Denaturace nukleovych kyselin, molekularni
hybridizace

Vodikové mUstky ve dvouretézcové DNA (double strand DNA, dsDNA), Ize
zrusit extrémnim pH, mocovinou nebo teplem. Nasledné oddéleni retézcd,
tj. denaturaci DNA, je mozné sledovat pomoci tzv. hyperchromniho
efektu. Vliivem interakce elektronli v parovanych bazich roztoky dsDNA
absorbuji UV svétlo (pfi 260 nm) méné, nez stejna koncentrace bazi v
mononukleotidech nebo v jednoretézcové DNA (single strand DNA,
ssDNA). Zahriva-li se roztok dsDNA, pak pfri urcité teploté absorbance
nahle stoupne. Teplota, pfi které vzestup absorbance dosahne své /
poloviny, se nazyva bod tani DNA (melting point, Ty,). Cim vice pard —
G=C zkoumand dsDNA obsahuje, tim vyssi je T,,. Tfi vodikové mUstky v 0. 20, 40 60 80 100120 jeploln |i0]
G=C vyzaduji vice tepelné energie nez dva v A=T. Denaturace nukleovych kyselin
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Denaturace DNA je reverzibilni. Komplementarni ssDNA se napf. pfi

poklesu teploty nebo snizeni koncentrace mocoviny mohou opét spojit v dsDNA. Rozplétani a splétani
dvousroubovice je in vivo béznym jevem (napf. pfi biosyntéze nukleovych kyselin). Spojovani dvou
komplementarnich retézcd nukleovych kyselin in vitro do dvousroubovic se nazyva reasociace. Pokud reasociuji
rézné typy nukleovych kyselin (DNA s RNA), jde o molekularni hybridizaci. Metodicky se téchto jevd vyuziva k
oddéleni urcité ssDNA nebo ssRNA ze smési, k mapovani genomu a ke zjisténi poruch struktury genu (diagnostika
genetickych vad).

Technické usporadani reasociace nukleovych kyselin je rlizné. Nejdrive se napr. na membranovy filtr nebo na
sacharidovy gel v koloné navdze ssDNA o znamé sekvenci, komplementarni k nukleové kyseliné hledané ve smési.
Pri pritoku zkoumané smési nukleovych kyselin takto upravenym filtrem ¢i kolonou se hledana komplementarni
ssDNA nebo ssRNA asociuje s DNA fixovanou k nosici. Po promyti Ize zachycenou nukleovou kyselinu uvolnit
(eluovat) vhodnym cinidlem rusicim vodikové mdstky.
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Pro diagnostické uéely se DNA pacienta (z lymfocytd, amniovych bunék apod.) v definovanych mistech nejdrive
rozstépi nékterou z restrikénich endonukleédz. Smés fragmentd se rozdéli gelovou elektroforézou. Pak se zjisti, zda-
li néktery z fragmentd DNA obsahuje urcitou sekvenci nukleotidd, kritickou pro danou nemoc. Postupuje se tak, Ze
fragmenty DNA se z gelového elektroforeogramu prenesou na material vhodnéjsi k hybridizaci, tj. nitrocelulézovy
filtr. Tento filtr je tfeba polozit na suchy filtra¢ni papir, na filtr pritisknout elektroforeogram a na tento gel prilozit
filtra¢ni papir navlhéeny v koncentrovaném roztoku soli.
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Elektroforetické frakce (fragmenty DNA) se , prepijakuji
(blotting) na nitrocelul6zovy filtr a denaturuji se. Tim Usporddadni blottingu
se vytvori vhodné technické podminky pro reasociaci
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radioaktivne znaCené a kratké umeélé nukleové kyseliny, (nitroceluldzovd félie)
kterd obsahuje hledanou sekvenci. Tato tzv. préba se filtr s kone. @ self ————— ¢
asociuje pouze s restrikcnim fragmentem DNA agarézovy gel (ELFO) s | ¥ W
obsahujicim komplementarni sekvenci, coz po _ o T

P . sy Vel v . YT nitrocelulézovd folie = frakce
oplachnuti filtru ukaze prilozenéa fotograficka folie 2 s navdzanau
(autoradiografie). suchy filtr —_— probou

Popsanou metodu analyzy restrikénich fragment& DNA UspoFadani blottingu

vypracoval Eduard M. Southern. Nese jeho jméno

(Southern blotting) a je velmi rozsifena. Jestlize se

zcela analogickym zplsobem hledd komplemetarni sekvence ve smési blotovanych mRNA, mluvi se o tzv.
Northern blottingu. Jméno pana Southerna (Cesky pana Jizniho) se stalo obéti nomenklaturniho vtipu (northern =
severni). Imunochemici v této legraci pokracovali: pfi western blottingu (western = zapadni) se jedna o
analogickou techniku, kde vsak interaguje antigen s protilatkou. V kazdém pripadé blotting predstavuje elegantni,
rychlou a rutinné zvlddnutelnou metodu.
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= Bakteridlni chromozom
= Eukaryotické chromosomy
= DNA mitochondrif

Dalsi kapitoly z knihy STIPEK, S.: Stru¢na biochemie uchovani a exprese genetické informace: [ukézat]

Struktura nukleovych kyselin: Zakladni slozky nukleowych kyselin = Primamni struktura nukleowych kyselin
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» Retézec nukleové kyseliny Ize dtépit neenzymovou nebo enzymovou hydrolyzou = Metody sekvencovani »
Sekundarni a vyssi struktura nukleovych kyselin: Sekundarni struktura DNA = Denaturace a reasociace
fetézcl nukleovych kyselin, molekuldarni hybridizace = Sekundarni struktura RNA = Topologie DNA; = Interakce
DMA s proteiny, struktura chromosomu « Bakteridlni chromosom + Eukaryotické chromosomy » DNA
mitochondril

Biosyntéza nukleovych kyselin: Replikace DNA + Transkripce

Biosyntéza polypeptidového Fetézce - translace: Transferové RNA (tRNA) = Aktivace aminokyselin,
syntéza aminoacyl-tRMNA + Funkce ribozém( v translaci = Translace u prokaryotd « Struktura ribozémi «
Iniciace translace » Elongace peptidl » Terminace translace = Inhibitory bakteridlni translace = Translace u
eukaryotll = Struktura ribozémi = Iniciace eukaryotické translace = Elongace eukaryotické translace =
Terminace eukaryotické translace = Inhibitory eukaryotické translace

Geneticky kod

Biosyntéza nukleovych kyselin a proteosyntéza v mitochondriich: Replikace mitochondrialni DNA «
Mitochondrialni transkripce = Mitochondrialni translace

Rizeni genové exprese a proteosyntézy: Rizeni genové exprese a proteosyntézy u prokaryot = Regulace
na Urovni transkripce = Regulace sigma-faktory = Jacoblv-Monodlv operonovy model = Regulaéni vyznam
CAMP u bakterii » Variace operonoveho fizeni gend = Tryptofanovy a arabinosovy operon = Rizeni terminace
transkripce + Regulace bakteridlni proteosyntézy na drovni translace « Rizeni genové exprese a proteosyntézy
u eukaryot = Regulace na drovni uspofadani gend = Regulace na drovni transkripce = Regulace
posttranskripénich dprav pre-mRNA « Regulace na drovni translace « Rizeni rychlosti degradace mRNA «
Regulace funkce proteinu kotranslaénimi a posttranslaénimi Gpravami

Posttranslaéni upravy a targeting proteini: Signalni sekvence polypeptidu, volné a vazané ribozdmy «
Posttranslaéni glykosylace proteind = Targeting nezavisly na glykosylaci proteind = Targeting
mitochondridlnich proteind « Targeting jadernych proteind « Rozhodovacl mechanismus k destrukci
nefunkénich proteinl » Receptorem zprostfedkovana endocytéza

Biochemie vir(: Reprodukce DNA virl = Reprodukce RNA virll = Interferony

Biochemie genového inZenyrstvi: Stépeni DNA na definovaném misté fetézce « UEinné déleni fragmentd
DNA elektroforézou = ldentifikace restrikénich fragment( « Syntéza umélé DNA « PomnoZeni a exprese
izolovaného nebo umélého genu v hostitelské bufice
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