Pan Mendel by mél jisté radost
aneb co dokaze moderni genetika
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Brno — meésto genetiky

Opat v augustinianském klastere na Starém Brné dospél
pred paldruhym stoletim kfizenim rostlin k zdsadnim objevim,
z nichz vyvodil principy dédi¢nosti, které se staly zakladem genetiky.



http://www.jizni-morava.cz/api/photo/61534

Augustinianské opatstvi sv. Tomase na Starém Brné

Augustiniani ve své dobé hrali reCeno dnesni terminologii roli védeckého inkubatoru.
Zdrzovala se u nich védecka elita.
Ti, kdo vstoupili do radu na Starém Brné, tak bud’ ucili na tehdejsich Skolach,
nebo se zabyvali védou.



Gregor Johann Mendel.

Muz, ktery proslavil hrasek a polozil zaklady genetice
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prirodovédec, zakladatel genetiky

a objevitel zakladnich zakonl dédicnosti.

Plsobil jako mnich a pozdéji opat augustinianského klastera
sv. Tomase na Starém Brn¢g,

kam prisel v roce 1843 a pfrijal feholni jméno Gregor.
Studoval matematiku, fyziku, chemii, botaniku, zoologii a paleontologii
Své Siroké znalosti pozdéji uplatnil pri svém nejvyznamnéjsim dile.
Mezi lety 1856—-1863 se Mendel vénoval krizeni hrachu a sledovani zmeén dcerinych rostlin.
Na zakladé svych pokust formuloval tfi pravidla,

ktera pozdéji vesla ve znamost jako Mendelovy zakony dédicnosti.

Pozdéji byla jeho experimentdlni data mnohokrat provérovana,

protoze se mnoha kritikim zdala az pfilis presna.

Mendelova prace byla jedna z prvnich, ktera aplikovala matematické metody

na biologicky vyzkum.

Od roku 1862 provadél Mendel také kazdodenni meteorologicka pozorovani

pro Meteorologicky ustav ve Vidni.

V seznamu trinacti Mendelovych publikaci se devét tyka meteorologie.

Mendelovo jméno Cestné nese i prvni ¢eska védecka stanice na Antarktidé.

V roce 1883 Mendel vazné onemocnél a 6. ledna 1884 zemrel v klastere

a byl pochovan na Ustfednim hibitové v Brné do hrobky augustinian.

Rekviem v kostele dirigoval Leos Janacek.




Mendel predbéhl svou dobu a sepsal o principech krizeni v roce 1866
svétoznamou publikaci ,, Pokusy s rostlinnymi hybridy“ (,Versuche tiber Pflanzen-Hybriden®).
Tento spis pak polozil zaklady moderni genetice.




Némecky psany dokument ,Versuche tber Pflanzenhybriden”
byl po léta ulozen v Némecku, do Brna se vratil v lednu 2012.

,Je to vlastné zakladni rovnice genetiky, ktera vyrista na tomto objevu
a je dnes znama po celém svété. Mame pred sebou dilo, jez objevil ¢lovek,
ktery Zil vtomto domé, v tomto klastere. A na to mlizZeme byt patfiéné hrdi.”
Opat augustinianského opatstvi na Starém Brné Lukas Evzen Martinec



Podle muzejnikll ma cenu desitek, mozna i stovek milion( korun.
,Ja si myslim, Ze cena rukopisu se mize odhadnout, ale je to stdle jenom odhad.
MuzZete vypocditat, jakou cenu ma ¢lovék?
A toto je dokument, ktery opravdu nema na svéeteé obdoby.”
opat Lukas Evzen Martinec

Rukopis obsahuje informace o tom, jak si Mendel predstavoval fungovani dédicnosti,
ktera byla pro tehdejsi dobu véci naprosto nepochopitelna.
Mendel ve spisu na tuctu dvoustranek popsal vsechno,
co pozoroval pri svych pokusech s hrachem v letech 1854 az 1864.



Vitézstvi mysli i trpélivosti

Zatimco dnes jsou na zdi Mendelova muzea v Brné podepsani i Spickovi
drzitelé Nobelovy ceny, ktefi kvali tomu specidlné v minulych letech
do Brna cestovali, pred 150 lety vyznam Mendelovy prace nedosel prakticky nikomu.
Svét sice prave prozival ohromeni nad Darwinovou evolucni teorii,
ale naprosto mu uniklo, Ze Mendel pravé poodhalil mechanismus,
jakym se darwinovsky vyvoj druh( realizuje.

MuazZeme jen zasnout nad odvahou spatfovat v dosud zcela nezndmém
a stale jesté dost tabuizovaném procesu plozeni jednotlivé tahy element( dédi¢nosti
(ano, Mendel objevil geny, jen to jméno jim dal pozdéji nékdo jiny)
a zachazet s nimi jako se stavebnimi kostkami.

Mendel je roven Maxu Planckovi, Albertu Einsteinovi a Nielsi Bohrovi dohromady,
protoZe pravé jeho objev zdkladnich zdkon( genetiky je nejvétsim prirodovédeckym
vysledkem zrozenym v ¢eskych zemich.



Mendel byl znovuobjeven az kolem roku 1900
Hugem de Vriesem,
Carlem Corrensem,
Erichem von Tschermakem

Vibec nejvétsiho ocenéni se mu dostalo v letech 1905 a 1906,
kdy si jeho prace vSiml William Bateson
» nechal prelozit Mendelovu objevnou préci Pokusy s rostlinnymi hybridy
z némciny do anglictiny
» poprvé pouzil termin genetika
» Zjistil, Ze Mendel byl ten, kdo stdl u jejiho zrodu a ktery formuloval zakladni principy dédi¢nosti.




| kdy? zajem ve svété o Mendela roste, v Cechach zaostava.
Projevuje se to i tim, Ze CeSi prichdzeji do Mendelova muzea na rozdil od cizincl zridka.

Je to jesté dlsledek toho, Ze v 50. a 60. letech byl Mendel komunistickym rezimem zakazan,
protoze genetika byla povazovana ze reakéni pavédu. Vadilo také, ze byl némecké narodnosti.



Pronasledovana genetika

Burzoazni pavéda (bypxcya3Has nxceHayka, burzuaznaja IZenauka)
je pojem zavedeny v Sovétské Svazu pro nékteré védecké obory,
které se z ideologického hlediska jevily jako nepfrijatelné.

V rliznych obdobich byly jako burZoazni pavéda oznaceny
genetika, kybernetika, sociologie, sémiotika, srovnavaci lingvistika.
Toto pojeti prevazovalo v obdobi vlady Stalina.

Ackoli se jevi jako zdanlivé neskodné souslovi,
oznaceni prispélo k radé osobnich tragédii (Nikolaj Vavilov)

a na dlouhou dobu potlacilo povédomi o vyznamnych osobnostech védy
(Gregor Johann Mendel, Thomas Morgan),
napomohlo vzestupu obskurnich osobnosti (Lysenko, LepesSinska),
uprednostnilo MicCurina a Pavlova
a na dlouhou dobu omezilo svobodu védeckého badani
nejen v Sovétském svazu.



Pronasledovana genetika

Nikolaj Ivanovic Vavilov

(25. 11. 1887 Moskva — 26. 1. 1943 Saratov)

byl sovétsky biolog, botanik, cestovatel, geograf,
vysokoskolsky pedagog, védec

a propagator genetiky v SSSR.

Procestoval cely svét, aby sbiral rostliny, které chtél
péstovat v Sovétském svazu a nasytit tak miliony
pracujicich lidi.

Soud a smrt
"Védec" Trofim Lysenko vedl boj proti genetice a tvrdil, ze se jedna o podvrh.
Rozhoduijici byla podle jeho nazoru intenzita podnétd, ktera vede k pozadovanému vysledku.
Napfriklad kravy mohou dojit fialové mléko, pokud by je k tomu nékdo vhodné stimuloval.
Mél uzky vztah s Josifem V. Stalinem, na jehoz zakladé byl v roce 1940 Vavilov zatéen.
Nasledovalo obvinéni, ze genetickymi experimenty zavinil hladomor ve tricatych letech 20 stoleti.
Soudni proces trval pét minut.
Byl odsouzen k nucenym pracim v gulagu na Sibifi, kde roku 1943 zemrel.


//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/bd/Nikolai_Vavilov_NYWTS.jpg

Pronasledovana genetika

Obéti antimendelismu (1934-1958)

Véznéni a zastreleni vézni
N. M. Tulaikov

N. K. Belyaev

l. 1. Agol

V. N. Slepkov

R. I. David

G. A. Nadson

S. G. Levit

G. K. Meister

A.l. Muralov

Ve vézeni zahynuli
N. I. Vavilov

G. D. Karpenchenko
L. L. Govorov

A. B. Alexandrov

G. A. Levitsky

Sebevrazdu spachali
D. A. Sabinin

Perzekuovani védci
S. S. Chetverikov

A. A. Sapegin

V. N. Gorbunov

A. l. Geister

V. P. Efroimson

D. D. Romashov

N. V. Timofeev-Ressovsky
J. Kfizenecky

B. Sekla

D. Kostov

A mnoho dalSich



Pronasledovana genetika

Genetika se totiZ stala v pounorovém Ceskoslovensku zcela podrobeném sovétskému vlivu
jednim z nejpostizenéjsich védeckych oboru,
prestala se vyucovat a dokonce byli jeji zastanci perzekuovani.

Jaroslav Krizenecky (2. 3. 1896 Praha - 26. 12. 1964 Brno)
docent Vysoké skoly zemédélské v Brné
zakladatel Mendeliana a genetického oddéleni Moravského muzea

Protoze jako jeden z mala zustal vérny védecké mendelovské genetice,
byl v roce 1949 propustén ze Zootechnického Ustav Vysoké skoly zemédélské, ktery vedI
Dostal zakaz vstupu na Prirodovédeckou fakultu Masarykovy univerzity v Brné

Kdyz v roce 1957 vystoupil slovem i tiskem s kritikou Lysenka a obranou Mendela,

byl ve vykonstruovaném procesu odsouzen na jeden a pul roku do vézeni.

V procesu mu jisté nepfrilepsSila ani filozoficka uvaha v Peroutkové tydeniku

Pritomnost z roku 1925 ,,Proc¢ nejsem komunistou”.

V ni zdGvodnuje, pro¢ nevéfi ve spravnost teorie ani ideall a praxe komunistické strany

— budoucnost dala za pravdu jemu i dalSim ¢eskym osobnostem,

jako byli bratfi Capkové, Jan Herben, Frantiek Langer, Josef Kopta, Frafia Sramek, Ladislav P. Prochazka nebo Jaroslav Kallab.



Revoluce zvana genetika

1865 - Opat augustinianského klastera v Brné Johann Gregor Mendel svymi objevy zalozil nauku o dédicnosti
1869-1871 - Objev nukleovych kyselin. Zjisténo, Ze burika obsahuje deoxyribonukleovou kyselinu (DNA).

1900 - Nizozemec Hugo Maria de Vries, Némec Karl Erich Correns a Rakusan Erich von Tschermak potvrdili Mendelovy zakony o dédi¢nosti a vytvofili klasickou genetiku.
1909 - Wilhelm Ludvig Johannsen polozil zaklady moderni terminologie (gen, genotyp, fenotyp)

1919 - Phoebus Levene urcil slozeni DNA

1938 - Vznika termin ,,molekularni biologie”.

1944 - Americ¢an Oswald Avery s kolegy objevil, Ze DNA je nositelkou dédi¢né informace.

1951 - V Londyné poprvé ziskany ostré rentgenové difrakéni snimky DNA.

1953 - Anglicané Francis Crick a Maurice Wilkins a Ameri¢an James Watson objevili strukturu DNA.

1956 - DNA vytvorena poprvé uméle.

1957 - Francis Crick, George Gamov - formulace centralniho dogmatu

1958 - Rozlustén geneticky kdd, princip mechanismu,. Francis Crick predloZil sérii pravidel, které popisuji vztahy mezi DNA, RNA a proteiny.

1961 - Matthew Meselson a Franklin Stahl dokazali replikaéni mechanismus DNA,

1966 - DNA objevena jak v chromosomech, tak v mitochondrii.

1969 - Poprvé oddélen jednotlivy gen.

1970 - Prvni syntéza umélého genu.

1973 - Kalifornsti védci vyvinuli postup vyroby rekombinantnich molekul DNA tim, Ze lidsky gen pfipojili do molekul bakterialni DNA. Belgicti védci poté urdili pofadi molekul v genech.
1976 - Prvni funkcni syntéza umélého genu v bakterii.

1977 - Védci se zacali zabyvat mapovanim DNA; poprvé izolovany lidské geny.

1981 - Objevena prvni lidska mitochondrialni DNA. - Védci z Ohio University vyprodukovali prvni transgenni zvife transferem gen( z jinych druhd zvifat do mysi.

1982 - V USA pfisel poprvé na trh medikament vyrobeny genovou technikou (inzulin); nasledoval Iék proti rakoviné interferon.

1983 - Poprvé syntetizovan umély chromosom, Kary Banks Mullis popsal metodu polymerazové retézové reakce

1984 - Poprvé uplatnéna molekularni biologie v kriminalistice. ZaloZen geneticky otisk prstu (DNA fingerprint).

1988 - Organizace na vyzkum lidského genomu (Human Genome Organisation) ozndmila Gkol zmapovat kompletni skladbu DNA.

1990 - Na ¢tyfleté holci¢ce poprvé vyzkousena lé¢ba lidského organismu pomoci genovych experimenta.

1991 - Zacatek projektu zkoumani lidského genomu mezindrodnim vefejnym konsorciem Human Genome Project (HGP).

1995 - Rozlusténi prvniho genomu (bakterie Haemophilus influenzae).

1996 - Po Sestiletych vyzkumech rozlustén prvni eukaryotni genom pivovarskych kvasinek (Saccharomyces cerevisiae).

1998 - Poprvé rozlustén genom mnohobunécného organismu - parazita hlistice (Caenorhabditis elegans).

Prosinec 1999 - Mezinarodni tym genetikd poprvé v historii lidstva popsal geneticky kéd lidského chromozému 22, jednoho z 23 pard lidskych chromozédm.

Bfezen 2000 - Védci z Kalifornské univerzity v Berkeley rozsifrovali genetickou vybavu musky octomilky.

26. ervna 2000 - HGP oznamilo sestaveni prvniho hrubého nacrtu celého lidského genomu.

11. Gnora 2001 - HGP a jeho hlavni konkurent Celera Genomics oznamily rozlusténi 95 procent lidského genomu.

4. srpna 2002 - Védclm se podafilo sestavit nejucelenéjsi genetickou mapu mysi. V prosinci americky ¢asopis Nature zverejnil, Ze lidé a mysi maji asi z 99 procent totoZzny genom.
14. dubna 2003 - Mezinarodni tym védcl ozndmil dokonceni pIné identifikace lidského genomu.



1875

1869

1909

1919

1938

1944

Charles Darwin prisel s myslenkou ,, gemuli”

hypotetickych ¢astic uréenych k prenosu ryst z rodicl na potomky

V bunkach byla zjisténa chemicka latka deoxyribonukleova kyselina (DNA)

Wilhelm Ludvig Johannsen polozil zaklady moderni terminologie
(gen, genotyp, fenotyp)

Phoebus Levene urcil slozeni DNA
Vznika termin ,molekularni biologie®,
DNA byla urcena nositelkou genetické informace

Oswald Avery, Colin MacLeod, Maclyn McCarty prokazali,
ze latkovym substratem gent je DNA




1951 Byl ziskan prvni jasny rentgenovy snimek DNA.

Rosalind Franklin




Revoluce zvana genetika
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James D. Watson, Francis H. Crick

1 9 5 3 Popsali molekuldrni strukturu DNA

Polozili tim zaklad jesté hlubsi urovné genetického vyzkumu
— molekularni genetiky
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Francis H. Crick byl jednim z nejvyznamnéjsich védcu 20. stoleti

Hral klicovou roli ve vyzkumu tykajiciho se odhaleni genetického kédu (1966)

Pouzil termin "centralni dogma" - jednosmérny tok genetické informace v bunce
z DNA na RNA do proteinu




James D. Watson

1988 — 1992 byl jednim z reditelll Human Genome Project v National Institutes of Health,
kde dohlizel na mapovani gent v lidskych chromozom

Jeho genom byl sekvenovan v roce 2007 jako druhé osoby, u které to bylo provedeno

V roce 2007 byla jeho povést poskvrnéna spornymi vyroky, které ucinil ohledné inteligence
Africanl a intelektualnich rozdild mezi geograficky oddélenymi narody.

The “Caligula of Biology” vyvolava dalsi vyzvu

Watson, J. (2013). Oxidants, antioxidants and the current incurability of metastatic cancers Open Biology, 3 (1), 120144-120144


http://www.united-academics.org/magazine/uncategorized/did-james-watson-just-say-that/attachment/james-watson-post1/

Crickovi kolegové v laboratofi ho shledavali jako
primého, netaktniho, arogantniho a hlu¢ného muze.

"Nikdy jsem nevidél Francise Cricka ve mirné naladé.
Mluvil hlasitéji a rychleji, nez kdokoli jiny,
a kdyz se zasmal, jeho umisténi v laboratofri bylo jasné.”
James Watson, The Double Helix

,Jim a ja jsme si okamzité rozumeéli,
protoze mlada arogance, bezohlednost a netrpélivost s pomalym myslenim
byly prirozené pro nas oba.
Francise Crick

Sdileli uzasnou aroganci lidi, ktefi se nikdy nesetkali s nékym jim dusevné rovnym.
Ale vSiml jsem si jejich kontrastnich stylU.
Crick byl vysoky, upraveny, sveétacky obleceny a hlasity.
Watson chodil obleceny jako tulak, bylo patrné, ze si nikdy necistil boty.
Mluvil tichym monoténnim nosnim hlasem,
ktery mizel pfed koncem kazdé véty, pak nasledovalo odfrknuti.
Max Perutz



Francis Harry Compton Crick
James Dewey Watson
Maurice Hugh Frederick Wilkins

roku 1962 udélena
Nobelova cena za fyziologii a medicinu,

podle komise za ,,jejich objevy tykajici se molekularni struktury nukleovych kyselin
a jejich vyznamu pro prenos informaci v Zivych systémech®,
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Revoluce zvana genetika

1865 - Opat augustinianského klastera v Brné Johann Gregor Mendel svymi objevy zaloZil nauku o dédi¢nosti

1869-1871 - Objev nukleovych kyselin. Zjisténo, Ze burika obsahuje deoxyribonukleovou kyselinu (DNA).

1900 - Nizozemec Hugo Maria de Vries, Némec Karl Erich Correns a Rakusan Erich von Tschermak potvrdili Mendelovy zakony o dédi¢nosti a vytvofili klasickou genetiku.
1909 - Wilhelm Ludvig Johannsen poloZzil zaklady moderni terminologie (gen, genotyp, fenotyp)

1919 - Phoebus Levene urcil slozeni DNA

1938 - Vznika termin ,,molekularni biologie”.

1944 - Americ¢an Oswald Avery s kolegy objevil, Ze DNA je nositelkou dédi¢né informace.

1951 - V Londyné poprvé ziskany ostré rentgenové difrakéni snimky DNA.

1953 - Anglicané Francis Crick a Maurice Wilkins a Ameri¢an James Watson objevili strukturu DNA.

1956 - DNA vytvorena poprvé uméle.

1957 - Francis Crick, George Gamov - formulace centralniho dogmatu

1958 - Rozlustén geneticky kdd, princip mechanismu,. Francis Crick predloZil sérii pravidel, které popisuji vztahy mezi DNA, RNA a proteiny.

1961 - Matthew Meselson a Franklin Stahl dokazali replika¢ni mechanismus DNA,

1966 - DNA objevena jak v chromosomech, tak v mitochondrii.

1969 - Poprvé oddélen jednotlivy gen.

1970 - Prvni syntéza umélého genu.

1973 - Kalifornsti védci vyvinuli postup vyroby rekombinantnich molekul DNA tim, Ze lidsky gen pfipojili do molekul bakterialni DNA. Belgicti védci poté urcili pofadi molekul v genech.
1976 - Prvni funkcni syntéza umélého genu v bakterii.

1977 - Védci se zacali zabyvat mapovanim DNA; poprvé izolovany lidské geny.

1981 - Objevena prvni lidskda mitochondrialni DNA. - Védci z Ohio University vyprodukovali prvni transgenni zvife transferem gent z jinych druhi zvifat do mysi.
1982 - V USA pfisel poprvé na trh medikament vyrobeny genovou technikou (inzulin); nasledoval lék proti rakoviné interferon.

1983 - Poprvé syntetizovan umély chromosom.

1983 - Kary Banks Mullis popsal metodu polymerazové retézové reakce

1984 - Poprvé uplatnéna molekularni biologie v kriminalistice. ZaloZen geneticky otisk prstu (DNA fingerprint).

1988 - Organizace na vyzkum lidského genomu (Human Genome Organisation) ozndmila Gkol zmapovat kompletni skladbu DNA.

1990 - Na Ctyfleté holcicce poprvé vyzkousena lécba lidského organismu pomoci genovych experimentd.

1991 - Zacatek projektu zkoumani lidského genomu mezindrodnim vefejnym konsorciem Human Genome Project (HGP).

1995 - Rozlusténi prvniho genomu (bakterie Haemophilus influenzae).

1996 - Po Sestiletych vyzkumech rozlustén prvni eukaryotni genom pivovarskych kvasinek (Saccharomyces cerevisiae).

1998 - Poprvé rozlustén genom mnohobunécného organismu - parazita hlistice (Caenorhabditis elegans).

Prosinec 1999 - Mezinarodni tym genetikd poprvé v historii lidstva popsal geneticky kéd lidského chromozému 22, jednoho z 23 pard lidskych chromozédm.
Bfezen 2000 - Védci z Kalifornské univerzity v Berkeley rozsifrovali genetickou vybavu musky octomilky.

26. ervna 2000 - HGP oznamilo sestaveni prvniho hrubého nacrtu celého lidského genomu.

11. Gnora 2001 - HGP a jeho hlavni konkurent Celera Genomics oznamily rozlusténi 95 procent lidského genomu.

4. srpna 2002 - Védclm se podafilo sestavit nejucelenéjsi genetickou mapu mysi. V prosinci americky ¢asopis Nature zverejnil, Ze lidé a mysi maji asi z 99 procent totoZzny genom.
14. dubna 2003 - Mezinarodni tym védcl ozndmil dokonceni pIné identifikace lidského genomu.



Kary Banks Mullis

1 9 8 3 PCR (polymerazova retézova reakce)

Tato metoda byla ve své dobé doslova prevratna
a nejen Zze méla obrovsky dopad na védeckou komunitu,
ale ovlivnila i mnoho aspektd naseho kazdodenniho
Zivota.



Kary Banks Mullis

Udalost popisuje tak, Zze béhem cesty po dalnici 128 ze San Francisca do
Mendocina v jeho Hondé Civic ho nahle polymerazova retézova reakce napadla tak
jasné, jako by ji mél v hlavé nakreslenou na tabuli.

Inventing the PCR
-
At (east this is the 20th \

time, it boils the water...

N4
ﬂ

P0URI10S pad dlJls

by Viktor S. Poor



Mullis za vynalez PCR obdrzel Nobelovu cenu v roce 1993,
deset let po své cesté ze San Francisca do Mendocina.



Kary Banks Mullis

v Mendelové muzeu v Brné




Kary Banks Mullis

If you want to know about genetic engeneering
you must be willing to spend years learning chemistry and biology.
Nothing of value comes without effort.

Pokud chcete znat geneticky engeneering
musite byt ochotni stravit roky u¢enim chemie a biologie.
Zadna hodnota nepfijde bez ndmahy.
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1869-1871 - Objev nukleovych kyselin. Zjisténo, Ze burika obsahuje deoxyribonukleovou kyselinu (DNA).

1900 - Nizozemec Hugo Maria de Vries, Némec Karl Erich Correns a Rakusan Erich von Tschermak potvrdili Mendelovy zakony o dédi¢nosti a vytvofili klasickou genetiku.
1909 - Wilhelm Ludvig Johannsen poloZzil zaklady moderni terminologie (gen, genotyp, fenotyp)

1919 - Phoebus Levene urcil slozeni DNA

1938 - Vznika termin ,,molekularni biologie”.

1944 - Americ¢an Oswald Avery s kolegy objevil, Ze DNA je nositelkou dédi¢né informace.

1951 - V Londyné poprvé ziskany ostré rentgenové difrakéni snimky DNA.

1953 - Anglicané Francis Crick a Maurice Wilkins a Ameri¢an James Watson objevili strukturu DNA.

1956 - DNA vytvorena poprvé uméle.

1957 - Francis Crick, George Gamov - formulace centralniho dogmatu

1958 - Rozlustén geneticky kdd, princip mechanismu,. Francis Crick predloZil sérii pravidel, které popisuji vztahy mezi DNA, RNA a proteiny.

1961 - Matthew Meselson a Franklin Stahl dokazali replika¢ni mechanismus DNA,

1966 - DNA objevena jak v chromosomech, tak v mitochondrii.

1969 - Poprvé oddélen jednotlivy gen.

1970 - Prvni syntéza umélého genu.

1973 - Kalifornsti védci vyvinuli postup vyroby rekombinantnich molekul DNA tim, Ze lidsky gen pfipojili do molekul bakterialni DNA. Belgicti védci poté urcili pofadi molekul v genech.
1976 - Prvni funkcni syntéza umélého genu v bakterii.

1977 - Védci se zacali zabyvat mapovanim DNA; poprvé izolovany lidské geny.

1981 - Objevena prvni lidskda mitochondrialni DNA. - Védci z Ohio University vyprodukovali prvni transgenni zvife transferem gent z jinych druhi zvifat do mysi.
1982 - V USA pfisel poprvé na trh medikament vyrobeny genovou technikou (inzulin); nasledoval lék proti rakoviné interferon.

1983 - Poprvé syntetizovan umély chromosom, Kary Banks Mullis popsal metodu polymerazové retézové reakce

1984 - Poprvé uplatnéna molekularni biologie v kriminalistice. ZaloZen geneticky otisk prstu (DNA fingerprint).
1988 - Organizace na vyzkum lidského genomu (Human Genome Organisation) ozndmila Gkol zmapovat kompletni skladbu DNA.

1990 - Na Ctyfleté holcicce poprvé vyzkousena lécba lidského organismu pomoci genovych experimentd.

1991 - Zacatek projektu zkoumani lidského genomu mezindrodnim vefejnym konsorciem Human Genome Project (HGP).

1995 - Rozlusténi prvniho genomu (bakterie Haemophilus influenzae).

1996 - Po Sestiletych vyzkumech rozlustén prvni eukaryotni genom pivovarskych kvasinek (Saccharomyces cerevisiae).

1998 - Poprvé rozlustén genom mnohobunécného organismu - parazita hlistice (Caenorhabditis elegans).

Prosinec 1999 - Mezinarodni tym genetikd poprvé v historii lidstva popsal geneticky kéd lidského chromozému 22, jednoho z 23 pard lidskych chromozém.
Bfezen 2000 - Védci z Kalifornské univerzity v Berkeley rozsifrovali genetickou vybavu musky octomilky.

26. €ervna 2000 - HGP oznamilo sestaveni prvniho hrubého nacrtu celého lidského genomu.

11. Gnora 2001 - HGP a jeho hlavni konkurent Celera Genomics oznamily rozlusténi 95 procent lidského genomu.

4. srpna 2002 - Védcim se podafilo sestavit nejucelenéjsi genetickou mapu mysi. V prosinci americky ¢asopis Nature zverejnil, Ze lidé a mysi maji asi z 99 procent totoZzny genom.
14. dubna 2003 - Mezinarodni tym védcl ozndmil dokonceni pIné identifikace lidského genomu.



1984 Alec Jeffreys

DNA fingerprinting (geneticky otisk)

1984 Zavedena technika DNA fingerprintingu k identifikovani jedincu.

1985 Technika DNA fingerprintingu zacala byt pouzivana jako dukazni material u soudu.
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1956 - DNA vytvorena poprvé uméle.
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1958 - Rozlustén geneticky kdd, princip mechanismu,. Francis Crick predloZil sérii pravidel, které popisuji vztahy mezi DNA, RNA a proteiny.

1961 - Matthew Meselson a Franklin Stahl dokazali replika¢ni mechanismus DNA,

1966 - DNA objevena jak v chromosomech, tak v mitochondrii.

1969 - Poprvé oddélen jednotlivy gen.
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1982 - V USA pfisel poprvé na trh medikament vyrobeny genovou technikou (inzulin); nasledoval lék proti rakoviné interferon.

1983 - Poprvé syntetizovan umély chromosom, Kary Banks Mullis popsal metodu polymerazové retézové reakce
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1996 - Po Sestiletych vyzkumech rozlustén prvni eukaryotni genom pivovarskych kvasinek (Saccharomyces cerevisiae).

1998 - Poprvé rozlustén genom mnohobunécného organismu - parazita hlistice (Caenorhabditis elegans).

Prosinec 1999 - Mezinarodni tym genetikd poprvé v historii lidstva popsal geneticky kéd lidského chromozému 22, jednoho z 23 pard lidskych chromozém.

Bfezen 2000 - Védci z Kalifornské univerzity v Berkeley rozsifrovali genetickou vybavu musky octomilky.

26. €ervna 2000 - HGP oznamilo sestaveni prvniho hrubého nacrtu celého lidského genomu.

11. Gnora 2001 - HGP a jeho hlavni konkurent Celera Genomics oznamily rozlusténi 95 procent lidského genomu.

4. srpna 2002 - Védcim se podafilo sestavit nejucelenéjsi genetickou mapu mysi. V prosinci americky ¢asopis Nature zverejnil, Ze lidé a mysi maji asi z 99 procent totoZzny genom.
14. dubna 2003 - Mezinarodni tym védcl ozndmil dokonceni pIné identifikace lidského genomu.



Human Genome Project
Projekt lidsky genom
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Human Genome Project
Projekt lidsky genom

01986: Santa Fe

James Watson:
,Vvstoupit na cestu od dvojisSroubovice k 3 miliardam schodu lidského genomu“

01988: Kongres USA schvalil 15 lety projekt a dotaci 3 mld USD

$ 3 Billions

01990: zacatek projektu
02005: predpokladané ukonceni



* Walter Gilbert: ,,az budeme mit v ruce uplnou
sekvenci lidského genomu, budeme vedét, co
déla clovéka clovekem.“...




Human Genome Project
Projekt lidsky genom

qan Genome p, Urcit uplnou sekvenci genomu (3,2 Gb)
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e \u.f SR ee Identifikovat a mapovat geny, urcit jejiich strukturu
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;71 Pomocné projekty
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CCGACATGAG ACAGTTAGGT ATCGTCGAGA GTTACAAGCT E.coli, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster a Mus musculus
CTGCATCTGA AGCCGCTGAA GTTCTACTAA GEGGTGGATAA
CCAGACTATE ATTATTATAA TTACAAACAG AACOCAAAAA

e ELSI: Etické, Legalni, Socialni Implikace



Verejné Consortium Celera Genomics
Francis Collins Craig Venter




15 Febrigiry 2001

The Genome International Sequencing Consortium:
Initial sequencing and analysis of the human genome.
Nature 409,860-621,2001
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Venter, J.C. et al.:
The sequence of the human
genome.Science 291:1304-1351,2001
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V roce 2003 védci popsali
DNA sekvenci 3 miliard paru bazi
tvoricich lidsky genom



myslenku, ze se veéci
nedélaji kvlli penézim. Zac
by stal lidsky zivot,
kdybychom se v ném
nepokusili objevit néco
nového?“

e sekvenovani genomu pro

komercni zisk je "totally
immoral and disgusting".

Patentovani genu

Craig Venter

"Speed matters - discovery
can’t wait!"

Véda je forma podnikani
Informace je treba promenit
na penize

snaha o patentovani genu
Clovéka za ucelem zisku
penéz z patentu



Frank Collins

,Molekularni genetici jsou povinni
vyuzit poznatky o lidskych
genech v boji s chorobami.”


http://en.wikipedia.org/wiki/File:Francis_Collins_official_portrait.jpg

Craig Venter

Clovék, ktery dal ke zkoumani svoji DNA

,,Myslim, ze nejvetsi prekvapeni je, ze se jeden od druhého liSime vice,
nez jsme cekali.”



Zkompletovani lidského genomu je dulezity krok na dlouhé cesté,
avSak konecény prospéch pro zdravotnictvi mize byt fenomenalni.

profesor Allan Bradley, reditel Wellcome Trust Sanger Institute.


http://www.sanger.ac.uk/about/press/gfx/allan_bradley_wt_c0056607_1000x1566_72.jpg

Lidsky genom

ma pribliznou velikost 3,2 Gb
z nichz je 2,95 Gb tvoreno euchromatinem.

28% sekvenci je transkribovano do RNA a z téchto 28% je
pouhych 5% prepisovano do ﬁroteinﬁ; coz je 1,1%-1,4%
absolutni velikosti celého genomu clovéka.

toto v roce 2012 jiz neni pravda, prepisuje se do RNA snad az 90% genomu
v roce 2013 se predpokladd, Zze nékdy a néjak se prepise do RNA 100% genomu

Pres 50% genomu je tvoreno repetitivnimi sekvencemi: 45%
%enomu je tvoreno jednim ze Ctyr typu parazitickych DNA
elementd, 3% genomu tvori repetice jen nékolika bazi a 5%
genomu je tvoreno recentnirSIi\lAupIikacemi velkych segmentu

VétsSina parazitické DNA je tvorena reverznimi transkripty z RNA.

Lidsky genom tak z urcitého uhlu pohledu pripomina more
repetitivnich sekvenci s malou primesi genu.



Lidsky genom

22 287 genu kédujicich proteiny

méné genl neZ se oCekavalo: predpovidalo se 150,000 (pred sekvenaci), 30-40,000 (2001)

Primérné 9 genu na 1Mb
Celkem 232 000 exonU (primérné 10,4 exonu / gen)
|dentifikovanych asi 20 000 pseudogenu



prvni osekvenovany genom ssRNA viru
bakteriofag MS2 3569 1976

prvni osekvenovany genom

bakterie Haemophilus influenze 1,83 .10° 1740 prokaryotického organismu 1995

prvni osekvenovany genom

kvasinka Saccharomyces cerevisiae 12,1.108 5770 eukaryotického organismu 1997

prvni osekvenovany genom rostliny

husenic¢ek Arabidopsis thaliana 157 .106 25 498 2000

kukufice Zea mays 2.5.10° 2500

octomilka Drosofila melanogaster 137 .108 13 472 2000

Clovék Homo sapiens sapiens 3,2.10° 22 000

prvni osekvenovany genom savce 2003



Odlisnosti uvnitf druhu Homo sapiens v ramci
celéeho sekvence DNA 0.1 - 0,5%

(vétsSina je v nekodujicich sekvencich)

1,5 milionu pb - rozdil mezi matkou a ditétem
2,25 milion0 pb - rozdil mezi babic¢kou a vnhuckou

3 miliony pb - rozdil mezi dvéma nahodnymi lidmi na Zemi



Number of base pair
(in millions)
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VSichni lidé si jsou napadné podobni

The number of base pair differences between
biological relatives decreases as a function of their

coefficient of relatedness.

L

unrelated second grand

mother brother or twin
human cousin cousln mother

sister



Ve srovnani s ostatnimi druhy vykazuiji lidé
velmi malou genetickou variaci

Pea*
Fly
Fish
Human
Orang-utan
Gorilla
Chimpanzee
Human



Moderni populacni genetika ucinila koncept ,rasy” biologicky beze smyslu,

i kdyz je stale socialné explozivni.
Marek Orko Vdcha




The 1000 Genomes Project

78 rGznych vyzkumnych instituci

1000 Genomes

A Deep Catalog of Human Genetic Variation
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The 1000 Genomes Project

Védci z konsorcia nejprve precetli kompletni genomy cca 1000 lidi.

Vybrali si k tomu reprezentanty ¢tyr rdznych etnik - obyvatele zdpadni Afriky,
Evropany, Cifiany z jizni Asie a Japonce jako reprezentanty obyvatel vychodni Asie.

Aby si udélali detailni predstavu o tom, kolik zmeén vznika v dédic¢né informaci nové v
kazdé dalsi generaci, precetli velmi dikladné genomy dvou rodic¢ovskych paru a jejich

déti.

Pocet odhalenych variant lidské DNA se diky tomuto pocinu zvysil dvacetindsobné.
U genll dnes zname asi 15 miliont variant.

Polovina z nich se podafrilo odhalit diky konsorciu The 1000 Genomes Project.

Z tohoto vyzkumu také vyplynulo, Ze kazdy z nas ma zasadnimi zménami v DNA
vyfazeno z ¢innosti v priméru 200 az 300 gend.



The 1000 Genomes Project

PIna polovina variant lidské dédi¢né informace se vyskytuje s ¢etnosti nizsi nez 5 %.

Nékteré vzacnéjsi varianty DNA jsou typické jen pro urcita etnika.

V konsorciem zkoumanych populacich Afri¢and, Evropant, Cifian( a Japonct méli
prislusnici jediného etnika ,monopol“ na tfetinu vSech variant vyskytujicich se s
frekvenci nejvyse 0,5 %.

Vyznam jednotlivych variant DNA se muze liSit mezi rGznymi etniky.

Varianta lidské DNA, ktera u svych nositelll zvysuje riziko vzniku glaukomu ¢ili
zeleného oéniho zakalu u Islandan( a Cifiand.

V cinské populaci je vSak tento pripad genetické dispozice podstatné vzacnéjsi.
Pravdépodobnost onemocnéni je u ¢inskych nositell této vlohy mnohem vyssi nez u
Islandanu.



ELSI HGP

 je identifikovano ¢im dal tim vic lidskych genu

* pokud budou objeveny geny, které indikuiji
nachylnost ke kriminalité, inteligenci nebo
homosexualité, jak by na to méla spolecnost
reagovat?

e genetika versus kriminalita: kdyz u zlocincu
manipulujeme prostredi vézenim, nemohli
bychom téz manipulovat jejich genomem?



ELSI HGP

Kdo bude mit pristup k osobnim informacim o slozeni
genomu jedince a jak budou tyto informace vyuzivany?

Kdo je majitelem informace o genomu jedince?

Jak ovlivni informace o slozeni genomu jedince
sebechapani daného cloveka a jak tato informace ovlivni
prijeti tohoto jedince spolecnosti?

Jak informace o genomech jedincl ovlivni prijeti
minoritnich skupin spolecnosti?

Jak pripravime |ékare na nastup ,nove genetiky” a jak
pripravime na nastup nové genetiky verejnost?

Jak pripravime verejnost, aby byla schopna uvazlivé a
kvalifikované provést informovanou volbu?



ELSI HGP

Jak spolecnost vyvazi nutna vedecka omezeni a socialni
risk s dlouhodobym prospéchem?

Mélo by se provadet genetické testovani, pokud
neexistuje terapie?

Meli by mit rodice pravo nechat testovat deti na nemoc,
ktera propukne az v dospélosti?

Jsou genetické testy ?polehllve a interpretovatelné
|ékarskou komunitou:

Zpusobuji geny, Ze se lidé chovaji urcitym zplsobem?
Mohou lidé vzdy kontrolovat své chovani?

Kde se nachazi linie mezi lécbou a vylepsenim?

Kdo vlastni geny a dalsi sekvence lidské DNA?

Bude patentovani sekvenci DNA omezujici pro jejich
nedostupnost a zbrzdi se tim vyvoj uzitecnych produktu?



ELSI HGP

1. Vzrustajici informovanost a genetické konstituci jedince a
celych populaci vede k otazce, kdo by mél kontrolovat
ziskavani techto informaci a kde by tyto informace mely byt
pristupné. Do této otazky spadaji otazky tykajici se
presymEtomatického testovani, screening prenasecd,
geneticky screening provadény zamestnavatelem za ucelem
zjisténi vhodnosti uchazece k dané praci atd.

2.V nedaleké budoucnosti budu zcela jiste mozne .
manipulovat genom embryi za ucelem zmény genotypu i
fenotypu

3. Vzrastajici informovanost obhledné genetického zakladu
behavioralnich projevu zfejme zmeéni nase sebepochopeni a
ovlivni socialni instituce.

%urray, T.H., (1991) Ethical issues in human genome research FASEB Journal 5,55-



Umluva na ochranu lidskych prav a distojnosti lidské bytosti
v souvislosti s aplikaci biologie a mediciny . Umluva o lidskych pravech a biomediciné.

Clenské staty Rady Evropy, daldi staty a Evropské spoledenstvi, signatafFi této Umluvy,

KAPITOLA IV

Lidsky genom

Clanek 11

Zakaz diskriminace

Jakakoliv forma diskriminace osoby z diivodu jejiho genetického dédictvi je zakazana.

Clanek 12

Prediktivni geneticka vysetreni

Vysetieni, kterad predpovidaji geneticky podminéné nemoci nebo ktera slouzi k uréeni nositele
genu zpusobujiciho nemoc nebo k odhaleni genetické predispozice nebo nachylnosti k
nemoci, lze provést pouze pro zdravotni Ucely nebo pro védecky vyzkum spojeny se
zdravotnimi Ucely a v navaznosti na odpovidajici genetické poradenstvi.

Clanek 13

Zasahy do lidského genomu

Zasah smértujici ke zméneé lidského genomu lze provadét pouze pro preventivni, diagnostické
nebo lé¢ebné Ucely, a to pouze tehdy, pokud neni jeho cilem jakdkoliv zména genomu
nékterého z potomkd.

Cldnek 14

Zakaz volby pohlavi

Pouziti postupt Iékarsky asistované reprodukce nebude dovoleno za ucelem volby budouciho
pohlavi ditéte, ledaZe tak Ize predejit vazné dédi¢né nemoci vazané na pohlavi.



Zakon 373/2011Sb. o specifickych zdravotnich sluzbach a 372/2011 Sb. o zdravotnich sluzbach

Genetickym laboratornim vysSetfenim se rozumi laboratorni analyza lidského
zarodecného genomu nebo jeho ¢asti.

Osoba, které je nabizeno genetické laboratorni vySetfeni, ma pravo

* nasvobodné a informované rozhodnuti tykajici se vySetreni,

dalSiho nakladani s genetickym materialem a informacemi ziskanymi béhem vysetreni.

* na podani informace o jeho ucelu, povaze a dopadu na zdravi, v€etné zdravi budoucich generaci,
a o rizicich neocekdvanych ndlez( pro pacienta a geneticky pribuzné osoby

Vysledky genetickych vysetreni nesméji byt bez pisemného souhlasu pacienta poskytnuty
tfetim osobdm. Prodej nebo darovani vysledkl genetickych vysetreni tretim osobam

bez pisemného souhlasu pacienta, véetné pisemného souhlasu dotCené geneticky
pribuzné osoby, je zakazan.

Vysledky genetického vysetreni nesméji byt pouzity k jakékoli diskriminaci pacienta
a geneticky pribuznych osob.

Spole&nost lékarské genetiky CLS JEP vydala v souvislosti s pFijetim zdkond 373/2011Sb.
o specifickych zdravotnich sluzbdch a 372/2011 Sb. o zdravotnich sluzbdch doporuceni
tykajici se informovaného souhlasu pro genetickd laboratorni vysetreni.



Jak ovlivnuje genetika klinickou
medicinu?

N
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Mnoho lékaru si z dob svych studii pamatuije,
ze lékarska genetika se zabyva relativné vzacnymi monogennimi onemocnénimi
Ci chromozomalnimi poruchami.

S vyjimkou pediatri a gynekologli-porodnik( se vétSina |ékarl v primarni péci s
témito chorobami setkavalo velmi vzacné,
a lékarskou genetiku proto povazovali za okrajovy obor mediciny.

Soucasny rychly vyvoj molekularné genetickych metod,
prekotné odkryvani lidského genomu
a systematicky popis polymorfismU jednotlivych nukleotid (SNPs)
Iékarskou genetiku posouvaji z periferie akademické mediciny do centra kazdodenni praxe.



Molekularni genetika

Vyuziva poznatky o lidskych genech v boji s chorobami

Jednim z hlavnich ukoltd molekularni genetiky
je vyresit dosud nezdolana uskali mediciny.

Pochopeni molekularné genetické podstaty chorob
umoznuje jejich presnou diagnostiku
a v mnoha pripadech i cilenou léCbu



Molekularné genetické testy

stanovi nebo upresni diagnozu

umoznuji prediktivni diagnozu, tzn. identifikaci dedi¢nych onemocnéni
pfed jejich manifestaci

umoznuiji identifikaci prenasecu genetickych onemocnéni
umoznuji prenatalni a preimplantacni diagnostiku

odhaluji zavazné genetické onemocnéni pred narozenim ditéte
umoznuji vybér nejvhodnéjsi IéCby farmaky

Ci preventivni kroky s minimalizovanymi vedlejsimi ucinky.




Velky vyznam ma genetika zejména
v odhalovani dédicného zakladu mnoha béznych onemocneéni,
coz ma zasadni klinické dusledky.

Genetické priciny jsou dnes odhalovany u stale vétsiho poctu béznych onemocnéni,
V okamziku, kdy jsou genetické faktory podilejici se na vzniku onemocnéni poznany,
je jiz jen krok k prediktivni diagnostice.

Pred zavedenim diagnostickych textl do bézné klinické praxe vSsak musi byt potvrzena
jejich klinicka validita a ovéren jejich uzitek.

Pfedcasné zavadéni téchto testll by mohlo mit neptiznivy dopad
a na dlouhou dobu by poskodilo povést prediktivni diagnostiky.




Genetickeé testovani zvysuje pravdéepodobnost
farmakoterapeutického uspéchu

Pomoci genetickych testl je mozné dopredu urcit,
kteri jedinci budou mit nejvétsi prospéch z uzivani konkrétniho léku
a u kterych pacientd bude naopak podavani Iéku spojeno se Spatnou odpovédi
a Castymi a zdvaznymi nezadoucimi ucinky.
Stéle totiz pribyva dikazl o tom, Ze nezddouci ucinky Iékl jsou ¢asto disledkem
genetickych variant enzymd, které se podileji na metabolismu téchto |éka.

Je proto velmi pravdépodobné, Ze v pristich letech bude lékar v nékterych
pripadech pred vyplnénim receptu pozadovat genetické vysetreni,
aby zjistil, ktery lék je pro pacienta nejvhodné;jsi. h #




Prinosem genetiky je poznani molekularni
patogeneze onemocnéni

Stale jesté existuje mnoho onemocnéni, o jejichz vzniku dnes vime velmi malo
a jsou léCena prevazné empiricky a s nevelkym ucinkem.

|dentifikace genl zodpovédnych za nachylnost k onemocnéni umoznuje rozvoj cilené terapie.

€




Molekularné genetické metody

V posledni dobé doslo diky vyznamnym objevim
v oblasti molekularni biologie k prudkému rozvoji
celé rady novych modernich technik,
které podstatné zvysily citlivost a presnost molekularné genetickych testu.




Izolace a purifikace nukleovych kyselin

Proces izolace (extrakce) nukleovych kyselin je ziskavani DNA ¢i RNA z daného vzorku
za pouziti kombinace chemického a fyzikalniho pfistupu.

Izolaci nukleovych kyselin se rozumi predevsim:
e izolace genomové DNA,

e izolace totdlni (celkové) RNA ¢i mRNA,

e izolace plasmidové DNA z baktérii.

Purifikace (precisténi) nukleovych kyselin je odstranéni veSkerych nezadoucich
kontaminant z daného vzorku nukleové kyseliny. Jedna se o:

® soucast procesu izolace nukleové kyseliny z testovaného organismu

e precisténi stavajiciho vzorku nukleové kyseliny (vzorek DNA neni dostatecné Cisty a
je treba jej precistit od danych primési)

e precistovani reakénich produktl (napr. produktu PCR reakce)

e precistovani DNA po separaci v elektroforetickém gelu.



Izolace nukleovych kyselin

Pfi izolaci nukleovych kyselin obvykle postupujeme v tomto sledu:
* Rozruseni tkdné/bunék daného vzorku pomoci lyza¢nich roztok

e Separace nukleovych kyselin od protein( a dalSich primési
* Extrakce nukleovych kyselin

» kroky vyuzZivajici rliznou rozpustnost

» adsorpce na pevny podklad

e Kontrola celistvosti a velikosti ziskané nukleové kyseliny elektroforetickou separaci

e Zjisténi koncentrace nukleové kyseliny v ziskaném roztoku a Cistota roztoku



Izolace nukleovych kyselin

» kroky vyuZivajici rdznou rozpustnost

|IZOLACE POMOCI FENOL-CHLOROFORMU
je klasickym zplsobem izolace DNA. Tato izolace je pomérné
pracna a zdlouhava, ale poskytuje velké mnozstvi velmi Cisté

DNA.

K lyzatu, ktery se ponejprv ziska rozrusenim tkani a bunék, a’ Vertraktnim pumt T praant fenoychiorsformu

také plGsobenim protedzy, se postupné pridava fenol ¢i smés et
fenolu a chloroformu, které z lyzatu vyvazi proteiny. ® fenoyenioretermem
Pridanim téchto latek k vodnému roztoku dojte k separaci  ~ - C:
roztoku do dvou fazi. Horni faze je vodny roztok obsahuijici l

DNA, spodni je pak organicka faze fenolu ¢i chloroformu.

Mezi vodnou a organickou fazi se hromadi proteiny. B By cnmameemiian
Princip této metody tkvi v tom, Ze DNA se diky své polarité

ochotné rozpousti v polarnim vodném roztoku. Naproti
tomu je fenol v porovnani s vodou mnohem méné polarni, a -~ D
proto se v ném DNA rozpousti mnohem hure. Co se tyce ale

proteind, jejich polarita je dana jednotlivymi

aminokyselinami, a tudiz ¢ast retézce je vice poldrni a ¢ast

méné poldrni. Cast Fetézce daného proteinu by se rada

rozpustila ve vodé a ¢ast ve fenolu. Z toho dlvodu se

proteiny hromadi na rozhrani mezi vodnym roztokem a

organickou fazi. Opakovanym pridavanim fenol/chloroformu

k roztoku DNA a odebiranim vrchni faze, dochazi k

postupnému procistovani roztoku od proteind.




Izolace nukleovych kyselin

» adsorpce na pevny podklad

Oligo-dT pro vazbu polyadenylovanych koncli mRNA
Centrifugacni kolonky
Magnetické nosice



Izolace nukleovych kyselin

» adsorpce na pevny podklad

IZOLACE DNA POMOCI GRAVITACNICH KOLONEK
Vyuzivana je technologie vazby na silika membranu
Izolace pomoci komeréné dostupnych gravitacnich kolonek je v souc¢asné dobé nejc¢astéjsim
zpUsobem izolace genomové DNA.
Jednad se o rychlou a u¢innou metodu poskytujici DNA o dostatecné Cistoté pro vétsinu aplikaci.
e Lyzat, ktery se ponejprv ziska rozrusenim tkani a bunék, a také pisobenim proteazy,

se nanese do specidlni kolonky.

¢ V kolonce je pfitomna matrix, na kterou se dodana DNA navaze.
DNA je centrifugaci

e Centrifugaci kolonky se roztok (bez DNA) odplavi pry¢ do sbérné zkumavky. nanesena na matrix kolonky
e Matrix s navazanou DNA se promyje promyvacim roztokem. i
Promyvaci roztok je odplaven z kolonky naslednou centrifugaci.
, . v . , . v Specialni kolonka s matrix zachycujici DNA
*  Po promyti se DNA z matrix vyvaze centrifugaci s vodou ¢i eluénim pufrem.

* DNA je takto odplavena z matrix do pfipravené zkumavky. S mati e DNA wyplavena putrem

¢ centrifugaci do sbérné kolonky



Izolace nukleovych kyselin

» adsorpce na pevny podklad
IZOLACE DNA POMOCI GRAVITACNICH KOLONEK

il

/ LYZE VIORKU G—

vzorek je lyzovan v pfitomnosti
chaotropnich iontd a proteinazy K

/ NAVAZANI NUKLEOVE KYSELINY

uvolnéna DNA/RNA je navazéna na silica
membranu v kolonce

/ PROMYTI SILICA MEMBRANY

navazana DNA/RNA je ocisténa od bunélnych
2bytkd

/ ELUCE NUKLEOVE KYSELINY

Cistd DNA/RNA je uvolnéna ze silica membrény
do eluéniho pufru a pfipravena pro dal3i aplikace




Izolace nukleovych kyselin

» adsorpce na pevny podklad
IZOLACE DNA POMOCI MAGNETICKYCH PARTIKULI

/ LYZEVIORKU

lyzaéniho pufru a proteindzy K

3
w
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2
g
3

/ NAVAZANI NUKLEOVE KYSELINY

Uvolnénd DNA/RNA je navézéna na magnetické

partikule

< (]

/ PROMYVANI MAGNETICKYCH
PARTIKULI

/ ELUCE
Nukleova kyselina je uvolnéna z magnetickych partikuli
do el ho pufru. Tato vy y!

&= (g



Izolace nukleovych kyselin

» adsorpce na pevny podklad
IZOLACE DNA POMOCI MAGNETICKYCH PARTIKULI

Magnetické nosice (MPs) umoznuji separaci latek z reakéni smési bez pouziti filtrace nebo
centrifugace, coz velice usnadnuje a urychluje samotnou separaci latek.

MPs jsou &astice o velikosti 5 nm—100 pum (20-450 nm nukleové kyseliny)tvofené z kovového
jadra, tim byva nejcastéji gamma-Fe203 (maghemit) nebo Fe304 (magnetit), ale i
napriklad Au. Jadro obaluje vrstva, ktera ma pripraveny specificky povrch.

Magnetické nosice, kompatibilni s cilovou slouceninou, se smichaji se vzorkem.

V prubéhu inkubace dochazi k navazani DNA na magnetické nosice.

Poté se magneticky nosi¢ s navazanou DNA vlozi do magnetického separatoru a diky
superparamagnetickym vlastnostem jadra dochazi k oddéleni nosice s navazanou cilovou
slou€eninou od reak¢ni smési.

Po vymyti kontaminantl, maze byt DNA eluovéna.



Izolace nukleovych kyselin

» adsorpce na pevny podklad
IZOLACE DNA POMOCI MAGNETICKYCH PARTIKULI

/ LYZEVIORKU

lyzaéniho pufru a proteindzy K
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/ NAVAZANI NUKLEOVE KYSELINY

Uvolnénd DNA/RNA je navézéna na magnetické

partikule

< (]

/ PROMYVANI MAGNETICKYCH
PARTIKULI

/ ELUCE
Nukleova kyselina je uvolnéna z magnetickych partikuli
do el ho pufru. Tato vy y!
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PCR (polymerazova retézova reakce)

1983 Kary Banks Mullis
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Elektroforeticka separace nukleovych

kyselin

Fragmenty nukleovych kyselin Ize dle jejich velikosti rozdélit
elektroforézou. Elektroforéza vyuziva rozdilné pohyblivosti
jednotlivych fragmentt danou pravé jejich rozdilnou velikosti.
Nukleova kyselina nese diky zdporné nabitym fosfatiim zaporny
naboj, a proto se v elektrickém poli pohybuje od zaporného polu
(katody) ke kladnému (anodé).

Pri elektroforéze se separuji molekuly nukleovych kyselin na zakladée
své delky a konformace.

Obvykle plati, ze delsi fragmenty migruji pomaleji nez kratsi.
Separace molekul nukleovych kyselin je vyznamneé ovlivnéna jejich
konformaci. Plati, ze méné spiralizovana DNA migruje v gelu
pomaleji nez superspiralizovana DNA, ktera je diky spiralizaci
kompaktnéjsi a pory v gelu tak snadnéji prochazejici.

Je vyuzivana gelova elektroforéza, kdy se molekuly nukleovych
kyselin separuji bud' v agarosovém ¢i polyakrylamidovém gelu.



Elektroforeticka separace nukleovych
kyselin

e Agarosova ELFO versus polyakrylamidova ELFO (PAGE)

Vyuziti polyakrylamidové versus agarosové elektroforézy se predevsim odviji od velikosti fragmentd, které chceme
separovat. Polyakrylamidova elektroforéza nastupuje v pfipadech, kdy separujeme kratké kratké fragmenty DNA (cca<
200bp).

. Polyakrylamid (poly(2-propenamid)) je polymer tvoreny z akrylamidovych podjednotek zesitovanych N,N‘-
methylenbisakrylamidem. Smés akrylamidu a bisakrylamidu polymerizuje pfi pokojové teploté pomoci volnych
radikal(, které dodava persulfat amonny (APS) zpUsobujici homolytické Stépeni vazeb O-O. K urychleni
polymerizace se pouziva volna zdsada TEMED (tetrametylendiamin), ktery katalyzuje tvorbu volnych radikal(
persulfatu amonného. Pfi préci s akrylamidem je tfeba obezretnosti, protozZe pusobi jako neurotoxin. Vybérem
vhodné koncentrace akrylamidu a bisakrylamidu lze ovliviiovat velikost péra gelu a tim délku separovanych
molekul. Se zvysujici se koncentraci téchto latek se pdory gelu stavaji mensimi a gel se hodi pro separaci mensich
molekul, viz. tabulka. Pro PAGE je jako elektroforeticky pufr vyuzivan TBE. PAGE je bud’ ve formé denaturacni s
pridavkem denaturacni latky, jako napf. mocoviny nebo ve formé nedenaturacni, tzv. nativni.

. Agardza. Standardni agarozova elektroforéza se pouziva pro separaci fragmentd od 100 bp do 50 kb. Agardza je
linedrni sacharidovy polymer D-galaktosiddzy a 3,6-anhydro-L-galaktopyranozy. Vyrabi se z agaru izolovaného
z morské rasy odstranénim agaropektinu. Ackoliv by agar6za méla byt teoreticky zcela nenabitd, v praxi maze
obsahovat primési nabitych sulfatovych ¢i pyruvatovych skupin. Tyto skupiny zpomaluji pohyb DNA — tento jev se
nazyva elektroendoosmadza (EEO). Pro elektroforézu nukleovych kyselin jsou preferovany agardzy s nizkou
elektroendoosmdzou (low EEO). Naopak agardzy s vyssi EEO se pouZivaji pro imunoprecipitaci. Na trhu je
dostupné siroké spektrum agardz vhodnych k jednotlivym typdm poufZiti, napf. agardzy zajistujici vysoké rozliseni
pfi separaci velmi kratkych fragment(, agardzy pro separaci pulzni elektroforesou, tzn. velmi dlouhé fragmenty ci
chromosomalni fragmenty ¢i tzv. ,low melting” agardzy, tedy agarézy s bodem tanim nizsSim nez je bod tani vétsiny
nukleovych kyselin (okolo 65°C), které jsou vhodné pro extrakci nukleové kyseliny z gelu.



Elektroforeticka separace nukleovych
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e Usporadani elektroforézy

 Horizontalni « Vertikalni




Elektroforeticka separace nukleovych
kyselin

* Velikost separovanych fragmentut a koncentrace gelu

Koncentrace gelu je dlileZzitym faktorem pro mobilitu molekul. Cim koncentrovanéji je gel,
tim je separace pomalejsi, z cehoz vyplyva, Ze vyssi koncentrace zajisti lepsi separaci
kratkych fragmenu. Koncentrace gelu zavisi na typu fragmentt DNA, které chceme
separovat. Koncentrace gelu udava velikost porl v gelu, kterymi molekuly DNA prochazeji.
Koncentraci gelu Ize proto ovliviiovat separaci a tedy i rozliseni velikosti fragmenta.

e \/ys$si koncentrace gelu zajisti lepsi separaci kratkych fragmentd.
* NizsSi koncentrace gelu zajisti lepsi separaci dlouhych fragmentu.

Standardné je pro vétSinu aplikaci vyuzivana koncentrace 1%. Nicméné, napft. pro kvalitni
separaci 5-10 kb DNA fragmentu je vyuzivana 0,7% agarosa, gelem s 2% zajistime jemnéjsi
rozliSeni kratkych fragment( o 0,2-1 kb. Pro kratké fragmenty mizeme pti pouziti specialni
agarozy o nizkém bodu tani pfipravit az 4% gel, ktery umozni rozliSeni fragmentd o velikosti
okolo 200bp, liSici se 15 pary bazi. Pokud vyzadujeme jesté jemnéjsi rozlisSeni kratkych
fragment(, musime poutzit polyakrylamidovy gel a vertikalni elektroforézu. Stejné tak i pro
kvalitni separaci velmi dlouhych framentu je nutné vyuzit specialni elektroforézu, tzv. pulsni
elektroforézu (pulse field gel electrophoresis (PFGE)).



Elektroforeticka separace nukleovych
kyselin

* Velikost separovanych fragmentu a koncentrace gelu

Koncentrace gelu je dlileZzitym faktorem pro mobilitu molekul. Cim koncentrovanéjsi je gel,
tim je separace pomalejsi, z Cehoz vyplyva, Zze vyssi koncentrace zajisti lepsi separaci
kratkych fragmenu. Koncentrace gelu zavisi na typu fragmentt DNA, které chceme
separovat. Koncentrace gelu udava velikost poru v gelu, kterymi molekuly DNA prochazeji.
Koncentraci gelu Ize proto ovliviiovat separaci a tedy i rozliseni velikosti fragmentd.

e \/y$Si koncentrace gelu zajisti lepsi separaci kratkych fragmentu.

* Nizsi koncentrace gelu zajisti lepsi separaci dlouhych fragmentu.

Standardné je pro vétsSinu aplikaci vyuzivana koncentrace 1%.

Pro kvalitni separaci 5-10 kb DNA fragment(i === 0 7% agarosa,

jemnéjsi rozlideni kratkych fragmentd o 0,2-1 kb === 2% agarosa.

rozliSeni fragmentl o velikosti okolo 200bp, lisici se 15 pary bazi mmm pfi pouziti
specialni 4% gel agardzy o nizkém bodu tani

Pokud vyZzadujeme jesté jemnéjsi rozliseni kratkych fragment(, musime pouzit
polyakrylamidovy gel a vertikalni elektroforézu.

» Pro kvalitni separaci velmi dlouhych framentu je nutné vyuzit specidlni elektroforézu,
tzv. pulsni elektroforézu (pulse field gel electrophoresis (PFGE)).

YV V V V

Y



Elektroforeticka separace nukleovych

kyselin

Elektroforetické pufry

Mobilita pri elektroforéze je ovlivnéna slozenim elektroforetického pufru, a to predevsim obsahem soli.
Bez pritomnosti soli je elektricka konduktivita minimalni a DNA se pohybuje jen velmi stézi. Obsah soli

v elektroforetickém pufru musi byt optimalni. Pokud je pfilis vysoky, elektricka konduktivita je vysoka a pfri
elektroforéze dochazi k uvolfiovani velkého mnozstvi tepla, coz vede k deformaci gelu. Pro agarosovou
separaci se standardné pouziva pufr TAE (Tris-Acetate-EDTA) nebo pufr TBE (Tris-Borate-EDTA).

e Pufr TAE poskytuje rychlejsi elektroforetickou separaci linearnich molekul a lepsi rozliseni
superspiralizované nukleové kyseliny.

e Naproti tomu pufr TBE ma silnéjsi pufrovaci kapacitu pfi déle trvajicich elektroforézach Ci elektroforézach
bézicich pri vysokém napéti. Pfi separaci v polyakrylamidovém gelu se pouziva TBE.

Disociacni pufry: disociacni pufry se pouzivaji pro rozruseni sekundarnich struktur, tj. denaturaci

dvouretézcovych molekul, které jsou formovany v pripadé jednoretézcové nukleové kyseliny. Jako
disociacni agens se vyuziva nejcastéji mocovina nebo formamid.

Nanaseci pufry

Nanaseci pufry slouzi ke snadnéjSimu naneseni vzorku do jamek elektroforetického gelu a také kontrole
rychlosti prabéhu elektroforézy. Nanaseci pufr obsahuje:

* bromfenolovou modr nebo barvivo xylen cyanol. Barvivo obarvi testovany roztok s DNA, coz umozni lepsi
nandsSeni vzorku na gel a sledovani vzorku pfi separaci. V prabéhu elektroforetické separace barvivo
migruje gelem.Rychlost migrace barviva v zavislosti na koncentraci agardzy je uvedena v tabulce.

* Nanaseci pufr také obsahuje glycerol, ktery zpUsobi usazeni vzorku na dno jamky gelu.



Elektroforeticka separace nukleovych
kyselin
Velikostni marker

Velikostni marker (hmotnostni standard, “ ladder” ) slouzi pro odhad velikosti separovanych fragment
nukleovych kyselin. Jedna se o soubor velikostné definovanych fragmentu.

Nanasi se do jedné jamky v gelu paralelné k testovanym vzork(m.

Jedna se vétsSinou o plazmidovou DNA stépenou nékolika restrikénimi enzymy.

Napf. pro fragmenty s oCekavanou velikosti 100 — 1000 bp pouzivame 100 bp ladder,

pro fragmenty od 1 kb do 10 kb pouzivame 1 kb laddery.

Velikostni marker
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Elektroforeticka separace nukleovych
kyselin

ZpUsoby vizualizace nukleovych kyselin po elektroforetické separaci

Nejbézinéjsim zplsobem vizualizace molekul nukleovych kyselin po elektroforetické separaci
je jejich obarveni fluorescencnimi barvivy.

* etidium bromid (EtBr)

* GelRed

* SYBR Green.

navazuji na nukleové kyseliny.

Z toho plyne, Ze vSechny tyto latky jsou potencialni mutageny a prace s nimi vyZzaduje

obezfetnost a striktni dodrzovani bezpecnosti prace.

Fluorescencni barvivo se pridava bud primo do gelu pfi pfipraveé gelu,

nebo se nukleové kyseliny barvi az po ukonceni elektroforézy,

Nukleové kyseliny jsou po obarveni fluorescenénimi barvivy vizualizovany pod fluorescencéni lampou.

Jinou moznosti vizualizace separovanych molekul je barveni stfibrem
konkrétné plsobenim roztoku nitratu sttibra ¢i komplexem sttibro-amonium.

Vizualizace mUze byt rovnéz docilend hybridizaci separovanych molekul se specifickymi sondami metodou
Southernovy hybridizace.



Elektroforeticka separace nukleovych
Zakladni kroky pfi ELFO kysel In

Pfiprava agarosového nebo polyakrylamidového gelu.
Koncentrace gelu se odviji od velikosti separovanych molekul.
2. Vzorky se nanesou do jamek v gelu, které byly vytvoreny pomoci tzv. hfebinku.
3. Samotna elektroforeticka separace.
4. Migrace v gelu je pfi elektroforéze kontrolovana pomoci barviva prfitomného v nanasecim pufru,
se kterym je roztok DNACi RNA pred nanesenim na gel smichan.
5. Ukonceni elektroforetické separace.
6. Vizualizace separované DNA ¢i RNA
(obarveni fluorescencnim barvivem - vizualizace pod UV lampou).

Smés fragment
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Real-time PCR

¢ Real-time PCR je technika umoznujici rychlou detekci a kvantifikaci specifického useku DNA
nebo RNA resp. cDNA.
* Metoda je zalozena na klasické PCR, ovSem s vyuzitim specialniho cycleru,
ktery v pribéhu PCR kontinudlné zaznamenava mnozstvi DNA, a to v prubéhu kazdého cyklu.
e Detekce mnozstvi DNA je umoznéna pritomnosti fluorescencniho substratu,
ktery se vaze na pritomnou DNA.
¢ Hladina fluorescence substratu navazaného na DNA je detekovana detektorem
a odrazi mnozstvi pfitomné DNA, tj. i mnozstvi vychoziho templatu.
¢ Real-time PCR se obvykle provadi v 96-ti jamkovych destickach.
Uroven fluorescence je zaznamendvana v jednotlivych jamkach.
¢ Pro detekci cilové DNA je Real-time PCR je vysoce citlivou metodou
a pokud jsou vyuzity specifické fluorescencni substraty, tak je to i metoda vysoce specificka.

KVALITATIVNI ANALYZA
detekce snp

KVANTITATIVNI ANALYZA
detekce mnozstvi amplikonu



Real-time PCR
Metody detekce

* Pro detekci produktu v priibéhu PCR existuji nasledujici metody:
— Na DNA se vazajici interkalacni barviva
* SYBR greenl|
— Na mensi zlabek dsDNA se vazajici barviva
 BEBO
— Technologie vyuzivajici fluorescenéni vymeény

* dvakrat fluorescencne znacCené sondy vazajici se na stredni Cast
amplifikovaného produktu

— TagMan
— Molekularni majaky
— QZyme
* jedenkrat fluorescencné znacené sondy nebo primery
— FRET
— LUX
— PNA
e dvakrat fluorescencné znacené primery
— AmpliFluor
— Scorpions



Real-time PCR
Metody detekce

Interkalacni barviva
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Fluorescencni barvivo SYBR® Green se pouziva
pro kvantifikaci amplikon(. Fluoreskuje po
vazbé na dsDNA a fluorescencni signal se
zvysuje se vzrUstajicim mnozstvim PCR
produktu


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/6b/PCR_with_SYBR_green.jpg

Real-time PCR

Metody detekce
Sondy

V soucasnosti je asi nejvice rozsirena metoda
vyuzivajici 5-exonukleazové aktivity DNA
polymerazy. Klicovym je zde pouziti
oligonukleotidu — préby (TagMan sonda), ktera
se specificky vaze na sekvenci mezi obéma
primery. Sonda je na jednom svém konci
oznacena fluorescencni latkou a na druhém
konci zhasecem fluorochromu. Pfi syntéze
komplementarnich vlaken hydrolyzuje DNA
polymeraza TagMan sondu, dojde k uvolnéni
fluorescencni latky a k nardstu fluorescence,
ktera je detekovana a zaznamendana v realném
case.
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Real-time PCR

Metody detekce
Sondy

Pro svoji vysokou citlivost je také hojné vyuzivana technologie sond s prenosem
energie fluorescencni rezonanci (FRET, Fluorescent Resonance Energy Transfer), co: je
excitovany stav interakce dvou fluorofort zavisly na vzdalenosti, ve kterém je emise
energie z donorového fluoroforu na 3'-konci prvni sondy spojena s excitaci
akceptorového fluoroforu na 5'-konci druhé sondy vazajici se na sousedici sekvenci.
Obé sondy jsou komplementarni k uréitému useku cilové DNA a jsou navrzeny tak, aby
v reasociacni fazi prisedaly k cilové sekvenci v tésné blizkosti s maximalnim oddalenim
1-5 nukleotidl a mohly tak plnit funkci donora a akceptora a mohlo dojit k prenosu
energie

3 donorovy fluorofor

Fo

V 4 I\l‘
S akceptorovy ! FRETI
fluorofor
uorofor =

L - " amplifikovana cilova DNA



Real-time PCR

KVANTITATIVNI ANALYZA
Absolutni kvantifikace

Pomoci absolutni kvantifikace lze pfimo stanovit vychozi pocet kopii templatovych
molekul. Fluorescence barviva DNA nebo sondy je monitorovana béhem kazdého cyklu
PCR. Vynesenim hodnot namérené fluorescence oproti poctu prislusnych cykl vznikaji
amplifikacni krivky. V jistém bodu béhem cyklovani se produkt hromadi natolik, ze
zvysuje fluorescenci nad pozadim (,background’ faze, exponencialni faze, plato faze).
Bod, kde fluorescence stoupa nad Sumem pozadi, koreluje s mnozstvim pocatecnich
kopii uvnitf PCR reakce. Cim div amplifikaéni kfivka pFekro&i fluorescenéni prah v
exponencialni fazi (oznacovany hodnotou Cp), tim vic molekul templatu bylo ve vzorku
na pocatku reakce. Mezi logaritmem pocatec¢niho mnozstvi kopii a Cp prislusné
amplifika€ni kfivky je linearni vztah. Amplifikaci fedici fady standardd o znamé
koncentraci ziskame kalibraéni primku. Pokud amplifikujeme s témito standardy i
vzorek o neznamé koncentraci, Ize vysledné z kalibracni pfimky odecist vychozi
koncentraci tohoto vzorku. Bylo prokazano pomoci fedici frady standard( o zndmé
koncentraci, Ze snizeni poctu cykld o 3,3 jednotky znamend zvySeni koncentrace o
jeden rad.
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Real-time PCR

KVANTITATIVNI ANALYZA
Absolutni kvantifikace
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Real-time PCR

KVANTITATIVNI ANALYZA
Relativni kvantifikace

U tohoto typu kvantifikace zpravidla neni potreba tvorba kalibracni pfimky. Porovnava
se relativni zména genové davky u DNA i pfi hodnoceni genové exprese u mRNA
(respektive cDNA) v testovaném vzorku oproti vzorku kontrolnimu.

Relativni kvantifikace je zaloZzena na principu poméru poctu kopii cilové DNA nebo pfi
hodnoceni genové exprese mRNA resp. cDNA k poctu kopii DNA/cDNA referencniho
genu. Vysledky testovaného genu jsou normalizovany na referencni gen. Kalibracni
krivka je vytvorena vynesenim hodnoty Cp proti zndmému poctu kopii u jednotlivych
roztokd standard(, které jsou amplifikovany paralelné s neznamymi vzorky. Po odecteni
absolutniho mnozstvi (poctu kopii) cilové molekuly a referencniho "housekeeping"
genu u jednotlivych vzorkud ze standardni krivky, je absolutni hodnota mnozstvi cilové
cDNA délena absolutni hodnotou pro "housekeeping" gen. Vysledny pomér udava
relativni mnozstvi cilové molekuly vzhledem k hladiné endogenniho referencniho genu.



Real-time PCR

KVANTITATIVNI ANALYZA
Relativni kvantifikace
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Real-time PCR

KVANLITATIVNI ANALYZA

Analyza teploty tani na Real-Time, tedy kvalitativni analyza, se vyuziva k detekci
sekvencnich zmén analyzovanych amplikonl na zakladé uréeni charakteristické teploty
tani cilové DNA. Lze tak odlisit rizné produkty nebo genotypy podle odlisSnosti teploty
tani.

Pri tani DNA se komplementarni retézce dsDNA rozestupuji na zakladé zvySovani
teploty. Separace probiha nejrychleji v rozsahu teplot bliZicich se teploté tani Tm.
Intenzita fluorescence vynesena oproti prislusné, zvysujici se teploté strmé klesa v okoli
Tm. Teplota v inflexnim bodé krivky je rovna Tm. Krivka tani tedy strmé klesa v okoli Tm.
Analyza krivky tani se pouzije pro identifikaci charakteristickych profilG tdni DNA
jednotlivych PCR produktl. PFi pouziti hybridizacnich sond se vyuZiva analyzy kfivek
teplot tani mezi cilovou DNA a specifickymi sondami, které pokryvaji misto
predpokladané mutace, pro genotypizaci. Sekvencni zmeény lze detekovat i pfi znaceni
vyrazné levnéjsimi interkala¢nimi barvivy, nicméné citlivost takové analyzy se pak
snizuje.



Real-time PCR

KVANLITATIVNI ANALYZA
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Sekvenovani

SANGEROVA METODA

Sangerova metoda vyuziva proces replikace DNA a tedy princip vyuzivany také pri PCR.

Provedeni metody je provadéno tak, Ze:

® k jednoretézcové DNA priseda 15-25 bp dlouhy primer (znaceny fluorescencné),
ktery je komplementarni k za¢atku sekvenovaného mista,

* od navazaného primeru probiha syntéza DNA za pfitomnosti ANTP (dATP, dCTP, dGTP a dTTP)
a jednoho z dideoxynukleotidd (ddATP, ddCTP, ddGTP nebo ddTTP) znacenych fluorescencné
(kazdy ddNTP nese svou barevnou znacku), coz umoziuje provedeni reakce v jedné zkumavce. .
Jednotlivé dideoxynukleotidy jsou v porovnani s jednotlivymi nukleotidy v reakci zastoupeny
jen v relativné malém mnozstvi,

e dideoxynukleotidy se nahodné zacleni do syntetizovaného retézce misto prislusSného dNTP
(napfr. misto dATP dosedne ddATP). A protoze ddNTP nemaji OH skupinu,

po jejich dodani do syntetizovaného retézce se syntéza zastavi.

Vzhledem k tomu, Ze v kazdé reakci je obrovské mnozstvi molekul DNA
a Zze zaclenovani ddNTP se déje ndhodné, a to diky jejich nizké koncentraci jen

s nizkou pravdépodobnosti (Cast molekul je v prisluSném misté obsazena dNTP a ¢ast ddNTP),
vznikd v kazdé reakci smés rizné dlouhych fragmentd.

Délka kazdého z fragment( uddava pozici prisluSného ddNTP,

e délka fragment( je analyzovana pomoci kapilarni elektroforézy a je ziskan vysledny sekvenogram



Sekvenovani

SANGEROVA METODA SEKVENOVANI (KAPILARNi PROVEDENI)

Fluorescentné znacené ddNTP
Syntéza DNA za pritomnosti ddNTP

@® ddCTP @ ddATP
@ ddTTP @ ddGTP

>

|

3-ATCTTGTACTGGTATA AATCGTACT->

templatova DNA

Vysledny sekvenogram

70 80
CC TCGCATCCT TATGATTCCCAAGTACATATTCTGCAAGAGTACAGTATATAT %GG%{{GA ATCCGGGT GA.-\C

sl bl

www.labguide.cz



Kapilarni sekvenovani

Pfiprava DNA fragmetnu. Fragmenty DNA se pfipravuji jednotlivé
(PCR amplifikace ¢i klonovani).

e Sekvenace jednotlivych DNA fragment(. Moznost paralelni sekvenace
max. 96 sekvenci v jednom béhu (96 kapilarové sekvenatory)

e Délka ziskané sekvence cca 650 bp.

e  Max. sekvenacni vytézek jednoho béhu cca 60 kb




Cely obor Zzenou v poslednich letech neskutecné rychle dopredu technologie.




Cilem molekularni diagnostiky
je prinést v kratké dobé
spravné a presné vysledky,
které |ékar pouzije

k cilené |écbé.

Sekvenovani
je vtomto oboru
nepostradatelné




Vyvoj sekvenacnich metod za poslednich 30 let

Single
molecule?
1,000,000,000
o 100,000,000+ Massively parallel
c sequencing
L
8 10,000,000 Short-read
= sequencers
». 1,000,000+
[
Q
& 100,00004 . ; Microwell
.g Capillary sequencing NGetanaRoNg
$ 10,000
> Gel-based systems
b 1,000 Second-generation
8 A omie capillary sequencer
9 10049 manual slab gel First-generation
x slab gel capillary

10~

I I I ] I I 1 I
1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 Future
Year
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Sekvenovani nové generace
(,next-generation sequencing”, NGS)
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Poskytuje levné, spravné a presné informace

o genomickeé sekvenci.

Tato technologie od svého uvedeni postupné témer
ovladla oblast zakladniho Ci aplikovaného vyzkumu
zabyvajiciho se analyzou DNA.



Masivné paralelni sekvenovani
(,,next-generation sequencing”, NGS)

(massivelly parallel sequencing)
vyuziva principu paralelizace procesu sekvenovani,

IIIII

Vysledkem je obrovska produkce vystupnich dat s naslednou potfebou data utridit a analyzovat.

e V prvnim kroku je pfi téchto technikach templatova DNA fragmentovana
na useky nékolika set bazi dlouhé.

e Konce ziskanych fragmentU jsou enzymatickou reakci zatupeny
a napojeny k oligonukleotidiim urcité sekvence (tzv. adaptéry).

e Jednotlivé fragmenty jsou oddélené amplifikovany PCR reakci
(u nékterych technologii tento krok chybi)

e Pakvjednom kroku paralelné sekvenovany - pri tomto paralelnim sekvenovani
se sekvenuji miliony sekvenci najednou.

e Délka ziskanych sekvenci je cca 20-700 bp.

e Sekvenaclni vytézek jednoho béhu nékolik az nékolik tisic Gb
(0 4 az 6 radu vyssi nez u kapildarniho sekvenovani).

e Cena sekvenace za bazi o rad az dva nizsi nez u kapilarniho sekvenovani.



Sekvenovani nové generace
(,,next-generation sequencing”, NG

clovek

Humanni genom

Celogenomové - de novo
- resekvenovani
Exomové
Transkriptonové
Cilené sekvenovani — amplikonové sekvenovani — ultra-Siroké
- ultra-hluboké
- Hybridization based capture

Non-humanni genom

Metagenomické — studium mirobidlniho sloZeni v rlznych typech
prostredi — stfevni mikrofldra, zubni plak.......




Nyni NGS vstupuje i do klinické diagnostiky.

Jedna se zejména o aplikace, kde se vyzaduje velké mnozstvi sekvenacnich informaci
pripadné vysoka citlivost.

Pro diagnostické ucely zatim neni pozadovano celogenomové nebo exomové sekvenovani,
které se v mediciné pouziva predevsim pro vyzkumné ucely.

V soucasné dobé sekvenovani v klinické diagnostice znamena
sekvenovani v malém rozsahu zamérené na analyzu
jednotlivych genl nebo vybranych skupin gen(

asociovanych s konkrétnim onemocnénim.

Pro splnéni téchto pozadavkl jsou vhodné tyto postupy:

 amplikonové sekvenovani

» sekvenovani vybranych tUsekli DNA ziskanych na zakladé hybridizace sond
komplementarnich k cilové sekvenci (hybridization-based capture sequencing, Hyb-Seq)

LiSi se tvorbou knihovny cilové DNA


http://blog.assaydepot.com/2013/01/next-generation-sequencing-clinical-translation/atcgs-image-with-large-group-of-people/

NGS

Amplikonové sekvenovani

Amplikonové sekvenovani

ultra-Siroké sekvenevan{
ultra<hluboké sekvenevani



Cely obor Zzenou v poslednich letech neskutecné rychle dopredu technologie.

| | llumina GAIIX
Illumlpa MiSeq 300 millions reads/run Illumina HighSeq
4 millions reads/run 150bp/read 1500-3000 millions reads/run

150bp/read 100bp/read



Cely obor Zzenou v poslednich letech neskutecné rychle dopredu technologie.

Solid 5500xl|
1500 millions reads/run
75bp/read



Technologie single-molecule sekvenovani
treti generace sekvenovani

Pacific

e Single molecul real- time sequencing

* Neni treba PCR

* Sekvence Ctena primo pri procesu replikace DNA pomoci DNA polymerazy
pouzivajici fluorescencné znacené nukleotidy

* Dlouhé sekvence (860-1500bp)

Oxford Nanopore
e Single molecul sequencing
* Baze DNA jsou urceny na zakladé elektrické vodivosti pfi prdchodu nanopérem



V eV Y/

Milidnkrat lacinéjsi
béhem poslednich deseti let

1980: jedna laboratof 1000 pb za den.
2000: jedna laborator 1000 pb za vtefinu, 24 hodin denné, sedm dni v tydnu.

prvni lidsky genom: 13 let, cena 3 miliardy dolaru
Genom Jamese Watsona: ¢tyfi mésice (2007), cena 1 milién dolar(
2010: 3 lidé, cena kazdého z genomu 4 400 dolar(
2011: sekvenovani trva jeden den, cena 1000 dolar(, celkem 1 000 lidi
2018: 19 hodin, celkem 100 000 lidi



Vyspélé technologie umoznuji molekuldrnim genetiklm ziskat stéle vice informaci
o genetické vybavé analyzovaného clovéka.

Otazka je:
Vime, jak s nimi nalozit?
Vime, jak je pouzit ve prospéch cloveka?



Meél by pan Mendel radost?

e .




