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1. Uvod; Analyza NK | (izolace DNA, genetické markery - jaderna vs.
mimojaderna DNA, PCR, real-time PCR, sekvencovani)

2. Analyza NK |l ("single-locus" DNA markery: mikrosatelity, LINE, SINE)

3. Analyza NK Il (SNP a jejich analyza: RFLP, DGGE, TGEE, SSCP,
klonovani)

4. Analyza NK |V (celogenomové metody, multi-locus” DNA markery:
fingerprinting, RAPD, AFLP; next generation sequencing a jeho aplikace;
analyzy exprese, transkriptomika)

5. Analyza fenotypu (signalni fenotypy, kvantitativni znaky, analyza
landmarku); Cytogenetika (analyza karyotypu, prouzkovani, FISH, ,painting“);
Elektroforéza enzymu

6. Metody analyzy | (zaklady bioinformatiky, dostupné zdroje dat - GenBank,
BLAST atd., alignovani sekvenci atd.)




/. Metody analyzy Il (fylogeneticka data) - metody zalozené na
vzdalenosti, maximalni parsimonie, maximalni verohodnost,
Bayesianske metody

8. Metody analyzy lll (populaéné-geneticka data) - analyzy zalozené
na frekvencich alel v populaci, "individual-based" modely

9. Praktické cvicCeni v laboratori | (zhotoveni chromozomalnich
preparatu, analyza karyotypu)

10. Praktické cvi€eni v laboratofi Il (elektroforéza enzymu)
11. Praktické cviCeni v laboratofi Il (PCR, real-time PCR)

12. Praktické cvi€eni v laboratofi IV (analyza DNA fragmentu po PCR,
elektroforéza, fragmentacni analyza, SSCP v kapilare)

13. Prakticke cviCeni v laboratori V (sekvencovani)




Genetické metody v zoologii

Jan Zima, Milos Macholan, Pavel Munclinger, Jaroslav Pialek

Nakladatelstvi Karolinum 2004




Problém: Genetické metody:

zoologie, taxonomie
ckologie, evoluce

klasické geneticka ‘ii 3

3 metody data

F morfologicka,
fg ekologicka,

\? bionomicka

data
Novy rozmér poznani




Casto nelze jinak:

fylogenetické vztahy mezi populacemi a druhy

paternita — pareni Casto skryté a nemusi veést k oplozeni
identifikace z trusu, chlupu - pohyb jedincu skryté Zijicich druhu
izolace populaci — nemusi byt zfejma

pocCet migrantu — nelze sledovat naraz vSechny jedince

viz Molekularni ekologie — letni semestr




m druh - fylogeneticke analyzy (fylogeneticka
systematika, identifikace druhti)




m populace — studium speciace,
fylogeografle




= populace — populacni biologie,
ochranarska genetika)




m Jedinec — analyzy pribuznosti
(behaviorélm’ ekologie, napr. analyzy
paternity)




kodujici DNA (geny)
prepisované sekvence
geneticky kod
vytvareji fenotyp
podlehaji prirodnimu
vybéru

rostouci vyznam v
prirodnich vedach

m hekodujici DNA
= nefunkcni (neznama

funkce)

neutralni k prirodnimu
vyberu

vetsina DNA u eukaryot
(az 95% u obratlovcu)

m pseudogeny
= repetitivni DNA




DNA Typical sequence | Location

length (bp)
Satellites (>10° 5-100 Tandem arrays, scattered throughout the
repeats/genome) genome
Minisatellites (>103 20-300 Tandem arrays up to 5 kb 1n length,
loci/genome) scattered throughout the genome
Microsatellites (>10* 1-6 Tandem arrays up to a few 100 bp in
loci/genome) length, scattered throughout the genome
Telomeres 4-8 Tandem arrays up to 1kb 1n legth, at the

ends of each chromosome

SINEs 50-500 (100-300) | Interspersed throughout the genome
(>10°/genome)
LINEs I-5k Interspersed throughout the genome

(>10%/genome)




1) ribosomal DNA

2) nuclear structural (protein coding)
genes

3) mitochondrial DNA




Ribosomal genes

Non-transcribed
spacer DNA

Ribosomal gene
showing internal structure

External transcribed Internal transcribed
spacer spacers (ITS)

* genes for ribosomal RNA — repeated clusters in eukaryotes
* 165, 23S, and 5S - single copy cluster in prokaryotes
*  IDNAs — phylogeny, ITS — population structure




m nizka variablilita mezi jedinci — vyznamna
funkce, purifikujici selekce (nejsou Casto
pouzivany jako genetické markery) — alozymy

= MHC geny

® SNPs — narustajici vyznam (jednoduché
mutace zpusobuji vyznamnou funkeni
Zmenu)

m studium transkripce - transkriptomika




Small
ribosomal RNA

R 14 kbp (Caenorhabditis)
g iosormal A 42 kbp (Placeopecten)

Control region

» maternaly inherited (?)
* N0 recombination (?)

* phylogeography

%2 ° « numts » nuclear
copies of mtDNA

* multiple copies

Saccone et al. 2001

COXII




m analyza polymorfismu DNA
m konzervativni vs. variabilni useky (« loci »)

CGCATCTCTAGCTTCGATTCAGGAA
CGCATCTCTAGCTTI GATTCAGGAA




m analyza polymorfismu DNA
m konzervativni vs. variabilni useky (« loci »)
m sekvenchni polymorfismus

CGCACATCTCTAGCTTCGATTCAGGAA
CGCATCTCTAGCTTTGATTCAGGAA




m mutace (transice, transverze, inzerce,
delece)

m rekombinace (kombinace zmen
vzniklych mutacemi, duplikace a delece
pri rekombinacnich chybach)

m transpozice
®m = obecha molekularni genetika




m stanoveni formy urcCiteho useku DNA
(alely, haplotypu)

1) i1zolace celkové DNA z tkani

2) amplifikace pozadovaneho useku DNA
(PCR-based methods)

3) studium variability daneho useku
(lokus)




m rozmanity biologicky material — musi
obsahovat bunecna jadra nebo
mitochondrie s nedegradovanou DNA

m dnes vetsinou komercni Kity
m velky vliv fixace vzorku

m |zolace RNA (exprese specifickych genu) —
drive problém, dnes RNAIlater




— zivocCich je usmrcen
kvuli ziskani tkani potfebnych na
genetické analyzy

— zivocich
je odchycen a je mu odebran
vzorek tkane nebo krve

— zdroj DNA je
,Zanechan za zivocichem® a je
ziskan bez potreby odchytu,
manipulace Ci dokonce pozorovani




+ -

m cerstva tkan = formaldehyd
= Cisty EtOH m opakovane
= rychlé vysuseni zamrazovani
= specidlni extrakéni ™ rozvlhcovani
pufry suseného materialu
® zamrazeni m dalsi fixaCni média

= specialni metody pro izolaci ze subrecentnino materialu
(mamuti, hmyz v jantaru, neandrtalci apod.)




olymerase hain reaction

(Jak z malo DNA udelat hodne)




Druh Velikost genomu Pocet
(bp) chromozomui (1n)
Caenorhabditis 8,0 x 107 4
elegans
Drosophila 1,65 x 108 4
melanogaster
Xenopus laevis 3,0x 10° 18
Mus musculus 3,0x 10° 20
Homo sapiens 3,0x 10° 23




m Z celkové DNA si namnozime jen usek, ktery nas zajima.
m Co se bude mnozit? To urCi primery.

= Primery — kratké oligonukleotidy komplementarni
k usekum ohraniCujicim misto naseho zajmu.

primer AGGGGACGTACACTCAGCTTT
templat TCCCCTGCATGTGAGTCGAA

primer

DNA

templatu . I
: primer

tento usek se bude mnozit




(obvykle 95°C)
olf se oddeli komplementarni vlakna DNA

Pri ochlazeni dojde k reasociaci




pridane v nadbytku kmitaji diky Brownove pohybu

Nektere se dostanou do blizkosti komplementarnich mist




primery prisednou rychleji
nez dojde k vzajemné reasociaci dlouhych viaken DNA
(obvykle 50 - 65°C) — ,annealing"”

V useku mezi primery zustanou vliakna DNA oddélena




Primery jsou prodluzovany piidavanim nukleotidu
podle sekvence templatu (obvykle 72°C — optimum pro Taq polymerazu)




dojde k oddeleni templatu a nove vzniklych viaken




primery prisednou na templat i nove vzniklé fragmenty
(,annealing®)




Pri 72°C dojde opét k prodluzovani primert a vzniku novych kopii







Ochlazeni — nasednuti primeru 72°C vznik novych fragmentu

95°C denaturace




"Plateau Effect” in PCR Amplification

theoretical yield
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_ RoboCycler Stratagene

Cycler Eppendorf

B —

Cycler MJ Research

iy

Priklad

programu
Cykly (obvykle 20-40): 95°C 3 min
denaturace (95°C) .
nasednuti primert (50-65°C ) ggg 28 S

— . o S
elongace=polymerizace (72°C ) 299G 1 min
: - v . . ) 35x zpét

Nejprve vsSak Ccasto prodluzena denaturace celkové DNA

72°C 10 min

Nakonec prodlouzena elongace




m Menime teplotu ,annealingu” (nejlépe pouzijeme gradient
teplot, pokud to nas cykler umi)
VysSi teplota=vysSi specificita

= Ménime koncentraci Mg?* iontd
= Navrhneme nove primery

hd 6H8 68 60 62 64




1) delkovy polymorfismus
m elektroforéza




Agarosa - Hrubé rozdeéleni (do rozdilu 15 bp)
Polyakrylamid — PfesnéjSi rozdéleni (4 bp)

Sekvenator, fragmentacni analyza —
nejpresnéjSi (fluorescencné znacené PCR
fragmenty, napr. znaCené primery)

ele|idey

laserovy
paprsek




2) sekvencni polymorfismus
m  sekvencovani

m  SNP (,single nucleotide polymorphism®)
analyza — mnoho ruznych metod

- pouzita metoda analyzy PCR produktu zavisi na typu markeru







« Kvantitativni rozdily v expresi genu (ij.
mnozstvi MRNA)

* Neinvazivni metody — nutnost stanovit,
kdy je jeste ve vzorku dostatek DNA pro
smysluplnou analyzu

» Genotypizace SNPs atd.




PCR vs. real time PCR

» Fluorescence je _. -
merena v kazdem § :
cyklu (signal ~
mnozstvi PCR
produktu)

» Krivky se zvedaji po
urcitém mnozstvi
cyklu, které odpovida
pocatecnimu
mnozstvi DNA

» Srovnani s kalibracni
Krivkou umoznuje
kvantifikaci

2 4 B B0 121416 150 R M B B 1] W OIB M
Cycles




Fluorescencni strategie

Nespecificka detekce
» (EtBr), SYBR Green, BEBO, BOXTO...

Specificka detekce

» Hydrolyzacni sondy (TagMan®)

» Hybridizacni sondy (FRET®, Molecular
pbeacon®)

” ...




SYBR Green

JINC JINLC JINIE TIEE, TIONNEE . T

SYBR Green po inkorporaci do dsDNA
poskytuje zvysenou fluorescenci.




TagMan hydrolyzacni sondy

» Intaktni sonda — Polymerization
zadna ;
fluorescence

» 5 =3
exonukleazova
aktivita DNA
polymerazy
degraduje sondu — [N
uvolnéni :
fluorescence

Cleavage




Molecular beacon hybridizacni
sondy

Molecular
beacon
Q

Reporter Quencher
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1) Vytvoreni kalibracni ki1vky

2) Real-time PCR se vzorkem s
neznamym mnozstvim DNA, napf.
Z trusu
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PCR cycle with treshold
level of fluorescence (C,)
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Positive PCR

Genotypizace jen ,dobrych® vzorku

Morin et al. 2000




- (napf. v ruznych
typech tkani nebo treatement vs. non-
treatement atd.

= housekeeping geny — slouzi jako
standard pro mereni

m stejny pocet kopii ve vsech bunkach

m exprimovane ve vsech bunkach,
nezavisle na experimentu




Sekvenovani




Sekvencovani DNA

m Maxam-Gilbertova (chemicka) metoda:
bazove-specificka chem. modifikace a
St€peni
fragmentu DNA

m Sangerova (enzymaticka) metoda:
terminace replikace pomoci ddNTP




Sekvencovani DNA

sekvenacni reakce se znaCenymi
DNA dideoxynukleotidy and jednim
nebo universalnim
PCR produkt primerem
naklonovany
fragment

Sangerova
dideoxy metoda




Sekvencovani DNA
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Sekvencovani DNA

AAAAAA

DNA N s
Sekvence délky 500 — 1000 bp

]

laser beam

capillary
electrophoresis




rF \ 4

Priste ...

m Single locus DNA markery — mikrosatelity,
SINE, LINE atd....




