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Molekularni biologie

vedni disciplina zabyvajici se studiem bunecnych
biologickych procesu na jejich molekularni urovni
venuje se popisu biologickych makromolekul a
jejich vzajemnym funkénim vztahum

pozornost je predevsim venovana funkci

makromolekul podilejicich se na dedicnosti
organizmu, tedy DNA, RNA a proteinum:

DNA — RNA — protein

integruje ve svem pristupu hlediska biologicka,
chemicka, fyzikalni i geneticka




The Central Dogna of Molecular Biology

Replication
(DN& passes
coded information
Dl

llnformatien‘? \ with replication )
SEPRIPXUEIOVLDE

I =
Information

M Transcription

RMNA synthesis:
coded information passed into
RMNA during transcription

Translation

Information Messenger RMNA carries
coded information to
ribosome during protein
synthesis

The buck stops here.
Proteins refuse to
give away any infor-
mation,

'

Protein

Proteins prowvide
structure and help carry
out almost all biological
activity.

Protein
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Vyuziti molekularnée biologickych
metod

genetika - detekce dedicnych chorob
(fenylketonurie, cysticka fibroza aj.)

farmakogenetika (glukbza-6-fosfat
dehydrogenaza, N-acetyltransferaza)

genetické inzenyrstvi - konstrukce genotypu
metodami molekularni biochemie

primy priukaz patogennich mikroorganizmu
(CMV, HBV, HCV, borrelie atd.)

kriminalistika (identifikace pachatelu i obéti)
vyzkum (hledani zodpovédnych genu)



Techniky

izolace DNA (RNA)

hybridizacni techniky

mapovani a sekvenovani genomu
amplifikacni techniky (pomoci PCR)
metody identifikace polymorfizmu
genova exprese mRNA

Real-time RT-PCR

reverzni traskripce




|zolace DNA (




Co je genom ?

- GENOM = geneticka informace jakehokoliv

prirodniho druhu, i kazdeho jedince ulozena
v jeho bunce (NK), a kazdeho viru

- jde o celou NK, tedy i o jeji negenovou cast

Cim se genomy lisi?
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Primarni struktura NK
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DNA KONDENZACE

Sekundadrni struktura

Nukleosomy

Chromatinova vlakna Hi-hist jddro

TaTatals 20-80 kb
r r i ? = :.. _II.-._ _.!-'?‘ 'EI
Chromosomové smyCky [EERTATATATATS 2600/ chr
‘D3 R %= Proteinové leseni

700 nm

Interfdzni chromosom

Metafdzni chromosom Fosforylace H1




Vyznam izolace NK
Z biologickych vzorku

Puvod lidsky, Zivoc€isny, rostlinny, patogeny
Vodné extrakty DNA/RNA jsou zakladnimi analytickymi
vzorky pro molekularné biologické metody

U&el izolace DNA:
uvolnéni NK z proteinového leSeni a histonu;
odstraneni membranovych struktur;
eliminace cukernych substratu, lipidu;
eliminace volnych nukleotidi, nukleosidu;
separace jinych genoforu (plasmidy, mt)
eliminace dalSich potencialnich inhibitoru



Popis manualnich extrakénich postupu

Homogenizace biologického vzorku

BT

Trdveni proteind proteindzou

Trdveni proteind proteindzou

v s SDS a 5M NaCl v pufru s SDS a disociace od NK
— Denaturace bilkovin solemi
| l Denutbedce profeasifenien guanidinia ve fenolu (TRIZOL)
Oddéleni vodné fdze | <
E——

wodnd oo

Separace hydrofébnich
slozek do chloroformu

N -

el B
b lmwir

l |

Oddeéleni vodne faze

Srazeni NK z alkoholu
v kyselém pH

Pfecisténi NK 70% ethanolem
Suseni pelety NK
Rozpusténi ve vodé ¢i TE pufru

dodnd, 1 e

| argonicha foze

MaZi e re s

bi koo 0 oA




|zolace DNA dle Sambrooka (1989)

5ml venozni krve do 0,3 ml 0,5M EDTA, + dest. voda (do
20 ml), zmrazeni na -20°C min na 48 hod

rozmrazeni ve vlazné vodeé cca 20 min, centrifugace 10 min
pri 5000(4°C), opak. promyti dest. vodou a fyziolog.
roztokem, opéet centrifugace 10 min pri 5000(4°C), k
promytemu sedimentu 0,5 ml fyziolog. roztoku, pfida se
FASANO (5M NaCl, 0,5M EDTA, 1M TRIS, 10% sodium
dodecylsulfat) a 20 ug proteinazy K, inkubace pri 37°C do
druhého dne,

1,4 ml SM NaCl a 1,4 ml chloroformu, centrifugace 15 min
pri 8000(4°C), horni vrstva se odpipetuje a prida se k ni 4
ml ledoveho izopropylalkoholu

vysrazena vlakna DNA se namotaji na skleneny hacek,
oplachnou 70% etanolem a osusi 5 min na vzduchu, pak
se rozpusti ve 250 ul TE pufru a necha se 24 hod pfi
pokojove teplote za obCasneho michani

zasobni roztok DNA se uchovava pri teplote -20°C



i d i n_a B i o wm e d i ¢ ji n =nu

Extrahuj si DNA doma

Pripravte si: kousek ovoce (kiwi, rajée,jahodu...) , malou
uzaviratelnou sklenicku, uzaviratelny plastovy sacek, filtracni

papir (kavovy filtr, papirovy kapesnik), lih (95% etanol), jar na

nadobi (Sampon), sul, destilovanou vodu, nalevku a misku

Ovoce oéistime a vlozime do plastového saéku, ktery dobfe
uzavieme: Nynl ovoce v saéku dukladné rozmackame, vysledek ,

- bx mé;’byt co ne;tekute;sn a homogenni.

Zytast’ v mlsce smichame 1 kavovou IZicku Jaru (nebo

saﬁ'\ponu} a3 polevkove IZice destilované vody a Spetku soil b

(siabou ctvrtku lz:cky) tak aby se nam to moc nezpemlo

-Vzmkly roztok prilijeme do sacku s ovocem a pokraéu;eme

v mat‘:kénl ovoce Muzeme si pomom tuzkou kterou budeme po

Flltraém papir vlozime do __n_algv[gy,_ kterourpqstawme do
skleniéky. . E

Rozmaékané ovoce vlijeme 'd_o nalevky. Poékame, az se nam
ovoce prefiltruje a filtracni papir se zby;tkgm ovoce vyhodime.

Do skleniéky pfidame trojnasobné mnozstvi ledové studeného
lihu a skleniéku uzavieme. s

Pozorujte, jak ve Vsklenii':cé kondenzuje DNA. Kondenzace trva
né&kolik minut. Jednotlivé viakna mizeme namotavat na Spejli.

B

www,.jdi.na.biomedicinu. www.feec.yutbr.cz




QuickGene — 810 (FUJIFILM)

» system pro izolaci DNA/RNA

» vysoka vytéznost, reprodukovatelnost a
bezkonkurencni Cas trvani izolace

» vysoka kvalita a Cistota,
vhodna pro PCR a
kvantitativni real-time
PCR, blotovani, SNP,
genotypizaci,
sekvenovani,

klonovani...
....cena 280.000 bez DPH + kity




Processing time (8 sampiles)

(SAMPLE [ TIME | FEE_F_ | SAMPLE | TIME |
WHOLE BLOOD 6 min PLASMID 6 min TISSUE 15 min
TISSUE 13 min CULTURED CELL iagnereet /nosung | 13 _min

CULTURED CELL (/10cm s 16 min
BLOOD CELL 20 min

High purity and high yield without centrifugation

Three pressurizing stages — binding, washing - <4solation of DNA from whole blood
and elution — occur automatically in the unit.

Because of the outstanding adsorptive and Pretreatment in QuickGene-810
desorptive properties of the membrane, Addition of Pressurizing process (no need for centrifugation )

: . o : } n
high-purity nucleic acid can be obtained easily reagent Binding Washing Elition
at low pressure without any complex processes |
such as centrifugation.

Sample 200- L= -
Prc-ie_Ese

= -Adsorption of nucleic acids
Owing to their hydrophilic ™ e l
properties, nucleic acids get Waste

adsorbed onto the membrane,  aat—)
while proteins and lipids, which |
are comparatively hydrophobic, : ® High purity DNA
tend to seep out of the membrane.  Frotein 4 | s




MagNA Pure Compact System
(Roche)

izolace DNA, RNA

1-8 vzorku béhem 30 min.
cartrige s reagenciemi a
magnetickymi kuliCkami
predistalovanée protokoly
ovladane dotykem
minimalizace zameny a
kontaminace

kontrola kvality, archivace




DMNA from whole blood
200 pl M 500 pl M 1,000 pl M

= R — — — e,

_._._._..._.------Hhﬁm 21 kb
b g

Figure 2: DNA Integrity. DNA was isolated from 200 pl, 500 pl and
1,000 pl of blood in fourfold replicates, respectively, and analyzed on
a 0.8 % agarose gel. Comparison with DNA Molecular Weight
Marker 1Il (M) revealed a molecular weight of =20 kb.

m L

Sample Cell disruption and DMA binding Magnetic Remowal of cellular Magnetic DA elution at
material rotein digestion to the surface S:EEﬂratm of debrs by extensive separation of high tempera-
gy the addition of of Magnetic the bead- washing steps the bead- tures during the

Lysis Buffer and Glass Particles DA complex DMNA complex removal of the

Proteinase K Magnetic Glass

Particles

Figure 1: Principle of nucleic acid isolation performed automatically by the
MagNA Pure Compact Instrument



Hybridizacni techniky




Hybridizacni techniky

spojovani dvou jednoretézcovych molekul
nukleovych kyselin za tvorby hybridu:

DNA x DNA, DNA x RNA, RNA x RNA

obe vlakna jsou v roztoku nebo je jedna
hybridizujici slozka vazana na nosic

hybridizace NK zakotvenych na filtrech
(nitrocelulézové a nylonove) se znaCenou sondou

sondu oznacujeme molekulu nukleove kyseliny,
kterou pouzijeme k vyhledani urcCite sekvence ve
vzorku testované DNA nebo RNA



Fluorescant
Labal

Target DNA +
TGATGATTCAGCATTCTCAG

AR




Southernuv blotting

zakladni princip metody:

« Stépeni celkové DNA na fragmenty pomoci restrikCnich
endonukleaz

 elektroforetické rozdéleni fragmentu dle délky

« prenos fragmentu na membranu (nylon, nitroceluléza)
* denaturace DNA

* hybridizace se znaCenou sondou
 rtg film, expozice

zavazi

e » membrana

ERERRNEN -

EREENENEEN -

prenosovy pufr (denaturacni)




Polymerazova retezova reakce
(polymerase chain reaction)

ATCCGTAAGGCTATAT/GGACGT
3'.' [ :



PCR (polymerase chain reaction)

* umoznuje zmnozit (amplifikovat) zvoleny usek
DNA teoreticky | z jedné molekuly na meritelne
jednotky (ng a ug)

« namnozit usek DNA muzeme jen tehdy, kdyz
zname poradi nukleotidu na obou koncich tohoto
useku — primery (20-30 bazi)

* byla uzita Taqg polymeraza, izolovana z druhu
bakterie Thermus aquaticus (teplé prameny v
Yellow-stone National Park) a jeji teplotni
optimum je 72 °C, dnes se bézné uziva
rekombinantni Taq polymeraza



Master mix

e umoznuje provadeni
PCR

e musi obsahovat pufr,
nukleotidy (dNTP),

primery, polymerazu a
H,O (pro PCR), Mg?*

 DNA pak doplnime do
o oo kazde zkumavky zvlast

“sges=-24 + mikrozkumavka PCR
we oe¥%e 0,2 mlsvickem




Prubeh PCR

1. krok: DENATURACE (denaturation)

- pf1 94-95°C, 15 sec az 1 min
2. krok: VAZBA PRIMERU (anealing)

- obvykle 50-55°C, desitky sec az minuta
3. krok: AMPLIFIKACE (extension)

- obvykle 70-74°C, malé 20-45 sec, velke
(desitky kb) az 15 min

Pristroje thermocycler (termocykler, cykler) jiz od
99.000 bez DPH



-174C/G polymorfizmus v |IL-6

* 9,4 yl H,0 pro PCR E o
e 1,5 ul Tris-HCI pufru

* 1,5 yl MgCl,

* 0,6 ul od kazdého primeru (P1, P2)
0,3 uldNTP

* 0,1 yl Taq polymerazy

« 2,0 ul DNA

Celkovy objem 16 pl

 denaturace DNA 95°C/2min

« 35 cyklu: denaturace 94°C/45s, anealing 55°C/25s,
extenze 72°C/45s

e finalni extenze 72°C/5min
 chlazeni






PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 ¢cvcles of 3 steps
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Step 1 : denaturatiﬂ;

1 minut 94 “C

R

Step 2 : annealing
45 seconds 54 °C

forward and reverse
primers 11!

Step 3 : extension %

2 minutes 72 °C
only dINTP's

L Anchy Wissrsirasde 19AE
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template DNA
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Teopies  4copies  Reopies 16 copies

Exponential amplification

-3 35 evele
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CAndy Vierstracte 2000




Klovais | EBThe DNAGs
heated to quickly cocled
50°-100°C to 30°-65°C to
toseparate | | allow short single-

the twio strand primers 1o
strands. | | anneal to their
| complementary
| Sequences,
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LightCycler® 2.0 Instrument

Fg o

* slouzi k provadeni rychlé
PCR detekci v realném
case

« ke kvantifikaci cilovée NA
a dale k nasledné
analyze amplifikované NA
pomoci krivky tani

* V biologickém vyzkumu,
pri analyze potravin, v
soudnich a dalsich
laboratornich disciplinach




Wzduchowy ohfev
a chlazeni pro rychlou
teplotni zménu

Lzaviena kapilara 20pl nebo
100pl 5 vynikajicim poméren

-\‘\\\povrmu k abjemu

Whrivaci spirala

Krokovy motor
umistujici vzorky
do drahy optiky

e

Kanusel
o kapacité
32 vzorkd

I\
J

Lt 3 <N - S S -
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Fotohybridy

Detekéni jednotka

V%

Swvazek viaken

Excitaéni jednotka
555 nm

i
e 1 e (i U i 5~ 5 .

[

610 nm

640 nm

Sestikandlovy fotometr
670 nm

705 nm

Svetelny zdnoj (LED) Krokowy motor K polohovani Svitiva
fotometru ﬁ_'cé%a, .
470 nm Filtr Detektor

Schéma fotometricke jednotky



Fluorescence (Normalized)

B. Normalized Melting Curves
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Double-stranded DNA | Single-stranded DHA
(s DNA) | (random coils)
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Temperature [°C]

Homozygous
(red/green) samples
cannot be discriminated
after temperature
shifting

Homozygous
wild type

single heterozygous mutant

(A>T) Homozygous

/ mutant (A=T)

double heterozygous mutant
[C=T; A=T]

A: Unshifted HRM curves B: Temperature Shifted



Alelicky specificka PCR

detekce bodovych mutaci, malych deleci
alelicky specifické oligonukleotidy

3 primery, 2 alternativni verze jednoho
konce (mutovana/nemutovana), druhy
konec stabilni

mutace je kryta
primerem

3GHG 4G/4G SGISG




amplifikace DNA se sekvencné-specifickymi primery

——

shoda neshoda

amplifikace amplifikace
probiha neprobiha

DETEKCE

vnitrni
kontrola

specificky

,‘ produkt

interpretace

" o




F1

F2

Nested PCR

PRODUKT 2

R2

> DNA

R1

3 PRODUKT 1




Analyza PCR produktu

* Hybridizace
* Sekvenovani
« RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism)
 RT-PCR (Real Time RT-PCR)
RNA=> cDNA




Cobas Amplicor®

« provadi amplifikace a detekce v jednom
integrovanem systému

 vysledky k dispozici behem 4 - 6 hodin

« HCV, HBV, HIV, CMV, C.trachomatis,
N.gonorrhoeae, M.tuberculosis

Interni kontrola eliminuje
falesné negativni vysledky




Kvantitativni PCR v realném case

sondy oznacene fluorescencnim barvivem

hybridizuji s templatovou DNA za stejnych
podminek jako primery (v oblasti mezi nimi)

DNA-polymeraza ma také exonukleazovou
aktivitu - odbourava nasedlou sondu

schopnost fluorescence az po uvolnéni do
roztoku - v prubéhu PCR je ozarovan vzorek
excitacnim zarenim, ktere vybudi fluorescenci
uvolneného barviva

reverzni transkripce - PCR (Real-time RT PCR)
- presné mnozstvi vstupni templatové DNA



Real-time RT PCR
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1. Polymerizace: Fluorescenéni substrat (reporter - R) a
jeho zhaSed (Q) jsou navazany na 5 a 3' konce TagMan

sondy.
FORWARD FRIMER ' ! PROBE !i'
51 31
¥ 5
51 al
- g
REVERSE PRIMER
2. Elongace retézce: Dokud je sonda intaktni zaZeni
emitovane substratem R je pohleovano blizkym
"zhagedem".
ﬁl ? Q ar
¥ 5
5 3
5l

3. Odstépeni: kdyZ Tag polymerdza dorazl k zaatku
sondy, postupné ji odehlipuje aZ odStépi fluorofor. Ten se
timto oddali od zhasete a emitované svétlo pfestane byt
pohleovano - detekovand fluorescence stoupa.

'\I.r’

g: ar ;‘J g
5

4. Polymerizace ukonéena: reporterova barva oddélena

od zhasedte emituje charakteristickou fluorescenci.

4

5 —

|
S

sl
al

Ei

i

1. Navazani: SYBRE Green | se vaZze béhem kaZdeho
cyklu na dvouvlaknovou DNA,

1 | | 1 1
:
—0- -0 -0- -0 -0
i I i b i e i b i .
L] E T L] L]

2. Denaturace: Ve f4zi denaturace DNA je SYBR®
Green | uvolnén z vazby na DNA a celkova fluorescence
dramaticky klesa.

3. Polymerizace: B&hem annsalingu primerl a elongace
fetézce se Sybr Green opét zagina navazoval na
vznikajicl dvouvlaknovou DMNA - fluorescence stoupa.

# .
__..___
1
& &
|
=
&
REVERSE PRIMER

4. Ukoncéeni polymerizace: Emitovana fluorescence
dosahuje maxima.




Sekvenovani

10 20 30 40 60 70 a0 a0
CGATIG A TIBMGCGGCOGCE AATICGCCCTTTCTC TACG ACG ATG ATT .F'E?'C CATG TGC TG AAMGTTGGCGGETGCCGG AGTGCGC TCACCGC

il
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Sekvenovani (sekvenace, sekvencovani)

» zjistuje poradi nukleovych bazi (A, C, G, T)
v sekvencich DNA (jadro, mitochonrie,
plazmidy)

* od 70. let 20. stoleti je pouzivana metoda
Fredericka Sangera, ktera vyuziva
dideoxynukleotidu a nasledné elektroforézy

* projekt Cteni lidskeho genomu

10 20 a0 40 a0 60 70 a0 90
OGATIG A TIRRGCGRCOGCE AATTCGCCCTTTCTC TAEG ACG ATG ATTTACACGCATG TGC TG AAAGTTGGCEGETGCCEGG AGTERCGE TCACCGC

-' NPT '|:|1§| |'ﬂ|fr '||1 .|1| l;'”"l A r'\“ m i | /\\ (i f||%“' I'|ifr
A LA | i A §i J bl W i \J |




Sangerova metoda

sekvenovany Usek DNA

* sekvence, primer, DNA
polymerazu, dNTP,
jeden ze Ctyr

dideoxynukleotida o s e (SR
« zadleni se do replikujici i S %
se DNA, ale zastavi gt T -
elongaci retezce - nema
OH skupinu ﬂé’fﬂ%ﬁ
il 4%

» kazdy dideoxynukleotid - %;; S
se vlozi do jedné ze &ty — st
nédOb ananan DNA




A TGC

ATTTACACGCATG TGCTG AAAGTTGGCGGTG

|
n

I
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Maxam-Gilbertova metoda

DNA na 5' konci radioaktivné
oznacena fosforem

vystavena chemikaliim, ktere
specificky stipaji sekvenci DNA
v miste, kde rozpoznaiji jistou
nukleovou bazi

do polyakrylamidového gelu a
spusti se elektroforéza

sekvence DNA je GTCATAGCA
(Cte se zespodu)

G GAAC C CT




Pyrosekvenovani

* novejsi metoda, vznikla v roce 1996

« mimo DNA polymerazy jesté ATP sulfurylaza, luciferaza
a apyraza, adenosinfosfosulfat a luciferin

« postupné vkladany nukleotidy ruznych typu (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) — pfidanim se z uvolni svételné
zareni... uvolnéni pyrofosfatu z nukleotidu a spotfeba
vzniklého ATP luciferazou k oxidaci luciferinu
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Kg\y sequence in template sequence = AGTC for signal calibration



Sekvenace nove generace (NGS —
next generation sequencing)

* vazba fragmentu nukleové kyseliny na
mikrokulicky

* na kazde kulicce ke klonalni amplifikaci

 Cteni sekvence bud sekvenovanim
syntézou nebo sekvenovanim zalozenem

na ligaci
A
3 . a:;‘) - ;'1
B‘} B(\ )B / -




ATTTACACGCATG TGCTG AAAMGTTGGCGGTG
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Sekvenator - ABI PRISM® 3100-Avant Genetic Analyzer



Detekce mutaci
vs. polymorfizmu




Genetické zmeny = Mutace

Genomove mutace (aneuploidie, pocetni
zmeény): vadné segregace paru chromosomu
béhem meiosy, mitosy), jina genova davka

Chromosomove mutace (strukturalni zmeny
chromosomu): spontanné, abnormalni
segregaci translokovanych chr. béhem
meiosy

Genove mutace (zmeny genu): pri replikaci
nebo selhanim opravy poskozene DNA Pac.1: 5- GGTA-3°
Mutace spontanni & indukované mutageny FPac.2: 9-GCTA-3

Mutace zarodeCné a somatické (somaticky
mosaicismus)




Typy polymorfizmu

« Jednonukleotidové polymorfismy (SNP) — markery
pro genetické mapovani a souvislost urcitého genu s
nemoci

* Vicebodoveé polymorfismy
« Polymorfismy minisatelitu (variabilni pocty
tandemovych repetici, VNTR) — tandemova inzerce

Jjednotek o délce 10-100 bp podminuje alely pro dany
okus

« Polymorfismy mikrosatelitu (kratké tandemové
repetice, STR), Jednotky 2-10 bp
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ckgttccaga

ctgaaaagga
gactggagcc
aaggatccct
tggggctgaa
acgtocgktcgc
aatggaggca
caaggatgtc
cgattctctt
agococogggdga
aaagtgtcga
agaagtattt
aataaatagt
tgcagaacaa
tfEacaagttc
gaagccaatg
tgecocecttittg
caacaatgcc
aggaaaaaac
tcccctgcat
ccaccgacat
tttEtggatctt

tctcaggg
tgtgtgtg
gaggttca
EecttbcetEg
gocgtittgc
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chtethbetg
tatktettt
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gaaagaaaca
gacattatct
atgaatgtaa
atgagcagga
aggctggaca
agccagcaaa
acaagaadgta
aagattggtc
gagggaagtt
ctactctatg
gtaaggcggt

tEttttacagc
gtggttttat
cagtggattt
tEtgactcettL
agatccatca
tcaggcattc
gaatcactaa
ttgatgaatt
gaaacctgac
cagaaagaaa
tccttgtgta
ttagagcaga
ttgtgaagtt
gaatgoccttt
tcgataaaca
aggagacact
ggatccatca
gaatcgtgca
tgaatcgttt
atagaagtaa
agtgctgggc
actttggaga

acaaacaact
tgectgtecat
ctEttcttgaoccg
ctattttta

acggcgaadgt
ctcactcceca
tggaaaaacc
agaagctgtc
tagtacttca
caaatcaaat
cagaaaatcc
aggattgcaa
gcatgcccca
caggagaaaa
aataagcagg
gccggacctg
cttcatcata
tcacatttta
gcttaccaat
aaactccatt
ctcctggggc

gaagattggg

gcatacggcc
cactttgctg
aagacaccaa
ggtttaagtt
gtggcaagcc
ccaggcagaa
agagtctitecc
agcagtcctt
gatgatgcca
ggactttact
aacccccaga
atggagaaadg
tgggaagtcc
atctattacc
cttcggagat
goaggagaatg
cCdcaacaaadg
Cdaagaataa
ggctcctatg
cgaacccatg
gtgtggtata
ttatattttg

Geneticky polymorfismus po kazdé 1 kb nukleotidt

cgaggggaocd
gococtbtectocec
ggcactgagg
tatctattca
gcoccagcgtc
ggtcaataaa
acccagtggc
gcaaagatga
gcagattgga
ttcgagatgg
ctgaaaagad
gFgecibciest
ttggaagata
tgococcococgoocg
ggttacctaa
actgctacac
aaacgitctt
aatatgaaga
aagctgcgtt
gagcagaaaa
aataccaacc
cctggttggg

Pocet nukleotida v haploidni sadé ¢lovéka = 3,3 x 10(9)
=> pocCet polymorfnich mist: ~ 3 miliony

mutace do 1% - skodlivé, neutralni, popr. prospésné
polymorfizmus — vyskyt v populaci nad 1%



STR lokusy (mikrosatelity)

« Typy mikrosatelitQ
- dinukleotidy (AC)n nebo (AT)n
- trinukleotidy (AAT)n a (CAG)n
- tetranukleotidy (GATA)n a (GACA)n
« Vyskyt
nekodujici oblasti (telomery, subtelomery, centromery)
dinukleotidy v intronech
trinukleotidy a hexanukleotidy | v exonech
tetranukleotidy v oblasti centromer
v kodujicich oblastech obratloveu jen 10 % STR

 Okoli mikrosatelitu tvofi jedineéné sekvence — vyhodné pro
design primeru pro PCR



Vysetrované tandemové repetice v lidském organismu (VNTR a STR) se dédi
mendelovskym typem dédic¢nosti. Otec (pocet jednotek repetic v somatické burice
7+4) a matka (6+5) davaji vznik potomkum F1-F4 (7+6; 4+6; 7+5; 4+5). U
nepribuznych osob jsou diky populacni variabilite pocty repetic rozdilné.
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Prima analyza mutaci v lidském genomu

Prima analyza — detekce pfi¢inné mutace zpusobuijici
chorobu

Mutace jednobodové jako predispozice chorob (SNP)
nebo pricina choroby (faktory krevniho srazeni,
hemochromatosa, cysticka fibrosa...)

Vicebodové zmeny (del, ins - F508del u CF)

Poruchy tripletovych repetic — expanze triplett v

exonech genu méni jejich expresi (Huntingtonova chorea
— gen hungtingtin, nemoc »40 jednotek CAG, sy fragilniho X —
Xp27.3, gen FMR1, nemoc »200 jednotek CGG, myofonicka
dystrofie, gen DMPK, nemoc »2000 jednotek CTG,
Friedreichova ataxie — gen frataxin, nemoc »100 jednotek AAG




Neprima analyza mutaci v lidskem genomu

Neprimd vazebnd analyza - alely gent leZici na chromosomu
blizko sebe maji tendenci prochdzet meiosou jako jednotka
(vazebnad skupina)

Vazba polymorfniho genetického markeru se r*agusji'ci'hﬂ s
chorobou v rodiné - mapovdni geni (RFLP, VNTR, STR_.)

Kdy volime neprimou analyzu:
Neni zndma pozice mutace nebo pozice genu
Je zndmo mnoho mutaci v rozsdhlém genu
Je k dispozici rodina (DNA rodiny) s 1 &i nékolika
postizenymi jedinci
Volba markeru pro neprimou analyzu: K dispozici genetické
mapy s rozlisenim 1cM/MB

Markery ohraniuji misto z obou stran nejlépe v oblasti intrond
genu - nehrozi riziko rekombinace z crossing-overu (= dplnd vazba)

1% pravdépodobnost rekombinace = 1 cM (odpovida asi 1 Mb)



Prima analyza mutaci

.~ § R

Jedna znama mutace Vice znamych mutaci Neznameé mutace
(SNP polymorfismy) v daném genu (screening)
PCR — RFLP Multiplex PCR SSCP
ARMS (ASA) Hybridizace HD
na pevnem podk.
Real-time PCR DGGE
BioCipy
Hybridizace TGGE
na pevném podk. MLPA
HRM
Sekvenovani |
Sekvenovani

Primer extension



RFLP (délkovy polymorfizmus restrikénich
fragmentu)

» bakterialnich endonukleazy (,restriktazy”),
které stepi DNA, v presne definovaneé
sekvenci nukleotidu, napr. bakterie
Escherichia coli - enzym s nazvem EcoRI




Restrikcni endonukleazy

prirozene se vyskytuji v bakteriich
chrani je pred infikujicimi bakteriofagy
enzym ,rozstrina” DNA faga, kdyz vnikne
do bunky

bakterialni DNA je chranena metylaci
sekvenci, které enzym rozeznava

typicky rozeznavaji useky o 4-6 bp
zname asi 300-400 ruznych endonukleaz



Southernuv blotting

zakladni princip metody:

« Stépeni celkové DNA na fragmenty pomoci restrikCnich
endonukleaz

 elektroforetické rozdéleni fragmentu dle délky

« prenos fragmentu na membranu (nylon, nitroceluléza)
* denaturace DNA

* hybridizace se znaCenou sondou
 rtg film, expozice

zavazi

e » membrana

ERERRNEN -

EREENENEEN -

prenosovy pufr (denaturacni)




RestrikCni analyza -573G/C v |IL-6

PCR produkt 543bp 12 pl

* voda 2,7 ul

« pufr 2,0 ul

« BsrBl 0,3

inkubace pfri 37°C po dobu 4 hod

vysledné fragmenty: 274 a 269 bp (G alela)
543 bp (C alela)

ELFO ve 2% agarozovem gelu
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Elektroforéza fragmentu DNA

vkladaci pufry - roztoky o vysokeé hustote
usnadni vkladani vzorku DNA do jamek

manipulaci se vzorky umozni barviva -
pohyblivost pri elfo jako DNA (napr.
bromofenolova modr)

zaporny naboj - pohybuji v elektrickem poli od
katody k anodée

vizualizace pomoci
ethidium bromidu
popr. jinych barviv
(SYBRGreenu,
GelGreen a GelRed)




vzorek DNA
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UV transluminator
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Vyhledavani mutaci

« SSCP (single strand conformation
polymorphism, polymorfismus
konformace jednoretezcove DNA)

* elektroforéza jednoviaknovée DNA na
polyakrylamidovéem gelu pri nizke teplote -
rychlost, jakou putuje behem
elektroforézy, zavisi na presné konformaci

» odlisi casto i zameénu jediné baze



MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification)

poprve publikovana v roce 2002

vyhledavani chromozomalnich aberaci
hybridizace, navazani oligonukleotidovych sond
sonda se sklada ze dvou oligonukleotidu
oligonukleotidy spojeny ligaci

spojene sondy jsou po denaturaci amplifikovany
pomoci klasické PCR

rozdeleny kapilarni elektroforezou na zaklade
jejich ruzné délky



1. Denaturation and Hybridization

R — emrnancey DUCHENNOVA/Beckerova
~————— J svalova dystrofie

Hybridization sequence (left) Hybridization sequence {right}

: f » X-recesivné vazané onemocnéni

o * gen pro dystrofin ma 79 exont a
Saeen . velikost 2,4 Mb

) : ' f

3. PCR with universal primers X and
exponential amplification of ligated prokes only

=
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kontrola



Dekuji za pozornost



