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Kapitola 22 DNA diagnostika lidskych chorob

V pondéli 26. ¢ervna 2000 bylo uskute€néno satelitni spojeni mezi Bilym
domem ve Washingtonu a Downing Street v Londyné, aby Bill Clinton a Toni
Blair spolu se $pickami zu¢astnénych védcl oznamili svétu, ze byl
uskute€nén nejvétsi objev stoleti, a to pfecteni celého lidského genomu.
Pfedchazelo tomu desetileti usilovné prace védcl prakticky celého svéta,
soustfedénych pfevazné do dvou velkych, soupeficich skupin, které ovSem
smeéfovaly k jednomu cili a také jeho dosazeni spolecné& oznamily.

Lidstvo si od detailniho poznani genetické skladby &lovéka hodné slibuje. S
geny je spojovana fada chorob, od mozkovych nador(, pfes nadory kosti,
prsq, vajecniku, tlustého stfeva, plic, leukemie, cukrovku, astma, hypertenzi,
srdecni choroby, prionové choroby (nemoc Silenych krav), klasické genetické
choroby jako jsou talasemie ¢i cysticka fibréza, po Alzheimerovu a
Parkinsonovu chorobu, mentalni retardaci, schizofrenii a mnohé dal$i. Zmény
v genech kodujicich povrchové receptory T-bunék vedou ke snazSimu nebo

Bill Clinton

v genech vedou k rozdilnym schopnostem jedinc(, nékteré zmény v urgitych
genech mohou vést i k asocidlnimu chovani postizeného individua. Posledni
vyzkumy naznaduji, Ze ,zakdédovany* jsou i muzsky a Zensky zpusob chovani
a jednani i celkova kognitivni (poznavaci) schopnost, neboli obecna
inteligence. Naskyta se zde tedy Siroké pole plsobnosti jak na poli farmacie
pfi hledani novych ucinnych léku, tak na poli molekularni biologie usilujici o
detekci pfislusnych gen, ale i o ,napravu” pozménénych gena, at uz ve
smyslu vylé€eni choroby €i vylepSeni jedince.

V celém tomto procesu se uplatnily a uplatfuji metody dale popsané v této Tony Blair

kapitole a dalsi, zde neuvadéné a jisté se uplatni i jiné, které na svdj vyvoj

teprve ¢ekaiji. Lidstvo se diky témto technikam a Usili badatell dostalo do ,postdarwinovské® éry, kdy
nebude muset ¢ekat na pfirozeny vyvoj a bude moci zadané vlastnosti a Upravy (lidského druhu) provadét
samo. Zde ovSem nastupuje nutné otazka, zda je na tuto etapu vyvoje dostatecné zralé. Véda, techniky a
metodiky samy o sobé nejsou Spatné, ale mohou byt Spatné pouzity. A zde je volné misto pro uplatnéni
etiky a moralky.

Nova védni odvétvi, rozsifujici plvodni genomiku (nauku o genech), se tykaji zejména analyzy funkce genu
— funkcni genomika a struktury pfislusnych proteinu — strukturni genomika.

V tomto ,postgenomovém® obdobi se posiluje vyznam proteomiky, ktera by méla zodpovédét otazky
tykajicich se vyznamu a tlohy jednotlivych proteinu, Cili, méla by vést k porozuméni stovkam tisic protein(
zakdédovanych v lidskych genech. Navic, jak se ukazuje, neni Uloha gent tak fatalni, jak by se na prvni
pohled mohlo zdat. PFiroda si umi (vétSinou) poradit i ve velmi svizelnych situacich. Velmi dulezita je totiz i
nasledna cinnost po syntéze proteinu (posttransiacni ¢innost, {j. jeho ,uprava“). Vyznamnou roli hraji
zejména metylace, jak je zminéno na str. 22-10, kterymi mdze organismus podstatné zmeénit vlastnosti
vyprodukované bilkoviny, pfipadné ji zcela vyfadit z Cinnosti.

22.1. Nukleové kyseliny

Crick s Watsonem publikovali sv{lj nazor na strukturu deoxyribonukleové kyseliny (DNA, DeoxyriboNucleic
Acid), puvodem z bunééného jadra, v sobotu 25. dubna 1953, v Easopise Nature. Ukazalo se, Ze jejich
nazor byl spravny a tato prace otevrela Siroké pole plisobnosti badatelim v oblasti, kterou je zvykem
nazyvat molekularni biologie. BEhem nasledujicich let byly vyvinuty techniky, které umoznily poznat detailné
strukturu DNA a RNA (RiboNucleic Acid, ribonukleova kyselina, dalSi nukleova kyselina), poznat
mechanismy pfenosu genetické informace, regulace bunééné diferenciace a proliferace i odchylky v jejich
funkci béhem nadorového bujeni, mechanismy Zivotnich pochodd mikroorganisma, patologické procesy
spojené s invazi infek&nich mikroorganisma, umisténi a slozeni gent i identifikaci geni odpovédnych za
genetické choroby.

Tyto techniky bylo mozno posléze prenést ze zakladniho vyzkumu a aplikovat je do bézné praxe v oborech
jako jsou medicina &i kriminalistika, ale také do zcela nového odvétvi, zvaného genetické inZenyrstvi, které
umozniuje napf. ziskavat v dostate€ném mnozstvi proteiny, za béZznych okolnosti se vyskytujicich

v minimalnich mnozZstvich a tudiz obtizné ziskatelnych, i kombinace genu, které by se v pfirodé
pravdépodobné vibec nikdy nevyskytly. Nové technologie tézi informaci pfimo z molekuly nukleové
kyseliny.
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Podstatny pokrok zaznamenala zhruba pfed 35 léty technologie nejCastéji nazyvana technologii
rekombinantni DNA; ta u€inila z dfive velmi obtizné analyzovatelné DNA pomérné snadno analyzovatelnou
makromolekulu a dava molekularnim biologim spoustu moznosti, napf.:
e vystépit z uritého genomu oblast DNA, ktera obsahuje pozadovany gen,
prakticky neomezené namnozit tento gen v presnych kopiich,
zZjistit jeho nukleotidovou sekvenci,
pozmeénit izolovany gen poZadovanym zpusobem,
vratit pozménény gen zpatky do bunék a
o zkoumat jeho funkci, nebo
o zaclenit ho do genomu rostliny nebo zivocicha tak, aby se stal jeho funkéni a dédiénou soucasti.
e Gen je mozno z genomu zivé bunky i vyfadit a tak zjistit jeho funkci v burice.

Technologie rekombinantni DNA na$la uplatnéni i mimo védecké a vyzkumné laboratofe molekularnich
biologl. V bézném Zivoté je to napf. ve formé teplotné stabilnich proteaz ziskanych metodami genového
inzenyrstvi, které tvofi béZnou souc¢ast pracich praskd, v kriminalistice a forenzni mediciné pfi identifikaci
osob, ve farmacii v produkci raznych farmaceutickych latek (inzulin, faktor VIII) apod.
Zcela logicky si nasla i své misto v mediciné, kde tyto metody, zaloZené na analyze nukleovych kyselin,
umozniuji Iépe pochopit podstatu onemocnéni a davaji Iékafi do rukou vyborny diagnosticky i terapeuticky
prostfedek.
c5
Nova technika zde na$la uplatnéni
e v diagnostice virovych, bakterialnich, mykotickych a parazitarnich onemocnéni :
(detekce patogenu), :
e v prenatalni a postnatalni diagnostice dédi¢nych chorob (detekce mutaci), :
e v diagnostice nadorovych chorob (genové exprese) a v
¢ v identifikaci (DNA typizaci) osob pro ucely transplanta¢ni nebo forenzni c-3 'l
(genotypizace).
Pochopeni dale popsanych technik pfedpoklada poznani zakladnich vlastnosti
nukleovych kyselin. | kdyz zmifiované je pfedmétem obecné biochemie, zakladni
informace si uvedeme i v tomto textu.

22.2. Zakladni vlastnosti nukleovych kyselin on N
Nukleové kyseliny jsou molekuly, jejichZ struktura a uspofadani v chromosomech uréuji .
genetické vlastnosti organismu.Technologie diagnostiky DNA a RNA byly umoznény deoxyriboza
poznanim zakladnich vlastnosti nukleovych kyselin. NH,
DNA je slozity biopolymer (pfesnéji: biokondenzat) usporfadany do dvousroubovice. Zakladni N Y
organizacni jednotkou je sekvence (= pofadi) purinovych (A=adenin, G=guanin) a / J
pyrimidinovych (C=cytosin, T=thymin) bazi, které jsou pfipojeny k cukru deoxyribose (v pozici NH N/
C-1") a baze jsou spolu spojeny fosfodiesterovou vazbou mezi 3'- a 5°- pozicemi svych
cukernych zbytkud. Stfidani deoxyribézovych a fosfatovych skupin tvofi patef dvojité adenin
Sroubovice. Tyto 3"-5"vazby urluji také orientaci viakna molekuly DNA.

NH,
Na obrazku na strané 22-3 je ukazan princip stavby nukleosidl a nukleotidd, zakladnich
stavebnich kament nukleovych kyselin. Rovnéz je naznaceno parovani bazi a jsou uvedeny ¢tyfi XN
nukleotidy. V DNA jsou vzdy dvé vlakna pfiloZzena k sobé v navzdjem obraceném sméru, jsou
antiparalelni. Adenin a thymin a guanin s cytosinem tvofi navzajem pary, spojené vodikovymi NH X0

mustky. Tyto pary bazi se nazyvaji komplementarni, obsah adeninu je stejny jako obsah thyminu
a obsah guaninu je stejny jako obsah cytosinu (Chargaffovo pravidlo). Parovani bazi a
podélné hydrofobni interakce drzi dvé viakna DNA pohromadé. Interakce C-G tvofend tfemi

vodikovymi mistky je pevnéjsi nez interakce A-T, tvofené pouze dvéma vodikovymi mustky N I NH
X
NH ™\

cytosin

(viz obrazek). Interakce Ize zrusit zahtfivanim DNA, nebo zménou koncentrace soli, pfipadné
zménou pH, coz vede k denaturaci a oddéleni vlaken. Pfi pozvolném navratu k pdvodnimu

stavu (napf. pozvolném snizovani teploty roztoku) se opét dvé komplementarni viakna DNA
spoji uspofadané. Mira parovani nebo neparovani mize byt stanovena podle teploty guanin
potfebné k denaturaci/renaturaci: oblasti DNA s vy85im stupném uspofadani bazi vyZzaduji

k denaturaci vyssi teplotu. (Tato reakce je zakladem hybridizace). ﬁ

Aby DNA zabrala v jadfe burfiky minimum mista, je pomoci mnoha protein(, z nichz @ NH
nejvyznamnéjsi jsou bazické proteiny zvané histony, shalena do kompaktni struktury. Takto | J

se DNA o délce asi 1m pohodiné sméstna do objemu nékolika krychlovych mikrometru. N X
V RNA je misto thyminu uracil [U], misto deoxyribdzy je ribdza a na rozdil od DNA je thymin
jednovlaknova.
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Principy stavby nukleovych kyselin

Princip stavby nukleosidt a nukleotidu

NH,

Princip vystabvy fetézce:

XN
- cukr - fosfat - cukr - fosfat - | )
""""" -l X0
@)

fosfat + cukr + base = nukleotid

OH cukr + base = nukleosid

Nukleotidy
(|3| NH,
N N
NH ~
| i 48
Ho—b—0 N = Ho—b—o )
I o N NH, I o N N
OH OH
OH OH
deoxyguanonosinmonofosfat deoxyadenosinmonofosfat
NH, ”
H3C
NN NH
~ ~
HO—P—O N 0 HO—P—O N o
e} | o
OH OH
OH OH
deoxyuridinmonofosfat deoxythymidinmonofosfat

Princip parovani bazi

Pyrimidiny i puriny obsahuiji ionizovatelné funkéni skupiny, takZze se mohou vazat pomoci vodikovych vazeb,
vodikovych mistk(d. Adenin (A) a thymin (T) jsou poutany dvéma vodikovymi mustky, cytozin (C) a guanin
(G) jsou vazany tfemi vodikovymi mustky. Vazba C-G (G-C) je pevnéjsi nez vazba A-T (T-A), resp. pro
rozpojeni vazeb C-G je tfeba vice energie (je zapotfebi vySsi teplota), nez pro rozpojeni vazeb A-T.
Schémata iontovych vazeb jsou na obrazcich.

Gen agenom

Urcita ¢ast molekuly DNA, sekvence nukleotidl popisujici urcitou vlastnost, se nazyva gen, soubor véech
genu je genom. Cely genom ¢lovéka sestava z pfiblizné 30 — 35 tisic genu, coz predstavuje asi 3x10° part
bazi. ACkoliv kazdy druh i kazdy jedinec ma v fetézci své nukleové kyseliny jedine¢né, unikatni, tzv. cilove
sekvence, které jej odliSuji nejen od ostatnich druhd, ale i od ostatnich jedincl stejného druhu (podobné
jako papilarni linie na prstech rukou), presto fada sekvenci (od viri a bakterii, pfes rostliny a zivo€ichy az po
Clovéka) je totozna. Tak genom Clovéka a Simpanze je shodny z 98% a shoda dvou lidi je dokonce 99,9%.
K odliSnosti dvou jedincl staci 0,1% genomu (!).

Nalezeni charakteristickych sekvenci nukleovych kyselin v biologickém vzorku umozriuje identifikovat
pavodniho nositele: Ize stanovovat viry, bakterie, kvasinky atd., diagnostikovat infekéni choroby, uréovat
genetické poruchy plodu, genetické poruchy vedouci k malignimu mnoZeni bunék a tkani (onkologie), Ize
snaze fesit paternitni a maternitni spory a identifikovat jedince (forenzni diagnostika v soudnim lékafstvi
atd.).
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H

4{

A-T/T- A: dva vodikové mustky

T

G - C/C - G: tfi vodikové mustky ~

Syntéza DNA

PFi pfedavani genomu dcefiné burice pfi bunééném déleni, musi se DNA zdvajit, replikovat, slozitym
procesem za UCasti specifickych proteintd a enzymi. Rodi€ovska dvouSroubovice se rozdéli a ke kazdému
rodiCovskému vldknu je syntetizovano dcefiné vliakno enzymem polymeréaza Ill, ktery z rodiCovské
templatové [template = Sablona, matrice, vzor] kyseliny odecita pofadi nukleotidii a podle toho pfifazuje
spravné nukleotidy (podle zasad parovani bazi) do dcefiné ¢asti molekuly. Tento zplsob zmnozZeni DNA se
nazyva semikonzervativni zplsob replikace. Do dcefinych bunék takto pfejdou molekuly DNA, z nichz
kazda obsahuje jedno vlakno rodiovské a jedno vlakno nové syntetizované dcefiné molekuly DNA.

Replikace DNA

vedouci fetézec |
[}

5 . 3
[ kontinualni replikace

| Okazakiho fragmenty | l

O 0 diskontinualni replikace: vzdy 150-250 nukleotid
3 5

|
otalejici /vaznoudi /opozd'ujici se retézec

v

celkovy smér replikace

I - rodicovsky fetézec DNA

* = nové se syntetizujici fetézec DNA Retézce DNA tedy vykazuji urcitou
polaritu, danou smérem syntézy

0 = ligaza spojujici Okazakiho fragmenty

Rozvinuti a oddéleni fetézcu zajistuje enzym helikaza. K zahdjeni vlastni syntézy DNA je potfeba kratka RNA (010-200
nukleotidech) zvana primer [vyslovnost = prajmg], kterou syntetizuje enzym primaza, a ktera je pozdé&ji z DNA
odstranéna nukledzou a nahrazena odpovidajicim isekem DNA pomoci opravné polymerazy. Rust obou fetézcu
probiha soucasné, a to smérem 5°— 3’, Cili ve sméru fosfodiesterové vazby od 5. uhliku deoxyrib6zy predchoziho
nukleotidu ke 3. uhliku deoxyribézy nasledujiciho nukleotidu.

DNA polymeraza, odpovédna za rust fetézce, dokaze totiz navazovat pouze na alkoholickou skupinu na tfetim uhliku, a
proto také potfebuje jiz zminény primer, ktery tuto skupinu nabidne. Zatimco na tzv. vedoucim retézci probiha syntéza
bez problému kontinualné, na druhém, otalejicim retézci, probiha syntéza diskontinualné, protoze se po usecich vzdy
zpolymeruje 150 — 250 nukleotidovych fragmentd, tzv. Okazakiho fragmentt (stale ve sméru 5°— 3; viz obrazek dole).
Fragmenty jsou spojovany pomoci enzymu ligazy. Cela situace na otalejicim Fetézci je o to slozit&jsi, ze syntéza
kazdého fragmentu musi byt nastartovana separatnim primerem, ktery je ve chvili, kdy DNA polymeraza dosyntetizuje
fetézec az k nému odbouran nukleazou, opravna polymeraza doplni vzniklou mezeru nukleotidy a nakonec je fragment
pfipojen k pfedchazejicimu fragmentu ligazou. Tyto podrobnosti na obrazku nejsou uvedeny.
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Pro zvidavé studenty, replikace DNA, podrobnéjsi obrazek
(Zdroj: Wikipedie)

Replikace DNA; zde u eukaryot, ale situace je podobna i u prokaryot

DNA Primaza

’ ligaza  Primer
DNA polymeraza a

3
Lagging
strand |
5
S
Topoizomeraza
DNA polymeraza 6
Helikaza
SSB proteiny

Helikdza

Enzym, pfi pohybu podél DNA rozviji dvousroubovicové struktury, k tomu vyuZiva energii z hydrolyzy ATP
Topoizomerdza

Enzym ze skupiny izomeraz, umoznuje ménit terciarni strukturu DNA (tzv. supercoiling ¢i superhelix), tj.
nadsroubovicové vinuti, coz je dodatecné vinuti jiz vytvorené dvousroubovice (primarni a sekundarni struktura timto
enzymem ovlivnény nejsou). Topoizomeraza dohlizi pfi replikaci DNA na to, aby se v replikacni vidlici pfi rozmotdvani
vlakna DNA pomoci helikdz zbyvajici vlakno pfilis neutahlo (natolik, Ze by jiz neslo rozmotat).

SSB proteiny

(single-strain binding proteins), vazebné proteiny pro jednoduché fetézce, zabrariuji oddélenym vlakn{m znovu se
spojit

Primdza

Enzym, vytvarejici seky RNA dlouhé pfiblizné deset nukleotidl, které se paruji s templatovym retézcem (slouzi jako
primer) a poskytuji sv(ij 3’- konec jako zacatek pro DNA-polymerazu, kterd umi pouze pfipojovat nové nukleotidy k jiz
sparovanym nukleotidiim, ale nedokaZe zacit syntetizovat nové vlakno.

DNA-polymerdza

Enzym syntetizujici nové vlakno DNA podle plvodniho fetézce, katalyzuje pripojovéni nukleotid(i na 3'- konec
rostouciho retézce, kdy je vytvarena fosfodiesterova vazba mezi skupinou 3’- OH fetézce a 5’- fosfatovou skupinou
pridavaného nukleotidu (k zahajeni syntézy nesparovanych nukleotid(i vyzaduje primazu).

Ligdza Enzym spojujici Okazakiho fragmenty.

Tzv. ustfedni dogma molekuldrni biologie vychazi
z modelu znazornéného vpravo:

e  Genetickd informace je uloZena v jadie v DNA ve
formé gentl, sekvenci nukleotid(i, Gsek(l DNA, které Kopirovdni a sestfih
se po vhodném impulzu (a rozvinuti DNA) procesem
obdobnym vyse popsané replikaci DNA, kopiruji do
RNA, ktera prechazi do cytoplazmy.

e ZRNA jsou odstranény nekddujici sekvence (tzv.
sestrih) a

e naribozomech je prectena vlozend informace o
skladbé proteinu a jsou syntetizovany prislusné
proteiny (exprese Cili vyjadreni genu).

d—
<

Exprese

d—
<«
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Cast fetézce DNA, parovani bazi, polarizace
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RNA

Vyjadreni (exprese) genetické informace se realizuje | -
v prvnim stupni syntézou mRNA a dale syntézou bilkoviny OH \ /g
(enzymu, protilatky, strukturniho proteinu, apod.). Ve \ o

_ N
zkratce probiha tento déj tak, Ze se pfislusné misto na 07770 o o
DNA (gen) templatového retézce (ij. toho, ktery nenese OH \
pfimou informaci o struktufe bilkoviny, pfimou informaci /N NH
nese koédujici fetézec) okopiruje do RNA (mMRNA, Q ©oH < | P
messenger RNA, mediatorova RNA), coz je jednovlaknova 0=P—0 N N NH,
nukleova kyselina ,konstruovana“ podle stejnych zasad OH
jako vlakna DNA s tim rozdilem, jak jiz bylo uvedeno, Ze X
misto cukru deoxyribozy je v RNA ribéza a misto thyminu o
je v RNA baze uracil. Kopirovani se déje prakticky stejné, fF‘,io

jako replikace DNA: k pfislusSnému mistu na DNA se o :0: NH,
komplementarné vytvofi (nasyntetizuje) RNA, ktera se

posléze odpoji. Principy parovani jsou stejné (adenin- )

uracil, cytozin-guanin). Tuto ,pracovni kopii“, ktera ¢ o < | )
predstavuje stavebni plan bilkoviny, tj. pofadi aminokyselin 0=hH—0 o
v molekule proteinu, dokaze aparat proteosyntézy v burice OH

precist a podle ni ,sestrojit* pfislusnou bilkovinnou

makromolekulu. Dullezitou okolnosti je, Ze mMRNA nez OH OH

opusti jadro je ,sestfizena“ (nick), tzn., Ze jsou z ni odstranény Cast Fetézce RNA, ktera obsahuje, na rozdil od
tzv. introny (Useky nenesouci genetickou informaci), mezery a DNA, ribdzu a uracil, molekula je jednovlaknov
promotory (mista, kde zacina syntéza DNA), tedy je krat$i nez

puvodni Usek DNA a obsahuje pouze potfebné kopie gen(.

22.2.1. Polymorfismus DNA

Vyraz polymorfismus pochazi z feckych polys, mnohy a morfe, tvar. Znamena tvarovou pestrost,
mnohotvarnost, riznotvarost. Polymorfismus DNA odkazuje na vzajemnou odliSnost DNA uvnitf druhu.
Polymorfismus DNA muze byt délkovy a sekvencni. Nazvy naznacuji, Ze se bude jednat o riznorodost

v délce konkrétniho useku homologni DNA ¢&i 0 zménu v pofadi nukleotid( v konkrétnim Useku DNA,
predevsSim v genu.

Polymorfni gen je gen, ktery se v lidské populaci vyskytuje ve vice formach, tzv. alelach. Produktem
polymorfnich gent jsou i polymorfni proteiny. Lze tedy analyzovat jak proteiny, tak nukleovou kyselinu (viz
dale sekvencni polymorfismus). Genetické vySetfeni je vak citlivéjSi, rozliSi jemnéjsi rozdily, ma vétsi
informacni hodnotu a je méné zavislé na stafi a kvalité vzorku, nez vySetfeni proteinl. S rozvojem
molekularné genetickych praktik se postupné (od zhruba poloviny 80. let) pfechazi od analyzy proteind na
analyzu DNA. Polymorfni vS§ak mohou byt i useky DNA nekodujici proteiny, proto tento typ polymorfismu je
detekovatelny pouze na urovni DNA (viz VNTR).

Délkovy polymorfismus

Délkovy polymorfismu m{ize mit svdj plivod v opakovani kratkych motivd (sekvenci nukleotid(l), které tésné

nasedaji k sobé, tzv. VNTR (variable number of tandem repeats - variabilni pocet tandemovych opakovani).

Tato opakovani Ize nalézt v rdznych mistech lidského genomu, typicky v nekddujicich mistech (introny,

mezerniky). PoCet opakovani byva 4

— 40, typicky pocCet nukleotidl o
Sekvencni

v mOtIVU byva uvaden 2 - 50 paru Nahrada jednoho nukleotidu jinym v pfesné urcené
bazi. sekvenci DNA

Poznamka: Podrobnosti je tfeba hledat
v pfedmétu genetika. Obecné se rozlisuji Variabini pocet
klasicka satelitni DNA, mini- a mikrosatelitni tandemovych

Polymorfismus VNTR

DNA, rozli$ené poctem bazi v sekvenci. ) ) e
Mikrosatelity obsahuji 2-10 par( bazi, které Délkovy

se opakuji, minisatelity jsou delsi, obsahuji 20 B(_)dovahmu_tace
— 100 pard bazi. Terminu , mikrosatelity” S azjrhgaefesfﬁg}'j;ly
odpovidaji i pouzivané terminy ,Short mista bodovou mutaci,

deleci, inzerci...

Tandem Repeat (STR)“ a ,,Simple Sequence
Repeat (SSR)“. VNTR jsou mezi mikro- a
minisatelity.
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VNTR zfejmé vznikly diky chybam pfi rekombinaci nebo replikaci DNA. Existuje vysoka pravdépodobnost,
Ze jedinec ziskad, diky variabilité téchto sekvenci v populaci, rizné VNTR oblasti od kazdého z rodi¢u, a ze
dvé nepfibuzné osoby nebudou mit tyto oblasti stejné. Je tedy soubor kratkych tandemovych repetici pro
jedince (kromé& jednovajeénych dvojcat) unikatni. Na tomto polymorfismu jsou zaloZeny nékteré metody
genetické individualni identifikace (tzv. profilovani DNA), vyuzitelné napf. v kriminalistice.

Variabilni tandemové repetice Ize
e 0dstépit pomoci restricknich enzymu (srovnej dale RFLP na str. 22-9 a 22-11) nebo
o amplifikovat polymerdzovou fetézovou reakci (PCR).

V obou pfipadech pak nasleduje gelova elektroforéza, po které vétsSinou nasleduje Southerniv pfenos

(Southern blotting), jehoz soucasti je hybridizace se sondou (viz str.22-13). Sonda s fragmentem
hybridizuje, pokud je délka fragmentu se sondou komplementarni. Tak se zjisti délka fragmentu.

Délkovy polymorfismus restrikénich mist zptisobeny VNTR

I = restrikéni misto [ h =tandemovérepetice [} =cilovysegment

detekovatelny sondou

Alely obsahuji v okoli cilové oblasti tandemové repetice v rlizném poctu, v jednom pripadé je to Sest
repetici, v druhém pripadé pouze Ctyfi. Po Stépeni prislusnou endonukleazou bude v druhém pripadé
ziistén kratsi fragment (po elektroforéze a vizualizaci pomoci sondv).

Pfiklad vyuZziti délkového polymorfismu v kriminalistice

Soucasné pouzivanym lokusem v kriminalistice je lokus znamy jako THO1, ktery obsahuje opakovani bazi
T-C-A-T. Tento lokus existuje ve vice variantach, alelach, znamo je jich nejméné 20. V tomto mySlenkovém
pokusu uvazujeme variantu THO1.

Na nasledujicim schématu jsou uvedeni Ctyfi jedinci, A,B,C a D s riznym poctem opakovani tohoto lokusu:
jedinec A zdédil od jednoho svého rodi¢e deset opakovani THO1, od druhého tfi opakovani tohoto lokusu;
jedinec B zdédil pét a dvé opakovani, jedinec C sedm a tfi a jedinec D deset a dvé opakovani THO1.
Opakujici se sekvence TCAT (ij. lokusu THO1) je na schématu znazornéna obdélni¢kem.

VNTR THO1 jedinct A, B, C, D

A10/3
[ I [ ! |
[ I [ ! | ! B5/2
I | E—
[ ]l I [ J i J I [ c7/3
[ ]l I |
[ ]l I | | | | I J | J | D10/2
I || E—

1 = (opakujici se) sekvence nukleotidti TCAT (lokus THO1)

Vzorky od téchto jedincl a vzorek kriminalistického zajmu se podrobi PCR, pfipadné plsobeni restrikénich
enzymu (viz dale) a vznikla smés se rozdéli pomoci gelové elektroforézy. Soucasné se elektroforeticky
rozdéli i alelovy standard, ktery obsahuje riizné délky (opakovani) pozadovanych sekvenci. Po vizualizaci
elektroforeogramu se z rozlozeni jednotlivych frakci vylou€i podezreli, pfipadné urli pachatel.
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Elektroforéza tandemovych opakovani

AS KV A B C D
15 I
10 1 1 ] Wide Mini-Sub Cell GT
7 I I
Ukazka elektroforetické vany pro
5 elektroforézu v agarosovém gelu firmy
4 —— Bio-Rad
3 I —
2 — — —
1 —

AS = alelovy standard
KV = kriminalisticky vzorek "
A, B, C, D = ¢tyri podezreli PowerPac Universal Power Supply

Cervené barva ukazuje shodu podezielého C s kriminalistickym . . . .
vzorkem Univerzalni zdroj k elektroforetické

vang, fy Bio-Rad

Délkovy polymorfismus mGze mit svllj pavod i v bodové mutaci, jejimz nasledkem je zména restrikéniho
mista v DNA, a vysledkem jsou nestejné dlouhé $tépy u riznych (jednodruhovych) DNA pfi pouziti stejné
endonukleazy. Podstata tohoto druhu délkového polymorfismu spo€iva v posunu restrik€niho mista, takze
kromé& bodové mutace pfipadaji v ivahu jako pficiny zmény restrikéniho mista i dalsi mechanismy, napf.
inzerce, delece, translokace a inverze. V tomto pfipadé se hovofi o délkovém polymorfismu restrikénich
fragmentt (Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP , srovnej téZ na str. 22-11).

Délkovy polymorfismus restrikénich mist zptiisobeny zménou restrikéniho mista

. I I I

~ -
~ -
~ -
N -

1 2 Segment detekovatelny sondou 3

I EEREN

. N
. <
a I 3 5

Na hornim schematickém obrazku useku DNA (alela A) sou naznacena tfi restriCkni mista 1, 2 a 3.

Spodni obrazek (alela a) restrikéni misto 2 postrada, doslo zde k mutaci. Vysledek pusobeni restrikéniho enzymu
bude u obou alel rtizny.V pfipadé rodic¢t s témito genotypy AA, aa, Aa (vS8echny mozné kombinace), genotyp
potomkl muUze byt: AA, Aa, aA, aa (vSechny mozné kombinace).

Elektroforeticky obrazec maze vypadat napf. takto (vlevo mozni rodie, vpravo mozni potomci):

AA aa Aa Aa aA aa Aa AA

Sekvencni polymorfismus

Sekvenéni polymorfismus spo€iva v nahradé jednoho nukleotidu jinym v pfesné uréené sekvenci DNA,
pfipadné ve vyfazeni nukleotidu z této sekvence, nebo naopak vmezefeni nukleotidu do této sekvence.

Pfikladem jsou krevni skupiny, alely v HLA systému, isoenzymy, apod.

A*24032 AAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCCATGTGGCGGAGCAG
A*2418 AAGCGCAAGTGGGAGGCGGCCCATGAGGCGGAGCAG

V uvedeném pfikladu je zobrazen kratky usek DNA dvou HLA alel (HLA-A*24032 a HLA-A*2418), kde je
zvyraznéno misto v sekvenci, liSici se v jednom nukleotidu (T — A). Metodika vySetfovani tohoto typu
polymorfismu miize vychazet jak z exprese genu (viz uvedeny priklad), tak z genetické analyzy (jak bylo
uvedeno na zacatku tohoto odstavce).
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Single nucleotide polymorphism (SNP) je jednoduchy sekvenéni polymorfismus, kde jednotkou typizace
neni alela, ale nukleotid na pfesné pozici v chromozomu. V sou¢asné dob& ma vyuziti ,tandemovy® SNP pfi
zjistovani trisomii plodu z krve t&hotné Zeny.

22.3. Principy prace s nukleovymi kyselinami

22.3.1. Izolace a ¢isténi (purifikace) nukleovych kyselin

Zdrojem pro izolaci DNA byvaji, podle zamysSleného Ucelu, jadra leukocytd z krevnich vzorka, bunky Gstni
sliznice nebo vlasové kofinky, mohou to byt i spermie apod.

Krevni vzorky je nutno nejpozdéji do 3 hodin zmrazit a skladovat pfi teploté -70 °C. Pfi izolaci DNA je tfeba
rozbit membrany (bunécnou, jadernou), nejcastéji pouzitim detergentll a pfevést DNA do roztoku. Oddéli se
lipidy, proteiny a ostatni slozky bunééného obsahu a DNA se ziska precipitaci (napf. alkoholem,
izopropanolem aj.). Cely proces je kombinaci laboratornich postup(, jako je hemolyza, centrifugace,
homogenizace a pouziti rGznych detergentu.

Podobné RNA se ziskava z rozbitych bunék ultracentrifugaci, extrakci, pfipadné precipitaci (napf.
alkoholem, izopropanolem aj.). Cistota ziskanych preparat( se kontroluje spektrofotometrii pti dvou
vinovych délkach: 260 nm (absorbuji nukleové kyseliny) a 280 nm (absorbuji kontaminujici proteiny). P¥i
malych mnozstvich nukleovych kyselin se pouziva fluorimetrie s ethidiumbromidem.

Kontrola celistvosti ziskané DNA se provadi elektroforézou na agar6zovém gelu.

22.3.2. Pouziti restrikénich enzymu
Endonukleazy, také nazyvané restrikéni enzymy, $tépi DNA mezi urcitymi sekvencemi uvnitf molekuly..

Endonukleaza Stépena sekvence Vysledné stépy Zdroj (mikrob)
1
GGATCC G GATCC . . .
Bam Hi CCTAGG CCTAG p Bacillus amyloliquefaciens H
t
1
GTTAAC GTT AAC . .
Hpal CAATTG CAA TTG Haemophilus parainfluenzae
1)
1
GAATTC G AATTC L .
Eco RI CTTAAG CTTAA G Escherichia coli RY13
t
1
GCGC GCG C . )
Hha | ccco c cCco Haemophilus haemolyticus
t
1
GGCC GG CiC . )
Haelll cCcGa cc GG Haemophilus aegyptius
1)
1
AGCT AG CT
Alul TCGA TC GA Arthrobacter luteus
1)
1
GCGGCCGC GC GGCCGC e
Notl CGCCGGCG CGCCGG co Nocardia otitidis
1)
1
. AAGCTT A AGCTT S
Hindlll TTCGAA TTCGA A Haemophilus inphluenzae
1)
1
TCGA TEe GA .
Taq | AGCT AG cT Thermus aquaticus YTI
T
Smeér ¢teni horniho vliakna: 5°— 3° HPal, Haelll, Alul, Taql: tvofi $tépy s tzv. tupymi konci
Smeér ¢teni spodniho vliakna: 3'< 5 Hi, Eco RI, Hhal, Notl, Hindlll: tvofi se $tépy s tzv. pfesahujicimi konci

Poznamka: pro ,,presahujici konce” se pouziva i pojem ,lepivé konce”.
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Hydrolyzuji fosfodiesterové vazby v nukleovych kyselinach. Tvofi souast enzymového vybaveni bakterii.
Jimi se bakterie brani proti cizorodym DNA, které nahodné pronikly do jejich vnitfniho prostfedi. Jsou
pojmenovavany podle bakterii, z nichz byly izolovany: Eco Rl je z Escherichia coli, Bam HI je z Bacillus
amyloliquefaciens (prvni pismeno oznacuje rod, dal§i dvé pismena druh, mize nasledovat oznaceni kmene
a fimska Cislovka oznadujici poradi objevu). Kazdy enzym rozeznava specifickou sekvenci dvouvlaknové
DNA dlouhou 4 — 7 pard bazi a $tépi ji na rizné dlouhé Useky, fragmenty, podle individualniho pofadi
nukleotidti a rozpoznané sekvence. Stépy Ize izolovat (identifikovat a analyzovat) elektroforézou na
agarozovém nebo polyakrylamidovém gelu. Diky skute€nosti, Ze Stépeni probiha vzdy na charakteristickych
mistech DNA, Ize sestavit tzv. restrikcni mapy a rozliSovat rlizné DNA, protoZe pocet i délka fragmentu jsou
pro daného jedince specifické.

Mnohé ze specifickych sekvenci patfi mezi tzv. palindromické sekvence (palindrom je slovo nebo vyraz,
které se Cte stejné zepfedu i pozpatku a dava stejny smysl, napf. radar, kajak, krk, nepochopen, 999 apod.).

Palindromické sekvence v DNA jsou dvojiho typu:
e  zrcadlovd sekvence, napf. GTAATG, tato sekvence se Cte s obou stran stejné na jednom fetézci DNA (jednovlaknova
DNA), anebo to jsou
e  komplementdrni sekvence, které se ¢tou stejné z obou stran, ale kazda na jiném retézci DNA (dvouvlaknova DNA). Tyto
sekvence jsou znaméjsi a maji vétsi biologicky vyznam, nez zrcadlové sekvence, protoze restrikéni enzymy se obvykle
vazou jako homodimery (komplex tvoreny dvéma, obvykle nekovalentné vazanymi makromolekulami, v daném pripadé

endonukledzami), dochazi tak k odstépeni nukleotidovych pdri. Priklady komplementérnich sekvenci jsou uvedeny
v tabulce na predchazejici strané.

K déleni fragment( DNA se pouziva gelova elektroforéza, ktera tyto fragmenty rozdéli podle velikosti.

Déleni fragmenti DNA gelovou elektroforézou

5% 10% 15% 4~20%
) :f“ ] aﬂ m. fm " R
1 - | 1p . . (2
o beend | | = Na obrazku jsou ukazany
‘ Horni &ast polyakrylamidové gely o rlizné
V&S fragmenty 2: o ?ﬁf b koncentraci (5%, 10%, 15% a
e | U700 e | 1,500 e . .
m:: o | o | oo tzv. gradientovy gel o
oo | fomos! 1 e koncentraci 4-20%, umoZziujici
| a0 | | 2O . déleni fragmentl nukleovych
s | 100 | Smér délent kyselin o velikostech od 50 do
200 e SR i " ’ 7 o
A x| 1 750 nukleotidovych par(.
1 v v . v o
100 | | BT ol Soucasné je naznacen zpUsob
|
on | déleni jednotlivych fragmentd.
]
v S | v
e R | _ (Propagacni material fy Bio-Rad).
| | + Dolni ¢ast
Mensi fragmenty | ]
J

Vizualizaci fragmentd je mozno provést vazbou
fluorescencni latky na DNA (fluorescence fragmentu

v UV svétle, podobna technika je uZita napf. v tzv. FISH
technice, viz obr na str. 22-13), pfipadné& za&lenénim
radioaktivné znacenych nukleotidi do DNA — napf.
radionuklidu **P, ktery se zavede jesté pred $tépenim
do DNA ve formé fosfatu (srovnej s tabulkou na str. 22-
39, polynukleotidova kinaza). Tento B-zafic Ize
detekovat napf. pomoci autoradiografie (po pfilozeni
fotografického filmu na povrch gelu v ném dochazi

k expozici zpusobené zafenim a po vyvolani se objevi
obrazce poloh jednotlivych fragmentd, viz. obrazek na
str. 22-16). Firma Bio-Rad také pouZziva specialni
barvivo DNA, Fast Blast™ (coz je ukazano na vedlej$im
obrazku vpravo).NejobvyklejSim postupem vizualizace
fragmentu je, jak jiz bylo zminéno, Southern blotting,
ktery vyuziva rizné typy vizualizace, napf. hybridiza¢ni sondy.

7 x 10 cm ReadyAgarose™ gel
runs in the Mini-sub® cell GT cell
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Kombinacemi §tépeni riznymi endonukledzami se ziskaji riizné fragmenty a vysledkem jejich porovnani
jsou, jak jiz bylo také zminéno, tzv. restrikéni mapy. Jejich pomoci je mozno od sebe odlisit blizce pfibuzné.

Restrikéni enzymy sehraly zasadni roli v mapovani genomu, v poznavani genového polymorfismu atd.
Metoda charakterizace DNA s vyuzitim St€peni homolognich molekul DNA endonukledzami na fragmenty,
kdy jednotlivé alely jsou charakterizovany velikosti ziskanych §tépu, je znama jako RFLP (vyslovovano rif-
lip®, restriction fragment length polymorphism - délkovy polymorfismus restrikénich fragmentd, resp.
polymorfismus délek restrikCnich fragmentd).

Metoda RFLP, vyuzivajici restrikéni enzymy, patfila mezi dulezité nastroje mapovani genomu, lokalizace
genl zodpovédnych za genetické choroby, uréeni rizika chorob i paternitnich test(l. Navic, byla to prvni,
relativné levna, Siroce pouzivana metoda DNA typizace ve smyslu genetickych otisku prsti (DNA
profilovani, DNA testovani), ktera nasla své uplatnéni zejména ve forenzni (soudni) védé, kde byla
napomocna pfi identifikaci jedinct pomoci jejich DNA profild. S rozvojem oboru, zejména technik
sekvenovani DNA, byly v sou€asnosti zavedeny do praxe lepsi metody pro dany ucel.

Fragmenty, ziskané cilenym §tépenim restrikénimi enzymy, Ize vyuzit dale pfi tvorbé& chimérnich neboli
rekombinantnich DNA a pfi klonovani. Celkovy pocet pouzitelnych endonukleaz je asi 1500. Nékolik
pfikladd spolu se zdrojem, Stépenou sekvenci a vyslednymi §tépy je uvedeno v tabulce na str. 22-10.

Vedle restrikénich enzymU se nachazeji v bakterii i mistné specifické DNA-metylazy, které metylaci chrani
DNA pfed napadenim vlastnimi endonukleazami. V nékterych pfipadech je naopak metylace pro $tépeni
endonukleazami nezbytna. Znalost restrikénich endonukleaz citlivych na metylaci se uplatiuje

v diagnostickych studiich u fady onemocnéni.

22.3.3. Chimérni DNA, klonovani a rekombinantni proteiny

Stépy, ziskané pomoci restrikénich endonukledz je mozno navzajem (cileng) spojovat riznym zpsobem,
napf. s nékolikrat se opakujici sekvenci. Vznikaji tak umélé molekuly, které se nazyvaji chimérni [chimaira, F.
— ve starofeckych bajich obluda s ¢astmi téla Iva, draka, kozy], pfipadné& rekombinantni molekuly. Do molekuly Ize
vnést také konkrétni restrikéni misto, jehoz pomoci je mozno nasledny fragment snadno izolovat a pouzit

k dalSim ucelim. Testuji se moznosti vyuziti chimérnich a plazmidovych DNA k Ié¢bé nador( (tvorba
vakcin).

Pfipravu velkého mnozstvi identickych molekul DNA umoznuje klonovani. Za pomoci endonukleaz a DNA-
ligaz (enzymu spojujicich fragmenty DNA, viz tabulka v dodatku na str. 22-38) je v tzv. klonujicim vektoru
vytvofena chimérni (&i rekombinantni) DNA, do které je v€lenén fragment DNA, ktery je pfedmétem zajmu.
(Paul Berg, Nobelova cena za chemii v roce 1980).

Klonujici vektory jsou

e plasmidy bakterii (plasmid je mala kruhova dvouvlaknova DNA, kterda ma nékteré vlastnosti velmi vhodné pro
vnaseni cizich Gsekl DNA do své molekuly); plasmid neni soucasti bakteridlniho chromozomu a je schopen
replikace nezavisle na ném; existuje mnoho druhd plasmidd, nékteré z nich jsou schopné iniciovat bakteridlni
konjugaci a pfenos DNA (viz ddle v textu)

e kosmidy (plasmidy, do kterych mohou byt vneseny velké fragmenty DNA)

e Jinedrni molekuly DNA fdagu (fagy obsahuji obvykle linearni molekulu DNA, do niZ miZe byt vloZena cizi DNA,
na rGznych mistech stépitelnou restrikénimi enzymy).

Po zpétném vloZeni vektoru (procesem zvanym transformace) do hostitelské buriky (tj. bakterie), se

s pouzitim jejich regula¢nich systému DNA replikuje, v€etné vloZené cizorodé ¢asti. Tato technika umozruje
pfipravu velkého poctu identickych molekul DNA, které pak mohou byt charakterizovany nebo pouzity pro
dalsi cile (napf. pro vyrobu hybridizacnich sond). Jak bylo uvedeno, takovyto postup se obecné nazyva
klonovani.

Klon je velka populace identickych molekul, bakterii nebo bunék, které maji spole¢ného pfedka.
Pokud rekombinantni DNA pfedstavuje kompletni gen a jsou-li zajistény i ostatni nutné podminky pro

syntézu proteinl (idealni pfipad), je syntetizovan (rekombinantni) protein, ktery maze byt nasledné pouzit
napf. jako antigen v imunoanalyze. Proteinem muze ale byt i inzulin, faktor VIIl apod. (genové inZenyrstvi).
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Prenos genti u bakterii je mozny trojim zplsobem
1. konjugaci
2. transformaci
3. transdukci.

Bakterialni konjugaci mohou byt prenaseny geny pouze u bakterii, které obsahuji plasmid se schopnosti iniciovat
konjugaci a prenos DNA (napf. E.coli obsahuje tzv. F-plasmid, tj. fertility plasmid). Bakteridlni konjugace je pochod,
kdy dojde k zachyceni bakterie druhou bakterii pomoci pfivésku (pohlavni pilus) a vytvoreni cytoplasmatického
mustku, kterym je prenesena do druhé buriky kopie plasmidu. Pfi tomto pfenosu existuje DNA ve své normalni formé,
tj. ve vazbé s proteiny a nikdy neopousti své prirozené prostredi. U nékterych bakterii (E.coli) je to hlavni zplsob
prenosu gend.

Transformace je mechanismus pfenosu DNA upfednostriovany nékterymi bakterialnimi druhy, jakym je napt. padni
bakterie Bacillus subtilis. Pti tomto zpUsobu prenosu genetické informace bakterie zachyti fragmenty DNA pochazejici
z jinych mrtvych a rozbitych bakterii a prenese je pres svou bunéénou membranu dovnitf bunky. Fragment byva velmi
Casto rekombinaci zaclenén do genomu bakterie a stdva se jeho soucasti. Vysledkem muze byt takova radikalni
zména, Ze vysledny efekt dava dojem ,transformace” jednoho bakteridlniho kmenu v jiny — odtud nazev pochodu. Pfi
tomto déji se prendsi hold DNA, bez proteind a mimo své prirozené prostredi. Transformace nasla velké uplatnéni

v laboratorni praxi.

Transdukce je zpUsob prenosu genetické informace zprostfedkovany bakterialnimi viry, bakteriofagy. Fag injektuje
svou DNA do bakterialni buriky a tzv. mistné specifickou rekombinaci zacleni svou DNA do bakteridlniho chromozomu.
Za vhodnych podminek ,vystipne” svou DNA z rekombinantniho chromozomu a za vyuZziti syntetického aparatu
bakterie se pomnozi. Vystipnuti se nékdy déje nepresné a soucasti DNA faga se stane i ¢ast genomu bakterie, ktera je
takto pfenasena a mnoZena dal.

Shrnuto: pomoci molekularnich technik (technologie rekombinantni DNA) Ize syntetizujici aparat
prokaryontl (organism( s burikami s neostfe ohrani¢enym jadrem, tj. bakterii, napf. E.coli) pfinutit
produkovat rekombinantni proteiny. Vektory produkujici rekombinantni proteiny se nazyvaji expresivni
vektory. Tato technika mlze byt vyuzita i k primyslové vyrobé specifickych protein(.

DVA VYZNAMNE NUKLEOTIDY (s cukrem ribézou)

N
N =
AN
</ | | o N
I I . ) ~
HO—P—O—I|3—O—I|3—O o N
OH OH OH O
\P G OH
HO™ ||
OH OH 0]
ADENOSINTRIFOSFAT (ATP) CYKLICKY ADENOSINMONOFOSFAT (cAMP)
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22.4. Technologie (hybridizaénich) sond

22.4.1. Hybridiza€ni sondy

Hybridizaéni sondy jsou kratké useky nukleovych kyselin oznacené radionuklidem, chemiluminoforem,
haptenem, antigenem nebo enzymem, které jsou schopny se specificky vazat (hybridizovat) ke
komplementarnim sekvencim fetézce nukleové kyseliny, jiz mize byt jak DNA, tak RNA.

Hybridiza&ni sondy slouzi k vyhledavani charakteristickych sekvenci nukleovych kyselin napf. vird, bakterii,
plisni apod. Specializovana pracovisté si mohou potfebné sondy vyrabét sama (syntetické oligonukleotidy),
mnohé sondy jsou ovSem komer¢né dostupné.

22.4.2. Metody zalozené na technologii hybridizaénich sond

Retézce DNA jsou drzeny pohromadé vodikovymi mastky, coZ jsou relativné slabé vazby, rozrusitelné napt.
zmeénou teploty (zahfatim na pfiblizné 90 °C) nebo drastickou zménou pH. Vysledkem takovych &innosti
jsou dvé oddélena vlakna, Cili denaturace DNA. Pomalym odstranénim pficin denaturace dojde k renaturaci
neboli hybridizaci nukleové kyseliny — vlakna se znovu spoji a dvouretézcova struktura se obnovi. Je tfeba
si uvédomit, Zze hybridizovat mohou mezi sebou libovolné jednofetézcové molekuly nukleovych kyselin
(DNA/RNA, RNA/RNA, RNA/DNA), samoziejmé pouze v pfipadé, ze obsahuji komplementarni nukleotidové
sekvence. Skute¢nost, Ze tvorba dvouretézcovych molekul je podminéna komplementarni nukleotidovou
sekvenci, umoznuje detekci specifickych nukleotidovych sekvenci v DNA i RNA. K tomu se pravé vyuzivaji
hybridizacni sondy se znamou sekvenci nukleotid(.

V technologii hybridizacnich sond je vysledkem hybridizace hybrid, tj. dvouvlaknova molekula nukleové
kyseliny, slozena z jednoho vlakna testované nukleové kyseliny a z jednoho vlakna nukleové kyseliny
predstavovaného (hybridiza¢ni) sondou. Jak bylo uvedeno, jednovlaknové molekuly mohou byt DNA nebo
RNA a vysledkem mohou byt hybridy DNA-DNA, DNA-RNA nebo RNA-RNA. Nejsou-li jednovldknové
molekuly komplementarni, hybrid se nevytvofi. Tvorba hybridu je tudiz didkazem pfitomnosti hledané
sekvence.

Hybridizace se provadi

e in situ [in situ = na plivodnim misté&, ve své poloze],

e na pevnych nosi¢ich (membrany z nitratu celul6zy nebo z nylonu) a proces zviditelnéni a odliSeni od
ostatnich molekul vyzaduje jesté dalSi analytické techniky. Souhrn téchto technik se nazyva prenos.
V odborné literatufe se €asto vyskytuje nazev ,blotovani“ (blotting). Znamé techniky jsou dot, blot a
slot hybridizace, Southerntiv pfenos, hybridizace RNA (northern blotting) a dalsi

e SendviCova

e ve volném roztoku.

Technika FISH (Fluorescence In Situ Hybridization)

Je technika pouzivana k detekci sekvenci DNA v chromozomech nebo RNA sekvenci v burikach pfi studiu
telomer sav€ich chromosomd, v Iékafské diagnostice napf. k rozliSeni tuberkuléznich a netuberkuldéznich
mykobakterii aj. Sondy jsou znacené fluoresceinem a mozné vysledky testovani jsou vidét na obrazku.
Metody znaceni sond jsou rGizné. FISH technika je kombinaci klasické mikroskopie s moderni technikou
hybridizaénich sond.

Priikaz ribozomalni RNA (rRNA) bakterii FISH s PNA sondou. Detekce rtiznych ¢asti genomu.

Vlevo byl pouzit zeleny filtr, vpravo byl pouzit dualni filtr. Amplikony genu c-myc (Cervené) a
O PNA sondéch viz dale v textu. teritoria chromozc?mu 8 (z_elené) u bunék
HT29 (DNA modfre) -_zdro
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Dot /blot /slot hybridizace
Hybridizace na membranach, uréena pro detekci nukleové kyseliny upevnéné na membrané. Detekce se
provadi pomoci znaCené sondy.

N N N . Dot- Nazvy jsou odvozeny od tvaru
(- (- C (- (? (-\ p [teckal jednotlivych vzorkl nanesenych na
membranu:

dot- velmi pravidelny okrouhly tvar,
S| slot- velmi pravidelny protahly tvar,
ot- L. L ’
1 1 [§térbina, skvira] ~ blot- ruéné naneseny vzorek vice
méné nahodného tvaru

Video viz napr.: http://www.vectorlabs.com/tutorials.display.asp?id=15

Princip: DNA se extrahuje ze vzorku, denaturuje a navaze se bud adsorp&nimi silami na nitrocelulézovou &i
nylonovou membranu nebo kovalentnimi vazbami na papir aktivovany m-nitrobenzyloxymethyl bromidem
(srovnej téz kapitola 10, str.10-18). K pfenosu na pevny nosi¢ se vyuziva i vakuum nebo elektricky proud
(electroblotting), je-li pochod sam o sobé pomaly. Nenavazané nukleové kyseliny a proteiny se vymyji a
pevna faze (papir, nitrocelul6za) se inkubuje se sondou zna¢enu enzymem, radionuklidem apod. Po dalSim
promyti a inkubaci se substratem, resp. s vyuzitim jiné vizualiza€ni techniky, se v pfipadé, Ze hledana
nukleova kyselina je pfitomna ve vzorku, objevi barevné body. Pokud byl pouzit radioaktivni marker,
exponuje se autoradiogram. Tuto techniku |ze pouzit i pro $tépy nukleovych kyselin ziskanych restrik&nimi
enzymy. (Dot-, slot- blotting Ize pouzit i pro imobilizaci proteinu a jeho prilkaz pomoci znacené protilatky).

Sendvi¢ova (sandwich) metoda

Princip: Pouzivaji se dvé sondy: sonda navazana na pevnou fazi a ozna¢ena sonda. Analyzovana
nukleova kyselina se nejprve navaze na fixovanou sondu a nasledné reaguje s oznac¢enou sondou. Hodnota
méreného signalu (z oznac¢ené sondy) je pfimo umérna koncentraci analytu ve vzorku.

Southerntliv prenos (Southern blotting)

Southern(lv pfenos (a pfibuzné techniky viz kapitola 10, str. 10-18 ) vypovida jak o pfitomnosti, tak o
velikosti nukleové kyseliny hybridizujici s pouzitou sondou, protoze vlastni fixaci pfedchazi separaéni
technika, nejcastéji gelova elektroforéza, ktera rozdéli molekuly podle velikosti.

Princip Southernova prfenosu: DNA z jadernych tkani je pomoci endonukleaz rozdélena na fragmenty,
které sice mohou mit riznou délku, ale vzdy zacinaji a kong&i stejnou bazi (napf. T na zacatku a A na konci
pfi pouziti Hpa |, viz tabulka Endonukleazy na str.22-9).

Tyto fragmenty se rozdéli podle délky svého fetézce gelovou elektroforézou, pfenesou se na nitrocelulézovy
prouzek a nechaji se hybridizovat spolu s ozna¢enou sondou.

Zvolena DNA sonda je komplementarni s cilovym fragmentem, tzn., Ze napf. sonda GATA se paruje

s cilovym fragmentem CTAT .

Vizualizace ethidiumbromidem je na obrazku, na str. 22-19

Southerniv pfenos

-GTTAAC-.......... -GTTAAC-
i 1
Stépeni DNA restrikénim enzymem (v daném pripadé Hpa )

rozdéleni fragmentu

gelova ELFO
l podle velikosti

B - pfeneseni na —_ pfidani znacené T\ inkubace se substratem:
_ prouzek nitrocelulézy _ sondy: hybridizace R zviditelnéni -
- > — > \T\ > =
+ - N N\ =
- - I\
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Casto se jako sondy vybiraji oligonukleotidy se znamou sekvenci 15-25 bazi. Oligonukleotid (CAC)s ma
nejvétsi individualizaéni potencial u lidi, protoze (CAC)s ,otisky prstd” (fingerprints) jsou rizné u vSech
lidskych jedincli, kromé& homozygotnich dvoj¢at.

PFibuzné techniky jsou
- northernovy pfenos (pro RNA) a
- westernovy pfenos (pro proteiny)
- southwesternovy prenos (srovnej téz kapitola 13, str. 13 -18) .

Poznamka: Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 13 na str. 13-18, jsou nazvy northernovy a westernovy slovnimi hrickami,
nebot southern blotting, nazvany po svém strdjci Edwin Mellor Southernovi v pfekladu znamena jizni, zmiriované
techniky pak severni, zapadni a jihozapadni(prenos, blotting).

Southernuyv prenos s radioaktivné znacenou sondou

nylonova membrana s

rozstépgné DNA BIA:

= nylonova membrana
N
$ \
5 _
7 .
////// :
/// "‘. / 3

’ sonda

autoradiografie

PNA sondy

V roce 1991 byl u€inén zajimavy objev: polymerni molekula N-(2-aminoetyl)-glycinpolyamidu m{ze nést
purinové a pyrimidinové baze, které se mohou parovat podobné jako v DNA, a to dokonce s jesté vyssi
afinitou. Porovnani obou molekul a chimérni molekula PNA-DNA jsou uvedeny na obrazku. Oligomery PNA
jsou svymi vlastnostmi vhodné pro pouziti jako hybridiza¢ni sondy v raznych typech molekularné
biologickych laboratornich technik.

Chimérni molekula PNA-DNA (zcela vlevo) a molekuly PNA a DNA

I\c chimérni molekula
DNH,
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SHRNUTI - OBECNY POSTUP PRI HYBRIDIZACI

Denaturace analyzované nukleové kyseliny, R
aby poskytla jednovlaknovou sekvenci

nukleové kyseliny (pisobenim alkalii ¢i

zahfivanim, viz téz odstavec 20.5.1.), pfipadné

jesté plsobeni restrikénich enzymu

Vybér sondy s odpovidajici cilovou sekvenci. “ bhmeﬂ

Sondy mohou byt

- synteticke (oligonukleotidy), Zaftizeni pro dot-blotting pomoci vakua

- klonované (rekombinanty), Blizsi podrobnosti viz na www.biometra.com
nebo to mohou byt
- oznacené jednovlaknové
genomické sekvence I
[« ke with §&
U:d hu“wmmwwir '
[ I
Mambrana Serwar
Wharman 3 filer poper ——
Silicons ssding sheat ———
Suppart ——

Aplikace vhodné techniky, tj.
- hybridizace na membranach | | | |

(dot, blot, slot, Southernovo [ | H
blotovani apod.),
- sendvic¢ova hybridizace,

- hybridizace ve volném L"_U" INIRININIRINIEI "JJ,J_U
roztoku a nasledna separace
hybrid od volné sondy napf. Tank
7 / | Vocuum connechor

pomoci hvdroxv(Dapatitu.

Stabilizer

Princip funkce blotovaciho zafizeni

22.5. Amplifikacni techniky

Souc¢asné moznosti molekularné-biologické diagnostiky by nebyly mozné bez rozvoje amplifikaénich metod.
Casto se stava, Ze cilova nukleova kyselina neni pfitomna v mnozstvi postadujicim pro genetické studie &i
detekci mikroorganismu. Proto, aby se zvysila analyticka citlivost, musi byt nukleova kyselina specificky
replikovana, tj. zmnoZena, pfipadé musi byt zesilen (amplifikovan) detekéni signal. K replikaci nukleové
kyseliny, kromé klonovani, tedy slouzi i amplifikacni metody.

[amplificare, |. = rozs§ifit, zvétsit]

Rozdéleni amplifikaénich metod:

Amplifikace sekvenci nukleovych kyselin
(Target Amplificatvion; target, angl. = cil, plan, tkol; vyslov [taget])
- PCR (Retézova polymerazova reakce)
- LCR (Ret&zova ligazova reakce)
- LDR (Detekéni ligazova reakce) Amplifikace sekvenci
- LAR (Ligazova amplifika¢ni reakce) nukleovych kyselin
- RT-PCR (reverzné transkripcni PCR)
- NASBA, 3SR (Self-sustained sequence replication)
- TAS (transkripéné-amplifikaéni systém)
- TMA (Transcription Mediated Amplification)
- SDA (Strain Diplacement Amplification)
e Amplifikace hybridizacni sondy Amplifikace signélu
- Q-beta replikazova amplifikace
e Amplifikace signalu

- bDNA (Multiple Sandwich Assay = branch DNA Assay)
Pavel Nezbeda 22-17
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22.5.1. Amplifikace sekvenci nukleovych kyselin

Retézova polymerazova reakce (PCR)

objevil Kari Mullis z americké firmy Cetus Corporation polymerazovou fetézovou reakci (Polymerase Chain
Reaction, PCR, Nobelova cena z roku 1994), coz je metoda pro enzymovou syntézu sekvenci DNA in vitro,
presnéji, je to metoda zmnozeni urcité sekvence DNA.

Reakce vyuziva pfirozené viastnosti DNA vytvaret (z pfitomnych aktivovanych bazi za pfispéni polymerazy)
dvousroubovici parovanim komplementarnich bazi nukleotidd, k jiz pfitomnému fetézci nukleotidi. Kromé
ostatnich nutnych ingredienci musi byt v reakéni smési pfitomny dva syntetické feté€zce (primery; vyslov:
prajmry), komplementarni s oblasti (na obou vlaknech DNA) sousedici s usekem, ktery ma byt amplifikovan.

Po rozdéleni dvojvlakna DNA, navazou se primery do téchto komplementarnich sekvenci (hybriduji) a
ohrani€uji Zadanou oblast. Kazdé vlakno je pak kopirovano polymerazou pocinajic od primeru (primer se
prodluzuje kopirovanim useku testované DNA). Tento proces se opakuje do vytvoreni dostate¢ného
mnozstvi materialu, tj. segmentl DNA o definované délce a sekvenci, ktery se dale testuje fyzikalné-
chemickymi metodami. PCR umoznuje mnozit sekvence DNA o délce od 50-100 parl bazi do 2,5 tisice
paru bazi.

V3e je patrno ze schématu na str. 22-19.

Analyza nukleovych kyselin pomoci PCR sestava ze tfi kroku:
e separace nukleové kyseliny z biologického vzorku

e vlastni PCR
¢ oddéleni a identifikace cilové (target) sekvence nukleové kyseliny

Separace nukleové kyseliny z biologického vzorku: vzorek se homogenizuje, lyzuji se buriky nukleova
kyselina se ziska extrakci nebo sorpci na sorbenty ve specialnich zkumavkach (viz téz odst. 22.3.).

Vliastni PCR:

- DNA se zahfteje na optiméalné 95 °C (tolerancni rozpéti je 92 — 98 °C), teplota se udrZuje po dobu 15 —
60 sekund (podle velikosti fragmentd); tepelnou denaturaci dojde k rozstépeni dvojviakna na dvé
jednoducha vldkna, tzv. templatové nebo matricové molekuly DNA (1. cyklus na obrazku )

- pfi ochlazeni na teplotu 50 - 55 °C se na hledané cilové sekvence rozpojeného dvojvliakna DNA napoji
komplementarni syntetické primery, neboli oligonukleotidové sondy, které fidi syntézu novych viaken
(na obrazku ,Hybridizace primerd....")

- znovu zahrati, tentokrat na 72 °C (rozpéti 70 — 74 °C, pro nékteré pfipady az 80 °C), tepelné odolna
DNA-polymeraza (napf. Taq z bakterie Thermus aquatiqus jejiz zivotni optimum je 70 - 80 °C)
dosyntetizuje (z aktivovanych bazi) od primeru k viaknu DNA chybéjici komplementarni ¢ast a
dosyntetizovana vlakna se znovu spoji do dvojvlakna; reakce trva 1— 15 minut (na obr. ,Syntéza
DNA...%

LightCycler 1.5 fy Roche

Pro rychlou PCR v redlném ¢ase. UmoZiuje kvantifikaci genové
exprese, detekci SNP (polymorfismus sekvenci liSicich se pouze

v jedné bazi, viz téz str. 22-23).

Je uréen pro diagnostické aplikace, Ize uZit i v biologickém
vyzkumu, pfi analyze potravin a v soudnich a jinych laboratornich
disciplindch, kde se vyZaduje pouZiti PCR.

HohtCycler Princip €innosti pFistroje je na obrazku na str. 22-23.

Existuje nékoli modifikaci ptistroj LightCycler (vice podrobnostiina
strankach Rohce Diagnostics.cz, nebo Roche.com
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Schéma PCR

Mista pro T . Mista pro
P Cilova oblast/ target region P

nasednuti o § nasednuti
m primerd (oblast, kterda ma byt zmnozena) primert

1. cyklus | Denaturace DNA pfi 92 — 98 °C (oddéleni Fetézct z dojvlakna) I

Koncem druhého cyklu se vytvori dva fragmenty DNA ohranicené parem primer(
(na schématu jsou to prostfedni obrazce oznacené | a ll).
Od tretiho cyklu se tyto dva fragmenty mnoZi exponencialné.

Pozndamka: V prvnim kroku syntéza pokracuje aZ za cilovou oblast, ale v ndslednych krocich se mnozi prevézné Useky mezi dvéma primery (Ize se
myslenkové presvédcit s kouskem papiru a tuzkou v ruce, nebo podle obrdzku - 2. cyklus, I. 11)
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Inkubaéni smés obsahuje vzorek, polymerazu, aktivované baze (smés nukleotidtrifosfatu ¢tyr bazi —
adeninu, guaninu, cytosinu a thyminu) a nezbytné kofaktory (pfedevsim KCI a MgCl,). Cely cyklus se
opakuje 15 — 30x. Uplna replikace cilové sekvence nukleové kyseliny trva asi hodinu, pavodni podet
cilovych sekvenci se zmnozi (amplifikuje) na 10° az 10°. Namnozené Gseky DNA se nazyvaji amplikony.
Zde je zfejmé, ze kritickym bodem je pfiprava vzorku. Je nutno zajistit, aby amplifikovana molekula byla
prave jen ta sledovana a nikoliv jina, zavle€ena do reakce nahodné. Opakovatelnost a kontrola kvality
(positivni a negativni kontroly) jsou zakladnimi podminkami PCR.

Exponencialni rist cilové sekvence v PCR

Od tretiho cyklu vznikaji
fragmenty analyzované
oblasti, ohrani¢ené parem
primer(, geometrickou
fadou.

|
A
A A

analyzovana oblast DNA

R
I

templatova DNA —

/\ /Li
AN AN

»Poloprodukty” z templatu
vznikaji aritmetickou fadou.

————
20, 30, 35,.... cykld

< < Po 30 cyklech vznikne 2%
< tj. 107 milion( kopii

fragmentd DNA.

2% = 4 kopie

2° = 8 kopii

2* = 16 kopii 05 =

1
w
N
~
[e)

°

Spoustu nazornych obrazk( PCR Ize ,vyguglovat” napt. zde. Video PCR zde.

Pristrojem pro PCR je termocykler, ktery musi zaru€ovat dokonalé fazovani a opakovani cykld velmi
rychlého zahfivani, chlazeni a drzeni naprogramovanych teplot.

Tamp. (T)

Ridici teplotni kiivka pFistroje Termocykler Porter

Timels)

Na obrazcich na dalSi strané jsou ukazany malé pristroje MyCycler Thermal Cycler a MJ Mini Thermal
Cycler firmy Bio-Rad. Na obrazku na str. 9-21 je schéma pfistroje LightCycIer® firmy Roche.
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MyCycler Thermal Cycler a MJ Mini Thermal Cycler firmy Bio-Rad

MJ Mini Thermal Cycler

MyCycler Thermal Cycler

Oddéleni a identifikace cilové sekvence nukleové kyseliny

se provadi bud elektroforeticky s naslednym vybarvenim frakci, nebo se k jejimu oddéleni z reakéni smési
vyuzivaji biotinylované primery s avidinovym muistkem a hybridizacni sondy. Poté nasleduje déleni
elektroforézou nebo techniky sendvi¢ové ELISA. Primery mohou byt znaceny radionuklidem, fluoroforem i
jinak a k detekci se vyuziva autoradiografie nebo fluorimetrie. Hybridiza¢ni sondy slouzi ¢asto jak k oddéleni
hledané latky, tak k potvrzeni (konfirmaci) jeji identity.

Casto uzivanou technikou pro identifikaci produktti PCR je gelovd elektroforéza, a to na gelech agarézy
(obvykle 2% gel) nebo polyakrylamidu (4-6% gel). V fadé pfipadl Ize produkt oddélit gelovou elektroforézou
a zviditelnit vybarvenim zdén stfibrem (vysledkem jsou &ervené zony) nebo ethidiumbromidem (zény v UV
svétle fluoreskuiji).

Ukazka vysledku gelové elektroforézy (vlevo) a vizualizace ethidium bromidem po agaroforéze (vpravo)

e m e e meee e e e

Ethidium bromide stained
agarose gel

Vizualizace ethidium
bromidem

264 bp

L P9
n e e

1000
100
10

1

0.1
0.01
0.001

Real time PCR, fetézova polymerazova reakce v realném case
PCR v realném Case umoziiuje bezprostredni kvantifikaci bud pomoci
barviv (pouzivaji se tzv. interkalaéni barviva, tj. napf. ethidium

Termin interkalace oznacuje proces pfi némz je molekula nebo ion (host) umistovan ‘ .
do hostitelské mfizky. Struktura hostitelské casti zlistava v komplexu host-hostitel hostitel ‘

neboli v interkalacni slouceniné (interkalatu) stejnd nebo pouze mirné odlisné od
plvodniho hostitele. Probihajici interkalace byva chemicky nebo terméiné
reverzibilni. Casto jsou pouzivany pro interkalaéni reakce i jiné pojmy jako inzerce,
inkluze, nebo topotakticka reakce, ale vsechny spadaji do vyse uvedené definice.
Interkalacni chemie tak patfi k jedné z oblasti supramolekuldrni (¢esky nékdy téz o
nadmolekularni) chemie. http://www.upce.cz/fcht/slchpl/vyzkum/interkalacni.htm! interkaldt
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bromid), kdy se barvivo dostane mezi dvé vidkna DNA a v této formé& intenzivné fluoreskuje (viz obrdzek na
predchozi strané), kdeZto mimo tato viakna je fluorescence barviva miziva. Dal$i zpusob je pomoci
fluorescencné znacenych oligonuleotidovych sond, které hybridizuji urcitou cilovou sekvenci uvnitf
amplifikované oblasti a pfi této Cinnosti zvySuji svou fluorescencni aktivitu. Je to umoznéno tim, ze kromé
fluorescenéni latky je na sondu navazana dal$i molekula, tzv. quencher (zhaseci molekula), ktera, pokud je
v blizkosti fluorescenéniho barviva, potlacuje jeho fluorescenci/aktivitu. Po hybridizaci, tj. rozvinuti plvodné
svinuté molekuly, se quencher od barviva oddali a tim mu umozni se projevit. VSe je zfejmé z nasledujicich
obrazku:

Fig. 2
Target
\ +
Probe sequence
Hexamer stem Molecular
. ——— Polymethylene spacer Beacon
__,—?—
. Fluorophore e.g. FAM
QO - ___——— Quencher e.g. DABCYL

~

\

Oligonukleotidova sonda znacena fluoroforem
Vysvétlivky: ~ ‘3__ \ Hyb"d
probe = sonda -

a
Fluorophore Quencher

stem = stonek, stopka,noZka

spacer = rozpérka, vymezovac, distancni vlozka
e.g. = napr. (FAM a DABCYL jsou konkrétni Idtky)
beacon (obr. vpravo) = majdk, svételna boje
target = cil

Princip funkce oligonukleotidové sondy

Mnohonasobna ¢&ili multiplexni real time PCR
Vyraz multiplexni vyjadfuje skute¢nost, Ze je v jedné kyveté sou€asné amplifikovano nékolik odlisnych
useku DNA. Pouziva se nékolik part primera s odliSnou specifitou. Smyslem je sou€asna detekce nékolika
useku nukleovych kyselin, napf. sou€asna detekce vice druhtd mikroorganismu, spole¢na detekce cilového
genu apod. Tato forma PCR S$etfi ¢as a naklady na analyzu. Detekce je mozna vyuzitim oligonukletidovych
sond pfislusnych konkrétni amplifikované oblasti, pfi¢emz kazda pfisluSna sonda je oznaCena jinym
fluoroforem a fluorofory se vzajemneé liSi emisnimi spektry. Jednotlivé emise jsou odecitany v pfislusnych
.Kanalech” a plati teze ,jeden kanal — jeden cil (farget)”. Toto paradigma (vzor, priklad, model, urity vzor
vztaht, vzorec mySleni) je pfekonano novymi technikami, o nichz bude zminka v Dodatku. Multiplexové
analyzy se jiz osvédCily v medicinské praxi (napf. béhem pandemie chfipky zplsobené v roce 2009 virem
H1N1, pfi genotypizaci BCR-Abl u leukemie dospélych a pfi detekci pFi¢innych/kauzalnich patogenu sepse).
Multiplexové analyzy vSak pfinaseji i nékteré problémy a jsou uréitym zplisobem omezeny. Problémem jsou
napf. nespecifické amplifikace.
PCR je vysoce citliva metoda nachylna k pfenosu (carry over) rozmnoZenych cilovych sekvenci z jednoho
vzorku do druhého, pracuje se proto v oddélenych prostorach (pfiprava vzorku, vliastni PCR a identifikace
cilové sekvence nukleové kyseliny), ve flow-boxech, s riznym personalem. Mistnosti i pfistroje jsou
pribézné sterilizovany gama-zarenim, UV-zafenim pfip. chemickymi prostfedky. Existuji i jiné prostfedky na
potlaeni kontaminace, napf. zaména aktivovaného thyminu v reakéni smési za aktivovany uridin, coz spolu
s enzymem uracil-N-glykosylazou znemoZzhuje replikaci ,nespravné® nukleové kyseliny s kyselinou
obsahujici uridin.
Metoda (PCR) dovoluje namnoZzit a analyzovat (Useky) DNA z jediné buriky, z vlasového vacku nebo
spermatu. Z toho je zjevné jeji vyuZiti v soudnim lékafstvi.
Retézova reakce se také pouziva
k detekci infekénich agens
v prenatalni genetické diagnostice
k detekci alelického polymorfismu (amplifikace u metod RFLP, VNTR, STR, viz odstavec 22.4.)
k pfesnému urceni typu tkané pro transplantaci
ke studiu evoluce s pouzitim DNA z archeologickych nalez(
v zakladnim vyzkumu

o dal3i oblasti jejiho vyuZiti se jisté jesté objevi.
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Schéma pristroje LightCycler © firmy Roche (se &étyimi ,kanaly“ pro jednotliva svétla)

Heating coil

Sealed 26 pﬂLﬂsampIe
capillary with superior
surface-to-volume ratio

Stepper motor to Thermal Fan Maintenance- | Photohybrids | Microvolume Stepper
position samples chamber free LED light fluorimeter with motor
over optics source Rodenstock to position
quality optics fluorimete
Slovnik k obrazku: Maintenace-free LED light source = bezudrzbovy LED zdroj svétla
Heating coil = topnd spirdla Microvolume fluorimetr = mikroobjemovy fluorimetr
Stepper motor to position sampes over Stepper motor to position fluorimeter = krokovy motor pro nastaveni fluorimetru
optics = krokovy motor k posunu vzorkd Sealed 20 pl sample capillary with superior surface-to-volume ratio = utésnénd
nad optiku 20 ul vzorkovd kapildra s vynikajicim pomérem povrch/objem
Thermal chamber = vyhfivand komdrka Carousel with capacity for 32 samples = karusel s kapacitou pro 32 vzorkd.
Fan = vétrak Air rating and cooling for rapid temperature ramping = ohfivaci a chladici vzduch
Photohybrids = fotondsobice k rychlému nastaveni teploty

Existuje fada modifikaci PCR:

- ,hested“ PCR, [nested = vnofena smycka, vnoreny cyklus], kdy templatem je produkt reakce pfedchazejici

- asymetricka PCR (umoznuje syntézu jenom z jednoho vlakna z dvojice viaken DNA

- SSPR (single strand producing reaction = reakce produkujici jednotlivé/jednoduché fetézce)

- jiz zminéna multiplexova reakce pouzivana k testovani mnoha deleci a bodovych mutaci v jedné
amplifikaéni reakci

- analyza heteroduplex( pouzivana k detekci mutaci genetickych onemocnéni

- AS-PCR (alelové specifickd PCR) pro detekci bodovych mutaci a malych deleci

- ARMS (amplifikacni refrakéni mutacni systém) — varianta AS-PCR se stejnym pouZitim

- PSM (PCR — mediated site directed mutagenesis, zprostfedkovana fizena mutagenese béhem
PCR), metoda pro identifikaci specifickych alel umélou zménou sekvence (dojde k vytvofeni nového
nebo zaniku pavodniho restrikéniho mista pro endonukleazu) béhem PCR

- RACE, metoda rychlé amplifikace cDNA koncu pomoci PCR

- a nékteré jiné.

Podrobnosti o téchto a jinych metoddch viz napt. na adrese http://www.lf2.cuni.cz/Projekty/prusa-dna/newlook/defa6.htm
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Retézova ligazova reakce (LCR, LAR) a ligazova detekéni reakce (LDR)

Ret&zova ligazova reakce je alternativni amplifikaéni technikou k PCR. Je uréena k detekci stopovych
mnozstvi DNA o znamé sekvenci. Plivodné byla (v roce 1980) popsana jako ligazova amplifikacni reakce
(LAR). Je to amplifikaéni metoda uréena pfedevsim pro automatizaci. Mze se kombinovat s PCR ¢&i jinymi
metodami a muze byt pfimo pouzita k detekci bodovych mutaci (LDR).

Hlavni charakteristiky LCR ve srovnani s PCR jsou:

e PCR pouziva dva primery, aby ziskala tfi ¢asti informace
- pfitomnost cilové sekvence
- délka sekvence
- sekvence mezi primery

o LCR pouziva Ctyfi primery, aby ziskala dvé ¢asti informace
- pFitomnost sousedici cilové oblasti
- perfektni komplementaritu primerd na jejich vazebnych stranach

Princip: LCR vychazi z replikace DNA in vivo, tj. jak probiha v Zzivém organismu, konkrétné z principu
otalejiciho fetézce (viz obr.na str. 22-5.). K pokryti cilové sekvence DNA se pouziji dva sousedici pary
primer(. Kazdy z téchto primer( je komplementarni k jednomu viaknu DNA. Po navazani primer( na vlakno
DNA a dosyntetizovani asi 10 nukleotid ve sméru 3"—5"(vyplnéni mezery mezi primery) spoji ligaza
pfitomna v reakéni smési vzdy druhy primer z obou par( primerl s prvnim. Spojené pary primerud tvori
zaklad pro dalsi replikaci, coz vede k exponencialnimu narustu cilové sekvence.

Na obrazku je znazornéna prvni faze LCR, kdy z puvodnich dvou viaken DNA vznikaji étyfi viakna.

Retézova ligazova reakce

' originalni DNA
P

primery

B B

............................ ' sousedici primery 1 a 2 '
sousedici primery 3 a 4

ligaza z reakcnl smési ligaza z reak¢éni smési

A-denaturace dvojvlakna DNA, pokryti cilové sekvence dvéma primery
B-vyplnéni mezery mezi primery (max. 10 nukleotidt) a spojeni druhého primeru s prvnim primerem

Aby ligaza mohla spojit sousedici primery, je potfeba, aby na misté spojeni primerl bylo dokonalé parovani
bazi. Tato reakce je vhodna k detekci okamzitych mnozstvi DNA, {j. vira a bakterii.

Podminka dokonalého parovani bazi v misté spojeni primeru ligazou, pro ispésné probéhnuti LCR, muze
byt vyuzita pro detekci bodovych mutaci (LDR). V tomto pfipadé se v oddélenych reakénich smésich
pouzivaji primery s ,divokou*® tj. pfirozenou a ,mutantni“ sekvenci. Mutantni sekvence primeru se mize
parovat pouze s mutantni sekvenci testované DNA a divoka sekvence primeru se mlze vazat pouze

s divokou sekvenci testované DNA. V rutinni praxi se primery spojuji pomoci ,mustku® (jako je biotin a
podobné latky) s fluorescenénimi barvivy, takze navazany produkt mize byt elegantné detekovan.

Poznamka: MUDr. Emil Pavlik, z jehoZ ¢lank( uvefejnénych v ¢asopise Labor Actuell fy Roche bylo v této praci také ¢erpano, fadi
LAR do amplifikacnich technik hybridiza¢nich sond: Molekularné biologické techniky pro mikrobiologickou diagnostiku — ¢ast 6,
MUDr. Emil Pavlik, Univerzita Karlova, 1. LF UK, Ustav pro lékaFskou mikrobiologii Praha; viz té7 pozndmka | na str. 22-32. Faktem
je, Ze takto se dd namnozit cilova sekvence pro hybridizaéni sondu.

Reverzné transkripéni fetézova polymerazova reakce (RT-PCR)

PCR amplifikuje DNA, pfitom fada vird ma pouze RNA a PCR v pfedloZzené podobé nelze pouzit. Pro pfimy
prukaz virl byla vyvinuta RT-PCR, ktera vyuziva vlastnosti enzymu reverzni transkriptazy ziskané

z retrovird: tento enzym ,umi® pfepsat RNA do DNA, oznacované cDNA (copyDNA). Je to polymeraza
z4visla na RNA a pouZije-li se mRNA (viz str. 22-7) jako sonda, je mozné piepsat (kopirovat, copy) mRNA
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do dvouvldknové cDNA. Po tomto pfepisu nédsleduje PCR. Reverzni transkriptaza je vyuZita i v jinych
technikach, napf. v déle popsanych NASBA/3SR aj.

Transkripéné-amplifikacni systém (TAS, Transcription-based Amplification System)

TAS je metoda vyvinuta pro detekci charakteristické oblasti RNA viru HIV-1. V prvni fazi reakce se pomoci
reverzni transkriptazy syntetizuje podle virové RNA komplementarni fetézec DNA (cDNA), ktery pak slouzi
jako templat pro syntézu (transkripci, pfepis) RNA, coz je umoznéno RNA polymerazou z bakteriofaga. Bylo
popsano, Ze tato technika umoziuije zjistit jednu infikovanou buriku v populaci 10° neinfikovanych bunék.

Self-sustained sequence replication (NASBA, 3SR)

e NASBA = Nucleic Acid Sequence Based Amplification

e 3SR = Self-sustained sequence Replication (sebepodporujici, autopodporujici, sekvenéni replikace)
Jedna se v principu o stejné techniky pochazejici ze dvou nezavislych zdrojl. V podstaté jde o pfirodni
replikacni proces retrovirt realizovany in vitro. Je to metoda uréena pfedevsim k amplifikaci RNA, ale da se
pouzit i pro amplifikaci DNA. Jak je vidét z nasledujiciho obrazku (viz.dale odkazy na tento obrazek vpravo vedle
ného), akce se zu&astnuji tfi enzymy, a to O reverzni transkriptaza, T7 RNA polymeraza a RNaza H.

Schéma NASBA/3SR

Krok 1 a 2:
1 EANANANANANSAASAAL 3 RNA piivodni Cilova RNA (Gervena vinovka) je

w4 X F DNA

= ) reverzni transkriptazou s vyuzitim
2 "W . 2:: Pinadnl primeru A piepisovana do cDNA (&erna
wemes ¥ vinovka)
3 3 oo 3 RNA podvedni
% ¥ DNA Krok 3:
AN AN AL

4 R A 5 DNA Dalsi enzym, RNaza H, sou¢asné
5 e oV destruuje puvodni (cilovou) RNA
: . (rozpadla Cervena vinovka)
5 ¥y ; 1 & DNA
6 + AR s DNA Kroky 4,’5a6: o o
VLV VL VL Ny v o i DNA Reverzni transkriptaza, ktera ma
¥ " welymciaa polymerazovou aktivitu, syntetizuje,
7 ¥ W A s vyuzitim primeru B (kratka derna
) \ vinovka vlevo dole u €. 4),
8 o T : T premetir komplementarni vliakno k DNA .

Kroky 7 a 8:
Tato DNA ma cilovou sekvenci RNA, ze

9 : W r A pirvodni které tfeti enzym, T7 RNA polymeraza
e & s muze (s T7 promotérem) syntetizovat

, mnoho novych kopii RNA.
5 3 DNA
CI ey () PO e
Kroky 9 az 13:
) \ ONA Tyto nové kopie jsou opét pfevedeny na
11 ="NV‘~’\N"@N & DNA cDNA atd.

+ "

: 3 DNA Takto muze dojit béhem 2-3 hodin
12 ’W F DHA k nartstu 10% (bilionkrat zvétéené
+ mnozstvi startovniho materialu, tj. RNA,
5 1 DHA coz je cilem této techniky.
13 5 5 DMA
L
T premotie
’ TT FNA palymenaa
s RMA W DNA s~ sekvence TT promotér
Reverzni T7 RNA
O transkriptasa polymerasa A FlAsa H

TMA (Transcription Mediated Amplification).

Jedna se o amplifikaci ribozomalni RNA (rRNA) optimalizovanym postupem 3SR zvanym TMA. Detekce
produktu se provadi chemiluminiscenéné. TMA je produktem firmy Gen Probe Inc., San Diego, California
USA, ktera dodava soupravy na tomto principu pro stanoveni mykobakterii a chlamydii. Metoda je rychla a
robustni, proti PCR ponékud draZsi.
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SDA (Strain Displacement Amplification)

Metoda vyvinuta pro stanoveni Mycobacterium tuberculosis je zalozena na dvou kli€ovych skutecnostech:
o schopnosti restrikénich enzym( (endonukleaz, viz tabulka na str. 22-9) vystipnout z DNA specifickou
cilovou sekvenci (target)
¢ schopnosti DNA-polymeraz tuto vystipnutou oblast dosyntetizovat (opravit).
Preklad nazvu metody do ¢estiny, snad amplifikace s odstrariovanim rfetézce.

V této technice se amplifikuje pouze jedno vlakno. Ve vlastni reakci je tfeba obejit skute¢nost, ze
endonukleaza obvykle tvofi dvouretézcové stépy DNA (v tomto pfipadé by ovSem nevznikla matrice pro
novotvoreny Fetézec, bylo by nutno dvousroubovice denaturovat, jako na pogatku reakce). Resi se to tak, Ze
pfi syntéze nového fetézce se do smési pfFidaji nukleotidy substituované v poloze 5” sirou, takze vznika alfa-
thio-substituovany nukleotid, ktery endonukleaza neumi pfecist a z vytvofené dvouSroubovice odstipne
pouze jeden fetézec (bez thio-nukleotidu). Principialni schéma k pochopeni reakce je uvedeno na
nasledujicim obrazku.

Zakladni reakéni schéma SDA

5 primer
=T =T =3~ A - C -~ co—— 3"- konec primeru

Jednovlaknovy (cilovy,
target) fragment DNA a
’ primer se hybridizuji na
svych komplemen-

tarnich 3’- koncich. Oba
/ prodlouZeni primeru konce 5'- pfesahuiji,

konec primeru nese
rozpoznavaci sekvenci
(GTTGAC) pro
endonukleazu Hinc 11
DNA polymeraza |
prodluzuje 3’- konec
primeru i 3'- konec

) odstipnuti pomoci Hinc Il Clloveh.o fragn,]e,ntu
Hinc II DNA (tj. dochazi
k replikaci DNA),
pfic¢emz jsou v reakéni
smeési pfitomny 2°-
“T-G-- deoxynukleosid-5"-

trifosfaty (dCTP, dGTP

aTTP) a deoxy-
adenosin 5™-[a-
thioJtrifosfat

rozpoznavaci sekvence larFel ]

cil, target

- G-T-T-G-A-C-
—-C-AsAsC-T-G-

prodlouzeni 3'- konce cilové DNA

polymerizované a odstranéné
vldkno

hemifosforothiondtovad A . '
rozpozndvaci ¢dst 4
- =T =T - 05 4 - T - e————————————

—=C=-AsAsC-T=0G-

odstipnuti pomoci Hinc Il
. Hinc Il

‘ - polymerizované a odstranéné
vldkno

--5-T -

TG
—-CJAzsAsf-T-G-

(dATP[aS]), takze
vysledny dvojity fetézec
obsahuje v nové
vytvofené rozpoznavaci
¢asti pro endonukleazu
thioslou€eninu (As),
tzv.
hemifosforothionato-
vou rozpozndavaci
cast.

Tato struktura nemuze
byt endonukleazou Hinc
Il rozpoznana a je proto
odstipnut (nick) a
odstranén nechranény
fetézec primeru. Spodni
fetézec (na obrazku
predstavovany tenci
linkou) s As z(stava
netknuty.

Zbyla horni ¢ast
puvodniho primeru je
opét DNA polymerazou

dosyntetizovana (od 3'- konce v misté stfihu), takze vznika, kromé celého fragmentu, regenerovana rozpoznavaci ¢ast.
Vazba 5°-G-sA- 3" (v sekvenci —G-T-T-G-sA-C-) nevadi aktivité endonukleazy, takze horni fetézce (na obrazku silng;jsi
linie) mGze byt znovu odstfihnut a odstranén.Takto se opakované tvofi nové a nové jednovlaknové target fragmenty.
Amplifikace je linearni.
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Schéma postupu SDA s dvouvlaknovym fragmentem a dvéma primery .

T
5
. ]
5 T2
| s
T nasednuti primerd T2

P2

P polymerace

_——
|

polymerace + displacement

22.5.2. Amplifikace hybridiza¢ni sondy

Q-beta replikazova amplifikace

Na obrazku vlevo je znazornéna stejnd technika, jak
pravé probrana na pfedchozi strané, tentokrat
s dvouvlaknovym fragmentem a dvéma primery.

Endonukleéza vystipne z DNA vySetfovaného materialu cilovou
sekvenci ve formé dvojitého Useku DNA (T1-T2). Tu je potfeba
denaturovat, aby do$lo k rozdéleni dvouSroubovice na dvé
jednotliva vidkna (T1 a T2). Poté se pfidaji primery (P1 a P2) a
aktivované nukleotidy, z nichz jeden je thio-derivat (obsahuje
v poloze 5'siru misto kysliku) a DNA polymeraza I, ktera ,umi*
dosyntetizovavat fetézec primeru od 3" konce. Primery tedy
postupné narustaji od 3" konce az na cilovou délku
(polymerace). Pak dojde endonukleazou k od$tépeni fetézce a
nové polymeraci od 3’- konce ptvodniho primeru. Retézec
tvofeny z primeru P1 je antiparalelni k T1, tzn. mé stejnou
sekvenci jako T2, tedy je matrici pro P2. Obracené fetézec
syntetizovany z primeru P2 je antiparalelni k T2, tedy ma
stejnou strukturu jako T1, tudiz je matrici pro P1. Cely proces
ma takto exponencialni charakter (exponencialni amplifikace).

Tato diagnosticka technika vyuziva enzym Q-beta replikazu, enzym, ktery replikuje genomovou

RNA bakteriofaga Q-beta.

Q-beta replikazova amplifikace

Oe

e
§ OO

3
£
i

Genomova RNA bakteriofaga Q-beta tvofi parovanim bazi specifickou sekundarni strukturu, pfipominajici
trojlistek. Tato struktura je pro Q-beta replikazu specificka, vzorky sekundarnich struktur RNA jinych
organism(l nejsou pro Q-beta replikazu substratem. Tento enzym vSak dokaze ,tolerovat® kratké useky
vnesené do RNA bakteriofaga (tzv. inzerce), které mohou slouzit jako hybridizaéni sondy pro cilovou
(target) nukleovou kyselinu (napf. z urcitého infekéniho agens).

Pavel Nezbeda
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Postup (viz obrazek na pfedchozi strané):

1. 'V RNA bakteriofdga je vloZena kratka inzerce (srovnej s odstavcem 22.3.3. Chimérni DNA... na str. 22-12),
specificka sekvence - hybridizacni sonda, na kterou se navaze (hybridizuje), pokud je pfitomna, cilova nukleova

kyselina.
Na obradzku: vlevo dole:° target NA.

2.V dal8im kroku se pfidd enzym RNaza lll, ktery rozlozi nehybridizované sondy a jejich zbytky se vymyjiji.

Hybridizované sondy jsou netknuté

Na obrazku: vlevo a vievo nahore: e pridani RNazy Ill, a dale nahore: odmyti fragmentt nehybridizovanych

sond.

3. Po odstranéni zbytk(l nehybridizovanych sond zistanou hybridizované sondy, tj. sondy s navazanou cilovou
nukleovou kyselinou, ale je jich malo. Proto se pfida Q-beta replikaza, jejimz u¢inkem dojde k amplifikaci (pouze)
hybridizovanych sond, které se nasledné zviditelni, coz Ize provadét rliznymi zplisoby. Jedna se o selektivni

amplifikaci téch sond, které hybridizovaly s cilovou nukleovou kyselinou.
Na obrazku: vpravo pfidani Q-beta replikazy.

22.5.3. Amplifikace signalu

bDNA-branched DNA assay (Multiple Sandwich Assay)

Nazev se da prelozit pfiblizné jako stanoveni s rozvétvenou DNA,
resp. vicenasobné sendvicova analyza. Je to technika

k zesileni/amplifikaci detekéniho signalu. Metoda je zaloZzena na
vazbé syntetickych, rozvétvenych molekul DNA na cilovou
nukleovou kyselinu. Enzymové konjugaty navazané na tyto vétvené
molekuly zpusobi silnou amplifikaci signalu. Metoda je nezavisla na
primeru, cilova nukleova kyselina se nereplikuje.

Branched DNA assay

Izolace nukleové kyseliny

@ lyza infekéniho agens

ﬁ

degradace RNas
e vk NN
do lyzacniho roztoku

Ze vzorku se izoluje DNA/RNA, ktera se denaturuje.

Na dveé cilové sekvence nukleové kyseliny (target, cilova nukleova
kyselina) se navazou (hybridizuji) dvé komplementarni zachytné
hybridiza¢ni sondy (CP, capture probes), které jsou
imobilizovany/navazany v jamce polystyrenové mikrodesticky.
Soucasné se na dva jiné specifické useky cilové nukleové kyseliny
navazou (hybridizuji) dal8i dvé komplementarni (detekéni) sondy,
nazyvané extendery (EP, extender probes), které maji na svém
konci navazany extenze/prodlouzeni, na ktera se v dal8im kroku
navaze (hybridizuje) nosi¢ rozvétvené DNA, tzv. PreAmplifier (PA,
predzesilovac). DalSi krok je amplifikaéni: na PreAmplifier se navaze
vétvena DNA, tzv. vétveny zesilovaci multimer (VZM).

V dalSim kroku se na vétvené Useky zesilovaciho multimeru
(vétvené DNA) hybridizuje znaéné mnozstvi oligonukleotidd
znacenych alkalickou fosfatazou, tzv. Label Probes (LP). Takto Ize
na kazdou molekulu zachycené cilové nukleové kyseliny navazat az
3000 molekul enzymu (ALP). Pfida se (dioxetanovy) substrat a méfi
se chemiluminiscence. Cely proces probiha simultanné.

Tato slozita technika se da shrnout pfiblizné takto: sondy
navazané v mikrodesti¢ce zachyti cilovou nukleovou kyselinu a po
promyti a odstranéni nenavazanych nukleovych kyselin a jinych
Pavel Nezbeda 22-28

Hybridizace hledané nukleové kyseliny
se zachytnou sondou a extendery
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latek se hybridiza¢ni technikou navaze v nékolika krocich vétvena DNA, na kterou Ize v dalSim kroku
navazat velké mnozstvi syntetickych oligonukleotidl zna¢enych enzymem (ALP). Toto velké mnozstvi
enzymu navazaného na jednu molekulu cilové nukleové kyseliny, umoziiuje i pfi malém zachytu téchto
kyselin generaci silného signalu, v tomto pfipadé silnou, dobfe detekovatelnou chemiluminiscenci. Technika
je vhodna pro sledovani antivirové [éEby hepatitid B a C a infekci HIV a CMV (cytomegalovirus). Obdobnou
technikou je technika ,Christmas tree” (vano¢ni stromek).

Slozené sondy (Compound Probes)

Na komplementarni misto cilové nukleové kyseliny se navaze primarni sonda. Tato sonda obsahuje v druhé
¢asti molekuly sekvence vhodné k hybridizaci sekundarnich sond, které obsahuiji tzv. reporter, tj. skupinu
Christmas tree vys), pfipadné jednoduché cirkularni struktury. V obou pfipadech dojde k vyraznému zesileni
signalu.

22.6. Sekvenovani nukleovych kyselin

V 70. az 80. Iétech minulého stoleti byly objeveny metody, které umoznuji poznat poradi/sekvenci
nukleotidd v DNA. V souc¢asné dobé jsou tyto postupy zcela automatizovany, ale princip vychazi ze dvou
pGvodnich metod

e enzymova metoda podle Sangera (s pouzitim T7 DNA polymerazy)

e chemicka metoda pole Maxama a Gilberta.

Enzymova metoda vyuZiva k uréeni sekvence nukleotidi dideoxynukleotidy,

které po v€lenéni do fetézce zastavi dalSi rast vlakna, ktery probiha na izolované matrici (klasickym
zpusobem prodluzovanim primeru navazaném na jednovlaknové DNA). Pro kazdy dideoxynukleotid probiha
zvlastni sekvenacni reakce (celkem 4 reakce). V misté, ve kterém se vcleni

dideoxynukleotid se reakce zastavi, takZze vznika smés rizné velkych

fragmentd. Fragmenty se déli v sekvenacnim denaturacnim gelu % X
(polyakrylamidovy gel s moc€ovinou), ktery ma rozliSovaci délici schopnost i < | J
jedné baze. Primer je znacen radioizotopem, coz se projevi na —p— “
autoradiogramu tmavym pasem. Sekvence od Cela elektroforeogramu ke |

startu je komplementarni 5°— 3 sekvenci k matrici/templatu.

Moderni modifikace této metody probiha v termocykleru, vSechny 4 reakce 3
probihaji souasné, znaceni je provadéno fluoresceinem, detekce je laserova /ddAMP
(detekce 4 rliznych fluorescencénich barev), vSe je fizeno pocitaCem a pIné

automatizovano.

Poznamka: jak je patrné ze vzorce dideoxyadenosinmonofosfatu (ddAMP), jako zastupce dideoxydovanych
nukleotidd, ztratou OH skupiny v poloze 3" pozbyl nukleotid schopnost vazby s fosfatovou skupinou v pozici 57,
nemdUZe se tedy tvofrit fosfodiesterova vazba a syntéza retézce se ukondi.

Struéné schéma metody je uvedeno na obrazku na nasledujici strané.

Chemicka metoda je zaloZzena na
specifické chemické degradaci (na konci
oznaleného) fetézce/fragmentu DNA -
chemickym ¢inidlem, které specificky m
naruSuje vazby u ur€itého nukleotidu.

o

Konecéna faze je obdobna metodé
Sangerové — elektroforéza na

/

sekvenacnim gelu a vizualizace

vysledku. ’
’,)' % /
O e | —

lon PGM™ Sequencer lon Proton™ Sequencer

!
y
!

Dva moderni sekvendtory ,pfisti generace” firmy Life Technologies
Video na adrese:
https://www.youtube.com/watch ?v=WYBzbxIfuKs&feature=player embedded

Kurz on-line o modernicj metodach sekvenovani lze nalézt zde [strdnka European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI, soucasti
European Molecular Biology Laboratory (EMBL),]
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Enzymova metoda sekvenovani DNA

5 GCATATGTCAGTCCAG 3

) ) dvouretézcovd DNA
3 CGTATACAGTCAGGTC 5

5 GCAT | 3 1 oznaceny primer

3 CGTATACAGTCAGGTC 5 jednoretézcovd DNA
+ nadbytek
dATP
dTTP
dCTP
) dGTP
+ddATP + ddTTP +ddGTP +ddCTP
+ DNA polymerdza + DNA polymerdza + DNA + DNA polymerdza
GCAT A | GCAT AT GCA ATG I GCAT ATGTC I
GCAT  ATGTCA I GCAT ATGT GCA ATGTCAG I GCAT | ATGTcAGT I
GCAT ATGTCAGTCCA I GCAT ATGTCAGTI GCAT ATGTCAGTCCA I GCAT ATGTCAGTC I

gelovd ELFO

— G 3'
— A A
— C .
— C
—
T
S
= — G
3
2, — A
=)
% — C
3
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= G
—
— T
— A )
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22.7. Biosenzory, mikro€ipy a mikroarraye

Pojem c¢ip (z anglického chip = kousek) je znamy z elektroniky, pfedevsim z pocitatovych technologii. V této

souvislosti pfedstavuje Cip polovodi¢ovou sougastku, integrovany obvod, tj. vzajemné pospojované diody,
odpory, tranzistory a dalSi elektronické prvky na zakladni desti¢ce umisténé v plastikovém obalu.

V soucasné dobé je technologie vyroby téchto souCastek na takové urovni, ze jednotlivé Cipy obsahuji
desitky milioni zmifiovanych jednotlivych (tzv. diskrétnich) soucastek. V elektronice se tak zmensily naroky
na prostor a spotfebu energie.

Biocipy svou skladbou pfipominaji pocitacové procesory/Cipy. Vyroba bio€ipu je kombinaci klasickych
polovodi¢ovych vyrobnich technik, chemie pevné faze, tzv. kombinatorni chemie, molekularni biologie a
moderni robotiky. Biosenzory ¢&i bioCipy jsou Casto nazyvany také mikroCipy, mikroarraye, mikrosoubory
apod. (viz dal v textu a téz kapitola 10, str. 10-29). Biosenzory zalozené na DNA se nazyvaji DNA Cipy,

genoveé Cipy.

Ming Zhou z National Research Council Canada definuje bioCipy/biosenzory takto:

Biosensor je kompaktni analytické zafizeni, které obsahuje biologicky aktivni snimaci prvek spojeny
s fyzikalné chemickym snimacem. Zakladnim principem je selektivni pfeména biologického nebo
biochemického déje na detekovatelny signal bez pfedbézné separace vicesloZkovych vzorki. Lze

rozliSovat biosenzory elektrochemické, optické, akustické a jiné, s riznym vyuzitim v praxi.
(Ming Zhou Micro- and Nano-Structured Biosensors,Institute for National Measurement Standards, National Research Council Canada,
MRS&DCAN, September 30, 2004 dostupné na adrese

http://www.cmcmicrosystems.ca/news/events/mrdcan2004/highlights/zhoupresentation04.pdf

BioCip je soubor miniaturizovanych zkuSebnich

plosek (mikroarrayi, z anglického array = pole,

sada; mikroarray se muze prelozit i jako
mikrosoubor) uspofadanych na pevném substratu;

umoziuje provedeni mnoha testu (i rdznych)
soucasné, s cilem dosahnout vyssiho prichodu a
rychlosti. VétSinou neni povrchova plocha vétsi nez
nehet. Podobné jako pocitadovy Cip, ktery umoznuje
provedeni milion( matematickych operaci za

sekundu, muze biocip provést béhem nékolika
sekund tisice biologickych reakci, jako je napf.
dekodovani gend.

Biocip podle Ming Zhou

DNA ¢ip je navrZzen k tomu, aby na misté ,zamrazil*
struktury mnoha kratkych vidken DNA (sond). V principu slouZzi jako ur€ity druh ,testovaci nadobky“ pro
realné chemické vzorky.

Genove Cipy se navrhuji pro
o detekci specifickych genu (stanoveni pfitomnosti genu €i jeho sekvence)

e méreni exprese genl ve vzorcich tkani (j. pfepis sekvence genl do informaéni RNA — mRNA - a
nasledny preklad informace z mRNA do bilkoviny)

Schématické znazornéni vyroby tzv. GeneChinMicroarray firmy

Light
(depratection)
ewnmy  WWTERNEC S e T-a wwaes
1 1 | 1
00000 »00000 » OHOHOOO $ TTOOO
55555 99555 55559
Waler
v
GATCG
25-mer (I:.IGLTJE‘.T _— =
AGCTG TTTTY ™ TooorTeey
TTCCG-<4d TTCCO T T OHOHO TTOOO
Repeat $$44% 564555 §5%5%%
GeneChip®
Microarray
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Na obrazku je schematicky zndzornéna vyroba

GeneChipmMicroarray, ktery vyuziva tzv. inverzni sondy (na trh

prisla tato diagnosticka technika v zati 1997).
Povrch nosné kiemikové desticky (na obrazku wafer =
oplatka, hostie) se pripravi litografickym procesem na vazbu

oligonukleotid(i DNA (sondy), které kopiruji urcité Gseky gend,

které jsou cilené predmétem zdjmu (napf. rodové nebo
druhové specifické sekvence v pfipadé mikrobiologické

diagnostiky).

Proces vazby oligonukleotidl (obvykla délka je 25 nukleotid)

se opakuje, aZ je cela desticka zaplnéna.

Na jednu array se vméstna pres 1,3 miliont pozadovanych
kombinaci. Podle potfeby je mozno kazdou desticku (afer)
roziezat na desitky aZ stovky individualnich CipG (arrayi).
Na Cip se kapne vzorek s obsahem jednovlaknové DNA
(ssDNA) oznacené barvivem. Béhem hybridizace dojde

k navazani na specifickou sondu lokalizovanou na urcitém
misté biocipu a vytvoreni charakteristického obrazce.


http://www.cmcmicrosystems.ca/news/events/mrdcan2004/highlights/zhoupresentation04.pdf
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Barevné oznaceni jednotlivych nukleotidil (pfi pouziti tzv. inverznich sond)

10000 FProbes (Crap-Fill Lraplifyy Hybridize

[reversion and label To array
(Crenoraic —_—
DH & i ]
@ 6] —

W/

Laserovy skener odecita charakteristicky obraz (laser iniciuje fluorescenéni zareni), ktery je mozno ulozit
v elektronické podobé a dale zpracovavat. Vysledek ukazuje, jestli vzorek obsahuje sekvence zakotvené na
Cipu.

Ctyibarevny obraz pfi pouziti tzv. inverznich sond (Affymetrix GeneChip® Tag Array)

Barvy v mikroarrayi:

Zelena predstavuje kontrolni
DNA ziskanou z normalni tkané a
hybridizovanou s cilovou DNA.

Cervena je DNA ze vzorku,
ziskana z nemocné tkané a
hybridizovana s cilovou DNA.

je kombinaci DNA kontrolni
a DNA ze vzorku, které byly
stejnym dilem hybridizovany
k cilové DNA.

Cerna predstavuje oblasti, kde

k cilové DNA nebyly
hybridizovany ani kontrolni DNA
ani DNA ze vzorku.

- 2.5 mm

Kazdy bod na Cipu je spojen se zvlastnim genem. Kazda barva predstavuje bud zdravou (kontrolni) nebo nemocnou (ze
vzorku) tkan. Podle typu pouzitého Cipu, vypovi umisténi a intenzita barvy, zda je pfitomen gen nebo jeho mutace bud
v kontrole nebo ve vzorku. Rovnéz poskytne odhad o expresi hladiny genu/l ve vzorku a v kontrole.

Dvoubarevny obraz

DNA mikroarray se zafixovanymi syntetickymi sondami (probes). Vysledna , mrizka“ (srovnej obrazek vpravo) mlze
hybridizovat napf. s cilovymi sekvencemi ziskanymi z experimentalnich vzork( za Géelem zjisténi hladiny exprese
specifickych mRNA ve vzorku.

Pavel Nezbeda 22-32


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/microarrays.html#ref2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/microarrays.html#ref2
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/About/primer/microarrays.html#ref2

Klinicka biochemie Kapitola 22. DNA diagnostika lidskych chorob

Méreni genové exprese pomoci DNA mikroarray

Méreni genové exprese pomoci DNA mikroarray (pfiklad

Control Sample Expenme?ta_l Sample postupu, ktery mize byt i odligny):
\% ,‘/: "- eV prvnim stupni se izoluje mRNA, ktera je
— . - predmétem zajmu, jeden vzorek je kontrolni (napf.
MRNA extraction l od zdravého jedince), druhy je experimentalni
WY, (napt. od nemocného jedince).
’ ooy e Reverzni transkripci se mRNA amplifikuje a prevede
Reverse Transcription, - . .
na cDNA. Pfi tomto procesu se do DNA inkorporuje
flourescent labeling L ) . B A
AR RARAT fluorescencni barvivo (nukleotid s navdazanym
OO : barvivem)
Combine equal amounts [ :
\ and hybridize / e  cDNA se aplikuje na mikroarray, hybridizuje se
syntetickymi sondami.

e  Skenovani mikroarray a kvantifikace signalu (po
vybuzeni fluorescence laserem). Sila signalu zavisi
na mnozstvi cilového vzorku navazaného na sondy
v pFislusném misté.

Scan
iy

(Cely postup zahrnuje fadu promyvadni k odstranéni

Zdroj: http://bitesizebio.com/articles/introduction-to-dna-microarrays/ RIS ]

Hybridizaci Ize detekovat i jinymi zplisoby. Prikladem mUze byt bioelektronickd detekce eSensoru fy Motorola, kterd je zaloZzena na
vyuZiti redox potencidlll derivatl ferrocenylu. Tyto Cipy jsou vyrabény technologii tisténych spojd. Na nosnou desticku se umisti
zlaté elektrody, na které navazuje vrstva (SAM = self-assembled monolayer) obsahujici zachytné DNA sondy, které na sebe vazou,
pomoci vodikovych mustkd, sekvence analyzované nukleové kyseliny. Na imobilizované (zachycené) DNA se na komplementarni
sekvenci hybridizuje signéini sonda obsahujici néktery z derivatd ferrocenylu. SAM zprostfedkovava prenos elektroni mezi
imobilizovanymi ferrocenylderivaty a zlatou elektrodou. Vse je usporadano tak, Ze Zzadné jiné potencialy pfitomnych sloucenin
neovliviuji zlatou elektrodu a dochdzi tak k vysoce selektivni detekci specifickych sekvenci amplikon(.

DNA ma také zvlastni elektrické vlastnosti - miZe pracovat jako malinky elektricky drat, pfitom se DNA chova jako polovodic.
Odtud plyne dalsi mozZnost vyuZiti DNA Cipli — v pocitacovém primyslu Ize nahradit kiemik touto kyselinou a vyrabét Cipy o
velikosti molekuly (nanotechnologie).

(K hlub$imu studiu doporuéuji vy$e uvedenou citaci autor Ming Zhoue a dale uvedené citace MUDr. Emila Pavlika, CSc,
v Labor Aktuell [LA]; déale napr. Stephen H. Friend a Roland B. Stughton, Kouzla mikrosoubord, Scientific American CZ,
34 — 41, anor 2002 (zde se Ize docist i o proteinovych Cipech); pfehledné Ize hledat i v encyklopedii Wikipedia —
anglicka mutace — napr.: http://fen.wikipedia.org/wiki/Biochip)

Prakopnikem na poli technologii bio€ipovych mfizek — arrayi je firma RANDOX, jejiz analyzatory fady Evidence (Evidence, Evidence
Evolution, Evidene Investigator, Evidence Multistat) umozniuji Sirokou paletu testd z oblasti proteinl (viz kapitola 10 Bilkoviny), Iékd a
drog (viz kapitola 17 Toxikologie) i DNA a RNA analyz v multiplexovém provedeni.

Z posledné jmenované oblasti analyzatory umoznuiji
e  SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) genotypizaci
° stanoveni genové exprese
e  detekci patogenu
e detekci mutaci.

SNP genotypizace

Specialni primer umi odliSit sekvence, které se liSi pouze v jedné bazi. Produkty amplifikace odpovidaji cilové oblasti DNA z tkani,
Ustniho vytéru nebo krve.

Amplifikované Useky hybridizuji na bio¢ipovou mfizku (biochip array) s prostorové zietézenymi sondami komplementarnimi k cilovym
amplikonim. Kazda pozice na mfizce odpovida specifickému SNP genotypu, takze mfizka je schopna jak multiplexniho stanoveni tak
ureni stupné podobnosti alel (zygosity) ve vzorku.

Exprese gent

Interpretace Urovné exprese geni mlze pfinést cenné informace o fyziologickém zdravi bunék &i souvisejicich organu pfislusného
jedince v daném ¢ase. Fa Randox disponuje mnoha arrayemi umoznujicimi kvantitativni RNA expresi, které mohou vylepsit klinicka
rozhodnuti a vybér terapie, coz dale vede k perzonalizované péci o kazdého pacienta.

Detekce patogent

Vzorkem mohou byt sputum, mo¢, vytéry atd. Cilova oblast vyextrahované DNA je amplifikovana v jednoduché reakci a nasledné
hybridizovana na bio€ipovou mfizku s 23 sondami specifickymi pro jednotlivé patogeny. Tento rychly proces umozriuje sou¢asné
stanovit primarni i koexistujici infekce, ¢asto u asymptomatickych pacientd. Lze uzit mnoho riznych paneld.

Detekce mutaci

Princip je podobny s vySe popsanou SNP genotypizaci. Mfizka obsahuje prostorové zfetézené sondy se specifickymi kombinacemi
mutaci, na které hybridizuji amplikony z pfedchozich PCR. Kazdé misto na mfizce odpovida konkrétni sondé, takze je mozno relativné
rychle (reakce trva 3 hodiny) sou¢asné stanovit vice€etné mutace v jednom vzorku.
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22.8. Dodatky

22.8.1. Nové technologie v multiplexové kvantitativni real time PCR
Nové technologie, se kterymi pfiSla fa Seegene, Inc. z korejského Soulu, jsou sou¢asné i novymi pojmy:
e TOCE® Tagging Oligonucleotide Cleavage and Extension
e DPO": Dual-Priming Oligonucleotides
e cyclic-CMTA: cyclic-Catcher Melting Temperature Analysis
e Pitchers a Catchers
Tyto pojmy alespon struéné vysvétlime v nasledujicim textu.

Technologie DPO™

DPO™ je firmou Seegene patentovany cilové-specificky (target-specific) primer, ktery zajistuje vysoce
specifickou amplifikaci cilové oblasti. DPO primery jsou strukturalné odliSné od konvenénich primerd. Jsou
tvofeny dvéma rdznymi hybridizujicimi oblastmi oddélenymi unikatnim polydeoxyinosinovym linkerem.

A polydeoxyinosine Linker
e

5'p Ny 3’

> - e
Koncova cast-5" Koncova cast-3~
(Stabilizator) (Determinator)

Diky této struktufe je kontrolovano dvoukrokové navazani DPO primeru, pfi€emz jako prvni se vaze oblast
5°- konce, stabilizatoru. Prodluzovani primeru je fizeno specifi¢téjsi hybridizujici ¢asti 3", determinatorem.
Toto patentované usporadani vylepSuje cilovou (target) specificitu a je zvlasté vhodné pro multiplexové
usporadani.

Poly(l) linker

".'I 1 3!
: -
e
Slaba vodikova vazba
o Vzrist hybridizaéni teploty na 50 — 65 °C
-
LANEER
Struktura pripominajici
bublinu
lli—Sl:a.I:nllur 5 b Determirer
3 LCLECE g 3 T sl Eazension -
Target site Target site
Krok1: prvni priming reakce Krok2: druha priming reakce

Zpresnéni vazby DPO primeru na cilovou oblast (annealing) je zfejmé z nasledujicich obréazcich. Cast
nasledujiciho obrazku vénovana vizualizaci jasné ukazuje ,Cistou“ hybridizaci DPO primeru ve srovnani
s vysledky hybridizace konvencnich primerd.
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& ¥ 5 3
Perfect - T 00T 1 remolate
match
Extension Extension
3
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Extension Ho extension
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: : T
Mismatch _ T THTIOOe— e
at 5'-end e
Extension MO extension
Vizualizace vysledkd
Conventional DPO™
A No extension
31
’ IIIA
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Mon-target site

Ackoliv se delsi 5'- segment navazal na ,necilovou” oblast,
kratky segment odoldva nespecifickému prodluzovani

LN

Mo extension

X

MNon-target site

5‘

3'1

Samotna kratka 3’- oblast se nedokaze pfi teploté
hybridizace navazat
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Perfektni navazani obou
Casti primeru — primer se
prodluzuje

Neshoda na 3’- konci;
primer se neprodluzuje

Neshoda na 5°- konci;
primer se neprodluZuje
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Pitcher a Catcher

Nazvy Pitcher a Catcher jsou pfevzaty z baseballové terminologie a vzhledem
k funkcim, které uvedené latky v dané reakci vykonavaiji, da se Fici, ze trefné.
Pitcher a Catcher realizuji unikatni generaci signalu v realném case.

Pitcher je jednovlaknovy oligonukleotid sloZzeny z oznagené &asti (Tagging
portion) pfilehlé k cilové ¢asti (Targeting portion), ktera specificky hybridizuje
s oblasti zajmu na nukleové kyseliné. Oznacena ¢ast Pitcheru ma unikatni
sekvenci a nehybridizuje se Zadnou cilovou oblasti.

Catcher je dvoijité oznaceny jednovlaknovy umély templat slozeny ze zachytné
¢asti (Capturing portion), ktera je komplementarni k Tagging portion
,nadhazovace®, Pitcheru, pfilehlé k templatové €asti (Templating portion).

Na zacatku PCR se DPO™ primery a Pitcher hybridizuji na specificka mista Baseball pitcher - nadhazova
cilové oblasti. Behem kazdého cyklu PCR, prodluzovani protismérného

DPO™ primeru, které je uskute€riovano Taq polymerazou s 5°- nukleazovou
aktivitou, vede k odbourani navazaného Pitcheru a uvolnéni Tagging portion.
Uvolnénda Tagging portion hybridizuje s Capturing portion ,chytace®, Catcheru.
Prodlouzeni (extenze) Tagging portion vede k tvorbé ,dvojitého chytace®, Duplex
Catcher, a fyzicky oddéli zhaseci molekulu (quencher) od fluoroforu, coz vede ke
generaci svételného signalu.

Ve je ziejmé ze schématu TOCE® technologie na nasledujici strané. V této
reakci 5°- nukleazova aktivita specificky odboura Pitcher navazany na cilovou
oblast a to tak, Ze ozna€end €ast je uvolnéna. Uvolnéna oznacena €ast hybridizuje se zachytnou oblasti
(capturing portion) Catcheru. Nasledna tvorba dvojitého Catcheru (Duplex Catcher) vede k oddaleni zhaseci
molekuly (quencher) a ke generaci signalu.

Baseball catcher - chytac

Kombinace téchto dvou molekul, DPO primerti a CCMTA (cyklicka analyza teploty tani Catcheru) tvofi
podstatu technologie TOCE, tj. v podstaté homogenni vysoce multiplexni real time kvantitativni PCR
technologie. Preklad do ¢estiny zni krkolomné, proto jesté jednou v angli¢tiné — Homogenous high multiple
real-time quantitative PCR technology.
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Technologie TOCE®

A. Annealing of DPO™ & Pitcher

Tagging portion
5 Targeting portion
Dro™ .
5 —— 1 ¥ Pitcher Target
¥ — 5
Do

E'ﬁ' ':HI.EI\EI'
Capturing portion Templating portion

The DPO™ primers and the Pitcher hybridize specifically to target sequences.
The tagging portion af the pitcher is designed net ta hybrdize ta the target sequeance.

B. Extension

g g < [2GGING portion
!'%uu"l llll-‘-g';]- Pitcher Target

I'dpumnnnnnr s S —

DPO™
j'ﬁ-{:aﬂhﬂ

During the DPO™ primer extension, the Pitcher is cleaved by the exonuclease activity of
DNA polymerase and then the tagging portion is released.

C. Cleavage and annealing of the Tagging portion

YT LT L Tagging portion
" o l'"
DRO™ ..‘ 3 L] ¥ ‘
5.*IllllllIIIlllIIIllllIllllllllllllllllllllhjl Tﬂl"g-Et
[ ] 3'*.........--- AN EE NI EEENAEEEER lllllll“ 5
» DRO™
5 e '

.’I'ﬁ' Catcher

The released tagging portion hybridizes to the Catcher which has complementary
sequences of the tagging portion.

D. Extension and signal generation
5 SN ¥
[ lillllilllll* . Duple-xL'atd'ner

B

Extension of the tagging portion separates the flucrescent reporter melecule from the
quencher molecule, resulting in a signal generation,
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A. Hybridizace
DPO™ & Pitcher
Primerové pary
DPO™ a Pitcher se
specificky hybridizuji
na cilové sekvence.
Znacena (tagging)
Cast pitcheru neni
uréena k hybridizaci
na cilovou frekvenci.

B. Prodluzovani/
Extension

Béhem
prodluZovani/exten
ze DPO™ primeru
je Pitcher
rozstépen
exonukledzovou
aktivitou DNA
polymerazy a poté
je oznacena Cast
uvolnéna.

C. Odstépeni/
Cleavage a
hybridizace/anneali
ng cilové ¢asti
Uvolnénd oznacend
Cast se hybridizuje
na Catcher, ktery
obsahuje
komplementarni
sekvence oznacené
casti.

D. ProdluZovani a
generace signalu.
Prodlouzeni
oznacené Casti
oddéli fluorescencni
molekulu reportéra-
zpravodaje od
zhaseci
molekuly/quencher,
coz vede ke generaci
signalu.
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Technologie cyclic-CMTA (CCMTA)

Dpo™ o M Pitcher
“" -------- EEESTLT & Tdrgﬁ't
_lllllllllllllllllllllllll‘- ::atd‘l-

or A¥

'II_I':EEH-\. —Illlllllllllllllll‘-

Tm=70T

Catcher
or ¥ & &C 6T T

T=s0T _llllllllllll‘-c‘atd-la. Cabcher Tm

0

Unikatnim znakem technologie TOCE™ je zac¢lenéni fluorescenéné znaceného umélého templatu (catcher),
ktery generuje signal pfisluSny konkrétni cilové sekvenci. Hodnota Catcher-Tm muze byt fizena nastavenim
sekvence a délky Catcheru. Pro optimalizaci TOCE™ stanoveni (assay) mlze byt hodnota Catcher-Tm
snadno nastavena a neni omezena na cilovou sekvenci.

Diky této technologii mize byt sou¢asné detekovano nékolik catcher (popsano bylo 5) v jediné reakci a
v jednom svételném kanalu, coz znac¢né zvysuje pocet cilovych sekvenci (targets) sou¢asné
detekovatelnych v konvenénim 4-kanalovém real-time termocykleru.

Detekce mutaci pomoci technologie TOCE™

Technologie TOCE™ umoznuje detekci mutaci s rozliSenim i pouze jediné baze, coz umoznuje detekci
nahloucenych (clustered) mutaci. V pfikladu na obrazku je signal generovan pouze v pfipadé, ze Pitcher
specificky pro danou mutaci se navaze na zmutovanou cilovou oblast a rozlisi tak mutace od ,divoké* (wild)
formy sekvence.

Mutant-specific Zmutované misto
DPO™ i ..'.- LAl Pitcher
MUtEniTHrgE' —"#1llll||lllllllj- ——
*
‘. s TTLTTR R PP e T “

DFO™ primer

| RERRATTTTTITPERTTT] 4 Extension

e mnt{m

[RC primer ....ltii.\W
WH WFH!Tath “IIIIIIII“-II' —
,.' e e ff——

o B Mo axiension L0 prmer

[ —] mu[ﬁlu
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22.8.2. Ukazky vysledkl multiplexové PCR

/ A: Gel View B: View of electrophoretic traces \
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Ukazka multiplexové PCR analyzy bakterii u kurat
Jsou pouZity Ctyri pary primerd, kazdy primer je specificky pro uréitou sekvenci DNA jedné
ze Ctyf testovanych bakterii.
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22.8.3. Nékteré dalSi enzymy pouzivané pri praci s nukleovymi kyselinami

Pavel Nezbeda

defosforyluje DNA a RNA na 5° konci

syntetizuje dsDNA (dvouretézcovou
DNA) na templatu jednovldknové DNA,
ma obé exonukledzové aktivity

odstépuje nukleotidy na 3" konci DNA

odstépuje nukleotidy na obou koncich
DNA

$tépi jednovlaknovou DNA na
nukleotidy

syntetizuje DNA na templatu RNA

syntetizuje dsDNA z jednovldknové
DNA
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22.8.4. Nové jednotky

Diagnostika nukleovych kyselin pfinasi do svéta analytiky zcela nové pohledy a pfistupy. Pokud doposud
analytik pracoval s ¢asticemi (atomy, ionty, molekulami) na drovni milimolt az mikromoll v oblasti substrat(,
nanomoll a pikomoll v oblasti imunoanalyzy, pracoval s celkovym poétem &astic fadové okolo 10%° az 10™.
Polymerazova fetézova reakce pracuje (pred jejich pomnozenim, amplifikaci) s jednotlivymi molekulami.
Bylo proto nutno zavést nové jednotky jako jsou zeptomol a yoctomol. V tabulce na nasledujici strané jsou
prehledné usporadany zakladni jednotky mensi jak mol (poc€et €astic v molu dava Avogadrova konstanta, tj.
zaokrouhleno 6,023x10?, v tabulce je pro nazornost ponechana tato zaokrouhlena hodnota).

Zakladni jednotky mensi jak 1 mol

Nazev Rad Pocet éastic
milimol 1073 6,023x10% : 602 300 000 000 000 000 000
mikromol 10° 6,023x10%": 602 300 000 000 000 000
nanomol 10° 6,023x10™: 602 300 000 000 000
pikomol 10" 6,023x10™": 602 300 000 000
femtomol 10" 6,023x10°: 602 300 000
attomol 108 6,023x10°; 602 300
zeptomol 10 6,023x10%: 602,3
yoctomol 10 6,023x10™: 0,6023

Z posledniho fadku tabulky je jasné, ze 1 yoctomol nemU(ze existovat, protoze tato jednotka pfedstavuje
mnozstvi néco pres pll molekuly. Opacény vypocet dava vysledek, ze 1 molekula ma hodnotu 1,7
yoctomolu; tedy nap¥. 3,4 yoctomolu pfedstavuje mnozstvi 2 molekul, atd. Zeptomoly aZ yoctomoly
pokryvaji rozsah méfeni pouZivany pfi jedné z technik (PCR) diagnostiky DNA a RNA.

Poznamka I:
Obrazky popis nékterych technik v této kapitole byly prevzaty z praci, WEB stranek a propagacnich material(i:
o  Pavlik, M.: Molekularné biologické techniky pro mikrobiologickou diagnostiku, LA, ¢asopis firmy Roche, serial
vydavany od roku 1999
e Prdsa, R., Lany, J., Vejvalka, J., Karker, V., Kotaska, K.: Multimedialni uéebnice DNA diagnostiky
e Walker,G.T., Little, M.C., Nadeau, J.G., and Shank, D.D.: Isothermal in vitro Amplification of DNA by a
Restriction Enzyme/DNA Polymerase Systém
e materidly fy Bio-Rad, a obrazek 19-12 je pfevzat z WEB stranek firem Roche
e Udebni text Molekulérni biologie, VFU Brno, Fakulta veterinérni hygieny a ekologie, Ustav biologie a chorob
volné Zijicich zvirat
e Ipser, Jan, Genetika, Distancni opory pro kombinované studium biologie, Univerzita Jana Evangelisty Purkyné,
Prirodovedecka fakulta, katedra biologie, Usti nad Labem, 2006
o  WEB stranky firmy Affymetrix, Bio-Rad, Roche, Seegene, Onkologického centra J.G.Mendela Novy Jicin,
z materialt Laboratorfe molekularni biologie, Univerzity v Pardubicich, Fakulta chemicko-technologicka;
Wikipedie
e Z propagacnich materialt vétsiny jmenovanych firem

Poznamka 1. Popis a vy€et molekularnich technik uzivanych v diagnostice lidskych chorob v této kapitole neni upiny,
ale pfinasi vycet a popis hlavnich technologii.

Poznamhka lll: pri zadani hesla ,,Lab on a Chip“ do internetového vyhledavace, Ize najit spoustu uziteénych (a
poucnych) odkazt na chipové technologie riznych typt. V tomto pripadé se obzvilasté uplatni znalost anglictiny
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22.8.5. Doporucéené adresy:

http://www.allaboutscience.org/dna-double-helix-video.htm

http://en.wikipedia.org/wiki/Biochip

http://en.wikipedia.org/wiki/DNA _microarray
http://www.umass.edu/molvis/tutorials/dna/dnapairs.htm (struktura DNA - 3D model)
http://www.onkologickecentrum.cz/downloads/vysetreni/laborator-metody.pdf (dtto, lepSi obrazky a
provedeni)

http://www.If2.cuni.cz/Projekty/prusa-DNA/pdf/skripta.pdf (Prisa, R.: Zaklady analytickych metod
v molekularni biologii, 1997)

http://www.dnalc.org/resources/3d/19-polymerase-chain-reaction.html

DNA jako uméni llustraéni obrazek DNA

Na adrese www.dnall.com je mozno si nechat
zhotovit a zaslat DNA obraz svuj, svych pratel,
nebo domacich mazlickl

http://upload.wikimedia.org
/wikipedia/commons/f/f0/D
NA Overview.png
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Pro pobaveni a pro procvic¢eni anglictiny ¢lanek z The Independent

DNA tests prove your close friends are probably distant relatives
DNA testy ukazuji, Ze vasi blizci pratelé jsou pravdépodobné (vasimi) vzdalenymi pribuznymi

THE INDEPENDENT Thursday 17 July 2014

You can choose your friends, but you can’t choose your family, or so says the adage. But scientists have found that by choosing
friends we may also be unwittingly choosing the company of distant relatives.

A study into the genetic nature of friendship has found that, on average, close friends are likely to be as genetically related to one
another as fourth cousins who share the same great, great, great grandparents.

The findings suggest there is an unexplained mechanism that helps us to choose our friends based on how similar they are to us in
terms of their DNA, said James Fowler, professor of medical genetics at the University of California, San Diego.

“Looking across the whole genome we find that, on average, we are genetically similar to our friends. We have more DNA in
common with the people we pick as friends than we do with strangers in the same population,” Professor Fowler said.

The phenomenon may have arisen as part of an evolutionary process, he said. “The first mutant to speak needed someone else to
speak to. The ability is useless if there’s no-one who shares it,” he said.

“These types of traits in people are a kind of social network effect.”

The research involved genome-wide studies of nearly 2,000 people who were part of a larger, long-term investigation into the
factors that influence heart disease and who, as a result, had already had their DNA analysed for the smallest mutations.
Professor Fowler and his colleague Nicholas Christakis of Yale University took pairs of individuals based simply on whether they
were friends or total strangers and analysed their DNA to see how different or similar each member of a pair was to one another.
They found that the strangers were quite dissimilar in terms of their DNA mutations, but that the pairs of friends were on average
about as related to one another as fourth cousins, a genetic similarity of about 1 per cent of their DNA.

Although relatively small, the difference was still statistically significant, Professor Christakis said. “One per cent may not sound
like much to the layperson, but to geneticists it is a significant number,” he explained.

“And how remarkable: most people don’t even know who their fourth cousins are. Yet we are somehow, among the myriad of
possibilities, managing to select as friends the people who resemble our kin,” he said.

The findings could not be explained by people tending to make friends with members of the same ethnic group as the heart study
overwhelmingly involved Americans of European ancestry, the scientists said.

In their study published in the journal Proceedings of the National Academy of Sciences, Christakis and Fowler suggest that the
phenomenon may have evolved as a version of a well-documented feature in Darwinism known as “kin selection”, when closely
related animals cooperate to the mutual benefit of the genes they share.

The two scientists argued that friends are behaving as a sort of “functional kin” and that the genetic similarities of modern day
friends to one another may have deep evolutionary roots that have in the past aided survival.

“Cues of kinship may foster altruistic impulses and cooperative exchanges with individuals displaying those cues, and it is not hard
to imagine that such a system might possibly be extended to preferential (active) friendship formation,” they write in their
scientific paper.

The olfactory sense of smell may be one possible way for people to subconsciously judge the genetic similarity of strangers to
themselves, they said.

Previous studies, for instance, have shown that women can judge male attractiveness based on smell and this may result in
choosing spouses whose immune systems are genetically unrelated, which could serve as a mechanism for avoiding in-breeding,
the scientists said.

Christakis and Fowler found evidence to support this idea by showing that friends are most similar in the genes affecting the sense
of smell, but they are more dissimilar for the genes that control immunity.

“It is possible that individuals who smell things in the same way are drawn to similar environments where they interact with and
befriend one another,” the researchers said.

Perhaps the most intriguing result of the study, they said, is that the genes that are most similar between friends are also the ones
that appear to have evolved the fastest over the past 30,000 years.

“It seems that our fitness depends not only on our own genetic constitutions, but also on the genetic constitutions of our friends,”
said Professor Christakis.
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