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Trocha historieTrocha historie……
DNADNA……

1869 1869 MiescherMiescher: objev DNA jako do t: objev DNA jako do téé doby doby 
neznneznáámméé slosložžky bunky buněěk (leukocytk (leukocytůů))

1944 1944 AveryAvery: DNA je zodpov: DNA je zodpověědndnáá za za 
transformaci (zmtransformaci (změěnu vlastnostnu vlastnostíí) bun) buněěkk

1950 1950 HerscheyHerschey a Chase: DNA je genetickým a Chase: DNA je genetickým 
materimateriáálem bunlem buněěk k 



Trocha historieTrocha historie……
Struktura DNAStruktura DNA……

1953: 1953: JamesJames WatsonWatson, , FrancisFrancis CrickCrick, , 
RosalindRosalind FranklinFranklin, , MauriceMaurice WilkinsWilkins: : 
dvoudvouššrouboviceroubovice DNADNA

1962: Nobelova cena (JW, FC, MW)1962: Nobelova cena (JW, FC, MW)

vysvvysvěětlentleníí zzáákladnkladníích principch principůů
uchovuchováánníí, p, přřededáávváánníí a exprese a exprese 
dděědidiččnnéé informaceinformace



párování bazí

dvojitá šroubovice tvořená
antiparalelními
polynukleotidovými řetězci 



Trocha historieTrocha historie……
ElektrochemickElektrochemickáá analýza analýza nukleových kyselinnukleových kyselin

1958 1958 –– 1960 Emil Pale1960 Emil Palečček: polarografie DNAek: polarografie DNA
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ElektrochemickElektrochemickáá analýza poskytuje informaceanalýza poskytuje informace

�� o struktuo struktuřře NK a jeje NK a jejíích zmch změěnnáách ch 
�� o poo pošškozenkozeníí DNADNA
�� chemickchemickéé modifikaci NKmodifikaci NK
�� o interakco interakcíích NK s rch NK s růůznými (elektrochemicky znými (elektrochemicky 

aktivnaktivníími i neaktivnmi i neaktivníími) lmi) láátkamitkami
�� o hybridizaci DNAo hybridizaci DNA



Hybridizace DNAHybridizace DNA



Trocha historieTrocha historie……
Hybridizace DNAHybridizace DNA

1963 Julius 1963 Julius MarmurMarmur: renaturace DNA: renaturace DNA

+

denaturace (denaturace (zahzahřřááttíímm))

renaturace renaturace 
(pomalým ochlazen(pomalým ochlazeníím)m)



hybridizační sonda
sekvence sondy je navržena 
(syntetizována) vzhledem k sekvenci 
DNA, která nás zajímá

cílová DNA
je pomocí sondy detekována

GCTTATGCTGGAAT 

CGAATACGACCTTA

CGAATACGACCTTA
GCTTATGCTGGAAT

Hybridizace DNA (RNA) je zaloHybridizace DNA (RNA) je založžena na principu tvorby ena na principu tvorby 
dvoudvouššrouboviceroubovice ze dvou komplementze dvou komplementáárnrníích ch řřetetěězczcůů



Hybridizace DNA (RNA) je zaloHybridizace DNA (RNA) je založžena na principu tvorby ena na principu tvorby 
dvoudvouššrouboviceroubovice ze dvou komplementze dvou komplementáárnrníích ch řřetetěězczcůů

Tento princip je v různém uspořádání využíván při řadě rutinních analýz:

•detekce a identifikace určitých nukleotidových sekvencí

•detekce mutací, „polymorfismů“ v určitých úsecích genomu

•sledování exprese genů

•…..

•detekce patogenů, diagnostika, forenzní medicína…



imobilizovaná sonda je vystavena   analyzovanému vzorku DNA 
(RNA)

Z praktických dZ praktických důůvodvodůů je výhodnje výhodnéé zakotvit jeden z zakotvit jeden z 
řřetetěězczcůů ((„„sondusondu““)) na povrchuna povrchu

pokud vzorek obsahuje vlákno DNA (RNA) o sekvenci 
komplementární k sondě („cílovou sekvenci“), vytvoří se na 
povrchu dvoušroubovice („duplex“, „hybrid“) 



Z praktických dZ praktických důůvodvodůů je výhodnje výhodnéé zakotvit jeden z zakotvit jeden z 
řřetetěězczcůů ((„„sondusondu““)) na povrchuna povrchu

pokud vzorek obsahuje vlákno DNA (RNA) o sekvenci 
komplementární k sondě („cílovou sekvenci“), vytvoří se 
na povrchu dvoušroubovice („duplex“, „hybrid“) 



nespecifické molekuly DNA jsou poté odstraněny (odmyty)

pokud vzorek obsahuje vlákno o sekvenci komplementární
k sondě („cílovou sekvenci“), vytvoří se na povrchu 
dvoušroubovice („duplex“, „hybrid“) 



následuje detekční krok, při kterém je zjištěno, zda došlo 
k hybridizaci

výhodné je cílovou DNA označit dobře detekovatelnou značkou 
(radionuklidem, fluoroforem…)

nespecifické molekuly DNA jsou poté odstraněny (odmyty)



DNA DNA „„ččipyipy““ ((„„arraysarrays““):):

••aplikace mnoha sond souaplikace mnoha sond souččasnasněě
••aplikace raplikace růůzných (rzných (růůznzněě““barevnýchbarevných““) fluorescen) fluorescenččnníích ch 
znaznačček ek –– vysoce paralelnvysoce paralelníí analýzaanalýza
••komerkomerččnněě dostupndostupnéé ppřříístroje (stroje (AffymetrixAffymetrix……))



ProPročč vývoj elektrochemických vývoj elektrochemických biosenzorbiosenzorůů??

••rozvoj rozvoj genomikygenomiky v souvislosti s dokonv souvislosti s dokonččeneníím m sekvencovsekvencováánníí
lidsklidskéého genomuho genomu

••sekvence lidsksekvence lidskéého genomu tak, jak je stanovena, je ho genomu tak, jak je stanovena, je prprůůmměěrnrnáá

••analýza analýza individuindividuáálnlníích odchylekch odchylek (polymorfismy, mutace) je (polymorfismy, mutace) je 
ddůůleležžititáá (mj. pro diagnostiku d(mj. pro diagnostiku děědidiččných chorob, sledovných chorob, sledováánníí mutacmutacíí
v dv důůleležžitých genech, výbitých genech, výběěr vhodnr vhodnéé terapieterapie……))

••klasickklasickéé metody metody sekvenovsekvenováánníí DNA jsou zdlouhavDNA jsou zdlouhavéé a obta obtíížžnnéé

••analýza pomocanalýza pomocíí hybridizace DNA je výraznhybridizace DNA je výrazněě efektivnefektivněějjšíší

••komerkomerččnněě dostupndostupnéé fluorescenfluorescenččnníí analyzanalyzáátory (ve spojentory (ve spojeníí s DNA s DNA 
ččipy) jsou nipy) jsou náákladnkladnéé a tuda tudíížž vhodnvhodnéé spspíšíše pro specializovane pro specializovanáá
pracovipracoviššttěě

••potpotřřeba nových, eba nových, úúččinných, inných, šširoce dostupných detekiroce dostupných detekččnníích metodch metod

••v souv souččasnasnéé dobdoběě se zdse zdáá, , žže k tomuto ce k tomuto cííli by mohla vli by mohla véést cesta pst cesta přřes es 
vyuvyužžititíí elektrochemických metod elektrochemických metod 



Elektrochemický senzor pro hybridizaci DNA:Elektrochemický senzor pro hybridizaci DNA:
elektroda se zakotvenou hybridizaelektroda se zakotvenou hybridizaččnníí sondou na povrchusondou na povrchu

•hybridizace s cílovou DNA se provede stejně
jako v případě optických senzorů

•odezvou na hybridizační událost je 
elektrochemický (proudový) signál

I

E

samotná sonda

hybrid



vyuvyužžititíí vlastnvlastníí elektroaktivityelektroaktivity ccíílovlovéé DNA DNA 
(nap(napřř. oxida. oxidaččnníího signho signáálu lu guaninuguaninu))

sonda s inosiny místo guanosinů
(párují se s cytosiny, ale nejsou elektroaktivní)

I I I I

G

G
G

G

signál guaninu

el
ek

tro
da

PPřřííklady elektrochemických senzorklady elektrochemických senzorůů pro hybridizaci DNA pro hybridizaci DNA 

I

E

samotná
sonda

hybrid

H.H. Thorp a kol.



signsignáálnlníí ((reporterovreporterovéé) sondy ) sondy 

druhá hybridizační sonda, modifikovaná elektroaktivní značkou, 
rozpoznávající sekvenci v cílové DNA poblíž sondy zakotvené na 
elektrodě

PPřřííklady elektrochemických senzorklady elektrochemických senzorůů pro hybridizaci DNA pro hybridizaci DNA 

el
ek

tro
da

Ihara a kol.



princip princip „„molekulmolekuláárnrníího majho majáákuku““

E

I

e- jeje--li sonda v li sonda v konformacikonformaci vlvláásenky, je znasenky, je značčka blka blíízko zko 
povrchu elektrody a poskytuje signpovrchu elektrody a poskytuje signááll

po hybridizaci se znapo hybridizaci se značčka oddka oddáállíí od povrchu a signod povrchu a signáál zmizl zmizíí

PPřřííklady elektrochemických senzorklady elektrochemických senzorůů pro hybridizaci DNA pro hybridizaci DNA 

el
ek

tro
da

Fan C, Plaxco KW and Heeger AJ, Electrochemical interrogation of conformational changes as a reagentless 
method for the sequence-specific detection of DNA. Proc. Natl. Acad. Sci. 100: 9134-9137, 2003.



„„SignalSignal offoff““ andand „„signalsignal onon““ odpovodpověďěď

�� ppřři analýze rei analýze reáálných vzorklných vzorkůů DNA (delDNA (delšíší, p, přřirozenirozeněě dvojdvojřřetetěězcovzcovéé
molekuly, obvykle molekuly, obvykle amplifikovanamplifikovanéé pomocpomocíí PCR) je mPCR) je máálokdy výtlokdy výtěžěžek ek 
hybridizace (tj. hybridizace (tj. „„obsazenobsazení“í“ hybridizahybridizaččnníí sondy csondy cíílovým vllovým vlááknem) knem) 
blblíízko 100 %zko 100 %

�� „„signalsignal onon““ techniky jsou proto techniky jsou proto spolehlivejspolehlivejšíší

komplementární cílová
DNA -100 % výtěžek 

hybridizace

komplementární – 20 % 
výtěžek hybridizace 

(reálná situace)

nekomplementární
(hybridizace neproběhla)

on off

sleduje se 
nárůst
signálu 

(oproti nule)

sleduje se 
pokles
signálu



Elektrochemický senzor pro hybridizaci DNA:Elektrochemický senzor pro hybridizaci DNA:
elektroda se zakotvenou hybridizaelektroda se zakotvenou hybridizaččnníí sondou na povrchusondou na povrchu

tzv. jednopovrchová metoda (hybridizační
i detekční krok probíhá na stejném povrchu 
elektrody)

to vyžaduje hledat takové podmínky, za kterých 
je pracovní povrch vhodný jak pro hybridizaci 
DNA, tak pro elektrochemické měření



DvoupovrchovDvoupovrchováá strategie: strategie: 
•hybridizace se provede na jednom povrchu (H), který pro tento 
účel optimalizován; nemusí mít vlastnosti elektrody

•účinné zachycení a separace cílové DNA

•poté je zachycená cílová DNA z povrchu H uvolněna a 
elektrochemicky stanovena

povrch H

detekční elektroda



detekční elektroda

DvoupovrchovDvoupovrchováá strategie: strategie: 
•hybridizace se provede na jednom povrchu (H), který pro tento 
účel optimalizován; nemusí mít vlastnosti elektrody

•účinné zachycení a separace cílové DNA

•poté je zachycená cílová DNA z povrchu H uvolněna a 
elektrochemicky stanovena
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Magnetické mikročástice nesoucí
„biorekogniční prvky“



Hybridizace DNA na magnetických nosiHybridizace DNA na magnetických nosiččííchch

magnetická kulička s 
hybridizační sondou

povrch H

cílová DNA

nespecifická
DNA

magnet

detekční elektroda

hybridizace

separace

uvolnění
cílové DNA

detekce



DvoupovrchovDvoupovrchováá strategie: detekstrategie: detekččnníí ppřříístupy stupy 

•metody založené na vlastní elektrochemické aktivitě DNA nebo 
jejích složek („label-free“)

•metody založené na značení cílových DNA nebo signálních 
sond (příklady)

•komplexy oxidu osmičelého a jiné kovalentně vázané
značky
•enzymy
•nanočástice a „kvantové tečky“
•mikročástice „plněné“ elektrochemicky aktivními 
látkami
•uhlíkové nanotrubičky nesoucí elektroaktivní značky 
nebo enzymy

•amplifikace signálu: zavedení většího počtu molekul/atomů
značky do každé signální sondy, katalytické efekty



„„LabelLabel--freefree““ detekce purinových detekce purinových bazbazíí uvolnuvolněěných ných 
z cz cíílovlovéé DNADNA

hybridizace

disociace

detekce

separace

G G

G

G
GA A

A

A
G

G G

G GA AAA

HClO4 stripping

�� rturtuťťovovéé a sta střřííbrnbrnéé amalgamovamalgamovéé elektrody: elektrody: 
CSV (nerozpustnCSV (nerozpustnéé slouslouččeniny eniny purinpurinůů se se 
rtutrtutíí))

�� akumulace komplexakumulace komplexůů purinpurinůů s s CuCu(I) (I) 
((elektroredukceelektroredukce CuCu2+ 2+ z roztoku  nebo z roztoku  nebo 
oxidace Cuoxidace Cu0 0 zz materimateriáálulu CuSAECuSAE))
�� HgHg a amalgamova amalgamovéé eldyeldy: katodický : katodický strippingstripping

(redukce (redukce CuCu))
�� uhluhlííkovkovéé elektrody: anodickelektrody: anodickáá oxidace oxidace 

akumulovaných akumulovaných purinpurinůů



nanočástice jako značky pro DNA (J. Wang):

A. magnetické částice s DNA sondou
B. biotinylovaná cílová DNA
C. zlaté nanočástice se streptavidinem
D. vyloučení stříbra na zlatě

Částice „pospojované“
hybridizovanou DNA jsou 
magnetem přitaženy k elektrodě a 
stříbro je stanoveno 
elektrochemicky

J. Wang et al. J. AM. CHEM. SOC. 2002, 124, 4208-4209



„elektroactive beads“ (J. Wang):

…citlivost  5.1 x10-21 mol level (31 000 molekul)…





„golden gate“ (Ch. Mirkin):

Ch. Mirkin et al., SCIENCE, VOL 295, p.1503



Komplexy OsOKomplexy OsO44 jako elektroaktivnjako elektroaktivníí znaznaččky pky přři i 
analýze hybridizace DNAanalýze hybridizace DNA

•• OsOs--bipy znabipy značčenenéé signsignáálnlníí sondysondy

sekvence komplementární k 
cílové DNA oligo(T) úsek 

Os,bipy

kovalentní
modifikace   

homopurinový úsek není
modifikován   

GAAGAAGAAGAAGAAGAAGAATTTTTTT…..TTTTTT
(T)n-Os,bipy

•• jednoduchjednoducháá ppřřííprava prava bez potbez potřřeby specieby speciáálnlníího ho 
vybavenvybaveníí a zkua zkuššenostenostíí v oblasti organickv oblasti organickéé syntsyntéézyzy



•• OsOs--bipy znabipy značčenenéé signsignáálnlníí sondysondy pro elektrochemickpro elektrochemickéé

hybridizahybridizaččnníí senzory senzory 
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50 signál roste s počtem 
modifikovaných thyminů

ZVÝŠENÍ CITLIVOSTI



�� elektrochemickelektrochemickéé signsignáály ly 
DNADNA--Os,L obsahujOs,L obsahujííccíí
jinjinéé ligandy neligandy nežž bipy:bipy:

N

N

N

N

SO3H

SO3H

N
CH3CH3

N
CH3

CH2

CH2

CH3

N

NH

O

O
CH3

Os, bipy

N

NH

O

O CH3

O

O
Os

O

O

N

N
R R

N

N

CH3

CH3

neoc tembpdsphen

dT-Os,bipy

„Vícebarevné“ elektrochemické značení DNA pomocí Os,L

-1.2 -0.8 -0.4 0.0

-0.8 -0.6 -0.4 -0.2 0.0
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βtem βneoc

5 μA
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123

αtem
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20 μA
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βtem
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6

7
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B



�� rozdrozdííllůů v potenciv potenciáálech lze lech lze 
vyuvyužžíít pt přři hybridizaci DNA: i hybridizaci DNA: 
analýza vanalýza vííce sekvencce sekvencíí
sousouččasnasněě

Os,neoc

tDNA3
+ Os,neoc

Os,tem

Os,bipyRP1

RP3

RP2

Os,neoc

tDNA3
+ Os,neoc

Os,tem

Os,bipyRP1

RP3

RP2

Os,neocOs,neoc

tDNA3
++ Os,neoc

Os,tem

Os,bipyRP1

RP3

RP2

Os,neoc

Os,tem

Os,bipy

Os,neocOs,neoc

Os,tem

Os,bipy

Os,temOs,tem

Os,bipyOs,bipyRP1

RP3

RP2

Os,tem

Os,bipy

tDNA12

Os,neoc

Os,tem

Os,bipyRP1

RP3

RP2

+ Os,tem

Os,bipy

tDNA12tDNA12

Os,neoc

Os,tem

Os,bipyRP1

RP3

RP2
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Os,tem

Os,bipy

Os,neocOs,neoc

Os,tem

Os,bipy

Os,temOs,tem
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RP3

RP2

++

Os,tem

tDNA2

Os,neoc

Os,tem

Os,bipyRP1

RP3

RP2

+
Os,temOs,tem

tDNA2

Os,neoc

Os,tem

Os,bipyRP1

RP3

RP2

Os,neoc

Os,tem

Os,bipy

Os,neocOs,neoc

Os,tem

Os,bipy

Os,temOs,tem

Os,bipyOs,bipyRP1

RP3

RP2

++

Os,bipy

tDNA1

+ Os,neoc

Os,tem

Os,bipyRP1

RP3

RP2

Os,bipyOs,bipy

tDNA1

+ Os,neoc

Os,tem

Os,bipyRP1

RP3

RP2tDNA1

++ Os,neoc

Os,tem

Os,bipyRP1

RP3

RP2

Os,neoc

Os,tem

Os,bipy

Os,neocOs,neoc

Os,tem

Os,bipy

Os,temOs,tem

Os,bipyOs,bipyRP1

RP3

RP2

αbipy

αneoc

βbipy

βtem

βneoc

(ii)

(iii)

(iv)

αbipy βbipy

βtem

(i)

„Vícebarevné“ elektrochemické značení DNA pomocí Os,L



PomocPomocíí Os,L lze v principu znaOs,L lze v principu značčit jakoukoli it jakoukoli 
signsignáálnlníí sondusondu

RRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTO
s,L

O
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O
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O
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O
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O
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O
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O
s,L

O
s,L

O
s,L

O
s,L

O
s,L

RRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

2 mM Os,L; 37 °C; 6hhomopurinová
GGATGGGCCTCCGGTTCATGAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

bio-CCTACCCGGAGGCCAAGTAC

bio-CCTACCCGGAGGCCAAGTACDBstv

+

GGATGGGCCTCCGGTTCATGAATTTTTTTTTTTTTTTTTTTT
bio-CCTACCCGGAGGCCAAGTAC  

O
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O
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O
s,L

O
s,L

O
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O
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O
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O
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O
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O
s,L

O
s,L

O
s,L

O
s,L

2 mM Os,bipy; 20 °C, 2h 

všechny baze

ochrana thyminů v duplexu

separace řetězců

CCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTO
s,L
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O
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O
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O
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O
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O
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O
s,L

CCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTT

2 mM Os,L; 20 °C, 2h bez thyminů, 
s cytosiny

mírnější reakční podmínky



•obvykle biotinem značené DNA v kombinaci s konjugáty
streptavidinu s enzymy

povrch H

detekční elektroda

OH

O
P

STV ALP

STV ALP

STV ALP

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH

OH
OH

OH

OH

OH

Wang, J.; Xu, D. K.; Erdem, A.; 
Polsky, R.; Salazar, M. A. Talanta
2002, 56, 931-938.

BiokatalytickBiokatalytickáá amplifikace signamplifikace signáálu lu 
(enzymov(enzymovéé znaznaččky) ky) 



Enzymem značené uhlíkové nanotrubičky (carbon nanotubes)
(J. Wang)

…citlivost: lze detekovat méně než 1000 molekul cílové DNA…



vyuvyužžititíí DNA pro znaDNA pro značčeneníí protilprotiláátek tek 
(DNA=zde zna(DNA=zde značčka: ka: „„výmvýměěna na úúlohloh““ ☺☺))

protilátka

antigen

protilátka navázaná na PS 
částici značenou ODN

G25

A25

G15A10



Analýza reálných vzorků DNA amplifikovaných pomocí
polymerázové řetězové reakce (PCR)



Hurá!! Umím rozlišit 
komplementární a 

nekomplementární sekvenci 
DNA s 10-??-molovým 

množstvím syntetického 
oligonukleotidu!

elektrochemik

Super… tak teď mi to ukaž s 
přirozenou genomovou DNA…

biolog



�� PPřříímmáá hybridizahybridizaččnníí analýza s analýza s genomovougenomovou DNADNA??

�� to vyto vyžžaduje (v paduje (v přříípadpaděě jednokopiovýchjednokopiových sekvencsekvencíí) rozli) rozliššit it a a 
úúsek DNA dlouhý nsek DNA dlouhý něěkolik mkolik máálo deslo desíítek nukleotidtek nukleotidůů mezi mezi 
ttřřemi emi milardamimilardami bpbp (v lidsk(v lidskéém genomu), tj. cca 1:10m genomu), tj. cca 1:1088

�� v biologickv biologickéé matrici je to velmi obtmatrici je to velmi obtíížžnnéé

I

E



�� Amplifikace DNA pomocAmplifikace DNA pomocíí PCRPCR

�� klklííččovováá technika soutechnika souččasnasnéé molekulmolekuláárnrníí biologiebiologie

I

E

P
C

R



genomová DNA 
(templát pro PCR)

PCR=replikace DNA in vitro



tepelná denaturace dvoušrobovice

PCR=replikace DNA in vitro



+ DNA polymeráza + dNTP

primer

primer

PCR=replikace DNA in vitro



PCR=replikace DNA in vitro



tepelná denaturace dvoušrobovice

PCR=replikace DNA in vitro



PCR=replikace DNA in vitro



atd…. (počet kopií úseku „mezi“ primery roste geometrickou řadou) 

PCR=replikace DNA in vitro



smíchá se DNA templát, primery
směs NTP, termostabilní DNA 
polymeráza a proces se automaticky 
cykluje

PCR=replikace DNA in vitro



¾pomocí této techniky lze připravit mnoho kopií přesně
definovaných úseků DNA získané z biologického materiálu a ty pak 
použít pro analýzu

¾genetická diagnostika, usvědčování pachatelů, otců a nemravných 
prezidentů, Jurský park…

¾detekce genové exprese: kombinace PCR s reverzní transkripcí
mRNA

PCR=replikace DNA in vitro



analýza exprese genanalýza exprese genůů

mRNA

protein

transkripce
&sestřih

translace

P
C

R (gen je přítomen)

(gen je aktivní)

reverzní
traskripce

cDNA

P
C

R



Detekce PCR produktu pomocí hybridizace na tištěných elektrodách

produkt PCR (neznačený)

elektroda

jednoduché
předčištění
pomocí kitu

denaturace 
(NaOH)

adsorpce na 
elektrodu 
(NaOH) hybridizace biotinylované sondy

navázání konjugátu streptavidin-fosfatáza, produkce 1-naftolu, elchem. měření

blokování povrchu elektrody (BSA)



carbon electrode

• adsorpce cílové DNA

• blokování povrchu (5 % BSA)

• hybridizace se sondou značenou biotinem

• produkce 1-naftolu

N

electrooxidation

• měření signálu
STV

ALP

• navázání konjugátu streptavidin-fosfatáza



Analýza exprese genAnalýza exprese genůů

zelená rostlina tabáku

tabákový kalus

0
0.2
0.4
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gen rbcL : účast ve fotosyntéze, exprimován jen v zelených částech rostlin 

RT PCR
(exprese)

„genomová“
PCR

negativní
kontroly

1   2   3   4 



Detekce mutacDetekce mutacíí a polymorfisma polymorfismůů



Mutace: Mutace: zmzměěna v na v nukleotidovnukleotidovéé sekvenci DNA sekvenci DNA 
(z(záámměěna na ppááruru bazbazíí za jiný, inzerce nebo za jiný, inzerce nebo delecedelece jednotlivých pjednotlivých páárrůů
bazbazíí čči deli delšíších ch úúseksekůů))

AGCCGATTAGCTTAGCTTAGT
TCGGCTAATCGAATCGAATCT

AGCCGATTAACTTAGCTTAGT
TCGGCTAATTGAATCGAATCT

AGCCGATTACTTAGCTTAGT
TCGGCTAATGAATCGAATCT

AGCCGATTAGCCTTAGCTTAGT
TCGGCTAATCGGAATCGAATCT

záměna párů GC za AT

delece páru GC

inzerce páru CG



Záměna jediného „písmene“ genetické abecedy v 
určitých místech genomu může mít závažné
zdravotní důsledky, pokud

•mutace zabrání správné expresi důležitého genu
•mutovaný gen kóduje nefunkční protein 
•mutovaný gen kóduje protein s pozměněnou funkcí

diagnostika na úrovni DNA



PoPošškozenkozeníí DNA, mutace, DNA, mutace, lléézeze, , „„mismatchemismatche“…“…??

�� mutace vznikajmutace vznikajíí v dv důůsledku posledku pošškozenkozeníí DNA, kterDNA, kteréé nebylo pnebylo přřed ed 
replikacreplikacíí (synt(syntéézou dcezou dceřřinných vlinných vlááken DNA) opraveno napken DNA) opraveno napřř..

AGCCGATTAACTTAGCTTAGT
TCGGCTAATUGAATCGAATCT

AGCCGATTAGCTTAGCTTAGT
TCGGCTAATCGAATCGAATCT

semikonzervativní replikace (bez reparace)

AGCCGATTAGCTTAGCTTAGT
TCGGCTAATCGAATCGAATCT

„wild type“ homoduplex

„wild type“ homoduplex mutovaný homoduplex

AGCCGATTAGCTTAGCTTAGT
TCGGCTAATUGAATCGAATCT

deaminace cytosinu

heteroduplex (obsahuje chybný pár 
bazí, „single base mismatch“) 



PoPošškozenkozeníí DNA, mutace, DNA, mutace, lléézeze, , „„mismatchemismatche“…“…??

�� mutacemutace vznikajvznikajíí v dv důůsledkusledku popošškozenkozeníí DNADNA, kter, kteréé
nebylo pnebylo přřed replikaced replikacíí opravenoopraveno, , eventevent. v d. v důůsledku sledku 
replikareplikaččnnííchch chybchyb

�� popošškozenkozeníím DNA jem DNA ješšttěě k k mutacimutaci nedochnedocháázzíí (obvykle je (obvykle je 
vvččas, tj. pas, tj. přřed replikaced replikacíí opraveno opraveno –– „„lléézeze““ a a „„mismatchemismatche““
jsou rozpoznjsou rozpoznáány reparany reparaččnníími systmi systéémy)my)

�� DNA s mutovanou DNA s mutovanou nukleotidovounukleotidovou sekvencsekvencíí nenneníí
„„popošškozenkozenáá““: v: vššechny pechny pááry ry bazbazíí jsou jsou „„v pov pořřáádkudku““ (ani (ani 
reparareparaččnníí systsystéémy je nerozpoznajmy je nerozpoznajíí), ale ), ale genetickgenetickáá
informace je pozminformace je pozměěnněěnana (jin(jinéé popořřadadíí nukleotidnukleotidůů))



Detekce bodových mutacDetekce bodových mutacíí

�� metody zalometody založženenéé na rozdna rozdíílnlnéé stabilitstabilitěě
homoduplexhomoduplexůů a a heteroduplexheteroduplexůů (chybn(chybnéé ppááry ry 
bazbazíí snisnižžujujíí teplotu teplotu „„ttáánní“í“ DNA)DNA)

�� metody zalometody založženenéé na sledovna sledováánníí specifických specifických 
vlastnostvlastnostíí mutovanmutovanéé DNA, resp. DNA, resp. heteroduplexheteroduplexůů
tvotvořřených ených wtwt a mutovaným vla mutovaným vlááknemknem



AGCCGATTAGCTTAGCTTAGT
TCGGCTAATCGAATCGAATCT

AGCCGATTAGCTTAGCTTAGT
TCGGCTAATTGAATCGAATCT

homoduplex
heteroduplex

25 °C
sonda

cílové vláknowt mut

wt wt

AGCCGATTAGCTTAGCTTAGT
TCGGCTAATCGAATCGAATCT

AGCCGATTAGCTTAGCTTAGT

50 °C

TCGGCTAATTGAATCGAATCT

heteroduplex není stabilní

hybridizační signál je pozorován
hybridizační signál není v ideálním případě pozorován 
(v reálné situaci je snížen: výtěžek hybridizace je 
oproti perfektnímu duplexu nižší, nebývá nulový)



vyuvyužžititíí „„elektrickelektrickéé vodivostivodivosti““ homoduplexhomoduplexůů DNA DNA 
(J. (J. BartonBarton etet alal.).)

ppřřenos elektronenos elektronůů skrz skrz dvoudvouššrouboviciroubovici DNA DNA 
(J. (J. BartonBarton etet alal))

citlivost k SNP: chybncitlivost k SNP: chybnéé ppááry ry bazbazíí brbráánníí
ppřřenosu elektronenosu elektronůů

G
A



Metody zaloMetody založženenéé na na „„primerprimer extensionextension““: : 
„„DNA DNA minisequencingminisequencing““

X

templát

primer

•značka je zavedena pouze v případě přítomnosti komplementární baze v 
sousedství primeru
•optická značka („APEX“), elektroaktivní značka, biotin-streptavidin-enzym
•jednopovrchově (Patolsky a Willner) nebo dvoupovrchově (MF a kol.)
•amplifikace v PCR cykleru

testovaný 
nukleotid

YTP + DNA-polymeráza

XY

komplementární nukleotid



protein MutSprotein MutS

T
G

T

G

+

a

b

c e
f

g

DB-STV MutS

HCl

CPE

(high salt,
heat)

T G T G

�� bbíílkovina rozpoznlkovina rozpoznáávajvajííccíí chybnchybnéé ppááry ry bazbazíí –– sousouččáást st reparreparččnnííchch
systsystéémmůů

�� DS technika: interakce DS technika: interakce heteroduplexheteroduplexůů DNA s DNA s mutSmutS na na 
magnetickmagnetickéém nosim nosičči, poti, potéé elektrochemickelektrochemickáá detekce proteinudetekce proteinu



Expanze Expanze trinukleotidovýchtrinukleotidových
opakovopakováánníí



TrinukleotidovTrinukleotidováá opakovopakováánníí

�� sekvence (CGG)sekvence (CGG)nn, (GAA), (GAA)nn, (CAG), (CAG)nn……....
�� znaznaččnněě rozrozšíšířřenenéé v genomuv genomu
�� „„mikrosatelitymikrosatelity““
�� nestabilita: tendence k prodlunestabilita: tendence k prodlužžovováánníí (expanzi)(expanzi)
�� momožžný mechanismus: ný mechanismus: 

replikace DNA



TrinukleotidovTrinukleotidováá opakovopakováánníí

�� sekvence (CGG)sekvence (CGG)nn, (GAA), (GAA)nn, (CAG), (CAG)nn……....
�� znaznaččnněě rozrozšíšířřenenáá v genomuv genomu
�� „„mikrosatelitymikrosatelity““
�� nestabilita: tendence k prodlunestabilita: tendence k prodlužžovováánníí (expanzi)(expanzi)
�� momožžný mechanismus: ný mechanismus: 

replikace DNA



DDěědidiččnnéé neurodegenerativnneurodegenerativníí choroby: choroby: 

�� souvislost s expanzsouvislost s expanzíí trinukleotidovýchtrinukleotidových opakovopakováánníí
�� myotonickmyotonickáá dystrofie (CAG)dystrofie (CAG)
�� syndrom fragilnsyndrom fragilníího chromozho chromozóómu X (CGG)mu X (CGG)
�� FriedreichovaFriedreichova ataxie (GAA)ataxie (GAA)

�� expanze z nexpanze z něěkolika deskolika desíítek do ntek do něěkolika stovek tripletkolika stovek tripletůů
�� v UTR: brv UTR: bráánníí transkripci ptranskripci přřííslusluššných genných genůů
�� v transkribovaných sekvencv transkribovaných sekvencíích: napch: napřř. (CAG). (CAG)nn je pje přřekleklááddáán n 

do do polyglutaminovýchpolyglutaminových úúseksekůů –– vznikvznikáá defektndefektníí proteinprotein



TRS okolní sekvence

PCR primer

DDěědidiččnnéé neurodegenerativnneurodegenerativníí choroby: choroby: 

�� diagnostika na diagnostika na úúrovni DNA: stanovenrovni DNA: stanoveníí ddéélky lky trinukleotidovtrinukleotidovéé
repeticerepetice

�� PCR amplifikace PCR amplifikace lokusulokusu obsahujobsahujííccíího ho trinukleotidovoutrinukleotidovou
repetici a nrepetici a nááslednslednéé stanovenstanoveníí ddéélky amplikonulky amplikonu



ElektrochemickElektrochemickéé stanovenstanoveníí ddéélky lky repetitivnrepetitivníí
sekvence v DNA sekvence v DNA 

(po(poččtu opakovtu opakováánníí zzáákladnkladníí jednotky)jednotky)



cílová DNA

•akumulace značky v důsledku opakování sekvence 
rozpoznávané signální sondou

vícenásobná hybridizace signální sondy

povrch H

značená signální sonda



povrch H

elektroda

•množství molekul signální sondy závisí délce repetitivní
sekvence
•signál roste s počtem opakování



počet opakovaných tripletů
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GAA•TTC (Friedreichova ataxie)



zzáávvěěremrem……
•většina zmíněných systémů velmi dobře pracuje laboratorních 
podmínkách a na úrovni modelových vzorků DNA (syntetické
oligonukleotidy)

•řada z nich byla úspešně aplikována i při  analýze „skutečných“
cílových DNA (úseků různých genů amplifikovaných pomocí
PCR), včetně aplikací v oblasti lékařské diagnostiky (detekce 
genomové DNA patogenních organismů, mutací v důležitých 
lidských genech, genové exprese na modeleových systémech apod.)

•některé metody (zejména ty, které jsou založené na využití
nanočástic nebo CNT jako značek pro DNA) dosahují extrémně
vysokých citlivostí (v řádu 1000 molekul cílové DNA)



budoucnostbudoucnost……

hlavnhlavníí ccííl:l:
•vývoj elektrochemických zařízení umožňujících citlivou, 
specifickou, rychlou a levnou detekci hybridizace DNA

výzvy:výzvy:
•spolehlivá analýza PCR-amplifikovaných cílových DNA
•možnost detekce neamplifikovaných cílových sekvencí
•spolehlivá detekce bodových mutací
•inkorporace elektrochemické detekce do zařízení typu „DNA 
arrays“, „chips“; lab-on-a-chip
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