

VSTUP DO M VYSTUPZ M ’ . s . s vrv, s

LSTUP 0] | % Cil: reprodukce genetického materialu pro pristi

generaci bunék

Jednobunécné organismy

* sladéno s ristem — materska b. musi dorUst do urcité velikosti,
aby se rozdélila

Mnohobunécné organismy
* sladéni replikace DNA s vyvojovym programem burky
* sladéni replikace a déleni kazdé bunky s vyvojem prislusné

| YT DY S| tkané nebo organu
spusténi mechanismu * dospélost - buniky se déli, kdyz je potfeba (nahrazeni
rapiace: DR, odumirajicich bunék, obnova poranéné tkané)

S e ztrata kontroly nad bunéénym cyklem -> rakovina



Bunecny cyklus

Interfaze — G1, G2, S (90%)

priprava na bunécné déleni, vnéjsi jaderna membrana je spojena s ER

nepriznivé podminky

* setrvani v G1/vstup do GO; bunky nerostou, mohou tak setrvat i nékolik mésicl/let

G2-faze
* dvojnasobné mnozstvi DNA (nez v G1)

* syntéza protein( potiebnych na vstup
do mitdzy

S-faze
* replikace DNA
* syntéza protein( asociovanych s DNA

M faze (mitoticka)

mitdza x meiodza

Mitosis

DNA synthesis

jaderné déleni, kondenzace chromozom{ — az 10 000x

karyokineze a cytokineze
klesa syntéza RNA a proteinu

(&8 Gap 1

. GO0-faze

vétSina bunék mnohobunéénych organism (jsou
diferencované a specializované k vykonu urcité
funkce, nedéli se)

po prijeti prorlstového faktoru mohou vstoupit
zpét do bunécného cyklu

. G1l-faze

nejdelsi a nejvariabilnéjsi

bunka se zvétsuje a zdvojuje organely

na konci této faze se nachazi kontrolni bod: bod
restrikce

* burika ma dostatek Zivin a rlstovych faktorq,
vykazuje vysokou metabolickou aktivitu ->
prejde bod restrikce a pokracuje do dalsi faze

* nedostatek Zivin, obdrzeni antiproliferacniho
signalu -> zpomaleni postupu fazi/opusténi
cyklu (pfechod do GO)




Bunecny cyklus

* kladeny vysoké naroky na presnost
* bezchybna replikace
* spravneé razeni fazi
* mitdza pred dokoncenim replikace -> ztrata genetické informace min. u jedné bunky

» dvojnasobna replikace pred mitézou -> zvyseny pocet kopii gent na prislusné ¢asti
chromozomu -> nerovnovaha v genoveé expresi, nizka viabilita

e presna segregace chromozomu - &
* koordinace s vyvojovymi programy =
kY
meeesssssmm)  kontrolni body 4 K
Ly

|

]



Bunecny cyklus

* ridici elementy — cyklin dependentni kinasy

* fidi aktivitu mnoha proteinll zapojenych do replikace DNA a mitdzy tim, Ze je ve specifickych
mistech fosforyluji (aktivace/inaktivace)

e Cyklin + CDK -> komplex se pripoji na protein -> fosforylace proteinu -> po fosforylaci se komplex
rozpadne a dojde ke zméné aktivity proteinu

cyclin Cdk-activating kinase (CAK)
cyclin

/ T-loop
Cdk active site activating phosphate
(A) INACTIVE (B} PARTLY ACTIVE (C} FULLY ACTIVE




Metody molekularni biologie

B cenea JPhsigs
¢ D N A . Special ‘é‘ fuses Only
¢ R N A b In all Living Cells

Protein

* PROTEIN \ & ...

DNA » m—p RNA

Biological Information
Flow




DNA diagnostika

* Detekce pritomnosti nukleové kyseliny specifické sekvence

* Identifikace ZivocCiSného druhu
* Paternita
* Identifikace jedince - forenzni ucely
* Profil DNA —SNPs
* Analyza struktury (sekvence) nukleové kyseliny SIS

* Stanoveni genotypu
* Detekce klinicky vyznamnych mutaci a polymorfismu
e Dédicné choroby

Autosomal recessive

v Father O O Mothe
* Detekce v onkogenech a supresorovych genechv. &
nadorech i @,,

* Prenatalni, preimplantacni diagnostika
« Kvantifikace nukleové kyseliny se specifickou sekvenci '

qalnmpan
% anipan

* Hodnoceni intenzity a zmény exprese genll —tumory

S

@
g ennmpan
3§ «mmpan
=
) go
¢ euumpan
2 qmumman

anmpan
& 2 allimpan

S
H
4
<
S
ng
=
[
-
IS

» Kvantifikace proteinli a typu jejich posttranslacni modifikace

E] alamy stock photo



Biologicky material

DID YOU KNOW?

* Biologicky material je vSe, co bylo Ci je soucasti 5 by
Ve ’ . . 2977 -“_’, o ]
nebo produktem zivého organismu - WP s
N T L A
— susSena bylinna ¢ajova smés | PR T e
— ohryzek od jablka 8 7 G rniniA
7 i 2 LA - p) r‘, 4 (/

— dubové prkno Snail’s teeth are the
vevs strongest biological material
— koCici trus/srst on Earth. They can withstand
. pressure high enough to turn

— zkumavka s virem SARS-CoV-2 Lartion ks Didmonc.

— télni tekutiny — moc, krev, plazma, sérum, sliny,
ejakulat, hlen

— tkané, bunky




Prace s biologickym materialem
PLNA KREV - PLAZMA, SERUM ,SLINY, BUNKY, TKANE, TELNi TEKUTINY

!

@ |zolace DNA, RNA, PROTEINY

!

Detekce a Kvantifikace

S !

DNA RNA - mRNA PROTEIN
Detekce polymorfismu a mutace Analyza genové exprese Analyza protein
1. PCR (amplifikace konkrétniho fragmentu)- RFLP Nothern Blott Imunohistochemické metody
(nastépeni spec. restrikénimi enzymy) — detekce na ELFO Real-Time PCR 1. Western Blott
2. Real-Time PCR Analy’za transkriptomu 2. ELISA
3. Sekvenace Analyza proteomu
Klonovani v plasmidech . MS
Zasah do genové exprese MicroRNA AnaI\'/za bunék

. Pratokova flow-cytometrie
Eplgenenom DMNA RMNA Protein

metylace DNA
histonové modifikace

transcription translation

A J

r .

\Drepﬁcaﬁon - reverse

transcription



Izolace nukleovych kyselin

* V nativnim stavu z pfirozeného materialu — v dostate€ném mnozstvi a pozadované Cistoteé.

 NKje potreba zbavit vSech vSech latek,které se po lyzi bunék stavaji soucasti hrubého lyzatu a jejichz
pritomnost by branila u¢innému specifickému plsobeni enzym( pouzivanych k dalSim analyzdam

° Izolace genomOVé DNA Homogenization/ Phase Extraction/
Lysis Separation Precipitati R pension
* lzolace RNA — diraz na ochranu pred degradaci T T -
W m Water/TE

phenol

« Stanoveni koncentrace a Cistoty DNA/RNA &
— Spektrofotometrie

e Kontrola kvality a integrity - ELFO

Separation Precipitation

Sample ID @ ‘ ‘
6.00 DNA & RNA Sample type RNA
H 7| Baseline =
5.00 4 1
1
@ 1 SWnm
= 1
S 4.004 1 SW Abs (10mm)
8 1
G ! :
2 300+ ! Protein 260nm Abs (10mm)
g : ‘I‘ 280nm Abs (10mm)
I 2.00 = ¢ : : 260/280
o
b I : : 260/230
1.00 = 1 ] 1
: o
1 1 = [7] Multi Sample Spectrum display
0.00 1 1 1
1 1 1
1 L 1
Ll L] T L] L L) L) I | L] Ll L]
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Conc. ng/ul
Wavelength nm

Exit ” Blank Clear Data Table H Save Graph ” Exportto Excel ” Measure




PCR — Polymerase chain reaction
* Amplifikace vybraného Uuseku DNA
*  Mnohondsobna in vitro replikace ve zkumavce - retézova reakce dSDNAm

vychazi z DNA replikace l

e Kary Mullis, 1983
* DNA fFetézce duplexu muize byt denaturovana a znovu spojena Tm

ainjesadwa) Buiseasou|

* DNA replikace in vivo vyzaduje nékolik enzymti l

- separace retézcll

- syntéza kratkych RNA primer( ! HH ' ! "H ' "H'!' !

- syntéza dvou novych DNA helix( ssDNA

DNA replikace in vitro vyzaduje pouze jeden enzym MW

(1957 Arthur Kornberg dokazal existenci DNA Polymerazy)

AZ S OBJEVEM A POUZITIM TERMOSTABILNI POLYMERAZY
(TERMOFILNI BAKTERIE) ZISKALA PCR NA VYZNAMU
FUNKCE OSTATNICH PROTEINU JE in vitro NAHRAZENA ZMENOU TEPLOT !



Cil — ziskani pozadované a specifické sekvence genomové DNA
Princip — mnohonasobna replikace

* cca 30 cykld

* zavislost na teploté reakéni smési

* mnozstvi namnoZené DNA roste exponencidlni fadou (2")

komponenty PCR:
- & B

- templatova DNA ~ - ;Cg;&;

- dNTP O ~

- pufr (pH=8) YTV s,@i?f{;;

Primers Polymerase

- Mg2+ ionty (aktivita a pfesnost polymerazy)

- Primer - krétké specifické useky DNA,

oligonukleotid 20—-25 pb, ohraniceni oblasti amplifikace DNA
- DNA polymeraza

termostabilni (odolava teplotam az 98 °C)

Taq (Thermus aquaticus), Tth (Thermus thermophilus)

- teplota
opakovani cykli:

- denaturace (separace dsDNA)
- navazani primeru

- elongace primert(

- syntéza nového viakna DNA

pomoci zmén teploty!

Region of

5' —
inlerest< 3 ]

TI111
1 4 1

-
e L

-
|

TITT
414

l 98°C

STTTTTTTTTITTITTTTTTIT®  Denaturation
Temperature is increased
3 ETEENEN] 1.-|.]  EEEEEN 5 Lo separate DMNA strands
l 48 t0 72°C
- S TTTTTT T T T >  Anneling
o 3 Temperature is decreased
DN;ETPI:::E 5 Primer 3 Primer to allow primers to base
strands ;
N EEENENERENR F . M. pair to complementary
N T O Y DNA template
l 68 to 72°C
J"}asnli'.lui. ETTTTTTTT®  Extension
Sk 3L gLy AL 5 Polymerase extends
DNA s?rsaifds < - & primer to form nascent
) TF -'rT-l-T_’u' DNA strand
3-|1'|1|1|'|:| 'I"I"|'|'|'|5-"T}\v
Istcycle —»  2ndcycle —  3rdcycle —»  dtheycle -------- -4 » 30th cycle
FHEHH OO OO
T 231 = 2 billion copies
. T T
2% =8 copies [T DT
OO OO .
i R Eapnaential
24 16 copies I Amplification
B TR TTTEITITATII Process is repeated, and
FHTITIIN TR the region of interest is
T amplified exponentially
T
JHH
FH

2% = 32 copies



Prakticka cast cviceni



CO? Stanoveni SNP +3953C/T (rs1143634) v
genu pro interleukin IL-1beta u pacientu s
chronickou peridontitidou

Display Settings: [] Abstract Send to:

J Perindontal Res. 2000 Jun;35(3):172-T.

Effect of the interleukin-1 genotype on monocyte IL-1beta expression in subjects with adult periodontitis.
Mark LL" Haffajee AD, Socransky S5, Kent RL Jr, Guerrero D, Komman K, Newman M, Stashenko P.

&«

Author information

Abstract
An association has been reported between polymarphisms in the genes encoding IL-1alpha (-889) and IL-1beta (+3953) (periodontitis susceptibility
trait, PST), and an increased severity of periodontitis (18). o _ ) _

In the present study, we determined if PST positive subjects with periodontitis exhibit elevated
production of IL-1beta. compared to PST negative periodontitis patients. Peripheral blood monocytes were obtained from 10 PST+ and 10 PST- age-
and disease-balanced subjects with adult forms of periodontitis. Monocytes were cultured with a panel of bacterial stimulants, including Escherichia
coli and Porphyromonas gingivalis LPS, and whole formalinized periodontal pathogens P. gingivalis, Bacteroides forsythus and Prevotella intermedia,
and health-associated organisms Veillonella parvula and Streptococcus sanguis. Our results demonstrate that monocytes from PST+ and PST-
patients showed no significant differences in IL-1beta production in response to any stimulant tested. In addition, the periodontal pathogens P.
gingivalis, B. forsythus and P. intermedia failed to stimulate higher IL-1beta responses compared to health-associated species V. parvula and S.
sanguis. A marked interindividual variation in production of IL-1beta was seen, with high, low and intermediate responders present in both PST+ and
PST- groups. We conclude that genetic loci other than the PST palymorphisms are also important regulators of monocyte IL-1 responses.

PRID: 10925872 [PubMed - indexed for MEDLINE]



PROC? cytokiny X onemocnéni parodontu

Zanétlivé onemocnénéni parodontu Healthy Periodontal
- komplexni onemocnéni (endogenni a exogenni faktory) | Disease
1. Pfic¢ina zanétu-mikrobialni plak (anaerobni bakterie) A8 A

— zacCatek imunitni odpovédi Healthy Gums
2. Individudlni predispozice Healtiy Elte te

RIZIKOVE A PROTEKTIVNIi ALELY
IL-1beta — prozanétlivy cytokin — rizikové alely
(Kornman, 1997)

Quintes=ence Int. 2010 Jun;41{6):517-25.
Interleukin-1 as a genetic marker for periodontitis: review of the literature.
Grigoriadou r-.-1E1, Koutayas 30, Madianos PR, Strub JR.

~

Author information
Department of Prosthodontics, School of Dentistry, Albert-Ludwig University, Freiburg, Germany. mariannagrigoriadou@yahon.com

Abstract

Perodontitis is considered to be a multifactonal disease. Studies have indicated that part of the clinical vanability in periodontitis may be explained by
genetic factors. Genes can affect the immunoinflammatory host response to bacterial challenge in the periodontal tissues by means of an
overproduction of proinflammatory cytokines, such as interleukin-1 (IL-1). IL-1 plays an important role in the pathogenesis of periodontitis, through its
involvernent in the regulation of the host's inflammatory response and bone resorption. Therefore, the genes that encode for IL-1 production have

recently received most attention as potential predictors of periodontal disease progression. Hence, the relationship between IL-1 genotype and
pernodontal disease has been investigated by a number of studies. This review article amed to determine whether IL-1 could be regarded as a genetic
marker for periodontitis by reviewing data concerning susceptibility, clinical parameters, and treatment strategies in relation to the IL-1 genotype. The
review concluded that there is currently limited ewidence to implicate a specific IL-1 genotype as a nsk factor for chronic penodontitis in white
populations. However, there is limited evidence that genetic vanation in the IL-1B polymorphism could be a risk factor for aggressive periodontitis.
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JAK? METODY MOLEKULARNI{ BIOLOGIE

Prace z biologickym materidlem (PLNA KREV, PLAZMA, SERUM)

!
W

1. Amplifikace DNA Useku - PCR

2. Detekce polymorfniho mista -
Restrikéni analyza

3. Vizualizace - Elektroforéza

%



JAK?

IL-1B +3953C/T (rs1143634) u
subjektu s chronickou peridontitidou

Forward Reverse
—_— 249bp —

CCTTCTGATT TTATACCTAA ACAACATGTG CTCCACATTTCAGAACCTAT CTTCTTCGAC ACATGGGATA ACGAGGCTTA TGTGCACGAT

amplifikace vybraného tUseku
z celkové DNA



http://snpper.chip.org/bio/view-snp/1143634

JAK?

IL-1B +3953C/T (rs1143634)
pomoci restrikcni endonukleazy Taql

Forward Reverse
— 249bp —

CCTTCTGATT TTATACCTAA ACAACATGTG CTCCACATTTCAGAACCTAT CTTCTTCGAC ACATGGGATA ACGAGGCTTA TGTGCACGAT

Byvencuas Taql
EOLCIIJS,. 5'... TTCGA ... 3" detekce useku
[ 5. accr ... 5" g konkrétni variantou C/T

!

C
135bp 114bp



http://snpper.chip.org/bio/view-snp/1143634

JAK?

restrikCnich fragmentu po Stépeni Taq|
(Agarozovy gel)

vox . 249b C
1. Nestepena TT 0
Taql
X, v 7 135b 5'... TTCGA ... 3'
2. Stepena CC i s acor .
114bp

3. Heterozygot CT — 3 pruhy

249 bp —*

vizualizace DNA fragmentu
po restrikcni analyze




MASTER MIX

Praktické provedeni PCR

Objem v mikrozkumavce: 25yl

Slozeni (1 vzorek):

templatova DNA (2yl)

2 primery (1.25 yl)
MgCl, 25mM (4 ylL)
dNTP mix (0.5 ylL)

Taq polymeraza 1U (1 yl)
pufr (2.5 ylL)

PCR H,0 (12.5 ylL)

d

95°C.....

95°C...

S5minut
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72°C.....
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Prace s mikropipetou

* Pipetu drzim vzdy vertikalné (Spickou dolu).

1 p @B

* Pipetu drzim v dlani zavésenou za ukazovacek a ovladam ji

palcem.
2
* Vlyberu optimalni rozsah objemu!!! Nikdy neprekracuju
rozsah pipety nahoru ani dolG!!!
| * Pred pipetovanim musime na pipetu nasadit prislusnou
E Spicku (dle objemového rozsahu pipety).
5 ]  Vzdy pouzivam novou sterilni Spicku.
>
Mikropipeta . Pf)kuovl opakovaneé plpetulju tent}/vz vroatok, ponecham na
1 - dvoupolohovy ovlada¢ pipeté po celou dobu prace tutéz spicku.
2 -drzak

3 - jednorazova Spicka e ., o, . . ..
» K odhazovani spicek slouzi tlacCitko na bocni strané pipety.



Prace s mikropipetou

Postup:
* Na pipeté nastavim pozadovany objem. Vodorovna Cara na
displeji znaci desetinnou carku.

* Nasadim Spicku na pipetu (dikladné utésnim) — ne rukamal!

* Pipetu uchopim tak, abych si o ukazovacek podeprel/a drzdk a
palcem tak mohl/a pracovat s dvoupolohovym ovladacem.

* Nasati: ovladac stla¢im do polohy , 1“ (Spicka je ve vzduchu),
ponorim do roztoku a pomalu pustim.

* Vypusteni: pipetu ponorim do roztoku, kam chci pipetovanou
latku pridat. Vypustim roztok stlacenim ovladace do polohy
»1% dokoncim stlacenim do polohy ,,2“ a vyjmutim Spicky
z roztoku (stale v poloze ,,2°).

e Ovladac pustim, Spicku vyhodim.

Qbr. 3.2.2: Polohy oviadace:

TR




PCR Protocol

Get the reagents Prepare the mix Set up conditions

Analyze the gel Negative result Cry




