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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, vcetn¢ procesu replikace
DNA, ktery je klicovy pro porozuméni jeji funkce. Kromé toho prace srovnava rizné typy
dostupnych vizualizacnich barviv, pouzivanych k barveni DNA, s cilem poskytnout
komplexni ptehled o jejich vlastnostech a uc¢innosti. Zvlastni diraz je kladen na mozné
aplikace téchto metod a barviv v rdmci vyuky biologie na stfednich $kolach, s ohledem na
zlepseni interaktivniho vzdélavani studentl. Celkove se prace snazi pfinést uceleny pohled

na problematiku vizualizace DNA a jeji vyuziti ve vzdélavani na stiednich 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 predava z generace na generaci. Genetickd informace, kddovana ve struktuie DNA,
je dana potadim jednotlivych nukleotidi. Jednotlivé organismy se tedy lisi uspotadanim
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, ktera umoznuje 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 t€chto postupt 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

Nukleové kyseliny jsou biomakromolekularni latky vzniklé polykondenzaci nukleotidi.
Prvni objeveni nukleovych kyselin probéhlo v roce 1869 Svycarskym I¢katem Friedrichem
Miescherem, ktery izoloval latku z bilych krvinek a nazval ji nuklein. Tento objev polozil

zaklad pro dalsi vyzkum struktury a funkce nukleovych kyselin (1.).

Vyznamny pokrok v pochopeni struktury a vyznamu nukleovych kyselin nastal az
v poloviné 20. stoleti, kdy James Watson a Francis Crick v roce 1953 publikovali sviij model
dvousroubovice DNA (Watson a Crick 1953). Tento model ukézal, ze DNA ma strukturu
dvouvlaknové dvousroubovice, kde jsou dva fetézce nukleotidi spojeny vodikovymi

vazbami mezi komplementarnimi bazemi (Watson a Crick 1953).

Ackoli je vétSina organismu zalozena na dvouvldknové DNA, nekteré viry obsahuji
jednovlaknovou DNA, coz ukazuje na variabilitu genetické informace v ptirodé (2.).
Molekula DNA muze byt slozena az z 10 miliond nukleotidl, coZz umoziuje uchovani

velkého mnozstvi genetické informace (Alberts et al. 2006).

Primérni funkci DNA je uchovévani genetické informace a jeji predani na potomstvo. Tato
funkce je klicova pro reprodukci a evoluci organismi, protoze zajiStuje, Ze genetické

instrukce jsou piesné kopirovany a predavany z generace na generaci (Lodish 2008).

1.1 Primarni struktura DNA

Zékladni stavebni jednotkou DNA jsou nukleotidy, které se skladaji ze tii casti: baze, cukru
a fosfatoveé skupiny. Diky spojeni, mezi mononukleotidy, fosfodiesterovou vazbou tvofi
polynukleotidy zékladni strukturu dvouSroubovice DNA (Murray, 2002). Tato struktura
nukleotidu, kterou miizeme vidét na obrazku ¢. 1, je dilezitym prvkem pro tvorbu
polymernich fetézcti DNA, které nesou genetickou informaci a tidi vSechny biologické

procesy organismdu.

Deoxyribonukleova kyselina je nositelkou genetické informace v buitkach vSech zivych
organismi. Tato informace je definovana potfadim nukleotidl v fetézci DNA. Je schopna
tuto genetickou informaci ptenést z jedné generace na dalsi. Tato schopnost je velice diilezita

a klicova pro vSechny biologické procesy v organismu (Murray, 2002).
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Obrdazek 1 Primarni struktura DNA

1.1.1 Nukleotidy

Nukleotidy nejsou pouze soucasti DNA nebo RNA. Nachazi se také v koenzymech jako je
napiiklad FAD, NAD+, NADP+ a koenzymu A. Déle také slouZzi k regulacim. Hladina ADP
tidi rychlost mitochondridlni 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 dilezZitych vlastnosti nukleotidl je jejich schopnost polymerace. Tento proces
zajistuje postupné spojovani nukleotidii do fetézce pomoci kondenzace. Vysledkem je
tvorba oligonukleotidovych az polynukleotidovych fetézcl, které jsou zakladnimi

stavebnimi jednotkami nukleovych kyselin (Vodrazka 1996).

Struktura nukleotidu

Jednou ze tifi Casti nukleotidu jsou dusikaté baze, které jsou tvofené aromatickymi
heterocyklickymi slouceninami. Potadi dusikatych bazi v polynukleotidu urcuje geneticky
kod a tim 1 riizné biologické funkce. Na obrazku €. 2 mizeme vidét Ctyti druhy bazi, které
se nachazi v molekule DNA. Patii mezi n€ adenin (A), guanin (G), thymin (T) a cytosin (C).
V RNA nalezneme misto thyminu uracil (U). Déle se baze d€li na purinové baze
a pyrimidinové baze. Mezi purinové baze patii adenin a guanin, zatimco k pyrimidinovym

bazim patfi cytosin, thymin a uracil.
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Cukr, druhé ¢ast nukleotidu, je petiuhlikaty cukr neboli pent6za. V RNA se nachézi ribdza.
U DNA se jedna o deoxyribézu. Deoxyribdza je monosacharid odvozeny od ribdzy.
Hydroxylova skupina na druhém atomu uhliku je nahrazena atomem vodiku. Deoxyribdza
je hlavni slozkou deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Historicky se ptedpoklada, ze
primitivni organismy vyuzivaly pouze ribézu v ramci ribonukleové kyseliny (RNA).
organismech se deoxyribdza syntetizuje z ribdzy enzymatickou reakci za tUcasti

katalytickych proteinti. Diky pfitomnosti deoxyrib6zy je DNA stabilnéjsi nez RNA.

Posledni ¢asti nukleotidu je fosfatova skupina, ktera se vaze na hydroxylovou skupinu cukru

(Alberts et al. 2006).

1.2 Sekundarni struktura DNA

Sekundarni strukturou DNA je pravotociva
dvousroubovice neboli double helix. Vznik
dvousroubovice zavisi na komplementarité
bazi a vzniku vazby vodikovych mustkli mezi

bazemi.

Vodikové mistky se tadi mezi slabé
nevazebné interakce. Ackoli tento nazev

pfesné nevystihuje podstatu téchto sil, tyto

slabé nevazebné interakce mohou vyznamne€ op,g-ck 2 Stuktura DNA a dusikaté bize

ovlivnit chemické vlastnosti, jako jsou bod tani, bod varu nebo rozpustnost rtiznych latek
(Svoboda 2005). Vodikové vazby jsou pfitomny v mnoha organickych molekulach a patii
mezi nejdalezitéj$i interakce v biologickych systémech. Vodikova vazba vznikd mezi
vodikem, ktery je soucasti elektronegativniho atomu, a dalSim elektronegativnim atomem,

nejcastéji se jedna o atom kysliku nebo dusiku (Svoboda 2005).

Slabé nevazebné interakce, jako jsou vodikové vazby nebo van der Waalsovy sily, jsou
dostatecné silné na to, aby udrzely makromolekuldrni struktury pohromad¢, ale nejsou

dostatecné silné na to, aby spojily dva atomy do jediné molekuly. Ptesto hraji kli¢ovou roli
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v biologickych procesech, jako je stabilizace terciarni a kvartérni struktury proteinti nebo

parovani bazi v nukleovych kyselinach (Watson 2004).

Dlouhé polynukleotidova vlakna se skladaji ze Ctyt typt nukleotidovych podjednotek podle
bazi, které¢ obsahuji. Jednotlivé nukleotidy DNA jsou spojené kovalentni vazbou mezi
deoxyribozou a fosfatem. Pravé toto specifické spojeni dava fetézci polaritu. Polarita
jednoho fetézce nukleotidl je opacna k polarité¢ druhého. Diky tomuto uspoiadani se mohou
baze spolecn¢ 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 zptisobem.

Vzhledem k tomu, Ze jsou fetézce DNA vici sobé antiparalelni, se rozlisuji jednotlivé konce
jako konec 3‘a konec 5°. VIdkno s 3 koncem kon¢i hydroxylovou (-OH) skupinou sacharidu
na rozdil od konce 5°, kde se nachazi fosfidtova skupina. Konce vldken jsou diky své

chemické polarité odlisné (Alberts et al. 2006).

Dvouvlaknova DNA (dsDNA) existuje v 6 formach, které se oznacuji velkymi pismeny A az
E a Z. Za normalnich fyziologickych podminek se DNA vyskytuje obvykle ve formé¢ B
(Murray 2002).

1.2.1 Vazby ve struktuie DNA

Vznik vSech chemickych vazeb, v€etné slabych interakci a silnych kovalentnich vazeb,
probihd v souladu s termodynamickymi zdkony. Chemické vazba vznika za uvolnéni volné
energie, coz se projevuje zapornou hodnotou zmény Gibbsovy volné energie (AG). Aby
doslo k preruseni vazby, musi byt dodano stejné mnozstvi volné energie, jaké bylo uvolnéno
pfi jejim vzniku.

Tvorba kovalentnich vazeb mezi atomy obvykle vyzaduje zna¢n¢ velkou zdpornou hodnotu
AG, coz znamen4, Ze uvolnéna volna energie je velmi vysoka. Z tohoto diivodu kovalentné
vazané atomy témétf nikdy nevznikaji jednordzové, ale spiSe postupné, pres nekolik

mezistupii.

Naopak hodnoty AG pii tvorbé slabych vazeb, jako jsou vodikové vazby nebo van der
Waalsovy interakce, jsou pouze nékolikandsobné vys§i nez primeérnd tepelna energie

molekul pfi fyziologickych teplotach. To znamenad, Ze jednotlivé slabé vazby se ve zivych
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bunkidch casto vytvafeji a rozpadaji, coz umoziuje dynamickou stabilizaci

makromolekularnich struktur, jako jsou proteiny a nukleové kyseliny (Watson 2004).

Mnoho dulezitych chemickych déji v buiikdch nespociva ve vytvareni nebo rozbijeni
pevnych vazeb. Umisténi vétSiny molekul v bunice zavisi na slabych, resp. sekundarnich
pfitazlivych nebo odpudivych silach. Kromé toho jsou slabé vazebné interakce dulezité pro

urceni tvaru mnoha molekul (Watson 2004).

Fosfodiesterova vazba
NH,

Fosfodiesterova vazba vznikd, kdyz dojde k reakci /Nr\
dvou hydroxylovych skupin kyseliny fosforecné OS, — by | N)

B
o=|P—ocH2

N

0 Deoxyribonukleotid (dNTP)

s hydroxylovymi skupinami jinych molekul. Tato 4

reakce vede k tvorbé dvou esterovych vazeb. Proto Y |
0

se nazyva fosfodiesterova. Fosfodiesterova vazha ———— P | 7~ Baze

orT—OCHz

. r w7 r 14 W W O

Fosfodiesterové vazby tvofi zakladni fetézec o

Fosfat
molekul DNA i RNA. Ve struktufe nukleovych | Deaibom

3‘ konec

kyselin je fosfatova skupina jednoho nukleosidu Obrizek 3 Fosfodiesierové vazba

pfipojena k sousednimu nukleosidu. Tento typ vazby v DNA, ktery vidime na obrazku ¢. 3,
znamy jako 3', 5' fosfodiesterova vazba, spojuje 3' atom uhliku jedné molekuly deoxyribozy
s 5' atomem uhliku druhé molekuly deoxyribézy (Watson 2004). Aby mohla vzniknout
fosfodiesterova vazba mezi nukleosidy, dochazi k hydrolyze trifosfatovych nebo
difosfatovych forem nukleotidii, ¢imZz se uvolfiuje energie potifebnd pro enzymove
katalyzovanou reakci. Pii replikaci DNA je tvorba fosfodiesterové vazby katalyzovana

enzymem DNA polymerazou.

Fosfodiesterové vazby vznikaji nejen béhem replikace DNA, ale také pii opravé nukleovych
kyselin. Tento proces mlize vyZzadovat zapojeni riznych polymeraz, primert a/nebo ligaz.
Naptiklad DNA ligaza dokéaze vytvofit fosfodiesterovou vazbu mezi nukleotidy pti opravach

fetézcli DNA (Watson 2004)
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K pteruseni fosfodiesterové vazby dochazi procesem zvanym hydrolyza. K urychleni reakce
se vyuzivaji enzymy fosfodiesterazy. Tyto enzymy se podileji na opravach DNA sekvenci.
Naptiklad ribdza, ktera je soucasti RNA, obsahuje o jednu hydroxylovou skupinu vice nez
deoxyribdza v DNA, coz ¢ini RNA méné¢ stabilni a nachylInéjsi k alkalické hydrolyze oproti
DNA. Pfi vy$sim pH dochézi k naruSeni fosfodiesterové vazby mezi ribonukleotidy, coz
zpusobuje relativni nestabilitu RNA. Proto je RNA nevhodna pro dlouhodobé uchovavani
genetické informace, ale zaroven je uzite¢na pii procesech transkripce a translace (Watson

2004).

N-glykosidicka vazba

N-glykosidickd vazba predstavuje typ kovalentni vazby "" ! "
v biochemii, kterd se vytvaii mezi sacharidy a jinymi Y = . W N
molekulami. Ptiklad N-glykosidické vazby miizeme vidét na "iil'l
obrazku ¢. 4. Jedna se o acetalovou vazbu sacharidi s -OH ‘\“\.

L
skupinou, coz muze zahrnovat alkoholy, lipidy nebo jiné

sacharidy, ¢imz dochézi ke vzniku oligo- a polysacharidl. Obrazek 4 Glykosidicka vazba
Kromé& toho miiZze dojit k vazbé sacharidii s - NH2 skupinou, jako je tomu naptiklad

u dusikatych bazi v DNA a RNA.

Vsechny monosacharidy s karbonylovou skupinou mohou reagovat s -OH skupinami za

vzniku poloacetalu. Tento typ vazby je znam jako O-glykosidova vazba.

N-glykosidova vazba se tvoii reakci monosacharidu se skupinou -NH2 nebo -NH. Vysledné
slouceniny se nazyvaji nukleosidy. V lidském organismu se nukleosidy ¢asto vyskytuji ve
spojeni s kyselinou fosfore¢nou, ¢imz vznikaji fosfore¢né estery nukleosidli, znamé jako

nukleotidy (Matous 2010).

Vodikové miistky

Hlavnimi typy slabych nevazebnych interakci, které jsou klicové v biologickych systémech,
jsou van der Waalsovy sily, hydrofobni interakce, vodikové vazby a iontové vazby. Rozdil
mezi vodikovou vazbou a iontovou vazbou muize byt nékdy nejednoznacné. Prestoze jsou
tyto van der Waalsovy sily relativné slabé, jsou dostatecné velké na to, aby zajistily interakci

mezi jednotlivymi molekulami nebo atomovymi skupinami (Watson 2004).
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Vodikovéa vazba vznikd mezi kovalentné vdzanym atomem vodiku, ktery nese Castecny
kladny néaboj, a zaporn¢ nabitym, kovalentné¢ vazanym atomem akceptoru (viz obr ¢.6).
Biologicky nejvyznamnéjsi vodikové vazby zahrnuji atomy vodiku, které jsou vazény na
atomy kysliku (O-H) nebo dusiku (N-H), pficemz negativnimi akceptory jsou obvykle také
atomy kysliku nebo dusiku (Watson 2004).

Sila vodikové vazby se pohybuje obvykle v rozmezi 5-10 kJ/mol. Vodikové vazby vznikaji
snadno za spravnych strukturnich podminek a jejich pfitomnost je dilezitd pro stabilitu
a funkci biologickych molekul. Bez vodikovych vazeb by zivd hmota nemohla existovat

(Svoboda 2005).

V neptitomnosti okolnich molekul vody se energie téchto vazeb pohybuje mezi 3 a 7
kcal/mol, pficemz silnéj§i vazby vznikaji pii vétSich rozdilech v ndbojich mezi
akceptorovym atomem a donorovym vodikem (Watson 2004). Vodikové vazby jsou slabsi
nez vazby kovalentni, ale pfesto jsou podstatn¢ pevnéjsi, nez van der Waalsovy sily.

Vodikovéa vazba udrzuje dva atomy blizko u sebe, avSak ne tak té¢sné jako kovalentni vazba.

Polarni molekuly, které maji nabité skupiny, interaguji odliSn€ nez nepolarni molekuly
s nesymetrickym rozloZenim néaboje. Polarni molekuly mohou vytvéfet vodikové vazby,

zatimco nepolarni molekuly mohou vytvéret pouze van der Waalsovy sily (Watson 2004).

Pro stabilitu DNA jsou zasadni m-m patrové interakce mezi bazemi, které piedstavuji
nekovalentni interakce charakteristické pro aromatické molekuly. Tyto patrové interakce
maji vyznamnou roli pfi vytvafeni zkrouceni dvouSroubovice DNA a ovlivilyji
termostabilitu vlakna podle obsahu jednotlivych bazi. Prestoze se Casto predpoklada, ze
vys$i stabilita sekvenci bohatych na G-C pary je zptsobena tfemi vodikovymi mustky ve
srovnani se dvéma v A-T parech, realitou je spiSe to, ze vyznamnou roli ve stabilité¢ G-C

bohatych sekvenci hraji pravé patrové interakce (Yakovchuk et al. 2006).

1.2.2 Zlabky DNA
Dvousroubovice DNA je charakterizovdna pfitomnosti malych a velkych zlabki. Jak je

mozné vidét na obrazku ¢islo 5, na dvousroubovici DNA se malé a velké zlabky stiidaji.
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V dusledku dvojité struktury se fetézce molekuly DNA jevi jako prodlouzeny polymer
obsahujici dva odlisné zlabky. Lisi se svou Sitkou a hloubkou. Tyto zlabky nejsou stejné,
kvili geometrickému uspofadani zékladnich parti v sekundarni struktufe. Uhel mezi
glykosidovymi vazbami, tedy uhel, pod kterym se oba cukry odtrhavaji od zakladniho paru,
je priblizné 120° pro fadkovy thel (nebo 240° pro siroky thel). Tento thel zplsobuje, ze
kdyz se na sebe vrstvi stale vice zékladnich part, Gzky thel mezi cukry na jedné strané
zakladnich partt vytvaii mensi zlabek a velky uhel na druhé strané generuje vétsi zlabek.
Pokud by se cukry od sebe vzdalovaly po pfimce, tj. pod thlem 180°, mély by oba Zlabky

stejny rozmér, coz by znamenalo, Ze by nevznikly velké a malé zlabky (Watson 2004).

Toto uspotradani zlabkl je dulezité pro interakce DNA s rtiznymi proteiny a dal§imi
molekulami. Naptiklad specifické vazebné proteiny Casto rozpoznavaji sekvence DNA
prave prostiednictvim interakce s témito zlabky. Mensi zldbek poskytuje méné piistupné
misto pro vazbu, zatimco vétsi zlabek je vice exponovany a nabizi vice moznosti pro

specifické interakce s proteiny, coz mtize hrat roli v biologickych procesech (Watson 2004).

Diky ptitomnosti charakteristickych vzorii vodikovych vazeb na povrchu DNA ve velkém
zlabku je mozZné odlisit jednotlivé zékladni pary. Typické vzory vodikovych vazeb jsou

v hlavni drézce vystaveny tak, aby umoznily rozpoznavani a interakci s jinymi molekulami.

Kazdy zakladni par ma specificky kod chemickych skupin. Tyto vzorce jsou zasadni, protoze
umoziuji proteinim rozpoznat a specificky se vazat na urcité sekvence DNA. Proteiny
dokézou rozpoznat rizné zakladni pary ve dvouSroubovici DNA diky schopnosti jejich
aminokyselinovych fetézcii proniknout do velkého Zlabku a navazat se na specifické

chemické skupiny.
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1.2.3 Komplementarita bazi
Podle principu komplementarity bazi se v DNA vaZou dvojice pomoci vodikovych mistkd.
Jak mtzeme vidét na obrazku ¢islo 6, mezi adeninem a thyminem vznikaji dva vodikové

mustky, zatimco mezi guaninem a cytosinem se nachazeji tfi vodikové mistky (Alberts et

al., 2006). Tato specifickd vazba purinu s pyrimidinem je velice diilezitd pro uspéSnou tvorbu
dvousroubovice DNA.
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Obrazek 6 Komplementarita bazi

Puriny i pyrimidiny jsou planarni molekuly, coZ umoziiuje jejich tésné uspotradani ve
dvousroubovici DNA. Diky komplementarit¢ bazi maji jednotlivé nukleotidové pary

tendenci zaujimat energeticky nejvyhodnéjsi uspoiadani. Ve dvoufetézové molekule je
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rotace kolem fosfodiesterovych vazeb omezena, coz preferuje konfiguraci anti na
glykosidovych vazbach. Tato specifickd konfigurace, spolu s pfitomnosti urcitych
tautomernich forem piitomnych Ctyi bazi, zajistuje specificnost parovani a stabilitu DNA

(Murray, 2002).

1.3 Vlastnosti DNA

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 kdédovana pofadim monomerti, konkrétn€é purinovych

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

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

ptfesnou reprodukci genetické informace (Murray 2002).

Zatimco genetickd informace predstavuje kompletni soubor instrukci pro cely organismus,
geny jsou jednotlivé segmenty této informace, které koduji specifické proteiny nebo funkéni
RNA molekuly. Geneticka informace je tedy celkovy obsah genetickych instrukci v genomu,

zatimco gen je specifickd sekvence DNA, kterd ma konkrétni funkci v bunice.

V molekularnim pojeti je gen bézné 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,
oznacované jako kodujici oblast. Gen zahrnuje také vSechny sekvence DNA potiebné pro

syntézu urcitého transkriptu RNA (Lodish 2008).

1.4 Replikace DNA

Replikace je semikonzervativni proces, pii kterém z jedné dvousroubovice vznikaji dve.
Nové€ vzniklé dvousroubovice maji vZdy jedno vlakno nové€ nasyntetizované podle ptivodni
predlohy. Diky tomu je tisek DNA piesné zkopirovan do dvou identickych dvousroubovic.

Templat, podle kterého se syntetizuje nové vlakno, tedy vznika z obou vlaken a umoznuje
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buiice replikovat geny pfed bunéénym délenim. Vyznamnou roli pfi replikaci ma

komplementarita bazi (Alberts et al. 2006).

Pii kazdém bunécném dé€leni je nezbytné, aby bunka precizné zkopirovala sviij genom.
Bunka dokéze duplikovat svou DNA rychlosti az 1000 nukleotidt za sekundu. V praméru
se zivoCi$na buiilka nesplete o vice nez n€kolik pismen pfi opisovani ekvivalentu 1000 knih

za pouhych 8 hodin (Alberts 2013).

Zakladni princip replikace spoCivda v parovani bazi, coz je schopnost jednoho
nukleotidového fetézce DNA pdrovat se s druhym, komplementdrnim, fetézcem. Kazdé
vlakno tedy muze slouzit jako Sablona nebo forma pro syntézu nového komplementarniho
vlakna. Jinymi slovy, oznacime-li dvé vldkna DNA jako S a S', miize vlakno S slouzit jako
Sablona pro vytvoreni nového vlakna S', zatimco vldkno S" miiZze slouzit jako Sablona pro
vytvofeni nového vldkna S. Genetickou informaci v DNA Ize tedy ptesné kopirovat krasné
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 vlakna, které je
identické se svym ptedchozim partnerem. Schopnost kazdého vlakna molekuly DNA slouzit
jako Sablona pro vyrobu komplementdrniho vldkna umoziiuje buiice kopirovat neboli

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

Na obrazku €. 7 je znazornén proces replikace DNA. Replikace je komplexni mechanismus,
ktery musi byt proveden rychle a pfesné, aby byla zajiSténa stabilita genetické informace. O
cely prub¢h replikace se stara replikacni aparat, ktery je sloZeny ze souboru proteint. Tento

aparat koordinuje a uskuteciiuje cely proces replikace DNA (Alberts et al., 2006).

Prvnim krokem je rozSroubovani DNA, kdy enzymy replikacniho aparatu odpoutavaji

a rozplétaji dvouvlaknovou strukturu DNA. Kli¢ovou roli maji enzymy DNA-polymerazy.
DMA-polymerasa

.". Y
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e . DNA-topoisomerasy

vedouci fetézec

/ kc.: -
/ primer
zpoZzdujici se fetézec \\
. v b

Seemee— | —— - S helikasa
/ Y primasa
DNA-ligasa S
Okazakiho

Obrazek 7 Replikace DNA
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Nasledné dochazi k oddéleni jednotlivych vldken od sebe, coz umoziuje ptistup enzymu

k jednotlivym templatim. Hlavni fazi replikace je nasledné nasyntetizovani novych vldken

DNA.

Tento proces probihd podle templatu existujiciho vldkna a zajiStuje presné a spravné
parovani nukleotidl. Proteinové slozky replika¢niho aparatu fidi tuto syntézu a zabezpecuji,

ze nove vznikla DNA ma stejnou sekvenci jako jeji matetské vlakno (Alberts et al., 2006).

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

neomezené replikovat (Alberts et al. 2006).

1.5 Stépeni DNA

K vizualizaci DNA je nutné DNA rozstépit na mensi Gseky. K tomuto Gcelu 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 Restrikéni endonukleazy
Restrik¢ni endonukledzy predstavuji vyznamné enzymy v molekularni biologii, které hraji

zasadni roli v procesech ochrany organismil pfed vloZenim cizorodé DNA do svého genomu.

Mezi vSemi proteiny, které se specificky vaZzou na sekvenci DNA, jsou restrikéni enzymy

[ 24

a slouzi k ochran€ mikrobii pfed infekci viry a parazitickymi molekulami DNA. Ptiklady

bakterii miZzeme vidét na obrazku &islo 8.
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Restrikéni enzymy se vazou na kratké sekvence bazi v DNA a katalyzuji Stépeni dvou
fetézcti DNA v blizkosti fetézce vazebnych mist, kterd jsou vyznacena na obrazku €. 9, ¢imz

se DNA rozpadé na fragmenty.

Nazev Bakterialni zdroj s ekRVc;znpcc;Z;léé\;g;Lni
EcoR| |Escherichia coli RY 13 gg#&gg
Hind Ill | Haemophilus influenzae Rd g:%%ﬁ:g
Pstl | Providencia stuartii 164 g;:g;%@#@jigg
Taq | Thermus aquaticus YT1 g:l% ?::g
Alu| Arthrobacter luteus g::?g gl::g

Obrazek 8 Priklady restrikcnich endonukledz

Aby organismy zabranily Stépeni své vlastni DNA restrikénimi endonukledzami, vyvinuly
se evoluéni strategie, které zahrnuji ochranné prvky jako jsou methyltransferazy. 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 nachylna k hydrolyze, jelikoZ ji endonukledza nemuize rozpoznat

(Wilson et al. 2012).
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Obrazek 9 Stépeni restrikénimi endonukleazami
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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), sekvenovani 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 proteinii. Molekuly stejn¢ho tvaru se
pohybuji v elektrickém poli a jsou zavislé na
poméru naboje a jejich molekulové hmotnosti.
Molekuly DNA se dé¢li na zakladé rozdilné

pohyblivosti. Zavisi tedy hlavné na ndboji,

velikosti nebo hmotnosti, a tvaru. Molekula

Obrazek 10 Elektroforetickda vana a zdroj elektrického
DNA ma vpH neutrdlnim roztoku zaporny napeti

naboj. Zajistuje ho ionizace fosfatové skupiny. Proto se molekuly pohybuji k anod¢, ktera

ma kladny naboj (Kiemen et al. 1998).

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

enzymy, které §tépi plazmidové nebo virové DNA.

V ptipadé pouziti elektroforézy na papife nebo v roztoku, je pohyblivost nestejnomérné
dlouhych fetézcl témet stejnd. Pomér ndboje a molekulové hmotnosti nukleové kyseliny je
prakticky stejny. Proto se kseparaci pouziva -elektroforéza v agar6zovém nebo
polyakrylamidovém gelu. VEétsi molekuly se skrz pory v gelu pohybuji pomaleji neZ mensi
molekuly (Kiemen et al. 1998). Na obrazku ¢islo 10 mlizeme vidét elektroforetickou vanu

so které se gel vloZi a ptipoji ke zdroji napajeni.
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Dale je elektroforetickd pohyblivost DNA pii gelové elektroforéze ovlivnéna tvarem
molekuly. Dulezitym faktorem, ktery ovliviiuje rychlost pohybu DNA v gelu, je jeji
konformace. Studie ukazuji, ze¢ DNA ve form¢ superhelixu mé tendenci pohybovat se
rychleji nez linearni molekuly DNA o stejné délce (Murray 2002). Protoze se vétSi molekuly
pohybuji v gelu pomaleji, nalézaji se blize ke vzorku viz dlouhé a kratké fragmenty na

obrazku ¢islo 11.

smés fragmentd =D
o DNA riizné velikosti 23 x
= c 5
= o
@] | gF o
e — B . i dlouhé
= — fragmenty
+ *E_ I
e ™ kratké
fragmenty

5

elektroforeticky gel

Obrazek 11 Gelova elektroforéza

Superhelikalni forma DNA je typickd pro genomy zZivych organismil a vznik4 zavinutim
dvouvlaknové molekuly kolem sebe. Tento tvar umoZziuje DNA kompaktné uloZit do

bunécného jadra a zarovein usnadniuje rychlejsi pohyb v gelu béhem elektroforézy.

Linearni molekuly DNA maji tendenci mit vétsi tfeni v gelu kviili svému roztaZzenému tvaru,
coz zpomaluje jejich pohyb pii aplikaci elektrického pole. Tento rozdil v pohybu mezi
superhelikalni a linedrni DNA je dulezitym faktorem pfi interpretaci vysledki gelové

elektroforézy a pfi analyze struktury DNA.

E. M. Southern v roce 1975 publikoval metodu (Southern 1975), kterd umoznila identifikaci
gentl v restrikénich fragmentech separovanych gelovou elektroforézou. Tato metoda, znama
jako Southerniiv pienos, piedstavuje dilezitou metodu pro analyzu specifickych sekvenci
DNA. Charakteristickym rysem této metody je pfenos molekul DNA na nitrocelul6zovou

membranu.
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Restrikéni endonukleazy se diky svym vlastnostem staly nepostradatelnymi nastroji pro
studium struktury DNA. Fragmenty vytvofené t€mito enzymy lze s vysokym rozliSenim
oddélit elektroforézou v agar6zovych nebo polyakrylamidovych gelech. Tradi¢ni metody
zahrnujici rozfiznuti gelu, eluci DNA a hybridizaci s RNA v roztoku nebo po navazani DNA
na filtry, jsou Casov€é narocné a Casto vedou ke ztrat€ rozliSovaci schopnosti gelové
elektroforézy. Southernliv pienos tento problém feSi metodou pienosu fragmenti DNA
z prouzkli agar6zového gelu na prouzky nitratu celulézy. Po hybridizaci s radioaktivni RNA
lze fragmenty DNA obsahujici ptepisované sekvence detekovat jako ostré pasy pomoci
radioautografie nebo fluorografie prouzku nitratu celuldézy. Vyhodou této metody je
zachovani vysoké rozliSovaci schopnosti gelu, ispora RNA a nitratovych celul6zovych filtrii
a moznost hybridizace nékolika elektroforetogramt béhem jednoho dne. Hlavni nevyhodou
je, ze fragmenty o velikosti 500 nukleotidovych part nebo mén¢, poskytuji nizké vytézky
hybridu. Tato nevyhoda vede k jejich nedostatecnému zastoupeni nebo uplné absenci

v analyze (Southern 1975).

2.1.1 Typy geli vyuzivanych pfi elektroforéze

Gely, vyuzZivajici se pii elektroforéze, museji splilovat né€kolik vlastnosti. Mezi tyto
vlastnosti patii homogenita, inertnost, pevnost a transparentnost a v neposledni fad¢ je velice
dalezité, aby se gely daly snadno pfipravit. Proto se nejéastéji vyuziva agar6za nebo

polyakrylamid.
HOCH, 9]

Agarézovy gel ! o
Agarodza je linearni polysacharid, ktery se

OH |
o OH"|
N\.o BN, cH, 1/ o
sklada z D-galaktéozy a 3,6-anhydro-L- =
oH n

galaktozy (viz obr. 12). Gel se pfipravuje ve
vodni 14zni, kde se agar rozpusti. Poté se gel Draniakioss 3 Granhydro-L-galaitosa
nalije do Sablony a pfida se druha Sablona Obrdzek 12 Vzorec Agarozy

vytvarejici jamky. Tyto jamky jsou velice dilezité pro dalsi vyuziti gelu. Do jamek se
aplikuji pozorované vzorky nukleovych kyselin. Po zatuhnuti se Sablona odstrani a nové

vznikla gelova podlozka se premisti do elektroforetického aparatu (Kiemen et al. 1998).
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Polyakrylamidovy gel

Polyakrylamidovy gel se sklada z akrylamidu
zesitovaného bifunkénim N,N'-
methylenbisakrylamidem (viz obr.13). Jeho porozita
a schopnost separace jsou zavislé na celkové
koncentraci a vzijemném poméru koncentraci
monomerd. Obvyklad koncentrace gelu se pohybuje
v rozmezi 3-20 %. V koncentrovanych gelech, které

maji vyssi celkovou koncentraci monomerd, dochazi

k optimalni separaci kratkych fragmentG DNA. Obrizek 13 Vzorec Polyakrylamidu
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Naopak v fidkych gelech, s niz$i celkovou koncentraci, se nejlépe separuji fetézce DNA

o délce 100-1000 nukleotidovych part.

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

jsou vyuzivany piedevsim pro sekvenovani DNA (Kiemen et al. 1998).

2.1.2 Elektroforéza v agarozovém gelu

Pred samotnou elektroforézou, pro lepsi aplikaci na agar6zovy gel, je nezbytné vzorek DNA

pfipravit. Tento proces zahrnuje n¢kolik nésledujicich krokl. Nejprve je tieba rozstepit

molekulu DNA na jednotlivé fragmenty, které budou nasledné 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 pomahé udrzet

vzorek na povrchu gelu béhem aplikace.

Obrazek 14 Elektroforéza na agarézovém gelu



Kromé glycerolu se ke vzorkiim DNA ptidavaji i barviva, jako je bromfenolova modf
(kterou muzeme vidét na obrazku €. 14) a xylen-cyanol FF, ktera slouzi k vizualizaci

prabehu elektroforézy a umoziuji pfesné monitorovani pohybu fragmentiit DNA v gelu.

Agar6zové gely mohou mit rizné koncentrace, coz ma vyznamny vliv na déleni nukleovych
kyselin behem elektroforézy. Napiiklad gel s koncentraci 0,5 % se ¢asto pouziva k separaci
delsich fragmentlh DNA o délce 1-20 kbp, zatimco gel s koncentraci 1,5 % je vhodny pro
separaci kratSich fragmentti o délce 0,2-4 kbp. Pro fragmenty kratsi nez 1000 bp se obvykle
uptednostiuje elektroforéza na polyakrylamidovém gelu, ktery poskytuje vyssi rozliSeni a

presnost pii analyze krat§ich DNA fragmentti (Kiemen et al. 1998).

V agar6zovém gelu se DNA pohybuje riznou rychlosti podle své molekulové hmotnosti,
pficemz plati, Ze ¢im je tato hmotnost vyssi, tim pomaleji se DNA pohybuje. Pohyblivost
DNA v agar6zovém gelu je tedy nepiimo umérna jeji molekulové hmotnosti (Kfemen et al.

1998).

2.1.3 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu

Jednou z nejrozsitenégjSich analytickych metod je elektroforéza na polyakrylamidovém gelu
(PAGE). 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 nukleotidd. Tato vysoka rozliSovaci schopnost se vyuziva zejména
pro sekvencni analyzu DNA, kterd vyzaduje piesné oddé€leni a identifikaci nukleotidi v

sekvenci (Kiemen et al. 1998).

Navzdory své uziteCnosti, analyza pomoci PAGE celi n€kolika vyznamnym omezenim,
ktera snizuje jeji efektivitu a rozsah aplikace v enzymové analyze. Jednim z hlavnich
omezeni PAGE je omezeny pocet vzorkil a podminek, které 1ze analyzovat na jednom gelu.
Tento pocet je zavisly na procentualnim podilu gelu a velikosti substratu, coz ¢asto vede k
nutnosti provadet vice behii pro komplexni studie. Tim se zvySuje ¢asova narocnost a

naklady na analyzu.

Dal$im problémem je kvantifikace produktl na PAGE gelech, ktera je relativné té€Zkopadna.

Proces vyZzaduje rucni skenovani a analyzu gell, coZ je nejen Casové narocné, ale také
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nachylné k chybam. Tato manudlni fize omezujici efektivitu analyzy vede k tomu, ze pocet

reakci a podminek, které 1ze v ramci jedné studie zkoumat, je znacné omezen.

V dusledku téchto omezeni je pouziti PAGE pro enzymové analyzy relativné neefektivni,
coz omezuje moznost provadet rozsahlé a komplexni studie enzymt nukleovych kyselin.
Navzdory tomu zistdva PAGE dilezitym nastrojem v molekularni biologii diky své
schopnosti poskytovat dalezit¢ informace o struktuie a funkci biomolekul, 1 kdyz je
zapottebi hledat nové metody a technologie, které¢ by tato omezeni prekonaly a zvysily

efektivitu enzymovych analyz (Greenough et al. 2016).

2.1.4 Vizualizace UV zafenim

Po dokonceni elektroforézy je nutné separované fragmenty DNA zviditelnit. Toho Ize docilit
vizualizaénimi barvivy, které se vazi na DNA. Mezi bézn¢ pouzivana barviva patii
ethidiumbromid a SYBR Green. Tato barviva se po navazani na DNA zobrazuji pod UV
zafenim v pfistroji zvaném UV translumindtor, ktery umoziuje vizualizaci jednotlivych

fragmentti DNA.

Kromé fluorescencnich barviv lze k detekci DNA fragmentt vyuzit i radioaktivni znaceni
nebo hybridizaci se znacenou sondou. Sonda je kratky oligonukleotid, ktery se

komplementarné vaze na specifickou hledanou sekvenci DNA, coz umoziuje jeji detekci

(3.).

2.1.5 Kapilarni gelova elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) byla poprvé predstavena jako novd a automatizovana
alternativa k deskové gelové elektroforéze (Karger a Guttman 2009). Tato inovativni
technologie rychle ziskala pozornost, diky své schopnosti poskytovat vysoce efektivni

a rychlé separace s vysokym rozliSenim.

V roce 1988 byl pfedstaven prvni komeréni pfistroj pro kapilarni elektroforézu (Kasper et
al. 1988), ktery byl vybaven UV/VIS detekci na kolonég, automatickym néstfikem vzorka
a pocitaCovou analyzou dat. Tento pfistroj umoznil rychlé separace s vysokym rozliSenim

a pfedstavoval vyznamny pokrok v oblasti analytickych technik.

Od té doby nésledovalo mnoho dalSich vyrobct, ktefi vyvinuli komeréni jednotky pro

kapilarni elektroforézu. Tyto pfistroje nejenze zlepSily ucinnost a presnost separaci, ale také
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umoznily vyvoj kapilarnich sekvenatori DNA. Tyto sekvenatory vyuzivaji principil
kapilarni elektroforézy k rychlému a pfesnému cteni sekvenci DNA, coz vyrazné piispélo k

pokroku v oblasti genomiky.

Kapilarni elektroforéza se stala nezbytnym néstrojem v mnoha oblastech biotechnologie
a molekuldrni biologie. Jeji automatizace a vysoké rozliSeni umoziuji efektivni analyzu
Siroké Skaly biomolekul, v¢etné nukleovych kyselin. Diky svym vlastnostem je kapilarni
elektroforéza preferovanou metodou pro aplikace, kde je pozadovana vysoka piesnost

a rychlost analyzy (Karger a Guttman 2009).

2.2 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézcova reakce (PCR) pfedstavuje metodu syntézy nukleovych kyselin in
vitro, kterd umoziiuje specifickou replikaci, amplifikaci, urcit¢ého tseku DNA (Mullis
a Faloona 1987). Amplifikace je proces zvyseni poc¢tu kopii specifické sekvence DNA.
Tento proces zahrnuje pouziti oligonukleotidovych primert (o délce 20-30 bazi), které se
vazou na pocateCni body amplifikované¢ho fragmentu DNA, a opakované cykly tepelné
denaturace DNA, Zzihani primerli na jejich komplementdrni sekvence a prodluzovani

Zihanych primerti pomoci DNA polymerazy (Mullis a Faloona 1987).

PCR je automatizovany proces, ktery probiha v termocykleru, specidlnim zafizeni ur€eném
pro ftizeni teplotnich cykli PCR. Reak¢éni smés pro PCR obsahuje vzorek DNA, vSechny
Ctyfi typy nukleotidl, primerové oligonukleotidy a DNA polymerazu, jako je Taq

polymeréza, izolovana z bakterii termofilniho pivodu (Otova et al. 2020).

Produkty prodlouzeni primer jsou schopné véazat dal§i primery, coZ vede
k exponencidlnimu nartistu mnozstvi cilové DNA v kazdém cyklu replikace. Vysledkem je

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

2.2.1 Priibéh PCR

Ptredpokladem pro provedeni polymerazové tfetézcové reakce (PCR) je detailni znalost
potadi dusikatych bazi na zacatku a na konci pozadovaného useku DNA, ktery chceme
amplifikovat (Otova et al. 2020). Pro uspéSnou amplifikaci je nezbytné vytvorit
jednovlaknové useky DNA, nazyvané primery, které slouzi jako po¢atecni body pro syntézu

novych DNA fetézcl (Otova et al. 2020).
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Primerové oligonukleotidy, o délce 20-30 bazi, se paruji s komplementarnimi sekvencemi
na cilové DNA. Tyto primery jsou orientovany tak, aby umoznily syntézu DNA

polymerazou napfi¢ oblasti mezi primerovymi misty (Mullis a Faloona 1987).

Thermocykler, zatizeni pouzivané pro provadéni PCR, ktery
muzeme vidét na obrazku ¢. 15, je programovano tak, aby
v jednotlivych  teplotnich  krocich  byly  automaticky
dodrzovany tepelné podminky pro denaturaci DNA, pfipojeni

primert a tvorbu komplementarnich vlaken DNA (Otov4 et al.

2020). Tento proces se sklada ze tfi hlavnich krokd, které se
cyklicky opakuji béhem PCR. Celkové schéma PCR mtzeme Obrizek 15 Thermocyikler
vidét na obrazku ¢. 16.

Prvnim krokem je denaturace. V pribéhu PCR reakce je zkoumany vzorek DNA nejprve
tepelné denaturovan pii teploté kolem 95 °C, ¢imz dochazi k oddéleni dvouvlaknové DNA
na jednotlivé vldkna. Poté se jednovlaknové molekuly DNA hybridizuji s primery pii teploté
mezi 30-65 °C, coz umoznuje jejich pfipojeni ke specifickym tsekiim DNA (Otova et al.

2020). Proto se druhému kroku tika hybridizace nebo anglicky annealing.
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Obrdzek 16 Schéma pribéhu PCR
Tteti krok se nazyva elongace. Probiha syntéza komplementarnich vlaken DNA pfi teploté
mezi 65-75 °C, kde ptsobi Tag-polymeraza, izolovana z bakterii termofilniho ptivodu, ktera
je odolna viici vysokym teplotam. Tato polymeraza piepisuje informaci z templatu DNA jen

do mista navdzani primeri, 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 né¢kolika cykli PCR (Otova et al. 2020).

2.3 Sekvenovani DNA

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

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

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

procesu sekvenovani a vyrazné zvyseni rychlosti a efektivity analyzy DNA.

V soucasnosti je nejcastéji pouzivanou metodou sekvenovani nové generace (NGS). Tato
piiméa diagnostickd metoda umoznuje automatizované paralelni sekvenovani velkého
mnozstvi fragmentd DNA. To poskytuje moznost sekvenovat nejen jednotlivé geny, ale
icelé genomy od vice jedincl najednou. Tim se NGS stdvd neocenitelnym nastrojem

v oblasti genetické diagnostiky a vyzkumu (Otova et al. 2020).

2.3.1 Metody sekvenovani DNA
Zékladnimi metodami sekvenovani DNA byla Sangerova dideoxy syntéza a Maxam-

Gilbertova metoda chemického $tépeni (Slatko et al. 2018).

Sangerova metoda

Byla vyvinuta Frederickem Sangerem a jeho kolegy v letech 1975 (Sanger a Coulson 1975).
Vyuziva specifické nukleotidy ukoncujici fetézec, zndmé jako dideoxy nukleotidy, které
postradaji 3’ -OH skupinu. Tato absence znemoziiuje DNA polymerdze vytvorit

fosfodiesterovou vazbu, ¢imz dochazi k ukonceni syntézy DNA.

Pro detekci v sekvenacnich gelech nebo v automatickych sekvenacnich strojich jsou ddNTP

radioaktivné nebo fluorescenéné znaceny (Slatko et al. 2018).
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Sangerovo sekvenovani, prestoze je podle soucasnych standardi NGS relativné pomalé,
zustava dilezitou metodou diky nékolika inovacim. Mezi n¢ patii: vyvoj fluorescen¢nich
barviv, sekvenovani s tepelnym cyklem, které snizilo mnozstvi potiebné vstupni DNA,

a termostabilni polymerazy pro uc¢inné a presné zaclenéni barviv do rostoucich fetézci DNA.

Vedouci firmou v oblasti automatizovaného Sangerova sekvenovani je Applied Biosystems
(nyni soucast ThermoFisher), ktera vyuziva fluorescencni barviva a kapilarni elektroforézu

(CE) ve svych sekvenatorech.

Technologie Sangerova sekvenovani ziistdvd velmi uZite¢na pro aplikace, kde neni
vyzadovana vysoka propustnost, napiiklad pro ovéfeni plazmidovych konstrukti nebo
produktti PCR. Diky dostupnosti souprav pro molekularni biologii, ¢inidel pro purifikaci
DNA a levnych syntetickych primert, je mozné realizovat i rozsahlejsi projekty Sangerova

sekvenovani efektivné a ekonomicky.

Maxam-Gilbertova metoda

Byla publikovana v roce 1980 (Maxam a Gilbert 1980). Je zaloZena na chemické modifikaci
DNA a nasledném stépeni vlakna DNA v blizkosti modifikovanych nukleotidu. I kdyz tato
metoda byla vylepSena za tc¢elem eliminace toxickych €inidel, Sangerovo sekvenovani se

stalo standardem diky své pfesnosti a spolehlivosti.

2.3.2 Next Generation Sequencing (NGS)
Next Generation Sequencing (NGS), ¢esky sekvenovani nové generace nebo sekvenovani
druhé generace, pfedstavuje revoluéni metodu v oblasti sekvenovani DNA, kterda umoziuje

paralelni sekvenovani milioni malych fragmentii DNA soucasné (Behjati a Tarpey 2013).

Termin "next generation" oznacuje dalsi krok ve vyvoji technologie sekvenovani DNA, coz
implikuje, Ze v budoucnu dojde k pojmenovani dalSich generaci novych technologii. Tento
termin se Casto pouziva jako synonymum pro druhou generaci sekvenovani, nasledujici po

puvodnich Sangerovych metodach, které vyuzivaly radioaktivitu (Slatko et al. 2018).

NGS 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).
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Ptestoze se tyto nové metody mohou na prvni pohled zdat ndkladné, reakce Casto probihaji
paraleln¢ v nanolitrovych, pikolitrovych nebo zeptolitrovych objemech v malych komorach,
coz ¢ini naklady na jeden sekvenovany par bazi minimalni. Neustalé zdokonalovani a

miniaturizace technologie dale snizuji néklady a zvysuji efektivitu (Slatko et al. 2018).

Metody sekvenovani druhé generace se de€li do dvou hlavnich kategorii: sekvenovani

hybridizaci (SBH) a sekvenovani syntézou (SBS).

Sekvenovani hybridizaci (SBH)

Metoda sekvenovéani pomoci hybridizace byla pivodné vyvinuta v 80. letech 20. stoleti
a spocivala v pouziti uspotadanych oligonukleotidi DNA se zndmou sekvenci na filtrech.
Tyto oligonukleotidy byly hybridizovany se znaCenymi fragmenty sekvenované DNA.
Opakovanou hybridizaci a promyvanim nehybridizované DNA bylo mozné urcit, zda
hybridizujici oznacené fragmenty odpovidaji sekvenci sond DNA na filtru. Timto zpiisobem
bylo mozné vytvofit vétsi souvislou sekvencni informaci na zaklad¢é ptekryvajicich se

hybridiza¢nich mist sond (Slatko et al. 2018).

Tato technologie ptinesla vyvoj vysoce vykonnych, cenové dostupnych a miniaturizovanych
sekvenacnich procesi vyuZzivajicich pole vzorki DNA nebo sond. Ve standardnich
pfistupech k sekvenovani DNA je délka rovnomémé ndhodné sekvence, kterou lze
jednozna¢né rekonstruovat, Casto omezena kvili opakujicim se podsekvencim. Tyto
opakujici se sekvence mohou zplsobit degenerace pii rekonstrukci, coz vede
k nejednoznaénym nebo chybovym vysledkim (Qin et al. 2012). Metoda SBH nabizi
nékolik vyhod oproti tradi€énim sekvena¢nim metodam, jako jsou delsi sekvenacni Cteni

a vysoka paralelnost analyz (Drmanac et al. 2002).

Sekvenovani syntézou (SBS)

Sekvenovani syntézou piedstavuje dal§i vyvoj Sangerova sekvenovani, avSak bez pouziti
dideoxy termindtorid. Namisto toho nékteré technologie vyuZivaji reverzibilni terminatory.
Tyto terminatory umoziuji zaclenéni nukleotidti, po niz nasleduje detekce inkorporovanych
nukleotidii a nasledné odstranéni blokujicich ¢asti, které umoziuje pokracovani syntézy

DNA.
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Obecné se vyuziva pevny nosi¢ obsahujici mikrokanalky nebo jamky, v nichz probihaji
sekvenacni reakce. Kombinuji se cykly syntézy, zobrazovani a zaclefiovani dalSich

nukleotidt do rostouciho fetézce DNA.

Soucasné metody SBS se od tradi¢niho Sangerova sekvenovani lisi n€kolika vyznamnymi
aspekty. Predev§im generuji kratsi ¢teni usekii DNA, obvykle do 300-500 bazi, coz je
vyrazn¢ méné¢ nez v piipadé Sangerova sekvenovani. Dals$i rozdil spociva ve vyssi
chybovosti téchto metod. Aby se tato vySsi chybovost kompenzovala, spoléhaji SBS
technologie na vysoké pokryti sekvence, znamé také jako masivné paralelni sekvenovani.
Tento piistup zahrnuje generovani milionti az miliard kratkych ¢teni usektt DNA (50-300
nukleotidll), coz umoziuje presnou rekonstrukci ptivodni sekvence na zakladé konsenzuélni

sekvence (Slatko et al. 2018).

Kazdé4 sekvenacni platforma ma sviij specificky soubor potencidlnich chyb sekvenc¢niho
kontextu, a uzivatelé si musi byt téchto omezeni védomi. Pro feseni téchto problému se ¢asto

vyuziva kombinace n€kolika platforem s riznymi technologiemi.

VétSina technologii SBS zahrnuje rozdéleni jednotlivych molekul DNA do miliont
oddélenych jamek, pfipadné jejich pfivazani ke specifickym mistim na pevném substratu.
Molekuly DNA, amplifikované metodou PCR nebo izotermicky modifikovanymi
amplifika¢nimi metodami "rolling circle", jsou poté podrobeny reakcim syntézy DNA.
Bé&hem téchto reakci jsou detekovany znafené nukleotidy nebo chemické reakce zaloZené
na inkorporaci urcitych nukleotidi. Diky témto technologickym inovacim je mozZné
generovat miliony Cteni sekvence DNA v jediném sekvenacnim cyklu, pficemz délka
sekvenacniho béhu miize trvat od nékolika hodin az po nékolik dni, v zavislosti na

pozadované propustnosti (Slatko et al. 2018).

454 Pyrosekvenovani

Prestoze byla technologie 454 pyrosekvenovani ukoncena, je piikladem metody
sekvenovani druhé generace (Slatko et al. 2018). Tato metoda vyuzivala novy pfistup
detekce pyrofosfatu, vedlejSiho produktu inkorporace nukleotidl, k hlaseni, zda byla urcita
baze inkorporovana do rostouciho fet€ézce DNA (Ronaghi et al. 1996). Jednotlivé fragmenty
DNA o délce 400-700 bp jsou pfipojeny na adaptéry a amplifikovany pomoci PCR v

individuélni emulzni kulickové reakci. Sekvence DNA na kulickéach jsou komplementérni k
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sekvencim na adaptorech, cozZ umoziiyje, aby se fragmenty DNA vazaly pfimo na kulicky,

idedln¢ jeden fragment na kazdou kulicku.

Syntéza DNA probiha v komurkach o velikosti pikolitru, kde se méfi uvolnovani
pyrofosfatu. Postupnym zaplavovanim komiirek sekvenacnimi ¢inidly obsahujicimi jeden ze
¢tyt nukleotidd se po zaclenéni spravného nukleotidu do syntetizovaného vldkna meéfi
uvoliiovani pyrofosfatu pomoci reakce generujici svétlo. Intenzita generovaného svétla
poskytuje informace o pritomnosti a mnozstvi inkorporovanych nukleotidli, cozZ umoziuje
uréovani homopolymernich sekvenci. Pfestoze tato metoda celila vyzvam pii sekvenovani
delsich homopolymernich usekd, poskytovala dlouhé délky ¢teni (az 600-800 nukleotidi)
a relativné vysokou propustnost (Slatko et al. 2018).

Ion Torrent

Sekvenacni reakce technologie Ion Torrent probihaji v milionech jamek na polovodi¢ovém
¢ipu, ktery obsahuje miliony pixeld schopnych prevadét chemické informace na informace
sekvenacni. Tento inovativni piistup zacina fragmentaci DNA na fragmenty o délce 200-
1500 bazi. Tyto fragmenty DNA jsou poté ptipojeny ke kulickam pomoci komplementéarnich
sekvenci pfitomnych na kuli¢kach i adaptérech a nasledné¢ amplifikovany pomoci emulzni
PCR. Timto procesem se zajisti, Ze kazda z milionii kuli¢ek obsahuje n¢kolik kopii jedné

sekvence DNA.

Po amplifikaci jsou kulicky pieneseny na Cip obsahujici jamky takovym zpisobem, ze do
kazdé jamky vstoupi pouze jedna kulicka. Jakmile pfes jamky za¢nou protékat sekvenacni
¢inidla, uvoliiuje se pii inkorporaci ptislusného nukleotidu vodikovy iont, ktery generuje
elektricky signal. Hlavni vyhodou tohoto systému je absence potieby kamery, zdroje svétla
¢1 skeneru; inkorporace nukleotidu se piimo pievadi na napéti, které je ihned zaznamenéno.

Tento proces vyrazné urychluje sekvenovani.

Technologie Ion Torrent™ pievadi nukleotidovou sekvenci pfimo na digitalni informaci na
polovodicovém c¢ipu. PouzZiti nejrozsifenési technologie pro konstrukei integrovanych
obvodl umozZiuje nizkonakladovou velkosériovou vyrobu téchto zafizeni a jejich Skalovani

na vy$§i hustoty a vétsi velikosti poli (Rothberg et al. 2011).
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NGS ma vyznamnou vyhodu oproti tradi¢nimu Sangerovu sekvenovani v zachycovani
SirSiho spektra mutaci. Zahrnuje malé zmény bazi, inzerce a delece DNA, ale také velké
genomové delece exonil nebo celych genti a prestavby, jako jsou inverze a translokace. Tim
umoziiuje ziskdni 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 ptedbézné znalosti zkoumaného genu
nebo lokusu, je NGS neselektivni a umoziuje zkoumani celych genomii nebo exomi

k odhaleni novych mutaci a genti zptsobujicich onemocnéni (Behjati a Tarpey 2013).

2.4 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskopie je hlavnim nastrojem pro studium fyziologii bun¢k. Umoziuje
vizualizaci bunéénych struktur a procesi s vysokym rozliSenim. Pfestoze princip
fluorescence a pouziti optickych filtri zistavaji podobné, konstrukce mikroskopi se
neustale vyvijeji za ucelem zvyseni kontrastu a prostorového rozliseni obrazu. Fluorescence
je zaloZena na emisi svétla latkou po absorpci energie, jako je UV zafeni, s naslednou emisi
svétla o delsi vlnové délce. To umozituje identifikaci a lokalizaci specifickych molekul a

struktur v butice (Sanderson et al. 2014).

2.4.1 Fluorescence

Fluorescence je specifickd forma luminiscence, pfi niZ ma vyzafované svétlo ve vétSiné
ptipadl delSi vinovou délku a niZ§i energii fotonli nezZ absorbované zéfeni. Fluorescence
nezahrnuje zaddnou zménu v ndsobnosti elektronového spinu a obvykle nasleduje
bezprostfedné po absorpci zafeni. To znamend, Ze fluorescencni materidly pfestanou zafrit

témet okamzité po odstaveni zdroje zéateni.

Piikladem fluorescence je situace, kdy absorbované zéateni spada do ultrafialové oblasti
elektromagnetického spektra, kterd je neviditelna pro lidské oko, zatimco emitované svétlo
je v oblasti viditelné. Tento jev zplsobuje, ze fluoreskujici latka ma vyraznou barvu,

pozorovatelnou pouze pii expozici UV zafeni (4.).

V ptirodé€ se fluorescence Casto vyskytuje v nékterych minerdlech a mnoha biologickych

formach napfi¢c vSemi fiSemi zivota. Tato biologicka fluorescence, znadmé jako
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biofluorescence, znamen4, ze fluorofor je soucasti zivého organismu nebo je z néj ziskan.
Vzhledem k tomu, Ze fluorescence je zplisobena specifickou chemickou latkou, kterou Ize
ve veétSing pripadu syntetizovat uméle, je mozné oznacit jako fluorescencni samotnou latku

bez ohledu na jeji ptivod.

Fluorescence ma Sirokou Skélu praktickych aplikaci, zahrnujicich oblast mineralogie,
mediciny, chemickych senzorti (napiiklad fluorescen¢ni spektroskopii), fluorescencniho

znaceni, barviv, biologickych detektorti, a hlavné se vyuziva ve fluorescencni mikroskopii

(4.).

2.4.2 Déleni fluorescen¢ni mikroskopie

Existuji dvé hlavni formy fluorescenéni mikroskopie: primarni fluorescenci, zndmou jako
autofluorescence, a sekundarni fluorescenci, kde se pouzivaji uméle dodana fluoreskujici
barviva vazana na specifické bunécné struktury. Tato technika umoziuje studium riznych
bunécnych procesil, véetné apoptdzy, bunééného cyklu a rozliseni zivych a mrtvych bunék

(5.).

Mezi nejmoderngjsi techniky patii Sirokouhla mikroskopie, ktera zobrazuje rozsahlé oblasti
vzorku s vysokym rozliSenim a kontrastem. Ddale laserova skenovaci konfokalni
mikroskopie, kterd pouziva laserovy paprsek k osvétleni jednotlivych bodid vzorku

a eliminuje nezadouci signaly z jinych rovin (6.).

Konfokalni mikroskopy umoziiuji zaostieni na konkrétni optickou rovinu vzorku, ¢imz
umoziuji sniméani obrazu pouze z této vybrané roviny. Svétlo prichazejici z rovin pied a za
rovinou ostrosti neni detektorem zachyceno. Tato selektivita je dosaZena diky specifické
konstrukci konfokalniho mikroskopu. Svétlo ze zdroje nejprve prochédzi prvnim clonkou
(angl. "pinhole") a nésledné je zaostfeno kondenzorem na vzorek. Fluorescence vychazejici
ze vzorku vstupuje do objektivu, ktery ji zaostfi do druhé clonky. Pouze fluorescence

z optické roviny, na niZ je zaostieno, projde druhou clonkou a dopadé na detektor.

Tento mechanismus umoznuje konfokalnimu mikroskopu snimat obraz bod po bodu, coz
zajistuje vysoké prostorové rozliSeni a minimalizaci Sumu z okolnich rovin. Pro realizaci
bodového skenovani vzorku bylo vyvinuto nékolik metod. Typickym ptikladem je laserovy

skenovaci konfokalni mikroskop, ktery vyuZziva laserovy paprsek k excitaci fluorescenénich
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molekul v pfesné definovanych bodech vzorku. Dal§i bézné pouzivanou metodou je
skenovani pomoci Nipkowova kotouce, ktery umoziuje rychlejsi snimani pomoci rotujicich

diskti s mnozstvim malych otvort (6.).

Konfokalni mikroskopy tak poskytuji moznost detailniho zobrazovani tenkych optickych
tezl vzorkl, coz je klicové pro mnoho aplikaci v biologii, mediciné a materidlovych védach.
Tyto mikroskopy umoznuji ziskani trojrozmérnych obrazi vzorki a studium jemnych

struktur s vysokym rozliSenim a kontrastem.

Dvoufotonovd mikroskopie je pokrocilou technikou umoziujici proniknout hloubégji do
vzorku s minimalnim poskozenim a zkoumat zivé builkky a tkdné¢ ve vétsi hloubce.
Dvoufotonové fluorescencni mikroskopy vyuzivaji principu, pii kterém lze fluorescenci,
specifickych fluorescencnich latek, vyvolat nejen jednim fotonem o pozadované vinové
délce, ale také dvéma soucasné absorbovanymi fotony s dvojndsobnou vinovou délkou.
Absorpce vice fotoni soucasné je za béznych podminek velice nepravdépodobna a dochazi
k ni pouze pfi vyuziti velmi silnych a nakladnych laserd, a to pouze v roving ostrosti, kde je
intenzita laseru nejvyssi. Tento jev je vyhodny, protoze k fluorescenci dochéazi pouze v tenké
optické roviné, coz zpusobuje, Ze dvoufotonovy mikroskop se chova obdobné jako

konfokalni mikroskop (6.).

Excitace fluorescencni latky pouze v tenké optické roviné vyznamné sniZzuje fotovybélovani
vzorku. Déle, pouZiti fotonti s vysokymi vlnovymi délkami, které se bliZi infracervenému
spektru, umozinuje snadny priinik svétla i do velmi hlubokych vrstev vzorku. Tato vlastnost
je dulezita pro zobrazovani tlustych biologickych preparati a pro zkoumani tkani in vivo,
kde je nezbytné dosahnout hluboké penetrace bez poSkozeni vzorku. Dvoufotonova
mikroskopie tedy predstavuje vyznamny pokrok v oblasti fluorescencniho zobrazovani,

poskytujici vyhody vysokého prostorového rozliseni a minimalniho poSkozeni vzorku (6.).

Tyto moderni metody fluorescencni mikroskopie pfinaseji nové moznosti pro studium

bunééné fyziologie a rozvoj Iékarské diagnostiky.
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2.4.3 Princip fluorescencni mikroskopie

Zékladni proces fluorescence spociva v absorpci
svetelné energie indikatorem a nasledné emisi ¢asti této
svételné energie o n¢kolik nanosekund pozd¢ji. Protoze

pfi tomto procesu dochdzi ke ztraté ¢asti energie, ma

emitovany foton mensi energii nez foton absorbovany.

Svétlo s kratkou vinovou délkou (smérem k modré) ma

vysSi energii nez svétlo s dlouhou vinovou délkou

mérem k cervené). Pr ma étlo emitované
(S ere cerve e) oto a svetlo emitovane Obrazek 17 Fluorescencni mikroskop

z indikatoru obvykle delsi vlnovou délku nez

absorbované (excitacni) svétlo. Tento rozdil, mezi excitacni vinovou délkou a emisni

vlnovou délkou se nazyva Stokesiiv posun (Sanderson et al. 2014).

Pti provadéni fluorescen¢ni mikroskopie je dulezité mit vhodné vybaveni, jako jsou zdroje
UV zafeni, excitacni filtry a ochranné filtry. Zaroven je nutné minimalizovat riziko vybéleni,

kdy se fluorofory rozkladaji pod vlivem intenzivniho zateni (6.).

Fluorescen¢ni mikroskopie je nenahraditelnym nastrojem v moderni biologické a lékaiské

diagnostice, a to diky své citlivosti a schopnosti zachytit i nizké koncentrace fluorochromii.
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2.4.4 Aplikace fluorescen¢ni mikroskopie ve vizualizaci DNA
Fluorescen¢ni mikroskopie vyuziva rizné fluorochromy (viz obr. 18), jako jsou DAPI nebo
propidium jodid, které se vazou na cilové struktury v buiice a umoznuji jejich detekci s

vysokou specificitou (5.).

Filtr
SvEtla Fluarochnam
I Excitace Emisa
kratii vinova calks delsi virova calka
| | wyidi energie ni#si energe
barva & barea "

Obrazek 18 Schéma excitace a emise fluorochromu
2.4.5 Vyuziti fluorescencni mikroskopie
Fluorescen¢ni mikroskopie umoziuje Sirokou skalu aplikaci v bunééné biologii, molekularni
biologii a lékafské diagnostice. Od kontrastovani bunécnych struktur po detekci
specifickych antigenli a protilatek, tato technika poskytuje diilezité informace o bunéénych
procesech a patologickych stavech. Z fluorescencniho mikroskopu se skladaji v pocitaci

obrazy. Piiklad obrazu mtizeme vidét na obrazku cislo 19.

Vyuziti imunofluorescence v klinické praxi je zéasadni pro diagnostiku infekénich
onemocnéni, autoimunitnich chorob a nadorovych onemocnéni, coz zvySuje efektivitu 1écby

a progndzu pacientd (5.).

Obrazek 19 Fluorescencni mikroskopicky obraz bunek plicni tepny skotu obarvenych na
mitochondrie, falloidin a jadra prochazejici mitozou.
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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 rGznymi
kombinacemi: DNA:DNA, DNA:RNA nebo RNA:RNA. Stabilita hybridnich molekul se 1isi
v zavislosti na typu molekuldrniho paru. Hybridy RNA:RNA jsou mén¢ stabilni nez

RNA:DNA a DNA:DNA (Kiemen et al. 1998).

znatena ss sonda

N

h\rbridizacg|
e
55 DM,
zhafena ss sonda se vaie
dsDMA, na ss OMA na zakladé

komplementarity

Obrdzek 20 Princip hybridizace
Pro detekci konkrétnich sekvenci nukleovych kyselin se vyuzivaji sondy, coz jsou kratké
oligonukleotidy nebo polynukleotidy s komplementarnim nukleotidovym potfadim k cilové
sekvenci. Tyto sondy mohou byt znaceny radioaktivnimi izotopy nebo neradioaktivnimi
znackami (na obrazku ¢islo 20 jsou znacené hvézdi¢kou) a hybridizuji s cilovou sekvenci za
pfisnych podminek pouze v ptipadé piesné komplementarity. Pokud nejsou piesné
komplementarni hybridizuji se 1 za méné ptisnych podminek. Hybridizace 1ze provadét bud’
v roztoku, kde se hybridni molekuly separuji chromatograficky nebo ultracentrifugaci, nebo
na nosicich, kde se analyzovana nukleova kyselina imobilizuje na membrané a nasledné

probiha hybridizace (Kiemen et al. 1998).

Pokrocilou technikou molekularni hybridizace je hybridizace in situ, kterd umoziuje
lokalizovat hybridni molekuly pfimo v buiikdch pomoci mikroskopie nebo elektronoveé
mikroskopie. Tato metoda poskytuje dilezit¢é informace o prostorovém uspoiadani

nukleovych kyselin a interakcich v buiice (Kiemen et al. 1998).
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2.5.1 Hybridizace in situ

In situ hybridizace je jednou z nejcastéjSich metod hybridizace v molekularni biologii, ktera
umoziuje pfimou lokalizaci specifickych nukleovych kyselin v buiikach ¢i tkanich. Tato
technika je dulezitd pro studium genové exprese, struktury chromozomi 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 bunécnych strukturach (Levsky & Singer, 2003).

2.5.2 FISH
FISH metoda neboli Fluorescen¢ni In Situ Hybridizace se vyuziva v cytogenetice. Pomoci
fluorescenéné¢ zna¢ené DNA sondy se detekuji urcité iseky DNA ¢i chromozomu, které jsou

vybarvené. Schéma FISH metody mizeme vidét na obrazku ¢islo 21.

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

fluorescen¢niho mikroskopu nebo jiného zobrazovaciho systému.

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

prestavby.
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Obrazek 21 Schéma FISH metody

42



Nejnovéjsi technologické pokroky v oblasti FISH zahrnuji metody zlepSujici ucinnost
znaceni sond a pouziti zobrazovacich systému s vysokym rozliSenim, coz umoziuje ptimou

vizualizaci chromozomalni organizace a transkripce RNA v jednotlivych bunkéch.

Nové metody, jako je FISH zprostiedkovana Cas9 (CASFISH) a oligopaint-FISH, umoznuji
in situ vizualizaci chromozomovych haplotypi a exprese mRNA vice genll v ramci
jednotlivych bunék. Tyto inovace odhaluji nové poznatky o vnitrojaderné genomové
struktufe a subceluldrni transkripéni dynamice, coz pfispiva k lepSimu porozuméni

biologickym procesiim na trovni jednotlivych bun¢k (Cui et al. 2016).
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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, proteinii 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 navazani na urcity cil vyvolavaji vizualni
odezvu. Pokud se cil vyzkumu ve vzorku nenachazi, barvivo nevykazuje zZadnou viditelnou
odezvu. Diky témto vlastnostem jsou barviva uzite¢nd pro detekci pfitomnosti nebo
nepiitomnosti specifického cile ve vzorku. V zavislosti na cili a zkuSebnich podminkach,

muze byt pozorovatelnd odezva kvalitativni nebo kvantitativni.

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

3.1 Interkalac¢ni 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, kterou Ize vyuZit ke stanoveni koncentrace DNA.

Interkalacni barviva maji planarni strukturu. Diky ni se mohou vmezefit neboli interkalovat
mezi vldkna dvouSroubovice DNA. Prtikladem je ethidiumbromid, propidium jodid

a SYBR® Green 1.

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

pro barveni DNA.

Interkala¢ni barviva se vyuzivaji v molekularni biologii pro rtizné aplikace, vcetné

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

(Haines et al. 2015).

3.2 Mechanismus interkalac¢nich ¢inidel

Interkalaci jako mechanismus interakce mezi kationtovymi, planarnimi, polycyklickymi

aromatickymi systémy spravné velikosti poprvé navrhl Leonard Lerman v roce 1961.

Interkalace je proces, pii kterém se molekuly vkladaji mezi planarni baze deoxyribonukleové
kyseliny (DNA). Tento proces je Casto vyuzivan pro analyzu DNA a je zakladem né¢kterych

typt otrav. Ethidium bromid napftiklad interkaluje mezi pary bazi adenin-thymin.

Molekuly (ligandy), kter¢ interaguji s DNA, mohou tvofit kovalentni vazby, elektrostatické
vazby nebo interkalovat mezi pary bazi. K interkalaci dochézi, kdyz ligandy vhodné
velikosti a chemické povahy vstupuji mezi pary bazi DNA. Tyto ligandy jsou vétSinou

polycyklické, aromatické a planarni, coz umoznuje efektivni barveni nukleovych kyselin.

Aby se interkalator vesel mezi pary bazi, musi DNA dynamicky uvolnit prostor odvijenim.
Stupen odvijeni zavisi na interkaldtoru. Toto odvijeni zplsobi, Zze se pary bazi oddeli
a vytvoii otvor. Tento proces vyvolava lokalni strukturdlni zmény fetézce DNA, jako je
prodlouZeni nebo zkrouceni fetézce, coz mulze vést k inhibici transkripce, replikace
a procestt opravy DNA. Diky tomu se interkaldtory stavaji silnymi mutageny a casto

1 karcinogeny.

Ve vodném izotonickém roztoku je kationtovy interkalator elektrostaticky ptitahovan
k povrchu polyaniontové DNA. Ligand vytésniuje sodny a/nebo hotecnaty kationt pfitomny
v "kondenza¢nim mraku" téchto kationtli, ktery obklopuje DNA, a vytvafi tak slabou
elektrostatickou asociaci s vnéj§im povrchem DNA. Z této pozice ligand difunduje podél
povrchu DNA a miiZe sklouznout do hydrofobniho prostfedi mezi dvéma pary bazi, které se
pfechodné "oteviou" a vytvoii interkalaéni misto, coz umozni interkalatoru pohybovat se z
hydrofilniho prostfedi obklopujiciho DNA do interkalacniho mista. Pary bazi pfechodné
vytvareji tato otevieni v dusledku energie absorbované pti srdzkach s molekulami

rozpoustédla.
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Interkalatory DNA se pouzivaji v chemoterapeutické 1é€bé k inhibici replikace DNA
v rychle rostoucich nadorovych bunkach. Piikladem jsou napiiklad doxorubicin

(adriamycin) a daunorubicin (7.).

3.2.1 Ethidiumbromid Br
Ethidiumbromid (EtBr) je tmavé Cervena, netékava a ve vode N=
rozpustna sloucenina, kterd se pouziva jako marker

HEN N-.[‘Iz
nukleovych kyselin pfi elektroforéze. Hlavni vyhodou jejiho
vyuziti je intenzivni fluorescenéni odezva pod UV svétlem, Obrivek 22 Veoree Ethidiumbromidi

ktera se po navdzani na DNA zesili témét 20krat. Diky tomu

nasla uplatnéni v riznych lékatskych a farmaceutickych laboratotich (Kfemen et al. 1998).

EtBr se interkaluje do hlavniho zlabku DNA (na obrazku 23 je interkalace vyznacena tlustou
¢ernou Carou) a pomaha rozlisit fragmenty DNA diky své fluorescencni vlastnosti pfi vazbé
na DNA. Ethidiumbromid je diky své nizké cené a vysoké citlivosti jiz po desetileti

nejpouzivanéj$im barvivem pro screening nukleovych kyselin v agar6zovém gelu.

Vzhledem k tomu, Ze se specificky vaZze na molekuly nesouci informaci, vyznacuje se silnou

~
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==
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DNA

Norma
density
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Obrazek 23 Interkalace EtBr do DNA

mutagenitou, karcinogenitou a teratogenitou v zavislosti na organismu a okolnostech
expozice. Proto prace s timto karcinogennim materidlem vyzaduje dodrzovani zvlastnich

protokolll pro manipulaci a likvidaci. Néklady na detoxikaci a naklddani s odpadem vsSak
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¢ini toto barvivo drahym a nebezpecnym pro vyzkumné pracovniky i zivotni prostiedi

(Gupta et al. 2024).

Bylo zjisténo, Ze ethidiumbromid je genotoxicky v koncentratnim rozmezi obvykle
pouzivaném pro barveni geli (0,5 pg/ml) a cytotoxicky pii nejvyssi testované dévce a je
klasifikovan jako silny mutagen. Ethidiumbromid interkaluje s dsDNA a vzhledem k tomuto

mechanismu je dobfe znamou mutagenni slou¢eninou.

1BEby

A

e S S WS e S

Obrazek 24 EtBr na agarozovém gelu pod UV svétlem

Historicky je nejbézné&jSim barvivem pouzivanym pro barveni geld, avSak vzhledem k jeho

vewr

1 Zivotni prostfedi (Haines et al. 2015).

3.2.2 Propidium jodid
Propidium jodid (viz obr. 25) je interkalujici barvivo, které
se Ccasto pouzivd k barveni DNA pii fluorescencni

mikroskopii a pritokové cytometrii. Pii interakci

s dvoutetézcovou DNA PI emituje Cervené svétlo (kolem
617 nm), coz umoznuje jeho pouziti jako kontrastniho
Cinidla pifi vizualizaci bunéénych jader nebo analyze Obrazek 25 Vzorec Propidium jodidu

bunééného cyklu. Jeho maximalni vinovou délku excitace je ptiblizn€ 494 nm.
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Obrazek 26 Kozni stép obarveny PI ve fluorescencnim mikroskopu

Jak 1ze vidét na obrazku 26, pfi 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 et al. 1997).

3.2.3 SYBR Green

SYBR Green byl prvni z nové generace barviv na nukleové kyseliny v gelu, ktera byla
pfedstavena v roce 1995 (Karlsen et al. 1995). SYBR Green I (SG) je jednim z nejbéznéji
pouzivanych interkala¢nich c¢inidel pro znaceni dvoufetézcové DNA v kvantitativni
polymerazové tetézové 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 pfi vazbé na dvou fetézcovou DNA (dsDNA), Ize
SYBR Green pouzit k detekci pouhych 20 pg dsDNA v jednom pésu elektroforézniho gelu
(Konschak a Tinhofer 2011).

SYBR® Green [ patii mezi kyanidova barviva, ktera
jsou rovnéz vyuzivana jako sondy a znacky spojené
s nukleovymi kyselinami v riznych aplikacich, véetné
pratokové cytometrie a kvantifikace DNA pomoci
polymerdzové fetézové reakce v redlném Case

a elektroforézy v kapilarach a gelech.

Oproti  ethidiumbromidu jsou kyaninova barviva
preferovdna pro svou niZ§i toxicitu a mutagenitu. oprizek 27 SYBR green na agarézovém gelu
Ethidiumbromid byl klasifikovan jako silny mutagen,

zatimco SYBR® Green I byl shledan slabym mutagenem. Piestoze jsou toxicka,

v laboratofich se stale bézné pouzivaji (Haines et al. 2015).
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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 primerti a nespecifickych produktii PCR. To mulze vést
k ovlivnéni fluorescence zajmového produktu a komplikovat analyzu. Aby se témto
problémim ptedeslo, pouzivaji se softwary pro navrh primerti, které pomahaji

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

3.24 DHDM

Ve studii publikované na zacatku tohoto roku (Gupta et al. 2024) , se setkdvame s latkou
3,4-dihydroxy-5,6-dimethoxyflavon zkracené DHDM, ktera byla izolovéna z listti Alpinia
nigra (¢esky zvané Galan nebo Alpinie). Je jednim z flavonoidli studovanych pro svou
schopnost vazat se na DNA. Jiz dfive bylo prokézano, ze flavonoidy, jako jsou kvercetin

a rutin, interkaluji s DNA, coz vede ke vzniku stabilnich komplexd.

Nova studie se zaméfila na DHDM a potvrdila jeho schopnost vazat se na DNA, coz bylo
demonstrovano pomoci agarosové 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 vykdzal DHDM lepsi G€innost barveni DNA, pfiCemz maximalni
intenzita pasu byla pozorovana pii koncentraci 50 ng DNA. To naznacuje, ze DHDM miize
byt slibngj$i volbou pro barveni DNA ve srovnani s EtBr, ktery je béZné pouZivanym
barvivem, ale méa nezddouci mutagenni a toxické vlastnosti. Navic se ukazalo, z2 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 butikami.

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 miiZe byt uziteCnym nastrojem pro studium DNA
a dalSich biologickych procest, kde je dilezita vizualizace nukleovych kyselin (Gupta et al.

2024).
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3.3 Barvy vazajici se na malé zlabky 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 pisobila jako
interkalatory. Patfi mezi n¢ barviva, jako je Diamond™ Nucleic Acid Dye (Promega, NSW,
Australie), dale sem patii GelRed™ (Biotium) a GelGreen™ (Biotium), ktera 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).

3.3.1 DAPI

DNA v bunkach se barvi pomoci DAPI (4'6-diamidino-2-fenylindol) pro fluorescen¢ni
mikroskopii. Pfi barveni pomoci DAPI se DNA pfi ultrafialovém (UV) osvétleni jevi jako
modrobild fluorescence (viz obrazek ¢islo 29), a proto Ize urcit polohu bunéénych jader
a nukleoidl organel. VétSina laserovych konfokalnich mikroskopt vSak nema systém UV
laserového osvétleni a toto pouziti DAPI je omezeno na specializovany systém (Suzuki et

al. 1997).

Control

15 uM

Obrazek 28 Jadra bunék HelLa obarvend DAPI

3.3.2 RedSafe, GelGreen, GelRed, Diamond Dye
RedSafe, GelGreen, GelRed, Diamond Dye jsou komercné dostupna barviva, o nichz se
tvrdi, ze jsou citlivéj$i a maji niz§i meze detekce, a navic jsou méné toxicka pro uzivatele

a zivotni prostredi.
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Ve studii, publikované v roce 2015 (Haines et al. 2015, obrazek ¢. 30), porovnavaji tato Ctyfti
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.

EtBr GelRed® SYBR® Safe GelGreen®

Obrdzek 29 Porovndni vizualizacnich barviv vyrobcem
Vyrobce uvadi, Ze RedSafe je méné toxicky a mutagenni nez ethidiumbromid, a podle
vysledk této studie, je stejné citlivy jako ethidiumbromid. Na zékladé¢ téchto tidajh neni toto
barvivo vhodné pro detekci DNA o nizkych koncentracich, protoze nad 1 ng bylo dosazeno
pouze nizkych signdlii. Studie u RedSafe ukazala linedrni zavislost mezi koncentraci

a intenzitou signalu.

SYBR® Green I mél nejvyssi intenzitu ze vSech barviv, coz ukazuje, ze toto barvivo ma
vétsi zesileni signalu, 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 1. M¢lo podobnou intenzitu signdlu a hodnotu
linearni zévislosti. Toto barvivo mé také tu vyhodu, Ze je mén¢ mutagenni nez SYBR Green

I, jak uvadi vyrobce.

Barviva GelRed™ a GelGreen™ byla schopna detekovat az 0,5 ng DNA a ob¢ vykazovala
linearni vztah mezi koncentraci DNA a intenzitou signalu. GelGreen™ mél mnohem niZsi

intenzitu signalu ve srovnani s barvivem Diamond™ Nucleic Acid Dye, coz ukazuje, ze
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zesileni je u GelGreen™ pfi interakci s DNA mnohem niz$i. Prodlouzeni doby barveni nebo
pridani barviva pfed odlitim gelu mize zvysit intenzitu signalu.

UV svétlem a GelGreen™ i Diamond™ Nucleic Acid Dye (viz obrazek Cislo 31) jsou citliva

a bezpecnéjsi barviva pii pouziti excitace modrym svétlem (Haines et al. 2015).

Dino-Lite
microscope
™,

Bone sections

_ Diamond™ N
' Nucleic Acid Dye
A

" External

binder

480 nm LED light

* Cell imaging

NN/ 4
@

510 nm emission filter
DNA

Obrazek 30 Diamond™ Nucleic Acid Dye a model fluorescencniho barveni in-situ

Tato studie ukézala, ze barvivo Diamond™ Nucleic Acid Dye prostupuje bunécnou
membranou, a proto by nebylo tak bezpecné jako GelGreen™, ale mélo vétsi intenzitu

signalu.

Tyto ziskané tidaje ukazaly, ze vSechna barviva méla linearni vztah mezi koncentraci DNA
a intenzitou ziskanych signald. Nicmén¢ ethidiumbromid ma ve srovnani s ostatnimi barvivy

nizkou korelaci (Haines et al. 2015).
4 Pouziti vizualizaénich metod DNA ve vyuce na SS

Biologie na stfednich Skoldch obvykle tvoii samostatny pfedmét, 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 ro¢niku je casto nahrazena
volitelnymi biologickymi seminéfi, které umoziuji studentlim specializovat se podle svého

zajmu a potieb.
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Vyuka biologie na stfednich Skoldch mé& za cil nejen poskytnout studentim zékladni
povédomi o biologickych procesech, ale také je piipravit na dalsi studium nebo uplatnéni
v oblasti védy a zdravotnictvi. Kromé samotné biologie jsou do vyuky Casto zaClenovana
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 vztahiim mezi Zivymi organismy a jejich prostiedim.

Integrované vzdélavaci obory a nové vytvorené predméty Casto umoziuji Sir§i 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 konceptim a jejich vyznamu v kontextu celého ptirodniho svéta

(Pavlasova 2014).

4.1 Priklady vyuziti vizualiza¢nich metod v praktické vyuce

V dnesnim vzdélavacim prostiedi je tieba Celit vyzve, a to zaujmout a motivovat zaky.
S pristupem 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 ptistup k vyuce, ktery umozni uciteliim prekonat
pasivni pfistup studentd k uceni. Jednou z moznosti, jak toho dosahnout, je poskytnout
zakim prostiedi, ve kterém mohou aktivné zkoumat a objevovat témata, kterd je zajimaji.
To lze dosdhnout naptiklad pomoci praktickych experimentl, workshopl ¢i pouZzitim

novych technologii ve vyuce.

4.1.1 Praktické experimenty

Praktické experimenty piedstavuji nedilnou soucast vyuky biologie, protoze umoziuji
studentim ziskat pifimou zkusenost s védeckymi metodami a principy. Tento pfistup je
zalozen na aplikaci teoretickych znalosti v praxi, coZ posiluje pochopeni biologickych
konceptl a procest. Ve vyukovém prostiedi jsou nejcastéji vyuzivany experimenty, které si
zaci mohou vyzkouSet sami. Takové aktivity nejen zvySuji zdjem studenti o danou
problematiku, ale také podporuji jejich schopnost kritického mysleni a dovednosti v oblasti

védeckého badani.
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Praktické experimenty ve Skolach zpravidla zahrnuji zjednoduSené modely nebo simulace
redlnych biologickych systémt. Tyto modely jsou navrzeny tak, aby byly snadno
pochopitelné a realizovatelné v ramci Skolnich podminek, avsak zaroven dostatecné vérné k

tomu, aby poskytly relevantni vysledky.

Integrace praktickych experimenti do vyuky biologie je tedy dualezitym faktorem pro
efektivni vzdélavani. Kromé zvySovani zdjmu a angazovanosti studenti také podporuje
rozvoj jejich praktickych dovednosti a schopnosti aplikovat teoretické poznatky v readlnych
situacich. Timto zplGsobem pfispivaji praktické experimenty k celkovému zlepSeni kvality

vyuky.

Struktura DNA

Na vizualizaci struktury DNA ve vyuce se nejcastéji
vyuzivaji modely a animace. Ty maji za kol znazornit
jednotlivé  nukleotidy,  které  vytvaii  vyslednou
dvousroubovici DNA. Mizeme mit modely plastové, jako je
napiiklad stavebnice Molymod DNA (8.), nebo existuji

papirové modely, které se nazyvaji DNA origami.

DNA je jednou z nejzndméjSich biologickych struktur.
Abychom leépe pochopili jeji slozitou strukturu a prinCipy  oprizek 31 Veliy model DNA Molymod
parovani bazi, mizeme vyuzit kreativni metodu zvanou DNA

origami. Tato metoda vychazi znavrhu, ktery vytvofil Alex Bateman z EMBL-EBI,
a umoziuje vytvofit 3D modely DNA pomoci skladani papiru. Verze DNA, ktera byla

vytvoiena ke stazeni, je pravoto¢iva DNA (9.).
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Obrazek 32 Origami DNA

Animace se vyuzivaji pro znazornéni jak struktury DNA, tak i pro lepsi vysvétleni
jednotlivych procesi. U replikace, se d4 vysvétlit pomoci animace potadi jednotlivych
krokti, které enzymy se kdy napojuji. Tyto animace muizeme najit napiiklad na strance

studiumbiochemie.cz, kterd vyuZziva anima¢ni program Adobe Animate.

Animace jsou tvofeny s dirazem na interdisciplinaritu mezi biologii a chemii na zaklad¢
poznatkd ze soucasnych stfedoskolskych ucebnic chemie a biologie (10.). Najdeme zde

1 animaci proteosyntézy anebo metody PCR.

Restrikéni Stépeni

Restrikéni §tépeni lze zakaim pfiblizit pomoci restrikéniho §tépeni na papite. Zaci si zahraji
na restrik¢éni endonukledzy, které obvykle rozpoznavaji a §tépi specifickou sekvenci DNA.
Rozpoznavana sekvence je zpravidla palindromatickd a tudiz je sekvence nukleotidi

v jednom vldkné€ shodna se sekvenci nukleotidii v komplementarnim vlakné.
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Obrazek 34 Karticka restrikcnich endonukledz

VEKTCOR1 - obsahuje inzert (v ramecku)  tisk na Zluty papir

CGATTTACTCG.

VEKTOR2

TCGAGCTGAATTCCC
AGCTCCACTTAAGC

ACAAGTTCCTGCAGATGTCGTAACAACTCCGCGAGCTCGGGGGEGTGGGGTGGCTAGCGACAGCAAGGGGGAGE
TGTTCAAGGACGTCTACAGCATTGTTCGAGGCGCTCGAGCCCCCCACCCCACCGATCGCTGTCGTTCCCCCTEL

ACAAGTTCCTGCAGATGTCGTAACAACTCCGCGAGCTCCOGGGETGGGGTGGCTAGCCACAGCARCEGGGAGE
TGTTCARGGACGTCTACAGCATTGTTGAGGCGCTCGAGCCCCCCACCCCACCGATCGCTGTCGTTCCCCCTEC

Obrdzek 33 Vektor 1 a 2 k restrikénimu $tépeni na papie
K této aktivité je zapotiebi téchto pomucek: karticka restrikénich endonukleaz, vytistény
vektor 1 (zluty papir), vytistény vektor 2 (bily papir), lepidlo (pokud nejsou vektory jiz
predem slepené), izolepa a ntizky.
Ukolem zékii je zaklonovat ,protein (v ramec¢ku) z vektoru 1 do vektoru 2 pomoci
restrikénich endonukledz Pstl a Sacl. Restrikéni mista jsou ve vektorech zvyraznéna tucné.

Jako restrikéni endonukledzy slouzi ntizky. Po restrikci zaci pfilozi piesahujici konce inzertu

1 vektoru k sob¢ a ,,zaliguji* novy vektor pomoci izolepy.

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

ucitelem na gymndziu a zaroven se vénuje molekularni biologii (11.).
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PCR

V roce 2020 v casopise The American Biology Teacher byl zvetejnén ¢lanek (Merta et al.
2020), ktery se zabyva lepSim pochopenim replikace DNA, transkripce a polymerazoveé
fetézové reakce. Autofi vymysleli praktickou sadu, ktera je vyrobena z levnych materiald,
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 Ucelim. Za prvé pomahd studentim prakticky si osvojit pojem péarovani bazi
a dvouvlaknové struktury DNA. Za druhé ji 1ze pouZit k demonstraci rozdilli mezi replikaci
a transkripci. Zatfeti umoznuje nahlédnout do problematiky ndhodného ptivodu mutaci.
A samoziejm¢ muze slouzit jako nastroj pro pokrocilejsi studenty k demonstraci techniky

PCR.

Obrazek 35 Obsah sady pro demonstraci replikace, transkripce a PCR
Obsah sady (viz obr. 35): (1) dvouietézcovy DNA templat; (2) dva RNA primery pro

replikaci; (3) tfi RNA primery pro transkripci; (4) sedm para primerti pro PCR; (5) volné
dNTP v lahvicce; (6) volné NTP v lahvicce; (7) Petriho miska; (8) gumové "zatky"; (9)
manual pro studenty; a (10) kli¢ pro rychlé vyhodnoceni vysledkd.

Je tieba poznamenat, Zze sada ma nékolik nedostatkt, jako je kratkd templatova molekula,
pevné RNA primerG pro replikaci DNA. Tato sada je také orientovdna ptedevSim na
parovani bazi a nezahrnuje vodikové vazby. Navzdory témto nedostatkim vsSak sada
pfedstavuje uzitecny a interaktivni néstroj pro vyuku biologie na stfednich skolach (Merta

et al. 2020).
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4.1.2 Workshopy

Vhodnym zplGsobem ziajmového vzd€lavani jsou také workshopy, které poiradaji pro
sttedoskolské studenty univerzity, zejména v ptipadech, kdy Skola nemé dostatecné finan¢ni
prostiedky na potizeni potfebného vybaveni do svych laboratofi. Tyto workshopy poskytu;ji
studenttim pfistup nejen k pottebnému vybaveni, ale také k odbornym programiim, které by

jinak ve Skolni laboratofi nebylo mozné absolvovat.

Diky témto workshopiim maji studenti moznost vyzkouset si technologie a metody, které
jsou mimo dosah béZzného Skolniho prostfedi. To jim umoZziuje rozsifit své znalosti
a dovednosti v oblasti biologie a molekuldrni biologie, a to i za podpory zkuSenych
vyzkumnikti a pedagogt. Takové zazitky nejenze prispivaji k lepSimu porozumeéni probirané

latky, ale také motivuji studenty k dal§imu studiu a védeckému badani.

Napiiklad Jihodeska univerzita v Ceskych Budg&ovicich ma centrum pro piirodovédné
vzdélavani, které aktivné podporuje zajem stfedoskolskych studentti o biologii. Pravidelné
potada bezplatné workshopy, které poskytuji studentim moznost zapojit se do praktickych
aktivit spojenych i s genetickymi a molekuldrnimi metodami. Napt. 6.6.2024 Jihoceska
univerzita usporada workshop zaméfeny pravé na vyuziti molekularnich metod. Tato akce
umozni stfedoskolakiim prakticky poznat procesy a techniky pouzivané v moderni biologii.

Studenti budou mit moznost seznamit se s PCR a s elektroforézou (12.).

4.1.3 Nové technologie ve vyuce

V dnesni dobé jsou navic pfistupné zjednoduSené verze mnoha vizualizanich metod, které
byly dfive dostupné pouze v pokrocilych védeckych laboratofich. Diky technologickému
pokroku mohou studenti ve Skolach vyuzivat naptiklad jednoduché mikroskopy s vysokym
rozliSenim, digitalni kamery pro zaznam a analyzu experimentli, simulace biologickych
procest na pocitacich nebo si 1 pfimo vyzkouset elektroforézu. Tyto nastroje umoznuji jeste
detailnéj$i a interaktivnéj§i zkoumaéni biologickych struktur, ¢imz se vyrazn& zvySuje

efektivita a atraktivita vyuky.

Ptikladem je stranka Bento.bio, ktera prodava ptistroje na PCR nebo elektroforézu, které je

mozné ve vyuce vyuzit.
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Gelova elektroforéza
Jedna se o mobilni genomické zatizeni Bento Lab, které kombinuje vSechny zakladni
nastroje pro molekularni biologii, obsahuje ptenosny PCR pfistroj, mikrocentrifugu, nddobu

na gelovou elektroforézu a modry LED transiluminator.

Obrazek 36 Mobilni genomické zarizeni Bento Lab (zdroj: https://bento.bio/product/bento-lab/)

s molekularni biologii pfimo do tfidy. Laboratof Bento Lab spojuje vSechny zakladni
nastroje potfebné pro molekuldrni biologii v jednom pifenosném zafizeni. Sada
Biotechnologie 101 je ideélni pro ovéfeni vzorkil v terénu nebo jako inspirace pro praktické
vyuziti ve tfide.

Tato sada obsahuje vSechny materidly potfebné pro prvotni pouziti laboratoie Bento Lab,
véetné navodl a Cinidel. Bezpecné si procvicite techniky. Obsahuje 10 miniprojekt
zalozenych na redlnych ptikladech vyzkumu. Priivodce, ktery je v sadé€ ptilozeny, poskytuje
podrobné instrukce, jak provadéet 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 (13.).
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Dale existuje stranka, kterd se zabyva ucebnimi pomilickami. Firma se nazyva conatex
a prodava sady navrzené ptimo pro ucitele. Tato sada obsahuje skoro v§echny pomiucky pro

gelovou elektroforézu a podrobnou ptiruc¢ku s navodem (14.).

Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescencni mikroskopy jsou velice nakladna zatizeni, coz 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 mikroskopii i ve §kolach.
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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 principti 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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