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1 Uvod

Studium genetické informace mé v Iékaiské diagnostice zvlastni postaveni. Na rozdil od
vétSiny biochemickych vySetfeni, kterd odrazeji aktudlni déni v organizmu, vySetieni
genetického materialu pfinasi informace o neménnych charakteristikach jedince nebo i celych
rodin. Analyza genetického materidlu konkrétniho jedince tak obsahuje Casto citlivé osobni
udaje, se kterymi je nutné nakladat nalezitym zplisobem. Analyzu genetické informace
mizeme s ohledem na uvedené aspekty rozdélit do né€kolika skupin:

1. Analyza dédi¢né genetické informace, kterou lze provést z DNA izolované
Z libovolnych jadernych bun¢k organizmu (nejcastéji z leukocytii periferni krve ¢i
epitelovych bun€k pfi stéru z bukalni sliznice), o které plati vySe uvedené poznamky.
Analyza dédi¢né informace a interpretace vysledki téchto vySetfeni je doménou oboru
I1ékatské genetiky.

2. Analyza somatické genetické informace, ktera vznikda v dusledku zmén genomu
V konkrétnich tkanich v pribéhu zivota vySetfované osoby. Identifikace somatickych
zmén v genomu je dilezitym diagnostickym nastrojem charakterizace nadorovych
onemocnéni, ktery vyzaduje vySetfeni genetického materidlu v nadorovych buikach
odebranych z loziska tumoru.

Somatické alterace DNA lIze identifikovat i v cirkulujicich nadorovych bunkach (napf. pro
diagnostiku minimalni rezidualni choroby) ¢i v cirkulujici DNA uvolnéné z nadorovych
buné¢k do krevniho obéhu (cfDNA).

Analyza somatickych alteraci DNA (a pfipadnych epigenetickych modifikaci DNA) lezi,
z hlediska interpretace, na pfechodu od analyzy dédiénych zmén (které mohou byt
zachyceny jako ,,vedlejs$i nalez* pfi vySetfeni somatickych mutaci DNA) ke klasickym
biochemickym vySetfenim. Dominantnim oborem pro analyzy somatickych zmén
genetické a epigenetické informace nddorovych onemocnéni je patologie.

3. Analyza alogenni genetické informace, identifikuje a charakterizuje pfitomnost Sirokého
spektra cizorodé DNA v organizmu. Touto cizorodou DNA miiZe byt genetickd informace
patogend (napf. bakterii, vir, kvasinek, parazitli) zptsobujicich lidska onemocnéni.
Pomoci molekularné biologickych metod lze vSak charakterizovat i pfitomnost fetalni
cfDNA v cirkulaci matky. Specializovana molekularné biologicka vySetieni analyzujici
cizorodou DNA, jejichz vysledky lze interpretovat podobné jako klasickd biochemicka
vySetfeni, jsou provadéna fadou obori, veetné patologie, infektologie, hygieny, akutni,
forenzni ¢i reprodukéni mediciny.

Cilem bloku praktickych cviceni je demonstrace zikladnich molekularné biologickych
pristupi a technik. Jako modelovy problém nam bude slouZit analyza genetickych
variant genu DPYD ovliviiujicich ucinnost enzymu dihydropyrimidindehydrogenazy
(DPD) v degradaci fluoropyrimidini.

Fluoropyrimidiny (napt. 5-fluorouracil; 5-FU nebo kapecitabin) jsou jednim ze zakladnich
cytostatik v 1écbé nadorovych onemocnéni, vcetné kolorektalniho karcinomu. Kromé
standardnich terapeutickych rezimti se podavaji 1 v podobé adjuvantni (zajiStovaci) 1éCby
podavani u pacientli s vysokou Sanci na dlouhodobé ptezivani bez relapsu nddorového
onemocnéni. TtebaZze fluoropyrimidiny reprezentuji U¢inné a ekonomicky vyhodné
protinadorové 1€ky, jejich podéavani je spojeno s fadou zédvaznych a v piiblizné 1% ptipadl i
zivot ohrozujicich nezadoucich ucinki, které zahrnuji pifedevSim pokles hladiny krevnich
elementli (vCetné pancytopenie Zz Gtlumu kostni dien€) a defekty sliznicniho epitelu
(stomatitida/mukositida), které pii postizeni stievniho epitelu zptusobuje zavazné prujmy. U



ptiblizné 25% lécenych pacientii mohou byt tyto nezadouci ucinky natolik vyrazné, Ze je nutna
intenzivni a nakladna 1écba vcetné hospitalizace.

Mechanizmus protinddorového uc¢inku 5-FU spocivd ve vzniku fluorovanych analog
nukleotid (FAUMP, FUTP, FAUTP) zptsobujicich pifimo poruchy syntézy DNA a RNA a
pfedevsim inhibujicich tymidylatsyntazu, pro kterou je uracil (resp. dUMP) substratem pro
vznik tyminu (resp. dTMP).

Za hlavni pFi€inu vzniku zavazné toxicity po podani fluoropyrimidinii se povazuji vrozené
mutace postihujici geny kodujici katabolické enzymy degradace 5-fluorouracylu (5-FU).
Klicovym enzymem katabolismu 5-FU je tivodni redukce 5-FU na DHFU katalyzovana
dihydropyrimidindehydrogenazou (DPD; EC 1.3.1.2; Obr. 1). DPD zajistuje v naSem
organizmu za normdlnich podminek degradaci uracilu a tyminu. Tento enzym je kdédovan
genem DPYD.

Obr. 1. Degrada¢ni draha 5-FU.
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Nosi¢i variant jedné alely DPYD [napt. ¢.1905+1G>A (IVS14+1G>A)], které snizuji
katalytickou uc¢innost DPD, maji za normalnich okolnosti zcela dostatecnou schopnost
degradace ptirozené se vyskytujicich pyrimidind. Snizena katalyticka schopnost enzymu se
projevi teprve pfi vysoké nalozi pyrimidind, jako je tomu pii 1écbeé 5-FU. U nosict mutaci po
podani 5-FU dochazi v disledku snizené degradace ke zvySeni systémové koncentrace 5-FU.
Prodlouzeni expozice zvySenym davkam fluoropyrimidint pfesahujicim limit pro vznik
toxické reakce zpusobuje poruchy riistu bun¢k mitoticky vysoce aktivnich tkéani, které se
projevi v podobé vzniku nezadoucich ucinka 1é¢by.

Gen pro DPYD ma velikost ptes 800 kbp (843 317 bp; sekvence
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=DPYD) a u c¢lovéka je lokalizovan na 1.
chromozomu (1p21.3; http://omim.org/entry/612779).

V praktickém cvi¢eni provedeme vysetfeni tii oblasti genu DPYD, které obsahuji znamé
varianty vedouci k syntéze enzymovych izoforem zpiisobujicich snizeni katalytické i¢innosti
DPD. Vysledky genetickych analyz zhodnotime. VySetfeni provedeme na vzorku DNA
izolovaném z vlastnich bun¢k bukalni sliznice. Pro analyzu zaroven pouzijeme vzorky od
pacientl, ktefi byli léceni fluoropyrimidiny, a ktefi vyvinuli zdvazné nezadouci Uc€inky
Vv pritbéhu této terapie.

Na kazdé praktikum si pFineste:
e Tento vytistény navod
e Popisovaci nesmazatelny tenky fix
e Jednorazové rukavice


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=DPYD
http://omim.org/entry/612779

2 lzolace DNA ze stéru z bukalni sliznice

2.1 TEORIE

Zakladnim krokem molekularné-biologickych analyz, které zkoumaji geneticky material, je
izolace DNA nebo RNA. Izolaci genomové DNA lze provést z libovolného materidlu
obsahujiciho jaderné bunky (krev, tkan, mocovy sediment) ¢i jejich fragmenty, nebo ze vzorka
obsahujici volnou DNA (napft. sérum). Nejcastéji je genomova DNA izolovana z periferni
nesrazlivé krve, kde se nachazi v leukocytech. Neinvazivnim zdrojem jadernych bunék pro
izolaci genomové DNA je stér z bukdlni sliznice.

Izolace DNA z epitelovych bunék bukalni sliznice vyzaduje nejprve rozruseni mezibunééné
hmoty tkané za uvolnéni jednotlivych bungk (pomoci proteinazy K). Tento krok neni nutny
pii izolaci DNA z disperznich tkani (krve nebo kostni diené) nebo buné¢nych suspenzi.
Nasledné je tieba zpiistupnit DNA rozruSenim cytoplazmatické a jaderné membrany a uvolnit
DNA z nukleoproteinovych komplext (vysraZenim proteinil). Uvolnénd DNA se nasledné
z vodného roztoku vysrazi (precipituje) pomoci piidavku isopropanolu nebo etanolu. Precipitat
DNA se po ocisténi od kontaminujicich latek (nepolarnim rozpoustédlem) a opatrném osusenti
rozpusti v redestilované vod¢€. Vznikly roztok rozpusténé DNA je nezbytné charakterizovat —
urcit koncentraci DNA a miru jeji fragmentace.

Pro izolaci genomové DNA pouzijeme modifikovany protokol Wizard Genomic DNA
Purification Kit firmy Promega; A1125; manual). Izolace probiha v nékolika krocich:

Rozruseni tkan¢ (proteinaza K), 1yza bunék a jader (Nuclei Lysis Solution)
Odstranéni proteint jejich vysrazenim (vysolenim pomoci soli)

Vysrazeni a odsoleni DNA izopropanolovou precipitaci

Rozpusténi DNA ve vodé.

el N =

Prace s genetickym materidlem klade vysoké ndroky na piesnost a Cistotu laboratornich
postuptl. Zakladem vétSiny analyz nukleovych kyselin je nasledna amplifikace cilového useku
DNA. Amplifikace znamen4 zmnoZeni zvolené cilové sekvence v fadech 10° — 10’. Z tohoto
diivodu je nezbytné zachovévat piisné sterilni podminky (prace v rukavicich, sterilni roztoky,
sterilni zkumavky, S$picky), aby analyzovany geneticky materidl nebyl kontaminovéan
cizorodou DNA (napf. jinym vzorkem), nebo DNA z "vnégj$iho prostiedi".

! Proteinaza K je serinova endopeptidaza §tépici peptidové vazby i v molekule keratinovych filament
epitelovych bungk.


https://www.promega.com/-/media/files/resources/protocols/technical-manuals/0/wizard-genomic-dna-purification-kit-protocol.pdf

2.2 PRACOVNI POSTUP
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Zapiste si do protokolu ¢islo vaSich vzorku pridélené vasim asistentem:

Oznacte 2 ml zkumavku piidélenym ¢islem a napipetujte do ni:

1. 300 ul PBS,

2. 300 pl Nuclei Lysis Solution,

3. 15 ul Proteinazy K.

Vzorky bukalni sliznice ziskejte stérem bunék bukalni sliznice krouzivym
pohybem (cca 1 min) pomoci specialni stérky. POZOR: Pred odbérem si
vyplachnéte usta vodou. Doporucena doba mezi odbérem a poslednim prijmem
potravy je nejméné 10 min.

Stérku vloZte do zkumavky piipravené v bodé 1 a odlomte rukojet’.

Zkumavku uzaviete a protiepejte na vortexu (20 s) a inkubujte v suchém bloku
30 min pii 55°C.

Centrifugujte 1 min p¥i 13 000 ot./min (maximalni rychlost). POZOR: Zkumavky
pii vSech centrifugacich uspotadejte tak, aby zobacek vicka smétoval ke stredu
centrifugy.

Cely supernatant pteneste pipetou do nové 1,5 ml zkumavky oznacené vasSim
¢islem. Zkumavku se zbytkem stérky vyhod'te.

K supernatantu pripipetujte 200 pl Protein Precipitation Solution a ihned
vortexujte po dobu 20 s. POZN.: Roztok by mél byt mlécné zakaleny.

Centrifugujte 4 min p¥i 13 000 ot./min (maximalni rychlost). POZOR: Zkumavky
pii vSech centrifugacich uspotadejte tak, aby zobacek vicka smétoval ke stiedu
centrifugy.

Na dn¢ zkumavky je usazena peleta proteini. Opatrné odsajte pipetou nastavenou
na 700 pl supernatant obsahujici DNA do ¢isté 1,5 ml zkumavky oznacené vasim
¢islem. Peletu srazenin proteint i se zkumavkou vyhod'te.

K supernatantu pridejte 800 ul isopropanolu a uzavienou zkumavku opatrné
obracejte, dokud neuvidite formujici se srazeninu DNA. POZOR: Srazenina DNA bude
(Spatne) viditelnad jako miniaturni viakno nebo viocky.

Centrifugujte 4 min maximalni rychlosti. POZOR: Zkumavky pii vSech
centrifugacich uspotadejte tak, aby zobacek vicka smétoval ke stiedu centrifugy.
Na sténé zkumavky je (Spatn¢) viditelna peleta DNA. Supernatant opatrné slijte
(nepipetujte!) do odpadni kadinky tak, abyste nevylili peletu a osuste usti
zkumavky na filtra¢nim papiru.

K peleté pripipetujte 300 nl 70% etanolu. Uzavienou zkumavku nékolikrat
jemné prevrat'te pro omyti pelety.

Centrifugujte 2 min maximalni rychlosti. POZOR: Zkumavky pfi vSech
centrifugacich uspotadejte tak, aby zobacek vicka smétoval ke stfedu centrifugy.
Supernatant opatrné slijte do odpadni kadinky. OsuSte opatrné vnitfek
zkumavky filtratnim papirem srolovanym pomoci pinzety do rulicky tak, abyste
se nedotkli pelety DNA.

Otevienou zkumavku nechte stat na stole, dokud se neodpafi zbytky etanolu (cca
10 minut). POZOR: DNA nesmi preschnout, jinak bude Spatné rozpustna.

K peleté¢ DNA pfipipetujte 50 pl rehydrata¢niho roztoku. Zkumavku uzaviete a
jemné zvortexujte, nechte rozpoustét v suchém bloku pii 50°C. Izolovana DNA se
uchovava pii 4°C pro dalsi analyzy.



3 Elektroforéza a kvantifikace DNA

3.1 TEORIE

Pro dalsi analyzy je nutné urcit koncentraci izolované nukleové kyseliny, ovéfit jeji Cistotu
a kvalitu - integritu (neporusenost).

Koncentrace nukleovych kyselin se urcuje spektrofotometricky. Nukleové kyseliny
absorbuji v disledku pritomnosti dusikatych bazi v ultrafialové oblasti spektra s absorpénim
maximem pii 260 nm (Obr. 2).
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Pro urceni koncentrace izolované DNA vychazime z toho, Ze pfi méfeni v 1 cm kyveté
je jednotkova opticka denzita (1 OD) ekvivalentni roztoku dvoufetézcové DNA o koncentraci
50 ug/ml, tedy 1 OD260nm dsDNA = 50 pg/ml.

Pro urceni Cistoty DNA je kritickym faktorem kontaminace proteiny. Proteiny dosahuji
absorp¢nich maxim pii 280 nm (Obr. 2), proto provadime pii stanoveni koncentrace
nukleovych kyselin 1 vyhodnoceni poméru OD260 nm/280 nm. Tento pomér by u Cistého roztoku
DNA mél dosahovat hodnot kolem 1,8.

K ovéreni integrity nukleové Kkyseliny slouzi gelova elektroforéza — separace
fragmentii DNA podle jejich délky ve stejnosmérném elektrickém poli na gelové matrici
(agar6zovy nebo polyakrylamidovy gel). Vybér gelové matrice zaleZi na délce analyzované
nukleové kyseliny. V praktiku budeme provadét vyhradné agardézovou elektroforézu, ktera je
schopna separovat DNA fragmenty od 10 bp do 20 kbp. Rychlost migrace DNA ve
stejnosmérném elektrickém poli (~7 V/em délky gelu) je nepfimo imérna délce fragmentt
DNA (ij. kratsi putuji rychleji).

DNA nanésena na elektroforézu musi byt nejprve smichana se vzorkovym pufrem,
ktery slouZi pro zvyseni hustoty vzorku, aby roztok analyzované DNA klesal vlivem zvySené
hustoty na dno jamky. Pfidané barvy (bromfenolova modrf a ) umoznuji vizualni
kontrolu pribéhu elektroforézy (putuji spoleéné s DNA k anod¢). Bromfenolova modi migruje
Vv 1% agarozovém gelu (v 1x TBE pufru) s dsDNA o velikosti ~300 bp, xylencyanol s dsSDNA
o velikosti ~4 kb.

Urceni velikosti fragmenti analyzované DNA se provadi porovnanim s velikostnim
standardem DNA obsahujicim fragmenty o znamé délce (Obr. 3).


http://www.biotek.com/resources/articles/micro-volume-purity-assessment-nucleid-acids.html
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Pro vizualizaci dvoufetézcovych nukleovych kyselin se uziva ethidiumbromid -
interkalacni ¢inidlo, které se vmezefuje mezi plandrné orientované baze DNA/RNA spojené
vodikovymi mustky (Obr. 4). Po prosvétleni gelu UV svétlem emituje ethidiumbromid
viditelné jasn€ oranzové svétlo v mistech jeho vysoké koncentrace, tedy v mistech, kde se
nachazi DNA.
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Obr. 4. Molekula ethidiumbromidu (eb) se interkaluje mezi baze DNA (vpravo).
http://what-when-how.com/molecular-biology/ethidium-bromide-molecular-biology/ .

Pro vizualizaci DNA (nebo i RNA) lze misto mutagenniho ethidiumbromidu pouzit
netoxického fluorescen¢niho barviva GelRed, jak provedeme v uloze.


http://what-when-how.com/molecular-biology/ethidium-bromide-molecular-biology/
https://www.google.cz/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjIg9CVlejhAhUFU1AKHZAdCTgQjRx6BAgBEAU&url=https://eshop.biogen.cz/generuler-ultra-low-range-dna-ladder&psig=AOvVaw3FwBHQ4sLeR5Wlm-P0wGpA&ust=1556175911292672

3.2 PRACOVNI POSTUP

3.2.1 Spektrofotometrické stanoveni koncentrace DNA

Kvantifikaci izolované DNA provedeme pomoci UV/VIS spektrofotometru NanoDrop 1000
(Thermo Scientific), ktery umoznuje kvantifikovat vzorky v mikro objemu 1 pl.

1. Zvednéte ,,vzorkové rameno* pfistroje a pipetou (0-2 pl) naneste na dolni mérici plosSku
1 pl vzorku DNA (viz Obr. 5):

Obr. 5. Nanaseni vzorku DNA na spektrofotometr NanoDrop 1000

| Vzorkové rameno

~ |

[k\

2. Priklopte vzorkové rameno, kliknéte na , MEASURE* a na obrazovce pocitace odectéte
koncentraci vzorku DNA a pomér jeji Cistoty 260/280 nm.

Pred dal$im méfenim obé méfici plosky ocistéte Ctvereckem buniciny.

Parametry vami izolované DNA zapiSte do tabulky:

hw

vzorek ¢. OD260 nm OD2s0 nm ng/ul OD260 nm/280 nm

5. Naied’te DNA na koncentraci 50 ng/pl. Dopocitejte fedéni:

Vase DNA (objem) ul
Rehydratacni roztok (piidany objem) ul

3.2.2 Kontrola integrity DNA elektroforézou v agarozovém gelu
Reagencie:

e LD — vzorkovy pufr (0,25% bromfenolova modf, 0,25% xylencyanol, 30%
glycerol)

e TBE pufr (Tris-kyselina borita 0,04 mol/l, EDTA 0,001 mol/l)

e 1,0% agardzovy gel v IXTBE obsahujici GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium)

Vzorek smichany s vzorkovym pufrem se nanasi do jamek v agar6zovém gelu umisténého v
elektroforetické vané obsahujici 1 x TBE pufr.

1. Oznacte sterilni 0,2 ml mikro zkumavku na vicko ¢islem vasi DNA: (¢islo).

2. Do oznacené zkumavky napipetujte 2 ul modrého vzorkového pufru (LD) a 3 pl vasi
DNA.

3. Promichejte na vortexu a kratce zcentrifugujte pii 13 000 ot/min.

4. Naneste cely objem vzorku (5 pl) na dno jamky v agarozovem gelu umisténém v
elektroforetické van¢ s 1 x TBE pufrem. NENANASEJTE VZOREK DO 1. JAMKY
VLEVO.


https://biotium.com/technology/gelred-gelgreen-nucleic-acid-gel-stains/

o

Zaznamenejte si pozici jamKy s vasim vzorkem DNA:

(pozice zleva): , fada (shora): .

Ptipojte elektroforetickou vanu na zdroj el. proudu (80 - 100 V).

Elektroforézu ukonéete pii vyputovani bromfenolové modii z gelu.

Vyjméte gel a zkontrolujte jej pod UV svétlem (na transluminatoru ve fotokomote).
Snimek z elektroforézy vasi DNA (vyvéseny na MS Teams piislusné studijni skupiny)
vytisknéte a vlepte do protokolu:

©oN>

Elektroforéza DNA. Datum

10. Na snimku Sipkou oznacte vas vzorek, vyznacte velikosti fragmenti velikostniho
standardu (v bp; dle Obr. 3A).

11. Strucné zapiste vysledek z vasiizolace DNA (metoda, vytézek, Cistota, integrita,
velikost):
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4 PCR amplifikace vybranych useka genu DPYD

41 TEORIE

Polymerazova retézova reakce (PCR) je enzymova syntéza DNA slouzZici k namnoZeni
(amplifikaci) vybraného useku DNA in vitro. V souc¢asnosti je PCR zcela rutinni a patrné
nejrozsitenéjsi molekularné biologickou technikou, jejimz primérnim tkolem je namnoZzeni
definovaného useku DNA pro jeho dalsi analyzu.

Cilovy tusek amplifikované DNA (obvykle dsDNA) je vymezen dvojici oligonukleotid
(primeri), které po teplotni denaturaci DNA nasedaji (hybridizuji, annealing) na
komplementarni vldkna templiatu DNA. Primery jsou uméle pfipravené (na zakazku
syntetizovan¢) ssDNA oligonukleotidy komplementarni k cilovému useku DNA. Délka
primerti je 18 — 30 b (logickou podminkou pro jejich syntézu je znalost sekvence studovaného
useku DNA). Primery vyznacuji mista pro nasednuti termostabilni DNA-dependentni-DNA
polymerazy, ktera od 3’ konce primeru syntetizuje (polymerizuje) komplementarni vlakno
DNA. Polymerace probiha ve sméru 5°—3’ ptipojovanim nukleotidi (jako pii replikaci in
vivo). Substratem DNA polymerazy jsou deoxynukleotidtrifosfaty (dNTPs; Obr. 6),
inkorporované do prodluzujiciho se nukleotidu.

Obr. 6. Schéma PCR. Nezbytnymi

T X7t AT T T<rr " ) g ; -

Tr T T %{‘ 7 T .‘T 1 1  soudastmi PCR je templatovda DNA,
TVArr < T TTTTIT : » ) ¢ 4
" n u}“ 1“_r\,\,‘s . primery ( orwar g revers),
r T » il A by T termostabilni  polymerdza  (Pol),
N Denaturace§ primery 44y dNTPS. Kromé& toho PCR obsahuje Mg?*
LLLL sililly ionty (kofaktor Pol) a pufr udrzujici optimalni
%7 T T dNTPs 3 oH

T T T T T PCR zatind denaturaci dsDN,A. N(il
I ‘Tr re lllll m rozvolnénou ssDNA nasledné
T«;r; T MT 7 [ Hybridizace primerd (@* hybridizuji primery, které slouZi pro
r ‘rr I . TTTTTTs & nasednuti termostabilni polymerazy,
— L — kterd zajistuje syntézu (polymeraci)

T I8 komplementarniho vldkna DNA.
T<rr« ; AHHIHHHHHHY <« Opakovéanim jednotlivych kroki
™7 ﬂrrf N T&TT‘TT” Polymerace ’T Tﬂ « PCR cyklu - denaturace, hybridizace

ATTITTTTTTITITITTITT primeru (anelace), . p(l)lymera'ce A
e S R dochazi k exponencialni amplifikaci

[RENEE
cileného useku DNA.

Zavedeni PCR umoznil objev termostabilni DNA-polymerazy, Tag DNA-polymerazy, izolované z termofilni
bakterie Thermus aquaticus. Rychlost polymerace Taq polymerazy je 2 - 4 kbp/min.

Namnozeni (amplifikace) cilovych tseki DNA vymezenych primery je dosazeno
mnohonasobnym opakovanim cykli PCR. Jelikoz produkty kazdého cyklu PCR slouzi
zéaroven jako templaty pro nasledujici cykly, nartsta opakovanim pocet kopii amplifikované
oblasti exponencialné (2"). PCR cyklus tvofi tfi tiseky S riznymi inkubaénimi teplotami:

1. tepelna denaturace cilové dSDNA (rozvolnéni dsDNA na ssDNA pii 95°C)
2. hybridizace primert (annealing) s ssDNA (pii 50°C — 72°C)
3. polymerace pomoci termostabilni DNA-polymerazy (pii 72°C).

Automatické opakovani jednotlivych cyklii umoznuji PCR-termocykléry. Délka useki
amplifikovanych pomoci PCR ¢ini n¢kolik desitek bazi az 10 kb.

11



V praktickych cvi¢enich provedeme PCR amplifikaci tFi useku (fragmenti) genu DPYD,
ve kterych se vyskytuji varianty, o nichZ je znamo, Ze zpusobuji vznik izoforem proteinu DPD,
se zménénou (snizenou) katalytickou u¢innost DPD.
Jedna se useky zahrnujici (viz sekvence DPYD strana 13):

intron 10 (i10) s variantou ¢.1129-5923 C>G/hapB3 (pozice v genu 341167)

exon 13 (E13) s variantou ¢.1679T>G (pozice v genu 405273)

exon 14 (E14) obsahujici variantu ¢.1905+1G>A (pozice v genu 471002)

Pro amplifikaci pouZzijeme nasledujici primery:
Amplifikace i10:

110f: 5>-CACTCAGCATCAGCCACATATC-3’

110r: 5>-TGAGGGACAACTGGTTTATCAAGC-3’

Amplifikace E13:
E13f: 5’-AGATGTAATATGAAACCAAGTATTGG-3’
E13r: 5-TTAATGTGTAATGATAGGTCTTGTC-3’

Amplifikace E14:
El4f: 5°>-CTGCAAAAATGTGAGAAGGGACC-3’
El4r: 5>-TCACCAACTTATGCCAATTCTCTTG-3

Na nésledujici stran¢ je vyznacena cast genomové DNA kddujici vybrané useky DPYD (cely
gen (s translaci), v piivodni podobé na NCBI/Gene). Nukleotidova sekvence je znazornéna
éerné (Cisla oznacuji nukleotidy v genu DPYD), proteinova sekvence mod#e (Cisla oznacuji
aminokyseliny v proteinu DPD).

V sekvenci na strané 13 najdéte a vyznacte:

1. PCR primery (forward i reverse) pro amplifikaci jednotlivych fragmentt
2. Zapiste hranice amplikoni (amplifikovanych usekil) a vypocitejte jejich

predpokladané délky:

110 ( - ) tj. bp
E13 ( - ) tj. bp
E14 ( - ) ti. bp

Vyhledejte a vyznacte konsensni sestifihova mista.
Vyhledejte a vyznaéte variantni nukleotidy, kde se nachazeji hledané varianty
DPYD.

How

12


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/?term=DPYD

LOCUS
DEFINITI

NC_ 000001 843317 bp DNA linear CON 06-JUN-2016
ON Homo sapiens chromosome 1, GRCh38.p7 Primary Assembly.

ACCESSION NC 000001 REGION: complement (97077743..97921059) GPC 000001293

VERSION
DBLINK

KEYWORDS
SOURCE

341041

341101

341161

341221

341281

NC 000001.11

BioProject: PRJINA168
Assembly: GCF 000001405.33
RefSeq.

Homo sapiens (human)

aatcatcgcattacataaagttaatcattaaaatgatgatcattattgcaagtttatagce

atgctatttttatttcactcagcatcagccacatatctttcctgaatatggaggtgaaaa

tcaaagctgagaattttttttaactttcccactactgtgtaaaaagaaagtgacaacctg

atttgtcaaatgtaaaaaatggacccttatagctgcttactactttattggtggagacta

ggaaaagagaggttggcatgtttgcttgataaaccagttgtccctcataaagacatgcetce

ilo

509
405061

510
405121

530
405181

550
405241

570
405301

405361

405421

S
atattatatggacaatttagatgtaatatgaaaccaagtattggtttgtattttgcagTC

Yy 66 A S VS A K P E L P L F Y T P I D
ACAATATGGAGCTTCCGTTTCTGCCAAGCCTGAACTACCCCTCTTTTACACTCCTATTGA

L vpI s VvV EMA G L K F I N P F G L A
TCTGGTGGACATTAGTGTAGAAATGGCCGGATTGAAGTTTATAAATCCTTTTGGTCTTGC

s A T p A T s T s M I R R A F E A G W G
TAGCGCAACTCCAGCCACCAGCACATCAATGATTCGAAGAGCTTTTGAAGCTGGATGGGG

F A L T K T F S L D K
TTTTGCCCTCACCAAAACTTTCTCTCTTGATAAGgtaagaaaatattattgaagtcatat

agaaatgtctatcatatattttaattaaggtataaacattataatggattttttttacta

agaaatactacttattaaactatttgacaagacctatcattacacattaatctttagttt

E13

470701
470761

581
470821

596
470881

616
470941

636
471001

aatgtatattaaaaattcctctgcaaaaatgtgagaagggacctcataaaatattgtcat
atggaaatgagcagataataaagattatagcttttctttgtcaaaaggagactcaatatc

p 1 v T N V S P R I I R G T T
tttactctttcatcagGACATTGTGACAAATGTTTCCCCCAGAATCATCCGGGGAACCAC

s G p MY G P G Q S S F L N I E L I S E
CTCTGGCCCCATGTATGGCCCTGGACAAAGCTCCTTTCTGAATATTGAGCTCATCAGTGA

K T A A Y W C @ s v T E L K A D F P D N
GAAAACGGCTGCATATTGGTGTCAAAGTGTCACTGAACTAAAGGCTGACTTTCCAGACAA

Cgtaagtgtgatttaacatctaaaacaagagaattggcataagttggtgaatgtttattt

El4
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000001
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/PRJNA168
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF_000001405.33

4.2 PRACOVNI POSTUP

4.2.1 PCR amplifikace t# usekii genu DPYD

Reagencie:

1. Ptipravte t¥i sterilni 0,2 ml PCR mikro zkumavky.

- HOT FIREPol (Tag) DNA Polymerase
- 5x PCR buffer (s 12,5 mM MgCl.)
- 5x dNTPs (2,5 mM kazdého dNTP)

- EvaGreen dye, No ROX dye

2. Vi€ko oznaéte svym Cislem (#) a ¢islem piislusné PCR: #-i10 | #-E13 | #-E14.
3. Vypoctéte slozeni Vasi PCR reakce:

5X PCR mastermix (5x HOT FIREPol® EvaGreen® gqPCR Supermix; Solis
BioDyne):

PCR reakéni smés _i10 _E13 El4

5x PCR mastermix 2,4l 2,4l 2,4l
1,8 pmol primer Forward (1 uM) | i10f: ul E13f: ul E14f: ul
1,8 pmol primer Reverse (1 uM) | i10r: ul E13r: ul El4r: ul
50 ng DNA (50 pg/ml) 1ul ul ul
ddH20 ad 10 pl ul ul ul
konecny objem 12 ul 12 ul 12 ul

4. Do zkumavek napipetujte (pipeta 1-10 pl) reakéni smés

poradi:

1: ddH.0

2. primery (2 ks)
3. PCR mastermix,
4. 50 ng vasi DNA
Proved’te pro vSechny tfi useky genu DPYD.
5. Reakéni smés zvortexujte a kratce zcentrifugujte.
6. Zkumavku vlozte do bloku cykléru GeneAmp PCR System 2700 a aktivujte program
“DPYD_PCR” (Obr. 7)

dle tabulky v nasledujicim

Obr. 7. Schéma protokolu PCR cykléru GeneAmp PCR System 2700.

Uvodni

terminalni
denaturace denaturace annealing  elongace  elongace
- > - > - L > - >

1HId § 3Tmp

95.0 | 95.0
15:001 0:20

35 Cycles

2 Holds

0:20

10:00
20.0

[ store ]

(4]
| Print || More || Cancel |
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https://www.sbd.ee/EN/products/realtime_pcr_mixes/evagreen_qpcr_supermix
https://www.sbd.ee/EN/products/realtime_pcr_mixes/evagreen_qpcr_supermix

4.2.2 Elektroforéza PCR produktii
Reagencie:

e vzorkovy pufr (0,25% bromfenolova modf, 0,25% xylencyanol, 30% glycerol)

e TBE pufr (Tris-kyselina borita 0,04 mol/l, EDTA 0,001 mol/l)

o 1,5% agar6zovy gel v IXTBE obsahujici GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium)
e ddH20

Pracovni postup:

1.

©ooNo

Oznacte tii sterilni 0,2 ml mikro zkumavky na vicko svym ¢islem (#) a Cislem piislusné
PCR: #-i10 | #-E13| #-E14.

Do zkumavky napipetujte 2 pul modrého vzorkového pufru a 4 ul vaseho PCR
produktu.

Zvortexujte a kratce zcentrifugujte.

Naneste cely objem vzorku (6 pl) na dno jamky v agaréozovém gelu umisténém ve vané
s 1 x TBE pufrem. NENANASEJTE VZOREK DO 1. JAMKY VLEVO.

Zaznamenejte si pozice jamek (doplnte ¢islo vasi DNA).

-i10 (pozice zleva): , fada (shora)
-E13 (pozice zleva): , fada (shora)
-E14 (pozice zleva): , fada (shora)

Ptipojte elektroforetickou vanu na zdroj el. proudu (80 - 100 V).

Elektroforézu ukoncete pii vyputovani bromfenolové modii z gelu.

Vyjméte gel a zkontrolujte jej pod UV svétlem (na transluminatoru ve fotokomote).
Snimek z elektroforézy vasich PCR (vyvéseny na MS Teams piislusné studijni skupiny)
vytisknéte a vlepte do protokolu:

Elektroforéza PCR. Datum

15


https://biotium.com/technology/gelred-gelgreen-nucleic-acid-gel-stains/

10. Na snimku disly oznacte vaSe vzorky, vyznalte velikosti fragmentu velikostniho
standardu (v bp; dle obr. 3A).
11. Stru¢né zapiste vysledek z vasich jednotlivych PCR (metoda, velikost fragmentu):
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5 Restrikéni analyza PCR produkti genu DPYD —intron 10, exon 14

5.1 TEORIE

Pro naslednou detekci znamych variant pouzijeme restrikéni analyzu, tj. rozstépeni PCR
fragmentu restrikéni endonukleazou. Restrikéni endonukleazy jsou bakterialni
endonukleazy slouzici v bakteridlnich bunikach k ochrané pted virovou (bakteriofagovou)
infekci, které maji schopnost rozpoznat konkrétni sekvenci DNA Vv tzv. rekogni¢nim misté
a tuto DNA nasledné $tépit. Rekogni¢ni mista maji Casto charakter genetickych palindromi.
Restrikéni enzymy $tépi oba fetézce DNA v misté fosfodiesterové vazby polynukleotidu.
Protoze restrikéni analyza je volena tak, aby restrikéni reakce zasahovala misto polymorfni
sekvence, zména této sekvence vede k vytvoreni nebo naopak k zaniku restrikéniho mista.
Produkty restrikéni reakce budou nasledné separovany na agarézovém (piipadné
polyakrylamidovém) gelu.

Restrikci provedeme analyzu ptitomnosti DPYD variant v intronu 10 (c.1129-5923C>G; a
exonu 14 (c.1905+1G>A).

K restrikci PCR fragmentu i10 pouZijeme restrikéni enzym Alul:
Restrikaza Alul rozpoznava sekvenci (misto §tépeni fetézce DNA je oznaceno |):
5"...A G|C T...3'
3"... T C|G A...5'

K restrikci PCR fragmentu E14 pouZzijeme restrikéni enzym HpyCH41V
Restrikaza HpyCH41V rozpoznava sekvenci (misto Stépeni fetézce DNA je oznaceno |):
5'...A|C G T...3'
37... T G C|A...b5’

V sekvenci DPYD (na stran¢ 13) najdéte a vyznacte misto(a) $tépeni PCR produktu enzymem
Alul resp. HpyCH4IV.

Vypoctéte délky produkti Stépeni v ptipadé, Ze se bude jednat o sekvence homozygotnich
nosict wt sekvence (€.1129-5923C resp. ¢.1905+1G) a heterozygotnich nosi¢ti mutantnich
variant (€.1129-5923G resp. €.1905+1A). Ocekavané fragmenty PCR po restrikénim $tépeni a
bez restrikce (RE) zakreslete do schématu elektroforézy a oznaéte délkou (v bp):

PCRi10 PCR E14
Bez | ----Po restrikci----| Bez | ----Po restrikci----|
RE WT MUT MUT RE WT MUT MUT

homo het homo het
400 bp- 400 bp-
300 bp- 300 bp-
200 bp- 200 bp-
100 bp- 100 bp-
50 bp- 50 bp-

17



52 PRACOVNI POSTUP
Reagencie:

ok w

N

ONo O

o 2X restrikéni smés Alul (R0137S; NEB):
- 0,2 ul Alul (10 U/ul)
- 1,0 pl 10X CutSmart® Buffer (1X: 50 mM octan draselny, 20 mM Tris
Acetat, 10 mM octan hotecnaty, 100 pg/ml BSA, pH 7.9 @ 25°C)
- 3,8 ul ddH.0
e 2X restrikéni smés HpyCH41V (R0619S; NEB):
- 0,05 ul HpyCHA4IV (10 U/ul)
- 1,0 ul 10X CutSmart® Buffer (viz vyse)
- 3,95 ul ddH20

5.2.1 Priprava a inkubace restrikcni reakce
Oznacte dve sterilni 0,2 ml mikro zkumavky na vic¢ko svym ¢islem (#) a ¢islem ptislusné
PCR: #-i10R | #-E14R.
Do zkumavek napipetujte 5 ul PRISLUSNE restrikéni smési:
K restrikci PCR fragmentu i10 pouZijeme restrik¢éni enzym Alul
K restrikci PCR fragmentu E14 pouzijeme restrikéni enzym HpyCH41V
Piidejte 5 ul svého SPRAVNEHO PCR produktu.
Zvortexujte a kratce centrifugujte.
Umistéte zkumavku do bloku cykléru GeneAmp PCR System 2700
Aktivujte program “restrikce” (Inkubace pii 37°C pfies noc).

5.2.2 Elektroforéza restrikénich produktii PCR
Reagencie:

e vzorkovy pufr (0,25% bromfenolova modt, 0,25% xylencyanol, 30% glycerol)

e TBE pufr (Tris-kyselina borita 0,04 mol/l, EDTA 0,001 mol/l)

o 2,5% agar6zovy gel v IXTBE obsahujici GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium)
e ddH2O

Do kazdé zkumavky s restrikéni reakci pridejte 4 ul modrého vzorkového pufru.
Ob¢ zkumavky protiepejte na vortexu a kratce centrifugujte.

Naneste cely objem vzorkil (14 ul) na dno dvou sousednich jamek v agar6zovém gelu
umisténém ve vané s pufrem s1x TBE pufrem. NENANASEJTE VZOREK DO 1.
JAMKY VLEVO A POSLEDNICH DVOU JAMEK VPRAVO.

Zaznamenejte si pozice jamek (doplite ¢islo vasi DNA).

-i110R (pozice zleva): , fada (shora)

-E14R (pozice zleva): , fada (shora)

Ptipojte elektroforetickou vanu na zdroj el. proudu (80 - 100 V).

Elektroforézu ukoncete pii vyputovani bromfenolové modii z gelu.

Vyjméte gel a zkontrolujte jej pod UV svétlem (na transluminatoru ve fotokomote).
Snimek z elektroforézy restrik¢nich produktti vasich PCR (vyvéSeny na MS Teams
piislusné studijni skupiny) vytisknéte a vlepte do protokolu:

18


https://www.neb.com/products/r0137-alui
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Elektroforéza restrikce PCR produktu. Datum

9. Na snimku ¢isly oznacte vaSe vzorky, vyznaéte velikosti restrik¢nich fragmentu,

fragmenti bez restrikce (posledni dvé jamky v iadé) a velikostniho standardu (v bp;
dle obr. 3B).

10. Stru¢né zapiste vysledek z restrikce vasich PCR (vysledek restrikce, zachyt variant):
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6 Sekvenovani PCR produktu exonu 13 genu DPYD

6.1 TEORIE

Sekvenoviani DNA je metoda umoZiujici wurcdit potfadi jednotlivych nukleotidli
V polynukleotidovém fetézci DNA tedy primarni strukturu DNA. Pro analyzu jednotlivych
fragmentil DNA (amplifikovanych pomoci PCR) se pouziva tzv. Sangerovo sekvenovani.
Principem Sangerova sekvenovani je spojeni dvou metod: 1) sekvenacni reakce S pouzitim
znaCenych 2°, 3’-dideoxynukleotidtrifosfati (dJdNTPS; terminatori), jejichz inkorporace do
in vitro replikujiciho se fetézce zpusobuje pieruSeni replikace. 2) elektroforézy s vysokym
rozliSenim, ktera umoziuje velikostni separaci fetézcti SSDNA, které se li§i pouze o 1b.
Terminatory (ddNTPS) jsou v sekvenacni reakci piitomny v niz$i koncentraci nez dNTPs a
ndhodné se inkorporuji do syntetizovaného vldkna DNA. Po jejich zaclenéni do
syntetizovaného polynukleotidu je syntéza vlakna DNA pieruSena, protoze ddNTPs
postradaji 3’-OH skupinu nezbytnou pro vznik fosfodiesterové vazby (Obr. 8).

Obr. 8. Schéma sekvenaéni reakce

AT 7T AT IT 1 ve v L,

T rod <7'r Tt 7 T i T 1‘”7 pri Sangerové sekvenovani.
~ 5 ozeni sekvenacni reakce pripomina

TT%‘{TT‘# uu.lT 2 \ 7 SloZeni sekvenaCni reakee pfip
T<rimy &9_‘1111111 PCR (obr. 6). Odlisuje se piitomnosti
DNA FTTITTTT T  naturace f primer QLQ pouze jednoho primeru a pFitomnosti
- lululllilliiljluuu Ly, sllllly zna¢enych ddNTPs.
A7 TTdNTPs kNl £ ddNTPs ¥ Stejné jako PCR zac¢ini sekvenacni
e~ reakce denaturaci dsDNA. Na jedno
L STITTIITIITTITITIT T ITTTITT . . <
el | <7 plllll Lt z vlaken ssDNA nasledné
T_i‘ 7‘7‘T1\¥-|- <J T_\_T Hybridizace primeru hybridizuje sekvena¢ni primer,
T ?T‘TT U rl*_ 5 (<<<( ktery slouzi pro nasednuti DNA
T OLLLLII I Iy polymerazy, ktera zajistuje syntézu
7T komplementarniho vlakna. To se d&je
<+ r . , e
s T LTI do i€ doby, dokud neni do ferézce
™NTrry FTATS T > 7 polymerace /. % ¥ ndahodn¢ zafazen terminatorovy
. akovanim jednotlivyc

<7 TT TT ddNTP. Opakovanim jednotlivych

(s terminaci po zafazeni ddTTP*)

(MARNNARNNRRANRRRNRRRNRNANN N krokd sekvenacni reakce dochazi
— k linearni amplifikaci cileného useku
DNA.

Pro sekvenovani je nezbytné pouzit pouze jeden sekvenacni primer, ktery specificky naseda
na misto v templatové DNA. Ta musi mit dostatecnou koncentraci (miliardy kopii cilové
sekvence); proto sekvenovani vyzaduje pouziti amplifikované DNA (PCR produkt, plazmid
apod.; Obr. 9).

Pozn.:

Pred viastni sekvenacni reakci, primo vychdzejici z PCR, je tedy nezbytné odstranit zbyvajici
nezainkorporované PCR primery a dNTPs. Toho Ize docilit precipitaci PCR reakce (podobné jako tomu
bylo pri izolaci DNA, kdy kratké oligonukleotidy primeric a ANTPs jsou rozpustény v polarnim roztoku
alkoholit a oddéleny dekantaci od srazeniny DNA produktic PCR), nebo enzymaticky, jak to bude
provedeno V praktickém cviceni. Pri enzymatické degradaci vyuzZijeme inkubace PCR se smési
termolabilnich enzymii, obsahujicich: 1) DNA exonukledzu (Ex0), Stépici ssDNA (tedy primery, ale ne
dsDNA — PCR produkt) na dNMP a 2) alkalickou fosfatazu (shrimp alkaline phosphatase; SAP)
odstépujici 5 -fosfatové skupiny z ANTPS.
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DNA template Quantity Obr. 9. Doporu¢end mnozstvi
PCR&"‘;‘:};‘L DNA pro sekvenovani pomoci
T ;:fﬂ”ngg BigDye® Terminator v3.1 Cycle
= 500-1000 bp T Sequencing Kitu (ThermoFisher).
« 1000-2000 bp 10-40 ng Spocitejte, kolik cilové sekvence
« >2000 bp 20-50 ng o 300 bp obsahuje (v ng) vami
Single-stranded DNA 25-50ng vyizolované mnozstvi DNA:
Double-stranded DNA 150-300 ng
Cosmid, BAC 0.5-1.0 pg rorNy
Bacterial genomic DNA 2-3pg Celkovy Vytezek DNAing

Cilova sekvence 300 bp ng

Opakovanim jednotlivych krokti sekvena¢ni reakce dochazi pouze k linearni amplifikaci
cileného useku DNA. Vysledkem sekvena¢ni reakce je smés rizné dlouhych ssDNA
(lisicich se délkou 0 1 b), které v$ak v§echny kon¢i zna¢enym terminatorem (*; Obr. 10).
Z vysledné sekvenacni reakce je nutné purifikovat ¢istou DNA (zbavit sekvenaéni reakci
pfimési, jako jsou proteinové molekuly DNA polymerazy, nezainkorporované dNTPs a
ddNTPs, ionty). Po purifikaci je vysledny pelet DNA rozpustén ve formamidu a denaturovan.
V této podobé je vzorek pripraven k analyze na automatickém sekvenatoru. Sekvenacni
analyzator provede kapilarni elektroforézu, pii které putuji vzorky ssDNA zakoncené
barevnou fluorescencni znackou (fluoroforem) tenkou kapilarou, kterda ma sklenéné okénko
ozatované laserovym paprskem. Kazdy terminitor (ddGTP, ddATP, ddTTP a ddCTP)
obsahuje unikatni fluorofor, ktery emituje po ozafeni laserem svétlo o jiné vinové délce.
Emitované zafeni je zaznamenavano detektorem, ktery jej pfevadi na analogovy signal
sekvenacniho elektroforeogramu. Kiivka elektrofereogramu je softwarové upravena pro
vyhodnoceni sekvence sekvenované DNA (Obr. 10).

Obr. 10. Schéma kapilarni elektroforézy s detekci a analyzou sekvena¢nich fragmenti.
V sekvenacni kapilarni elektroforéze na sekvenatoru putuji tenkou kapilarou naplnénou
gelem podle velikosti jednotlivé fragmenty ssDNA zakoncené terminatorem (ddNTP), ktery
je znaceny fluoforem (*). V detekénim okénku kapilary jsou fragmenty ozatovany
laserovym paprskem. Detektorem zaznamenané zateni jednotlivych fluorofori je prevadéno
na zaznam sekvenacniho chromatogramu umoziujiciho rekonstrukei primarni sekvence
¢teného tseku DNA.

Sekvenacni

Templat DNA:  3'- GACTAGGGTCTAAACCTAGG-5
P TOTTTITRITRRITIIT T oeereeeen
LASER 5’- J.JJ.J.J.J_J_J_J;E'»’ _— A

1111111y c .
111111) c ¢
PI’OdUkty lll_LJ.J C E
sekvenaéni _ 11111 3 T X
reakce J.J.J.Jr* S A 5
11) = G ¢
1] 3 T £
* e <
5 i‘!3' 5 ! Cg”
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6.2 PRACOVNI POSTUP

V exonu 13 DPYD provedeme analyzu pfitomnosti varianty ¢.1679T>G (p. ;
doplite); viz sekvence strana 13) pomoci sekvenovani PCR produktu. Kromé této varianty se
v exonu 13 miize vyskytovat i nékolik dalSich variant. K provedeni sekvenac¢ni reakce pouzijte
vas PCR produkt -E13 z Gilohy 4.2.1.

Sekvenovani provedeme s reverznim primerem E13r.

6.2.1 Odstranéni nezainkorporovanych primerit a dNTPs 7 PCR produktu

Reagencie:

el N

e EXO0SAP-IT™ PCR Product Cleanup Reagent (ThermoFisher); obsahuje SAP a
Exo (nafedén 1:1 s vodou)

Oznacéte 0,2 ml mikro zkumavku na vi¢ko ¢islem svého PCR produktu:
Napipetujte do ni 1 pl EXoSAP-IT a pridejte 1 pl svého PCR produktu E13.

Zkumavku zvortexujte a kratce centrifugujte.

Zkumavku vlozte do bloku cykléru GeneAmp PCR System 2700 a aktivujte program —
“exosap” (15 min @ 37°C; 15 min @ 80°C).

6.2.2 Priprava sekvenacni reakce

Reagencie:

N

e Primer E13r (5 uM)
e BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher):
- 0,4 ul BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Mix (DNA Pol.
dNTPs; ddNTPs*; pufr)
- 1,0 ul 5X Sequencing Buffer
- 0,6 ul ddH20

. Do 0,2 ml mikro zkumavku s pie¢isténym PCR produktem napipetujte 2 pl Sekvenacniho

Master Mixu (BD) a 1,0 pl primeru E13r.

. Zkumavku zvortexujte a kratce centrifugujte.
. Zkumavku vlozte do bloku cykléru GeneAmp PCR System 2700 a aktivujte sekvenacni

reakci — program “BD” (30x: 10 s @ 96°C; 5 s @ 50°C; 4 min @ 60°C).

6.2.3 Precipitace sekvenacni reakce a analyza na sekvendtoru

Pracovni postup:

1.

Nogakrwn

K sekvenacni reakci pripipetujte 1,3 ul EDTA, 1,3 pl octanu sodného a 30 ul 100%
etanolu.

Zvortexujte a centrifugujte 15 minut pri 14000 otackach.

Supernatant opatrné odpipetujte a piidejte 60 ul 70% etanolu.

Zvortexujte a centrifugujte 10 minut pii 14000 otackach.

Supernatant opatrné odpipetujte.

OTEVRENOU zkumavku nechte susit 5 minut p¥i 90°C v otevieném cykléru.

Do suché zkumavky napipetujte 12 pl formamidu.
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8. Zvortexujte a kratce zcentrifugujte.

9. Denaturujte 5 min p¥i 95°C v cykleru; zchlad’te na ledu.

10. Takto zpracovany vzorek je pfipraven k analyze v DNA sekvenatoru ABI3130.
11. Piepipetujte vzorek do 96-jamkového sekvenacniho platicka. Poznacte si:

Pozice vzorku v platicku:
Nazev vzorku v sample sheetu:

12. Vzorek bude mit nazev:
#kruhu_#DNA_DPYD_E13r

13. Vysledny soubor ze sekvenatoru bude mit nazev:
#kruhu_#DNA_DPYD_E13r_pozice v platicku.abl

6.2.4 Vyhodnoceni sekvenacniho chromatogramu

Vystupem z automatického sekvenatoru ABI3130 (Applied Biosystems) jsou datové
soubory, kde kazdy soubor obsahuje analyzu jednoho sekvenovaného fragmentu DNA.
Soubory jsou ve formatu *.ab1. Ke ¢teni téchto souborti pouzijte freewarovy program FinchTV
(ke stazeni na strankach http://www.softpedia.com/get/Science-CAD/FinchTV.shtml):

Obr. 11. Prostiedi programu FinchTV 1.4.0 pro vyhodnoceni sekvenovani.
Sekvenci, které bude k dispozici na webu tstavu, zanalyzujte v programu FinchTV.
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1. Vas soubor *.ablse sekvenci si stahnéte z webu tstavu.
2. Oteviete sekvenci v programu FinchTV (Obr. 11). Sekvenci dikladné prohlédnéte
jako forward. Zmacknutim tlacitka ,,Wrapped view* (modra Sipka) se zobrazi cela
sekvence ve vice fadcich; zméacknutim tlacitka ,,Reverse complement® (Cervena Sipka)
nebo klavesové zkratky CTRL+R ziskate zobrazeni forward sekvence.

Identifikujte ptitomnost ptipadnych variant.

Identifikované varianty poznacte do sekvence na strané 13.

Svoji sekvenci vytisknéte (File>Print...) na jednu stranku (File>Print Setup...; ZaSkrtnéte
Fit to one page). Vytisténou sekvenci pfilozte k protokolu, oznacéte nalezené varianty a
piineste s sebou na posledni praktikum bloku molekularni biologie.

ok w
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7 Vyhodnoceni praktikového bloku

Proved’te vyhodnoceni vysledku analyzy vybranych oblasti genu DPYD vasi DNA a
zéarovenn vzorkli DNA od pacientli 2 a 3 (vySetiené oblasti genu, pouzit¢ metody, nalezené
varianty, vztah genotypu k moznému vyskytu toxicity pii 1é¢b¢ fluoropyrimidiny). Nalezené
varianty pojmenujte a zhodnotte jejich klinicky vyznam dle databaze ClinVar
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).

Vyhodnoceni analyz:
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8 Pouzité zkratky:

agaréza  linearni polysacharid z D-galaktozy a 3,6-anhydro-L-galaktozy
bp  base pairs (pary bazi)
BUP1  B-ureidopropionaza
komplementarni jednofetézcovd DNA, kterd vznikne reverznim piepisem
cDNA
MRNA.
ddH20  redestilovana sterilni voda
DPD  dihydropyrimidindehydrogenaza (enzym)
DPYD  dihydropyrimidindehydrogenaza (gen)
DMSO  dimethylsulfoxid
dNTPs  dinukleotidtrifosfaty (dlATP, dGTP, dCTP, dTTP)
dsDNA  double-stranded (dvoufetézcova) DNA
EDTA  ethylendiaminotetraoctova kyselina
HPYS  hydropyrimidindza
IVS  intervening sequence (= intron)
kbp  kilo base pairs
OD2sonm  opticka densita pii 260 nm
TBE  TRIS —kyselina borita — EDTA
RT  room temperature (laboratorni teplota)
sSDNA  single-stranded (jednoietézcova) DNA
PCR  polymerase chain reaction (polymerazova fetézova reakce)
wt  wild type (zdrava alela)
Geneticky kod
3
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