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NUKLEOVE KYSELINY



Nukleotidy
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FIGURE 8-1 Structure of nucleotides. {a) General structure showing Pyrimidines
the numbering convention for the pentose ring. This is a ribonu-
clectide. In decxyribonuclectides the —OH group on the 2 carbon FIGURE 8-2 Major purine and pyrimidine bases of nucleic acids.
(in red) is replaced with —H. {b) The parent compounds of the pyrim- Some of the common names of these bases reflect the circumstances
idine and purine bases of nucleotides and nucleic acids, showing the of their discovery, Guanine, for example, was first isolated from guano

numbering conventions, (bird manure), and thymine was first isolated from thymus tissue.



Fosfodiesterova vazba.

Vyskytuje se mezi naslednymi nukleotidy v NK.
Stejna u DNA i RNA.

DNA d d RNA . . . . . .
'Z’l,E" i’l,E" 5'- fosfatova skupina jednoho nukleotidu se
“o—p=0 “o—p=0 vaze ke 3 ’hydroxylové skupiné dalSiho
Q Q nukleotidu.

Konvence: struktura jednoho retézce NK je
d 3' , p .
phospho- [N & on psana s 5’koncem vlevo a 3’koncem vpravo.
o i

diester
linkage

Vznika tak pater DNA, tvorena fosfatovymi
a pentosovymi zbytky — dusikaté baze
jsou napojeny jako postranni retézce.

Fosfatova skupina je negativné nabita
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FIGURE 8-11 Hydrogen-bonding patterns in the bass pairs detined

by Watson and Crick. Here as elsewhere, hydrogen bonds are
represented by thres blue lines.



Nazvoslovi

TABLE 8-1 Nucleotide and Nucleic Acid Nomenclature

Base Nucleoside Nucleotide Nucleic acid

Purines

Adenine Adenosine Adenylate RNA
Deoxyadenosine Deoxyadenylate DNA

Guanine Guanosine Guanylate RNA
Deoxyguanosine Deoxyguanylate DNA

Pyrimidines

Cytosine Cytidine Cytidylate RNA
Deoxycytidine Deoxycytidylate DNA

Thymine Thymidine or deoxythymidine  Thymidylate or deoxythymidylate  DNA

Uracil Uridine Uridylate RNA




Urcovani sekvence DNA

« Existuji dva odlisné principy sekvenace

— chemicka metoda (Maxam-Gilbertova)

« pouzivaji se fragmenty DNA terminalné znaené pomoci 3P,
které jsou vystaveny pusobeni chemickych Cinidel, §tépicich
specificky pouze za jednim nebo dvéma nukleotidy. Metoda
je zalozena na schopnosti hydrazinu, dimethyl sulfatu (DMS)
a kyseliny mravenci specificky modifikovat rizné baze
v molekule DNA. Pote¢ je pridan piperidin, ktery katalyzuje
Stépeni Fetézcu v mistech obsahuijicich tyto modifikované
baze. Za specifitu je tedy zodpovédna prvni (modifikacni)
reakce. Pro dobry vysledek sekvenovani je nutné zajistit
takoveé reakCni podminky, aby bylo modifikovano pouze
nizké procento prislusnych bazi. Druha, degradacni reakce
musi naopak byt zcela kvantitativni



Urcovani sekvence DNA

« dideoxy metoda (Sangerova) — enzymova

metoda vyuziva DNA polymerasu pro vytvoreni komplementarni kopie jednoretézcového
templatu

zaloZena na schopnosti DNA polymerasy pouzivat 2°, 3"-dideoxynukleosid trifosfaty
(ddNTP) jako substraty. Je-li takovato modifikovana baze inkorporovana do rostouciho
retézce, dojde k zastaveni jeho syntézy, nebot takovy fetézec postrada terminalni 3°-
hydroxylovou skupinu

DNA polymerasa nemuzZze iniciovat polymeraci bez pfitomnosti primeru z jehoz 3" konce
pokracuje elongace. Primer po pfipojeni ke komplementarni ¢asti templatu vymezuje usek,
ktery bude sekvenovan. Deoxynukleotidy jsou pripojovany na zakladé komplementarity

k templatu a rfetézec je prodluzovan tvorbou fosfodiesterové vazby mezi 3" hydroxylovou
skupinou a 5" fosfatovou skupinou nové pfipojovaného deoxynukleotidu.

Aby byly vytvoreny Ctyfi sekvenacni smési ukoncené specificky vzdy v pozici jediného
nukleotidu, je do téchto reakéni smési pfidan vzdy pouze jeden typ ddNTP. Pomér ddNTP
a smési v8ech Ctyf dNTP je volen tak, aby jednotlivé podily elongacnich produktd byly
ukonceny se stejnou pravdépodobnosti. Timto zpusobem vznikaji ve ¢tyfech elongacCnich
reakénich smésich podily fetézcu se stejnym 5’koncem definovanym pouZzitym primerem a
s variabilnim 3" koncem, zakonenym specifickym dideoxynukleotidem. Tato metoda muze
byt rizné modifikovana. Po zastaveni sekvenacni reakce jsou dvojfetézcové molekuly DNA
denaturovany tak, aby doslo k oddéleni templatu od znacenych vlaken ukoncCenych
jednotlivymi dideoxynukleotidy. Tyto fragmenty jsou pak elektroforeticky za denaturacnich
podminek (vysoka teplota a pfitomnost mocoviny) rozdéleny na polyakrylamidovém gelu
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FIGURE 8-36 DMNA sequencing by the Sanger method. This method
makes use of the mechanism of DMNA synthesis by DNA polymerases
(Chapter 25). {a) DNA polymerases require both a primer {a short
oligonuclectide strand), to which nuclectides are added, and a template
srand to guide selection of each new nuclectide, In cells, the 3°-hy-
5 with an incoming decxynucleoside
& phosphodiester Bond, (b) The Sanger
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Cleavage sites
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PCR — polymerasova retezova
reakce

* Polymerase Chain Reaction
« REPLIKACE In vitro

» specificke namnozeni urciteho useku DNA
| Zz komplexni smesi

 DNA templat, termostabilni DNA
polymerasa, nukleotidy, primery
vymezujici amplifikovany usek

—_—



Amplifikace pomoci PCR

Pro zajisténi presnych teplotnich rezimu
a snadnéjsi priubéh amplifikace se vyuziva
programovatelnych termocyklert.

Vzorky se do termocykleru
vkladaji v mikrozkumavkach
0 obsahu 0,2ml.

Doba trvani amplifikace: 2 - 3 hodiny

[Thermocycler Biometra T-Gradient]



Vyhody a nevyhody PCR

Vyhody
+ nizka mez detekce
+ moznost sériovych analyz
+ moznost analyz nékolika parametru v jedné reakci (multiplex PCR)
+ malé reakcni objemy (nizSi cena stanoveni)
+ moznost analyz potravinarskych surovin i technologicky
opracovanych potravin
Nevyhody
- nemoznost kvantifikace pomoci klasické metody PCR
- nékteré sekvence podléhaji patentovému zakonu (v bézné praxi
jsou nedostupné pro navrh primert)
- pomérné vysoka cena zakladniho vybaveni
- malé reakcni objemy (narocné na zkusenost experimentatora a
vybér vhodnych podminek reakce)



Templat pro PCR

« StacCi velmi malé mnozstvi, teoreticky
jedina molekula

* Netreba izolovat tuto molekulu od jinych

* Netreba vysoka Cistota vzorku

=>

* Krev, sliny, skvrny semene, vlas, hmyz v
jantaru ©




Aplikace

» Zdravotnicka diagnostika
« klonovani®
* Forensni vedy



Modifikace, odvozené techniky

Reverzni PCR

Multiplex PCR

Nested PCR

Kvantitativni kompetitivni PCR
Real time PCR



