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V. letni skola metod molekularni biologie
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16.-20.6.2014

Ustav morfologie, fyziologie a genetiky zvifat
AF MENDELU

Zemédélska 1, Budova A, 4. patro (u¢ebny dle programu)

PROGRAM

Rok 2014:
e« 130 let od umrti G. J. Mendela

o 95let od zaloZzeni AF MENDELU
o Rok nového Bc oboru Molekuldrni biologie a biotechnologie na AF MENDELU

Projekt CZ.1.07/2.3.00/09.0037: Dalsi odborné vzdélavani jako cesta ke zkvalitnéni personalniho zabezpeceni
pracovniki pro biotechnologicky vyzkum a vyvoj

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a statnim rozpoétem Ceské republiky.
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Biotechnologicky kurz ﬁ

V. letni $kola molekuldrni biologie nukleovych kyselin a genomiky, 16. - 20. 6. 2014

16.6.2014 1IZOLACE A PCR AMPLIFIKACE NUKLEOVYCH KYSELIN, SEPARACE
DNA

Ucebny: N4102 (Posluchdrna J. Taufera) a N4104 (Vyukovd laboratof molekuldrni genetiky) — 4. patro

9:00 - 9:05 Uvodni slovo - prof. RNDr. Ale Knoll, Ph.D. (ucebna N4102)

9:05 - 12:00 Dopoledni blok; lektor: Ing. Michaela Nesvadbova, Ph.D. (Ustav hygieny a technologie
masa, VFU, Brno)

9:05 - 10:00 Pfednaska - 1ZOLACE NUKLEOVYCH KYSELIN (ucebna N4102)

Typy metod izolace NK (fenol-chloroform, adsorbéni metody, magnetické kity, automatické izolatory), izolace
DNA, RNA, plazmidova DNA, si a miRNA, enzymy pouzivané k ipravam NK (DN4azy, RN&zy, protedzy), stabilita a
uchovani NK

10:00 - 10:30 Prakticka cast - 1zolace genomové DNA z riiznych biologickych vzorkii (ucebna N4104)
10:30 - 11:30 Pfednaska - DETEKCE A KVANTIFIKACE NUKLEOVYCH KYSELIN (ucebna N4102)

Gelova elektroforéza, faktory ovliviiujici gelovou elektroforézu, varianty a modifikace elektroforézy,
spektrofotometrické stanoveni koncentrace a kvality NK

11:30 - 12:00 Prakticka ¢ast — Priprava gelu pro elektroforetickou kontrolu izolované DNA;

Urceni koncentrace izolované DNA pomoci spektrofotometru NanoDrop 2000 (ucebna N4104)

12:00 - 12:30 Prestavka na obéd

12:30 - 16:30 Odpoledni blok; lektor: Ing. Michaela Nesvadbova, Ph.D. (Ustav hygieny a technologie
masa, VFU, Brno)

12:30 — 13:00 Prakticka ¢ast - Elektroforetické ovéreniizolované DNA (ucebna N4104)
13:00 - 14:00 Prednaska - POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE (PCR) (ucebna N4102)

Princip PCR, slozeni reakéni smési, kontaminace pfi PCR, PCR troubleshooting, modifikace a vyuziti PCR

14:00 — 16:30 Praktickd cast — Priprava PCR reakce; Navrh primert pro PCR; Ovéfeni vysledku
PCR reakce pomoci gelové agarézové elektroforézy (ucebna N4104)



Biotechnologicky kurz ﬁ

V. letni $kola molekuldrni biologie nukleovych kyselin a genomiky, 16. - 20. 6. 2014

17.6.2014 SEKVENOVANI NUKLEOVYCH KYSELIN A FRAGMENTACNI
ANALYZA

Ucebny: N4102 (Posluchdrna J. Taufera) — 4. patro

9:00 - 12:00 Dopoledni blok; lektor: Prof. RNDr. Ale$ Knoll, Ph.D. (UMFGZ AF MENDELU, Brno)(ucebna
N4102)

9:00 - 9:50 Pfednaska TECHNOLOGIE SEKVENOVANI

Historie metodickych pfistupt (radioaktivita vs. fluorescence) a jejich vyvoj (Maxam-Gilbert, Sanger, 454
pyrosekvenovani); Historie a vyvoj pfistrojového vybaveni a typy sekvenator(, popis genetického analyzatoru
ABI 3100-Avant a jeho funkci; Princip metodiky (Sanger), popis vybaveni pfistroje a reakéni chemie (sestavy
kapildr, separa¢ni medium, reagencie), pfiklady hodnoceni (software) a vystup(; Aplikace a vyuziti metody
sekvenovani

10:00 - 10:50 Pfednaska TECHNOLOGIE FRAGMENTACNI ANALYZY

« Historie metodiky hodnoceni (rodokmen-gel-piky); Mikrosatelity (MS), definice a vyuziti; Typy MS panel(;
Moznosti kvantitativni analyzy mnozstvi DNA; Princip metodiky (CE) - reagencie, PCR a analyza; Priklady
hodnoceni (software) a vystup(; Vyuziti fragmentacni analyzy

11:00 - 11:30 Pfednaska MOZNOSTI GENETICKYCH ANALYZATORU A PREHLED DALSICH
APLIKACI
« Minisekvenovani (aplikace SNaPshot); SSCP; AFLP; CSCE, LOH, MLPA; Pfiklady specializovanych aplikaci

11:30- 12:15 Prestavka na obéd

12:15 - 16:30 Odpoledni blok; lektor: Prof. RNDr. Ale$ Knoll, Ph.D. (UMFGZ AF MENDELU, Brno) (ucebna
N4102 a laboratorfe Ustavu)

Prakticka ¢ast - Sekvenovani PCR produktu a fragmentacni analyza

« Priprava PCR produktu pro sekvenovani - teoreticky tvod - purifikace templatu (typy templatd pro sekvenovani,
proc¢ templat purifikovat, typy postupt precisténi + princip QlAcube a kolonové purifikace) a kvantifikace
templatu (mozné zpUsoby kvantifikace, mozné aplikace a princip postupu kvantifikace, vypocty mnozstvi
templatu v reakci), pfiprava sekvenacni reakce (typy sekvenacnich kit(, popis reagencii, pfistrojového vybaveni
a postupu pfipravy reakéni smési, teplotni profil reakce, moZnosti modifikaci); Purifikace a kvantifikace PCR
produktu pfipraveného pfedchozi den, michani a spusténi sekvenacni reakce.

« V mezicase praktické ukdzky k fragmentacni analyze (pfiprava vzork(, moznosti hodnoceni vystupl FA); Exkurze
do laboratore sekvenovani - detailni pfedstaveni pfistroju dle zajmu ucastnik(; V pfipadé zajmu diskuze k
probiranym aplikacim (napf. ukazka prace s analytickymi softwary...).

Sezndmeni s metodami purifikace sekvenacni reakce (zpUlsoby purifikace sekvenacnich smési (vyhody a
nevyhody), mozné modifikace), zpUsoby pfipravy vzorkl pro analyzu v sekvenatoru, pfipravou pfistroje pred
runem, prehled postupu; Purifikace vlastni sekvenacni smési, pfiprava vzorkl k analyze pomoci kapilarniho
sekvenatoru (pobézi pres noc, vysledky budou vyhodnoceny nasledujici den).
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V. letni $kola molekuldrni biologie nukleovych kyselin a genomiky, 16. - 20. 6. 2014

18.6.2014 REAL-TIME PCR

Ucebny: N4102 (Posluchdrna J.Taufera, 4. patro) a N4104 (Vyukovd laboratof mol. genetiky)

9:00 - 12:50 Teoreticka éast; Ing. Karel Bilek, Ph.D. (SUJCHBO, v.v.i., Milin) (ucebna N4102)

- Uvod (princip metody, terminologie, chemismy); Vybér a pfiprava assay (preanalyticka piprava vzorkd, vybér
vhodné assay); Optimalizace metody (pravidla designu primerd a sond, vypocet efektivity reakce, Upravy
podminek reakce); Validace assay (pozadavky, normy, standardy, sprdvnd laboratorni praxe, akreditace);
Zpracovani dat (workflow dat, interpretace dat, vyuziti vysledkd); Zavér a diskuse

12:50 - 13:30 Prestavka na obéd

13:30 - 16:30 Prakticka ¢ast; Ing. Karel Bilek, Ph.D. (SUJCHBO, v.v.i., Milin) (ucebna N4104)

«Uvod do cvi¢eni (seznameni se zadanim); Rozdéleni tkold (dle uvazeni budou Géastnici kurzu provadét AQ, RQa
AD); Praktické provedeni tkold (nastaveni pfistroje atd.); Diskuse; Vyhodnoceni vysledk(; Zavér
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V. letni $kola molekulédrni biologie nukleovych kyselin a genomiky, 16. - 20. 6. 2014

19.6.2014 CELOGENOMOVE SEKVENOVANI, BIOINFORMATIKA: 1. CAST

Ucebny: N4102 (Posluchdrna J.Taufera, 4. patro) a N3016 (A24), 3. patro

9:00 - 10:50 Pfednaska POKROKY V CELOGENOMOVEM SEKVENOVANI; Mgr. Zuzana Bayerova
(Ustav genetiky, VFU, Brno) (ucebna N4102)

Nové sekvenacni metody (454 - Pyrosekvenace, Solexa, SOLiD, CGS — Comparative Genome Sequencing) -
charakteristika, vyhody a nevyhody; srovnéni novych metod - pfesnost, dostupné modifikace (barcoding,
paired-end library), doba trvani sekvenace, vstupni material; zakladni aplikace novych metod - sekvenace de
novo, resekvenace, detekce strukturalnich zmén, analyza transkriptomu; vyhodnoceni pfesnosti sekvenacnich
metod 454, Solexa a CGS; sekvenace de novo - sestavovani celogenomové sekvence Treponema pallidum
kmene Mexico A pomoci metody Solexa; budoucnost sekvenacnich metod

11:00-11:50 Pfednaska OD SEKVENOVANI DNA K SEKVENOVANI LIDSKEHO GENOMU;
RNDr. Ondfej Holena (Life Technologies) (ucebna N4102)

11:50-12:30 Prestdvka na obéd

12:30-13:50 Pfednaska PRAKTICKA BIOINFORMATIKA; Mgr. Jan Mendel, Ph.D. (Ustav biologie
obratlovct AV CR) (ucebna N3016 / A24)

Prace se sekvencnimi daty - volba vhodného molek. markeru, vyhledavani a vkladani sekvenci do databaze
GenBank, identifikace organizmu podle podobnosti (algoritmus BLAST), uchovavani sekvencnich dat — rlizné
formaty (.fas, .nex., .phy, .mas, atd.) a konverze formatl (sw, on-line nastroje), tvorba alignmentu (Clustal,
specializovany sw: MEGA, BioEdit, SeqMan) a jeho interpretace.

14:00 - 15:30 Piednaska FYLOGENETIKA; Mgr. Jan Mendel, Ph.D. (Ustav biologie obratlovc(i AV CR)
(ucebna N3016 / A24)

Fylogeneticky strom a veskera terminologie (kofen, vétev, uzel, topologie, typy stromd, atd.), evolu¢ni modely
(Modeltest, ProtTest), metody konstrukce fylog. stromu — dle kritéria optimality (MP, ML, Bl) a dle vypocetniho
algoritmu (NJ), hodnoceni kvality stromu (bootstrapping), ukazky formatu vystupnich dat s ohledem na
prezentaci vysledk( na konferencich a v casopisech (stromy, haplotypové sité, atd.).

15:30 - 17:00 Prakticka ukazka a seznameni se s vybranym spektrem vyhodnocovacich
programi; Mgr. Jan Mendel, Ph.D. (Ustav biologie obratlovc( AV CR) (ucebna N3016 / A24)

MEGA, TCS, DnaSP, ModelTest, ProtTest, PAUP, MrBayes, PhyML, FigTree; demonstrace samotného sw i konkrétni
ukazky pfrikladd.
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V. letni $kola molekuldrni biologie nukleovych kyselin a genomiky, 16. - 20. 6. 2014

20.6.2014 MOLEKULARNIi TAXONOMIE, BIOINFORMATIKA 2. CAST

9:00 - 9:50 Pfednaska UVOD DO MOLEKULARNI TAXONOMIE; Doc. RNDr. Michal Tom3ovsky (UOLM
LDF MENDELU, Brno) (ucebna N3016 / A24)

10:00 - 11:50 Pfednéaska PRIKLADY APLIKACE MOLEKULARNI TAXONOMIE U HUB A
OOMYCETU; Doc. RNDr. Michal Tom3ovsky (UOLM LDF MENDELU, Brno) (ucebna N3016 / A24)

11:50 - 12:30 Prestavka na obéd

12:30 - 14:30 Bioinformatika — prakticka ¢ast; Doc. Ing. Tomas Urban, Ph.D. (UMFGZ AF MENDELU,
Brné) (ucebna N3016/ A24)
Prace s genomickymi databazemi (EMBL; DDBJ; NCBI - Gene, Genome, OMIM; Ensembl aj.)

Vyhodnoceni sekvenace z predchoziho dne (Sequence Scanner v1.0), sestaveni kompletni sekvence PCR
produktu (ClustalW), identifikace sekvence — gen, organismus (BLAST, GenBank, Ensembl), vyhledani sekvence
genu u jinych organism a uréeni mezidruhové homologie (GenBank, ClustalW), detekce polymorfismu
(ClustalW), nalezeni vhodnych restrikénich endonukledz (RE) pro testovani nalezenych polymorfisma
(Webcutter), grafické zndzornéni elektroforetické analyzy vysledku stépeni daného PCR produktu vybranymi RE

14:30 - 15:30 Zavérecny test a predavani certifikatd; (ucebna N3016/A24)

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socialnim fondem a statnim rozpo&tem Ceské republiky.
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