DETEKCE LEIDENSKE MUTACE

Toto praktikum vyuziva prvky pristupu PBL (problem based learning).
problém: "Leidenskd mutace'’ - ze vSech uhlii pohledu

(molekuldrni podstata, fyziologie hemostazy, patofyziologie, klinicky vyznam a diagnostika)

Leidenskd mutace je autozomalné intermedidrné (neuplnd dominance) dédi¢na
jednobodova mutace v genu pro hemokoagula¢ni faktor V. Jde o nejbéznéjsi genetickou pticinu
trombofilie (zvySené krevni srazlivosti) v evropské populaci. Tato mutace byla objevena v roce
1993 (publikovéno r. 1994) a pojmenovana podle mista objevu — mésto Leiden v Nizozemsku.

Molekularni podstata

Na molekularni arovni se jedna o jednonukleotidovy polymorfismus, SNP (z anglického
Single Nucleotide Polymorphism) oznaovany v databazich rs6025. Pismeno predstavuje
laboratof nebo vyzkumny tym, ktery dany SNP objevil, ¢islo pak potfadi objevu v ramci
ptislusného tymu. Jde o substituci G1691A, tedy zdménu G (guanin) za A (adenin) na pozici
1691 v kodujici oblasti genu pro faktor V. Gen pro faktor V je lokalizovan na dlouhém raménku
prvniho chromozomu (locus g23), celkové délka tohoto genu je 80 kb. Gen obsahuje celkem
25 exond, pricemz Leidenska mutace (také oznaCovana jako faktor V Leiden) se nachéazi na
exonu cislo 10.

ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATTTATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA
AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG
TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG
AAAATGATGCCCAGTGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA

TCGCCTCTGGGCTAATAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTGGACAGGCEBAG

GAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT

Obr. 1 Ciast nukleotidové sekvence genu pro faktor V. Barevné oznacen exon 10.

Nasledkem této mutace/substituce/polymorfismu/zdmény v genu je zména primarni
struktury produkovaného proteinu hemokoagulacniho faktoru V (jde o kofaktor, bez
proteolytické funkce). Na pozici 506 dochdzi k zdméné aminokyseliny argininu za glutamin.
Podle zmény genetické informace se jedna o nesynonymni SNP typu missense. To znamena,
ze kodon se zaménénou bazi kdduje jinou aminokyselinu a mize tak byt zménénd funkce
proteinu.



CTG GAC AGG CGA GGA ATA CAG AGG GCA
FV wild type
Leu-Asp-Arg-Arg-Gly-Ile-Gln-Arg-Ala

CTG GAC AGG CAA GGA ATA CAG AGG GCA

FV Leiden
Leu-Asp-Arg-Gln-Gly-Ile-Gln-Arg-Ala

Arg 506 Gln G 1691 A

Obr. 2 Cast nukleotidové a aminokyselinové sekvence zdravého (wild type) a mutovaného
genu. Zdiiraznéna zaména nukleotidu a aminokyseliny.

Hemostaza

Hemostdza (zéastava krvaceni) je zivotné dulezity d&j chrénici organismus pted
nadmérnou ztratou krve pfi poruseni vaskularni integrity (poruSeni kontinuity krevniho feciste).
Na zastavé krvaceni se podileji tyto mechanismy: reakce cév (vazokonstrikce), cinnost krevnich
destic¢ek (aktivace a jejich nahromadéni v misté poranéni) a sraZeni krve tzv. hemokoagulace.
Tyto procesy vedou ke vzniku krevni srazeniny (trombu).

Rozlisujte trombus a koagulum: trombus je intravitdalné a intravazalné vznikla krevni
srazenina, zatimco koagulum je krevni sraZenina vznikla extravazalné nebo posmrtné.

Samotna hemokoagulace je kaskdda enzymovych reakci vedouci k pfeméné
fibrinogenu na nerozpustny fibrin. Tento proces vyZaduje souhru mnoha koagula¢nich faktorti,
fosfolipidii a vapenatych iontli. Koagulacni faktory jsou oznacovany ndzvem a fimskou ¢islici,
ktera ma pouze historicky charakter, to znamend, ze neudava posloupnost reakci. Koagula¢ni
faktory maji vétSinou charakter proteolytickych enzymu (F II, VII, IX, X, XI, XII, prekalikrein),
podle mechanizmu ucinku jde o tzv. serinové protedzy. Jsou syntetizovany v jatrech ve forme
inaktivnich proenzymt (zymogent), které¢ se postupné (kaskadovité) vzajemné aktivuji.
Aktivace jednotlivych proenzymt na aktivni enzymy spociva v jejich proteolytickém Stépeni
enzymem aktivovanym v pfedchozi reakci.
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Obr. 3 Zjednodusené schema exprese, aktivace a inhibice proteolytického enzymu



Dale existuji piidatné faktory urychlujici aktivaci zymogend (FIII, V, VIII...). Pro
uspésné zapojeni koagula¢nich faktorti I, VII, IX, X a antikoagulacnich faktort - proteinu C a
S nestaci pouze proteolyza. Podstupuji nejprve posttranslacni upravu (jde o karboxylaci 10 —
12 zbytki kyseliny glutamové na y uhliku), kterd bezpodminecné vyzaduje vitamin K. Smyslem
této posttransla¢ni Upravy je zvySeni schopnosti reagovat s ionty Ca®" a piipoutat koagulaéni
faktor k fosfolipidové membrané. Nedojde-li ke karboxylaci, je afinita faktoru k membrané
nizka, coz se projevi poruchou srazlivosti.

Koagulac¢ni déje se rozdé€luji do dvou systémii: vnitiniho a zevniho/vnéjsiho, které vsak
na sobé& nejsou nezavislé a spole¢né smétuji k aktivaci faktoru X. Ve vnitinim systému (vSechny
prokoagulac¢ni faktory jsou v krvi) je aktivovan faktor XII (tzv. Hagemaniv faktor) kontaktem
s negativné nabitym povrchem (kolagen, fosfolipidy desticek) poskozené cévy. Za
spoluptlisobeni vapenatych ionti se postupné aktivuji faktory IX (tzv. Christmasiiv faktor), VIII
(tzv. antihemofilni faktor) a X (tzv. Stuart-Prowertv faktor). Zevni systém zacind uvolnénim
faktoru III — tkanového tromboplastinu. Faktor III spolu suvolnénymi membranovymi
fosfolipidy z buné¢k, faktorem VII (tzv. prokonvertin) a vapenatymi ionty vede k aktivaci
faktoru X. Pro oba systémy pak pokracuje spole¢na cesta. Aktivovany faktor Xa, vapenaté
ionty, destickové fosfolipidy, aktivovany faktor Va (tzv. proakcelerin) a neaktivni protrombin
(faktor II) vytvoii protrombindzovy komplex. Pak mtize dojit k aktivaci protrombinu na
trombin. Trombin je serinova protedza, ktera odstépuje z fibrinogenu dva fibrinopeptidy. Tim
je umoznéna spontdnni polymerace fibrin-monomerti nekovalentnimi vazbami. Pak zasahne
fibrin stabilizujici faktor (faktor XIIIa), ktery stabilizuje za pfitomnosti vapenatych iont nové
vznikly fibrin-polymer. Nerozpustny fibrin vytvofi spolecné s destiCkami srazeninu, zatku
uzavirajici ranu.

Hemokoagulace je mnohastupiiové regulovany proces, protoze spontanni srazeni krve
v cirkulaci mze mit fatalni nasledky. Proto v krvi koluje spole¢né s koagula¢nimi faktory i
nekolik inhibitorti koagula¢nich faktori. Tyto inhibitory se fadi mezi serpiny (serin protedzové
inhibitory). Patfi sem hlavné antitrombin, protein C (PC), protein S a na endotel vazany
trombomodulin.

Ptesto k hemokoagulaci dochézi i v nenaruseném zilnim systému, pokud zde dojde ke
staze krve. V tomto piipad¢ jde o patologicky proces vedouci k tromboembolismu (blize
vysvétleno v kapitole Klinicky vyznam). Prispivd k tomu i1 nefunk¢nost nebo nedostatek
piirozenych inhibitorti koagulace ¢asto jako nasledek genetické poruchy (napt. FV Leiden).

Dal8im, casové vzdélenéj$im mechanismem navazujicim na zéastavu krvaceni je
fibrinolyza (odstranéni trombu) a aktivace fibroblastli a hladkych svalovych bunék. Vysledkem
je zahojeni poranéné tkan¢.

Primarni fibrinolyza je piirozeny fyziologicky proces, jehoz cilem je odstranit ze
zhojené cévy jiz nepotiebny trombus. Fibrin (v mensi mife také fibrinogen), je Stépen
plasminem na rozpustné fibrinové §t€py. Plasmin (dfive nazyvany fibrinolyzin) je aktivni forma
bilkoviny plasminogenu. Jde o serinovou protedzu. Aktivaci plasminogenu na plasmin
zpusobuje ucinny enzym, tkanovy aktivator plasminogenu (tissue plasminogen activator, t-pA).
Naopak rychlou degradaci plasminu zptsobuje az-antiplasmin, plazmaticky protein, ktery s nim
vytvaii nevratny inaktivni komplex.

Pti $tépeni fibrinu se do krve uvoliuji produkty této degradace. Jde o dva propojené D
fragmenty proteinu fibrinu, které se nazyvaji D-dimery. Jejich stanoveni naslo uplatnéni
v klinické praxi pii diagnostice tromb6z a embolii. Vzhledem k faktu, Ze vznik srazeniny 1 jeji
odbouravani jsou fyziologické déje, nemizeme jednoduSe spojit zvySenou hladinu D-dimert
s n¢jakym onemocnénim. AvSak jsou-li D-dimery negativni, miZzeme vyloucit pfitomnost
jakékoliv srazeniny v krevnim fecisti (tim padem lze vyloucit i diagndézu trombdzy nebo
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embolie). Jedna se o relativné levny, rychly a ptfedevsim pacienta nezatézujici test a proto je
vyuzivan v klinické praxi k prvnimu roztfidéni pacientii s podezienim napt. na plicni embolii.
Pomoci testu mlize 1ékar rozd¢lit pacienty na zdravé, které jiz neni tieba déale vySetfovat a na
ty, u nichz je tfeba chorobu déle prokazat ¢i vyloucit pomoci dalSich metod.

Sekundarni fibrinolyza (Castéji oznaCovana jako trombolyza) je pomérné nebezpecny
avSak neziidka zivot zachranujici 1€karsky vykon, vyuzivany dnes piedevSim u masivni plicni
embolie. Do krevniho ob&hu pacienta jsou podavany preparaty s fibrinolytickou aktivitou
(alteplaza, streptokinaza atd.) za ucelem rozpustit srazeninu uzavirajici tepnu a obnovit tak
krevni obéh za ni. Hlavnim rizikem mlze byt zdvazné krvaceni, znemoznujici navic ptipadné
chirurgické feseni situace, ktera si podani trombolyzy vyzadala.

Bezchybny vznik koagula omezeného v konkrétnim misté a ¢ase je podminén spravnou
interakci mnoha specifickych latek. Nékteré pisobi ve smyslu posileni a zrychleni sraZeni krve,
jiné maji za ukol mechanismus sraZeni krve brzdit. Ukolem tohoto sloZitého systému je zajistit
dynamickou rovnovahu, kterd nejen Ze zastavi krvaceni v ptipad¢ poranéni, ale na druhé stran¢
1 zabrani nekontrolovatelnému srazeni krve, které by v kone¢ném dusledku uzavielo cévni
feciste.

Patofyziologie Leidenské mutace

Faktor V (FV) je glykoprotein, koagulacni faktor, nazyvany také proakcelerin nebo
labilni faktor. Na rozdil od vétSiny koagulacnich faktori nemé enzymatickou aktivitu, funguje
jako kofaktor. FV je aktivovan trombinem na FVa. Pfi aktivaci se rozstépi na dva fetézce, které
jsou spojeny prostfednictvim vapenatych iontl viz obr.5. FVa se vaze na specifické receptory
na membrané desticek a spolecné s faktorem Xa a protrombinem tvoii protrombindzovy
komplex. Protrombin je nésledné Stépen aktivovanym faktorem Xa na trombin. Role FVa je
tedy na strané prokoagulacnich faktort. Mohlo by se zdat, ze diisledkem mutace faktoru V,
ktery ma prokoagulacni G€¢inky, by mélo byt snizeni uc¢innosti koagulacniho systému. Zaména
1 aminkyseliny ve struktuie proteinu FV Leiden oproti FV wild type nema kupodivu Zadny vliv
na jeho prokagulacni aktivitu. Trombofilie spojovana s Leidenskou mutaci je podminéna
zménou v jeho odbouravani.

Aktivovany faktor Va je inaktivovan aktivovanym proteinem C (APC), coZ omezuje
jeho pusobeni v koagulaci. APC se vaze na FVa v misté tfi riiznych argininovych zbytki a
proteolytickym Stépenim zpiisobi jeho inaktivaci.

Leidenska mutace faktoru V zplisobuje zdménu aminokyseliny argininu za glutamin na
Vysledkem je perzistence (prodlouzeni doby trvani) aktivity FVa. Tento trombofilini stav je
vysledkem prodlouzeni doby ptsobeni FVa.

Leidenskd mutace je také nékdy popisovana jako APC rezistence - rezistence
aktivovaného faktoru Va k antikoagulaéni aktivit¢ aktivovaného proteinu C (APC). APC je
potiebny pro inaktivaci faktoru Va a Vllla, a je jednim ze zakladnich fyziologickych inhibitora
koagulace. Tyto inhibitory se fadi mezi serpiny (serin proteazové inhibitory). Patii sem hlavné
antitrombin, protein C (PC), protein S a na endotel vazany trombomodulin.
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Obr. 4 Zjednodusené schéma hemokoagulacni kaskady s diirazem na vztah k APC
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Obr. 5 Faktor V (FV)

Klinicky vyznam

Leidenska mutace vykazuje zajimavou zavislost na rase a zemé&pisné lokalizaci.
V Ceské republice se homozygoti pro faktor V Leiden vyskytuji 1 na 5000 obyvatel,
heterozygoti tvoti cca 5% populace. Nejvyssi vyskyt mutace FV Leiden byl detekovan ve
Svédsku, naopak v asijskych & africkych populacich se jedna o velmi vzacnou mutaci.
Vysvétluje se to tim, ze mutace vznikla v Kavkazské populaci asi pted 20 az 34 tisici lety.
Mutace faktor V Leiden (a dalsi trombofilni mutace) se udrzely v populaci dlouhou dobu,
musely byt tedy z hlediska evoluce vyhodné. Trombofilni mutace vedou k rychlejsi zastave
krvéceni, napt. pii boji, lovu nebo po porodu, coz zvySuje pravdépodobnost pieziti jejich
nositele. To, co vSak bylo vyhodné kdysi, se dnes stava ptitézi. Homozygoti pro faktor V Leiden
maji asi 80x vyssi riziko vzniku hluboké Zilni trombdzy. U heterozygott je riziko asi 8% vyssi
bez jin¢ho rizikového faktoru a 30x vySs§i pfi kombinaci s kombinovanou hormonalni
antikoncepci nebo hormonalni substituci.



Hluboka Zilni trombéza je vznik krevni srazeniny
(trombu) v hlubokém zilnim systému. SraZenina vede
k obstrukci, tj. omezeni toku krve zilou. Hluboka zilni
trombodza postihuje prevazné hluboké distalni zily bérce,
vyjimkou nejsou ani poplitealni zily ¢i femoralni Zzily az
k vena iliaca. Utrzenim trombu a jeho priichodem pies pravou
plicni embolie. Jde o Zivot ohrozujici stav vznikly obstrukci
a. pulmonalis nebo jejich vétvi. Trombdza povrchovych zil,
ktera je vétSinou doprovazena zanétem (tromboflebitida) ke
vzniku plicni embolie nevede.

Obr. 6 Plicni embolie

© Steve Oh, M5, / Pholotake

Za normalnich okolnosti je v organismu rovnovaha
mezi vznikem a rozpusténim trombu. V patogenezi trombozy se uplatiuji rizikové faktory
oznacované jako Virchowova trias. Jsou to: 1. zmény hemodynamiky — zpomaleny tok krve
tzv. venostdza. Pfi¢inou miize byt dlouhodobé upoutdni pacienta na lizko, imobilizace
koncetiny, dlouhé cestovani s omezenym pohybem. 2. poSkozeni stény cévy napi. béhem
chirurgické operace, dale irazem, zdnétem, arterioskler6zou. 3. trombofilni stavy napi. mutace
genil koagulacnich faktorti (Leidenska mutace faktoru V) nebo stavy ziskané béhem zivota
napiiklad nddorovym bujenim. I u pacientii se zvySenym rizikem vzniku trombu je k jeho
tvorbé nutny néjaky spousté¢ napt. infekce, traz, dehydratace, koufeni, hormondalni zmény,
nadorova onemocnéni.

Prevence a monitorace 1écby

U trombofilnich stavl existuje realné riziko opakovani hluboké Zilni tromb6zy, u Zen jsou vyssi
rizika porodnickych komplikaci vedouci k potratiim ¢i pfedéasnym porodiim. Zeny s trombofilii by také
nemély uzivat hormonalni antikoncepci, protoze estrogeny zvysuji sklon ke srazeni krve i u zdravych
zen. U trombofilnich stavll by méla byt zajisténa prevence specialistou hematologem zvlasté pred
planovanymi operacnimi vykony, dlouhodobymi lety, v t€hotenstvi, obdobi kolem porodu a Sestined¢li.
V nékterych piipadech je nutna prevence v prub&hu celého zivota.

Prevence spociva v podavani antikoagulancii, tedy 1éCiv snizujicich srazlivost krve. Lécba
témito preparaty ma sva rizika: predavkovani muze vést k zavaznému krvaceni, zatimco pfi
poddavkovani je lécba netcinna. Proto je béhem lécby obvykle nutné stav koagulacniho systému
monitorovat pomoci specialnich testu.

Pro kratkodobou prevenci ma nejvhodnéjsi vlastnosti heparin nebo moderngjsi
nizkomolekularni heparin (Fraxiparin, Clexan). Oba maji rychly néstup ti¢inku a jejich predikovatelné
(majici pfedpovidatelny prub¢h) vlastnosti umoznuji fixni davkovani. Nevyhodou je nutnost podavani
parenteralni cestou (parenteralni = mimostievni) napt.: Fraxiparin s.c. - podkozné. U¢innost terapie
heparinem lze kvantifikovat pomoci ¢asu aPTT (activated partial thromboplastin time). Toto
vySetfeni odrdzi stav vnitfni a spolecné cesty koagulacniho sytému. Terapii nizkomolekularnim
heparinem obvykle neni nutné kontrolovat, Ize ji v§ak v ptipadé potfeby posoudit vySetfenim aktivity
anti Xa.

Skupinu peroralnich antikoagulancii reprezentuji moderni xabany nebo gatrany a predevsim,
stale jest¢ nejpouzivangjsi, warfarin. Warfarin je kumarinovy derivat, ptivodné pouZzivany jako jed na
krysy, ktery ma schopnost inhibovat enzym vitamin K reduktdzu. Tento enzym obnovuje redukovanou
formu vitaminu K, ktera je nezbytna pro karboxylaci n¢kolika koagula¢nich faktorii. Za nedostate¢né
nabidky redukovaného vitaminu K nejsou jaterni buniky schopné syntetizovat vitamin K-dependentni



koagula¢ni faktory (II, VII, IX a X). Vysledkem je mens$i mnozstvi na vitaminu K zavislych faktori
kolujici v krvi, a tim 1 mensi pohotovost ke koagulaci.

Utinky warfarinu se zagnou projevovat az za nékolik dni po zahajeni terapie a jsou velice
variabilni jak interindividualng, tak vramci Casu (naptiklad v zavislosti na obsahu vitaminu K
v potrav¢). Proto je 1é€bu warfarinem nutné pribézné monitorovat stanovenim protrombinového ¢asu
(PT). K plazmé antikoagulované citratem se ptida tkatiovy faktor (F III) spolu s dostatkem iontt Ca**
a zmefi se cas do vzniku koagula. Zjistény cas v sekundach dobie odrazi funkcnost zevni cesty
koagulacniho systému. Aby ale bylo mozné porovnavat hodnoty z riznych laboratofi, ukazalo se jako
prakti¢téjsi vyjadrit vysledky jako hodnotu INR (International Normalized Ratio). Zjednodusené jde
0 pomér protrombinového Casu pacienta ke kontrolnimu (zdravému) protrombinovému Casu.

Hodnota INR u zdravého pacienta se pohybuje mezi 0,8 -1,2. Pacient je ucinné koagulovany pri
hodnotach mezi 2,0 - 3,5.

INR = PTpacient/ PThorma



METODICKA CAST

Izolace nukleovych kyselin

Nukleové kyseliny lze izolovat z jakéhokoli biologického materidlu, ktery obsahuje
buniky se zachovanymi jadry. Béznym zdrojem DNA jsou leukocyty nesrazlivé krve. Obvykle
se odebira 0,5 — 10 ml Zilni krve nejlépe uzavienym odbérovym systémem do sterilnich
zkumavek s K»-EDTA. V prenatélni diagnostice jsou obvyklym zdrojem amniové buiky a
choriové klky. Pokud je tfeba ziskat material pro izolaci DNA neinvazivnim zplisobem, provadi
se odbér DNA z bukani sliznice. DNA Ize ziskat dokonce i ze skvrn zaschlé krve. Zdrojem
RNA byva nejcastéji tkan ziskand biopticky nebo nesrazliva zilni krev.

Kvalita  vychoziho materidlu  vyznamné ovliviluje  vytézek, kvalitu a
neporusenost/celistvost izolované nukleové kyseliny. NejlepSich vysledkii se dosahuje s
cerstvym materidlem. Vzorek by mél byt okamzit¢ zpracovan nebo neprodlené zamrazen
(v ptipadé DNA do tii hodin po odbéru) a dale skladovan pti -80°C, aby nedoslo ke $tépeni
DNA na krats$i fragmenty nebo k degradaci RNA (predev§im mRNA). Materidl musi byt
pfechovavan ve vhodném obalu zbaveném pfiislusnych nukleas. Toto je dilezité hlavné
v ptipadé RNA, ktera je daleko mén¢ odolna, navic ribonukledzy jsou vSudyptitomné a velmi
odolné enzymy.

V posledni dob¢ 1ze pro izolaci obou nukleovych kyselin vyuzit vzorky tkdn¢ fixované
formaldehydem a zalité v parafinu (FFPE = formalin-fixed parafin embeded), které byly
puvodné odebrany pro histologicka vySetfeni. Prestoze takto zpracované vzorky neposkytuji
idealni vysledky (dochazi k fragmentaci nukleovych kyselin) jsou velmi cenné, protoze jsou
mnohdy jedinym zdrojem biologického materialu, zvlasté v ptipad¢ retrospektivnich studii u
zemielych pacientd.

Se vzorky pro stanoveni genové exprese je nutné¢ zachazet obzvlasté peclive, aby
naméfené hodnoty odpovidaly skute¢nym hladindm pfitomnym in vivo a ne aby odrazely
zmény, které nastaly béhem zpracovani vzorku. Vzorky proto musi byt neprodlené po odbéru
zamrazeny v tekutém dusiku a dale skladovany pti -80°C. Pro ptipady, kdy toto neni mozné,
jsou komercné dostupné stabilizatory.

DNA byla poprvé izolovana roku 1869 Friedrichem Miescherem, v soucasné dobé se jedna o
rutinni techniku molekularni biologie.

Friedrich Miescher (1844-1895)

byl svycarsky lékar, ktery v roce 1869 izoloval z bunécného jadra
leukocytit neznamou latku, kterou nazval ,, nuclein “. Ze se jedna
o novou latku, usoudil z toho, zZe svymi vlastnostmi neodpovidala,
v té dobé znamym proteiniim ani lipidium. Nuclein byl rezistentni
k protedzam, neobsahoval siru, ale obsahoval velké mnozstvi
fosforu. Miescherovo pojmenovani ziistalo zachovdano v dnesnim
nazvu DNA - deoxyribonukleova kyselina.




Izola¢ni metoda zavisi jednak na povaze biologického materidlu, ze kterého ma byt
nukleova kyselina ziskana, jednak na metod¢ nasledné analyzy ziskané molekuly. Ve vSech
ptipadech je prvnim krokem lyza bunék, ze kterych chceme nukleové kyseliny ziskat. U
krevnich bun¢k obvykle sta¢i k rozruSeni biomembran detergent. Pro rozruseni pevnych tkéani
musi byt pouZzita mechanicka sila, napt. drceni tkan€ zmrazené tekutym dusikem v tfeci misce,
protiepavani s kulickami z riznych materiala, specialni homogenizatory. Do lyza¢niho roztoku
se pridava také chelatacni ¢inidlo - etylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA), ktera s ionty
vapniku vytvoii nedisociovatelné komplexy. Tim zabrani Stépeni Cerstvé uvolnéné DNA
nukledzami (DNazy), které se pfi lyze bunék také uvoliuji. lonty vapniku totiz slouzi jako
kofaktory nezbytné pro jejich funkci. Aby bylo zajiSténo rozstépeni proteind, vcetné histonti
vazanych na DNA, ptfidava se enzym proteinaza K (jednd se o bakteridlni enzym s teplotnim
optimem kolem 60 °C, ktery nevyZzaduje vapenaté ani hotecnaté ionty a ktery neinhibuji ani
koncentrované tenzidy. Navic velmi ucinné §tépi DNazy). Pti izolaci RNA se do lyza¢niho
roztoku pfidava guanidin thiokyanat a [p-merkaptoethanol jako inhibitory ribonukleas
lokalizovanych na membranach organel.

krev

™

Obr. 7 Priprava bunécného lyzatu pro izolaci DNA

bukalni stér

Ze ziskan¢ho lyzatu je nutno odstranit balastni latky. Ziskana ¢istd nukleova kyselina se
fedi na optimalni koncentraci pro dalsi pouziti ve vhodném rozpoustédle, nejcastéji ve vodé
nebo pufru.

V soucasnosti se k odstranéni balastnich latek nejcastéji pouzivaji dvé metody:

¢ Kolonkova metoda

Kolonkova metoda obecné pracuje na principu iontové vymeénné chromatografie. Molekuly
DNA i RNA nesou zaporny naboj. V piitomnosti vysoké koncentrace tzv. chaotropnich soli se
nukleové kyseliny navdzou na silikat, zatimco vétsina kontaminujicich latek kolonkou
protece. Obvykle se pro zlepSeni vazby nukleové kyseliny na silikdtovou kolonku pfidava

k lyzatu ethanol nebo izopropanol. Poté se postupné kolonka promyva rliznymi pufry, aby se
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navazané kontaminanty odstranily. Na z&vér se Cista nukleova kyselina vymyje ziedénym

pufrem nebo destilovanou vodou.

Naneseni lyzatu
na kolonku

Ethanol
+ chaotropni sal

Navazani DNA
na kolonku

Bunéény lyzat )
Uprava odminek
pro vazbu DNA

ELUCE Eluéni roztok
z kolonky

Promyvaci roztok

<eemrllun¢e> @

— || — | | —

PROMYVANI
kolonky

Obr. 8 Extrakce DNA z bunecného lyzatu kolonkovou metodou

Chaotropni soli = iontové slouceniny, které narusuji svou pritomnosti pravidelnou strukturu
vodikovych miuistkit ve vodeé v tekutém skupenstvi. Pri izolacich nukleovych kyselin se nejcastéji

pouziva jodid sodny, guanidin hydrochlorid nebo guanidin thiokyanat.
D D - .

He He Ho o He

¢ ¢ ¢ ¢ ¢

l+ chaotropni sul

Na' Na' Na' Na* Na’
S R
S Si i Si

Obr. 9 Princip vazby DNA na silikatovou membrdnu v pritomnosti chaotropnich soli

11



o Fenol-chloroformova metoda

Tradi¢ni spolehliva, levna metoda, ktera poskytuje velmi ¢isté nukleové kyseliny. Jejimi
nevyhodami jsou pracnost a zdlouhavost postupu (cely postup izolace zabere cca. 3 dny), prace
s toxickymi, ziravymi, hoflavymi a zapachajicimi latkami. K lyzatu se ptiddva s vodou
nemisitelna smés fenolu a chloroformu, ktera denaturuje pfitomné proteiny. Denaturaci se
proteiny stavaji hlife rozpustné ve vodé a piechazeji do organické faze nebo zistavaji na
rozhrani fazi, zatimco nukleové kyseliny zustavaji ve vodné fazi. Lipidy se rozpoustéji
v chloroformu. Nékdy se pfidava izoamylalkohol, ktery brani tvorbé pény zvlasté u vzorkl
bohatych na proteiny. Vznikld smés se dikladné protiepe a poté se odstiedi, aby doslo k
odd¢leni fazi - horni vodné a dolni fenol-chloroformové. Na rozhrani téchto fazi obvykle vznika
mezifaze tvofend bilym prstencem srazenych proteind. Vodnad faze obsahujici nukleové
kyseliny se opatrné pienese do nové Cisté zkumavky. Pro dokonalé odstranéni proteinti je
vétSinou nutné extrakci ncékolikrat opakovat (na rozhrani se uz neobjevi bild sraZenina
proteintl). [ pouhé stopy fenolu mohou ovlivnit ndslednou analyzu izolované nukleové kyseliny,
napf. fenol inhibuje PCR. Proto se pro posledni extrakci pouzivad samotny chloroform nebo
smés chloroformu s izoamylakoholem, ktery usnadiiuje odstranéni fenolu z vodné faze tim, ze
zvysuje jeho rozpustnost v chloroformu.

fenol/chloroform

—5 ==

Vodna faze
% s ) ©oan

PROTREPANI N« | CENTRIFUGACE 3/3/ obsahuje DNA

R«fj L obsahuje sraZzeninu proteina

hY )«« )/« « ««‘

L € € " "~ Organicka faze

J
g
@ \7 \/ obsahuje lipidy

Obr. 10 Extrakce DNA z bunécného lyzatu fenol-chloroformovou metodou

Z cisté vodné faze je nutno nukleovou kyselinu precipitovat, nejcastéji absolutnim
ethanolem nebo isopropanolem. ZvysSeni U¢innosti srazeni lze docilit snizenim teploty a
pfidavkem soli (napf. acetat sodny, chlorid sodny chlorid litny nebo acetdt amonny). Soli
precipitaci usnadiiuji tim, ze nukleové kyseliné odebiraji hydratacni obal, neutralizuji ndboj na
cukr-fosfatové kostfe a tim snizuji jeji rozpustnost ve vodé¢. Ethanol je méné polarni
rozpoustédlo nez voda. Nukleova kyselina je tedy v ethanolu jest¢ méné€ rozpustna a vypadava
z roztoku. Pfitomnost soli zabarvuje peletu do béla.

Po odstranéni supernatantu a promyti 70% etanolem (rozpousti pfitomné soli) je ziskana
¢ista nukleova kyselina rozpusténa ve vhodném rozpoustédle, nejcastéji ve vodé nebo pufru.
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(nebo ve vodé) \

Obr. 11 Precipitace DNA z vodné faze ziskané fenol-chloroformovou metodou

Podle toho, kterou nukleovou kyselinu potiebujeme ziskat, volime extrakéni pufr. pH
pouzitého extrakéniho pufru zna¢né ovliviiuje, zda ve vodné fazi bude ptevazovat DNA nebo
RNA. V neutrdlnim nebo mirné alkalickém prostiedi (pH = 7-8) prevazuje DNA. Kyselé
prostiedi je naproti tomu vhodnéjsi pro izolaci RNA. Divodem je rozdilny néboj, ktery nesou
tyto molekuly v kyselém prostiedi. Cukr-fosfatova kostra nukleovych kyselin nese na svém
povrchu v neutrdlnim prostfedi zdporny naboj. Pokud ale molekula DNA je v prostiedi
s nizkym pH, a tedy vysokou koncentraci iontii H", fosfatové skupiny jsou neutralizovany. To
vede ke ztraté polarniho charakteru DNA a jejimu prfechodu do nepolarni organické faze. Oproti
tomu jednovldknova RNA mé obnazené dusikaté baze, které zachovavaji jeji polarni charakter
a udrzuji ji tak ve vodné fazi.

V kazdém ptipadé, ale ziskdme pozadovanou nukleovou kyselinu kontaminovanou tou
druhou. Pokud je nutné pracovat s Cistou DNA, kontaminujici RNA se odstrani pisobenim
RNazy a DNA se znovu piecisti fenol-chloroformovou extrakci a naslednou precipitaci
etanolem. Pokud potfebujeme ziskat pro dalsi praci Cistou RNA, odstranime pfitomnou DNA
plisobenim DNazy. RNA reprecipitujeme isopropanolem a promyjeme ethanolem.

Popsanym postupem ziskame celkovou RNA. N¢kdy je vyhodné izolovat pouze mRNA,
protoze celkova RNA obsahuje vysoky podil tRNA a rRNA. Po 1yze a homogenizaci vzorku a
denaturaci celkové RNA se provede selektivni zachyceni poly(A)RNA = mRNA na
imobilizovaném afinantu oligo(dT)20, nezddouci slozky se odstrani, navdzandA mRNA se
promyje a nasledné uvolni z afinantu do roztoku.

V soucasnosti existuje cela fada komercné dostupnych kitl pro izolaci genomické DNA,
plasmidové DNA, celkové RNA 1 jednotlivych typit RNA (mRNA, rRNA, miRNA, snRNA
atd.) z riznych biologickych materidlti. Pro rutinni klinické laboratotfe jsou dokonce dostupné
automatické izolatory nukleovych kyselin. Protoze pro automatické linky je obtizné zatadit
centrifugace, vyuzivaji se k oddélovani jednotlivych slozek napt. magnetické kulicky. Tyto
kuli¢ky maji silikatovy povrch, na ktery se nukleova kyselina specificky navaze. Pti promyvani
jsou kulicky pfidrzeny magnetem. Nakonec se Cista nukleova kyselina eluuje z povrchu
odd¢lenych kulicek.
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Uchovavani izolované nukleové kyseliny

DNA je relativné stabilni molekula, piesto je nutné ji chranit pred degradaci nukleazami.
Vzhledem k tomu, Ze se jednd o velmi dlouhou molekulu, je nachylna k tvorbé zlomi. Proto je
nutné se pii izolaci a dal$i manipulaci se vzorkem DNA vyvarovat hrubého pipetovani (pfilis
prudkého nasévani a vypousténi pipetované kapaliny) a nadmérného prudkého vortexovani.
DNA se uchovava rozpusténa v pufru napi. v TE (Tris/EDTA) pufru (roztok 10mM Tris-HCI
(tris-hydroxymethylaminomethan hydrochlorid) a 1 mM EDTA (chelaton 3), pH 8,5), protoze
ve vod¢ hydrolyzuje. Slozka Tris udrzuje stabilni pH, EDTA chelatuje vapenaté a hotec¢naté
ionty, ¢imz blokuje nezadouci ¢innost DNaz a do jisté miry 1 RNaz ve vzorku. Vyizolovana
DNA je skladovana kratkodobé¢ (dny) pii 4°C a dlouhodobé (tydny — mésice) pii -20°C, nebo
pii -80°C. Je nutné vyvarovat se opakovanému zamrazovani a rozmrazovani, které také
poskozuje DNA. RNA se obvykle uchovava ve vodé bez nukleas (RNase-free water) pii -20°C
nebo pti -80°C.

Kvantifikace a kontrola Cistoty nukleovych kyselin

Pro stanoveni koncentrace nukleovych kyselin a kontrolu jejich Cistoty lze vyuzit
nékolik metod - spektrofotometrii, elektroforetické vyhodnoceni nebo stanoveni pomoci
fluorescencnich DNA-vaznych barviv.

V praktiku vyuZzijeme spektrofotometrické stanoveni. Cisty roztok nukleové kyseliny
(DNA 1 RNA) ma absorpéni maximum pii 260 nm, proteiny maximalné absorbuji pti 280 nm,
pii 230 nm maji absorpéni maximum nizkomolekuldrni latky (napt. fenol, chloroform, EDTA,
polysacharidy...). Absorbance pti 320 nm znamena ptitomnost nerozpusténych pevnych ¢astic
nebo znecisténou kyvetu.

Koncentrace nukleové kyseliny se poc€itd ze zméiené absorbance pii 260 nm. Vychazi
se z nasledujicich vztaht:

A260 =1, pokud je v méfeném roztoku:

e dvoufetézcova DNA (dsDNA) o koncentraci 50 pg/ml
e jednofetézcové DNA o koncentraci 37 pg/ml
e RNA o koncentraci 40 ug/ml

Cistota vzorku se hodnoti podle pomért absorbanci A260/A280 a A260/A230. Pomér
A260/A280 by mél byt pro Cistou DNA okolo 1,8, u RNA okolo 2. Pomér A 260/A230 by m¢l
byt pro Cistou DNA vyss$i nez 2,0. Pokud hodnota pomérii je vyrazn€ niz$i, je roztok
kontaminovan proteiny nebo fenolem. Neni-li u vzorka splnéna pozadovana Cistota, je nutné
provést reprecipitaci vzorku, coz vede k vyraznému sniZeni obsahu necistot.
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Obr. 12 Absorpcni spektrum DNA
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Obr. 13 Ukazka zaznamu z pristroje DeNovix DS-11
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PCR

Polymerazova tetézova reakce (PCR, z anglického Polymerase Chain Reaction ) je
enzymatickd metoda umoziujici in vitro zmnozeni (amplifikaci) vybraného useku DNA,
ohranic¢ené¢ho kratkymi oligonukleotidy, tzv. primery. Metoda pracuje na principu replikace
nukleovych kyselin. Umoziiuje velmi rychle ziskat miliony piesnych kopii z velmi malého
mnozstvi vstupniho materidlu, dokonce i z DNA z jediné buniky, tj. pouze z jediné molekuly
DNA. Vlastni reakce je zaloZena na cyklickém stiidani teplot. Protoze se jedna o fetézeni téchto
cykld, nazyvame tuto metodiku fetézova reakce.

SloZeni reak¢ni smési
Do polymerazové tetézové reakce je nutné vlozit:
1. templat DNA — dsDNA jako piedlohu (templat) pro syntézu

2. dANTP = dATP, dGTP, dCTP, dTTP — smés deoxynukleotidtrifosfatl predstavujici
stavebni kameny, z nichz se syntetizuje novy feté¢zec DNA.

3. primery - dva syntetické oligonukleotidy, které¢ vymezuji amplifikovany usek
4. DNA polymerazu - enzym, ktery provede syntézu DNA

5. pufr = prostiedi vhodné pro aktivitu polymerasy, slozenim lze ovlivnit vytézek i
specifitu reakce.

Celkovy reakéni objem se voli podle potfeby, nejbéznéji 15 — 100 pl.

Princip a priabéh reakce

Reakce, zaloZena na cyklickém stfidani teplot, se sklada ze tii periodicky se opakujicich krokii:

1. Denaturace - zvySenim teploty reakéni smési na cca. 95°C dochazi k poruSeni vodikovych
mustkll mezi bazemi v dvouvlaknové DNA. Vzniknou tedy dvé jednovlaknové molekuly DNA.

2. Hybridizace (nasednuti) primeru - tzv. ,,annealing“ — ochlazeni reakéni smési na teplotu,
pii niz se mohou primery specificky navéazat na komplementarni sekvenci templatového vlakna
DNA. Teplota zavisi na délce a nukleotidovém slozeni primerd. NejCastéji se tato teplota
pohybuje mezi 50 a 60°C.

3. Syntéza novych fetézcli — v tomto kroku dochéazi k nasednuti DNA polymerazy prodluzovani
primera (elongace) — zahtati smési na teplotni optimum DNA polymerasy (obvykle 72°C)
umozni efektivni syntézu fragmentu pozadované délky v daném Case. Doba trvani jednotlivych
cyklu zavisi na délce replikovaného fragmentu a na typu polymerasy.

16



t(°C)

100 <=

den

90 4

80 4+

70 -1

60 ==

50

10

30 4

turace DNA

1 cyklus

AN

syntéza

annealing

20 --Mﬂ

10 4

Obr. 14 Stiidani teplot v pritbéhu PCR

Cyklus se periodicky opakuje 15 — 40 krat, coz vede k exponencidlnimu zmnoZeni
zvoleného fragmentu. Jak je zajiSténo, ze vznikne pravé zvoleny fragment? Nové vlakno DNA
syntetizuje DNA polymeraza, kterd nesedne v misté primeru a prodluzuje jej. V prvnim cyklu
by teoreticky mohla syntetizovat az do konce fetézce ptedlohy. Prakticky toto nenastava,
protoze dfive dojde k denaturaci v dalSim tj. 2. cyklu. Ve 2. cyklu dojde k rozvolnéni
dvouvldknové DNA na jednotliva vlakna. Na takto vzniklé 4 fetézce nasednou znovu primery
a vSe se opakuje a tim rozdilem, ze je-li pfedlohou vldkno vzniklé v 1. cyklu, toto vlakno konci
v misté prvniho primeru, tudiz novy fetézec uz ma prislusnou délku. Tyto kratké specifické
produkty pfibyvaji exponencialn¢, zatimco del§i produkty (podle ptuvodniho dlouhého

templatu) se mnozi linedrné.

oblast, kam se vaZe primer

templat
4. cyklus

Obr. 15 Priibeh PCR
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Aby nebylo nutno po kazdé denaturaci pfidavat novy enzym, pouziva se termostabilni
DNA polymerasa, kterd neztrati svoji aktivitu ani po zahtati na 95°C. Nejcastéji se pouziva
DNA polymerasa ziskana z termofilni bakterie Thermus aquaticus, zvana Taq polymerasa. Aby
se zabranilo praci polymerazy pii nizké teploté, kterd mize vést k nespecifické amplifikaci,
pouziva se tzv. hot-start polymerazy. Tyto enzymy obvykle vyuzivaji monoklonalni protilatky,
které se vazou do katalytického mista enzymu, ¢imz reverzibiln¢ blokuji jeho aktivitu. Pfi
prvnim denaturaénim cyklu dojde k ireverzibilni teplotni denaturaci protilatky a tim k
odblokovani enzymatické aktivity.

Kli¢ovou podminkou tuspéchu je vybér spravnych primert. Tyto oligonukleotidy
obvykle o délce 17-25 nukleotidii, hybridizuji s komplementarni sekvenci opacnych vldken
templatové DNA a ohranicuji tak amplifikovanou sekvenci. Musi byt tedy komplementarni k
cilové DNA, ale nesmi byt komplementarni viici sobé navzéjem ¢i uvnitt jednoho z primera.
Tyto oligonukleotidy jsou po hybridizaci na 3’-konci prodluzovany DNA polymerasou, ktera
neumi zacit syntézu komplementarniho fetézce DNA de novo. Jejich sekvence se udava ve
sméru 5'- 3" kopirovaného vlakna, prvni oznacujeme forward (upstream) a druhy reverse
(downstream). Vybrané sekvence by mély byt jedinecné, specifické pro amplifikovanou
sekvenci, aby se nemnozil jiny usek nez pozadovany. Také by mély mit stejnou nebo alespon
podobnou teplotu annealingu. Teplotu annealingu Ize riznymi metodami piiblizné¢ vypocitat,
vzdy vSak musi byt empiricky optimalizovana, aby amplifikace byla specificka pti dostatecném
vytézku. Pii ptiliS nizké teploté mohou primery nasedat i na sekvence, se kterymi nejsou zcela
komplementarni. Vytvoii se tak nespecificky produkt. Pii pfili§ vysoké teploté primery
hybridizuji nedostatecné a produkt se tvofi ve velmi malém mnozstvi.

V neposledni fad¢ je Gcinnost amplifikace ovlivnéna kvalitou a Cistotou templatové
DNA. Necistoty obsazené ve vzorku mohou pusobit jako inhibitory polymerazy, nebo
polymerasovou reakci vyrazné¢ zpomalovat tim, Ze se vazi na templatovou DNA a
znepftistupiiuji ji pro vazbu polymerazy.

Protoze pro uspésny priabéh PCR je bezpodmineéné nutnd dobie denaturovand DNA,
piedfazuje se pred blok cykli tivodni denaturace (obvykle 95°C 2 — 3 min), kterd zabezpeci
rozdéleni dsDNA na dvé ssDNA. Po probéhnuti zvoleného poctu cykli se standardné vklada
krok pro dosyntetizovani fragmentii - 72°C, 5 - 7 min, pak se reakéni smés zchladi na 4°C.

Denaturace a renaturace DNA

Stoupajici teplota prostiedi (stejné tak siln¢ alkalické pH) vede k poruseni vodikovych
mustkll mezi vlakny dvouSroubovice. Hovotfime o denaturaci DNA. Tato zména je reverzibilni.
Navraceni do piivodniho dvouvlaknového stavu, tzv. renaturace (= hybridizace) 1ze dosdhnout
pomalym ochlazovanim. Pii prudkém ochlazeni nenastava. Za vhodnych podminek mohou
takto vytvotit dvousroubovici i vlakna razného piivodu pouze na zaklad¢é komplementarity bazi.
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Obr. 16 Denaturace DNA

Charakteristikou stability fragmentu dsDNA je jeho teplota tdni Tm (melting
temperature). Je to teplota, pii které je dvouretézcova DNA z poloviny denaturovéana. Tato
teplota zavisi na délce fragmentu, na jeho nukleotidovém slozeni (vyssi podil GC part zvysuje
teplotu tani) a na dalSich faktorech jako pH nebo iontova sila roztoku.

U oligonukleotidu kratsich nez 50 bp Ize orientacné vypocitat podle vzorce:

Tm = 2x (pocet AT partr) + 4x (pocet GC para)

Hybridizac¢ni teplota je o 5 °C nizsi nez je Tm.

Amplifikace RNA

V ptipad¢ amplifikace RNA se provadi reverzni transkripce s naslednou polymerazovou fetézovou reakci
(RT — PCR). Pii reverzni transkripci se reakéni smés sklada z nésledujicich slozek:

* templatova RNA

« reverzni transkriptasa, coz je enzym, ktery provede zpétny prepis RNA na jednovldknovou DNA

« synteticky oligonukleotid

- pfi reverzni transkripci mRNA se pouziva oligonukleotid oligo(dT)12 " ktery se pfichyti na

polyadenylovy fetézec, nebo smés oligonukleotidi (obvykle hexamer) s riznymi
sekvencemi, které se pfichycuji na nahodné komplementarni sekvence RNA

- pfi reverzni transkripci ur€ité vybrané RNA se znamou ¢asti nukleotidové sekvence se pouziva
genove specificky primer

« inhibitor ribonukleas

Bézna reverzni transkripce ma tento prub¢h:
1. denaturace RNA pied ptipravou reakéni smési
2. ptiprava reakéni smési
3. prichyceni primeru pfi vhodné teploté (pro oligo(dT)15 25°C 10 min)

4. vlastni synteticka reakce (cca 42°C 60 min)
5. teplotni inaktivace enzymu (pii 99°C 5 min)
6. zchlazeni smési na 4°C

Nasledna PCR, pfi niz je reverzni transkriptdzou syntetizované 1. vlakno cDNA amplifikovano na béznou
dvouvldknovou DNA, se jiz podstatn¢ nelisi od PCR vySe uvedené.
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Restrik¢ni endonukleasy (restriktasy)

Restrikéni endonukleazy jsou bakteridlni enzymy S$tépici cizorodou dsDNA na kratsi
useky, tzv. restrik¢ni fragmenty. Bakteriim tyto enzymy slouzi jako jakysi ,,imunitni systém*,
ktery je chréni pted cizorodou DNA. Vlastni DNA bakterie je chranéna proti degradaci
methylaci v mistech rozpoznavanych sekvenci. Tyto bakteridlni enzymy lze izolovat a vyuzit
v molekularné biologické laboratofi k fragmentaci DNA.

Restrikéni endonukledzy jsou podle svych vlastnosti rozdélovany do 4 typt. Praktické
vyuziti pti analyzach DNA maji endonukledzy typu II. Tyto restriktazy nestépi DNA ndhodné,
ale rozpoznavaji specifické sekvence (restrikéni mista) a DNA piimo v nich, nebo v jejich tésné
blizkosti §tépi. Tato mista byvaji obvykle dlouha asi 4-8 nukleotidii, ¢asto maji charakter
palindromti (obracenych repetic). Stépeni fosfodiesterové vazby probiha soucasné na obou
fetézcich. Pokud dochdzi ke Stépeni presné uprostied restrikéniho mista, vznikaji tzv. tupé
konce. Pokud dochazi ke Stépeni v jiném miste, vznikaji konce s rizné dlouhym ptesahem, tzv.
lepivé konce.

EcoRI Hindll
5'- GA|ATTC -3 5- GTY|RAC -3
3’- CTTA|AG -5 3- CAR|YTG -5

| f

l l

5'- GA ATTC -3 5'- GAT RAC -3’
3'- CTTA AG -5 3- CAR YTG -5°
lepivé konce tupé konce R =G nebo A
- dvounukleotidovy presah Y=CneboT

Obr. 17 Zpusob stepeni

V soucasnosti je znamo vice jak 4 000 restriktaz, které rozpoznavaji vice jak 300 rtznych
sekvenci. Existuji databaze, napt. REBASE® (rebase.neb.com), ve kterych je mozné vyhledavat
restriktazy napt. podle rozpoznavané sekvence.

Nazvoslovi restrik¢nich endonukleaz je pomérné specifické. Prvni tfi pismena nazvu jsou
odvozena z rodového (prvni pismeno), respektive druhového jména (druhé a tieti pismeno) organismu,
ze kterého restriktasa pochazi, napt. Eco pro Escherichia coli nebo Hin pro Haemophilus influenzae.
Nasleduje symbol pro oznaceni kmene, Hind pro H. influenzae kmen d. Posledni soucasti nazvu je
imska &islice oznaGujici jednotlivé restriktazy produkované stejnym kmenem, HindIl a HindIII. Stépeni
DNA pomoci restrikénich endonukledz ma Siroké vyuziti napft. restrikéni analyza DNA, molekularni
klonovani, tvorba cDNA knihoven...
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Stanoveni SNP

Ke stanoveni jednonukleotidovych polymorfismi Ize vyuzit metodu nazvanou
,polymorfismus délek restrikénich fragmentd“ (RFLP, restriction fragment length
polymorphism) nebo jeji modifikaci PCR-RFLP = AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism). V praktiku vyuzijeme modifikovanou metodu.

V prvnim kroku se izoluje DNA, kterd mé byt analyzovéna. Oblast s predpokladanym
vyskytem polymorfismu je amplifikovana pomoci PCR. Ziskany PCR produkt je podroben
restrikénimu  Stépeni. Plvodni metoda pouziva k restrikénimu S$tépeni piimo izolovanou
genomovou DNA. Lisi-li se dvé alely nukleotidovou sekvenct, kterd je na jedné z nich soucasti
mista rozezndvaného restrikéni endonukleasou, je toto restrikéni misto na druhé znich
poruseno, tj. DNA neni v tomto misté¢ danou restriktdzou Stépena. Po rozstépeni danym
restrikénim enzymem se puvodné stejn¢ dlouhé fragmenty lisi svoji délkou. Ziskané fragmenty
se analyzuji pomoci gelové elektroforézy.

Protoze genomova DNA je kromé cilové sekvence St€pena danou restriktazou jesté v
obrovském poctu dalSich restrikénich mist, vysledkem Stépeni je obrovské mnozstvi fragmenti,
které tvoii na elektroforéze souvislou ,,Smouhu‘. Pro zjisténi polohy fragment sledované
sekvence je proto nutné pouzit tzv. Southern blot. V pitipadé metody PCR -RFLP je vysledkem
Stépeni jen ne¢kolik malo fragmentl a proto na elektroforéze ptimo vidime vysledek.

Southerniiv pienos (Southern blot/blotting)

Southerntiv pfenos je hybridiza¢ni technika, pojmenovana podle E. Southerna, ktery dany postup zavedl. DNA se
elektroforézou na agarosovém gelu rozdéli podle velikosti fragmenti a denaturaci v roztoku NaOH se pievede na
jednovlaknovou strukturu. Jednovlaknova DNA (ssDNA) se pfenese na nylonovou nebo nitrocelulosovou
membranu. Pfenos DNA z gelu na membranu (blotting) se uskute¢niuje bud’ pomoci kapilarnich jevii nebo pomoci
elektrickych sil (elektroblotting). DNA se na membrané zakotvi (nejcastéji UV zafenim). Poté se membrana necha
inkubovat v roztoku, ktery obsahuje znacené definované fragmenty DNA - sondy (proby). Tyto sondy hybridizuji
(vytvareji dvouvlaknové tseky) s komplementarnimi fetézci zakotvené DNA. Po hybridizaci se nenavazané sondy
odmyji a deteguje se poloha navazanych sond. Jsou-li sondy znaceny radioaktivné, provede se autoradiografie —
membrana se polozi na rentgenovy film a nechd exponovat. Po vyvolani filmu bude na misté hybridizované
radioaktivni sondy signal. Existuji vSak i komer¢né dostupné sety pro neradioaktivni znaceni, napft. fluorescencni
nebo chemiluminiscenéni.

Existuje obdobna hybridiza¢ni technika pro analyzu RNA nazvana Northern blot.
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Elektroforéza

Zakladni technikou d¢lent, identifikace a purifikace nukleovych kyselin je elektroforéza
na gelu. Nukleové kyseliny se v mirné zasaditém prosttedi (pH =8,5) chovaji jako polyanionty.
Se zvySujicim se poc¢tem nukleotidii v molekule imérné roste jeji naboj. Proto se v elektrickém
poli pohybuji smérem k anod€. Abychom docilili jejich rozdéleni podle velikosti, pouzivame
vhodny nosi¢, nejcastéji agarosovy nebo polyakrylamidovy gel, které slouzi jako molekulové
sito. Vétsi molekuly se jimi pohybuji mnohem hiife neZ molekuly mensi.

Pro delsi fragmenty (500 bp — 25 kbp) se pouzivaji agarosové gely, pro kratsi fragmenty
gely polyakrylamidové. Délici schopnost agarosového gelu Ize ovlivnit koncentraci agarosy,
standardné pouzivané koncentrace uvadi tabulka.

koncentrace agarosy v gelu délky efektivné délenych fragmenti DNA
(o) (kbp)
0,5 301
0,7 12-0,8
1,0 10-0,5
1,2 7-04
1,5 3-0,2

Elektroforéza na agarosovém gelu se provadi v horizontalnim provedeni. Pipravi se gel
s danou koncentraci agarosy v elektroforetickém pufru (TAE nebo TBE), ktery ma tloustku 0,5
— 1 cm a na startu jamky pro naneseni vzorkl. Gel se vlozi do elektroforetické nadoby a zalije
se elektroforetickym pufrem tak, aby nad gelem byla vrstva pufru 1 mm.

Pted naneseni na gel se vzorek smisi s nanaSecim pufrem (loading buffer), coz zvysi
hustotu smési a tim usnadni aplikaci do jamky. NanaSeci pufr obsahuje navic i barvivo, které
vlivem elektrického pole migruje stejnym smérem jako nukleové kyseliny a poskytuje tak
moznost odhadnout pozici dé€lenych fragment. NejCastéji se pouzivd bromfenolova modr,
které postupuje rychlosti stejnou jako fragment DNA o délce 500bp.

Pro ur¢eni dé¢lek analyzovanych fragmentl je vhodné se vzorky nanést na gel i marker,
tj. smés DNA fragment vhodnych délek, jejichz velikost je znama.

Po naneseni vzorki se elektroforéza piipoji k elektrickému zdroji, nastavi se napéti 1 -
10 V / cm délky gelu a podle délky délenych fragmentii se zvoli doba prabéhu.

Rozdé€lené fragmenty mohou byt vizualizovany vybarvenim gelu ethidiumbromidem,
coz je barvivo, které¢ se interkaluje do DNA a pod ultrafialovym zafenim oranzoveé
fluorescencné zafi. Barveni gelu muze byt provedeno po ukonceni elektroforézy koupdnim
v roztoku ethidiumbromidu (0,5 pg/ml) nebo lze ethidiumbromid do gelu pfidat jiz pii jeho
ptipravé (kone¢na koncentrace ethidiumbromidu v gelu - 0,5 pg/ml). Ethidiumbromid je
potencialni karcinogen.
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Obr. 18 Elektroforéza — princip

drzak hiebenu

oboustranny hieben
elektroforeticka 1adjamky  —rw
nadoba

upevnovaci Sroub

podlozka pro
nastaveni hloubky jamky

UV transparentni
podlozka gelu

vodovaha

é— nastavitelna noha
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Obr. 19 Elektroforeticka vanicka
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Interpretace vysledkii

alela normalni (wt)

GGTGCAGCACACCAACATGACACATGTATACATATGTAACAAACCTGCACGTTGTGCACA

TGTACCCTAGAACTTAAAGTATAATTTAAAAAAAATAAAAATAAAAGAATTCCTTTTGCA FVLF 5- GGAACAACACCATGATCAGAGCA-3 23 mer
ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATT TATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA FVLR 5'- TAG CCA GGAGAC CTAACATGT TC -3 23 mer

AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG
TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG
AAAATGATGCCCA:QGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA

TccHBllirGGGCT.

TAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGATCCCTG CAGGC_

158 bp 37 93 bp
.AATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGAAATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT
AGAACATGTTAGGTCTCCTGGCTAAATAATGGGGCATTTCCTTCAAGAGAACAGTAATTG s
5 alela normalni
TCAAGTAGTCCTTTTTAGCACCAGTGTGATAACATTTATTCTTTTTTTTTTTTTGTCTTG
TCTATTTTTATCAGTACCATCACTGCCGAAGGCAAGTCTAGAGTGTGATAACATATTTTG reStnkcr“ endonu'deasa Mn"
) ) 5 alela Leiden
délka PCR produktu: 288 bp LT e (N)das
’ 158 b
5.6 G A G (N)ep.s p 130 bp

wild type: 158 bp 37bp 93 bp

alela Leiden (L) & &

GGTGCAGCACACCAACATGACACATGTATACATATGTAACAAACCTGCACGTTGTGCACA @,\ \V \

TGTACCCTAGAACTTAAAGTATAATTTAAAAAAAATAAAAATAAAAGAATTCCTTTTGCA

ATATTAATTGGTTCCAGCGAAAGCTTATTTATT TATTTATTATCATGAAATAACTTTGCA

AATGAAAACAATTTTGAATATATTTTCTTTCAGGCAGGAACAACACCATGATCAGAGCAG

158 bp —
130bp —

TTCAACCAGGGGAAACCTATACTTATAAGTGGAACATCTTAGAGTTTGATGAACCCACAG
AAAATGATGCCCA:iGCTTAACAAGACCATACTACAGTGACGTGGACATCATGAGAGACA

TcEBST GGGCT.

BAATACAGGTATTTTGTCCTTGAAGTAACCTTTCAGARATTCTGAGAATTTCTTCTGGCT 93 bp _— —

TAGGACTACTTCTAATCTGTAAGAGCAGAT CCCTGGACAGGC_

AGARCATGTTAGGTCTCCTGECTAAAT AATGGGGCATTT CCTTCAAGAGAACAGTAATTG
TCAAGTAGTCCTTTTTAGCACCAGTGTGATAACATTTATTCTTTTTTTTTTTTTGTCTTG
TCTATTTTTATCAGTACCATCACTGCCGAAGGCAAGTCTAGAGTGTGATAACATATTTTG
délka PCR produktu: 288 bp

wild type: 158 bp 130bp

5.C C T C (N)i.3
3.6 G A G (N)et..5

Obr. 20 Stépeni PCR produktu restrikcni endonukledzou Mnll

Proc vidime pravé prouzky danych délek (158, 130, 93 a 37bp)?

Restrikéni endonukleaza Mnll rozpoznava urcitou sekvenci. Soucasti rozpoznévané
sekvence je 1 misto, kde pokud je pfitomna, nachéazi se Leidenska mutace.

Pokud se jednd o wt homozygota, jsou v PCR produktu pfitomna 2 restrikéni mista.
Produkt se rozstépi na 3 Casti. Na elektroforéze tedy budou 3 prouzky (158, 93 a 37bp).

Zménou nukleotidu v pfipadé mutace jedno z restrikénich mist zanikd a nedochazi
v tomto misté ke Stépeni. Produkt se $t€pi pouze na jednom misté. Tudiz vzniknou pouze
2 casti. Na elektroforéze uvidime 2 prouzky (158 a 130 bp). Toto je ptipad homozygota Leiden.

U heterozygota, ktery zahrnuje obé varianty, uvidime 4 prouzky (1. je spole¢ny obéma
variantam - 158bp, 2. nerozstépeny (alela L) - 130bp, 3. a 4. dvé Casti vzniklé St€penim
(normalni alela) 93 a 37bp).
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Pomiicky a slangové terminy

Eppendorfka (mikrozkumavka typu Eppendorf)

Mala plastova zkumavka (nej¢astéji o objemu 1,5 ml) s vickem a s konickym dnem.
Je to snad nejuniverzalnéjsi a nejvice pouzivana "nadobka" v laboratotich biochemie
a molekularni biologie. Uplatnéni ma vSude tam, kde se pracuje s malymi objemy (v
fadu desitek az stovek mikrolitri). Slouzi nejen k provadéni reakei, ale i pro pfipravu
a skladovani roztokd. Je vhodna i pro skladovani hluboce zamrazenych vzorku (-80
°C). Pii provadéni reakci odola i teplotam 100 °C. Zkumavka je autoklavovatelna.

Autoklavovani je v laboratorich bézny a velice ucinny zpusob sterilizace vihkym vzduchem
za vysokého tlaku a teploty (parni sterilizace), typicky 120 °C po dobu 15 minut.

Piipojené vicko snadno umoznuje tésné uzavieni, které brani kontaminaci béhem prace a dela
z eppendorfky nadobku vhodnou i na dlouhodobé skladovani.

Konické dno umoznuje centrifugaci, navic tento tvar zkumavky s izkym prostorem dna usnadiuje praci
s malymi objemy, tj. i pokud je ve zkumavce jen minimalni objem, potfad je odtud relativn¢ pohodIné
pipetovatelny.

Slangovy nazev eppendorfka pochazi od nazvu firmy, ktera tento typ zkumavky poprvé v roce 1963
uvedla na trh (némecka firma Eppendorf zaloZena roku 1945 v Hamburku ve ¢tvrti Eppendorf, podle
které si dala firma jméno). Zkumavky jsou vyrabény z polypropylenu, coz je material chemicky velmi
odolny, snese i extrémni teploty (-90 °C az+121 °C). Za vice nez 50 let existence se v designu zkumavek
projevila mnoha drobna vylep$eni, ktera mohou zpfijemnit praci a néktera smétuji zkumavky k jednomu
ur¢itému typu pouziti. Dostupné jsou eppendorfky se "safe-lock” pojistkou vicka, ktera brani snadnému
otevieni, zkumavky s naprosto ¢irou sténou, ktera umozni jejich ptimé pouziti jako kyvet pro optické
metody. Sténa zkumavek miiZze mit hrubé méfitko objemu nebo plosku pro "nesmazatelné" oznaceni.

Vortex (vortex mixer)

Pristroj urceny k dilkkladnému promichani obsahu malych zkumavek a nadobek. Kdyz je zkumavka
vtla¢ena do gumové ¢asti nahofe na piistroji, spusti se motor a gumova cast rychle osciluje kruhovitym
pohybem, pohyb se pfenasi na tekutinu uvniti nddobky a ta se vifivym zplisobem (vortex = vir) velice
efektivné micha. Vétsina pristroji ma nastavitelnou rychlost pohybu a moznost volby, zda je motor
spustény nepietrzité nebo se zapne jen na dobu, kdy na gumovou ¢ast tla¢ime zkumavkou.

Je moznych vice zpisobi, jak zkumavku na vortex prikladat (vtladit do
sttedu gumové Casti nebo jen opfit o hranu). Pro bézné promichani roztoku
staCi vétSinou jen kratké priloZzeni (5-10 sekund), ale pfinékterych
procedurach je ale vyZadovano intenzivni michani po delsi dobu.

Pti michani obsahu eppendorfky je nutné, aby jeden prst ruky, ve které
eppendorfku drzime, jistil vicko proti moznému otevieni! Jinak hrozi
vystiiknuti obsahu. Z tohoto divodu se nedoporucuje vortexovat ziraviny.

zvortexovat = promichat na vortexu -

Mikrocentrifuga -

Mikrocentrifuga je centrifuga urena k odstfed’ovani malych zkumavek
(eppendorfek).
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