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ABSTRAKT

Tato prace podrobn¢ zkouma problematiku vizualizace DNA a jejiho vyuziti ve vyuce
biologie na stfednich Skolach. Vychazi z popisu Sirokého spektra technologickych metod
urcenych k vizualizaci DNA, zahrnujicich gelovou elektroforézu, polymerazovou fetézovou
reakci (PCR), sekvenovani DNA, fluorescencni mikroskopii a molekularni hybridizaci.
Diiraz je kladen na detailni zkoumani struktury a vlastnosti DNA, vcetné procesu replikace
DNA, ktery je klicovy pro porozuméni jeji funkce. Kromé toho prace srovnava razné typy
dostupnych vizualizacnich barviv, pouzivanych k barveni DNA, s cilem poskytnout
komplexni ptehled o jejich vlastnostech a t¢innosti. Zvlastni diraz je kladen na mozné
aplikace téchto metod a barviv v rdmci vyuky biologie na stfednich Skolach, s ohledem na
zlepseni interaktivniho vzdélavani studentl. Celkove se prace snazi pfinést uceleny pohled

na problematiku vizualizace DNA a jeji vyuziti ve vzdélavani na stfednich Skolach.
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ABSTRACT

This bachelor's thesis explores in detail the issue of DNA visualization and its use in the
teaching of biology in high schools. It is based on the description of technological methods
for DNA visualization, including gel electrophoresis, polymerase chain reaction (PCR),
DNA sequencing, fluorescence microscopy and molecular hybridisation. Emphasis is placed
on the study of the structure and properties of DNA, including the process of DNA
replication, which is essential for the understanding of the function of DNA. It also compares
the different types of visualization dyes available for staining DNA, providing
a comprehensive overview of their properties and potential. Emphasis is placed on the
potential applications of these methods and dyes in the context of high school biology
education. Overall, the thesis attempts to provide a comprehensive view of DNA

visualization and its use in high school education.
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Uvod

DNA je nositelkou genetické informace, ktera je uchovavana v genech a diky bunéénému
déleni se pfedava z generace na generaci. Genetickd informace, kddovana ve struktuie DNA,
je dana potfadim jednotlivych nukleotidd. Jednotlivé organismy se tedy liSi uspofadanim
nukleotidi. Nyni je DNA jednou z nejsndze analyzovatelnych bunéénych makromolekul.
Popsani struktury DNA, ve dvacatém stoleti, bylo prilomem v biologii a dalo za vznik

mnoha novym obortim.

V dnesni dob¢ je molekuldrni biologie jednim z hlavnich oborti védeckého vyzkumu, ktery
pfinasi neustale se rozvijejici poznatky o fungovani Zivych organismu. Jednim z dillezitych
nastrojii v oblasti molekularni biologie je vizualizace DNA, kterd umoziiuje zkoumat

a zobrazovat strukturu, funkci a interakce genetického materialu.

Tato prace se zaméfuje na vizualizaci DNA a jeji vyuziti ve vyuce biologie na stiednich
Skolach. Cilem této prace je popsat technologické metody vizualizace DNA a provést
analyzu dostupnych barviv ur€enych pro vizualizaci DNA. Dal$im cilem je identifikovat
moznosti efektivniho vyuziti téchto postupli ve vyuce na stiednich Skolach s ohledem na

specifika vyuky biologie.

Tato prace by méla pfinést uceleny pohled na problematiku vizualizace DNA a jejiho vyuZiti

ve vyuce na stfednich Skoléach.



1 Zakladni struktura a vlastnosti DNA

1.1 Primarni struktura DNA

Zakladni stavebni jednotkou DNA jsou nukleotidy, které se skladaji ze ti ¢asti: baze, cukru
a fosfatové skupiny. Diky spojeni, mezi mononukleotidy, fosfodiesterovou vazbou tvoii
polynukleotidy zakladni strukturu dvousroubovice DNA (Murray, 2002). Tato struktura
nukleotidu je dulezitym prvkem pro tvorbu polymernich fetézci DNA, které nesou

genetickou informaci a fidi vSechny biologické procesy organismu.

Deoxyribonukleova kyselina je nositelkou genetické informace v buitkédch vSech zivych
organismi. Je schopna tuto genetickou informaci pienést z jedné generace na dalsi. Tato
schopnost je velice dlilezita a klicova pro vSechny biologické procesy v organismu. (Murray,

2002)

1.1.1 Nukleotidy

Nukleotidy nejsou pouze soucasti DNA nebo RNA. Nachazi se také v koenzymech jako je
naptiklad FAD, NAD+, NADP+ a koenzymu A. Déle také slouZzi k regulacim. Hladina ADP
tidi rychlost mitochondrialni oxidativni fosforylaci, specifické nukleotidy jsou alosterickymi
regulatory enzymové aktivity a cyklicky AMP 1 cyklicky GMP plni Glohu druhého posla.
Proto patii mezi zakladni jednotky v mnoha biologickych procesech. (Murray 2002)

Jednou z dilezitych vlastnosti nukleotidll je jejich schopnost polymerace. Tento proces
zajiStuje postupné spojovani nukleotidi do fetézce pomoci kondenzace. Vysledkem je
tvorba oligonukleotidovych aZz polynukleotidovych fetézci, které jsou zakladnimi

stavebnimi jednotkami nukleovych kyselin. (Vodrazka 1996)

Struktura nukleotidu

Jednou ze tii casti nukleotidu jsou dusikaté baze, které jsou tvofené aromatickymi
heterocyklickymi slouceninami. Potfadi dusikatych bazi v polynukleotidu urcuje geneticky
kod a tim 1 rGzné biologické funkce. V molekule DNA se nachazeji ¢tyfi druhy bazi. Patii
mezi n¢ adenin (A), guanin (G), thymin (T) a cytosin (C). V RNA nalezneme misto thyminu
uracil(U). Dale se baze d¢€li na purinové baze a pyrimidinové baze. Mezi purinové baze patii
adenin a guanin, zatimco k pyrimidinovym bédzim patii cytosin, thymin a uracil. Cukr, druha

¢ast nukleotidu, je pétiuhlikaty cukr neboli pentdza. V RNA se nachazi rib6za. U DNA se
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jednd o deoxyribézu. Posledni ¢asti nukleotidu je fosfatova skupina, kterd se vaze na

hydroxylovou skupinu cukru. (Alberts et al. 2006)

1.2 Struktura dvousSroubovice DNA
Sekundarni strukturou DNA je pravotociva ””2.

dvousroubovice neboli double helix. Vznik

dvousroubovice zavisi na komplementarité

it
bazi a vzniku vazby vodikovych miistkii mezi E@‘*NH:
bazemi. Dvouvldknovd DNA (dsDNA) H .
existuje v 6 formach, které se oznacuji W

velkymi pismeny A az E a Z. Za normdlnich

fyziologickych podminek se DNA vyskytuje s i )
obvykle ve form¢ B. (Murray 2002) ¥

Dlouha polynukleotidové vlidkna se Sklédaji Obrazek 1 Struktura DNA a dusikaté baze (zdroj:
https://www.privamstudycentre.com/2023/08/deoxyribonu

ze Ctyf typt nukleotidovych podjednotek cleic-acid-dna.html)

podle bazi, které obsahuji. Jednotlivé nukleotidy DNA jsou spojené kovalentni vazbou mezi

deoxyribézou a fosfatem. Pravé toto specifické spojeni dava fetézci polaritu. Polarita

jednoho fetézce nukleotidi je opacna k polarit¢ druhého. Diky tomuto uspotadani se mohou

baze spolecné parovat, protoze kdyby byla vldkna orientovana stejnym smérem nedoslo by

k vazbé vodikovymi mistky mezi jednotlivymi bazemi. Nukleotidy lze tedy spojovat pouze

jednim specificky orientovanym zplsobem.

Vzhledem k tomu, Ze jsou fetézce DNA vici sobé antiparalelni, se rozlisuji jednotlivé konce
jako konec 3¢ (Cte se konec tii s Carou) a konec 5° (Cte se konec pét s Carou). VIdkno s 3¢
koncem kon¢i hydroxylovou (-OH) skupinou sacharidu na rozdil od konce 5°, kde se nachazi
fosfatova skupina. Konce vldken jsou diky své chemické polarité odlisné. (Alberts et al.

2006)
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1.2.1 Komplementarita bazi

Podle principu komplementarity bazi se v DNA vazou dvojice pomoci vodikovych mustka.
Mezi adeninem a thyminem vznikaji dva vodikové miustky, zatimco mezi guaninem
a cytosinem se nachdzeji tfi vodikové mustky (Alberts et al., 2006). Tato specifickd vazba
purinu s pyrimidinem je velice diilezita pro tspé$nou tvorbu dvousroubovice DNA. Puriny
1 pyrimidiny jsou planarni molekuly, coz umoznuje jejich tésné uspofaddani ve
dvousroubovici DNA. Diky komplementarité bazi maji jednotlivé nukleotidové pary
tendenci zaujimat energeticky nejvyhodnéjsi uspoiadani. Ve dvoufetézové molekule je
rotace kolem fosfodiesterovych vazeb omezena, coz preferuje konfiguraci anti na
glykosidovych vazbach. Tato specifickda konfigurace, spolu s pfitomnosti urcitych
tautomernich forem pfitomnych ¢tyt bazi, zajist'uje specificnost parovani a stabilitu DNA.
(Murray, 2002)

5" end 3" end
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5" end

Obrazek 2 Komplementarita bazi (zdroj:

https://www.priyamstudycentre.com/2023/08/deoxyribonuclei
c-acid-dna.html)

1.3 Vlastnosti DNA

V molekularnim pojeti je gen bézn¢ definovan jako celd sekvence nukleové kyseliny, ktera
je nezbytna pro syntézu funkéniho genového produktu (polypeptidu nebo RNA). Podle této

definice gen zahrnuje vice nez jen nukleotidy kodujici sekvenci aminokyselin proteinu,
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oznacované jako kodujici oblast. Gen zahrnuje také vSechny sekvence DNA potiebné pro

syntézu urcitého transkriptu RNA. (Lodish 2008)

Ve dvouvlaknové molekule DNA se geneticka informace uchovavd v jednom fetézci,
oznacovaném jako templat, zatimco druhy fetézec slouzi jako kodujici fetézec. Tato
geneticka informace je kodovana pofadim monomert, konkrétné purinovych

a pyrimidinovych deoxyribonukleotidd, a je dilezita pro rizné biologické procesy.

Geneticka informace, ulozena v nukleotidové sekvenci DNA, plni dva zékladni ucely. Za
prvé, slouzi jako zdroj pro syntézu vSech proteind v bufice a organismu. Déle poskytuje
dédi¢né znaky, které predava dcefinym buitkdm nebo potomkim (Murray 2002). Protoze
uchovava velmi dulezité informace, ulozené v pofadi monomert, je potfeba replikovat
sekvenci s vysokou ptesnosti. K tomuto ucelu slouzi proces replikace, ktery umoziluje

ptesnou reprodukei genetické informace.

1.4 Replikace DNA

Replikace je semikonzervativni proces, pti kterém z jedné dvousSroubovice vznikaji dvé.
Nové vzniklé dvousroubovice maji vzdy jedno vladkno nové nasyntetizované podle piivodni
predlohy. Diky tomu je isek DNA piesné€ zkopirovan do dvou identickych dvousSroubovic.
Templat, podle kterého se syntetizuje nové vlakno, tedy vznika z obou vlaken a umoznuje
bunice replikovat geny pfed bunéénym d€lenim. Vyznamnou roli pii replikaci ma

komplementarita bazi. (Alberts et al. 2006)

Pii kazdém bunééném déleni je nezbytné, aby buika precizné zkopirovala svilj genom.
Bunka dokéze duplikovat svou DNA rychlosti az 1000 nukleotidl za sekundu. V priméru
se Zivoci$na bunika nesplete o vice neZ n¢kolik pismen pii opisovani ekvivalentu 1000 knih

za pouhych 8 hodin. (Alberts 2013)

Zakladni princip replikace spocivd v parovani bazi, coz je schopnost jednoho
nukleotidového fet¢zce DNA parovat se s druhym, komplementarnim, fetézcem. Kazdé
vladkno tedy mtize slouzit jako Sablona nebo forma pro syntézu nového komplementarniho
vlakna. Jinymi slovy, ozna¢ime-li dvé vladkna DNA jako S a S’, miiZze vlakno S slouzit jako
Sablona pro vytvoreni nového vldkna S', zatimco vldkno S" miiZze slouZzit jako Sablona pro

vytvofeni nového vldkna S. Genetickou informaci v DNA lze tedy pfesn€ kopirovat krasné
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jednoduchym procesem, pii kterém se vlakno S oddéli od vldkna S’ a kazdé odd€lené vidkno
pak slouzi jako Sablona pro vyrobu nového komplementarniho partnerského vldkna, kter¢ je
identické se svym ptfedchozim partnerem. Schopnost kazdého vldkna molekuly DNA slouzit
jako Sablona pro vyrobu komplementarniho vlakna umoziuje buiice kopirovat neboli

replikovat své geny pted jejich pfedanim potomktam. (Alberts 2013)

Proces replikace DNA je komplexnim mechanismem, ktery musi byt proveden rychle
a presné, aby byla zajiSténa stabilita genetické informace. O cely prubéh replikace se stara
replikacni aparat, ktery je slozeny ze souboru proteinli. Tento aparat koordinuje

a uskutecnuje cely proces replikace DNA. (Alberts et al., 2006).

Prvnim krokem je rozSroubovani DNA, kdy enzymy replikacniho aparatu odpoutévaji
arozplétaji dvojvlaknovou strukturu DNA. Nésledné¢ dochédzi k oddéleni jednotlivych
vldken od sebe, coZz umoznuje pfistup enzyml k jednotlivym templatim. Hlavni fazi
replikace je nasledné nasyntetizovani novych vldken DNA. Tento proces probiha podle
templatu existujiciho vlakna a zajist'uje presné a spravné parovani nukleotidii (viz obrazek
¢islo 3). Proteinové slozky replika¢niho aparatu tidi tuto syntézu a zabezpecuji, Ze nové

vznikla DNA ma stejnou sekvenci jako jeji matefské vldkno. (Alberts et al., 2000).

Tento proces je velice dulezity pro vyzkum DNA, protoze si diky tomuto procesu mizeme
nasyntetizovat jakykoli usek DNA, ktery pravé chceme sledovat. Tento tsek lze poté

neomezené replikovat. (Alberts et al. 2006)

DMA-polymerasa

a

FEL
: DNA-topoisomerasy

vedouci fetézec

. -
/ primer
zpozdujici se fetézec N \
b, 7
S—F_— 5. helikasa
oo o "
/ primasa
DMA-ligasa \
Okezékiho
fragmenty

Obrazek 3 Replikace DNA
(zdroj:https://e-learning.vscht.cz/mod/glossary/showentry.php? eid=52897 &displayformat=dictionary)
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1.5 Stépeni DNA

K vizualizaci DNA je nutné DNA rozstépit na mensi useky. K tomuto tcelu se vyuzivaji
restrikéni endonukledzy, které katalyzuji hydrolyzu fosfodiesterové vazby v nukleovych
kyselinach. Tyto nukledzy $tépi DNA pouze v mistech se specifickym nukleotidovym

potradim. (Alberts et al. 2006)

1.5.1 Restrik¢ni endonukleazy

Restrikéni endonukledzy predstavuji vyznamné enzymy v molekuldrni biologii, které hraji
zasadni roli v procesech ochrany organismu pied vlozenim cizorodé DNA do svého genomu.
Mezi vSemi proteiny, které se specificky vazou na sekvenci DNA, jsou restrikéni enzymy
a slouzi k ochrané mikrobii pfed infekei viry a parazitickymi molekulami DNA. Restrik¢éni
enzymy se vazou na kratké sekvence bazi v DNA a katalyzuji $tépeni dvou fetézci DNA

v blizkosti fetézce vazebnych mist, ¢imz se DNA rozpada na fragmenty.

Aby organismy zabranily Sté€peni své vlastni DNA restrikénimi endonukledzami, vyvinuly
se evolucni strategie, které zahrnuji ochranné prvky jako jsou methyltransferdzy. Tyto
proteiny rozpoznavaji stejnou specifickou sekvenci jako odpovidajici restrikéni enzymy, ale
misto Stépeni pfipojuji k bazim na obou fetézcich DNA methylovou skupinu. Methylovana
sekvence DNA jiZ neni nachylné k hydrolyze, jelikoZ ji endonukledza nemize rozpoznat.

(Wilson et al. 2012)

Rozpoznavaci
sekvence a stépeni

s g ; 9'——G AATTC-—--3
EcoR | Escherichia coli RY 13 3 CTTAA G5

Nazev Bakterialni zdroj

Hind Ill | Haemophilus influenzae Rd 3 TTCGA A—5
Pstl |Providencia stuartii 164 |5 "STSCAST3
Tag | Thermus aquaticus YT1 g:l% 'f\l.:g
Alul Arthrobacter luteus g::?g gl:g

Obrazek 4 Priklady restrikcnich endonukledz
(zdroj: https://biologie-v-kostce.blogspot.com/2011/05/58-restrikcni-nukleazy-vyznam-v-
genovem.html)
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(zdroj: https://biologie-v-kostce.blogspot.com/2011/05/58-restrikcni-nukleazy-vyznam-v-genovem. html)
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2 Technologie vyuzivané ve vizualizaci DNA

V oblasti molekularni biologie existuje fada technologii, které umoziuji vizualizaci
a analyzu DNA s rliznymi irovnémi detailu a citlivosti. Mezi tyto technologie patii naptiklad
gelova elektroforéza, polymerazova fetézova reakce (PCR), sekvencovani DNA,
fluorescencni mikroskopie, molekuldrni hybridizace a FISH (fluorescen¢ni in situ

hybridizace).

2.1 Gelova elektroforéza

Elektroforéza patii k metodam, které se
zpravidla vyuzivaji k separaci nukleovych
kyselin a proteinti. Molekuly stejného tvaru se
pohybuji v elektrickém poli a jsou zavislé na
poméru naboje a jejich molekulové hmotnosti.

Molekuly DNA se dé¢li na zikladé rozdilné

pohyblivosti. Zavisi tedy hlavné na ndboji,

velikosti nebo hmotnosti, a tvaru. Molekula op,4-ck 6 Elektroforetickd vana a zdroj elektrického

, 1y . , gy . hapeti
DNA mav pH neutralnim roztoku zaporny nabOJ- (zdroj:https.//comis.med.uvm.edu/vic/coursefiles/MD

s . L, . 540/MD540-
Zajist'uje ho ionizace fosfatoveé skupiny. Proto s€  prowin Methods Learning Module 10400 593281

., . , , ,  210/Protein-methods/Protein_Methods6.html)
molekuly pohybuji k anodé, kterd ma kladny

naboj. (Kiemen et al. 1998)

V ptipad¢ pouziti elektroforézy na papife nebo v roztoku, je pohyblivost nestejnomérné
dlouhych fetézcll téméf stejnd. Pomér naboje a molekulové hmotnosti nukleové kyseliny je
prakticky stejny. Proto se kseparaci pouZzivad elektroforéza v agar6zovém nebo
polyakrylamidovém gelu. Vétsi molekuly se skrz pory v gelu pohybuji pomaleji nez mensi

molekuly. (Kfemen et al. 1998)

Srovnanim pohyblivosti fetézci DNA se zvolenymi standardy o zndmé délce, 1ze pomoci
elektroforézy urcit délku separovanych fetézcii DNA. Standardy se pfipravuji restrikénimi

enzymy, které §té€pi plazmidové nebo virové DNA.

Déle je elektroforetickd pohyblivost DNA pfi gelové elektroforéze ovlivnéna tvarem

molekuly. Dulezitym faktorem, ktery ovliviiuje rychlost pohybu DNA v gelu, je jeji
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konformace. Studie ukazuji, ze DNA ve form¢ superhelixu ma tendenci pohybovat se
rychleji nez linedrni molekuly DNA o stejné délce (Murray 2002).

smés fragmentd

[=iae
@ ?/ DNA riizné velikosti 23
= = —
= =]
) l gF o
= — = __ | dioune
— — — fragmenty
E * —
i m— e | kritke
fragmenty

elekiroforeticky gel

Obrazek 7 Gelova elektroforéza (zdroj:https://cit.vfu.cz/opvk2011/?title=popis_metod-
gelova_elektroforeza&lang=cz)

Superhelikalni forma DNA je typicka pro genomy zivych organismi a vznikd zavinutim
dvouvlaknové molekuly kolem sebe. Tento tvar umoziiuje DNA kompaktné uloZzit do

bunécného jadra a zaroven usnadiuje rychlejsi pohyb v gelu béhem elektroforézy.

Linearni molekuly DNA maji tendenci mit vétsi tfeni v gelu kviili svému roztazenému tvaru,
coz zpomaluje jejich pohyb pfti aplikaci elektrického pole. Tento rozdil v pohybu mezi
superhelikdlni a linearni DNA je dulezitym faktorem pfi interpretaci vysledkli gelové

elektroforézy a pfi analyze struktury DNA.

2.1.1 Typy geli vyuzivanych pri elektroforéze

Gely, vyuZivajici se pfi elektroforéze, museji spliiovat né€kolik vlastnosti. Mezi tyto
vlastnosti patii homogenita, inertnost, pevnost a transparentnost a v neposledni fadé¢ je velice
dilezité, aby se gely daly snadno pfipravit. Proto se nejcastéji vyuziva agardza nebo

polyakrylamid. HOCH, 0

o
Agarézovy gel

OH o bl
»Agardza je linearni polysacharid, ktery se N (o] /1 \ CH, 1/ o
| 3
OH n

sklada z D-galaktézy a 3,6-anhydro-L-
galaktozy.“ (Kiemen et al. 1998) Gel se

D-galakiosa 3,6-anhydro-L-galakiosa

piipravuje ve vodni lazni, kde se agar Obrdzek§ Vzorec Agarozy ,
(zdroj: https.://www.wikiskripta.eu/w/Elektrofor%C3%A9za)
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rozpusti. Poté se gel nalije do Sablony a pfida se druhé Sablona vytvéafejici jamky. Tyto jamky
jsou velice dulezité pro dalsi vyuziti gelu. Do jamek se aplikuji pozorované vzorky
nukleovych kyselin. Po zatuhnuti se Sablona odstrani a nové¢ vznikla gelova podlozka se

pfemisti do elektroforetického aparatu. (Kfemen et al. 1998)

Polyakrylamidovy gel

»Polyakrylamidovy gel je tvofeny z akrylamidu HiCoCH

zesitovaného bifunk&nim NN- = Hj:ic.:m, &
el Nio

methylenbisakrylamidem.* (Kfemen et al. 1998) Jeho Hﬁ_cm

1 H gt by

porozita a schopnost separace jsou zavislé na celkové
Q nH, QM
, HH, N
H,éu%w:-u.?u CH-CHE
In, U,_C‘ Ing
monomeru. Obvykla koncentrace gelu se pohybuje — o
HH
.0
1CH,-CH - CH-CH, 1CH,-CH
s . o - R
maji vyssi celkovou koncentraci monomerd, dochazi Wi o

koncentraci a vzajemném pomeéru koncentraci

e

v rozmezi 3-20 %. V koncentrovanych gelech, které

I &b,

HM O

k optimalni separaci kratkych fragmenti DNA. Obrazek 9 Vzorec Polyakrylamidu (zdroj:
https.://'www.wikiskripta.eu/w/Elektrofor%C3%

Naopak v tidkych gelech, s nizsi celkovou 49%a)

koncentraci, se nejlépe separuji fetézce DNA o délce 100-1000 nukleotidovych pari.

Obvykla délka gelu pro elektroforézu se pohybuje mezi 10-30 cm. Delsi gely (50 cm a vice)

jsou vyuzivany predevsim pro sekvenovani DNA. (Kfemen et al. 1998)

2.1.2 Elektroforéza v agar6zovém gelu

Pted samotnou elektroforézou, pro lepsi aplikaci na agardzovy gel, je nezbytné vzorek DNA
pripravit. Tento proces zahrnuje nékolik nasledujicich krokl. Nejprve je tifeba rozstépit
molekulu DNA na jednotlivé fragmenty, které budou nésledné rozdéleny gelovou
elektroforézou. Pro lepsi aplikaci vzorku na gel je tfeba zvysit hustotu roztoku, a k tomu se
Casto vyuziva glycerol. Glycerol nejenze zvySuje hustotu roztoku, ale také pomaha udrzet

vzorek na povrchu gelu béhem aplikace.
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Kromé glycerolu se ke vzorkiim DNA ptidavaji i barviva, jako je bromfenolova modf
a xylen-cyanol FF, ktera slouzi k vizualizaci prubéhu elektroforézy a umoziuji presné

monitorovani pohybu fragmentii DNA v gelu.

|
=

Obrazek 10 Elektroforéza na agarézovém gelu
(zdroj: https://biopedia.sk/molekularna-biologia/elektroforeza-nukleovych-kyselin)

Agardzové gely mohou mit rizné koncentrace, coz méa vyznamny vliv na déleni nukleovych
kyselin béhem elektroforézy. Napftiklad gel s koncentraci 0,5 % se Casto pouZziva k separaci
delsich fragmenti DNA o délce 1-20 kbp, zatimco gel s koncentraci 1,5 % je vhodny pro
separaci kratSich fragmentt o délce 0,2-4 kbp. Pro fragmenty krats$i nez 1000 bp se obvykle
upiednostiiuje elektroforéza na polyakrylamidovém gelu, ktery poskytuje vyssi rozliSeni

a pfesnost pii analyze kratSich DNA fragmenti. (Kfemen et al. 1998)

V agar6zovém gelu se DNA pohybuje riznou rychlosti podle své molekulové hmotnosti,
pricemz plati, Ze ¢im je tato hmotnost vyssi, tim pomaleji se DNA pohybuje. ,,Pohyblivost
DNA v agar6zovém gelu je tedy nepifimo imérna jeji molekulové hmotnosti.* (Kiemen et

al. 1998)

2.1.3 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

Jednou z nejrozsitenéjSich analytickych metod je elektroforéza na polyakrylamidovém gelu.
Pouziva se od pocatku 60. let minulého stoleti. Polyakrylamidova elektroforéza je velmi
efektivni separacni technika, kterd umoziuje rozdélit fetézce DNA o libovolné délce aZ do

obsahu 400-500 nukleotidi. Tato vysoka rozliSovaci schopnost se vyuzivad zejména pro
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sekvencni analyzu DNA, kterd vyzaduje pfesné oddéleni a identifikaci nukleotidi

v sekvenci. (Kiemen et al. 1998)

2.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézcova reakce (PCR) piedstavuje metodu syntézy nukleovych kyselin in
vitro, kterd umoziuje specifickou replikaci, amplifikaci, ur¢itého tiseku DNA (Mullis
a Faloona 1987). Amplifikace je proces zvysSeni poctu kopii specifické sekvence DNA.
Tento proces zahrnuje pouziti oligonukleotidovych primert (o délce 20-30 bazi), které se
vazou na pocateCni body amplifikovaného fragmentu DNA, a opakované cykly tepelné
denaturace DNA, Zihani primerG na jejich komplementarni sekvence a prodluzovani

zihanych primert pomoci DNA polymerazy (Mullis a Faloona 1987).

PCR je automatizovany proces, ktery probihd v termocykleru, specidlnim zatfizeni ur¢eném
pro fizeni teplotnich cykld PCR. Reakéni smés pro PCR obsahuje vzorek DNA, vSechny
Ctyfi typy nukleotidd, primerové oligonukleotidy a DNA polymerazu, jako je Taq

polymeraza, izolovana z bakterii termofilniho ptivodu. (Otova et al. 2020)

Produkty prodlouZzeni primerd jsou schopné vézat dal$i primery, coz vede
k exponencidlnimu nartistu mnozstvi cilové DNA v kazdém cyklu replikace. Vysledkem je

tedy exponencialni nartist specifického cilového fragmentu DNA. (Mullis a Faloona 1987)

2.2.1 Pribéh PCR

Ptedpokladem pro provedeni polymerdzové fetézcové reakce (PCR) je detailni znalost
pofadi dusikatych bazi na zacatku a na konci poZadovaného tseku DNA, ktery chceme
amplifikovat. (Otova et al. 2020) Pro uspéSnou amplifikaci je nezbytné vytvofit
jednovlaknové useky DNA, nazyvané primery, které slouzi jako pocatecni body pro syntézu

novych DNA fetézctl. (Otova et al. 2020)

Primerové oligonukleotidy, o délce 20-30 bazi, se paruji s komplementarnimi sekvencemi
na cilové DNA. Tyto primery jsou orientovany tak, aby umoznily syntézu DNA

polymeréazou napfic oblasti mezi primerovymi misty. (Mullis a Faloona 1987)
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Thermocykler, zafizeni pouzivané pro provadéni PCR, je programovano tak, aby
v jednotlivych teplotnich krocich byly automaticky dodrzovany tepelné podminky pro
denaturaci DNA, pfipojeni primerii a tvorbu komplementarnich vldken DNA. (Otova et al.

2020) Tento proces se sklada ze tii hlavnich krokt, které se cyklicky opakuji béhem PCR.

Obrazek 101 Thermocykler

(zdroj:https://www.fishersci.be/shop/products/simpliamp-
thermal-cycler-extended-warranty-package-5/p-7180381)

Prvnim krokem je denaturace. V pribéhu PCR reakce je zkoumany vzorek DNA nejprve
tepeln¢ denaturovan pfi teploté kolem 95 °C, ¢imZ dochazi k odd€leni dvouvlaknové DNA
na jednotlivé vlakna. Poté se jednovlaknové molekuly DNA hybridizuji s primery pfi teploté
mezi 30-65 °C, coz umoziuje jejich pfipojeni ke specifickym tsekim DNA (Otova et al.
2020). Proto se druhému kroku tika hybridizace nebo anglicky annealing.

Tteti krok se nazyva elongace. Probiha syntéza komplementarnich vlaken DNA pfi teploté
mezi 65-75 °C, kde ptsobi Tag-polymeraza, izolovana z bakterii termofilniho ptiivodu, ktera
je odolna viici vysokym teplotam. Tato polymeraza ptepisuje informaci z templatu DNA jen

do mista navazani primert, coz zajistuje, ze nové vytvorené DNA fetézce odpovidaji
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zadanému tseku DNA. Tento cyklus se opakuje a umoznuje exponencialni amplifikaci

cilové DNA sekvence béhem n¢kolika cykli PCR. (Otova et al. 2020)
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Obrazek 11 Schéma pritbéhu PCR
(zdroj: https://droguet-sebastien.e-monsite.com/pages/activites-technologiques-terminale-2014-2015/at2 7-pcr.html)

2.3 Sekvenovani DNA

Stanoveni pofadi nukleotidi v genomu umoziiuje porozuméni genetické informaci
a procesim v organismech. Jednou z historicky prvnich metod sekvenovani byla Sangerova
enzymatickd metoda, ktera ziskala Siroké uznéani. Tato metoda vyuZzivala terminaci syntézy
nového vldkna DNA po zaclenéni dideoxyribonukleotidtrifosfath (ddNTP), které
zabranovaly dal§imu ristu fetézce. Vyslednymi fragmenty DNA byly pak rtzné dlouhé

a obsahovaly informaci o potadi nukleotidi. (Otova et al. 2020)

S postupem casu vSak tuto metodu v mnoha ohledech piekonala kapilarni elektroforéza
s laserovou detekci fluorescenéné znaenych ddNTP. Tato technika umoZznila automatizaci

procesu sekvenovani a vyrazné zvyseni rychlosti a efektivity analyzy DNA.

V soucasnosti je nejcastéji pouzivanou metodou sekvenovani nové generace (NGS). Tato
pfima diagnostickd metoda umozZiluje automatizované paralelni sekvenovani velkého
mnozstvi fragmentd DNA. To poskytuje moznost sekvenovat nejen jednotlivé geny, ale
1celé genomy od vice jedinci najednou. Tim se NGS stavd neocenitelnym nastrojem

v oblasti genetické diagnostiky a vyzkumu. (Otova et al. 2020)
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2.3.1 Next Generation Sequencing (NGS)

Next Generation Sequencing (NGS), cesky sekvenovani nové generace, predstavuje
revoluéni metodu v oblasti sekvenovani DNA, ktera umoznuje paralelni sekvenovani
milioni malych fragmentt DNA soucasné. Tato technologie je zalozena na
bioinformatickych analyzach, které sestavuji tyto fragmenty a mapuji je na lidsky referencni

genom, coz umoziuje detailni analyzu jednotlivych bazi v genomu. (Behjati a Tarpey 2013)

NGS mé vyznamnou vyhodu oproti tradi¢nimu Sangerovu sekvenovani v zachycovani
Sir§iho spektra mutaci. Zahrnuje malé zmény bazi, inzerce a delece DNA, ale také velké
genomove delece exonil nebo celych gent a piestavby, jako jsou inverze a translokace. Tim
umoziuje ziskani komplexniho pohledu na genomické zmény v jediném experimentu.

(Behjati, Tarpey, 2013)

Diky své neomezené citlivosti se NGS stava nezbytnym néstrojem v genetické diagnostice.
Na rozdil od kapilarniho sekvenovani, které vyzaduje predbézné znalosti zkoumaného genu
nebo lokusu, je NGS neselektivni a umoziuje zkouméni celych genomii nebo exomu

k odhaleni novych mutaci a gent zpisobujicich onemocnéni. (Behjati a Tarpey 2013)

2.4 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je hlavnim néstrojem pro sledovani fyziologie bun¢k. Umoziuje
vizualizaci bunécnych struktur a procesi s vysokym rozliSenim. Pfestoze princip
fluorescence a pouZiti optickych filtrl zlistavaji podobné, konstrukce mikroskopti se vyvijeji
s cilem zlepSit kontrast obrazu a prostorové rozliSeni. Princip fluorescence spociva ve
vyzatovani svétla latkou po absorpci vyssi energie, jako je UV zafeni, a nasledné emisi svétla
o vétsi vinové délce. To umoziuje identifikaci a lokalizaci specifickych molekul a struktur

v buiice. (Sanderson et al. 2014)

Existuji dvé hlavni formy fluorescen¢ni mikroskopie: priméarni fluorescenci, zndmou také
jako autofluorescence, a sekundarni fluorescenci, kde se uméle dodané fluoreskujici barvivo
vaze na specifické struktury bunék. Tato technika umoznuje identifikaci a studium riznych
bunéénych procest, véetné apoptdzy, bunééného cyklu a rozliSeni Zivych a mrtvych bunék.

(Valové 2016)
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Mezi nejmodernéjsi techniky patii Sirokothld mikroskopie, kterd umoznuje zobrazit
rozsahlé oblasti vzorku s vysokym rozliSenim a kontrastem. Dal$i inovativni metodou je
laserova skenovaci konfokalni mikroskopie, ktera umoziuje ziskat ostré a kontrastni obrazy
za pouziti laserového paprsku k osvétleni jednotlivych bodt vzorku a eliminuje nezddouct
signaly z jinych rovin. Dvoufotonova mikroskopie je pokrocilou technikou umoziujici
proniknout hloubéji do vzorku s minimalnim poskozenim a zkoumat zivé buiiky a tkané ve
vetsi hloubce. Tyto moderni metody fluorescencéni mikroskopie pfinaseji nové moznosti pro

studium bunécné fyziologie a rozvoj 1ékaiské diagnostiky.

2.4.1 Princip fluorescen¢ni mikroskopie
Zakladni proces fluorescence spociva v absorpci svételné energie indikatorem a nasledné
emisi ¢asti této svételné energie o nékolik nanosekund pozdéji. Protoze pifi tomto procesu

dochazi ke ztraté casti energie, ma emitovany foton mensi energii nez foton absorbovany.

Svétlo s kratkou vlnovou délkou (smérem k modré) ma vyssi energii nez svétlo s dlouhou
vlnovou délkou (smérem k Cervené). Proto ma svétlo emitované z indikatoru obvykle delsi
vlnovou délku nez absorbované (excitacni) svétlo. Tento rozdil, mezi excitacni vlnovou

délkou a emisni vinovou délkou se nazyva Stokestiv posun. (Sanderson et al. 2014)
Pti provadéni fluorescencni mikroskopie je dilezité mit vhodné vybaveni, jako jsou zdroje
UV zéfeni, excitacni filtry a ochranné filtry. Zaroven je nutné minimalizovat riziko vybélent,

kdy se fluorofory rozkladaji pod vlivem intenzivniho zéafeni.

Obrazek 12 Fluorescencni mikroskop
(zdroj: hitps://www.mikroskopy-optika.cz/produkt/fluorescencni-
mikroskop-model-b-383f1)
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Fluorescen¢ni mikroskopie je nenahraditelnym nastrojem v moderni biologické a 1ékaiské
diagnostice, a to diky své citlivosti a schopnosti zachytit 1 nizké koncentrace fluorochromd.

(Valova 2016)

2.4.2 Aplikace fluorescen¢ni mikroskopie ve vizualizaci DNA
Fluorescen¢ni mikroskopie vyuziva rtizné fluorochromy, jako jsou DAPI nebo propidium
jodid, které¢ se vazou na cilové struktury v bunice a umoziuji jejich detekci s vysokou

specificitou. (Valova 2016)
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Obrazek 13 Schéma excitace a emise fluorochromu
(zdroj: https://labguide.cz/reagencie/fluorochromy/)

2.4.3 Vyuziti fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie umoZiiuje Sirokou Skalu aplikaci v bunééné biologii, molekularni
biologii a lékafské diagnostice. Od kontrastovani bunécnych struktur po detekci
specifickych antigent a protilatek, tato technika poskytuje dilezité informace o bunécnych
procesech a patologickych stavech. Vyuziti imunofluorescence v klinické praxi ma zasadni
vyznam pii diagnostice infek¢énich onemocnéni, autoimunitnich chorob a nadorovych

onemocnéni, coz zvysuje efektivitu 1é€by a progndzu pacientt. (Valova 2016)

2.5 Molekularni hybridizace

Molekularni hybridizace umoziuje studium genetickych struktur a interakce mezi nimi.
Identifikuje a lokalizuje specifické sekvence nukleovych kyselin. Tato technika vyuziva
schopnosti nukleovych kyselin, jako je DNA a RNA, se navzdjem vézat na zakladé
komplementarity jejich nukleotidovych sekvenci. Vznikaji hybridni molekuly s riznymi
kombinacemi: DNA:DNA, DNA:RNA nebo RNA:RNA. Stabilita hybridnich molekul se lisi
v zavislosti na typu molekuldrniho paru. Hybridy RNA:RNA jsou méné stabilni nez

RNA:DNA a DNA:DNA. (Kiemen et al. 1998)
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Pro detekci konkrétnich sekvenci nukleovych kyselin se vyuzivaji sondy, coz jsou kratké
oligonukleotidy nebo polynukleotidy s komplementarnim nukleotidovym potadim k cilové
sekvenci. Tyto sondy mohou byt znaceny radioaktivnimi izotopy nebo neradioaktivnimi
znaCkami a hybridizuji s cilovou sekvenci za ptisnych podminek pouze v piipadé piesné
komplementarity. Pokud nejsou pfesné¢ komplementarni hybridizuji se i za méné piisnych
podminek. Hybridizace l1ze provadét bud’ v roztoku, kde se hybridni molekuly separuji
chromatograficky nebo ultracentrifugaci, nebo na nosi¢ich, kde se analyzovana nukleova

kyselina imobilizuje na membrané a nasledn¢ probiha hybridizace. (Kfemen et al. 1998)
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Obrazek 14 Princip hybridizace
(zdroj:https://cit.vfu.cz/opvk201 1/?title=popis_metod-southern_blotting&lang=cz)

Pokrocilou technikou molekularni hybridizace je hybridizace in situ, kterd umoZiluje
lokalizovat hybridni molekuly pfimo v buiikdch pomoci mikroskopie nebo elektronové
mikroskopie. Tato metoda poskytuje dulezité informace o prostorovém usporadani

nukleovych kyselin a interakcich v bunce. (Kfemen et al. 1998)

2.5.1 Hybridizace in situ

In situ hybridizace je jednou z nej¢astéjSich metod hybridizace v molekularni biologii, ktera
umoziuje pfimou lokalizaci specifickych nukleovych kyselin v burnikach ¢i tkénich. Tato
technika je diilezitd pro studium genové exprese, struktury chromozomul a genomickych
zmeén, které souvisi s riznymi patologickymi stavy. In situ hybridizace se vyuziva
k identifikaci gent, sledovani jejich exprese a lokalizaci specifickych sekvenci DNA ¢i RNA

v bunéénych strukturach. (Levsky & Singer, 2003)



2.5.2 FISH
FISH metoda neboli Fluorescencni In Situ Hybridizace se vyuziva v cytogenetice. Pomoci
fluorescen¢né znacené DNA sondy se detekuji urcité useky DNA ¢i chromozom, které jsou

vybarvené.

Tato metoda vyuziva sondy obsahujici fluorofor, které se hybridizuji s komplementarnimi
sekvencemi v testovanych bunkach a tkanich a jsou nasledné detekovany pomoci

fluorescen¢niho mikroskopu nebo jiného zobrazovaciho systému.

Plvodné byla vyvinuta jako néstroj pro fyzické mapovani genii v chromozomech, FISH se
rychle rozsitila do oblasti genetické diagnostiky, zejména pro detekci riznych genetickych
anomalii, jako jsou aneuploidie, mikrodelece/mikroduplikace syndromt a chromozomalni

piestavby.

Nejnovéjsi technologické pokroky v oblasti FISH zahrnuji metody zlepSujici G¢innost
znaceni sond a pouziti zobrazovacich systémi s vysokym rozliSenim, coz umoziuje ptimou

vizualizaci chromozomalni organizace a transkripce RNA v jednotlivych buiikach.

Nové metody, jako je FISH zprosttedkovana Cas9 (CASFISH) a oligopaint-FISH, umozuji
in situ vizualizaci chromozomovych haplotypii a exprese mRNA vice gend v ramci
jednotlivych bunék. Tyto inovace odhaluji nové poznatky o vnitrojaderné genomoveé
struktufe a subceluldrni transkripni dynamice, coz pfispiva k lepSimu porozuméni

biologickym procestim na urovni jednotlivych bunék.(Cui et al. 2016)
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Obrazek 15 Schéma FISH metody (zdroj: https://www.wikiskripta.eu/w/Hybridizace in_situ)

28



3 Barveni DNA

Barveni je klicovou technikou pro znaceni, detekci, vizualizaci a identifikaci biologickych
vzorkll. V biologii, chemii a mediciné se barviva bézn¢ pouzivaji k detekci nukleovych

kyselin, proteinti a dalSich biologickych slozek. (Gupta et al. 2024)

Barviva, pro barveni nukleovych kyselin, byla pouzita jako indikator velikosti fragmentt,
mnozstvi a kvality DNA na zdklad¢ fluorescencniho signalu pfitomného v gelu,

ethidiumbromidem, uz v roce 1972 a 1973. (Haines et al. 2015)

Barviva jsou chemické slouceniny, které po navéazani na urcity cil vyvolavaji vizudlni
odezvu. Pokud se cil vyzkumu ve vzorku nenachazi, barvivo nevykazuje Zadnou viditelnou
odezvu. Diky témto vlastnostem jsou barviva uzitend pro detekci pfitomnosti nebo
nepiitomnosti specifického cile ve vzorku. V zavislosti na cili a zkuSebnich podminkach,

muze byt pozorovatelna odezva kvalitativni nebo kvantitativni.

V biotechnologickém vyzkumu je detekce a kvantifikace nukleovych kyselin b&znym
ukolem. Pfi screeningu nukleovych kyselin se pouZzivaji dostupna nebezpecna a mutagenni
fluorescencni barviva, jako je propidium jodid (PI), ethidium bromid (EtBr) a SYBR green.
(Gupta et al. 2024)

3.1 Interkalacni barviva

Interkalacni barviva patfi mezi hlavni typy barviv pouZivanych k barveni nukleovych
kyselin. Tyto barviva maji schopnost spojit se s DNA a zvysit svou fluorescenci, coz je
zasadni pro vizualizaci a analyzu DNA. Interkala¢ni barviva maji planarni strukturu. Diky
ni se mohou vmezetit neboli interkalovat mezi vlakna dvousroubovice DNA. Ptikladem je

ethidium bromid, propidium jodid a SYBR® Green I.

Ethidiumbromid a propidium jodid jsou dlouhodob& znamé interkalac¢ni barviva, zatimco
SYBR® Green I je mladsi a modernéjsi fluorochrom, ktery se stava preferovanéjsi volbou

pro barveni DNA.

Interkalac¢ni barviva se vyuzivaji v molekularni biologii pro rtzné aplikace, vcetné

elektroforetické separace DNA, kvantitativni polymerdzové tetézové reakce (qPCR)
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a mikroskopie. Jejich pouziti umoziuje pfesnou analyzu a vizualizaci nukleovych kyselin.

(Haines et al. 2015)

3.1.1 Ethidiumbromid 7\
Ethidiumbromid je tmavé cCervena, netékava a ve vodé —, =

rozpustnd sloucenina, kterd se pouzivd jako marker

nukleovych kyselin pfi elektroforéze. Hlavni vyhodou jejiho H:N Q Q NH,

vyuziti je intenzivni fluorescenéni odezva pod UV svétlem,
Obrazek 16 Vzorec Ethidiumbromidu
(zdroj:https.//www.researchgate.net/f

v « 7 o 1w 1 o, igure/Structure-of-ethidium-bromide-
nasla uplatnéni v riznych lékaiskych a farmaceutickych ;. /ocorubicin figl 244970113)

laboratotich. (Kfemen et al. 1998)

ktera se po navdzani na DNA zesili t¢émét 20krat. Diky tomu

EtBr se interkaluje do hlavniho zlabku DNA a pomaha rozlisit fragmenty DNA diky své
fluorescencni vlastnosti pfi vazbé na DNA. Ethidiumbromid je diky své nizké cen¢ a vysoké
citlivosti jiz po desetileti nejpouzivanéjSim barvivem pro screening nukleovych kyselin

v agardzovém gelu.

HoN— 3 )—NH
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Obrazek 17 Interkalace EtBr do DNA (zdroj:https://what-when-
how.com/molecular-biology/ethidium-bromide-molecular-biology/)

Vzhledem k tomu, zZe se specificky vaze na molekuly nesouci informaci, vyznacuje se silnou
mutagenitou, karcinogenitou a teratogenitou v zavislosti na organismu a okolnostech
expozice. Proto prace s timto karcinogennim materidlem vyzaduje dodrzovani zvlastnich
protokoli pro manipulaci a likvidaci. Naklady na detoxikaci a nakladani s odpadem vSak
¢ini toto barvivo drahym a nebezpeénym pro vyzkumné pracovniky i Zivotni prostiedi.

(Gupta et al. 2024)
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Bylo zjisténo, ze ethidiumbromid je genotoxicky v koncentratnim rozmezi obvykle
pouzivaném pro barveni gelt (0,5 ug/ml) a cytotoxicky pfi nejvyssi testované davce a je
klasifikovan jako silny mutagen. Ethidiumbromid interkaluje s dsDNA a vzhledem k tomuto

mechanismu je dobfe zndmou mutagenni slouceninou.

18Ebp

¥

_ - - O S e SR

Obrazek 18 EtBr na agarozovém gelu pod UV svétlem
(zdroj:https://www.researchgate.net/figure/Fig-2A2 B2 C-Ethidium-bromide-stained-agarose-
gel-electrophoresis-of-PCR-products figl 331089567)

Historicky je nejb&znéjsim barvivem pouzivanym pro barveni gelli, av§ak vzhledem k jeho
toxicit¢ a mutagenité se dava prednost jinym barviviim, kterd jsou bezpecnéjsi pro uzivatele

i Zivotni prostfedi.(Haines et al. 2015)

NH;

3.1.2 Propidium jodid

Propidium jodid je interkalujici barvivo, které se | (
: N N

Casto pouziva k barveni DNA pii fluorescencni H,N = +"“-/ﬁ“-j -~

mikroskopii a pritokové cytometrii. Pfi interakci s I

dvoufetézcovou DNA PI emituje Cervené svétlo

(kolem 617 nm), coz umoziuje jeho pouZiti jako ..ok 20 vzorec Propidium jodidu
(zdroj: https://www.rndsystems.com/products

kontrastniho ¢inidla pfi vizualizaci bunéénych jader . 7m-iodide 5135)

nebo analyze buné¢ného cyklu. Jeho maximalni vinovou délku excitace je ptiblizné 494 nm.

Obrazek 19 Kozni stép obarveny PI ve fluorescencénim mikroskopu
(zdroj: https://www.researchgate.net/figure/Propidium-iodide-PI-staining-in-human-full-thickness-skin-graft-cross-
sections-No_fig3 321510625)
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Pti vizualizaci DNA propidium jodidem se DNA v bunééném jadie jevi jako Cervena pii
zelenozluté nebo modré excitaci (laserova excitace 568, resp. 488 nm) Protoze se PI
interkaluje mezi nukleotidovy par guanin a cytosin, barvi nejen DNA, ale také RNA. (Suzuki

etal. 1997)

3.1.3 SYBR Green

SYBR Green byl prvni z nové generace barviv na nukleové kyseliny v gelu, ktera byla
pfedstavena v roce 1995.(Konschak a Tinhofer 2011) SYBR Green I (SG) je jednim
znejbéznéji pouzivanych interkalacnich ¢inidel pro znaceni dvoufetézcové DNA
v kvantitativni polymerazové fetézové reakci (QPCR). Oproti tradi¢nimu ethidium bromidu
SG nabizi jasnéjsi fluorescenci a nizsi riziko expozice pro ¢lovéka. (Dymond 2013) Diky
své vysoké afinité, velkému zesileni fluorescence pii vazbé na dvou fetézcovou DNA
(dsDNA), 1ze SYBR Green pouzit k detekci pouhych 20 pg dsDNA v jednom pasu
elektroforézniho gelu. (Konschak a Tinhofer 2011)

SYBR® Green I patii mezi kyanidova barviva, ktera jsou rovnéz vyuzivana jako sondy
a znacky spojené s nukleovymi kyselinami v riznych aplikacich, vcetné pritokové
cytometrie a kvantifikace DNA pomoci polymerazové fetézové reakce v realném case

a elektroforézy v kapilarach a gelech.

Obrazek 21 SYBR green na agarozovéem gelu
(zdroj:https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/S33102)
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Oproti ethidiumbromidu jsou kyaninova barviva preferovana pro svou niz$i toxicitu
a mutagenitu. Ethidiumbromid byl klasifikovan jako silny mutagen, zatimco SYBR® Green
I byl shledan slabym mutagenem. Piestoze jsou toxickd, v laboratofich se stale b&zné

pouzivaji. (Haines et al. 2015)

Tento fluorochrom je charakterizovan svou nespecifickou povahou, coz umoziluje
jednodussi pouziti pro vice vzorkl bez slozité ptipravy. Nicméné, tato nespecificka afinita
muze byt také problémem, pokud jsou primery nedostatecné navrzené. SG se vaze na
jakékoli dsDNA, vcetné dimert primerd a nespecifickych produkti PCR. To miize vést
k ovlivnéni fluorescence zajmového produktu a komplikovat analyzu. Aby se témto
problémim ptedeslo, pouzivaji se softwary pro ndvrh primerd, které pomahaji

minimalizovat nespecifické interakce a optimalizovat podminky qPCR. (Dymond 2013)

3.1.4 DHDM

Ve studii publikované na zacatku tohoto roku, se setkdvame s latkou 3,4-dihydroxy-5,6-
dimethoxyflavon zkracen¢ DHDM, ktera byla izolovdna z listd A. nigra. Je jednim
z flavonoidi studovanych pro svou schopnost vazat se na DNA. Jiz diive bylo prokazano,
ze flavonoidy, jako jsou kvercetin a rutin, interkaluji s DNA, coZ vede ke vzniku stabilnich

komplexi.

Nova studie se zamétila na DHDM a potvrdila jeho schopnost vazat se na DNA, coz bylo
demonstrovano pomoci agarosove elektroforézy. Tato vyzkumna prace ukazuje, Ze DHDM
ma potencial jako alternativni barvivo k etidiumbromidu pfi barveni nukleovych kyselin,

zejména dvoufetézcové DNA (dsDNA).

V porovnani s EtBr vykazal DHDM lepsi uinnost barveni DNA, pficemZ maximalni
intenzita pasu byla pozorovana pii koncentraci 50 ng DNA. To naznacuje, z2¢ DHDM muze
byt slibngjs$i volbou pro barveni DNA ve srovnani s EtBr, ktery je béZné¢ pouZivanym
barvivem, ale méa nezddouci mutagenni a toxické vlastnosti. Navic se ukazalo, ze DHDM
neinterkaluje s jednofetézcovou linearni DNA, ale vaze se na dvoufetézcovou linearni DNA.
Tato specifita DHDM pro dsDNA je klicem k jeho aplikacim v biologickych testech, jako

jsou testy zivotaschopnosti bunék a rozliSovani mezi zivymi a mrtvymi bunikami.
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Lze tedy fici, ze vysledky této nové publikované studie naznacuji, ze DHDM ma potencial
stat se alternativou k EtBr pro barveni DNA. Jeho schopnost vazat se na dSDNA a vytvaiet
s ni stabilni komplex naznacuje, ze DHDM mtiZe byt uziteCnym nastrojem pro studium DNA
a dalsich biologickych procest, kde je dulezita vizualizace nukleovych kyselin. (Gupta et al.

2024)

3.2 Barvy vazajici se na malé zZlabky DNA

Alternativni barviva byla vyvinuta s cilem minimalizovat mutagenitu a toxicitu spojenou
s pouzitim ethidiumbromidu a SYBR® Green I. Tato barviva se vyhybaji problémim
spojenym s mutagenitou tim, Ze interaguji se zlabky DNA, misto aby pusobila jako
interkalatory. Patfi mezi n€ barviva, jako je Diamond™ Nucleic Acid Dye (Promega, NSW,
Australie), dale sem patii GelRed™ (Biotium) a GelGreen™ (Biotium), kterd jsou navrzena
tak, aby byla jest¢ méné mutagenni, protoze neprostupuji bunéénou membranou. Prikladem

barviva vazajiciho se na malé zlabky je barvivo DAPI. (Haines et al. 2015)

deoxyriboso-fosfatova
pater

velky Elabek

vodikowéd
mibstiy
maly Habek

Obrazek 22 Velky a maly Zlabek DNA (zdroj:http://'www.studiumbiochemie.cz/meziobor _na2.html)
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3.2.1 DAPI

DNA v bunkéch se barvi pomoci DAPI (4'6-diamidino-2-fenylindol) pro fluorescencni
mikroskopii. Pii barveni pomoci DAPI se DNA pfi ultrafialovém (uv) osvétleni jevi jako
modrobild fluorescence, a proto lze urcit polohu bunécnych jader a nukleoidii organel.
Vétsina laserovych konfokélnich mikroskopti vSak nema systém uv laserového osvétleni

a toto pouziti DAPI je omezeno na specializovany systém. (Suzuki et al. 1997)
Control 7.5 M

15 uM

Obrazek 23 Jadra bunek HeLa obarvena DAPI
(zdroj:https.://www.researchgate.net/figure/DAPI-staining-showing-nuclear-
morphology-of-the-AL-treated-HeLa-cells-The-experiments_fig3 338841375)

3.2.2 RedSafe, GelGreen, GelRed, Diamond Dye
RedSafe, GelGreen, GelRed, Diamond Dye jsou komer¢né dostupné barviva, o nichz se
tvrdi, Ze jsou citlivéj$i a maji niz§i meze detekce, a navic jsou méné toxicka pro uzivatele

a Zivotni prostiedi.

Ve studii, publikované v roce 2015, porovnavaji tato Ctyii barviva pro jejich pouZiti pfi
barveni geli a komentuji jejich vyznamné vlastnosti ve srovnani s ethidiumbromidem
a SYBR® Green 1. Tento ¢lanek podrobné popisuje vlastnosti dostupnych barviv a jejich

citlivost pro detekci DNA a jejich schopnost prostupovat bunéénou membranou.

Vyrobce uvadi, Ze RedSafe je méné toxicky a mutagenni nez ethidiumbromid, a podle
vysledki této studie, je stejné citlivy jako ethidiumbromid. Na zaklad¢ téchto tidaji neni toto
barvivo vhodné pro detekci DNA o nizkych koncentracich, protoZe nad 1 ng bylo dosazeno
pouze nizkych signdlli. Studie u RedSafe ukéazala linedrni zavislost mezi koncentraci

a intenzitou signalu.
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SYBR® Green I m¢l nejvyssi intenzitu ze vSech barviv, coz ukazuje, ze toto barvivo ma
vetsi zesileni signdlu, pokud je pfitomna DNA. Druhou nejvyssi intenzitu mélo barvivo
Diamond™ Nucleic Acid Dye, které rovnéz dokdzalo detekovat az 0,5 ng DNA, coz
ukazuje, ze je stejné citlivé jako SYBR Green I. M¢lo podobnou intenzitu signalu a hodnotu
linearni zavislosti. Toto barvivo ma také tu vyhodu, Ze je mén¢ mutagenni nez SYBR Green

I, jak uvadi vyrobce.

EtBr GelRed® SYBR® Safe GelGreen®

Barviva GelRed™ a GelGreen™ byla schopna
detekovat az 0,5 ng DNA a obé vykazovala i-
linedrni  vztah mezi koncentraci DNA
a intenzitou signalu. GelGreen™ m¢él mnohem
niz8i intenzitu signdlu ve srovnani s barvivem
Diamond™ Nucleic Acid Dye, coz ukazuje, ze
zesileni je u GelGreen™ pii interakci s DNA
mnohem niz§i. Prodlouzeni doby barveni nebo

Obrdazek 24 Porovnani vizualizacnich barviv vyrobcem
(zdroj:https.//biotium.com/product/gelred-nucleic-

intenzitu signalu. acid-gel-stain/)

pfidani barviva pfed odlitim gelu mize zvysit

Bylo zjisténo, Ze GelRed™ je nejcitlivéjsi a nejbezpecné)si barvivo pro pouziti s excitaci
UV svétlem a GelGreen™ i1 Diamond™ Nucleic Acid Dye jsou citliva a bezpecné;si barviva

pfi pouZiti excitace modrym svétlem. (Haines et al. 2015)

Dino-Lite
microscope
° Bone sections
> ®
o Diamond
< Nucleic Acid Dye
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< binder ¢l imaging

510 nm emission filter

Obrazek 25 Diamond™ Nucleic Acid Dye a model fluorescencniho barveni in-situ
(zdroj:https://www.researchgate.net/figure/Diamond-Nucleic-Acid-Dye-and-Fluorescence-in-situ-
staining-model-137-138-DNA-isolation_fig9 355183218)
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Tato studie ukézala, ze barvivo Diamond™ Nucleic Acid Dye prostupuje bunécnou
membranou, a proto by nebylo tak bezpecné jako GelGreen™, ale mélo vEtsi intenzitu

signalu.

Tyto ziskané tdaje ukézaly, Ze vSechna barviva méla linearni vztah mezi koncentraci DNA
a intenzitou ziskanych signald. Nicméné ethidiumbromid mé ve srovndni s ostatnimi barvivy

nizkou hodnotu linearni zavislosti. (Haines et al. 2015)
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4 Vyuka vizualiza¢nich metod DNA na stifednich Skolich

Biologie na stfednich Skolach obvykle tvofi samostatny predmét, ktery je systematicky
zaclenén do vzdélavaciho programu. Studenti se s nim setkavaji v prvnim az tfetim ro¢niku,
kde je zpravidla povinnou soucdsti vzdélani. Ve ctvrtém rocniku je Casto nahrazena
volitelnymi biologickymi seminafi, které umoziuji studentim specializovat se podle svého

zajmu a potieb.

Vyuka biologie na stfednich Skoldch ma za cil nejen poskytnout studentim zakladni
povédomi o biologickych procesech, ale také je pripravit na dalsi studium nebo uplatnéni
v oblasti védy a zdravotnictvi. Kromé samotné biologie jsou do vyuky casto zaclefiovana
1 témata z dalSich vzdélavacich obort, jako je geologie, vychova ke zdravi a environmentalni
vychova. Timto zpisobem se studenti seznamuji s komplexnimi aspekty ptirodnich véd a uci

se porozumét vzajemnym vztahlim mezi zivymi organismy a jejich prostfedim.

Integrované vzdélavaci obory a nové vytvorené predméty Casto umoziiuji §irSi pohled na
biologické téma, propojuji je s jinymi disciplinami a podporuji multidisciplinarni pfistup
k vzdélavani. Takovy pfistup muize studentim poskytnout komplexné€jsi a hlubsi
porozuméni biologickym konceptlim a jejich vyznamu v kontextu celého pfirodniho svéta.

(Pavlasova 2014)

4.1 Priklady vyuziti vizualiza¢nich metod v praktické vyuce

V dnesnim vzdé&lavacim prostiedi je tieba Celit vyzve, a to zaujmout a motivovat zaky.
S pfistupem k internetu maji studenti snadny piistup k obrovskému mnozstvi informaci
a zdrojii, coz vytvaii vyzvu v tom, jak je udrzet zapojené do vyuky. Disledkem je, Ze pro né

mnohdy neni nic nového, protoZe maji tendenci si vyhledat informace sami.

Tento trend vyzaduje inovativni a kreativni pistup k vyuce, ktery umozni ucitelim prekonat
pasivni ptistup studentii k uceni. Jednou z moznosti, jak toho dosédhnout, je poskytnout
zaklim prostiedi, ve kterém mohou aktivné zkoumat a objevovat témata, kterd je zajimaji.
To lze dosdhnout napiiklad pomoci praktickych experimentl, diskuznich formatd,

projektovych praci ¢i pouzitim novych technologii ve vyuce.
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4.1.1 Struktura DNA

Na vizualizaci struktury DNA ve vyuce se nejcastéji
vyuzivaji modely a animace. Ty maji za tkol znézornit
jednotlivé nukleotidy, které vytvaii vyslednou
dvousroubovici DNA. Mizeme mit modely plastové,
jako je naptiklad stavebnice Molymod DNA
(Martyc¢ék [b.r.]), nebo existuji papirové modely, které

se nazyvaji DNA origami.

DNA je jednou z nejznaméjsich biologickych struktur.
Abychom 1épe pochopili jeji slozitou strukturu
a principy parovani bazi, miZeme vyuZit kreativni
metodu zvanou DNA origami. Tato metoda vychazi
z navrhu, ktery vytvotil Alex Bateman z EMBL-EBI,

a umoziuje vytvorit 3D modely DNA pomoci skladani

Obrazek 26 Velky model DNA Molymod
(zdroj:  https://www.ucebnipomucky.net/p/velky-

model-dna)

papiru. Verze DNA, ktera byla vytvorena ke staZeni, je pravoto¢iva DNA. (Anon. [b.r.])

Obrazek 27 Origami DNA

‘
i Vil

(zdroj: https://healthmatters2day.blogspot.com/2011/11/dna-origami.html )

Animace se vyuzivaji pro znazornéni jak struktury DNA, tak i1 pro lepsi vysvétleni

jednotlivych procesti. U replikace, se da vysvétlit pomoci animace potadi jednotlivych

krokti, které enzymy se kdy napojuji. Tyto animace mizeme najit napfiklad na strance

studiumbiochemie.cz, kterd vyuZziva anima¢ni program Adobe Animate.
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Animace jsou tvofeny s dlirazem na interdisciplinaritu mezi biologii a chemii na zaklad¢
poznatkll ze soucasnych stiedoskolskych ucebnic chemie a biologie. (Tepla [b.r.]) Najdeme

zde 1 animaci proteosyntézy anebo metody PCR.

Dale existuje spousta vyukovych videi, které mohou doplnit probiranou latku.

4.1.2 Restrikéni Stépeni

Restrikéni §tépeni lze zakam pfiblizit pomoci restrikéniho §tépeni na papife. Zaci si zahraji
na restrik¢éni endonukledzy, které¢ obvykle rozpoznavaji a stépi specifickou sekvenci DNA.
Rozpoznavand sekvence je zpravidla palindromatickd a tudiz je sekvence nukleotidil

v jednom vldkn€ shodna se sekvenci nukleotidi v komplementarnim vlakné.

K této aktivité je zapotiebi téchto pomticek: karticka restrikénich endonukledz, vytistény
vektor 1 (zluty papir), vytistény vektor 2 (bily papir), lepidlo (pokud nejsou vektory jiz

pfedem slepené), izolepa a nlizky.

1 1
5 _GCTAGC.3" 5°..CTGCAG..3"
Nhel 3’ .CGATCG.5 Pstl .. .GACGTC 5’
5° . GAATTC.3" 5°..GAGCTC.3"
EcoRT SacT
3°.CITAAG.5’ 3°..CICGAG..5°
] . 1 .
5° . GGATCC..3" 5°..CCCGGG..3
BamHI 3°..CCTAGG..5" Smal 3°..666CCC..5°

Obrazek 28 Karticka restrikcnich endonukledz (zdroj: materialy k vyuce Ladislava Merty)

VEKTOR1 - obsahuje inzert (v ramecku); tisk na Zluty papir

TGCCCATGTGCTGCTGCAGC
ACGGGTACACGACGACGTCG] A CCICCTCGAGC

TGCCCATGTGCTGCTGCAGC CCIEGAGCTCGAC SAG CTAGCTAAATGAGCTGAATTCG

TTACTCGACTTAAGCTAGTCGG!

CCTGCAGATGTCGTA
GGACGTCTACAGCAT

"ARGTTCCTGCAGATGTCGTA
AAGGACGTCTACAGC

Obrazek 29 Vektor 1 a 2 k restrikcnimu stépeni na papire (zdroj: materialy k vyuce Ladislava Merty)
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Ukolem 74kt je zaklonovat ,protein” (v ramecku) z vektoru 1 do vektoru 2 pomoci
restrik¢nich endonukleaz Pstl a Sacl. Restrikéni mista jsou ve vektorech zvyraznéna tucné.
Jako restrik¢éni endonukleazy slouzi ntizky. Po restrikci zaci ptilozi ptesahujici konce inzertu

i vektoru k sob¢ a ,,zaliguji“ novy vektor pomoci izolepy.

Tuto ndzornou aktivitu na restrikéni Stépeni jsem pievzala od Ladislava Merty, ktery je

ucitelem na gymnaziu a zaroven se vénuje molekularni biologii. (Merta 2024)

4.1.3 Gelova elektroforéza

V dnesni dobé€ uz jsou ptistupné i zjednoduSené verze vSech téchto vizualizacnich metod.
Ptikladem je strdnka Bento.bio, kterd prodava pfistroje, které je mozné ve vyuce vyuZit.
Jedna se o mobilni genomické zatizeni Bento Lab, které kombinuje vSechny zékladni
nastroje pro molekularni biologii, obsahuje pfenosny PCR pfistroj, mikrocentrifugu, nadobu

na gelovou elektroforézu a modry LED transiluminator.

Obrazek 30 Mobilni genomické zarizeni Bento Lab (zdroj: https.//bento.bio/product/bento-lab/)

Sada Biotechnologie 101 je vyukovy nastroj, ktery piinasi praktické zkuSenosti
s molekularni biologii pfimo do tfidy. Laboratof Bento Lab spojuje vSechny zakladni
nastroje potfebné pro molekularni biologii v jednom pfenosném zafizeni. Sada
Biotechnologie 101 je idealni pro ovéfeni vzorkil v terénu nebo jako inspirace pro praktické

vyuziti ve tide.
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Tato sada obsahuje vSechny materidly potfebné pro prvotni pouziti laboratoie Bento Lab,
véetné navodl a Cinidel. Bezpecn& si procviCite techniky. Obsahuje 10 miniprojektl
zaloZenych na redlnych ptikladech vyzkumu. Priivodce, ktery je v sad¢ ptiloZzeny, poskytuje
podrobné instrukce, jak provadét genetickou analyzu a interpretovat vysledky. Vnitini obsah
sady zahrnuje smési primeri PCR, FIREPol® Master Mix, agardzové tablety,
elektroforeticky pufr TBE, GelGreen® DNA Stain, 100 bp DNA Ladder a dalsi potiebné

reagencie pro experimenty. (Anon. [b.r.])

Dale existuje stranka na u¢ebni pomticky conatex, kterd prodava sadu pro ucitele. Tato sada
obsahuje skoro vSechny pomicky pro gelovou elektroforézu a podrobnou ptirucku

s navodem.

414 PCR

Vroce 2020 v Casopise The American Biology Teacher byl zvefejnén ¢lanek, ktery se
zabyva lepSim pochopenim replikace DNA, transkripce a polymerazové fetézové reakce.
Autofi vymysleli praktickou sadu, ktera je vyrobena z levnych materialti, jako jsou plastové
koralky, vazaci drat, guma na tuzky, plastova Petriho miska, papirova krabice a plastové
lahve nebo malé plastové saCky uzaviratelné na zip. Sadu lze pouzit k riznym uGcelim. Za
prvé pomaha studentiim prakticky si osvojit pojem parovani bazi a dvouvlaknové struktury
DNA. Za druhé ji lze pouzit k demonstraci rozdilli mezi replikaci a transkripci. Zatfeti
umoznuje nahlédnout do problematiky ndhodného ptivodu mutaci. A samoziejm¢ muize

slouzit jako nastroj pro pokrocilejsi studenty k demonstraci techniky PCR.

Obrazek 31 Obsah sady pro demonstraci replikace, transkripce a PCR
(zdroj: Merta et al. 2020)
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Obsah sady: (1) dvouietézcovy DNA templat; (2) dva RNA primery pro replikaci; (3) tfi
RNA primery pro transkripci; (4) sedm parti primerti pro PCR; (5) volné dNTP v lahvicce;
(6) volné NTP v lahvicce; (7) Petriho miska; (8) gumové "zatky"; (9) manudl pro studenty;
a (10) kli¢ pro rychlé vyhodnoceni vysledka.

Je tfeba poznamenat, Zze sada ma nékolik nedostatkll, jako je kratka templatova molekula,
pevné RNA primertt pro replikaci DNA. Tato sada je také orientovdna piedevSim na
parovani bazi a nezahrnuje vodikové vazby. Navzdory témto nedostatkiim vSak sada
pfedstavuje uzitecny a interaktivni ndstroj pro vyuku biologie na stfednich Skolach. (Merta

et al. 2020)

4.1.5 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopy jsou velice nédkladna zatizeni, coZz omezuje jejich dostupnost pro
bézné vzdelavaci instituce. Vzhledem k vysokym finanénim ndkladim neni bézné, Ze by
tyto mikroskopy byly soucasti klasické vybavy biologickych laboratofi ve Skolach.
Vzdélavaci instituce se obvykle spoléhaji na levnéjsi alternativy mikroskopi. Avsak vyvoj

technologii mtize v budoucnu zvysit dostupnost téchto pokrocilych mikroskopti i ve skolach.

4.1.6 Workshopy

Dobré¢ je, Ze univerzity potadaji workshopy pro studenty, zejména v ptipadech, kdy Skola
nema dostatecné finan¢ni prostfedky na pofizeni potfebného vybaveni do svych laboratofi.
Tyto workshopy poskytuji studentim pfistup nejen k potfebnému vybaveni, ale také

k odbornym programiim, které by jinak ve Skolni laboratofi nebylo moZné absolvovat.

Diky témto workshoptim maji studenti moznost vyzkouset si technologie a metody, které
jsou mimo dosah béZného Skolniho prostfedi. To jim umoZiluje rozsifit své znalosti
adovednosti v oblasti biologie a molekularni biologie, a to i za podpory zkuSenych
vyzkumniki a pedagogli. Takové zaZitky nejenze piispivaji k lepSimu porozuméni probirané
latky, ale také motivuji studenty k dalSimu studiu a védeckému badani.

Napiiklad Jihodeska univerzita v Ceskych Budg&ovicich ma centrum pro piirodovédné
vzdéelavani, které aktivné podporuje zajem stfedoskolskych studenti o biologii. Pravidelné

potada bezplatné workshopy, které poskytuji studentim moznost zapojit se do praktickych

aktivit spojenych i s genetickymi a molekularnimi metodami. Napt. 6.6.2024 JihocCeska
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univerzita usporada workshop zaméfeny pravé na vyuziti molekuldrnich metod. Tato akce
umozni stfedoSkolaktim prakticky poznat procesy a techniky pouzivané v moderni biologii.

Studenti budou mit moznost seznamit se s PCR a s elektroforézou. (Anon. [b.r.])

44



Zavér
Tato prace byla zaméfena na vizualizaci DNA s ohledem na vyuziti ve vyuce biologie na
sttednich Skolach. Hlavnim cilem bylo popsat technologické metody vizualizace DNA

a porovnat dostupnd barviva pro vizualizaci DNA, abychom identifikovali moznosti

efektivniho vyuziti t€chto postupii ve vyuce na stiednich skolach.

V prvni ¢asti prace byla nastinéna zakladni struktura a vlastnosti DNA, vcetné procesu
replikace DNA, k lepSimu porozuméni principli metod vizualizace. Dale byly prozkoumany
nejbéznéjsi techniky vizualizace DNA, jako je gelova elektroforéza, polymerazova fetézova
reakce (PCR), sekvenovani DNA, fluorescencni mikroskopie a molekularni hybridizace.
Tato ¢ast prace poskytla pevny teoreticky zéklad pro pochopeni riznych metod vizualizace

DNA.

Ve druh¢ C¢asti byla detailnéji zkouména dostupné barviva, kterd se vyuziva ve vizualizaci
DNA. ReserSe ukazala, Zze kazda z téchto technik a barviv ma své specifické vlastnosti
a vyhody, ale 1 nevyhody, které je nutno zvazit pfi jejich vyuziti ve vyuce na stiednich

skolach.

Zvl1astni pozornost byla vénovana moznostem aplikace téchto technik a barviv ve vyuce, aby

bylo mozné studentiim pfiblizit metody molekularni biologie.

Na zavér Ize konstatovat, Ze se jen ziidka objevuje experimentdlni vizualizace DNA ve
vyuce, kdy se ve Skolnich laboratofich predvadi popsané technologické metody. Divodem

je nejspise ¢asova a finanéni naro¢nost.
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