Metody molekularni biologie

1. Manipulace s DNA

- mutace, delece,

- genomovd DNA x cDNA

- restrikéni endonukleasy a enzymy modifikujici DNA

- DNA a RNA polymerasy

- syntetické oligonukleotidy (primery pro polymerasys,...)

- metody manipulace s DNA (klonovani DNA molekul v plasmidech,
sekvenovani, polymerasova fetézova reakce = PCR, mutagenese)

- genové knihovny (cDNA knihovny a genomové knihovny)

- pocitacové metody pro analyzu sekvenci DNA/RNA

2. Analytické metody detekce 1ézi v DNA (detekci mutaci,..)

3. Analytické metody detekce exprese genii a studium transkripce
- detekce hladin mRNA

- studium interakce DNA-protein (protein-protein)

- detekce stavu modifikace chromatinu (posice nukleosomtl, stav acetylace histonu —
v oblasti promoteru)

- cDNA microarrays

DNA structure: phosphodiester bonds
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Double helix of DNA DNA RNAs
STRUKTURA:
2’-deoxyribosa ribosa
- thymin - uracil
- dvousroubovice+vyssi struktury - jeden Fetézec, sekundarni struktura
v jadie
FUNKCE:

~ 10 base pairs
(3.4 nm)

- uchovavani genetické informace - iiloha v expresi genetické informace

Zakladni procesy kterych se dcastni:
- replikace, - transkripce, translace

transkripce (ssDNA as template)

Lokalizace v buiice:
- jadro,cytoplasma
(mitochondria)

- jadro,
(mitochondrie)

Tvorba hybridi:
DNA x DNA
DNA x RNA
RNA x RNA




Klonovan{ inzerti DNA v plasmidech:
Plasmid: cirkuldrni DNA, replikuje se v bakteriich,

nutny je pocatek replikace a resistence na antibiotikum
Insert: fragment ds DNA

Dilezité jsou konce insertu a plasmidového pozadi:
ligace lepivych a tupych koncti

MANIPULACE S DNA:
- DNA klonovini v plasmidech (restrikéni endonukleasy)
- sekvenovani DNA

- Polymerase Chain Reaction (PCR)

ISOLACE DNA, RNA:
Fenolové extrakce

Ethanolova precipitace

KONVERSE mRNA DO cDNA (complementary DNA)

Reverzni transkriptasa

Isolace ¢istych nukleovych kyselin — DNA a/nebo RNA

Bunéény extract ~ Desintegrace bunéénych
struktur
{
+ dodecylsiran sodny ~ denaturace proteint
{
+ fenol/chloroform ~ separace fazi
{
DNA a RNA zistdvaji ve vodné fazi, denaturované proteiny piechdzeji
{ do fenolové faze

Ethanolova precipitace (DNA i RNA precipituji v 70% etanolu za
piitomnosti solf)

Tato metoda je G¢innd v Sirokém rozmezi koncentrace nukleovych
kyselin a jejich molekulové hmotnosti).

CLONING IN PLASMIDS - CONSTRUCTION OF
RECOMBINANT DNA MOLECULE

4 Division of
host cell

Cleavage by restriction endonucleases

Eco RI: 5' extension
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Detekce nukleovych kyselin:

Hybridizace,
“prébovani”
PCR




Q: Muize RNA tvorit duplex?

Q: Jaky je rozdil ve stabilité ¢isté
DNA a RNA?

Denaturation of the DNA double helix

re-naturation re-naturation

Radioactive phosphates in NTP/dNTP
NHp

NH;
N N . .
u\ u\ Polymerase chain reaction (PCR)
0 0.0 N N 0 0 0 N N (~ “klonovani” bez bakterii, ve zkumavce
gl I I
HOZP-0-P-0-B-0-CH, Ho-P-0-P-0Fp-0-GH
OH OH OH 0 OH OH OH . _ )
Pouziti: DNA diagnostika, soudni lékai'stvi,
vyzkum
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buiiky v bunééné kulture:

&as zdvojeni (doubling time): ¢asovy interval, ve kterém
se pocet bunék zdvojnasobi.

Pocet zdvojeni = log N/No x 3,33

N...pocet bunék v case T,

N.....pocet bunék v éase T

I

Pritokova cytometrie

FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)

Pouziti: imunologie, bunégna biologie

Buriky rychle protékaji kapilarou, kterou prochézi jeden nebo vice laserovych paprski. Od bunék se
paprsek odrdZi a rozptyluje, nebo excituje zafeni oznaceného antigenu (struktury apod.) a emitujici
zareni je rovnéz detegovano.

Rozptylené, odrazené, nebo emitované svétlo je prevadéno fotonasobici na elektrické signaly .
Vznikaji 3 typy dat:

Forward Scatter (FSc) ~ rozptylené svétlo
Pfiblizna velikost bunék

Side (Orthogonal) Scatter (SSc) ~ odrazené svétlo
Bunéény povrch, kvalita, granularita

Fluorescent Labeling ~ emitované svétlo

Znaceni anti na S ané, v cy & ,iv jadie

Pru y ie fuje ,,sortovani“ bunék, tj preparativni oddélovani bunék s
jednotlivyni parametry pro dalsi pouziti.
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Fluorochrome Dyes Used in Flow Cytometry
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Probes for Nucleic Acids
Fluorescence ¢ Hoechst 33342 (AT rich) (uv) 346 B 460
¢ DAPI (uv) 359 [ 461
*« POPO-1 434 B 456
Resonance Energy Transfer * YOYO-I Ol 509
¢ Acridine Orange (RNA) 460 . 650
¢ Acridine Orange (DNA) 502 536
Molecule 1 Molecule 2 « Thiazole Orange (vis) 509 525
) Fluorescence N + TOTO-1 514 533
-é ¥ ¢ Ethidium Bromide 526 604
g * PI (uvivis) 536 620
= ¢ 7-Aminoactinomycin D (7TAAD) 555 [ 655
[
Wavelength

Analyza féz{ buii. cyklu pomoci pritokové cytometrie

Probes for Proteins
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DNA Analysis
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Fluorescen¢ni mikroskopie

- vizualizace ,,sviticich proteind* (GFP, RedFP, YFP)

- barveni DNA v jadfe
- enzymovd aktivita ,,in situ

¢ FomvadSeater Fomwad Scater
Imunofluorescence:
”' - intraceluldrn{ lokalizace proteinti
_ - urcovani prolifera¢ni aktivity bunc¢k
E Fiuaescene "

Imunofluorescence

DAPI (diamidino-
fenylindol)




CENTRIFUGACE:

1. diferencialni centrifugace
a) nizkoobratkova (2-5 tis. g) - sediment: buiiky, jidra
b) stiednéobritkova (10-30 tis. g) - sediment: v&t3i subceluldrni struktury
(lysosomy, mitochondrie)
c) utracentrifugace (nad 100 tis. g) - sediment: jemné subceluldrni struktury
(ER)

2. gradientova centrifugace
Hustotni gradienty: sacharosa, cesium chlorid.

Je mozné oddélovani malych ¢astic i vétSich molekul (DNA).

TYPY centrifugacnich rotoru:

Uhlovy (angle)
Vykyvny (swing-out)
Vertikalni (vertical, ,near-vertical)
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Analysis:
- morphology a morphometry

- protein composition and quantity
- enzyme activi
- metabolic act]
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CENTRIFUGACE - TYPY ROTORU

SwingingBucket Rotors

Veral Tube Roors




