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Osnova

Uvod
HGP
Metédy M.B. a ich vyuZitie
» Ako mnozit DNA?
» Ako identifikovat pachatela?
» Ako Citat zivot?
» Nové metddy sekvenidcie - Diskusia v pripade zaujmu

Now the fun begins (Analyza dat) - Diskusia v
pripade zaujmu

@ Diskusia




Uvod

Nieco o mne.
Matej Pribis

[[matejpribis@gmail.com]]
pribism.github.com

A co vy? J
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Pokroky v genetike

Human Genome Project
e 1990
@ 2000 (2003) - ozndmenie vysledkov
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Pokroky v genetike

Human Genome Project
e 1990
@ 2000 (2003) - ozndmenie vysledkov

" 4
Dosledky

@ doteraz umoznilo objav viac ako 1800 génov asociovanych s
chorobami a viac ako 2000 testov

@ pomaha vedcom objavovat nové korelacie medzi génmi a chorobami

@ snaha dosiahnut sekvenaciu 1 genému pod 1000
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Velkost genému

Number of
genes in
the genome

Organism

Myscoplasma 517
genitalium

Saccharomyces
cerevisiae 6,275

Arabidopsis
thaliana ~ 20,000

Caenorhabditis 19 099
r

elegans
Haemophilus
influenzae 1,743
Drosophila 13.601
melanogaster '
Neisseria 2 158
meningitdis 4

] 20,000~
Homo sapiens 25,000
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Metédy molekuldrnej bioldgie
Nacrtnutie zdkladov
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Ako zmnozit malé mnozstvo DNA? |

. Y,
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PCR

Zakladné info
@ Polymerase chain reaction

@ Amplifikacia sekvenci DNA

Princip
@ podobné replikacii DNA

@ dochadza k mnohondsobnému zmnoZeniu Gseku medzi (DNA)
primermi
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original DNA
to be replicated
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nucleotide

o Denaturation at 94-96°C
o Annealing at ~68°C

e Elongation at ca.72°C
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Problémy PCR - mindgames

@ typ polymerazy - vysoka teplota - ako vyriesit?
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Problémy PCR - mindgames
@ typ polymerazy - vysoka teplota - ako vyriesit?
@ chybovost - preco nie v replikacii?
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Problémy PCR - mindgames
@ typ polymerazy - vysoka teplota - ako vyriesit?
@ chybovost - preco nie v replikacii?

o obmedzen3 dizka fragmentu?
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Problémy PCR - mindgames

typ polymerazy - vysoka teplota - ako vyriesit?

chybovost - preco nie v replikacii?

obmedzens dizka fragmentu?

o
o
@ aky je teoreticky vytazok reakcie po N cykloch?
°

preco sa replikuje len Gsek medzi primermi? - Diskusia na zaver
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Priklady vyuzitia PCR J

@ namnozenie sekvencie DNA - sGcastou mnohych metéd

Matej Pribi$ (2.LF UK v Praze) Molekularna bioldgia 7.3.2016 13 /29



'

Ako identifikovat pachatela na zéklade J
DNA?
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Elektroforéza 7
Definicia

Metéda rozdelenia (rozli¢nych) latok v elektrickom poli na zéklade ich
rozli¢nych interakci s médiom, v ktorom sa pohybuji
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Elektroforéza

Definicia
Metéda rozdelenia (rozli¢nych) latok v elektrickom poli na zéklade ich
rozli¢nych interakci s médiom, v ktorom sa pohybuji

v

[ —
Gelova elektroforéza

@ princip molekulového sita - kladie odpor pohybu
@ aky naboj ma DNA?
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Definicia
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Elektroforéza

Definicia
Metéda rozdelenia (rozli¢nych) latok v elektrickom poli na zéklade ich
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Gelova elektroforéza

@ princip molekulového sita - kladie odpor pohybu
@ aky naboj ma DNA?
@ vacsie molekuly

vacsi odpor

zostan( blizsie pri Starte
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Elektroforéza

Definicia
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zostan( blizsie pri Starte
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Elektroforéza

Definicia
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Elektroforéza

Definicia
Metéda rozdelenia (rozli¢nych) latok v elektrickom poli na zéklade ich
rozli¢nych interakci s médiom, v ktorom sa pohybuji

v

[ —
Gelova elektroforéza

@ princip molekulového sita - kladie odpor pohybu
@ aky naboj ma DNA?
@ vacsie molekuly
vacsi odpor
zostan( blizsie pri Starte
@ mensie molekuly

mensi odpor voci pohybu
zajdu dalej
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Elektroforéza

Vyuzitie
@ restrik¢né enzymy - definicia, VNTR
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Elektroforéza

Vyuzitie
@ restrik¢né enzymy - definicia, VNTR
@ odchylky - identifikacia jedincov
forenzna
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Elektroforéza

Vyuzitie
@ restrik¢né enzymy - definicia, VNTR
@ odchylky - identifikacia jedincov
forenzna
genetické stanovenie pribuznosti
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Elektroforéza

Vyuzitie
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forenzna
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o diagnostika - pritomnost baktérie
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Elektroforéza

Vyuzitie
@ restrik¢né enzymy - definicia, VNTR

odchylky - identifikacia jedincov
forenzna
genetické stanovenie pribuznosti

diagnostika - pritomnost baktérie

spatné overenie spravnosti a kvality PCR

diagnostika vrodenych mutaci
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5 6 7 8
CCT GAG GAG AAG
Pro Glu Glu Lys

v
CCT GTG GAG AAG
Pro Val Glu Lys

Matej Pribi$ (2.LF UK v Praze)

dlela B* - normini sekvence genu pro beta globin

(kodony 5 - 8)

sekvence je Stépena enzymem Mst II (CCTGAGG)
produkt PCR je 5t&pen na dva fragmenty (na gelu 2 prouzky)

> ‘ <«

dlela Bs - substituce typu missense v kodonu 6
(kyselina glutamova je nahrazena valinem)
sekvence neni $tépena enzymem Mst 11
(rozpozndvadci misto je mutaci zruseno)

produkt PCR neni stépen (na gelu jeden prouzek)

> =

Molekularna bioldgia 7.3.2016
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prenatdlni diagnostika

(25%) A - postizeny

(50%) B - nosi¢ jedné mutace
(25%) C - bez mutace
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chromozém X chromozém X IZI
s mutaci a bez mutace s
12 i
2

dlelou 1 RFLP alelou 2 RFLP i
1

1 informativni RFLP
prenatdini diagnostika
hemofilie A u muzskych plodo
Jje mozna
(50%) A - nepostizeny plod
T A T A (50%) B - postizeny plod

%
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X

Ako citat DNA?
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Sekvenacia

Princip
@ vyuziva principy replikicie DNA a elektroforetického rozdelenia
fragmentov
@ chem. struktdra DNA vid vyssie
@ ddNTP -~ dNTP =1 -+ 100
@ tvorba rozne dlhych fragmentov, ukonéenych ddNTP

Matej Pribi$ (2.LF UK v Praze) Molekularna bioldgia 7.3.2016 21 /29



Sekvenacia

Princip
@ oznacenie ddNTP

radioaktivne
fluorescencne —

111
P=HpRpPpREpRPO-HOPOPPOOOO-H-HO0O-D

rovnako - 4 drahy
rozli¢ne - 1 draha

o elektroforéza v kapildre (vid.
gélova elektroforéza)

> 11111

G

0
-
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Sekvenacia

Vyuzitie sekvenacie
@ Zistenie sekvencie DNA (cDNA)
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Sekvenacia

Vyuzitie sekvenacie
@ Zistenie sekvencie DNA (cDNA)

@ Diagnostika urcitych genetickych ochoreni
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Diskusia

A co Vy?

Podla zaujmu

o Bioinformatika

@ Nové metddy sekvenovania
o Stadium na VS
o

Stadium mediciny
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Pre infochtivych
e PCR
o INTRODUCTION to genomic data science
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http://openwetware.org/wiki/CH391L/S12/PCR_and_advanced_PCR_techniques
https://www.coursera.org/learn/introduction-genomics

Koniec

Dakujem za pozornost!

[[matejpribis@gmail.com]]
pribism.github.com
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Prezentdcia moze byt pouzitd len na vyukové cely.

Matej Pribi$ (2.LF UK v Praze) Molekularna bioldgia 7.3.2016 29 /29


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/81/PCR_tubes.png
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/81/PCR_tubes.png
https://static-secure.guim.co.uk/sys-images/Guardian/Pix/pictures/2012/5/17/1337250200245/DNA-sequence-008.jpg
https://static-secure.guim.co.uk/sys-images/Guardian/Pix/pictures/2012/5/17/1337250200245/DNA-sequence-008.jpg
https://static-secure.guim.co.uk/sys-images/Guardian/Pix/pictures/2012/5/17/1337250200245/DNA-sequence-008.jpg

