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(54) Uréovanie homologickych usekov nukleovych kyselin

Riedenie sa t§yka ur&ovania pritomnos-
ti homologickych Usekov nukleovych kyselin,
najéastejSie génu na chromozome. Ur&ovanie
pritomnosti homologickgch tisekov nukleovych
kyselin sa dosiahne tak, Ze na jedno-~
v14knovt nukleovd kyselinu sa p8sobi
sondou a pritomnost komplementdrneho
dseku sa potvrd{ zna&enou monoklondlnou
protildtkou proti dvojvlédknovej nukleovej
kyseline. MoZnost pouZitia je v medicine
huménnej i veterindrnej, pri ur&ovani
pritomnosti génu na chromozdme, v bio-
technologickych postupoch, pri mikro-
biologickej diagnostike, pri hladan{ .
homologickych usekov nukleovych kyselin
v oblasti evolu&nych sivislosti organizmov.
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Vyndlez sa tyka spos8bu ur&ovania pritomnosti homologickych tsekov nukleovych kyselin,
naj¥astejSie génu na chromozdme.

Doposial sa pritomnost génu na chromozome najastej¥ie vySetruje pomocou radioaktivne
znafenych sond tak, fe sa vySetrovand deoxyribonukleovd kyselina rozstrihd na malé iseky
pomocou restrik&nych endonukledz. Fragmenty sa rozdelia pomocou elektroforézy a prenesu
na filtra&ny papier.Takto ziskand vzorka sa premiestni do prostredia s radioaktivne znate-
nymi sondami. V hybridiza&nom procese sa sondy naviaZu na komplementidrny dsek deoxyribonuk-
leovej kyseliny a zaznamenajd na fotograficky citlivej vrstve radioaktivny \sek. Iny zndmy
spdsob mapovania génov vychddza z chromozomov ziskanych po kultivdcifi zdkladnym postupom.
Na ne sa pdsobi ribonukledzou a nasleduje proces hybridizdcie so sondami, p&sobenie strieb-
ra a znovu zaznamenanie na fotocitlivi vrstvu. Zobrazia sa chromozdmy i 10kusy s pritomnym
génom. Nevfyhodou je niekolkodnové spracovanie, finan&né nédklady, pracovnd ndro&nost, manipu-
l4cia s radioaktivnymi l&tkami, ich krdtky polas rozpadu.

Uvedené nevyhody odstranuje spdsob urdovania pritomnosti homologickych idsekov nukleovych
kyselin, najdastejiie génu na chromozdme, ktorého podstata spotiva v tom, %e sa k reak&nému
systému obsahujlcemu na nosi¥i, napriklad nitroceluldze, nylone fixovand vy$etrovand jedno-
vléknovi nukleovd kyselinu a sondu samotni, poprfpade zabudovanido dvojvldknovej vektorovej
nukleovej kyseliny, prid4 Specifick4 DNA-protilitka a urobi sa vyhodnotenie, napriklad
pridanim substrdtu za vytvorenia farebnej reakcie.

Vyhody navrhovaného sp8sobu vyndlezu s v tom, Ze umoZfiuje nahradit prdcu s radioaktiv-
nymi l4tkami s enzymatickgm znadenfm, zni¥uje pracnost postupu, umoZiuje vyZSetrovanie génov
u heterozygdtov v medicfne, mikrobiologickd diagnostiku i pri biotechnologickych postupoch.
ZniZuje finan&né ndklady.

Na pripojengych vykresoch si zndzornené priklady postupu pri zistovani homologickych
dsekov nukleovych kyselin. Na obr. 1 a 2 je zndzorneny priklad s vyuZitim sondy vo forme
jednovldkna. Na obr. 3 je zndzorneny spdsob s poufitim komplexu jednovldknovej sondy
nukleovej kyseliny a dvojvldknovej nukleovej kyseliny. Sonda sa bud pridd k fuxovanej
vy%etrovanej nukleovej kyseline obr. 1, 2, 3, alebo je fixovand sonda a pridd sa dinaturovand
nukleovd kyselina obr. 4.

Ppriklad 1

Neznéma nukleovi kyselina 1 sa vo forme jednovldkna fixuje na nosi&i 2 a pridd sa
sonda 3. V mieste komplementdrneho tseku dojde k hybridizdcii a vytvorf sa dvojvldkno
4. Na vzorku sa p8sobi Zpecifickou protildtkou proti dvojvldknovej nukleovej kyseline 5,
protildtka md¥e byt znafend napriklad radionuklidami obr. &. 1, alebo sa pouZije neznalend
protilétka obr. &. 2. Naviazanie neznatenej protildtky 5 na dvojvldkno nukleovej kyseliny
4 sa potvrdi pridanim znalenej protildtky 6 proti Specifickej protildtke 5.

Priklad 2

Neznéma nukleovd kyselina sa vo forme jednovldkna fixuje na nosi¥i 2, pridd sa sonda
3, v mieste komplementirneho dseku sa vytvori dvojvlékno 4. Na vzorku sa pbsobi enzymaticky
znadenou Zpecifickou protildtkou proti dvojvliknovej nukleovej kyseline 5: Po naviazani
protildtky 5 na sondu 3 a dvojvldkno 4 sa prid& substrét 8. Vysledok reakcie 7 sa od&ita.

Priklad 3
Sodna 3 sa fixuje na nosi®i 2, pridé sa nezndma nukleovd kyselina 1. V rozsahu homo-

logického tdseku nukleov§ch kyselfn sa vytvor{ dvojvldkno 4, na vzorku sa pbsobi enzymaticky
znadenou protildtkou 5. Prid4 sa substrdt 8 a vysledok reakcie sa od&fta 7.
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Pri{iklad postupu:

Denaturované jednovl4knovd deoxyribonukleov4 kyselina 1 sa prenesie na nitroceluldzovy
filter 2 v mnoZstve 5 a% 30 ul, ten sa ponechd vo vdkuu pri teplote 80 stupiiov Celzia
na 2 hodiny. Potom nastipi hybridizdcia s predurfenou sondou 3 v mnoZstve 1 aZ 1 000 ng/ml
na 3 a¥ 20 ﬁodin v hybridizadnom pufre za pritomnosti 45 a%Z 55 % formamidu a teplote
42 stupiiov Celzia. Pouzéta sonda predstavuje jednovldknovy Usek nukleovej kyseliny. M4
schopnost hybridizovat & neznémou kyselinou v mieste, ktoré m& komplementédrne usporiadanie
b4z /Maniatis, Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
NY, 1982/. MbBZe sa pouiit\sonda vo forme jednovldkna, alebo vo forme komplexu, kde jedno-
vldkno tvorf Zpecificky Usek a ostatnd Zast mbfe byt tvorena dvojvlékﬁom. Prikladom je
jednovldknovy Gsek, ktorgy je sd&astou vektora /Hu nad Messing, Gene, 17. 271 a% 277, 1982/.
vektor je malid Sast deoxyribonukleovej kyseliny, ktord sliZfi ako nosi& cudzorodej DNa,
md%u to byt fagy, plazmidy a iné. Po hybridizdcif{ dojde v mieste homologickych dsekov
k vytvoreniu dvojvlékna 4 nukleovych kyselin. Vzorka sa prepldchne a nechd& p&sobit mono-
klon&lna protildtka 5 proti dvojvliknovej nukleovej kyseline 4, jej schopnost viazat
sa len na dvojvlaknové Ftruktdry vytvori komplex. Naviazanie moZno dokdzat tak, e sa
protildtka ‘oznadi. Vyhodne sa poufiva enzymatické 5, alebo radioizotopami 6. Pri znafeni
protildtky enzymom 5 sa naviazanie protildtky na sondu 3 dokdZe pomocou substrétu 8.
substrit 8 je reaktant pri reakcif katalyzovanej enzgmom. Pre protildtku znadend alkalickou
fosfatdzou, mb%fe pozostévat z'0,33 mg nitrotetrazoliovej modre a 0,17 mg 5-bromo-4-chloro-
~3-indolylphosphatu na mililiter rozpusteny v 100 mM Tris HCl -~ 0,1 M NaCl - 5 mm MgCl2
/Leary, J. J., D. J. Brigati, and D. C. Ward, Proc. Natl, Acad. Sci. USA 80: 4 045 aZ
4 049, 1983/. Po jeho pridani dojde k vytvoreniu farebnej reakcie 7. V¢sledok sa mdie
odéftat.

Mo¥nost pou¥itia je v medicine humdnnej i veterindrnej, pri ur&ovani pritomnosti
génu na chromdzome, v biotechnologickfch postupoch, pri mikrobiologickej diagnostiké,
pri hladani{ homologickych idsekov nukleovych kyselfn v oblasti evolu&ngch stvislosti organyzmov.

PREDMET VYNALEZU

1. Sp8sob ur&ovania homologickgch lsekov nukleovych kyselin, napriklad génu na chomozome,
pri ktorom sa najprv @vojvléknovd nukleovd kyselina denaturuje na jednovldknovi nukleovd '
kyselind, na ktort sa pSsobf sondou obsahujdcou aspofi 8 bazi, vyznafeny tym, %e sa k reakinému
systému obsahujvicom na nosi&i, napriklad nitroceluldze, nylone fixovand vySetrovand jedno-
vldknovi nukleovd kyselinu a sondu samotnd, popripade zabudovani do vektorovej nukleovej )
kyseliny prid4 Zpecifick4 DNA-protildtka a urobi sa vyhodnotenie, napriklad pridanim substrdtu
za vytvorenia farebnej reakcie. . .

2. Spbsob podla bodu 1 vyznaleny tym, e sa do reak&ného systému.pridd zna®néd protiladtka
gpecifickd4 proti DNA-protildtke a urobi{ sa vyhodnotenie. )

3 vykresy '
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