Metody analyzy nukleovych kyselin

Analyza nukleovych kyselin je zalozena na dvou zasadnich pfristupech:

= mnozeni DNA: v zivych organismech nebo in vitro chemickym procesem (PCR)
= molekuldrni hybridizace

Aplikace:

analyza struktury genu, mapovani, funkce
analyza geneticky podminénych onemocnéni
prenatdlni diagnostika

detekce nosi¢l mutovanych alel

diagnostika a patogeneze onemocnéni
biosyntéza - insulin, rGstovy hormon...

Ié¢ba genetickych onemocnéni - genova terapie
zakladni objev pro rozvoj

Selektivni namnozeni specifickych fragmentl DNA z genomové DNA nebo cDNA. Amplifikaci je mozné provadét /n
vivo nebo in vitro pomoci DNA-polymerasy

Mnozeni uvnitr hostitelskych bunék

Diky objeveni enzym - restrikénich endonukleas - bylo umoznéno ziskat rizné dlouhé fragmenty, které mohou
byt dale analyzovany. Samotné mnozeni je zaloZzeno na tvorbé rekombinantnich molekul DNA, které vznikaji
spojenim rdznych Gsekd molekul DNA pochézejicich z taxonomicky odlisnych druhd. Dalsi dtlezitd DNA molekula
nezbytnd pro mnozeni DNA, je tzv. vektor, do kterého je fragment DNA vloZzen. Rekombinovany vektor je poté
vnesen do hostitelského organismu, napf. bakterie.

Restrikéni endonukleasy

Restrik¢ni endonukleasy jsou enzymy izolované z bakterii, které stépi dvouvlaknovou DNA ve specifickych
sekvencich. Enzymy chréni bakterie pred vniknutim cizorodé DNA. Endonukleasy stépi DNA tak, aby vznikaly
prec¢nivajici Useky tzv. kohezni nebo lepivé konce a fragmenty DNA, které maji definovanou délku. Vétsinou jde o
palindromy.

Restrik¢ni endonukleasy mohou stépit rekombinantni molekuly DNA za Gcasti enzymu DNA-ligasy a
komplementarity mezi lepivymi konci, napr. enzym EcoRl izolovany z E. coli stépi sekvenci GAATTC Restriktasy jsou
tfeba k ziskani dostate¢ného mnoZzstvi DNA.

Vektory

Plasmidy - vyskytuji se u bakterif

Lambda (A) fag - patri mezi bakteriofagy

Kosmidy - kombinace DNA plasmidu a lambda faga

Umélé kvasinkové chromosomy - moznost klonovat velmi dlouhé fragmenty (az 2Mpb)
Bakterialni umélé chromozomy

Sekvenace DNA - Sangerova metoda

Zakladni metodou analyz DNA je sekvenace DNA - uréeni poradi nukleotidii v DNA.

Byly vyvinuty dvé metody - Sangerova (dideoxy chain termination method) a Maxam-Gilbertova metoda (chemické
degradace).

Sangerova metoda
Nejcastéji pouzivana.

Zékladem je pouziti smési standardnich deoxynukleotidtrifosfatu (ANTPs) a modifikovanych
dideoxynukleotidtrifosfatt (ddNTPs) pfi pfipravé Useku DNA, ktery bude sekvenovéan. Modifikovany ddNTPs mé
za nasledek ukonceni syntézy DNA. Vysledkem syntézy DNA je série rlizné dlouhych molekul DNA, které se v
délce lisi vzdy o jeden nukleotid.

Cely proces probiha ve 4 separatnich enzymovych reakcich. Kazda obsahuje - templatovou DNA v jednovldknové
podobé, DNA-polymerasu, primer, 4 dNTPs a modifikovany nukleotid dideoxynukleotidtrifosfat (ddNTPs). V
kazdé ze 4 reakci je jiny ddNTP - ddATP, ddGTP, ddCTP, nebo ddTTP.


https://www.wikiskripta.eu/w/Alela
https://www.wikiskripta.eu/w/Insulin
https://www.wikiskripta.eu/w/Genov%C3%A1_terapie

Po skonceni sekvenace jsou molekuly DNA separovany kapilarni elektroforézou - produkty prochazeji
kapildrou, kde se déli dle velikosti. Jestlize je do sekvenacni reakce pridan dNTP oznaceny radioaktivné - je mozné
vzniklou DNA detekovat na rtg filmu v podobé viditelnych pruhl véech 4 linii.

Mnozeni DNA in vitro - polymerasova retézova reakce

Polymerazové retézové reakce, tzv. PCR, je mnohokrat opakovana replikace DNA /n vitro s tim, ze kazdé
replikovand molekula DNA slouzi jako templat: denaturovand DNA — nasednuti primeru - syntéza DNA.

L2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance PCR.

Hybridizace nukleovych kyselin

Hybridizace NK = spojovani podle pravidel parovani bazi.

Spociva v denaturaci dvousrobovice DNA a nasledné renaturaci. MUzZe nastat mezi dvéma vldkny DNA, DNA a RNA,
nebo RNA a RNA. Na zdkladé hybridizace mizeme k detekci komplementarni sekvence nukleové kyseliny pouzit
sondu.

Sonda

Molekula DNA nebo RNA, kterd mize byt na zadkladé hybridizace vyuZita k detekci komplementarni sekvence
nukleové kyseliny.

Musi byt pouzity v jednovlaknové podobé a oznacené tak, aby bylo mozné hybridiza¢ni reakci zviditelnit.

Jako sondy mohou byt vyuzity - klonované sekvence DNA, sekvence ziskané PCR, syntetické oligonukleotidy,
RNA ziskani transkripci klonované DNA in vitro.

Southern blotting

Zakladem je izolace a purifikace DNA, nasledné stépeni restrik¢nim enzymem za vzniku tisict rizné velkych
fragmentd. DalSim krokem je elektroforetické rozdéleni podle velikosti fragment(. Poté je gel ponoren do
alkalického roztoku, diky kterému se DNA denaturuje. Nasleduje blotting, coz je preneseni denaturovanych
fragmentd na membréanu, ktera je vystavena teploté 80 °C a fragmenty se na ni fixuji. Pak nastava vlastni
hybridizace.

2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Southern blotting.

Northern blotting

Jednd se o podobnou techniku jako Southern blotting, ale analyzovanou kyselinou je RNA.
Technologie mikro¢ipa

DNA mikrocip je obvykle sklenénd desti¢ka, na které jsou pripojeny tisice riznych sekvenci DNA v urcitém poradi.
Tyto molekuly slouzi jako sondy k hybridizaci s testovacimi vzorky. VyuZiti technologie mikrocip0:

= Analyza genové exprese - srovnani exprese v bunkach a tkanich za rlznych situaci (nddorové buriky)
= Analyza genotypu - urceni, zda je jedinec homozygot nebo heterozygot pro dany polymorfismus
= Genetické testovani - identifikace nosi¢e mutace, diagnostika dédi¢ného onemocnéni
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