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Metody studia DNA a RNA

izolace DNA

izolace RNA

zjiStovani koncentrace

uchovavani DNA a RNA

elektroforéza (agarozovy gel; polyakrylamidovy gel)

vizualizace: primé barveni v gelu; neprimé barveni (Southernova hybridizace,
radioaktivni znaceni, neradioaktivni znaceni)

Restrikéni enzymy
Klonovani

ve vektorech (plazmidy, cosmidy, lambda fagy, BAC, PAC, YAC)
pomoci PCR

priprava knihoven (genomické, cDNA)

princip

denaturace, annealing, elongace
elektroforéza

vyuziti

Sekvenovani

chemicka metoda

enzymova metoda: princip, metodické pristupy, aplikace
analyza sekvenci, databaze

sekvenovani genomii

Fakta bez teorie jsou chaos, teorie bez fakt je fantazie



Izolovana genomicka DNA z krve (prasete) — elektroforeticka separace




Izolovana RNA — elektroforeticka separace

130 7 Quality Control for RNA Preparations

- 28S

- 18S

28S -
18S -

Assessment of the integrity of RNA samples. (a) Minigel (7 x 8 ¢cm) electrophoresis ofm

RNA isolated from exponential culture of Saccharomyces uvarum. Total RNA (5 pg) was
prepared from a log-phase culture, using the yeast RNA isolation protocol found in Chap-
ter 5. Purified yeast RNA was then electrophoresed in a 1% agarose ~formaldehyde gel.
The clear definition of the ribosomal 28S and 18S rRNA species in lanes 1, 2, 4, and 6
demonstrates the integrity of the sample. RNA Ladder (3 pg; Gibco BRL) was loaded
into lane 3 to provide size standards. Lane 5 was left empty. (b) Medium-size gel (12 x 14
cm) electrophoresis of RNA. Samples were formaldehyde denatured and electrophoresed
in a 1% agarose gel for 4 h at 50 V. Samples in lanes 1 and 3 are degraded, most likely due
to RNase contamination. The sample in lane 2 is high-quality RNA, with minimum
smearing above, between, and below the 28S and 18S rRNAs.

SYBR Green II staining of RNA samples. Fluorescence confined to a well into which
sample was loaded strongly suggests genomic DNA contamination.



Determination of Nucleic Acid Concentration and Purity 97
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FIGURE 8

Typical UV absorbance spectrum of purified RNA. The spectrophotometric profile for
purified DNA is similar. Note the positive slope of the curve below 260 nm and the nega-
tive slope above 260 nm.



Uréeni koncentrace DNA

a) Spektrofotometricky: méfeni absorbance pii1 260 nm

A260 x 50 = ug/ml

b) Fluorometricky
¢) Srovnanim z agar6zoveho gelu se standardem (podle intenzity
prouzku)

d) Kvantitativni real-time PCR




a) Separacni metody - elfo

nebo polyakrylamldovych gelech puisobenim
steynosmeérneho elektrickeho pole

DNA (— naboj) migruje k anod¢ (+ naboj)

Pufry: TBE, TAE




- Agarozova elektroforéza

3,6-anhydro
L-galactose

o-galactose




Akrylamidova elektroforéza

chemicka reakce: akrylamid + N,N"-methylenbisacrylamid,

29:1
H Fi

| |
CH2=CH——(|f—N—CH2——N—C"3—CH=CH2
O

CH2=CH—(If—NH2
o)

koncentrace AA: 3,5-20%

katalyzator: persiran amonny, stabilizator
TEMED (N,N,N"N"-

tetramethyethylendiamin)

Typy gelu:

- nedenaturacni

- denaturacni: pridavek denaturantti




Polyakrylamidova elektroforeza
(PAGE)

Gel: polyakrylamid

Umisténi: vertikalni




Barveni DNA - vizualizace

fluorescencné — UV (312nm) : EtBr, Sybr green, GoldStar aj.

- ABI (FAM, HEX, NED,
TED, ROX)

chemiluminiscence
autoradiografie (radioizotopy, rentgenovy film)

barveni stfibrem a;.

v“MmQﬂmm

PAGE mikrosatelitu (autoradiografie) PAGE- barveni stnbrem




Hybridizace

Hybridizace: Proces spojovani ¢aste¢n€ nebo uplné
komplementarnich DNA fetézci NK rtizneho puvodu

testovana(¢) molekul(y) x sonda

Sonda: znacCena sekvence NK pouzivana k vyhledavani nukleove
kyseliny s komplementarni sekvenci

znaceni: radioaktivné, chemiluminiscenci, fluorescenci




ClelCs

)

Reasociace: pomaly pochod, pfi kterém se Upln€ denaturované molekuly spojuji
zpet do dvoufetézcu

Ly

¢astecna denaturace

denaturace reasociace




Metody hybridizace

- kapkova hybridizace
- pfenos Southerniiv (Southern blot) - DNA
- ptenos northernovy (Northern blot) - RNA

Princip:

DNA se Stépi a po Stépeni a elfo separaci se fragmenty
DNA pienesou na membranu, kde se denaturuji a
hybridizuji se sondou. Po odmyti nehybridizovane sondy se
provede vizualizace sond, kter¢ ztistanou hybridizovany a
tak oznac¢i DNA s komplementarni sekvenci

(Western blot — prenos proteinu)




Schéma hybridizace

1- genomova DNA, 2- Stépeni restriktazami, 3 - elfo separace, 4
— Southernuv prenos, S-ukotveni na membranu, 6-hybridizace
se znacenou sondou, promyvani, 7-vizualizace — oznaceni
molekul s komplementarni sekvenci k sondé
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Southernuv blotting

7 WikiSkript

Southernuv blotting a jeho vyuziti,
odvozené metody

jednotku hmotnosti, takZe se déli na agar6zovych

Obsah

. 5 . . - .. m 1 Southernuv blotting a jeho
vykonnym nastrojem pro rozdélovani makromolekul it : 3
vyuziti, odvozené metody

s raznou velikosti a ndbojem je gelova elektroforéza m 1.1 Analjza DRA

molekuly DNA maji v podstaté stejny naboj na pomoci Southernova

b lvakrylamidovych gelech témeF vyhradné blottingu
nebo polyakrylamidovych gelech témér vyhradn€ na = 1.2 Analyza RNA

zakladeé své velikosti nebo konformace

s 5 : ) N " pomoci northernového
agardzové a polyakrylamidové gely pusobi jako

w2 p A : blottingu
rnolekuldrfn Sltal kt«,ra, zpomaluji priuchod velkych = 1.3 Anal¥es proteind
molekul vice nez malych p
3 ; : o 2 westernovym
agarozové gely jsou vhodngé&jsi sita pro velké "
prenosem

molekuly (nad né&kolik set nukleotidil), zatimco
. , . o . .. m 2 Odkazy
polyakrylamidové gely jsou lepsi pro rozdélovani

218 isejici ¢lank
malych molekul DNA - e LS

m 2.2 Pouzita literatura

Analyza DNA pomoci Southernova blottingu

v roce 1975 publikoval E. M. Southern diileZity novy pracovni postup, ktery umoznil zjistit
umisténi genti a jinych sekvenci v restrikénich fragmentech separovanych gelovou
elektroforézou

zakladnim rysem této metody je prenos molekul DNA separovanych gelovou elektroforézou
na nitrocelulézovou nebo nylonovou membranu

takovy prenos DNA je nazyvan Southerniv pifenos

DNA je bud’ pied, nebo béhem pienosu denaturovana tim, Ze je gel umistnén do zasaditého
roztoku

po pfenosu je DNA imobilizovana na membrané vysusenim nebo ozafenim UV svétlem a
hybridizovana s radioaktivni DN A-sondou obsahujici studovanou sekvenci

sonda bude hybridizovat pouze s molekulami DNA, které obsahuji nukleotidovou sekvenci
komplementarni k sekvenci sondy

nehybridizované sondy jsou pak vymyty z povrchu membrany a takto upravena membrana je
exponovana na rentgenovy film, aby mohla byt detekovana piitomnost radioaktivity

po vyvolani filmu ukazuji tmavé prouzky pozici sekvenci DNA, které se sondou hybridizovaly
schopnost pfenosu molekul DNA separovanych gelovou elektroforézou na nylonové
membrany za Gcelem hybridizaénich studii a jinych druhi analyz se ukazala jako neobycejne
uziteéna

lze ji naptiklad vyuzit pii detekci genu cystické fibrozy atd.

Analyza RNA pomoci northernového blottingu

jedna se o pirenos molekul RNA po jejich separaci

elektroforézou
tento prenos se nazyva northernovy pirenos



m jediny rozdil od Southernova pienosu je, ze se na membranu
pfenaseji molekuly RNA

m metoda northernového pienosu je prakticky identicka se
Southernovym pienosem

m molekuly RNA jsou v8ak velmi citlivé na degradaci
RNiazami, a proto musi byt zabranéno kontaminaci materialu
timto extrémng¢ stabilnim enzymem

m kromé toho. vét§ina molekul RNA obsahuje sekundarni
strukturu a musi proto zastat béhem elektroforézy
denaturovana, aby byla zajisténa separace na zakladé
velikosti

m denaturace dosahneme pfidanim formaldehydu nebo nékteré¢ho denaturacéniho cinidla do pufru
pouzivaného pri elektroforéze

m po prenosu na membranu RNA hybridizuje bud’ s DNA, nebo RNA-sondami, stejné jako je to
u Southernova prenosu

m northernova hybridizace je nesmirné uzitecna pfi studiich genové exprese

m muze se pouzit k uréeni, kdy a kde se jednotlivé geny exprimuji

m nicméné northernova hybridizace stanovuje pouze miru akumulace RNA-transkripti a
neposkytuje zadnou informaci o tom, pro¢ k akumulaci doslo

m zmény akumulace transkripti mohou byt zpiisobeny zménami rychlosti transkripce nebo
naopak rychlosti degradace transkripth

Detekce RNA pomoci
northernového blottingu

Analyza proteini westernovym prenosem

m nékdy oznacovan také jako imunoblot

m protoZe je mnoho funkénich proteina slozeno ze dvou nebo
vice podjednotek. jsou jednotlivé polypeptidy separovany v
pritomnosti detergentu dodecylsulfatu sodné¢ho (SDS), ktery
denaturuje proteiny

m po probé&hnuti elektroforézy se proteiny detekuji barvenim
Coomassie modfi nebo znacenim stiibrem

m rozdélené polypeptidy lze ale také prenést z gelu na
nitrocelulozovou membranu a jednotlivé proteiny detekovat
pomoci protilatek

m pienos se oznacCuje jako westernovy pienos a uskutecniuje se
pomoci elektrického proudu

m po tomto prenosu se specificky protein identifikuje tak, Zze se
membrana s imobilizovanymi proteiny umistni do roztoku
obsahujicim protilatku k tomuto proteinu

m nasledné se nenavazané protilatky z membrany odstrani
vymytim

m piitomnost prvni (primarni) protilatky se detekuje inkubaci se
sekundarni protilatkou

m tato sckundarni protilatka obecné reaguje s imunoglobuliny

m sckundarni protilatka je spojena (konjugovana) bud’ s
radioaktivnim izotopem nebo enzymem



Sample

\LRNA Extraction
.
Labeled —p _y ¥
probes —ip _&"Q
\LElectrophoresis
RHA separated by size

| : /Vis’ualization of

Horthern blotting labeled RNA on X-ray
(transfer of RNA to

membrane) Bei B @il
/ Membrane hybridized

RHA fixed to with labeled probes
membrane with UV

or heat

film




Western blot analyza proteinQ
separovanych pomoci SDS-
PAGE
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Restrikéni endonukleazy pouzZivané v molekularni genetice
pochazeji prfevazné =z bakterii, a protoZe jsou jimi rozpoznavana
mista na DNA kratka (obvykle 4-8 nukleotidovych para), je vysoka
pravdépodobnost, Ze se tato mista nahodné vyskytnou v kazdé delsi
molekule DNA. Proto mohou byt tyto enzymy vyuZity pro analyzu
DNA z jakéhokoliv zdroje. Restrikéni endonukledazy se staly bé&Znym
predmeétem obchodu a v dnesni dobé€ jsou rozesilany postou; typic-
ky katalog firem zabyvajicich se dodavanim téchto enzymnu obsahuje
vice neZ stovku restrikénich endonukleaz, pficemz kazda rozpozna-
va jinou sekvenci DNA. Nékolik pfikladti je na obr. 10-2.

Schopnost 3Stépit DNA ve specifickych sekvencich ucd&inily
z restrik&énich endonukleaz nepostradatelny nastroj moderni tech-
nologie DINA, nebot 3tépi danou molekulu DNA vZdy ve stejnych
mistech. Pokud tedy opakované& 3tépime napfiklad DNA =z lidské
tkané urc€itou restrikéni endonukleazou, dostaneme vZdy stejnou
sadu fragmentii.

Frekvence Stépeni DNA danym restrikénim enzymem se lisi
podle deélky jim rozpoznavaného mista. Jak bylo ukazano na
obr. 10-2, enzym Haelll $tépi sekvenci tvofenou &tyFmi specifickymi

316 Kapitola 10 : DNA-technologie

Izoschizomery — enzymy, které §tépi stejné sekvence. Palindrom — stejné ¢teni zepiedu i zezadu (na riiznych vldknech)

Obrazelk 10-2 Rozpoznavané a Stépené
nukleotidové sekvence pé&ti casto
pouzZivanych restrik&énich endonukleaz.
Jak je zde ukazano, cilova mista, ktera jsou
témito enzymy 3Stépena, se lisi
nukleotidovou sekvenci i jeji délkou podle
druhu enzymu. Cilové sekvence jsou ¢asto
palindromické (symetrické podle
centralniho bodu). V nakreslenych
prikladech jsou oba Fetézce Stépeny ve
specifickych mistech uvnitf rozpoznavané
sekvence. Nékteré enzymy, jako jsou Haelll
a Alul, 3tépi oba Fetézce DNA proti sobé,
takZe obé vysledné molekuly maji zarovnané
neboli tupé konce; stépenim ostatnimi
restrikénimi endonukleazami, jako
napfriklad EcoRI, Notl a HindlIlI, vznikaji

na jednom z fetézcii presahujici
jednovlaknové useky. Restrikéni
endonukleazy jsou obvykle ziskavany

z bakterii a v jejich nazvech se odrazi jejich
puavod: napfiklad enzym EcoRI pochazi

z Escherichia coli.
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3.GfA CGTC.5

#ER0611 3000 u
Supplied with:
10X Buffer O 2x1 ml
10X Buffer Tange™ 1ml
#ER0615 10000 u
Supplied with:
10X Buffer 0 4x1 ml
10X Buffer Tango™ 1 mi
#ER0612 5x3000 u
Supplied with:
10X Buffer O 2x1 ml
10X Buffer Tango™ imil

Also available as
FasiDigest® Psti

Psul (BstYl)

5.RVG AT C Y¥.3
3.Y C T A GPR.5

#ER1551 500 u
Supplied with:
10X Buffer B 1m
10X Buffer Tango™ 1ml

Also available as
FastDigest® Psul

Psyl (Tthi11l)

S.GACNINNGTC.?
3.C TGN N{NCA G.5

#ER1331 1000 u
Supplied with:
10X Buffer B 1ml
10X Buffer Tango™ im

Also available as
FastDigest® Psyl

Fermentas

LIFE $CILENCES

Concentration

10 /il

Conditions for 100% Activity
1X Buffer O at 37°C.

Storage Buffer

Pstl is supplied in:

10 mM Tris-HCI (pH 7.4 at 25°C), 200 mM NaCl,
1 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 0.15% Triton X-100,
0.2 mg/mi BSA and 50% (v/v) glycerot.

Ligation and Recleavage
After 50-fold overdigestion with Pstl, more than
95% of the DNA fragments can be ligated and recut.

Methylation Effecis
Dam, Dem, CpG, EcoKl, EcoBl — no effect.

©O0EGCEDn

Concentration
10 u/pl

Conditions for 100% Activity
1X Buffer B at 37°C.

Storage Buffer

Psul is supplied in:

10 mM Tris-HCI (pH 7.4 at 25°C), 100 mM KCI,
1 mM DTT, 1 mM EDTA, 0.2 mg/ml BSA and
50% (v/v) glyceral.

Concentration
10 u/pl

Conditions for 100% Activity
1X Buffer B at 37°C.

Storage Buffer

Psyl is supplied in:

10 mM Tris-HCI (pH 7.4 at 25°C), 50 mM NaCl,
1 mM DTT, 1 mM EDTA, 0.2 mg/ml BSA and
50% (v/v) glycerol.

Activity in Five Buffer System; %
B G 0 R  Tango 2XTango
50-100 50-100 EEMOOE 100 50-100 50-100
Digestion of Agarose-embedded DNA
Minimurm 5 units of the enzyme are required for
complete digestion of 1 pg of agarose-embed-
ded A DNA in 16 hours.

Note

e Conditions of high pH, low salt, high glycerol,
8% DMSO can cause star activity (Malyguine,
E. etal., Gene, 8, 163-177, 1980).

= Surrounding sequences: the presence of
adjacent runs of G-C base pairs confers sig-
nificant resistance to cleavage (Armstrong, K.
and Bauer, W.R., NAR, 10, 993-1007, 1982).

e 100% dUTP incorporation at the recognition

site reduces Pstl cleavage to 25% (Glenn, T.C.,

et al., Biotechniques, 17, 1086-1090, 1994).

Pstl will not cut AGCTGCAG when me-

thylated by Alul methyltransferase.

Activity in Five Buffer System, %
B G 0 R Tango 2XTango
BEHo0E 2050 020 020 50-100  0-20
Ligation and Recleavage

After 50-fold overdigestion with Psul, mare than
95% of the DNA fragments can be ligated and recut.

Methylation Effects

Dam, Dem, CpG, EcoKl — no effect.
EcoBI: may overlap — effect not determined.

Note
High glycerol (>5%) concentrations, pH >8.0 or a
farge excess of enzyme may result in star activity.

Activity in Five Buffer System, %
R Tango 2X Tango

008 50-100 0-20 0-20 50-100 0-20

Ligation and Recleavage

After 50-fold overdigestion with Psyl, more than
60% of the DNA fragments can be ligated and
more than 95% of these can be recut.

Methylation Effects
Dam, Ocm, CpG, Ecokl — no effect.
EcoBI: may overlap — effect not determined.

Digestion of Agarose-embedded DNA
Minimum 5 units of the enzyme are required for
complete digestion of 1 ug of agarose-embed-
ded 2 DNA in 16 hours.



Restriction Enzyme Cut Positions

Enzyme Name Pattern Bases Kind of Cut # of Cuts Positions
Aatl agglcct 6 blunt-cut 4] -
Aatll gacgt!c 6 3'-extended 0 -
Aaul tlgtaca 6 5'-extended 3 451 504 1111
Accll3] agt!act 6 blunt-cut 0 -
Accleél tgclgea 6 blunt-cut V] -
Acc65] glgtace 6 S'-extended 0 -
AccB1l glgyrce 6 S'-extended 0 -
AccBSI ceglete/ 6 blunt-cut 0 -
gaglcgg
Accl gt'mkac 6 S'-extended 1 1323
Accll cglcg 4 blunt-cut 1 705
Acclll tlccgga 6 5'-extended 0 -
Acil clege/ 4 5'-extended 3 369 705 792
glegg
Acll aalcgtt 6 5'-extended 0 -
Acsl rlaatty 6 5'-extended 4 65 205 285 1384
Acvl caclgtg 6 blunt-cut 0 -
Acyl gricgyc 6 S5'-extended 0 -
Afal gtlac 4 blunt-cut 4 453 506 1029 1113
Afel agclget 6 blunt-cut 0 -
AfII glgwece 5 S5'-extended 2 158 783
AFIII clttaag 6 '~extended 0 -
A alcrygt 6 5'-extended 1 126
Agel alccggt 6 5'-extended 0 -
Ahll alctagt 6 S'-extended 0 -
Alul aglct 4 blunt-cut 4 267 669 740 1015
Alw21l gwgcwlc 6 3'-extended 0 -
Alwddl gltgcac 6 5'-extended 0 -
Ama871 clycgrg 6 5'-extended ] -
Aocl cclthagg 7 S'-extended 2 364 799
Aor51HI agclget 6 blunt-cut 0 -
Apal gggcclc 6 3'-extended 4] -
Apall gltgecac 6 5'-extended ] -
Apol rlaatty 6 5'-extended 4 65 205 285 1384
Asel at!taat 6 5'-extended 2 231 482
AsiAl alccggt 6 5'-extended ] -
Asnl at!taat 6 5'-extended 2 231 482
AspT718I glgtacc 6 S'-extended 0 -
AspHI gwgcw!c 6 3"-extended 0 -
AspLEI gegle 4 3"-extended 1 833
AspS9l glgnce 5 5"-extended 2 158 783
AsuC2I celsgg 5 S'-extended 0 -
Asull tt!cgaa 6 S'-extended 0 -
AsuNHI glctage 6 S'-extended 0 -
Awval clycgrg (4] 5"-extended 0 -
Avall glgwee 5 S"-extended 2 158 783
Avill tgc!gea 6 blunt-cut 0 -
Avrll clctagg 6 S'-extended 1 683
Axyl ccltnagg 7 5"-extended 2 364 799
Ball tgglcca 6 blunt-cut 0 -
BamH]I glgatcc 6 5'-extended 2 708 755
Banl glgyrcec 6 "-extended 0 -
Banll grgcylc 6 "-extended 0 -
BanlIl at!cgat 6 S"-extended 0 -
Bbel ggegele 6 ‘-extended 0 -
BbrPI cac!gtg 6 blunt-cut 0 -
Bbul geatg!c 6 3'-extended 0 -
Bbv121 gwgewlc 6 3'-extended 0 -

Paae 1 of 8



KLONOVANI

Klonovani — produkce geneticky identickych jednotek:

- organizmu (vegetativni mnoZeni rostlin)

- bun¢cék (explantatoveé kultury rostlin, nadorové zménéné buiiky. hybridomové
buriky . obecné& — buriky tkanovych kultur)

- jadra (klonovani Zivodichu z jadra somatickych buné&k)

- na molekularni arovni (klonovani DINA)
KLONOVANI DNA

a) MnoZeni neboli amplifikace jiZ znamych sekvenci (kédujicich i nekédujicich) (pro
diagnostickeé tacely. pro mapovani genomu, pro dalsi analyzy ., pfenosy jinym
organizmum apod.).

b) Klonovani genu de novo — prolina se s identifikaci nového genu, jeho namnoZenim.

izolaci) a dalsi charakterizaci.

c) Klonovani genu s cilem vyjadfeni polypeptidového produktu — uskuteEné&ni exprese

genu (viz genove inZenyrstvi — transformace prokaryontd, transfekce do eukaryontnich

bunék, transgendza u dvoud&loZnych rostlin).

Molekularni klonovani — namnoZeni libovolného mnoZstvi identickych kopii.
Dwva zpuasoby: - ve vektorech (in vivo)

- v bezbuné&ném systému (in vitro; nap¥. PCR)

Klonovani ve vektorech
vektor — lat. pfenased
Plazmidy
Bakteriofagy
Kosmidy (plazmido-bakteriofagové vektory)
Umeleé konstrukce chromozomua (YAC, PAC, BAO)



Vektory

Plazmidy - VE. coli — velikost Inzertu do 10 kb

~ Table3.3 Max1mum DNA msert possﬂ)le W1th
 . -*dliferent clonmg vectors . |

Vector - Host ; Insert Size

0 phage iRl 5-25kb
 Acosmids L e
Pighae. O F CO/I . a0k
... *52  f§§WOO 300kbf 

. - cer "'zoo -2000k0



a) Plazmidy
- dvouret&€zcova cirkularni molekula DNA v bakteriich (nejsou vsak
nezbytnou soucasti bakterii)
- maji schopnost autonomni replikace (ale jen v bakteriich)
- nesou rezistenci k antibiotikiim (nap¥. ampicilin, tetracyklin)
- musi mit sekvenci ori (origin) — misto, kde zacina replikace
- nejsou to puvodni pfirozené formy — jsou to umeélé konstrukce pfipravené
odstépenim nebo pfidanim urditych segmenta
- charakteristickou soucdasti je polyklonovaci misto (restrik&ni mista pro
ve&tSi poclet restriktaz, které€ se vyuzivaji pro klonovani)
Priklady: pBR322 (4,36 kb)(rezistence k ampicilinu a tetracyklinu)
pUC18, pUC19 (2,69 kb) (rezistence k ampicilinu)
pBluescript II KS (2, 96 kb) (fagemid — &ast z fagu, Cast

z plazmidu)(rezistence k ampicilinu)

Princip klonovani v plazmidech

- rozstépeni studované DNA vybranym restrikénim enzymem

- rozstépeni plazmidu stejnym restrikénim enzymem (linearizace);
defosforylace plazmidové DNA)

- smichani obou vzorka a zabudovani studovaného fragmentu DNA a
opé&€tovné uzavieni plazmidu pomoci DNA ligazy (ligace)

- vsunuti plazmidu do baktérie (transformace)

- kultivace baktérii na tuhém médiu (na petriho miskach) s prfidavkem
antibiotika

- pfeneseni vybranych kolonii do kyvet s tekutym médiem, kultivace

- izolace plazmidové DNA

- kontrolni elektroforéza v agaré6zovém gelu

- vybér vhodnych vzorktit DN A pro restrikci a vyst€peni zabudované cizi
DNA vhodnym restrikénim enzymem

- elektroforéza v agar6zovém gelu — srovnani, zdali vy s$t€peny fragment
odpovida velikosti fragmentu, ktery jsme chté€li klonovat

- vy bér vhodnych vzorka a uloZeni bakterialnich kultur s pfidavkem
glycerolu na —70°C (pro pozdé&jsi pouzZiti)



Obrazek 10-13 Bakteridlni plasmid je béZné pouZivan jako klonovaci
vektor (fotografie z elektronového mikroskopu). Tato kruhova
dvouretézcova molekula DNA je tvofena nékolika tisici nukleotidovych
pérti. Pro vizualizaci DNA v elektronovém mikroskopu je nutné ji
nejprve obarvit, proto se DNA jevi $irsi, nez ve skutecnosti je.



Plazmid pUC18/pUC19

Ndel, HgiEll 185
Narl 237

2622 Aatll  Eco0109 2674 / Bgll 252
/ Mstl 259

// Pvul 280

___—Pwull 309

2501 Sspl

2299 Xmni Polycloning site

2180 Scal
Pvull 631
2070 Pvul
2060 Avall © pUC18 /pUC19
— (2.69 kb)
1922 Mstl Afllll 806
1838 Avall
1820 Bgll
HgiEll 1387
Polycloning Sites
pucis
i 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 7 8

Thr  Met lle Thr Asn Ser Ser Ser Val Pro Gly Asp Pro Leu Glu Ser Thr Cys Arg His Ala Ser Leu Ala Leu Ala
ATG ACC ATG ATT ACG AAT TCG AGC TCG GTA CCC GGG GAT CCT CTA GAG TCG ACC TGC AGG CAT GCA AGC TTG GCA CTG GCC
| B | |

J e
L J L | e | |
EcoRl Sacl Kpnl Smal BamHI Xbal Sall Pstl Sphl Hindlll
Xmal Accl
Hincll
pucis
1 2 3 4 il 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 15 16 17 18 5 6 7 8

Thr Met lle Thr Pro Ser Leu His Ala Cys Arg Ser Thr Leu Glu Asp Pro Arg Val Pro Ser Ser Asn Ser Leu Ala
ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA CTG GCC
| I | | | I |

L J B | L | L J
Hindlll Sphl Pstl Sall Xbal BamHlI  Smal Kpnl Sacl EcoRl
Accl Xmal
Hincll

In pUCH18, the EcoRl site lies immediately downstream from Pjac.
In pUCH19, the Hindlll site lies immediately downstream from Pjac.



Typy koncii vektori a inzertiit DNA p¥i klonovani

Vektor Inzert Reseni

5" pfe€niva 57 lepivy defosforylace vektoru; ligace
3’ pfec¢niva 37 lepivy defosforylace vektoru; ligace
tupy konec tupy konec defosforylace vektoru; ligace
linearizace dvéma enzymy | §t€peni dvéma enzymy ligace

(stejné jako vektor)

tupy konec PCR fragment (na 3" konci | od$t&peni pfesahujiciho A;
prfesahujici A) fosforylace PCR fragmentu;
defosforylace vektoru;

ligace

Rozliseni rekombinantnich a nerekombinantnich kolonii pomoci X-gal a IPTG:
- rekombinantni svétlé
- nerekombinantni modré

Pouziti rekombinantni plazmidové DNA

Inzerty v plazmidech - max. do 10 kb. Plazmidy nejsou vhodné pro p¥ipravu cDNA nebo
genomickych knihoven (pfili§ kratké fragmenty).

Jsou vhodné pro:
- subklonovani
- pfipravu sond (pro hybridizace)
- sekvenovani



kruhova
dvouretézcova

fragment DNA

DNA ke klonovani
plasmidu \\// rekombinantni DNA
——
Stépeni kovalentni
restrikéni vazba
- nukleazou DNA-ligazou
L |
200 nm 200 nm
DNA
dvoufetézcového
rekombinantniho \
plasmidu je vnesena )
do bakterialni burk
Y = r
|\ .
—t
— \ Y \
bat;terflnl \ pfi kultivaci z lyzovanych bakterii
ufika

Ize izolovat mnoho
kopii purifikovaného
plasmidu

se vytvofi stovky
miliond novych
bakterii

Inserce fragmentu
DNA do bakteridlniho vektoru pomoci
DNA-ligazy. Kruhova molekula plasmidu
se otevie restrikéni endonukleazou
(v tomto pripadé takovou, ktera vytvari
piesahujici konce) a smicha se
fragmentem DNA, ktery md byt
naklonovan (a ktery byl pfipraven
Stépenim stejnou nukledzou). K reakci
jsou pridany jesté DNA-ligaza a ATP.
Navzdjem kohezivni konce obou molekul,
vektoru a insertu, se sparuji a zlomy
v Tetézci jsou uzavieny DNA-ligdzou, ¢imz
vznikne kruhova rekombinantni molekula
DNA.

Obrazek 10-15 Klonovéni fragmentu
DNA. Pokud potiebujeme ziskat mnoho
kopii uré¢itého fragmentu DNA, je nutné ho
nejprve naklonovat do vektoru, jak je
ukdzano na obr. 10-14. Vznikly
rekombinantni plasmid je pak zaveden do
bakterie, kde mtiZe byt mnohamilionkrat
replikovan, jak se bakterie mnoZzi.



Recombinant DNA and DNA cloning

Foreign DNA Plasmid (Vector)

% i
/%m%sw%% g,
Digest with l

Digest with
EcoRI

Arre EcoRI

[
o «%% %‘%% o i,
T @
[~
% Oy
| Mix with

DNA ligase

< zzznizzzzpc%
o 2,
Recombinant
plasmid

Introduce into bacteria (host)

(Transformation)
batatilgal Recombinant
1 id
chromosome plasmi

Culture bacteria

— o o
P S o/
Extract plasmids

o o O
OO0 0 o ©
Digest with EcoRI

Many identical copies of foreign fragment

ﬁﬂ;cﬂﬂ” S B
CTTAM
p“‘c'o AATTC Mmﬁ
G mzzmzzzg”M Adrpg
[ %
M‘ > CTTa4
REAS

Fig. 2.2 Cloning an EcoRI fragment of DNA in a plasmid.
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Priklad klonovani a subklonovani genu (SERPINA3-2) prasete

—_ Stop codon (TAG)
:E:JE: E Poly-A-site
= == ak
28T E |
= = ]
V//K5es 5 31E 53
TT = =
5 TR R § 588 & 3
—!'—{.:—‘—\ [ I | E g H
HoiE L M
I e e D e s
CIm ' H H H
-r! - H “:

l | | | | | | | ] | /
T T T T T T T n T 1 //

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
DNA length (kb




b) Bakteriofagy

Podle druhu faga — DNA jednovladknova nebo dvouvlaknova, linearni nebo cirkularni
Fagy pro klonovani — nejéastéji fag lambda (1.).

Rizné typy: Agtl0, Agtl1l, EMBL3, EMBL4, Charon4A ... atd

Piiklad organizace faga EMBL3: velikost 42 000 bp
Sestava ze tii ¢asti: levé raménko (20 kb)
stfedni ¢ast (13 kb)
pravé raménko (9 kb)
Stfedni ¢ast je postradatelna — da se vy3$tépit restrik&nimi enzymy Eco RI, Bam HI a
SalI.

Defosforylace izolovanych ramének a nahrazeni stfedni ¢asti inzertem (az do 20 kb)

Klonovéni v lambda fagu: inzerce (Agt10, Agtll) - inzert 0-7 kb

substituce (EMBL3, EMBL4) - inzert 7-20 kb

substituce nebo inzerce (Charon 4A) - subst. 7-20 kb

inzer. 0-6 kb
(restr. misto pro inzerci je ve stfedni ¢ésti)

Fagy nejsou schopny samostatné existence — jejich mnoZeni je mozZné jen v baktériich
(Escherichia coli). Na Zivné pudé kolonie s fagem vytvareji prosvétlena mista —
plaky.
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Klonovani ve fagovych vektorech

VétsSinou se vyuZiva pro konstrukci cDNA a genomovych knihoven.

Vyhledavani klonu s genem nebo DNA segmentem, ktery chceme studovat:

<)

musime mit k dispozici vhodnou sondu cDNA nebo genomickou DNA, kterou
oznacime bud’ radioaktivné (32P) nebo neradioaktivné (digoxigeninem)
pripravime petriho misky s E. coli plus lambda fAgova cDNA nebo genomicka
knihovna

po inkubaci ud€lame otisky z misek na nylonové membrany a hybridizujeme

s pripravenou zna¢enou sondou

po exponovani identifikujeme a vyfizneme z misky pozitivni plak a eluujeme
lambda fagové Castice

postup opakujeme tak dlouho (nejméné& 2x), aZ mame jistotu, Ze mame jen jeden
pozitivni plak

ud€lame preparativni kultivaci a z namnozenych fagt izolujeme DNA

DNA pouZijeme na dal$i studium (restrik&ni analyzy, subklonovani v plazmidech.
sekvenovani a j.)

Roztok s fagovymi ¢asticemi miZeme uchovavat v ledniéce, po p¥idani malého

mnozstvi chloroformu, nebo pfi —70°C po pfidani DMSO (dimethylsulfoxid).

Kosmidy

Umeélé€ spojeni ¢asti plazmidua a fagh — vyuZiva se vyhodnych dil&ich vlastnosti

kazdého puvodniho vektoru.

Jsou schopné pojmout fragmenty az 45 kb.

Pracuje se s nimi jako s plazmidy.

Vhodné pro konstrukci genomovych knihoven.



d) Umélé chromozémové vektory

Vyuziti — klonovani DNA fragmentt dlouhych az 1 mil. para bazi.
Vhodné k tvorbé genomovych knihoven.
Patii sem: YAC (z angl. Yeast Artificial Chromosome) - linearni
(Je vytvoren ze segmentu kvasinky, nalevnika a plazmidu)
Replikace probiha v kvasinkach.
Nevyhody: nizka a¢innost konstrukce, stabilizace a spolehlivé
replikace.
PAC (prokaryotic artificial chromosome)
Hlavni &asti z faga P1 (sbalovaci sekvence pac a epizOmové Castice
F z E. coli.
BAC (bakterialni umély chromozém) — cirkularni
Pojme 100 — 300 kb.

e) Expresni vektory

Nejen amplifikuji segment DNA (gen), ale sou¢asn& umoznuji transkripci a translaci
vlozeného genu. Vytvafi se funkéni polypeptidovy produkt.
Priklad: Exprese v E. coli (snadna manipulace, rychly rust)
Strategie: inzerce genu do plazmidu:
- selekéni marker (odolnost k antibiotiku)
- transkrip¢ni promotor (napf¥. lac, trp nebo tac)
- transla¢ni kontrolni sekvence (spravné& umist&né misto vazby na ribozém a
iniciator ATG).
- polylinker umoZiujici spravnou orientaci ve vektoru

Plazmidy se transformuji do baktérii. Vice viz Genové inZenyrstvi.



Vektor PAC (pCYPAC?2

NOTI (10720)
Y BAMHI (1)
L SCAal(21) PUC_LINK
sachB Promot:::rW»___“_M_m_:"i{".{-‘.p’

SCAl (1789)
SCAl (2723)

W BAMHI (2729)

TNOTI (2778)

‘Sachll gens

pCYPAC2
18754 bp

f P11 Plasmid Rephcan

SACH (10141) f
KHQI (8158

PUC-Link is stuffer fragment, being replaced by insert ONA during cloning.

wector fragment does not contain sites for Ascl, SnaBl, Sacl & Sfil.



Genomic DNA
(3 x 10° bp)

2artial digestion with
restriction enzyme
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Numerous
fragments
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Clone fragments in plasmids
(as in Fig. 2.2)
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DNA sequencing 51

Extract mRNA from
a particular tissue

Add poly-T primer,
reverse transcriptase,
and nucleotides,
to make a DNA copy
of the mRNA

5
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Remove mRINA by alkaline digestion

AAAA 3
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Add DNA polymerase to synthesize
a new (second) strand, using 3’ end of
first strand as a natural primer

—————————— e —
C TTTT 5

Remove loop with nuclease

Clone in plasmid
(as in Fig. 2.2)

cDNNA
library

and cDNA plasmid libraries.



Genomova knthovna; cDNA knihovna

Genomova knihovna je mnozina klonu, které obsahuji fragmenty
genomové DNA urcitého organismu. (Genomova DNA se rozstépi
na fragmenty, napr. vhodnym restrikénim enzymem, a tyto
fragmenty se liguji do vhodného vektoru, napr. BAC vektoru.
BAC se vlozi /transformuji/ do E. coli, pak se v tekuté kulture
namnozi, a tato namnoZena kultura je genomova knihovna.)

cDNA knihovna je mnozina klonii cDNA. ¢cDNA se ziska reverzni
transkripci mRNA izolované z urcité tkané urcitého organismu a
VvV urcitém ontogenetickém obdobi /napr. po narozeni nebo

vV dospélosti/, pripadné v urcitém fyziologickém stavu. cDNA se
liguje do vhodnych vektoru (bud’ lambda fagu nebo plazmidu).
K namnozeni klonu se opét vyuZzije E. coli. NamnoZena kultura
rekombinantnich kloni je cDNA knihovna.



w O1

PCR

PCR (polymerazova fetézova reakce, 1985 — K. Mullis)

®- slouzi k ziskani dostateCcného mnozstvi specifickych
kopii DNA (tzv. amplifikace) pro dalsi analyzy

e- nebo i piimo K identifikaci polymorfisma (AS-PCR)

®- zaloZena na cyklickém opakovani (25-40x)

3’
5

w o1

Denaurace

S 3’

3’ S

Nasedani primert
(Anealing)

Elongace




Schéma PCR

| |

5’_3'
3,—5'

. DENATURACE
95°C/15s oddéleni viaken

60°C/45 s \L MANERLINGE
nasedani primeru

primer A
F m—m—_—_—_— 5 e—
SIS e
primer B 5 S

72°CI60 s ELONGARE
syntéza novych vilaken

V kazdém cyklu se pocet

molekul zdvojnasobi




PCR amplifikace

Figure 7-32 PCR amplification. PCR produces an amount of DNA that
doubles in each cycle of DNA synthesis and includes a uniquely sized DNA
species. Three steps constitute each cycle, as described in the text. After
many cycles of reaction, the population of DNA molecules becomes
dominated by a single DNA fragment, X nucleotides long, provided that the
original BNA sample contains the DNA sequence that was anticipated Ce I ke m 2 5-4() CYklﬁ
when the two oligonucleotides were designed. In the example illustrated,

three cycles of reaction produce 16 DNA chains, 8 of which have shis
unique length (yellow); but after three more cycles, 240 of the 256 DNA

X . separate DNA DNA
chains would be X nucleotides long. strands and anneal synthesis
Separate DNA DNA primer
strands and anneal synthesis R

primer

~ separate DNA DNA
strands and anneal synthesis /
ete.

primer

etc,
etc.
= etc.
ete.
4 etc.

= etc.

FIRST CYCLE . SECOND CYCLE :
uble-stranded DNA molecules) (4 dm.Ible-stranded DNA molecules)



Slozeni reakéni smesi

a) destil. H,0O
b) pufr

c) deoxynukleosidtrifostaty (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP)

Mg?2*
primery (pfimy, zpétny)

Taq polymeraza

DNA (genomicka; cDNA; plazmidova; aj.)




Termostabilni DNA polymerazy
s korekeni aktivitou

Table 2.1 Sources of thermostable DNA
polymerases with proofreading (3’5’ exonuclease)
activity.

DNA polymerase ~ Source

Ima | Thermotoga maritima
Deep Vent™ Pyrococcus sp.

Tl Thermococcus litoralis
Pfu Pyrococcus furiosus

Pwo Pyrococcus woesi




PRIMERY
PPrimery:

um¢éle syntetizované oligonukleotidy o velikosti 16-25 nukleotida
K- kratka jednotetézcova DNA

Tm: teplota tani dvouietézce primer : templatové vlakno
oodvozuje se od ni Ta — teplota anealingu pii PCR

APA2 2 A (*144H5) 23.07.200;

21-mer
5-TGG CAA GGA CCT GAT GGA GAA -3'

vytézek: 29,08 nmol = 7,26 OD = 190,1 ug (scale: 40 nmol)
purifikace: Sephadex G-25 stanoveni kvality: UV spektrum

extinkeni koef. £: 249.7 mlijumol  GC: 52.4% MW: 6537 T, (A):47.8°C T, (B): 49.2°C
T.(A)= 81.5+16.6x(log[konc.iont(])+0.41x(%GC)~(600/délka)-0.63x(%formamidu),

kde konc. iont(i (koncentrace v§ech iontd, tj. véetné Na‘) = 60mM; 10% formamidu
T.(B)=81.5+16.6x(log[konc.K'])+0.41x(%GC)-(675/délka), kde konc.K* = 50 mM

(Hodnoty T, jsou vypocteny jen pro 14 - 70 -mery)

Rozpusténi na koncentr. 100 pmol/jl (0,1mM roztok):
pridat 291 ul vody (pufru)

prevodni vztahy pro oligonukleotid:
BV l 10D = 4005 pmol = 26.2 ug
'qv"ft—lj | 0495056314 . 040 5056316 (FAX) 1 nmol = 0.250 OD = 6.54 g
1 ug = 153.0 pmol = 0.0382 OD

http/iwww.generi-biotech.com

Tm=4 x (G+C) + 2x (A+T)
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b) Denaturace

Denaturace: prechod dvousroubovicovych molekul na jednotetézcové

Priibéh teplotni denaturace DNA:
C — koncentrace denaturovanych NT

C, — celkova koncentrace NT

T, , —teplota tani

T, ,— zavisi: obsah GC, pH, slozeni
roztoku




Zji1stovani velikosti fragmentu DNA

Mi LL LL SS LS LL SS LS

(a) - insertion/deletion of the
PRE

(b) - restriction with Avall

(b)  Indel LL LL LL SS LS
Avall AA BB AB --




Priklady vyuziti PCR
A. Badatelsky vyzkum (zakladni

- izolace genil, sekvenovani DNA, mutageneze, analyza
klont, exprese genti (RT-PCR), ptiprava znacenych sond aj

B. Cileny vyzkum (aplikovany) v zemédélstvi

- ptima detekce mutaci a polymorfismu, pro dalsi
analyzy polymorfismu (RFLP, DGGE, SSCP aj.), detekce markeru
pro selekci, sexovani embryi, urCovani paternity

C. Klinicke discipliny

- prenatalni diagnostika, detekce patogenti (ptivodct
chorob-bakterie, viry), identifikace onkogent, typizace nadort,
typizace HLA pfi1 transplantacich aj.

D. Soudni I¢katstvi - ur€ovani identity jedince a paternity

E. Archeologie




22 PCR A. Knoll, Z. Vykoukalova, MZLU v Brné

Za zakladni molekularné-gentickou metodu Ize povaZovat polymerazovou
fetézovou reakci (PCR), ktera slouzi k ziskani dostateéného mnozZstvi specifické
DNA pro dalSi analyzy a miZe v nékterych svych modifikacich slouzit i pfimo
k identifikaci polymorfizml. Metoda byla poprvé popsana v roce 1985 (Saiki ef al.,
1985).

2.2.1 Princip metody

PCR je zaloZzena na extenzi primeril a geometrické amplifikaci (namnoZeni)
molekul DNA za cyklického opakovani tfi kroka liSicich se pouze teplotnimi
podminkami. Syntézu DNA fizenou templatem (matricovou DNA) katalyzuje
teplotné rezistentni DNA polymeraza (napf. Taqg). PCR umoZiiuje soudasnou
syntézu obou komplementarnich viaken extenzi (prodiuZzovanim) dvou primert
(jednofeté&zcovych oligonukleotidl) pfipojenych ke komplementarnim fetézctm na
protilehlych koncich templatu. Umisténi obou primert tak ohranic¢uje amplifikovany
usek DNA.

Kazdy cyklus PCR zahrnuje teplotni denaturaci DNA, pfipojeni primerl (annealing)
a syntézu DNA (elongace) (Obr. 2.). V kazdém cyklu se mnoZstvi DNA
zdvojnasobi a tim se zdvojnasobi mnozZstvi templatu pro nasledujici cyklus.

V dusledku toho dochazi k exponencialni amplifikaci, tj. z kazdé molekuly
puvodniho templatu bude vytvofeno 2" kopii, kde n je poé&et cykli. Napfiklad po 30
cyklech by mélo dojit zhruba k 10'° nasobnému namnozeni DNA. V praxi je viak
amplifikace limitovana koncentraci substrata a aktivitou enzymu. Obecné& 10° - 10°
nasobné amplifikace mize byt dosazeno v 30 az 50 cyklech. U&innost amplifikace
je odhadovana mezi 60 a 85%, ale muzZe byt sniZena pfitomnosti vét§iho mnozZstvi
templatu. ZvySuje se totiz pravdépodobnost hybridizace templatu s
komplementarnim fet&€zcem DNA, misto s primerem. Na tG&innost amplifikace ma
také vliv nespecifickad hybridizace primer s jinymi sekvencemi na cilové DNA. Za
optimalnich podminek v8ak mohou byt detekovany PCR amplifikacemi i
genomoveé sekvence o jedné kopii i viry.

10



)

l )

5 3- Dvousroubovice
3 5° DNA

95°C/45s DENATURACE
Oddéleni viaken

o ANNEALING
60°C/30s Nasedani primera

primer A
- 5 >
€ — 5
primer ELONGACE
Syntéza novych vidken
5 5
5° 5
30x 72°C/1 min I 30x

V kazdém cyklu se pocdet molekul DNA
zdvojnasobi

Obr. 2. Jeden cyklus polymerazové fetézové reakce.

2.2.2 Optimalizace PCR

Jako optimalizace PCR je oznacovan proces vybéru a testovani nejvhodnéjsSich
parametr(i, které reakci ovliviiuji, tj. sloZzeni reakéni smési a teplotni a asovy
prabéh reakce. Optimalizaci je tfeba provadét nejen pfi sestavovani nové PCR,
ale i pfi zavadéni metodiky prevzaté z literatury, nebot konkrétni podminky
laboratofi se mohou lisit.

2.2.3 Slozeni reakéni smési

Kromé& DNA, ktera bude émpliﬁkovéna, obsahuje reakéni smés pufr pro DNA
polymerazu, smés nukleotida (dNTP), par primera specifickych pro cilovou
sekvenci, termostabilni DNA polymerazu (vétSinou Taq) a rGzna aditiva zvys$ujici

ucinnost nebo specifitu reakce.
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Pufr pro PCR vétsinou obsahuje 50 mM KCI, 10 mM Tris (pH 8.4), a 100 pg /mi
selatiny. Koncentrace KCI i Tris mohou byt sniZeny bez vétSiho efektu.
Doporu&uje se pouZivat pufr dodavany vyrobcem polymerazy.

Koncentrace volného hofSiku (Mg?') mizZe ovliviiovat G&innost a specifitu
pfipojovani primera, teplotu disociace viaken templatové DNA i DNA produktu
PCR, vznik primerovych dimert a aktivitu a pfesnost enzymu. Tag DNA
polymeraza potfebuje volny hof¢ik pro vazbu na templatovou DNA, primery a
dNTP. Optimalni hladina se méni v zavislosti na sekvenci, ktera bude
amplifikovana a na povaze primerd. Ve vét$iné pfipadd byly ziskany nejlepsi
vysledky s genomovou DNA v pufru obsahujicim 0,5-1,5 mM volny hof¢ik. Protoze
dNTP kvantitativng vazi Mg?*, mnoZstvi volného Mg®* pro Taq polymerazu je
koncentrace MgClo sniZena o koncentraci dNTP. EDTA nebo jiné chelatony

piitomné v roztoku DNA vzork(s mohou sniZit koncentraci hof¢iku. Obecné plati,
e jeho nedostatek zpusobuje sniZeni vytéZku reakce, nadbytek snizeni jejl
specifity. Koncentraci Mg?* je proto nutné testovat zvlast pro kazdou reakci.
Deoxyribonukleozid trifosfaty (dNTP) patrn& neovliviuji specifitu, ale bylo zjisténo,
Ze jejich niz8i koncentrace miZe vyznamné zvysit pfesnost Tag polymerazy.
Koncentrace 200 pM pro kazdy nukleotid je dostate¢nd a obecné& pfedstavuje
dobry kompromis mezi vyté&Zkem a pfesnosti. VSechny C&tyfi dNTP se davaji
v ekvivalentnim mnoZstvi.

Koncentrace PCR primert ma své optimum v zavislosti na jejich sekvenci a
sloZeni nukleotidil cilové DNA. Pro vétsinu genomové DNA dava nejlepsi vysledky
koncentrace primer v rozmezi 0,1-1,0 uM. Vy3&§i hladina primerd sniZuje specifitu
a zvySuje pravdépodobnost vzniku primerovych dimerl. Protoze primerovy dimer
ma kratkou délku, mlZe se rychle stat pfevliadajicim produktem reakce.

Aktivita Tag DNA polymerézy obvykle uZivana pii PCR je 1-2,5 jednotky/100 pl
reakéni smési. Pro amplifikaci delSich fragmentd DNA je moZno koncentraci
zvysit. Nadbyteéné mnozZstvi enzymu ma obvykle za nasledek nesbeciﬁckou PCR
a sniZzuje vynos amplifikovanych fragmenta.

Templatovéa DNA by méla byt intaktni (neporusena) v amplifikovaném useku. Je
dilezité, aby vzorek s DNA neobsahoval inhibitory reakce (napi. detergenty,
EDTA, stopy fenolu). Obvykie se ji dava do PCR 0,1-1ug. Je nezbytné zajistit pfed
zadatkem PCR uplnou denaturaci templatové DNA (obvykle zahfivanim pfi
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93-95 °C). Taqg DNA polymeraza by méla byt pfidavana az po tomto kroku, protoZe
by dlouhym zahfivanim ztratila svou aktivitu. Timto tzv. ,hot startem” se také zvysi
specifita reakce.

Aditiva v PCR smési: Specifitu nebo vyté&Zek mohou zvySovat rizna aditiva, jako
DMSO (1-10%), PEG-6000 (5-15%), glycerol (5-20%), formamid (1,25-10%) a
BSA. Né&které reakce dokonce mohou probihat pouze s n&kterymi z t&chto aditiv.
DMSO (dimethylsulfoxid) nebo formamid mohou zvySovat specifitu tim, Ze snizuji
teplotu tani a separace a tim zlepsuji nasedani primerd. Zelatina, BSA a
neionogenni detergenty (Tween 20 aj.) pomahaji stabilizovat enzym.

2.2.4 Teplotni a ¢asovy prubé&h reakce

PCR probiha inkubaci vzorkl pfi tfech teplotach odpovidajicich tfem krokdm v
amplifika&nim cyklu: denaturaci, annealing a elongaci. Obvykie je dvouviaknova
DNA denaturovana kratkym zahfatim vzorku na 90-95 °C, primery jsou schopny
nasedani na své komplementarni sekvence pfi kratkém ochlazeni na 40-60 °C
(annealing) a nasleduje zahfati na 72 °C, kdy se prodluZuji pfipojené primery
pomoci Taq polymerazy (elongace).

Teplota potfebna k Uplné denaturaci templatu je zavisia na jeho délce a obsahu
GC. Dels§i vystaveni vysoké teplot€ ma za nasledek sniZovani aktivity Tag
polymerazy.

Teplota, pfi které dochazi k pripojovani primerG (teplota annealingu, Ta), je zavisla
na teploté tani primeri a vétSinou se pohybuje mezi 50-65 °C. Diky pfebytku
primert obsaZenych v reak&ni smési je hybridizace vé&tSinou okamzita, a proto se
dlouha inkubace pfi annealadni teploté nedoporuduje. Vede ke vzniku
nespecifickych produkti.

Extenze primerl pfi 72 °C je velmi blizka k teploté, pii které ma Taq polymeraza
maximaini aktivitu. Doba inkubace pfi této teploté& zavisi na velikosti fragmentu
DNA, ktery ma byt amplifikovan. Odpovidajici je 1 minuta na 1000 bp
syntetizované DNA. Stejn& jako pfi annealingu, nadmérna doba inkubace vede
obvykle k produkci nespecifickych amplifika&nich produkta.

VétsSina teplotnich profil(, které poskytuji dobré vysledky je sloZena z denaturace
pfi 93-95 °C 15-30 sekund, annealing pfi 55-65 °C 15-30 sekund a extenze pfi 72 °
C po dobu 30-60 sekund.
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Diky komplexu interakci mezi jednotlivymi slozkami v PCR smési (hlavné mezi
primery a vzorky DNA) a $iroké riznorodosti vyuziti této techniky, je nemozné
specifikovat jednu sadu reak&nich podminek, které by byly optimalni ve vsech
situacich, ale je nutno optimalizovat kazdou PCR reakci zvlast. Duavodem je
rovnéz skute&nost, Ze teplotni Gidaje na termalnich cykierech nemusi odpovidat
skute&nym hodnotam uvnitf reak&ni smési vzorku. Velkou roli hraje také mnozZstvi
smési, ve které reakce probihaji, kvalita chemikalii atd.

2.2.5 Taq DNA polymeraza

Zakladem pro rozvoj PCR byl objev termostabilni DNA polymerazy izolované z
termofilni bakterie Thermus aquaticus (Taqg). Tato DNA polymeraza mize byt
opakované& vystavena vyssi teploté& (94-95 °C) potiebné pro oddéleni fetézci DNA
a proto neni nutné pfidavat enzym v kazdém cyklu. Uvadi se, Ze v zavislosti na
povaze templatové DNA ma jedna molekula enzymu v rozsahu od 75 do 80 °C
specifickou aktivitu 150 nukleotiddl za sekundu. PFi teploté 70°C zarazuje za
sekundu > 60 nukleotidl. Pfestoze ma Tag DNA polymeraza velmi omezenou
aktivitu nad 90°C, je relativné rezistentni k denaturaci za vy3§i teploty.

Presnost Taq polymerazy: Presnost enzymatické amplifikace DNA zavisi,
obdobné& jako jeji vyt&Znost, na riznych reakénich podminkach. Na frekvenci
nespravného zaélefiovani nukleotidd ma vliv kvalita a koncentrace
deoxynukleotidli, dvojmocnych kationtl a templatu. Uvadi se frekvence chyby
1,3x10°°. Chyba v po&ate&nich cyklech PCR ma za nasledek akumulaci velkého
mnozZstvi amplifikovanych molekul DNA obsahujicich chybu.

Kromé& Taq polymerazy se pouzivaji dali teplotné rezistentni polymerazy (Pwul,
Tth, Tbr) a jiné komeréné dodavané modifikované enzymy a jejich smési, které
vykazuji niz§i % tvorby chyb (Tgo polymeraza pouze 4,9 x1 07).

2.2.6 PCR primery a hlediska pro jejich vybér

Hilavnim pFedpokladem uspé&sné PCR je dobfe zvoleny par primerd. Na jeho
kvalité siln& zavisi specifita i vyt&€Zek reakce. Mezi zakladni parametry, ke kterym
je tfeba pfi designu primerd pfihliZzet, patfi: velikost primeru, teplota tani (Tm) a
obsah G+C, stabilita na 3’konci primeru, vnitini komplementarita, komplementarita
mezi dvéma primery a unikatnost (specifita) sekvence na 3’konci. Pfi designu
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primer(i je nutné vzdy volit kompromis mezi dvéma zakladnimi parametry, které
jsou vétsinou v protikladu - specifitou a vyt&Zzkem reakce.

Velikost primeru vyznamné ovliviiuje specifitu reakce. Dostatecné specifické jsou
obvykle oligonukleotidy vrozmezi 18-24 bazi. KratSi oligonukleotidy dobie
hybridizuji s templatem, ale maji mensi specifitu (vy$si tendenci k nespecifickému
nasedani na templat). DelSi primery naopak maji tendenci tvofit viasenky a
nespecificky se parovat s dalSim primerem (tzv. primer-dimer struktury), ale
nespecifické nasedani na templat je nizké. U amplifikace dlouhych fragmentt se
pouzivaji delsi primery (21-34 bazi), protoZe specifita nasedani na templat je zde

velmi dalezitym parametrem.

Teplota tani DNA (T.) je teplota, pfi které je 50% molekuly DNA ve stavu
dvousroubovice. Oba primery by mély mit T stejnou, nebo co nejvice podobnou.
Tm souvisi hlavné s délkou a obsahem G+C, ktery ji zvySuje. Obvykle je v rozsahu
55-75 °C. P¥i pouziti primerG o vyssi teploté tani je reakce vic specificka, coz je
nutné hlavné u amplifikace del$ich fragmentu.

Stabilita na 3 konci primeru: Pro ¢innost DNA polymerazy je tfeba, aby nékolik
nukleotidti na 3°’konci primeru piné hybridizovalo s templatovou DNA. Je-li 3’konec
stabilni (volna energie duplexu primer-templat je vysoka), staci k pevné vazbé na
templat jen nékolik komplementarnich nukleotidi na 3'konci a polymeraza tak
zahajuje syntézu DNA z nespecifického mista. Malo stabilni 3’konec primeru (pod
-8kcal/mol) naopak vyZaduje pfesné komplementarni sekvenci na templatu, aby
vznikl stabilni duplex nutny pro zahajeni elongace. Reakce je pak vysoce
specificka. Umisténi energeticky silného paru GC na 3’konci (GC svorka) neni
vhodné, protoZe se snizuje specifita reakce.

Vnitini komplementarita jednoho primeru ma za nasledek vznik vlasenkovych
struktur, které znemoziiuji nasedani primeru na templat (Obr. 3.A).

Komplementarita mezi primery se mluze tykat molekul stejného primeru nebo obou
primeru (pfipadné vice). Pokud je stabilné hybridizovan 3’konec, mize dochazet k
nespecifické elongaci DNA (napf. vznik dimerd primerd). Silné komplementarni
primery se mohou navzijem blokovat a sniZovat tak vytéZek. Priklady moZnych
komplementarit znazorfiuje Obr. 3.B, C.
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A 5° GTCCCCA’I‘]
3' GACATAGTAGAGGGTCC
5' CGGATGCGATCCGTCGCATTGAGGG 3'

5 30 GTCCACL(LAGJ-\(I:'Z!:‘(I:éCISCCACCCGCCG
5' GTCCCCATCCTCGGAGATGAGACCG 3°

c [ S A N A NN

3' GCCAGAGTAGAGGCTCCTACCCCTG 5'

Obr. 3. Komplementarita primeru.

A - Vlasenkova struktura primeru, B - Komplementarita na 3°konci primeru majici
za nasledek vznik nespecifického produktu (dimery primera), C - Komplementarita
uvniti dvou primert (zde stejnych) majici za nasledek blokovani primeru.

Komplementarita primeru s nespecifickymi misty na templatu (na 3’konci) je
kriticka pro specifitu reakce. Pokud se vyskytuji na templatové DNA sekvence
komplementarni s 3’koncem primeru mizZe dojit k zagatku syntézy DNA z tohoto
nespecifického mista. Proto pro navrhy primert je nutné volit co mozna

nejunikatné&jsi sekvence genu.

Vypocet teploty tani (T,) primera
a) Jednoduchy a orienta¢ni vypoc&et vychazi z konkrétnich poé&td jednotlivych bazi
a je dan rovnici (Suggs ef al.,1981):

Tm = 2x(A+T) + 4x(G+C)

Plati pro 14-23 nukleotidl primeru.

b) Pfesné&jsi rovnici, ktera zohlednuje i koncentraci iontl, zavedl Sambrook (1989):
Tm= 81,5+16,6 (logio[Na*] + 0,41 (%G+C) - 600/nNT-0,63 (%FA),
kde nNT je pocet nukleotidl primeru a %FA procenticky obsah formamidu.
Plati pro 14-70 nukleotid primeru.
c) Podobné lze pouzit i rovnici dle Baldino et al. (1989):
Tm = 81,5+16,6 (log1o[Na*] + 0,41 (%G+C) - 675/nNT
d) Zatim nejpfesnéjSi vypocet vychazi z teplotni stability helixu a je zaloZen na
termodynamickych parametrech nejblizSich sousedi. VyZaduje v$ak podcitadové
zpracovani. Rovnici sestavili Rychlik et al. (1990):
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AH
Tm = -273,15+16.6 log [K'],
AS+R x In(c/4)

kde AH a AS jsou enthalpie a entropie helixu DNA, R je univerzalni plynova

konstanta, c je koncentrace templatové DNA.

Konkrétni hodnoty vypocditané pomoci riznych rovnic se mohou navzajem lisit,
slouzi hlavné ke srovnani dvojice primer. Stanoveni optimaini teploty annealingu
na zakladé empirického zjisténi popisuji Rychlik et al. (1990), skuteénou teplotu je
vSak tfreba urdit experimentalné.

Pro uleh&eni vybé&ru primerli se pouZivaji poditatové programy, napf. Primer
ver. 0.5 (Lincoln et al., 1991), Oligo (Rychlik a Rhoads, 1989) aj., nékteré jsou

dostupné i na internetu.

2.2.7 Degenerované primery

V pfipadé, Ze neni znama pfesna sekvence templatové DNA, napf. kdyZ jsou
tvofeny primery na zakladé aminokyselinové sekvence nebo homologii s jinym
druhy, je vhodné pouzit degenerované primery. Jsou to oligonukleotidy, kde jeden
nebo vice nukleotidl jsou degenerované, tj. schopné vazby s nékolika raznymi
bazemi. Cim vice jsou primery degenerované, tim vé&tsi je pravdépodobnost
nespecifického parovani s templatem. Degenerované nukleotidy by nemély byt
umistovany na 3°konec primeru. Jako degenerovany primer se pouZiva bud smés
primer(, které se odliSuji bazemi na urgité pozici oligonukieotidu, nebo jeden
primer obsahujici nestandardni bazi schopnou parovat se s né&kolika bazemi.
Casto pouZivany je 2°- deoxyinosin, coZ je baze, ktera je schopna parovani s
jakymkoliv nukleotidem. Firmy zabyvajici se syntézou oligonukleotidGi dnes
nabizeji i fadu novych degenerovanych bazi (napf. nitropyrrol, nitroindol aj.)

2.2.8 Vyuziti PCR pro detekci mutaci

Ve specifickych pfipadech mize byt pomoci PCR pfimo stanoven polymorfizmus
DNA (rizna délka amplifikovaného produktu viivem deleci). Bylo vyvinuto mnoho
modifikaci PCR, které umoziiuji detailni studium sekvenci DNA. Napf. alelové
specificka PCR (AS-PCR) probiha pouze s primerem o sekvenci unikatni pro
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pFisludnou variantu genu. Speciaini varianty PCR, jako AFLP a RAPD jsou
popsany nize.

Pro daléi analyzy mutaci, pfipadné& polymorfizmi (a to bud’ v celé genomové DNA,
nebo jen v ziskaném PCR fragmentu) je mozné vyuzit daldi metody, jako napf.
PCR-RFLP, SSCP, DGGE (+ odvozené metody CDGE, TTGE, TGGE) a

sekvencovani.

2.3 AFLP

Metoda AFLP (amplified fragment length polymorphisms) je zaloZzena na detekci
DNA restrikénich fragmentd pomoci PCR amplifikace. Amplifikace restrikénich
fragmentt je zaloZzena na ligaci ds adaptorovych sekvenci na konec restrikéniho
mfsta, coz slouZi jako ,univerzalni* vazebné misto pro primery pii PCR.

Adaptor: syntetizovany fragment ds DNA, obsahuje tsek pro vazbu AFLP primeru
a cast restrikéniho mista (tzv. ,half — site")

AFLP primer: obsahuje sekvenci pro vazbu na adaptor, restrikéni misto a 1-3
selektivni baze na 3’konci. Poget selektivnhich bazi udava pocet amplifikovanych
fragmentu.

Selektivni baze: baze nukleotidl, jsou rizné u fragmentd. Amplifikuji se jen ty
fragmenty, co maji tyto baze komplementarni k bazim v primeru (selekce

fragmentt)

Postup analyzy

1. Sté&peni genomové DNA restrik&ni endonukleazou

2. Ligace adaptora ke konciim §té&pu (pfipojeni pomoci DNA ligazy)
3. PCR (selektivni)

4. Analyza fragmentl( na gelu (PAGE)

Pomoci metody se detekuje polymorfizmus v délce fragmentu, v restrikénim misté

nebo v mist& selektivhich bazi. Typicky AFLP fingerprint obsahuje 50-100
amplifikovanych restrikénich fragmentt, z éehoz az 80% lze vyuzit jako markery.
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U velkych, hodn& komplexnich genomu (savci) se pouzivaji 2 ruzné restriktazy
(hojné& $té&pici + vzacné $tépici) a preamplifikace (PCR) s neselektivhimi primery
(bez selektivnich bazi), ktera slouzi k prvnimu namnoZeni DNA pied naslednou
selektivni PCR.

Vyhody a vyuziti AFLP:

a) Neni nutné znat sekvenci zkoumané DNA. To je vhodné pfi studiu biodiverzity a
genetickych vzdalenosti.

b) AFLP lze odecitat kodominantné&, proto se hodi na genetické mapovani

c) Vykazuje vysokou hustotu markertl, vhodné pro poziéni klonovani ‘

d) Pomoci AFLP markert( Ize provadét zaroven srovnani cekové genomové DNA i

o

kloni genomové DNA véetné tvorby transkrip&nich profild“ pfi expresni analyze.

Vyuziti metody je predevsim pfi studiu rostlinnych genomt.

L m—.-w“M o gy

e A A w.z‘:*z""“‘“*—”a:i" .

e e . AR S Mt

PR ORE ; s e e e

Obr. 9. Ukazka fingerprintingu pomoci AFLP.
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(AFLP fingerprinting)

Obr. 10. Schéma AFLP analyzy.

2.4 RAPD

Metoda RAPD (random amplified polymorphic DNA - nahodné amplifikovana
polymorfni DNA), stejn& jako podobna metoda oznagovana AP-PCR (arbitrarily
primed PCR), je metoda pro tvorbu genomového fingerprintu u druhd, kde je malo
znamo o sekvenci, kterou budeme amplifikovat. K zahajeni PCR se pouziva kratky
malo specificky oligonukleotid (obvykle 10NT), ktery se vaZe na pfislusna mista
amplifikované DNA.
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V nékterych modifikacich se prvni dva cykly provadéji s jednim kratkym nahodnym
primerem za nizké stringence a dal$i cykly se specifickymi primery za vy$$i
stringence. Vznikda fada PCR fragmentl, které jsou separovany agardézovou
gelovou elektroforézou a vizualizovany ethidiumbromidem. Jednotlivi jedinci
(populace) se odliSuji pfitomnosti jednotlivych fragmentti, podle toho, kde na DNA
primer nalezl homologni mista, coz je pravé dusledek polymorfizmu DNA.

Pro ziskani reprodukovatelnych vysledk( jsou kritické predev&im tyto faktory:
pfesna optimalizace koncentrace DNA, reprodukovatelnosti cykleru, kvalita a
koncentrace primerd, koncentrace Mg?*, vyb&r DNA polymerazy a pfesnost
pipetovani.

RAPD vykazuji vysoky stuperi polymorfizmu, a proto mohou byt genetickymi
markery pro tvorbu genetickych map, mapovani QTL, fingerprinting, méfeni
genetickych vzdalenosti mezi populacemi atp. RAPD maji dominantni charakter, a
vproto nelze odliSit hetero- a homozygotni genotyp. Hlavni vyhodou metody jsou
nizké naklady a mala pracnost.

a)

1 2 3
b)
* £
I B S— el
4 3
' sl Nahodny primer \L
A
-1 eifo
2.
3.
. 4,
a) b)

£

Obr. 11. Schéma RAPD: Rozdilné nasedani primeru u dvou jedinct
a) nepfitomnost amplifikace fragmentu 1, b) amplifikace fragmentd o rozdilné
velikosti (2. — 4.). Vysledek je zfetelny z agar6zové gelové elektroforézy.
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2.5 PCR v realném case (real-time PCR)

Moderni metoda umoZziujici sledovani pribéhu PCR v reainém &ase na zakladé

sledovani intenzity fluorescenéniho signalu.

Pouziti:

1. Kvantitativni PCR v readlném ¢&ase: pro kvantifikaci genomové -DNA (napf. viry,
GMO) nebo mRNA (studium exprese).

2. Analyza bodu tani produktu (melting analysis) — pro ovéfeni identity a kvality
produktu (amplifikatu)

3. Genotypizace: pfimé stanoveni genotypu (pomoci analyzy bodu tani nebo

hybridizaéniho systému)

Pouziva se fada metod pro detekci:

-a) SybrGreen |: detekuje jen dsDNA, neni sekvenéné specifické a neumoziiuje
multiplex. Umoznuje kvantifikaci templatu a identifikaci produktll (analyza bodu
tani produktu). Principem je to, ze SybrGreen | dava fluorescenéni signal pouze ve
spojeni s dsDNA, a proto v prib&hu narGstu mnozZstvi PCR produktu (dsDNA)
dochazi i k ristu signalu.

d) hybridizaéni sondy: pouZivaji se 2 sekvenéné specifické sondy umisténé tésné
vedle sebe tak, Ze na svych prilehlych koncich maji fluorescenéni znacky, které
v pfipadé, Ze jsou ve své blizkosti, vytvafi signal detekovatelny pfistrojem. Cim
vice je specifického PCR produktu, tim vyssi je tento signal.

b) hydrolyzaéni sondy TaqMan: V systému je pfitomna sonda znaena dvéma
molekulami: reporterem, ktery vydava fluorescenéni zafeni a zhasecem
(quencher), ktery je schopen zhaset zareni vydavané reporterem, je-li vjeho
blizkosti. V pribé&éhu PCR dochazi viivem exonukleazové aktivity Tag polymerazy
k odbouravani navazané sondy, a tim odstranéni blokace reporteru zhase¢em —
vysledkem je rist signalu v zavislosti na ristu mnozstvi PCR produktu.

¢) molecular beacons , FRET a dalsi.

Na provadéni real-time PCR je tfeba specialni typ cykleru, ktery kromé cyklovani
umi odecditat intenzitu fluorescence ve vzorku a obsahuje fidici i vyhodnocovaci
jednotku (pocitag): nejpouzivané&jSi znacky jsou LightCycler, fada ABI PRISM a
iCycler.
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m Obr. 12. ZvySeni fluorescen&niho

SybrGreen | vazany na ds DNA signalu po jednom cykiu PCR pfi
i pouZiti systému chemie SybrGreen |.
denaturace

O

o ©O

ztrata signalu

anealing, elongace - tvofi
se PCR produkt

£ = = 2

zvySeni signsiu po
jednom cykiu PCR

2.6 RFLP (polymorfizmus délky restrikénich fragmentu)

Pomoci polymorfizmu délky restrikénich fragmentt (RFLP - restriction fragment
length polymorphism) se identifikuji alely na zakladé pritomnosti nebo absence
specifického restrik&niho mista. Genomova DNA je §t&pena pfisluSnou restrikéni
endonukledzou, separovana elektroforézou na agarézovém gelu a pfenesena
(blotovana) na pevnou membranu pomoci tzv. Southernova pfenosu (Southern,
1975). Po hybridizaci se znag&enou sondou a vizualizaci Ize zZjistit polymorfizmus
. ve velikosti vzniklych restrik&nich fragmentti DNA. Velkou vyhodou metody RFLP
je, Ze je schopna identifikovat polymorfizmus i uvnitfé marker typu |, kdyzZ je jako
sonda pouzita komplementarni DNA (cDNA). Metoda je vhodna pro vazbové i
komparativni mapovani a odhaleni variability v kandidatnich genech pro
ekonomicky vyznamné znaky. Vzhledem k relativni pracnosti metody se dnes
dava pfednost jeji modifikaci vzniklé spojenim s PCR (PCR-RFLP).
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Restrikéni endonukleazy jsou enzymy, které se specificky vazou na DNA a Stépi ji
ve specifickych mistech nachazejicich se uvnitf, nebo blizko rozpoznavaci
sekvence. Tyto enzymy jsou rozdé&leny do tfi skupin: endonukleazy typu I, I a Iii.
Endonukleazy typu | a lll nemaiji pfesnou polohu $t&peni vzhledem k rozpoznavaci
sekvenci a proto se b&Zné& nepouzivaji. V molekularni genetice se pouzivaji
endonukleazy typu Il, které S§té&pi vZdy ve stejném misté, které se nachazi
v rozpoznavaci sekvenci a nebo v jeji t&sné blizkosti. Rozpoznavaci sekvence
jsou dlouhé é&tyfi, pét, nebo Sest nukleotidd a jsou oboustranné symetrické
(palindrom). Je jich zndamo kolem 3000 a tvoii 250 riznych restrikénich mist.
Nékteré restrik&ni endonukleazy mohou mit i del$i nebo degenerované
rozpoznavaci sekvence (rozpoznavaji vice riznych nukleotid(). Restrik&ni enzymy
stépi DNA dvéma zplsoby: roz§tépi obé vlidkna ve stejném misté (tvofi tzv. tupé
konce, obr. 4b), a nebo $tépi kazdé vlakno v jiné poloze (tvofi tzv. kohezni konce,

obr 4a).

a) b)
5..GITGCAC...3 5..AG|CT...3
3..CACGT|G...5 3..TCIGA...5

Alw44l Alul
5...G|TAC...3 5..GGN|NCC...3
3..CATIG...5" 3..CCNINGG...5"

Csp6i BsplLi

Obr. 4. Pfiklad rozpoznavacich sekvenci a mista §t&peni restrikénich endonukleaz
a) vznik koheznich koncl u sekvence palindromu (Alw44i, Csp6l) b) vznik tupych
koncli u sekvence palindromu (Alul, BsplLl),

2.7 PCR-RFLP

Pomoci PCR se na zakladé genomové DNA amplifikuje specifickd sekvence
(napf. usek genu). Tento fragment DNA se 3tépi panelem restrik&nich
endonukleaz. V pfipadé bodové mutace v restrikénim misté toto misto zanika
nebo naopak vznika nové. To ma za nasledek vznik fragmenti DNA rizné
velikosti, které jsou separovany na agarézovém gelu. Vizualizace DNA se provadi
pomoci ethidiumbromidu (pfip. méné toxickym SYBR Green®). Vyhodou metody je

jeji nenaroénost a mozZnost uréeni mista mutace. Mezi nevyhody patfi to, Ze
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pravdépodobnost detekce mutace (polymorfizmu) je relativné nizka a zavisi na
po&tu pouzitych enzYmﬂ. Metoda je vhodna pro geny s vétS$im polymorfizmem
nebo nekédujici sekvence (analyzy intronl). Vysoké Gcinnosti lze dosahnout
kombinaci se sekvenovanim daného PCR produktu a naslednym vyhledanim
vhodného restrik&niho enzymu pro rutinni testovani v populaci zvifat. Pomoci
tohoto postupu Ize uréit i pfesnou lokalizaci polymorfniho mista a jeho pfipadny

vliv na zaménu aminokyseliny v polypeptidu.

genotyp: NN

nn Nn
— — — —— start
— —

smér elektroforézy

Polovina PCR byla 3tépena (nese RES),
— druh4 ne (neobsahuje RES)

ket . Nestépeny PCR produkt
PCR
u obou :.t:,pe"y (neobsahuje restrikéni misto -RES)

— =
|

Obr. 5. Schéma elektroforézy pii PCR-RFLP analyze genu RYR1 pomoci
restrikéni endonukledzy Hhal.

2.8 SSCP (konformaéni polymorfizmus jednoretézcové DNA)

Metoda zaloZena na konformacénim polymorfizmu jednotlivych Fetézcli DNA
(SSCP - single strand conformation polymorphism) byla popsana v roce 1989.
Vzorek (produkt PCR) se nanasi po denaturaci na nedenaturaéni polyakryl-
amidovy gel. Jednofetézcova DNA vtomto prostiedi ziskava v zavislosti na
sloZzeni nukleotidl ur&itou specifickou konformaci, kter4 ovliviiuje mobilitu DNA
v gelu. To umoziiuje separaci viaken DNA li§icich se jednim nebo vice nukleotidy.
Konformaéni stav molekuly DNA je siln& zavisly na podminkach elektroforézy,
k nimZ patfi hlavné teplota gelu (3-30°C), koncentrace elektroforetického pufru a
jeho pH, koncentrace nékterych &inidel v gelu, jako je glycerol (0-10%) a mnoho
dalSich. Vyhodou je jednoduchost a mnohostrannost metody. Po optimalizaci je
schopna detekovat mutaci s 90% spolehlivosti, v pfipadé, Ze tato neleZi
v okrajovych &astech (cca 50bp) fragmentu. Nevyhodou je moZnost vyuziti jen pro
kratsi fragmenty, asi 100-200bp a nutnost pfesné optimalizace podminek
elektroforézy. Vizualizace fragmentl se provadi nejcastéji autoradiograficky nebo

barvenim stfibrem.
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Pfi analyze diouhych fragmentd DNA (az 9kb) je nutno nejdfive PCR produkt
Stépit jednou nebo né&kolika restrikénimi endonukleazami, a potom analyzovat
smés fragmentl pomoci SSCP (napf. REF ' - restriction endonuclease
fingerprinting). Toto je velmi G&inna technika na vyhledavani polymorfizmi i

vzacnych mutaci.

2.9 DGGE (denaturaéni gradientova gelové elektroforéza)

Denaturaéni gradientova gelova elektroforéza (DGGE - denaturing gradient gel
electrophoresis) je metoda pro detekci jednonukleotidovych zamén v DNA.
Zakladem je polyakrylamidovy gel! s linearnim gradientem denaturagnich &inidel
(obvykle moé&ovina + formamid), napf. 30-70%. Na gel se nanasi PCR produkt o
velikosti 150-1000bp v nedenaturovaném stavu. Separace fragmentl je zaloZena
na rozdilné mobilité fragmentl pfi rizném stupni denaturace dvousroubovice DNA
za konstantni teploty gelu (50-65°C). Molekula s obsahem paru bazi o nizsi energii
je dfive &aste&n& denaturovana a tim se i pohybuje v gelu pomaleji nez DNA se
stabiln&jSim pérém bazi. Proto tato metoda umoziiuje detekovat i zamény jednoho
paru baze (bodové mutace). Vlivem spontanni tvorby heteroduplexti béhem PCR
se heterozygoti vyznaéuji pfitomnosti fragmentl, které se pfi elektroforéze silné
zpozduji. ZvySeni citlivosti metody Ize dosahnout pfidanim G,C konce k jednomu
z primeru.

Vyuziva se dvou typl gradientovych gelG:

Perpendikulami gradient. Vzorky putuji vgelu kolmo na smér gradientu
denaturantu. Vysledkem elektroforézy je sinusoida DNA znazortiujici denaturaéni
profil, z kterého Ize odecist koncentraci denaturantu, pfi které dochazi k uginné
separaci polymorfnich fragmentl DNA. SlouZi k vyhledavani novych polymorfizmi
a stanoveni optimalnich podminek pro separaci na paralelnich gelech nebo k
pfesnému uréeni koncentrace denaturantu pro CDGE (elektroforéza pfi konstantni
koncentraci denaturantu).

Paralelni gradient. Vzorky v gelu putuji po sméru gradientu denaturantu, v urcitém
misté se dostanou do prostfedi, ve kterém dojde ke zmé&n& mobility fragmentd a
jejich rozdéleni. Slouzi k vyhledavani polymorfizm( i rutinnimu testovani.
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% J heteroduplex

denaturantu
_1 homoduplex

Obr. 6. Schéma separace v paralelnim gradientu DGGE.
Standardni alela (wt), mutantni alela (mut) a heterozygot pro tyto alely (wt+mut).
Heteroduplexni moiekuly vykazuji sniZenou mobilitu.

Vyhodou metody je relativné vysoka pravdépodobnost detekce mutace, moZnost
"vizualizace ethidiumbromidem a to, Ze fet&zce nejsou piné denaturovany, takze je
lze po elektroforéze DNA izolovat a podrobit dalsim analyzam (sekvenace apod.).

Nevyhodou je vyS$8i pracnost pfipravy gelll a narognost na zafizeni udrZujici
konstantni teplotu gelu.

CC CC AB AC AA AB CC AC AC AA AC

€Obr. 7. Priklad analyzy genotypl genu MYOD1 pomoci paralelni DGGE.
Eleteroduplexy viditelné u heterozygotl AB a AC

, &

: #2.10 CDGE

-Belova elektroforéza pii konstantni koncentra¢i denaturantu (CDGE - constant
idgenaturant gel electrophoresis) je metoda odvozena od DGGE. K separaci
dochazi pfi optimalini konstantni koncentraci denaturanta. Tento postup je vhodny

- pro rutinni testovani polymorfizmu, protoZze neni nutné vrstvit gradientovy gel.
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2.11 Metody zaloZené na teplotnim gradientu (TGGE, TTGE)

Kromé denaturagnich &inidel Ize ¢aste&né nebo Upiné denaturace molekuly DNA
dosahnout teplotou. Pfi elektroforéze v teplotnim gradientu je koncentrace
denaturantu konstantni v celém gelu, ale mé&ni se stupfiovité teplota - vznika
linearni teplotni gradient. Podobné jako u DGGE, pfi uréité teploté gelu dojde
k CasteZné sekvenéné specifické denaturaci domén DNA a tim k oddéleni
polymorfnich fragmentd. Vyhodou je, Ze neni nutno vrstvit gradient denaturantd;.
Podle zplisobu zajisténi teplotniho gradientu Ize rozlisit dvé metody:

a/ TTGE - temporal temperature gradient electrophoresis - teplota se postupné
méni v pribé&hu elektroforézy v celém gelu

b/ TGGE - thermal gradient gel electrophoresis - teplotni gradient je tvofen pfimo
pomoci stupfiovité zahfivané plotny, na které gel lezi.

2.12 Heteroduplexni analyza

Heteroduplexni analyza (HA) vyuZiva konformaénich ~zmé&n v dsDNA.
Heteroduplexni molekuly jsou slozeny ze dvou rozdilnych fet&zcl a jsou
detekovatelné na polyakrylamidovém gelu diky své vyrazn& niZ&i mobilité.
Heteroduplexy se mohou tvofit a) b&hem PCR u vzorku heterozygota, b)
smichanim obou homozygoti pfed PCR, nebo c) zamérné& smichanim obou typti
po PCR a jejich denaturaci a naslednou renaturaci. Citlivost detekce 80-90% u
malych fragmentd (<300 pb) muZe byt zvySena ve spojeni s SSCP. Byly také
vyvinuty polyakrylamidové analogy (MDE™, DEM™) pro zvyseni citlivosti oproti
klasickym PAGE geltim.

Variantou HA je CSGE (conformation sensitive gel electrophoresis), kde se
zvysuje citlivost detekce jednoho nespravné sparovaného paru nukleotidd.
Pouzivda se 6-10% polyakrylamid (PAA) (99:1), tris-taurinovy pufr, 10%
ethylenglykol a 15% formamid. Pro zvétSeni poréznosti gelu se pfidava bis
(akryloyl) piperazin (BAP) nebo piperazin-diakrylamid (PDE) misto bis-akrylamidu.
V takovém gelu Ize detekovat mutace ve fragmentu 300-800bp. Existuji dalsi
upravy ve sloZzeni gelu pro zvyseni citlivosti.
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2.13 Sekvencovani

Sekvencovani je metoda, pfi které se stanovuje pfimo sekvence nukleotidt DNA.
Chemicka metoda zaloZena na degradaci fetézce chemickymi &inidly (Maxam a
Gilbert, 1977), které odbouraji fet&zec po specificky nukleotid, se dnes provadi jiz
vyjime¢né. VétSina sekvena&nich metod je zalozena na enzymatické reakci
(Sanger et al., 1977). Do sekvenaéni reakce se dava smés normalnich nukleotida
s modifikovanymi nukleotidy - dideoxynukleotidy ddNTP (odd&len& ddATP, ddTTP,
ddCTP a ddGTP), které nemaji OH skupinu nutnou pro navazani dalsiho
nukleotidu. Jejich zafazenim do fetézce DNA se reakce zastavi. Tak jsou ziskany
fragmenty rGizné délky konéici vidy pfisiusnym ddNTP. Posloupnost bazi se
vyhodnucuje po separaci na polyakrylamidovém gelu nebo kapilarni
elektroforézou.

Reakce mize probihat bud klasickou cestou pomoci T7 DNA polymerazy nebo
Klenowova fragmentu, nebo dnes predev&im termalni cyklickou metodou, pfi které
se vyuZiva teplotné stabilnich polymeraz.

Znagenl pfi. sekvena&ni reakci se provadi radioaktivné, stfibrem,
-chemiluminiscenci nebo fluorescen&né (pro autosekvencovani) a to né&kolika
zplsoby:

a) zna&eni primeru od kterého se odviji sekvencovana DNA, b) pfimé zna&eni
sekvencovanych nukleotidl, c) pfimé znageni koncovych nukleotidtl. Pfi
fluorescencnim znadeni je vyhodné pouzit &tyfi barvy (na kazdy ddNTP jinou), a
tak je moZné provadét jen jednu spolednou sekvenaéni reakci.

Pro sekvencovani se vyuZiva (polo)automatickych sekvenatord vychazejicich z
klasické nebo termdlini cyklické reakce a zaloZenych na gelové nebo kapilarni
elekroforéze.

Sekvencovani je dnes rutinni zaleZitosti a Ize postupovat podle manuald vyrobecl
jednotlivych zafizeni. Pro rutinni testovani polymorfizml je dileZité zavedeni
metod pro sekvencovani pfimo na zaklad& genomové DNA nebo PCR produktu
(nekionovaného), kdy Ize na zakladé jedné sekvenaéni reakce poznat i
heterozygotni genotyp.
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Obr. 8. Cast vystupu z automatického sekvenatoru s ozna&enim potencialné
heterozygotnich mist (jednotlivé nukleotidy jsou odliSeny barevné)

2.14 DNA array (DNA chips, biochips atp.)

DNA arrays jsou nejnové;jsi biotechnologické techniky vyuZivajici dvou zakladnich
strukturnich viastnosti dvousroubovicové DNA: sekvené&ni komplementarity a
sloZeni ze dvou Fetézcll. Zakladem je hybridizace zna&eného vzorku DNA k DNA
© znamé sekvenci. Vyhodou pfistupu je to, Ze lze zarovef provadét tuto
hybridizaci na stovky aZ tisice rtiznych znamych DNA a testovat tak velké

mnozZstvi genll obsaZenych ve vzorku.

Vyuziti:

- pro studium exprese geni
- detekci SNP

- genotypovani

Postup analyzy:

1. Izolace DNA nebo RNA

2. Znaceni — tvorba specifickych sond

3. Hybridizace. Je kritickym mistem metody, nebot podminky hybridizace musi byt
optimaini a reprodukovatelné, coz mize byt pii velkém poctu hybridiza&nich spotd
obtizné. U komer&nich sad vyrobce homogenitu a konzitenci teploty tani (Tm)
zarucuje.

4. Sbér dat (CCD kamera)

5. Analyza software
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DNA arrays se podle pouZiti a metody odliSuji na macroarray a microarray.
Macroarray se provadéji na specialnich foliich velikosti napf. 5 x 7, 8 x 12, 22x22
cm aj., vyuZivaji se pro screening knihoven. Znaceni se provadi fluorescen&ng,
chemiluminiscenéné i radiografii. Vyhodou je, Ze neni tfeba specialni zafizeni na
odecet.

U microarrays se pouZivaji specialn& upravena sklicka (napf. na bazi silikonu)
velikosti 2,5 x 7,6 cm a fluorescenéni znadeni. Lze provadét vétsi poéet analyz a
pfitom spotifeba vzorku i ostatnich chemikalii je vyrazné niZ$i neZz u macroarrays.
Nakladné je vSak zafizeni na odecitani (napf. konfokalni mikroskop s laserem).
Konkrétni technologie se lisi podle vyrobcl zafizeni.

K vyhodnoceni ziskanych dat je tfeba pouzit specialni software dodavany vyrobci
zafizeni. Na jednom ¢ipu je jiz dnes dostatek mista pro vSechny lidské geny.
Vzhledem k mnoZstvi ziskanych vysledkl jsou moZnosti hodnoceni objektem
studia bioinformatiky.

Pro tvorbu (tisk) arrays se pouZivaji vice ¢i méné automatizované pfistroje.
Hybridizaéni tecky (spoty) se tvofi nakapavanim sond, tj. jednotlivych cDNA nebo
PCR produktt z cDNA knihovny nebo pfimo syntézou oligonukieotid( (35-90 NT).

Aktivni bioCipy:

Zviastnim typem DNA array jsou aktivni biogipy. KaZda pracovni ploska pfistroje je
vodivé spojena se zdrojem napéti a tim Ize ovladat jednak polaritu a vy$i napéti,
ale i snimat jeho zmé&ny. To umozfiuje Iépe fidit hybridizaci. Pocet testovanych
mist pracovnich ploSek je zatim omezen (99), ale bude jisté v blizké budoucnosti
narustat (fa Nanogen). Vyhodou je, Ze &ip je opakované pouiitélny, tj. vlozenim

. - zApomého napéti Ize molekuly vzorku odstranit, a to, 2e se sniZila doba

i

hybridizace na nékolik sekund.
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Koncove terminatory

ddNTP - dideoxynukleosidtrifosfaty
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2 metody Ctyrbarvého sekvenovani

Automated Dye Primer Sequencing

Taq polymerase
DNA template | INTPs
- Dye primers ddNTPs
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Postup sekvenovani

1.Ptiprava vzorku:

a) klonovana DNA (vektort+zkoumana DNA-inzert)
b) PCR produkt

1.1. Cisténi vzorku (izolace z gelu)

1.2. Stanoveni koncentrace DNA templatu

2. Sekvenacni reakce - cyklicka
primer (z vektoru n. PCR), polymeraza (Taq DNA FS,
nemé 5'—3"exonukleazovou aktivitu), INTP, znaGené ddNTP, pufr (+Mg?*)

3. Precisténi sekvenacni smési (EtOH+NaAc, kolony)
4. Elektroforéza na sekvenatoru
5. (Automatické) vyhodnoceni - urceni sekvence
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k) Pyrosekvenovani

(sekvenovani pii syntéze)

-sekvenovani Vv realném cCase, bez nutnosti pouziti gelové
elektroforeézy

- probiha paralelné (96 vzorkli soucasn¢)
- VyuZziti: - detekce mutaci (SNP)
- kvantitavni stanoveni (odhad frekvence alel)




Pyrosekvenovani
Pyrosekvenovani (angl. pyroseqguencing) je jedna z novéjsSich metod
sekvenovani DNA. Je sice (podobné¢ jako Sangerova metoda) zalozena
take na syntéze novych sekvenci DNA, ale 1iSi se zpusobem, jak je
detekovano zaclenéni daného nukleotidu (nevyzaduje elektroforézu).
Pyrosekvenovani vyvinul v roce 1996 ve Stockholmu profesor Pal Nyrén
se svym studentem Mostafou Ronaghi.

Ve smgési pro pyrosekvenovani musi byt pritomno velké mnozZstvi
enzymu, mimo DNA polymerazy jeSté ATP sulfurylaza, luciferaza a
apyraza; ze substratii pak adenosinfosfosulfat a luciferin. Do této smeési
jsou postupné vkladany nukleotidy riznych typt (dATP, dGTP, dCTP,
dTTP). Kdyz se po pfidani jednoho z nich uvolni svételné zarent,
znamena to, ze se do vznikajiciho retézce zacClenil jeden nebo vice
nukleotidl tohoto typu. Toto svétlo zde vznika v dusledku enzymatickée
reakce, na jejimz zacatku je uvolnéni pyrofosfatu z noveé zaclenéneho
nukleotidu a na jejimz konci je spotieba vzniklého ATP luciferazou k
oxidacl luciferinu.



Pyrosekvenovani
(pyrogram)

Postup: Ziskani PCR fragmentu; odstranéni volnych nukleotida a
primert; pridani sekvenacniho primeru; vlastni pyrosekvenovani
(postupne¢ piidavani nukleotidu a enzymu; automatizace reakce)
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NEXT GENERATION SEQUENCING - sekvenovani nové generace
Principem, ktery umoznuje béhem jediné sekvenacni reakce piecist az stovky miliond
bazi, je ukotveni miliéonti sekvenacnich reakci na Cip (ne vétsi nez nékolik cm) a
simultanni detekce kazdé jednotlivé reakce pomoci velmi citlivych metod s
obrovskym rozliSenim (zachyceni miliont signalu na ploSe nékolika-centimetrového
¢ipu). Na obrazku nize je priklad jednoho z pristupt, ktery zvolila firma Illumina -
nejprve uchyti na sklenénou desticku - Cip - miliony kratkych fragmentii DNA, kterou
chce osekvenovat. Uchyceni a tudiz rozmisténi jednotlivych fragmentd je zcela
nahodné. Kazdy fragment je na svém misté namnozen, coz zvysi signal pro detekci, a
poté je Cip promyvan fluorescencné znaCenymi nukleotidy, které jsou chemicky
modifikovany tak, ze se na komplementarni DNA fragment navaze vzdy jen jeden
nukleotid (syntéza nepokracuje, dokud v dalsim kroku nedojde k modifikaci,
umoznujici navazani dalSiho nukleotidu). Po navazani nukleotidd citlivy detektor
sejme obrazek jako je ten dole (malinky vyfez, ve skuteCnosti jsou tam milidny
takovych bodil), takze pocita¢ vi, jaky konkrétni nukleotid ze 4 moznych byl v kterém
konkrétnim misté¢ v 1. kroku navazan. Pak pokracuje syntéza a po kazdém kroku je
sejmut obraz. Pocita¢ pak z téchto obrazi posklada sekvenci kazdého jednotlivého
fragmentu v daném mist¢, tudiz ziska najednou sekvence miliont fragmentt z jednoho
malého Cipu. Na zaklad¢ piekryvii (DNA je nafragmentovana nahodné na malé
kousky) ji pak posklada do viceméné souvislé DNA (pokud ptvodné Slo 0 souvislou
DNA).



Next generation sequencing
(sekvenovani nové generace)
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actaagagts LQLLQoLLLT CLLLLLLLLL LLLLLLLasaa gaacaatadgt cagagotaat 240
Lttocagtgbe tcttttgtat attctggbot Ctogogbghbt coctoaatggy tttttcocataa 300
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CLOLYYYCt CAayiLttcat coctgoaaady Jadydagoty coccagdyort coggygroco ra=in]
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goasagoocy tggggbotoc aggggottto ctgggotcooca ctgbooctoo agggototogg 1020
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taggbggoce tgotaggogt tggaggasay toocaggagy ctagagbgbt ctttocagoo 1560
cotgooaggt goocacatgy tggotgbooe caccataage ctggaagqogo ctocaggtoa 1620
gogggaagta gotggotgoa thtotgagyy LoLgoCLtic agitgotgga cagacgoaco 1880
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Historie sekvenovani genomu

Table 1.1 Increases in sizes of genomes sequenced.

Year.

Genome sequenced Genome size Comment

Bacteriophage 9X174 1977 5.38kb First genome sequenced

Plasmid pBR322 1979 43k First plasmid sequenced

Bacteriophage A - 1982 ~ 485kb

Epstein-Barrvirus 11984 1k

Yeast chromosome I| 1992 315k -~ First chromosome sequenced

Haemophilus influenzae 1995 - . 18Mb First genome of cellular organism to be sequenced
Saccharomyces cerevisiae 1996 12 Mb First eukaryotic genome to be sequenced
Ceanorhabditis elegans 1998 97 Mb First genome of multicellular organism to be sequenced
Drosophila melanogaster 2000 165 Mb

Arabidopsis thaliana 2000 125 Mb First plant genome to be sequenced

Homo sapiens 2001 3000 Mb First mammalian genome to be sequenced

Rice (Oryza sativa) 2002 430 Mb First crop plant to be sequenced

Pufferfish (Fugu rubripes) 2002 400 Mb Smallest known vertebrate genome

Mouse (Mus musculis) 2002/3 2700 Mb Closest model organism to man
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Strategie sekvenovani genomu

Hierarchicky ,,shotgun* Celogenomovy ,,shotgun“
HIERARCHICAL SHOTGUN WHOLE-GENOME SHOTGUN
3 s Genome 3 S
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Fig. 1. Sequencing strategies. (Left) The hierarchical shotgun (HS) strategy involves decomposing the genome into a tiling path of overlapping BAC clones,
performing shotgun sequencing on and reassembling each BAC, and then merging the sequences of adjacent clones. The method has the advantage that all
sequence contigs and scaffolds derived from a BAC belong to a single compartment with respect to anchoring to the genome. (Right) Whole-genome shotgun
(WGS) strategy involves performing shotgun sequencing on the entire genome and attempting to reassemble the entire collection. With the WGS method, each
contig and scaffold is an independent component that must be anchored to the genome. In general, many scaffolds may not be anchored without directed
efforts. (Contigs are contiguous blocks of sequence; scaffolds are sets of contigs joined by paired reads from both ends of a plasmid insert.)



Random versus perfect spacing in 100 kb
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Vychodiska a strategie sekvenovani genomu pFi vyuZiti
hiearchického ,shotgun“ sekvenovani

»geneticke (vazboveé) mapovani
(polymorfismus — geny, mikrosatelity aj.)

»cytogenetické mapovani

»komparativni mapovani

»mapovani na radia¢nim hybridnim panelu

»mapovani EST (expressed sequence tags)

»vyuziti STS (sequence tagged sites)
(PCR; hybridizace)

»BAC (PAC) knihovny

»BAC ,.fingerprinting*

»sekvenovani koncia BAC klonu






Konstrukce genomické knihovny
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Princip ..fingerprintingu“ restrikénich fragmenti

R

(i) Hind1lI digestion
(i) Reverse transcriptase
+ dATP [*5]
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Fig. 4.1 The principle of restriction-
fragment fingerprinting. (a) The
generation of labelled restriction
fragments (see text for details). (b)

(b) Pattern generated from four different
1 N N T TR Y b T I ;
2w oo [T T T O O R A o clones. Note the considerable band
2 I:llll | I n“| ol . 1 II i1 . |I “l : P sharing between clones 1, 2 and 3
indicating that they are contiguous

whereas clone 4 is not contiguous

© 4 and has few bands in common with
e the other three. (¢) The contig map
: R = produced from data shown in (b).
(Adapted and redrawn with permission

from Coulson et al. 1986.)




Ovine BAC contig spanning the CLPG locus

STS used for contig assembly are shown at the top of the figure. (i) Red: microsatellite markers; (ii) green: genes or
CATS,; (iii) blue: STS from the orthologous region in the bovine ( Shay et al. 2000); (iv) black: STS developed from
ovine BAC ends. The arrows in light blue flank the gaps bridged by long range PCR. Red triangles mark the positions of
Notl restriction sites. Estimates of fragment sizes obtained by Notl restriction are indicated above the corresponding

BAC clones.
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Konstrukce kontigii pomoci restrikéniho mapovani kloni
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Integrovana mapa

0O —

SWi84]

caggig

el
A glclelpgc

SV 2535

2
eacigied

SW973

SW 2406

SW1057

agpeccagee
tictceetge
SWI1038
H)S e SWI1108
i gaatc
SW IO SW2R0 t ttreree
SWied? ] SOONISWISIS . N003) tetitcetie tictiiteie
S04 teretctoty tetitetitg
1204 it tee <
TR
1 SV IBSS
| S022 VRI21L
1 SWR2149
140 s
>V h, 9N \;" stiticiac ceaccicaca tevetetect
5 SWRI384.50121 AglFAguCC apclpgoaly g Cectie accoacattl
SWISR1
. ' ; SW1302
2466.5W 2052 ].()
Cytogenetic Linkage, cM BAC, Mb Sequence. Bases

Fig. 1. The diagram represents the four major types of chromosome maps. Above the cytogenetic map is an image of a G-banded metaphase spread of
pig chromosome 6. Cytogenetic assignments to specific chromosomal bands based on in sifu hybridisation are indicated to the right of the chromosome.
The genetic linkage map shows the linear alignment of genetic markers and the distances between markers are relative to the amount of recombination
between these markers during meiosis (cM). The linkage map and cytogenetic maps are integrated based on markers assigned to both maps (markers
between maps). The bacterial artificial chromosome (BAC) map contains a set of BAC clones (indicated by vertical lines to the left of the scale) that
overlap each other and distances are usually measured in either kilobases (kb) or megabases (Mb) of nucleotides. The BAC map is integrated with the
other maps by determining which BACs contain specific DNA segments (marker names to the right of the BAC clones). Finally, the actual sequence
of DNA nucleotides can be determined by sequencing the BAC clones. The BAC map and sequence data presented are hypothetical.



Sekvenovani lidského genomu

l. International Human Genome Sequencing Consortium

Human Genome Project (HGP) — zahajen 1990
. Hiearchické ,,shotgun® sekvenovani
. ,,Draft* sekvence — publikovana v inoru 2001
- osekvenovano asi 90% euchromatického genomu
- 150 000 mezer

- u mnoha segmentii neurc¢eno usporadani a orientace

. 6 statt (USA, Velka Britanie, Japonsko, Cina, Némecko, Irsko)

. 20 sekvenacnich stredisek
. tisice pracovniki
. 1999 — nové sekvenatory

* 1000 nukleotidt za sekundu
* 24 hodin denn¢
* 7 dni v tydnu



29 298 prekryvajicich se BAC klonii (1246
,.fingerprint* kontigi)

eprumeér 4,5 nasobne sekvenovani

Rijen 2004

*  Uplna sekvence euchromatického genomu (asi
99%0)

e preruSena 341 mezerami
e 198 Mb je heterochromatin (nesekvenovan)

e cuchromaticky genom je 2,88 Gb



I1. Celera Genomics (J. Craig Venter)

Whole genome shotgun sequencing (,,shotgun*
sekvenovani celého genomu)

. mechanické rozbiti genomické DNA

. frakcionace fragmentd — 2 kbp, 10 kbp, 50 kbp

. klonovani v plazmidech
. sekvenovani
. sestaveni sekvence

. (vyuziti informaci z HGP)



Pohled do sekvenaéniho centra
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Sekvenovani mySiho genomu (2002)

Mouse Genome Sequencing Consortium

Strategie:

1. Vytvoreni fyzické mapy mysSiho genomu na zakladé
,.fingerprintingu* a koncového sekvenovani klontt BAC
knihovny

2. Celogenomové ,,shotgun* sekvenovani (WGS) asi 7
nasobného pokryti a sestaveni hrubé sekvence

3. Hiearchické ,,shotgun® sekvenovani BAC klont

kombinovaného s celogenomovym ,,shotgun* sekvenovanim
(hybridni WGS-BAC sestaveni)

4. Sestaveni kompletni sekvence pouzitim BAC kloniti jako
templatu pro doplnéni chybéjicich useku



41,4 milionu Cteni sekvenci z obou koncti inzertd riiznych
typl
klonii (2-200 kb) — plazmidy, fosmidy, BAC
224 713 sekvencnich kontig
7 418 superkontigii, neymeéné 2kb dlouhé

37 125 menSich superkontigii

Superkontigy lokalizovany na chromozdémy na zaklad¢
- dostupnych sekvenci

- mySi RH mapy

- BAC mapy

Osekvenovano asi 96% euchromatické ¢asti mySiho genomu,
ktera se odhaduje na 2,5 Gb.



Soucasny stav sekvenovani genomu domacich a hospodarskvch zvirat

Z:ari 2003 — publikovana sekvence psa (Canis familiaris) — asi 2,4 Gb,
miliony mezer
Bi‘ezen 2004 — sekvence klont kura bankinského (Gallus gallus)
uloZzeny v databazich (neuplné) Sekvenuje se:
- prase (Sus scrofa):
BAC fingerprinting
sekvenovani BAC koncl
sestaveni BAC kontigli a vybér BAC klonii s minimalnim

piekrytim (bude sekvenovano asi 25 000 BAC klonti, 1-2x prekryti)

celogenomové shotgun sekvenovani 3 kb, 10 kb a 50 kb knihoven
(4-5x prekryti)

Predpokladané naklady — 50 milionti dolart



Soucasny stav sekvenovani genomu domacich a hospodarskych zvirat

Celkova Celkova Pocet

délka délka mezer | kodujicich

sekvence genl
Clovék Homo sapiens 3,1 Gb 161,4 Mb 20 296
Prase Sus scrofa 2,8 Gb 289,4 Mb 21 630
Skot Bos taurus 2,7 Gb 20,7 Mb 19 994
Ovce Ovis aries 2,6 Gb 84,7 Mb 20 921
Kin Equus caballus 2,5 Gb 46,1 Mb 20 449
Pes Canis familiaris 2,4 Gb 18,3 Mb 19 856
Kocka Felis catus 2,5 Gb 91,2 Mb 19 493
Kralik Oryctolagus cuniculus 2,7 Gb 133,5 Mb 19 293
Kur Gallus gallus 1,05 Gb 14,1 Mb 15 508
Krocan Melleagris gallopavo 1,1 Gb 125,9 Mb 14 123

Kachna Anas platyrhynchos 1,1 Gb 35,1 Mb 15634



18-Oct-2009

04-Nov-2010

Physical Mapping Project
Genome Sequencing Project

Current Sequencing Status

Unfinished Finished Total
2,858,859,167 114,353,475 2,973,212.,642

2844828531 169,359,384 3,014,187,915


ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/sequences/pig/
http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_scrofa/mapping.shtml
http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_scrofa/BES.shtml
http://pre.ensembl.org/Sus_scrofa_map
http://pre.ensembl.org/Sus_scrofa_map
http://pre.ensembl.org/Sus_scrofa_map
http://www.sanger.ac.uk/Projects/S_scrofa/sequencing.shtml
http://pre.ensembl.org/Sus_scrofa
http://pre.ensembl.org/Sus_scrofa
http://pre.ensembl.org/Sus_scrofa
ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/sequences/pig/

Assembly:

Database version:
Base Pairs:

Golden Path Length:
Genebuild by:
Genebuild method:
Genebuild started:
Genebuild released:

Genebuild last updated/patched:

Known protein-coding genes:
Projected protein-coding genes:
Novel protein-coding genes:
Pseudogenes:

RNA genes:

Gene exons:

Gene transcripts:

Genscan gene predictions:
SNPs:

Sscrofa9, Apr 2009
59.9c
2,389,078,169
2,262,596,414
Ensembl
Full genebuild
Apr 2009
Sep 2009
May 2010

635

11,868

4,990

520

2,447

159,872

22,013

45,937
5,964
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CVICENI - TEMATA
Charakterizujte elektroforézu, pouzivané typy a nosice pro analyzu DNA, RNA a proteini.
Jaké typy nosi¢i (médii) se pouzivaji pro pripravu geli a jaké jsou separacni vlastnosti
téchto nosici.
Jaky elektricky naboj maji fragmenty DNA, co je pricinou naboje a ke které elektrodé
migruji v mirné alkalickém pufru.
Uved’te zakladni metody vizualizace nebo detekce DNA (RNA) po elektroforetické separaci
v gelu.
Jak zjist'ujeme koncentraci DNA (RNA) v izolovaném vzorku.
Pri jaké vinové délce ma DNA (RNA) maximalni absorbanci a pri jaké proteiny.
Jaka je koncentrace DNA, kdyz hodnota absorbance (A260) je rovna 1.
Co udava hodnota 260/280 nm (pri méreni DNA).
Jmenujte zakladni metody pro studium polymorfismu DNA a nékteré metody dalsi.

. PopiSte princip PCR.

. Charakterizujte vlastnosti a pouziti Tag polymerazy.

. Charakterizujte denaturacni teplotu, anela¢ni teplotu a teplotu elongace (pri PCR).
. Jaké je sloZeni reakéni smési pro PCR.

. Co je teplota tani (T,,) co anelacni teplota (T,).

. Co je 3’- 5" korek¢éni aktivita a kde se s timto pojmem setkime (uved’te nékteré enzymy).
. Co jsou to primery pro PCR a jejich zakladni charakteristiky.

. Co je to reverzni transkripce; piiprava cDNA.

. Restrikéni enzymy a jejich vyuziti; restrikéni misto (rozpoznavaci sekvence).

. Podle ¢eho se vytvari nomenklatura restrikénich enzymuii.

. Co jsou lepivé a tupé konce (restrikénich enzymi).

. Co je palindrom a izoschizomer.

. Charakterizujte metodu PCR-RFLP.



23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
3S.
36.

37.
38.
39.
40.
41.
42.

Charakterizujte hybridizaci DNA.

Princip klasické RFLP.

PopiSte Southerniv bloting, northern bloting a western bloting.

Co jsou sondy a k ¢emu se pouzivaji.

Charakterizujte zakladni typy klonovani DNA. Pro¢ DNA klonujeme.
Které vektory se pouzivaji ke klonovani a na zakladé ¢eho je volime.
Charakterizujte plazmidové vektory.

Co je polyklonovaci misto (v plazmidech).

Co je T-A klonovani a jakou strukturu musi mit DNA fragment.
Popiste stru¢né postup klonovani DNA v plazmidech.

Co je to ligace a transformace.

Popiste princip sekvenovani Sangerovou dideoxy metodou.
Charakterizujte ribozu, deoxyribozu a dideoxyribozu.

Cim se odlifuje sekvenovini rekombinantni plazmidové DNA od sekvenovani PCR
fragmentii.

Vysvétlete princip ,,primer walking*.

Vysvétlete princip sekvenovani ,,shotgun“ metodou.
Charakterizujte genomové knihovny a ¢cDNA knihovny.

Co jsou Cipy.

Vypocitejte frekvence alel: ....

Vypocitejte, zda je populace v Hardy-Weinbergové rovnovaze: ....



