Hybridizace nukleovych kyselin

(a) Nestabilni hybrid

Tvorba dvouretézcovych
hybridl ze dvou
jednoretézcovych a alespon
cdstecné komplementdrnich
molekul nukleovych kyselin

Zalozena na schopnosti -
(b) Stabilni hybrid

denaturace a renaturace

Kratké nekomplementarni oblasti
neovliviuji celkovou stabilitu

(c) Hybrid DNA-RNA

DNA
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Denaturace a renaturace DNA

\\*\

www vysokéd s pomalé Wwwm
teplota ochlazenl
vysoké snizeni

pH pH
dvojSroubovice DNA denaturace renaturaci se obnovi
na jednoduché retézce dvojsroubovice DNA
(po naruseni nukleotidovych (znovu se spoji nukleotidové pary)
parl)
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Denaturace DNA

+ oddéleni komplementarnich vidken DNA
plusobenim vysoké teploty (90-100°C),
extrémnich hodnot pH nebo denaturacnich
cinidel (formamid, mocovina)

» zZmeéna v usporddani bazi pri denaturaci
zvysuje absorbci svétla pri vinové délce
260 nm (hyperchromni efekt)




Pouziti spektroskopie pro analyzu DNA

DNA absorbuje UV svétlo pri vinové délce 260 nm
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Prubéh denaturace i renaturace DNA
|ze sledovat spektrofotometricky

relativni absorbance pfi 260 nm
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M zahajeni pomalého
ochlazovani na 20 °C

denaturovana
jednofetézcova DNA \ /

50 % molekul

renaturace a obnoveni

» dvousroubovicové DNA
zdenaturovano <
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Teplota tdni DNA T,

- odpovida teplote, kdy je molekula DNA denaturovana z
jedné poloviny

10

Denaturacni
krivky DNA

AA 260nm

0,0 “—t




Monitorovani teploty tani dsDNA

Teplota tdni (denaturace) zdvisi na
¢ tyrech hlavnich faktorech:

- obsahu GC (a AT)
- koncentraci soli
- délce sekvence

- pFitomnosti nespdrovanych dsekd

— }GC rich

T Temp T Temp
}AT rich > >
} GC rich %R




Teplota tani DNA T, se linedrné zvysuje s obsahem G+C

100 =

80 |-

» Obsah 6+C v DNA se u riznych
organismi pohybuje od 22% - 73%

40 |-

» Vliv obsahu G+C na T, vyplyva z
faktu, Ze pdry G-C jsou spojeny
tremi vodikovymi vazbami a pary
A-T dvéma

Molarni procenta G +C
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Vliv dalSich faktoru na denaturaci DNA

» organickad rozpoustédla jako DMSO (dimethyl
sulfoxide) a formamid prerusuji vodikové mustky
mezi retézci DNA

- zmény pH rovnéz porusuji vodikové mustky

* snizeni obsahu soli odstranuje ionty, které
poskytuji .ochranu® negativnim ndbojtm v molekule
DNA (eliminace vzdjemného ovliviiovdni nabitych
skupin): DNA Ize denaturovat pri nizsi teplote




Optical Density (@260 nm)

Hyperchromni efekt

HYPERCHROMIC SHIFT
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T,  Temperature (C)

» Spojené retézce snizuji

absorbanci

- Pri denaturaci absorbance

stoupd o 30-40%

» Z toho vyplyva, ze retézce

drzi pevné pohromadé
dokud se nedosdhne Tm,
pak se duplex rychle
rozpada




Renaturace

* opétnad tvorba dvouretézcovych struktur z
jednoretézcovych polynukleotidi za vhodnych
pripojovacich (.annealing") podminek

* hastdvd pri pomalém ochlazovani (65°C) roztoku
teplem denaturované DNA

* nenastadva pri prudkém ochlazeni roztoku
denaturované DNA

» pri renaturaci se mohou tvorit hybridni molekuly
DNA/DNA, RNA/RNA i DNA/RNA

* rozsah renaturace odpovida rozsahu
komplementarity sekvenci




Faktory ovliviiujici tvorbu hybridu

o hot -
teplota y heating Renaturstor
/ (b)
koncentrace soli
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Nucleic Acid Hybridization




Vyuziti hybridizace nukleovych kyselin

+ test komplementarity sekvenci (ve smési mnoha
molekul DNA budou hybridizovat jen ty, ktere jsou
dostatecné komplementadrnt)

- detekce molekul DNA a RNA, které Jsou

komplementarni k jakekoliv izolované nukleové
kyseliné

+ zdkladem hybridizace je obvykle znacend sonda o
zndmé nukleotidové sekvenci




Faktory ovliviujici rychlost
hybridizace

» velikost sondy

+ teplota

» iontova sila roztoku

+ stupen komplementarity DNA a sondy
* koncentrace sondy

+ komplexita sondy (pritomnost
autokomplementdrnich sekvenci)

* nukleotidové sloZeni sondy
» pritomnost denaturacnich ¢inidel (formamid)
» viskozita

.pH




Usporaddni hybridizacniho experimentu je
rozmanité podle povahy prostredi, ve kterém

probiha

hybridizace nukleovych kyselin

v elektronovém

v roztocich ) na filtrech mikroskopu
kolonii a plak ) teGkova presavky z geIU)

v

Southernuv prenos - DNA
northernovy prenos - RNA
westernovy prenos - proteiny

in situ )




Typicky hybridizacni experiment -
Southerniv prenos

* tYechnika vyvinuta E.M. Southernem

Bézné pouziti:

- detekce pritomnosti uréitych gent v
bunééné DNA

- sledovdni evoluéni pribuznosti vzorku
DNA z riznych organismdi




Southernlv prenos - postup

» priprava a znaceni sondy

rozdéleni restrikénich fragmenti DNA daného
vzorku gelovou elektroforézou

» denaturace DNA a prenos jednoretézcovych
fragmentld DNA na nylonovy filtr (.blotting" -
presavka)

inkubace filtru se znac¢enou jednoretézcovou
sondou: hybridizace sondy s komplementarni
sekvenci imobilizovanou na filtru

» odmyti nenavdzané sondy

- detekce navdzané sondy - vizualizace hybridu
(autoradiografie)




stoh papirovych ru¢niki odstranéni nitrocelulosového
papiru s pevné navazanou DNA

(C)
nitrocelulosova

membréana gel

(A) neznatena DNA ~ (B)
rozstépena
restrikéni
nukledzou

znactené DNA
ruzné velikosti slouZi
jako standardy
agarosovy
gel —
myci houba ZNACENA DNA-SONDA
alkalicky roztok JE HYBRIDIZOVANA
S ODDELENOU DNA Zalapant
FRAGMENTY DNA JSOU ODDELENY ODDELENE FRAGMENTY DNA (D) plasticky

ELEKTROFOREZOU NA AGAROSOVEM GELU PRENESENY NA NITROCELULOSOVOU MEMBRANU satek

I
/ oznaéena DNA-
" sonda v pufru

OZNACENA DNA-SONDA
HYBRIDIZOVANA S KOMPLEMENTARNIMI
PRUHY DNA JE ZVIDITELNENA
AUTORADIOGRAFII

(E)

prouzky
znaéenych
standard

znadené

> prouzky
z pokusu
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Southerniv prenos - éast I: gelova
elektroforéza a prenos na membranu

DNA Cleaved with a

& restriction enzyme _
DMA Solution passes through

gel and filter to paper towels

- Migraticn
32p.jabeled \\
ol mamﬂm\\_ p \ Paper tnmlﬂ\
..'\"-1. ] = ."""_".- L]
Gel /

Salt N
solution Mitrocellulose

filter

Smear of restriction fragments




Southerntv prebos - &ast II:
Hybridizace DNA vazané na
membrané se sondou

Hybridize with unique :rarir:efred
nucleic acid probe to filtar
s =
Filter in g
“Seal-a-Meal® _ 1~ -
bag =
Remove
unbound - Probe hybridized
probe to complementary
sequence
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DNA obarvena autoradiogram
etidium bromidem




Typy sond

* restrikcni fragmenty dvouretézcové DNA

- mRNA izolovana z bunék nebo tkani

* RNA transkripty /n vitro

» syntetické oligonukleotidy (pripravené
podle sekvence aminokyselin)




Zpusoby znaceni sond

prostrrednictvim ndhodnych hexanukleotidt
(.random primer DNA labeling")

posunem jednoretézcového zlomu

(,.nick translation™)

koncovym znacenim

znacenim vektoru s naklonovanou sondou
znacenim transkriptl /n vitro




Znaceni DNA pomoci
nahodnych
oligonukleotidi

.Random primer DNA
labeling”

* k ssDNA se prida smeés
hexanukleotidl o ruzné
sekvenci

-k témto primerdm pripojuje
DNA polymerdza znacené
nukleotidy
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vyuziti naznacené DNA jako
hybridizaénich sond




Znaceni DNA posunem
jednoretézcového zlomu

. Nick translation”

Vytvoreni ndhodnych jednoretézcovych
zlomt DNdzou T
DNA polymerdza I odstrafiuje

nukleotidy od mista zlomu
(exonukleazova aktivita 5" - 37)

Soucasné ve stejném sméru pripojuje
znacené nukleotidy k 3" konci zlomu
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Znaceni koncu fragmentu DNA

a) zhaéeni 5” konci

’ ¢ : — b -——ﬁ-%la

;0: [ alkalicka fosfataza B T4-DNA-polynukleotid F

>{ kindza + 32P ATP r/-o,,__‘
N\
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Znaceni koncu DNA fragmentu

b) znaéeni 3° koncl

T

0 terminalni transferaza 0
k >l +32p ATP ’§‘>l
s ® a

RrE
A DNA polymeraza | (Klenow)
%) I'T
p— e D seve-

»

3 32p gNTP




Znaceni 3" koncu DNA T4-DNA-polymerazou

) )
% 3" ds linearni DNA
3 5’

l T4 DNA polymeraza (-dNTP): 3"-5" exo

g’ 3 $tépeni 3 'koncl
3 57

J’ + znacene dNTP
! synteza DNA

.5-: e aat g 5

pE P e & na 3'koncich
("fill in™)
stépeni RE,
separace fragmentl
5 7 2 3? koncové znadené

[L D D — s’ fragmenty




Priprava sondy
znacenim vektoru

misto pro

pfipojeni primeru
MCS inzert-sonda
‘/

MCS

/

@

denaturace,
y pfipojeni primeru &

i

Klennwnva olymeraza
dNTP, 32P dNTP

znaceny ds vektor
s neznacenou ss sondou

J hybridizace

@ hledana DNA




Priprava znacenych
transkripti

MES

promotor SP6

MCS
N klonovana DNA
- MCS
promotor T7
linearizace RE
ﬁ'.l.l'll

linearni

B —-Caar = templat

SPE polymeraza &
W +znadené rNTP (32p, 3y, 35g)

e

ﬁ'.l.llll

JW'-.-—H-'-—;"—-",

~— e ZNAtene transkripty

(jednofetézcove sondy
g W W L [
o délce az 4 kb)




Znaceni syntetickych oligonukleotidu

na 5" konci T4-polynukleotid
kindzou
Klenowovou polymerdzou

templatova DNA (synteticky
5! oligonukleotid 30-100 b) 3)

< primer {oligonukleotid 7-8 b)

+ 32P dNTP

Klenowova polymeraza
+ neznaceng dNTP L

4 2)

denaturace l

Separace templatove DNA
od znaceneho oligonuklectidu
preparativni elektroforézou v PAG
za denaturaénich podminek

znacena sonda 44— 5 A

}

izolace oligonukleotidu
z gelu




Vlastnosti radioizotoplu pouZivanych v biologickém

U4
vyzkumu
Atomic Symbol and Type of particle(s) Energy of particle
number atomic weight Half-life emitted (million eV)
1 H 123 yr Beta 0.018
f e 20 min Beta 0.981
L & 5700 yr Beta 0.155
11 2Na 15.1 hr Beta 1.39
Gamma 2.75,1.37
15 np 14.3d Beta 1.71
16 35 87.1d Beta 0.167
19 2K 124 hr Beta 3.58, 2.04
Gamma 1.395
20 Ca 152 d Beta 0.260
26 *Fe 45 d Beta 0.4&0, 0.26
Gamma 1.30, 1.10
27 8C o 53yr Beta 0.308
Gamma 1.317, 1.115
29 4Cu 128 hr Beta 0.657, 0.571
Gamma 1.35
30 637N 250d Beta (.32
Gamma 1.11
53 131] 8.0d Beta 0.605, 0.250
Gamma 0.164, etc.




Izotop siry lze vyuzit pri znaceni nukleovych
kyselin

Adenosine 5'-[y-35S]thiotriphosphate




Radioaktivita

» vyplyva z nestabilni kombinace
protonl a neutront v izotopech

- atom ma tendenci se rozpadnout a
dostat se do stabilnéjsi konfigurace

+ rozpad radioaktivnich izotopl vede k
uvolnéni energie ve formé zareni,
které lze monitorovat




Detekce radioizotopt

kvalitativni: autoradiografie

kvantitativni: - politale Geiger
- tekutd scintilacni spektrometrie




Neradioaktivni znaceni sond DNA

- digoxineninem
- biotinem
- fluorescenénimi zna¢ kami




Neradioaktivni znaceni nukleovych kyselin digoxigeninem

linearni denaturovana DNA

nahodné dATP, dCTP, dGTP,
hexanukleotidy dTTP
TTT T T | *Digaute
TTTTTI .
Klenowova polymeraza

\

syntéza znacené

Dig- dUTPQ Q DNA

TTTTT T T T > TTTTTTT I 7T >

hybrldlzace na filtru

detekce navazané sondy
<D|g - AP>
konjugat




Detekce digoxigeninu

- protilatkou s navdzanou alkalickou fosfatdzou (AP)

Substrat pro AP:  A) X-fosfdat + NBT
B) chemoluminiscencni latka

Detekce:  A) barevna reakce
B) zachyceni uvolnéného svétla na filmu




Neradioaktivni znaceni nukleovych kyselin biotinem

K znaceni NK se pouzivd napr. biotin-16-dUTP
(analog TTP)

Detekce DNA znacené bio-dUTP:

1. avidin (streptavidin) - AP konjugat

» chromogenni substrat (X-fosfat + NBT)

- barevna reakce

2. avidin (streptavidin) - luciferdza

- substrat (luciferin)

+ emise svétla

3. avidin (streptavidin) - krenova peroxidaza
- substrat (luminol)

+ emise svetla




Neradioaktivni znaceni nukleovych kyselin biotinem

(a) Oznaéeni pomoci biotinovanych nukleotidu

DNA proba

Nick translace,
vypInéni konct
nebo nahodné

pfipojovani Hybridizovat

BEBB
A~ > AL

PP 777777777277

Detekovat
avidinem spojenym
s fluorescencnim
markerem

(b) Oznaceni kfenovou peroxidazou

Jednovlaknova

DNA proba Krenova peroxidaza

+ glutaraldehyd
HP,

HP
HP
HP
Hybridizovat
HP HP
P U
Chemiluminiscence T I TT T I
[}
b d
wkh ,f/ "> Pfidat luminol
\\\\:\‘\‘E,’,l’f,/’//,’ -
“HP o pp——




Typy filtru pro prenos nukleovych kyselin

* nitrocelulézové filtry (0,1-0,45 um)

* nylonové membrany (0,1-0,45 um)

» chemicky modifikovany papir nebo celuléza
(DBM - diazobenzyloxymetyl,
APT-aminofenyltioester)




Zplisoby prenosu (,blotingu™)

» kapildrni prenos
- elektroforeticky prenos
» vakuovy prenos




Kapilarni prenos

zavazi




Vakuovy prenos




Imobilizace nukleovych kyselin na filtrech

» zapékani
* ..UV-crosslinking”




Hybridizacni postup

1. Prehybridizace - zabrdnéni
nespecifické vazbé sondy na membranu
(Denhardtiv roztok, BLOTTO, heparin,
heterologni DNA)

2. Hybridizace - navdzani sondy na
komplementarni sekvence (68°C, 42°C s
formamidem)

- |ze volit ruzné podminky (.stringence")




Hybridizacni postup

3. Promyvani - odstranéni nenavdazané sondy

(GCinnost je ovlivnéna teplotou, koncentraci
soli)

4. Detekce navdzané sondy
- autoradiografie
- imunologickd reakce - barveni
- luminiscence
- fluoroscence




Hybridizacni postup

5. Rehybridizace
- odmyti navdzané sondy
- aplikace dalsi sondy




Stupen stringence

Blot je hybridizovan pri podminkdch vysoké
stringence pro detekci nukleovych kyselin,
které jsou vysoce homologni nebo identické
se sondou.

Hybridize/wash conditions Low stringency High stringency

Temperature Low High
Formamide concentration Low High
Salt concentration High Low




Ruzné hybridizacni podminky umoZnuji vytvoreni
dvojSroubovice s nékterymi nespdrovanymi nukleotidy

jednofetézcové
sondy DNA
progen A

‘V

A
smes
jednoretézcovych

D molekul DNA

N

E

r

hybridizace v 50 %
formamidu pfi 42 °C

pouze A tvori
stabilni dvojSroubovici

A

hybridizace v 50 %
formamidu pfi 35 °C

nedokonalé
l parovani bazi

o

PR

A

A,C a E tvori
stabilni dvojSroubovice




Typy prenosu (,,blotingu™) podle
typu analyzovanych molekul

+ Southerniv prenos - DNA (Dr. Edwin
Southern)

» northernovy prenos - RNA
- westernovy prenos - proteiny

+ southwesternovy prenos - proteiny
vazouci DNA (sondou je DNA)

* northwesternovy prenos - proteiny
vazouci RNA(sondou je RNA)




Teckova hybridizace (,dot blot™)

Postup:

» sonikace nebo restrikce genomové DNA;
linearizace plazmidové DNA

- denaturace

» vzorky DNA naneseny na podlozku v podobé
tecek

* hybridizace se sondou

» hodnoceni hybridizace (vizudlne,
denzitometrem, B-spektrometrem)
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Hybridizace /n situ

Detekce DNA nebo RNA v intaktnich bufkach
radioaktivnimi nebo fluorescencénimi sondami.

Vyuziti:
» prostorova lokalizace nukleovych kyselin v
bufikach a tkanich (hybridizace bunééné RNA)

- lokalizace gent (sekvenci) ha chromozdémech
(hybridizace jaderné DNA)




Bunky produkujici urcitou mRNA mohou byt
vizualizovany hybridizaci /n situ.

Snimek ukazuje burniky vrcholové ¢dsti hlediku.
Sonda specifickda pro mRNA cyklinu barvi bunky tmave
modre, ostatni bufiky jsou barveny DAPI (svétld modr)




Pouziti hybridizace /n situ pro detekci gent
na chromosomech (FISH)

PouzZito 6 ruznych sond pro

analyzu sekvenci v lidském

metafaznim chromozomu 5.
KaZdd sonda vytvdri 2 tecky na |
kazdém chromozomu (v mitdze
je DNA zreplikovana, tj.
chromozom je slozen ze dvou
chromatid).

Chromatida: chromozomalni
DNA obsahujici jednu
dvouretézcovou DNA




Postup hybridizace /n s/tu pri studiu
chromozomu

priprava cytologického prepardtu
fixace objektu na podloznim skli¢ku

inkubace za pritomnosti ribonukledzy
a NaOH (degradace RNA a
denaturace DNA, chromozémy se
¢dstecné rozbali a odhali tak
struktury DNA bézné skryté uvnitr
chromozdému)

hybridizace se znacenou sondou

autoradiografie nebo stanoveni
fluorescence

barveni preparatu

svételnd nebo fluorescenéni
mikroskopie

(a) Lidské chromozomy v metafazi

- Rozlisitelny
-—— profil prouzki

10 pm Chromozom 1

Rozvinuté
A5 chromozomy

‘4 Pouzit probu,
autoradiogram

Body ukazuiji \

lokalizaci é ;:

klonovaného genu A =
f

na chromozomu \hﬂsf. /
g,

PodlozZni skli¢ko
s upevnénymi burikami

/ /® 1’




Obvykla fluorescencni barviva

» fluorescein (zelena fluorescence)
- rhodamin (¢ervena fluorescence)
- kumarin (modra fluorescence)




Vyuziti hybridizacnich
technik v praxi




Detekce rekombinantnich klond

- v bakteriich
- ve fdgach
Postup:
»vysev na plotnu (100-1000 CFU/PFU)
- rust do velikosti 0,1-0,2 mm
+ prenos nal -2 filtry
+ rast na filtru
* denaturace DNA
* neutralizace
* hybridizace
» autoradiografie

» vyhledani odpovidajicich kolonii (plak)
obsahujicich hledanou sekvenci DNA




Detekce bakterialnitho klonu nesouciho
urcity fragment DNA

kotouéek savého papiru

inkubace
se sondou a promyti kolonie
obsahujici
~ znaceny
plasmid
radioaktivné priloZeni fotografického
znacena sonda DNA papiru na kolonie
%
BAA \
oy
® 5
DNA
: e navézand | .- T
Petriho miska # va papir s
s bakterialnimi / \
koloniemi | ;
1,*‘ 7\ ",’
film /
> ar V s
o lyze bakterii poloha znagenych
odlt?upnutl papiru a denaturace DNA kolonii detegovana
z misky k pofizeni v alkalickém prostiedi autoradiografii

repliky kolonii
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Pouzivani oligonukleotidovych sond
odvozenych ze struktury proteinu

Cys-Mel-Asp-Glu-Meot-Lys - Arg-Asn-lle Farhal cmng ocid wequence
o 2 -r'-\.
Contoans B difteren sequencos: TG.:T: ATG GA':]' GA&- ATG AAE-:'-»GE-AA:T-_- ATT  Peusible DA sequence
FCTATGOATGRA-TGAR. o :

A
TCCATGGATGRARIGAS. cog
L

Correct sequance hybridized Cruessmer hybridized with
i ddoned gene mismaiches ko cloned gene




Lokalizace specifickych sekvenci v
genomové DNA

Size Size
EcoRl1 Xbal standards EcoRI Xbal standards
Blot and
probe with
radiolabelled,
Fragments gene-specific
of many sequence
different #
sizes B Detect by
! autoradiography e

(a) Blot




Southernova analyza potomku
heterozygotnich rodi¢u (RFLP)

Father Mother

Heterozygous parents ! O

oV ¢

Offspring
#1 #2 #3 #4

Heterozygous and
homozygous offspring

Father
Mother

Pokud je vyskyt vétsiho fragmentu spojen s nemoci je
treba sledovat dceru #1, sourozenci #2 a 3 jsou prenaseci




Sledovani transkripce elektronovou
mikroskopii

* neosetrené molekuly
nemizeme pozorovat
nukleovych kyselin nelze
pozorovat EM - jsou prilis
tenké

* k DNA se pridava protein,
napr. cytochrom c, ktery
vldkna DNA pokryje

» obalena vldkna se obarvi
uranyl acetdtem nebo jinym
materidlem s velkym poctem
elektront

Prifez molekulou

/ DNA

S
777777

Pokryt molekulami
proteinUl

VNN

Pokryt materialem
bohatym na elektrony

///!Kf//

Pozorovat elektronovym
mikroskopem




Sledovani transkripce elektronovou
mikroskopii

Introny

TN

RNA

- sledovani hybridii DNA-RNA se pouZivd pro studium
pFitomnosti intrond

- poCet a poloha smycek odpovida po¢tu a poloze intrond




Detekce mutace zpusobujici srpkovitou anémii

(A)

normalni »~Srpkovity”

B-globin B-globin

~ECTCH mutace ECicH

DNA| mGacE —— Zeemm) mGlcE

RNA BEGAGHE EBGUGH
protein  HGIuH Hvall

normalni protein mutantni protein
(B)

\ 4

CTGACTCCTGAGGAGAAGTCT
sonda pro normalni gen

|

jednotlivi pacienti

1 2 3

CTGACTCCTGTGGAGAAGTCT
sonda pro ,srpkovity” gen

1

jednotlivi pacienti

1 2 3

ZAVER

e pacient 1 ma
2 normalni geny
pro B-globin

e pacient 2 ma
2 ,srpkovité” geny
pro B-globin

¢ pacient 3 ma
1 normalni
a 1 ,srpkovity” gen




Na zdkladé znalosti molekularni biologie mizeme
dojit od proteinové sekvence ke genu a naopak

stanoveni syntéza vyhledani cDNA

i linové —» - Nnebo genomové
aminokyse DNA-sondy -
/ sekvence DNA-knlhovn\

GEN nebo cDNA
vheseni vnheseni /

do E.coli nebo jiné<«— do expresniho
HESTE hostitelské burnky vektoru




