MOLEKULARNI BIOLOGIE



1. 1zolace DNA

e 2z bunék bukalni sliznice - izolacni kit MACHEREY-NAGEL
2. PCR

 polymerazova retézova reakce (templat gDNA)

3. Restrikcni stépeni + elektroforéza

+ interpretace vysledku



Historie molekularni biologie

1870 - prvni izolace z bunécnych jader ( Friedrich Miescher)

1953 — stanoveni struktury DNA — James D.Watson, Francis Crick,
Maurice Wilkins — Nobelova cena 1962

"for their discoveries concerning the molecular structure of nucleic acids and its
significance for information transfer in living material."

1957 — objev DNA polymerazy — Artur Kornberg — Nobelova ¢.1959

1962 — objev restrikénich endonukleaz — Werner Aber, Daniel Nathans,

Hamilton O. Smith — Nobelova cena 1978

1985 — PCR — Kary Banks Mullis a kol. — Nobelova cena 1993



Nukleové kyseliny

- vlastnosti: kysela povaha, velké mnozstvi fosforu!
- chemicka struktura: polynukleotid
- slozeni nukleotidu: dusikata baze (pyrimidin, purin)
pentoza (k bazi pfipojena N-glykosidickou vazbou)

kys.fosforecna (k cukru pfipojena esterovou vazbou)

- typy: DEOXYRIBONUKLEOVA K. (DNA) — cukr: deoxyribéza,

dvousroubovice, ulozeni genetické informace

RIBONUKLEOVA K. (RNA) — cukr: riboza, vétsinou jednovlaknovy

charakter, mnoho typ0, podil na prenosu genetické informace z DNA na proteiny



Molekularni medicina

— aplikace molekularni biologie do klinické praxe




1400 nm

chromosom (1400 nm)

- jeden chromozom obsahuje jednu
molekulu DNA

kondensovany usek (700 nm)

chromatinové smycky (300 nm)

chromatinova vldkna (30 nm)

nukleofilamenta (10 nm)

dvojity a-helix (2 nm)
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Tvorba nukleosidu a nukleotidu

BAZE NUKLEOSID NUKLEOTID

adenin

deoxynukleosid deoxynukleotid
(deoxyadenosin) (dAMP)
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DNA

Replikace

l Transkripce

l Translace

@ protein
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primaza
DNA ligaza
RNA prikher
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usek, ktery se prepise do RNA
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APC rezistence

- mutace v genu pro hemokoagulacni faktor V (AD)
- dochazi k poruse koagulacniho systému
—=krevni srazlivost je zvysena :
= trombofilni stav

- objevena r.1993 — holandské mésto Leiden
- rizikovy faktor, nikoliv nemoc

- homozygot x heterozygot



FAKTORY SRAZENI KRVE (tvorba v jdtrech)

Damaged surface
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DIC - diseminovand intravaskuldarni koagulace
kombinovana porucha - tvori se tromby

a v dusledku spotrebovani koagulacnich faktorl dochazi i k
tézkému krvaceni




Koagulacni faktor V

FV — proakcelerin (také labilni faktor)

- FVa - kofaktor (nemad enzymatickou aktivitu) pri premeéne
protrombinu na

- FVa — je inaktivovan proteolytickym stépenim APC ( = aktivovany
protein C - fyziol. inhibitor koagulace) v misté tri riznych argininovych
zbytku proto APC rezistence

- deficit FV = krvaciveé stavy (hemofilie)
- mutace (faktor V Leiden) = sklon k trombdzam
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Contact system Antithrombin Cell surface
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gen pro FV: chromosom 1 g21-g25
celkova délka 80 kb

25 exonu

exon 10

FV Leiden: locus g23 SNP G 1691 A



SNP (single nucleotide polymorphism)

= jednonukleotidovy polymorfismus

faktor V Leiden = "bodova mutace, substituce"

Zmeéna
na urovni:

DNA
MRNA

proteinu

Bodové mutace

- | S
Bez mutace Silent Nonsense Missense
conservative non-conservative
TTC TTT ATC TCC TGC
AAG AAA UAG AGG ACG
Lys Lys STOP Arg Thr

oM MH.*

H,C
ng 2 \‘/OH

bazické
polarni

MH MH;"




Faktor V Leiden

rs6025 e v kddujici oblasti genu

- hesynonymni substituce - missense

CTG GAC AGG CGA GGA ATA CAG AGG GCA
FV wild type

Leu- Asp-Arg-Arg-@y-Ile-AGn-Arg-A a

CTG GAC AGG CAA GGA ATA CAG AGG GCA
FV Leiden
Leu- Asp-Arg-@n-@y-Ile-An-Arg-A a

Arg506GIin 506 Arg>GlIn R506Q 506 R>Q




ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA

AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG
TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG
AAAATGATGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA
TCGCCTCTGGGCTAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGC.AG

GAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT

exon 10 G1691A

"Leidenska mutace" (faktor V Leiden) 1691 G>A

Jak zjistime pomoci PCR SNP?



zalezi na poloze...

GEN 1 GEN 2
promotor intron intron
— I N TN I N T T
exon exon exon
v kédujici oblasti genu
- synonymni substituce (stejna AK)
- nesynonymni substituce - missense (jind AK)

- nonsense (Stop)
* v nekdduijici oblasti genu

e v oblasti mezi geny



Vyskyt v ruznych populacich
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Nejde o nemoc, jde o rizikovy faktor vzniku hluboke Zilni trombozy




srazeni krve v cévach za vzniku TROMBU
e arterialni = ischemie tepnou zasobované oblasti
e Zilni —> zhorseni odtoku krve — venostaza

e hluboka zilni tromboza — nejcastéjsi pricina plicni embolie

e trombdza povrchovych Zil — spojena se zanetem,

nevede k embolizaci




Hluboka zilni trombodza

& Steve Oh, M.5. / Phototake




- za normalnich okolhosti — rovnovaha mezi vznikem a

rozpusténim trombu

- vyvolavajici faktory: Virchowova trias

Circulatory
Stasis
e poskozeni stény cévy
e zpomaleny tok krve (venostaza)
e zvysena srazlivost krve = trombofilni stavy Thrombosis
Endothelial Hypercoagulable

Injury State



genotyp relativni riziko
normalni 1
Leiden - heterozygot 8

Leiden - homozygot 80




- riziko trombozy pri uzivani hormonalni antikoncepce

Vv/

je u heterozygotl 28 — 35 x vysSi
-zvysSené riziko potratu a predcasnych porodu

- profylaxe — fraxiparin (nizkomolekularni heparin)
- derivaty dikumarolu- antagonista VIT K (Warfarin,
Pelentan)




Prakticka cast



- z bunék bukalni sliznice - izola¢ni kit MACHEREY - NAGEL

from blood

User manual
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Genomic DNA from blood
Protocol-at-a-glance (Rev.13)

Mid | mei
MNucleoSpin® HucleoSpin® MucleoSpin® NucleoSpin®
Blood L Blood XL Blood QuickPure
1 Lyse blood
samples 200 pl blcod 2 mL blood 10 mL blood 200 pl blocd
25 uL ProK 150 pL ProK 300 pL ProK 25 pL ProK
200 ul B3 2mL B 10 mL B 200 pL B2
Mix Mix Mix Mix
TO°C, -2 56 °C, 56°C, T70°C,
QE 10-15 min t“——_E 10-15 min QE 1015 min QE 10-15 min
2 Adjust DNA
binding 210 pL ethanal 2 mlL ethanal 10 mL ethanol 200 pL ethanol
conditions
3 Bind DNA
Load all Load 3 mL : Load 15 mL Load all
-
NMoxg g 4500 x g, 4,000 x g, 11,000 x g,
@ 1 min ‘”:;3 3 min = 3 min Qj 1 min
Load 3 mL Load 15 mL
of residue of residue
=2 4500 x g, 4,000 x g,
— 5 min iﬂj—; 3 min
4 Wash silica
membrane 500 uL BW 2mlL Bo2 7.5mL po2 350 uL BO2
600 ul BS 2mL Ba2 ) 7.5mL BQ2
1* wash MNM0oxg (g 4500 x g, 4000 x g, 11,000 x g,
Qj 1 min *—'—3 2 min Qﬁ 2min Qf—) 3 min
2" wash MNMM0xg (g 4500 x g, 4000 x g,
ﬁ_j 1 min tr_3 10 min @_3 10 min o
3 Dry silica IDrying is performed | Drying is performed | Drying is performed
membrane @_3 1,000 x g, during centrifuga- during centrifuga- during centrifuga-
1 min tion of the last tion of the last tion of the last
washing step washing step washing step
6 Elute 100 ul BE, 200 uL BE 500 pL—- 50 uL BE
highly (7o) (F0=c), = EU?I'?DEI[EFE (FO0=C)
pure DMA
1) AT, RT, AT, RT,
'D 1 min 2 min 2 min bl 1 min
1M1,000xg |g= 4500 x g, 4000 x g, 11,000 x g,
Qj 1 min *:—3 2 min Qf; 2 min ii) 1 min




bunééna lyza — PROTEINAZA K

podminky pro navazani DNA na
silikatovou membranu - ETANOL

vazba DNA na silikatovou membranu

proplachovani - BW, B5

suseni

uvolnéni DNA z kolonky - BE

Genomic DNA from blood
Protocol-at-a-glance (Rev.13)

NucleoSpin®

MucleoSpin®™

MucleoSpin®

NucleoSpin®

Blood Blood L Blood XL Blood QuickPurs
1 Lyse blood )
samples 200 pl blcod 2 mL blood 10 mL blood 200 pl blood
25 L ProK 150 pL ProK 300 pL ProK 25 pL ProK
200 ul B3 2mL Bon 10 mL B 200 pL B2
Iix Mix Mix Mix
T0°C, 56°C, 56°C, = T70°C,
Qf} 10—15 min gf_—ri} 10-15 min C:j 10—15 min (f_j 10-15 min
2 Adjust DNA
binding 210 pL ethana! 2 mL ethanal 10 mL ethanol 200 pL ethanol
conditions
3 Bind DNA
Load all Load 3 mL Load 15 mL Load all
*
11,000xg, 4500 x g, 4000 x g, 11,000 x g,
é—';::} 1 min f:) 3 min ﬁi‘:} 3 min {i—:} 1 min
Load 3 mL Load 15 mL
of residue of residue
4500 x g, 4000 x g,
Qj 5 min 6:3 3 min
4 Wash silica :
membrane 500 pL BW 2 mL Ba2 7.5mL 8Oz 350 pL B2
G600 ul BS 2 mL B2 ' 7.5mL BO2
1% wash 11,000 x g, 4300 x g, 4000 x g, 11,000 x g,
é,—:j 1 min ¢ Qﬁ—cﬁ 2min£r éjj 2n'|ir'|‘gr 3 min ¢
24 wash 1,000 x g, 4500 x g, 4,000 x g,
-_fj 1 min izﬁ 10 min ﬁi_ﬁ 10 min —
5 Dry silica Dirying is performed | Drying is performed | Drying is performed
membrane C"-cj 11,000xg, during centrifuga- during centrifuga- during centrifuga-
== 1 min tion of the last tion of the last ticn of the last
washing step washing step washing step
& Elute 100 uL BE, 200 uL BE 500 pL—- 50 uL BE
highly (7O =°C) (FO°C), - 2000 EL BE (TO=C)
pure DMA : (F0°C) =
18] AT, | RT, AT, RT,
v, 1 min ¥ 2 min 2 min ¥ 1 min
11,000 x g 4500 x g, 4000 x g, 11,000 x g,
-—:'--j 1 min 6:—3 2 min ﬁ'—:j 2 min QE} 1 min




Izolace DNA ze stéru bukalni sliznice
- strucny navod

Izolacni kit MACHEREY-NAGEL

Postup:
1. Mnohokrat prejedeme odbérovou tycinkou po
sliznici praveé i levé tvare, cca 2-3 min.

2. Preneseme do 1,5ml eppendorfky a pomoci vicka
a steny zkumavky odlomime cast s vatickou.



Lyza bunek

. Pridame 100 ul PBS, 15 ul proteinazy K, 100 pl
roztoku B3. Vortexujeme 60s.

. Vlozime do termobloku a inkubujeme 10 min pfi
56°C. Vortexujeme 30s.

. Vlozime do termobloku a inkubujeme 5 min pri
70°C. Vortexujeme 30s.

. Pridame 100 pl 96% ethanolu a vortexujeme 10s.
Lehce stoCime.



Adsorpce DNA, odstranéeni necistot

7. Preneseme lyzat (bez vaticky) pipetou na kolonku a
centrifugujeme 12000 ot/min, 1min.

8. Vlozime kolonku do nové zkumavky a pridame 400
ul roztoku BW, centrifugujeme 12000 ot/min, po
dobu 1 min.

9. Vlozime kolonku do nové zkumavky a pridame 400
ul roztoku B5, centrifugujeme 12000 ot/min, po
dobu 1 min.

10.Slijeme promyvaci roztok ze spodni zkumavky,
vlozime kolonku zpét do zkumavky a centrifugujeme
12000 ot/min po dobu 3 min.



11.

12.

Uvolnéeni DNA

Vlozime kolonku do 1,5ml eppendorfky, na dno

kolonky opatrné napipetujeme 50 pl roztoku BE
predehratého na 70°C. Nechame stat 1 min pfri
pokojové teplote.

Centrifugujeme 12000 ot/min po dobu 1 min.



Zmereni koncentrace DNA, kontrola Cistoty

= spektrofotometricky

— e dsDNA 50 ml
A, =1 ug/
e ssSDNA 37 pug/ml

* RNA 40 pg/ml

Mikroobjemovy spektrofotometr DeNovix DS-11 -
nanasime 1pl vzorku.




STANOVENI KONCENTRACE NK A KONTROLA CISTOTY

Pfitomnost protein: A260/ A280 >1,8

PFitomnost ostatnich kontaminant: Azso/A230 >2

oD

A




Zmereni koncentrace DNA, kontrola Cistoty

Postup:
1. Na spektrofotometru zvolime program: ,,dsDNA®.
2. Spektrofotometr vynulujeme proti slepému vzorku

(,,blank”) - v nasem pripadée pufr BE: Na spodni plosku
spektrofotometru napipetujeme 1ul pufru BE, priklopime a
stiskneme tlacitko BLANK. Poté odklopime vicko, otreme obé
plosky (spodni i horni umisténou na vicku) bunicinou do sucha.

3. Zmeérime absorpcni spektrum vzorku 220 nm - 350nm:
Na spodni plosku spektrofotometru napipetujeme 1ul vzorku,
priklopime a stiskneme tlacitko MEASURE. Poté odklopime vicko,
otfreme obé plosky (spodni i horni umisténou na vicku) bunicinou
do sucha.

4. Pristroj zobrazi na displeji zmérené spektrum,
koncentraci DNA a dale pomeéry A, /Asqq0 @ Aygo/Ay30,
které nam poskytnou informaci o Cistoté roztoku.
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Basaling conection at 340 nm

1,096 A260
4,79 260/230

2,12 260/280



Detekce Faktor V Leiden

ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA
PCR primer mmmp
AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGC G
TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG
AAAATGATGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA

TCG-TGGGC TAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGC

IAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT

PCR primer
“ déelka PCR produktu 288 bp

158 bp — —_——
130 bp —

Bbp —s| — —

ﬁ_—

FVLF 5- GGAACAACACCATGATCAGAG CA-3 23 mer
FVLR 5'- TAG CCAGGA GAC CTAACATGT TC -3 23 mer



