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Jak číslujeme nukleotidy v NK?

• Čtení celochromosomové začíná od telomery na krátkém raménku
chromosomu a první nukleotid (5´- konec DNA) je značen pořadovým
číslem 1, poslední nukleotid je koncový na dlouhém raménku značený
jako 3´- konec DNA. Komplementární vlákno v databázi není viditelné.

pter

= p terminus
(short, 
petit in French)

qter

= q terminus
(long,
queue)
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Jak číslujeme nukleotidy v NK?

• Každý gen na chromosomu začíná 5´- koncem a končí 3´
• Coding strand = Sense strand = Positive strand = Plus strand = Forward strand
• Non-coding = Antisense = Negative = Minus = Reverse strand

• Gen 1 má souřadnice na chromosomu 235.458 – 237.778
• Gen 2 má souřadnice na chromosomu 358.656 – 350.328
• Tyto geny budou transkribovány z rozdílných vláken/řetězců

pter qter

Gen 1

Gen 2

5´- - 3´

3´- - 5´

5´- >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>  - 3´

(3´- <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<  - 5´) 

Referenční sekvence – prefixy vycházející z NCBI
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NC_ a NM_  referenční sekvence (číslování a 
orientace řetězců)

NC_ referenční sekvence pro celý gen KRAS2
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NM_ referenční sekvence mRNA genu KRAS2

Hledání správných termínů

• Lidská chromosomová DNA a DNA myší je z 90 % (jaká?) ………………………..

• 2 sesterské chromosomy č. 3 v téže buňce jsou z 99.99 % ..………….…………..

• DNA těchto dvou chromosomů je z 99.99 % …………………………

• Kódující a nekódující řetězce těchto chromosomů nejsou vzájemně …………………………….

• Jsou vůči sobě …………………………… a jsou orientovány ………………………………

5´- >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>  - 3´

3´- <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<  - 5´
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Synonyma a antonyma

• Denaturation

• Degradation

• Fragmentation

• Renaturation

• Hybridization

• Polymerization

• Ligation

5´- >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>  - 3´
3´- <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<  - 5´

>  >     > > >   >>  >  >
< <   <     < <

<    <  <  <

Pojmenování primerů a jejich lokalizace 

P1

P2

Primer non-coding

Primer forward

Primer reverse

Primer coding

5´- >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>  - 3´

3´- <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<  - 5´

Gen 1 a jeho amplifikace in vitro (při PCR reakci)

Coding strand of the gene

Non-coding strand of the gene

Mutation Mutation

pol

pol

Primer positive
Amplicon lengthPCR product length

5     3

5     3
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Synteticky modifikované 
oligonukletidy a nukleotidy v 

molekulární  diagnostice

Oligonukleotidy modifikované na 5´-
konci molekulou fluoroforu
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Oligonukleotidy modifikované na 5´-
konci molekulou fluoroforu

Amplikony značené na 5´- konci

P1

P2

5´- >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>  - 3´

3´- <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<  - 5´

PCR reakce s primerem značeným fluoroforem na 5´- konci

Mutation

Mutation

>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>> 

<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<< 

Mutation

Mutation

5´- značené  PCR produkty jsou detekovatelné na kapilární elektroforéze
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Diagnostický význam amplikonů značených 
na 5´- konci 

Fluorescenční pík (pro wild-type amplikony)

F

Fluorescenční pík 
s 15 nukleotidovou 
delecí
způsobující genetické 
onemocnění

Rychlá a levná analýza pracující se spolehlivou DNA polymerasou a fluorofory

Elektroforéza

Microarray a mikročipy

t

Fluorescenční pík 
s 26 nukleotidovou 
insercí způsobující  
genetické onemocnění

1
2

Multiplexní analýza desítek-stovek
bodových mutací souvisejících 
s onemocněním

Oligonukleotidy (hydrolyzační sondy) modifikované na 
5´- konci fluoroforem a na 3´- konci zhášečem

3´5´

Hydrolyzační sondy na bázi fluoroforu a zhášeče
Jsou klíčové pro rozvoj real-time
PCR technologie 

17

18



15.12.2023

Real-time PCR technologie - význam

3´5´

Detekce známých variant 
Kvantitativní analýza „genových dávek“ 
Dynamika  hladin RNA transkriptů v krvi
Expresní profily léčených typů buněk
Negativní amplifikace = žádný templát ve vzorku
Rychlá detekce DNA při bioterorismu

Mononukleotidy bez 3´- hydroxylové skupiny na 
deoxyribose (dideoxynukleotidy)

ROX-2' 3'- dideoxyCTP 

TMR-2' 3'- dideoxyTTP

ddATP – JOE (550 nm)        A
ddGTP – FAM (520 nm) C
ddTTP- TAMRA (585 nm)  G
ddCTP – ROX (620 nm) T
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Mononukleotidy  bez 3´- hydroxylové skupiny na 
deoxyribose jsou terminátory další replikace

Absence 3´- OH skupiny připojí takový nukleotid 
jako poslední 

=> Čtyři různé terminace, 4 různě dlouhé DNA 
fragmenty ve 4 různých syntetizovaných reakcích z 
téhož templátu/amplikonu

Mononukleotidy bez 3´- hydroxy skupiny na 
deoxyribose (dideoxynukleotidy) - význam

Tyto fragmenty jsou detekovány v kapilárních sekvenačních systémech a 
poskytují nám možnost číst nukleotidové sekvence dlouhé 0.1 – 1.0 kB; 
dávají tak šanci najít i dosud neznámé typy mutací
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Nukleotidy a antimetabolické léky 

Modifikované nukleosidy a nukleotidy 
v klinické medicíně

dATP dGTP dCTP dTTP

vidarabin
(arabinofuranosyladenin)

Antivirotikum vůči H. simplex a 
V.  zoster

cytarabin
(cytosinearabinosid)

Chemoterapie AML, ALL, CML

aciclovir
Antivirotikum proti HSV, CMV, 

EBV…

zidovudin
(azidothymidin)

Antiretroviral agent 
against HIV

Mechanismus účinku: fosforylovaná forma po inserci do nového řetězce
Zajistí terminaci replikace virových, mitochondriálních DNA a nádorové DNA.
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dATP dGTP dCTP dTTP

azathioprin
Imunosuprese u reumatoidní artritidy, 
Crohnovy choroby, SLE, transplantace 

ledvin 

Mechanismus účinku: 
Ukončení replikace 

u hyperproliferativních stavů

imatinib
Léčba CML, 
tumorů GIT

Mechanismus účinku: 
Kompetice s ATP o aktivní 

místo na ABL kináze

olomoucin
Protinádorové

léčivo v klinické 
fázi testování a 

patentovací 
procedury

Mechanismus účinku: 
Inhibuje cyclin-dependent 
kinázy a indukuje G arrest

Modifikovanější nukleosidy a 
nukleotidy v klinické medicíně

RF

Mutacemi pozměněné 
cytoplasmatické části 

receptorů RF 
zůstávají v aktivním stavu 

bez působení RF
fms flg egfr pdgfr her2/neu kit 

trk met 

Onkoproteiny v intracelulárních
kaskádách ↑↑ přenos 

signálu do jádra
abl, lck, fes, ras, raf, src, BTK

Onkoproteiny jako 
transkripční faktory

Umožňují nekontrolovanou
transkripci

fos, jun, myc, rel, erb-A

Nekontrolovaná exprese
růstových faktorů

sis → PDGF
hst → FGF

Produkty onkogenů (onkoproteiny) ovlivňují  
buňku na různých úrovních 

F
O
S
F
O
R
Y
L
A
C
E
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ATP
ATP

ABL aktivní konformace

Imatinib
Imatinib

Úspěšná léčba CML

ATP

rezistence

Abl-inactive

Abl-active

Abl-active

(BCR)-ABL kinasa a léčba CML

ABL v neaktivní konformaci

Závěry

• Správná orientace řetězců a správné číslování 
nukleotidů v DNA a RNA umožňuje využívat a sdílet 
databáze NK a jednoznačně pojmenovávat varianty 
prokázané u daného pacienta (obor bioinformatika) 

• Synteticky vyrobené oligonukleotidy (primery nebo 
sondy) vybavené fluorofory jsou nezbytnou součástí 
rozvoje biotechnologií používaných v molekulární 
diagnostice 

• Synteticky vyrobená nukleotidová a nukleosidová 
analoga umožňují účinnou antivirovou a 
antineoplastickou léčbu zastavením replikačního 
procesu v postižené buňce
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