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Molekularni biologie: védni
bunécnych struktur a biologickych pro
urovni.

V oblasti genetiky nas nejvice zajimaiji:

« skladba DNA/RNA

* procesy spojené s pfenosem a realizaci (expresi) genu (genetické
Informace) — replikace, transkripce, translace

m mohli vyse uvedené informace ziskat, musime vyuzit
ratorni techniky (metody) a pristroje, ktereé:

NA z bunek ziskat (izolovat)

a urcit napr. pozadovanou velikost urcitych
morfismy v nukleotidové sekvenci
(Ci celého genomu) kompletné




*Proces pri kterem ziskavame ve
= Genom prokaryot tvori:
v" hlavni (vlastni) DNA buriky — kruho
v plazmid — mensi kruhova DNA neso
malo genu
= Genom eukaryot tvori:
v’ jaderna DNA
v mitochondrialni DNA (mtDNA)
v’ plastidova DNA
Izolace DNA je velké mnozstvi ale vSechny maji
spolecné
azne pouzivaji komeréne dodavané soupravy
u tkani) zkracuji izolaci DNA radové na
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Rozdily ve skladovani a oSetro

 DNA je pomerne stabilni, odebrane tkane
% ethanolu a skladovat pfi pokojove teplote
dobu
X
« RNA v odebrané tkani podléha velmi rychle degradaci (dik
Rneazam, které jsou témer vSudypritomnée). Tkane je po odberu
nutno urychlené zamrazit a uchovavat pri teplotach kolem -
80°C. V prvnich krocich izolace nutno tkan uchovavat pfi nizke
té a pracovat velmi rychle do doby deaktivace RNeaz).

3 ve vsech bunkach — stacCi odebrat jakoukoliv tkan.
kazdé tkani v jiném mnozstvi a v ruznych
ruznych genu




- PCR z anglickeho o
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* Publikovana v r. 1985
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 Od Cetusu za tento napad
dolaru, pficemz firma techn
firmé Roche za 300 milionu dolaru.

« V podstate se jedna o in vitro mnohonasobno

 Slouzi k namnozeni nami zvoleného useku D
zakladni metodou pro dalsi aplikace v ruznych odvétvi
genetiky

Zajistuje nam ziskani dostatecneho mnozstvi prislusneho
ku DNA, bez cehoz bychom nebyli schopni dale pracovat
Izualizovat

nejenom k vedeckym potfrebam, ale
Ie potravin, pro zpstovam GMO
slozek, nebo pri identifikaci




 Pri PCR jde v podstaté“o o]
za urcCitych podminek — slozeni
podminky

Slozeni reakéni PCR reakéni smesi
« DNA

DNA polymeraza

vebni kameny noveho retézce DNA (dNTPs)
F — forward a R — reverse)

Jici reakCni prostredi
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DNA polymeraza

 Pro PCR nutna termostabilni
polymeraza (enzym), ktera je
schopna zustat funkéni i
poté, co byla vystavena
teplotam pres 90°C, a to
Dpakovane.

ag-polymeraza
organismu



The components of nucleotides

= base + sugar + phosphate

4 different dNTP's (deoxynucleoside triphosphate) :

deoxvadenosine triphosphate = dATP deoxyguanosine triphosphate = dGTP

{Andy Vierstraete |990}



Polymerazova retezova reakce




Polymerazova retezova reakce

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

m eﬂMl' ,“]p ww % | Step 1 : denatura.

1 minut 94 °C

¥ Step 2 : anneali :
SI p m'

VAN ] .
45 seconds 54 °C
5 | . o m ”
¥ | | ” M forward and reverse
‘ [ g 5 primers !!!

| kY 3 -5 ke
— s Step 3 : extension |

NN < 7 . .
N ; / | 2 minutes 72 °C
| | > only dNTP's

FAKULTA RYBARSTVI A O/ ¥ ) . -
(Andy Viersiraste 19949)
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 Interaktivni postup PCR je mozno si vyzkouset n
http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/pcr/
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*Pro dalsi praci s RNA je nutno proveé
*Pfi reverzni transkripci vznika z jednovia
Prepisuje se pouze mRNA

*Principem transkripce je pouziti enzymu reverzni tran
Z RNA virl

«Jako primer se pouziva tzv. poly A-tail, coz je zakonCeni kazde
MRNA

*Reverzni transkripce se provadi v téchto krocich:

v denaturace RNA a anealing

v pfidani reakéni smési (poly A-tail, reverzni transkriptaza, dNTPs,
lozky upravujici reakCni prostredi

e (tvorba cDNA)

zde nedochazi k cyklovani jednotlivych kroku

in coding mRNA including the untranslated regions (UTRs)




Soubor separacnich metod, kte
molekul jejich odliSnou pohyblivost ve
poli

Slouzi pro kontrolu vysledku z izolace DNA, rever
PCR nez pristoupime k dalSim krokum

Lze také pouzit pro zobrazovani finalnich vysledku (napf. R
sekvenovani, analyza proteinu, méreni integrity DNA/RNA)

incip
a zaporny naboj

2m poli migruje od katody (-) k anodé (+)
DNA se déje v gelovém prostredi
je rychleji nez delsi

tné barveni DNA




Gelova elektroforeza

Q
o
-
S
=
<<
[ 4
e
()
o
<<
>
-
wv
£ 4
<L
©
S
(= <
=
)
=2
x
<
(™™




Agaroézovy gel |

« Polysacharid tvoreny D-galakt
ktery produkuji nékteré morske rasy
Vyuziti pro delsi fragmenty DNA 100bp — 50
Pozivaji se gely o koncentraci od 0,5% do 4%
Cim vySSi koncentrace, tim lepSi rozliSeni
Barvi se ethydiumbromiden, SYBER Green, Gold View atd.

Polyakrylamiovy gel
Vznika polymeraci akrilamidu v
aerobnim prostredi za pritomnosti

2 sito polyakrylamidového
e husté, hodi se proto
ich fragmentu
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Reakc¢ni prostredi
« Je tvoreno pufry
« Pufry zajistuji vodivost, stalost prostredi a
v' TBE pufr = Tris + k. borita + EDTA
v' TAE pufr = Tris + k octova + EDTA
« Pouzivaji se jako ,Running buffer® i pro pfipravu gelu

Elektricky proud

Pouziva se stejnosmérny el. proud

eti od 20V do 150V

ud mensi a gel delsi, tim pomaleji elfo probiha ale
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http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/gel/

Nejedna se o klonovani celyc
Klonovani (mnozeni) useku DNA p
kvasinek) zpravidla za ucelem jejich se
genomové DNA nejde vzdy provadet
organismy)

Vyuziva se enzymatického systemu organizmu Kk tv
identickych kloni DNA

Do tohoto organizmu je nutné ,viozit* nami zvoleny usek DNA
Pro prenos nami zvoleného useku DNA se pouziva "tzv.
klonovaci vektor

| zvoleny usek cizorodé DNA, ktery se liguje do vektoru se



Klonovani DNA

PCR PRODUCT
GH GENE

AGAR WITH
ANTIBIOTIC

BACTERIAL TRANSFORMATION

OHLY BACTERIA WITH INSERTED
PLASMID WILL DEVELOP
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Jiny zpusob identifikac
Inzertem — zmeé
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« UrCeni sekvence (poradi) nuk
fetézcu DNA
« Klasicky zpusob sekvenovani je zalozen
metodeée
* Princip metody spocCiva v biochemicke reakci, pri niz do
PCR, ale pouze jednostrannému
* V reakéni smési jsou vedle klasickych deoxynukleotidtrifosfatu i
dideoxynukleotidtrifosfaty v pomeéeru 100 : 1 (napf. 100 dATP : 1
ddATP).
fi reakci se nahodné do syntetizovanych vlaken zaclefuji
které vedou k ukonceni reakce, nebot' za nimi nemuze
leotid pripojen.
kK vznikaji ruzné dlouhé retézce podle toho,
Sny ddNTP zaclenén.
e jeden z nukleotidu ve formé




Sekvenovani
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Sekvenovani

'l F-41_T-2F.C10_090408214V
© F-41_T-2F

Analyzed Data

45
23 24 280

ATTCTGTTATCATTTGCTCACCCTCG AGTTGTTCCAR CTGTATG AACTTCTTTCTTCTGCT

f‘\_,"u”.dl"u"i i

GTGAACCAGGGGAGAGCCTCAGAGAACCAGCGGCTCTTCAACARATGCAGTCATCCGTGTTCAACACCTGCACCAGCTGGCTGCARRAATGATTAACG

ACTTTGTAAGATTTCCATTCARATCTATTCAGAACTAGTAGATTCTAACCAGARCARAAACARTTGGTCACACCTATTTAAGTGARATATGAGCTTA

AAGGGATAGTTCACCCRAARATGARAATTCTGTTATCATTTGCTCACCCTCGAGTTGTTCCAAACCTGTATGAACTTCTTTCTTCTGCTGARCACAR

ARGAAGATATTTTARAGAATATGGGTAACCAAACAGTTGATTGACTTCCATAGTATGGGCGEARAAAARCTTTGGAACAACTTGAGGGTGAGTAAATG

ARGACAGAATTTTCATTTTTGAGTGAACTATCCCTTTTTGTAAGTTTCTTTGCATTTCTATCAGATGCATTTGTTGATTTAGCTATTTGAGTGACTA

ARATGTATTATAGTAAATACGATTTTCCTTTTGTTATCAAGGAGGACAACCTGTTGCCTGAGGAACGCAGACAGCTGAGTAAAATCTTTCCTCTGTC

TTTCTGCAACTCTGACTCCATTGAGGCGCCCACTGGGARAGATGARACACAGAAGAGCTCAGTARGTAARCAGTATGGTARAARATGATGTTTAATT
I, 191 AN 1] DA |

AT
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Vyhodou sekvenaroru zalo:
elektroforézy je 1 moznost urco
fragmentacni analyza.

Pri fragmentacCni analyze neurCujeme jednotlive p
ale pouze délku syntetizovaneho fragmentu
FragmentaCni analyza je vyuzivana pro stanoveni
mikrosatelitni DNA (opakujicich se di az tetra nukleotidu).

Nejmodernéjsi zpusoby sekvenovani

e novo sekvenovani (sekvenovani nové generace)

znuji pomerné rychle sekvenovat velké objemy DNA
kratSi useky, ale v jednom béhu je mozné
ik desitek az stovek miliont bazi a s pomoci
ozné ziskat spolehlivée useky dlouhé

genomu lidské DNA mozno




Sekvenovani

L9, LD

80000 Vystup fragmentacni analyzy dvou mikrosatelitnich lokusd (MFW1,6) kapra obecného

Lye Signal

28022
280

270.26
240
200 278 .16

L J/ﬁ; i |133-|1.I|_/|¢:::$.?;T: L_?/)“l ﬂl{

225 250 275
Size (nt)

8712
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RFLP — Restriction fragment leng
(Cesky polymorfismus délek restrikénich fr
* Restrikcni analyza DNA pomoci jejiho
endonukleazami (RE) ve specifickych restrikCnich
* Pokud sekvencni diference (polymorfizmus — indel, S
nebo rusi specifické misto pro RE vznikaji po restrikci fragme
odlisnych velikosti
* Princip:
v vychozi DNA (genomicka DNA, PCR produkt)
Stépeni restrikénim enzymem na fragmenty ruznych velikosti
foreticka separace fragmentu
bakterialnich RE. RE rozpoznavaji rtzné kratké
1 (4,6,8), v kterych pak Stépi kovalentni




AFLP — Amplified fragment leng

(Cesky polymorfismus délek amplifikovan

« Metoda na bazi DNA fingerprintingu

« Multilokusova analyza AFLP ma vysokou sch
polymorfismu alel a je velmi vhodnou technikou pr
genetické variability na urovni druht ¢€i populaci u Siroké S
organismu

« Umoznuje rychle vygenerovat velké mnozstvi polymorfnich
markeru i u druhl, o nichz nemame jedinou predchozi genetickou

Informaci

kombinuje vyhody osvedceneho principu PCR a stepeni

onukleazou pro ziskani specifickych selektovanych

ntt celkové DNA jakéhokoli jedince, tedy

ke miry opakovatelnosti pokusu.

etoda, komplikovanéjsi protokol,

kularni biologie




RAPD — Random amplified polyn
(Cesky nahodna polymerazova retezova
« Zvlastnim pfipadem PCR fingerprintingu
« K provedeni metody potrebujeme pouze za
(termocykler, obyCejnou horizontalni elektroforetickou
transiluminator a fotoaparat).
 Nejvetsi vyhodou je jednoduchost, jakakoliv znalost sekvenci
studovaného organizmu neni nutna.
« RAPD metodika pouziva pouze jediny primer (nikoliv dva ruzné
jako je tomu u klasické PCR), dlouhy deset nukleotidu. Teplota
uti prlmeru je nizsi, dovoluje méne specifickou reakci.
cnich cyklu je naopak vysSSi nez u klasické PCR.
2ho postupu je, ze néekteré fragmenty DNA
jakehokoliv studovanéeho organizmu -
snadno klonovat a sekvenovat.
odukovatelnosti, a to i v teze




RT-gPCR — Reverse transkription

* Velmi dulezita metoda s ohledem ke
(transkripce) jednotlivych genu — pracuje se s

« Technika je zalozena na pouziti fluorescencnich
se na DNA a detek¢niho systému, ktery je schopen méfit |
fluorescence v prubéhu PCR.

* Intenzita fluorescence je umérna mnozstvi PCR produktu a

pomoci kalibracni krivky sestrojené za pouziti znamych mnozstvi

cilove DNA je mozné presné kvantifikovat mnozstvi cilové DNA

lologickém vzorku.

metody |e jeji relativni nenaroCnost provedeni, vysoka

st a moznost analyzovani velkého mnozstvi

izovaci cena potrebnych zarizeni a




