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2 Návrh detekčného nástroja 

Na to, aby bolo možné identifikovať bodovú mutáciu je potrebné zostrojiť detekčný 

nástroj, ktorý bude schopný oddeliť jedincov pôvodných od jedincov nesúcich 

mutačnú zmenu. Za týmto účelom je potrebné zvoliť jeden z mnohých prístupov 

vhodných na identifikáciu bodových mutácií. Pre účely tohto cvičenia zostrojíme 

detekčný nástroj založený na technike „RFLP“, ktorá využíva polymorfizmus 

fragmentov ošetrených reštrikčnou endonuklázou. Základný princíp tejto metódy je 

definovaný na cvičení zameranom na polymerázovú reťazovú reakciu a preto 

v krátkosti zhrnieme len základné pravidlá. 

Analýza RFLP je založená na identifikácii úseku DNA obsahujúceho bodovú mutáciu 

s následným namnožením tejto sekvencie pomocou PCR. Získaný ohraničený 

fragment DNA (PCR produkt) je následne strihaný špecifickou endonuklázou, ktorá je 

schopná nerušiť integritu vlákna DNA v prípade špecifickej sekvencie DNA. 

Špecifická sekvencia DNA je väčšinou tá časť PCR produktu, ktorá obsahuje bodovú 

mutáciu. Prítomnosť mutácie spôsobí nasadnutie endonuklázy a následné narušenie 

vlákna DNA. 

Na to, aby sme boli schopní zvoliť vhodnú sadu primerov a našli vhodnú reštrikčnú 

endonuklázu, môžeme využiť množstvo dostupných aplikácií. Pre potreby tohto 

cvičenia je potrebná inštalácia neplatenej verzie programu CLC Sequence Viewer 6 

voľne dostupnej na internetovej stránke http://www.clcbio.com/index.php?id=479 

a interaktívnej internetovej aplikácie Primer 3  dostupnej na stránke 

http://frodo.wi.mit.edu/primer3/- 

Po inštalácii produktu CLC Sequence Viewer a jeho spustení sa zobrazí okno 

programu (Obrázok 15) ponúkajúce rôzne možnosti importu dát, zadania novej 

sekvencie, prípadne sprievodcu programom. Nakoľko pomocou databázy NCBI je 

možné získať cieľovú sekvenciu predstavujúcu 400bp pred a za bodovou mutáciou, 

táto sekvencia nám bude slúžiť ako región DNA, ktorý budeme analyzovať. Prvým 

krokom bude opätovné vyhľadanie bodovej mutácie, či už pomocou génu, prípadne 

pomocou identifikačného čísla „rs“. Predmetom našej analýzy bude bodová mutácia 

vybraná v predchádzajúcom cvičení s označením rs1801133. Vyhľadáme cieľový 

región mutácie prezentovaný na Obrázok 14 a písmená jednotlivých nukleotidov 

sekvencie skopírujeme. Následne klikneme na ikonu „New“ prípadne  
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Obrázok 15 Úvodná obrazovka programu CLC Sequence Viewer 

 

„New sequence“ a skopírované dáta vložíme do okna „Sequence“ v ponuke okna 

Create Sequence (Obrázok 16). V riadku „Name“ je možné sekvenciu pomenovať 

a pre prehľadnosť je rovnako možné vybrať ikonu, ktorá sprehľadní vyhľadávanie 

sekvencií podľa molekuly na ktorej sa nachádza. Po potvrdení vloženej sekvencie 

tlačítkom „OK“ sa nami kopírovaná sekvencia zobrazí v okne označeným menom 

sekvencie (Obrázok 17). V rámci okna obsahujúceho sekvenciu je možné voliť rôzne 

formy náhľadu zameraného na obe vlákna DNA, alebo na prehľadné usporiadanie 

nukleotidov do skupín po desať. 
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Obrázok 16 Vloženie sekvencie 

 

 

Obrázok 17 Vložená sekvencia DNA 
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Súčasťou okna je identifikátor počtu písmen od začiatku sekvencie. Na to aby sme 

dokončili fázu vkladanie analyzovanej sekvencie do programu, je potrebné ju uložiť 

do štruktúry, čo je možné vykonať tlačítkom „Save“, prípadne kliknutím na krížik 

v pravom rohu okna zo sekvenciou. Po vykonaní príkazu na ukladanie sa zobrazí 

dialógové okno, v ktorom je možné sekvenciu uložiť do adresárovej štruktúry 

programu (Obrázok 18) s následným pomenovaním a potvrdením pomocou „OK“. 

 

Obrázok 18 Okno uloženia sekvencie 

 

V tejto fáze sme zabezpečili uloženie sekvencie do štruktúry programu, pričom sa 

k nej môžeme kedykoľvek vrátiť pomocou navigačného okna v ľavej hornej lište 

s názvom „Navigation Area“. Keďže využívaný program je schopný poskytovať len 

náhľad na sekvenciu DNA a vykonávať veľmi jednoduché operácie za účelom návrhu 

vhodných primerov, ktoré by ohraničili a namnožili úsek s mutáciou je potrebné 

opustiť program a vyhľadať na internete stránku interaktívneho programu Primer 3, 

ktorý je jedným s najpoužívanejších voľne dostupných programov na tvorbu párov 

primerov. 
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Úvodná stránka programu Primer 3 (Obrázok 19) je pomerne prehľadne rozdelená 

na logické sekcie rozdelené podľa jednotlivých potrieb užívateľov. Našou úlohou je 

vytvorenie jednoduchého primerového páru, ktorý by ohraničil bodovú mutáciu 

z oboch strán. 

 

Obrázok 19 Úvodná stránka programu Primer 3 

 

 

Do okna pre vkladanie cieľovej sekvencie DNA vložíme našu cieľovú sekvenciu 

získanú z databázy NCBI pre mutáciu rs1801133. V nastaveniach je potrebné zvoliť 

dĺžku úseku DNA, ktorý sa bude amplifikovať a v neposlednom rade definovať miesto 

v sekvencii, kde sa nachádza mutácia, ktorú chceme ohraničiť. Keďže pre 

jednoduchosť vizualizácie budeme používať agarózový, gél zvolíme veľkosť PCR 

produktu v rozmedzí od 100-300bp (Product Size Ranges). Mutácia sa nachádza na 

pozícii 401 a zaujíma nás iba jeden nukleotid, a preto zápis definujúci miesto, ktoré 

bude primerom ohraničené bude preto 401,1 (Targets). Náhľad na nastavenie 

programu je k dispozícii na Obrázok 20. Ostatné prvky nastavenia primerov boli 

ponechané na štandardné hodnoty zabezpečujúce optimálne parametre primerových 

párov vo vzťahu k ich teplote nasadania, k štruktúre sekvencie a vzájomnej 

komplementarite zvyšujúcech riziko tvorby nešpecifických fragmentov DNA. 

Návrhovú procedúru dokončíme kliknutím na tlačítko „Pick Primers“, čím spustíme 

vyhľadávací proces a samotný návrh primerov. 



22 

 

Obrázok 20 Nastavenie programu Primer 3 

 

 

V prvých riadkoch výstupu programu Primer 3 ( 

Obrázok 21) je možné nájsť dve sekvencie, ktoré predstavujú najvhodnejší pár 

primerov ohraničujúci bodovú mutáciu. Výstup obsahuje informáciu o veľkosti 

primerov, ich teplote topenia, percentuálnom obsahu báz G a C. Rovnako obsahuje 

informáciu o veľkosti získaného PCR produktu, ktorá v tomto prípade bude 227 

bázových párov. Grafické znázornenie naznačuje miesto pre ktoré sú primery 

komplementárne.  

Na to aby sme mohli sekvenciu DNA lepšie analyzovať je potrebné primery získané 

programom Primer 3  vyhľadať v pripravenom súbore programu CLC Sequence 

Viewer. Za týmto účelom použijeme panel nástrojov umiestnený na pravej strane 

a rozbalíme ponuku „Find“ a zaškrtneme všetky políčka v rozbaľovacej ponuke 

„Advances search parameters“. Týmto opatrením zabezpečíme, že sa budú 

sekvencie primerov vyhľadávať v oboch smeroch zápisu, teda z ľava do prava a aj 

opačne. Po nastavení vyhľadávacích parametrov skopírujeme sekvenciu ľavého 

primeru do vyhľadávacieho okna a klikneme na tlačítko „Find“. Po vykonaní 

vyhľadávania bude sekvencia primerov nájdená v pozorovanom fragmente DNA, 

vyznačená (Obrázok 22). Pomocou kurzoru označíme všetky písmená na ľavo od 

cieľovej sekvencie a vymažeme ich klikom na klávesu „delete“ (Obrázok 23). 
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Obrázok 21 Výstup z programu Primer 3 
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Obrázok 22 Vyznačenie sekvencie primeru 

 

 

Obrázok 23 Vymazanie nadbytočnej sekvencie DNA 

 

 

Rovnakú operáciu vykonáme s druhým pravým primerom s tým, že tento krát 

vyberieme a vymažeme nadbytočnú sekvenciu, ktorá sa nachádza napravo od tohto 

primeru. Takýmto spôsobom zredukujeme počet nukleotidov na počet, ktorý 

zodpovedá veľkosti PCR produktu predpovedaného programom Primer 3. Získanie 
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presnej sekvencie cieľového kopírovaného úseku DNA nám uľahčí a sprehľadní 

prácu a dalšie navrhovanie detekčného nástroja. 

V ďalšom kroku máme za úlohu vytvoriť v sekvencii stav, ktorý sa vyskytuje 

v jedincovi s bodovou mutáciou. Musíme nájsť na sekvencii miesto, kde sa bodová 

mutácia nachádza a zmeniť písmeno na tejto pozícii na písmeno „t“. V súčasnosti je 

táto pozícia označená písmenom „Y“, ktoré je náhradným znakom pre kombináciu 

písmen „C“ a „T“ (Obrázok 24). 

 

Obrázok 24 Vytvorenie mutovanej sekvencie 

 

 

Pomocou kurzora označíme nájdené písmeno „Y“ a pravým tlačítkom myši klikneme 

do farebného rámca. Z rozbaľovacej ponuky vyberieme možnosť „Edit selection“, čo 

vyvolá okno v ktorom je možné zmeniť vybranú sekvenciu (Obrázok 25). V okne 

zmeníme písmeno „Y“ za písmeno „t“. Malé písmeno zabezpečí identifikáciu mutácie 

medzi ostatnými písmenami prípadne je možné pomocou pravého kliku vyvolať 

ponuku a vybrať voľbu „Set Numbers Relative to This Selection“. Táto voľba upraví 
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číslovanie báz tak, že za bázu jedna sa bude považovať mutovaná báza a ostatné 

nadobudnú záporné, alebo kladné hodnoty podľa smeru a vzdialenosti od mutácie. 

 

Obrázok 25 Okno pre editáciu sekvencie 

 

 

Následne ako sme zabezpečili, že sekvencia obsahuje žiadanú mutáciu, je našou 

úlohou nájsť reštrikčnú endonukleázu schopnú prestrihnúť vlákno DNA 

v požadovanom mieste. Za týmto účelom využijeme panel nástrojov umiestnený na 

pravej strane okna a rozbalíme ponuku „Restriction sites“. Presunieme sa 

v rozbalenej lište na tlačítko „ Manage Enzymes“ a klikneme. Aktivácia tohto tlačítka 

nás presunie do okna v ktorom je možné vybrať z databázy reštrikčné enzýmy, ktoré 

interaktívne simulujú pôsobenie na vlákno DNA s definíciou miesta strihu. V ľavom 

okne sa nachádza databáza enzýmov a v pravom okne sa nachádzajú skutočne 

používané enzýmy interaktívne pôsobiace na vlákno DNA (Obrázok 26).  

Pomocou kurzora označíme enzýmy v pravom okne a pomocou šípky vľavo ich 

odstránime. Databáza enzýmov je zoradená podľa obľúbenosti enzýmov. Pomocou 

kurzora vyznačíme všetky enzýmy až po obľúbenosť definovanú troma hviezdičkami. 

Po vyznačení požadovanej skupiny enzýmov stlačíme šípku vpravo, čím enzýmy 

z databázy presunieme do pracovného okna. Pre potvrdenie výberu enzýmov 

stlačíme tlačítko „Finish“. Po jeho stlačení sa enzýmy presunú do panelu nástrojov 

v pravom okne a rovnako miesta, ktoré sú v našej sekvencii prestrihnuté sa vyznačia 

a identifikujú enzýmom, ktorý by potenciálne túto reakciu vykonal.  

Ako je možné vidieť na obrázku 26, na cieľovej sekvencii sa zobrazili rôzne miesta 

zostrihu, pričom v priestore mutácie sa nachádzajú dva enzýmy. 
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Obrázok 26 Okno editovania reštrikčných enzýmov 

 

Obrázok 27 Interaktívny zostrih cieľovej sekvencie 
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Enzým Hinf I a Taq I sú schopné prestrihnúť miesto za predpokladu, že obsahuje 

mutáciu. Pre sprehľadnenie výstupu sa vrátime do okna manažovania enzýmov 

a pomocou filtrovania celkovej databázy vyberieme do pravého pracovného okna len 

dva enzýmy, ktoré sa javia ako najlepšie (Obrázok 28). 

 

Obrázok 28 Filtrovanie a výber enzýmov 

  

Táto operácia zabezpečí prehľadnosť a umožní zvolenie optimálneho enzýmu. Ako 

je možné pozorovať na obrázku 28 enzým Taq I strihá sekvenciu na jednom mieste 

pričom u mutovaného jedinca z fragmentu o dĺžke 227 bp vytvorí za predpokladu 

prítomnej mutácie fragmenty s dĺžkou 25 a 202 bp. Na rozdiel do enzýmu Taq I druhý 

enzým Hinf I strihá sekvenciu na dvoch miestach, pričom jedno je ovplyvnené 

mutáciou a druhé nie. Z tejto situácie vyplýva, že enzým Hinf I PCR produkt o dĺžke 

227 bp strihá v prítomnosti pôvodnej alely „C“ na fragmenty veľké 34 a 193 bp. 

V prítomnosti mutácie vyjadrenej alelou „T“ zase na 3 fragmenty o dĺžke 28 ,34 a 165 

bp. Pri finálnom výbere enzýmu treba brať do úvahy fakt, že pri enzýme Taq I nie je 

PCR produkt u pôvodnej formy génu vôbec strihaný a dá sa chybne interpretovať ako 

pôvodná forma génu aj v situácii keby sme do reakcie vôbec enzým nepridali. Na 

rozdiel od toho enzým Hinf I strihá produkt na dve frakcie aj v prípade pôvodnej 
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formy génu, čím sa eliminuje chyba spôsobená poškodením enzýmu, alebo jeho 

absenciou v reakcii.  

 

Obrázok 29 Výber vhodného enzýmu 

 

 

Samostatná úloha 

Upravte cieľovú sekvenciu mutácie rs1801133 tak, aby korešpondovala 

s navrhnutým detekčným nástrojom autorov Cicek et al. (2004)1. Finálne zobrazenie 

je dostupné na obrázku 30. 

 

                                                           

1 Cicek, M. S., Nock, N. L., Li, L., Conti, D. V., Casey, G., & Witte, J. S. (2004). 

Relationship between Methylenetetrahydrofolate Reductase C677T and A1298C Genotypes 

and Haplotypes and Prostate Cancer Risk and Aggressiveness. Cancer Epidemiol. Biomarkers 

Prev., 13(8), 1331-1336. Retrieved from 

http://cebp.aacrjournals.org/cgi/content/abstract/13/8/1331 
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Obrázok 30 Detekčný nástroj podľa Cicek et al (2004) 

 

 

 

 

  


