Molekuly
na povel lll.

Jak to udélat,
aby molekula byla
dobre viditelna

ZUZANA STORCHOVA

Dilky pilné prdci novindrtt bulvarnich i seriéznich plat-
kit ma bézny obcan vcelku vyhranénou predstavu
o molekularni genetice i o molekularnim biologovi.
Kazdému se snadno vybavi slovni spojent jako kéd
Zivota, tajemnd DNA, klicovda molekula ap. Molekuly
nukleovych kyselin jsou nepochybné v prirodé vel-
mi dileZité a objevy s tim spojené zrychli tep kaz-
dému zasvécenci. Nicméné podobné jako vSednoden-
ni Zivot Maty Hari nemusel byt nijak zabavny a ona
sama mohla byt nudnd a znudénd, o molekuldrni
biologii plati, Ze kaZdodenni rutinni prace mnoho
vzruSeni nenabizi. V jedné situaci vSak zavladne
v kazdé laboratori hmatatelné napéti — kdyz se sna-
Zime prokdzat, Ze jsme skutecné dospéli ke kyzené-
mu vysledku.

Ona totiZ DNA, ackoliv je molekulou vpravdé obrov-
skou, neni bézné viditelnd. Pokud s ni tedy néco pro-
vddime, musime mit predem vymysleno, jak si vysle-
del provdadeéni ovérit. Vzdycky je to metoda casové
i pristrojové ndrocna a tak néjak hodné za roh. Jako
byste pritomnost nékoho u vds v byté zjistovali mére-

1. Schematicky nacrtek elektroforetického zafizeni na agar6zové gely.
Do blo¢ku s chranitky na stranach (diky nimz se vytvofi vanicka)
nalijeme tekuty gel a vlozime hieben. Po utuhnuti gelu hfeben vyn-
dame, odstranime chranitka a vloZzime do vani¢ky mezi dvé elektro-
dy tak, aby povrch gelu byl pod hladinou roztoku. Naneseme vzorek
a do platinovych elektrod zapojime stejnosmérny elektricky proud.
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2. Na obrazku vidime prouzky DNA vzniklé po restrikci, elektrofo-
retické analyze a obarveni etidiumbromidem. Po stranach jsou na-
neseny hmotnostni markery, které umoznuji uréeni velikosti frag-
mentd.

nim otresti predmeétit na kuchyriském stole u souse-
da. I zde vSak plati, Ze zdkladni princip neni obtiZzné
pochopit — no, a pak uz si jenom vymyslime variace.
Zviditelnénim svého druhu je vyhledavani pomoci
sondy pri hybridizaci (viz Vesmir 77, 312, 1998/6).
Pokud ziskdme na filmu ¢erny flek, naSe DNA je ve
vzorku - vidime ji tam. Zcela zvlastni typ ,vidéni“ je
prostrednictvim bakterii. DNA vneseme do bakterii

JAK SE DELA ELEKTROFOREZA?

Existuje samoziejmé nékolik moznych zplisob. My si
povime jenom o jednom (vSechny ostatni jsou do znac¢-
né miry podobné). Do specialni formy na gely nalijeme
roztok a vsuneme do ni tzv. hfeben. Po utuhnuti a vyn-
dani hifebene ziskame obdélnik gelu s jamkami na na-
neseni vzorku (obr. 1). Roztok DNA s modrou barvic-
kou (ktera je také zaporné nabita a ukazuje nam, zda
viibec a jak se zaporné nabité molekuly gelem pohy-
buji) naneseme do jamek, zapneme elektricky proud
(stejnosmérny) a éekame. Zatimco my nedélame nic,
molekuly nukleovych kyselin se proplétaji viakny, du-
tinkami, komudrkami a jeskyfikami gelu. Cim vét$i mo-
lekula, tim hufe ji to jde, a tak za uréitou dobu prekona
mnohem krat$i vzdalenost nez molekula mala, ktera
se dutinkami gelu snadno prosmykne. A nejen to. Na-
pfiklad kruhova, pevné smotana molekula se pohybu-
je gelem mnohem rychleji nez stejné velka molekula
linearni. Zkratka na gelu se nam jednotlivé molekuly
od sebe oddéli bud podle velikosti, nebo podile troj-
rozmérné struktury. A to je to, co nas zajima.

a takto upravené burnky vysejeme na médium, kde
mohou vyrust jenom bunky s cizorodou DNA
v brisku. Pokud tedy bakterie vyrostou, je v nich ta
spravna DNA a diky bakteriim ji vidime. Odtud pra-
meni ten ponékud preziravy vztah molekularnich
biologti k bakterii Escherichia coli, ktera k takovym
uceltim slouZi. NejcastéjSim zptisobem, jak si DNA
prohlédnout, vSak zistava elektroforéza.

Mgr. Zuzana Storchova (*1970) viz Vesmir 77, 15, 1998/1



Hlavné elektfina

Molekularni biologie, tak jako kterakoli jina ¢innost
¢lovéka, jede hlavné na elektrinu. Nukleové kyseliny
jsou totiZ skute¢né kyseliny, tedy zaporné nabité mo-
lekuly. Za jejich (nemaly) zaporny naboj mohou fos-
fatové spojky mezi jednotlivymi nukleotidy. Diky
tomu, Ze jsou negativné nabité, pohybuji se
v elektrickém poli stejnosmérného proudu vzdy od
katody k anodé, tedy od — k +. To samo o sobé ale
jesté nestaci. Molekuly nukleovych kyselin se nepo-
hybuji jen tak ve vodé nebo v néjakém vodivém roz-
toku. Obvykle je nechame prolézat gelem, ktery se
pripravuje napiiklad z agarézy nebo z polyakrylamidu.

Elektroforézou molekuly sice rozdélime, mame je
na gelu, ale stejné nic nevidime. Proto je nutné gel
s nasimi vzorky obarvit. To se déla pomoci vmeze-
rujici barvicky etidiumbromidu. Tato barvicka se
skuteéné vmezeri do zahybt dvousroubovice DNA
a zlistane tam pomeérné pevné zaklinéna — a porad
jesté nic nevidime. Teprve kdyZ na takto obarvenou
DNA posvitime ultrafialovym svétlem, vimezefena bar-
vicka za¢ne krasné€ oranZové svitit. A sviti jenom tam,
kde né€jaka DNA je (obr. 2).

Variace na znama témata

Ani bych snad neméla psat, co vSechno nam elektro-
foréza nukleovych kyselin umoznuje, aby se vam
z toho nezamotala hlava. Nicméné alespon zakladni
véci. Diky elektroforéze 1ze pomérné presné urcit ve-
likost molekuly. Mate-li k dispozici molekulu (nebo
radsi vice molekul) o znamé velikosti, mtiZete s jeji
pomoci urcit velikost neznamé molekuly. Zhotovite
si kalibra¢ni kfivku (pro kazdy gel je jina, nebot veli-
ce zaleZi na konkrétnich podminkach elektroforézy),

3. Velmi jednoducha ukazka, jak se Ize pomoci restrikéniho mapova-
ni alespon zhruba zorientovat v molekule DNA. Kruhovou molekulu
nastépime enzymem A, enzymem B a obéma najednou. Ziskané frag-
menty rozdélime na elektroforéze a vyuzijeme také hmotnostniho
markeru DNA, ktery poskytuje fragmenty o znamé velikosti (draha
1). Stépenim enzymem A ziskame jeden fragment o velikosti 7000
pari bazi (draha 2), zatimco v draze 3 vidime, Zze enzymem B dojde
k rozStépeni molekuly na dva fragmenty 3 a 4 kbp (kilobasepare —
tisic pari bazi). Soué¢asnym stépenim obéma enzymy ziskame frag-
menty 1, 2 a 4 kbp. Kombinaci vSech dosazenych informaci zjistime
jediné mozné usporadani restrikénich mist ve studované molekule i
jeji velikost. Toto je samozrejmé velmi jednoduchy pfipad. V jedné
molekule je obvykle restrikénich mist mnohem vice.
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4. Blotovanim a naslednou hybridizaci ziskame UpIné jiny obraz nez
po elektroforéze — na filmu se totiz objevi pouze ty prouzky, které
nesou nami sledovany fragment.

kde osa x urcuje velikost molekuly a osa y logarit-
mus prekonané vzdalenosti. Z této kalibra¢ni krivky
pak odecitate podle vzdalenosti od jamky i velikost
neznamych molekul. Pokud mame néjakou vétsi mo-
lekulu a chceme se v ni alespon trosku zorientovat,
pouZijeme tzv. restrikéni mapovani. O restriktdzach
uz vime, Ze ndam mohou kazdou molekulu DNA roz-
Stépit na mensi fragmenty — pokud v té molekule na-
jdou sva prislusna restrikéni mista. NaStépime-li si
tedy molekulu DNA jednotlivymi restriktazami
i kombinacemi né€kolika restriktiz, a pak nastépenou
DNA proZeneme gelem pri elektroforéze, ziskame ob-
razek prouzkti DNA. Ode¢tenim podle kalibraéni kiiv-
ky uré¢ime jejich velikost, souc¢tem velikosti vSech frag-
mentu zjistime celkovou velikost molekuly a vzijem-
nym kombinovanim S$tépti jednotlivymi restriktaza-
mi i kombinaci restriktaz ziskdme celkovy obraz
o mistech pro jednotlivé enzymy na molekule — vy-
tvorime restrikéni mapu (obr. 3). Ta nam pak posky-
tuje zakladni orientaci pro danou molekulu.

Elektroforéza nam od sebe oddéli jednotlivé frag-
menty molekul nukleovych kyselin. Tyto fragmenty
muZeme z gelu izolovat a dale s nimi pracovat. Elek-
troforézou (ve zcela specidlnim usporadani) mutiZze-
me analyzovat i celé chromozomy. Také mtiZeme pro-
vést elektroforézu RNA. S tim si prosty vyzkumnik
uzije poradny kus legrace, protoze, jak uz vime, RNA
je tfeba tvrdé€ branit pred RNazami.

Elektroforeticky muiZzeme analyzovat i proteiny.
kleovych kyselin nemaji bilkoviny vyhranény elek-
tricky naboj, ale jejich celkovy naboj zaleZi na ami-
nokyselinovém sloZeni. Nékteré bunécné bilkoviny
jsou tedy pozitivné nabité, jiné negativné, nekteré
vice, jiné méné. Jejich pohyb gelem neni urcen pou-
ze velikosti, ale i ndbojem. Pro nékteré typy analyzy
to vabec nevadi, ale nékdy to je velk4d nevyhoda. Lze
ji ovSem odstranit tak, Ze elektroforézu proteint1 pro-
vedeme v nadbytku latky sodiumdodecylsulfatu
(SDS). To je takova celkem nezajimava molekula,
zaporn€ nabitd, s dlouhym, dvanactiuhlikatym ocas-
kem. Jakmile potka né&jakou bilkovinu, tak se na ni
namota. Tim na ni ovSem prenese i sv(j zaporny
naboj, takZe nam odpadne starost s rozdilnym na-
bojem bilkovin a ty se pfi elektroforéze za téchto pod-
minek déli jenom podle velikosti. Takto upravené
bilkoviny pak proZeneme polyakrylamidovym gelem,
fixujeme, obarvime — a uZ je vidime!
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NAD KNIHOU

Nejuzasnéjsi véci vSak zjistime kombinaci vSech
nam dosud znamych metod. MtiZeme naprtiklad na-
Stépit DNA rtiznymi restriktazami a vzorky analyzo-
vat elektroforézou. DNA se rozdéli podle velikosti
a my ji z gelu pfeneseme na membranu pomoci ka-
pilarnich sil v procesu, jenz se ¢esky (roztomile sta-
romilecky) jmenuje presavka, ale v laboratorni han-
tyrce mu nikdo nerekne jinak neZ blotovani. DNA
prenesenou na membrané (a béhem prenosu dena-
turovanou) pak hybridizujeme se sondou vyrobenou
podle né&jakého fragmentu, ktery v nasi molekule
musi byt. Diky tomuto postupu ziskdme nejenom
restrikéni mapu, ale i pfesnou lokalizaci né&jakého

pro nas zajimavého fragmentu v analyzované mole-
kule (obr. 4). Nebo izolujeme veSkerou bunécnou
RNA, proZeneme ji gelem, preneseme na membranu
a hybridizujeme se sondou vytvorenou podle sekven-
ce n&jakého upln€ konkrétniho, pro nas zajimavého
genu. Ziskame-li potom na filmu ¢erny flek, zname-
na to, Ze v burikach je pritomna RNA vytvorena podle
onoho genu, a tedy nejenZe je v genomu gen prito-
men, ale navic je i aktivni, tedy vytvari se podle né&j
mRNA (a zfejmé i bilkovina). Ale hlavné je elektrofo-
réza opravdu jedina metoda, ktera umoznuje snad-
no a rychle vidét studovanou molekulu. A to neni
malo. u]

PIERCE J. HOWARD: Pfirucka pro uzivatele mozku
(z origindlu ,The owner‘s manual for the brain pfelozil FrantiSek Koukolik),
nakladatelstvi Portal, Praha 1998, 400 stran, naklad neuveden, cena 329 K¢

P. J. Howardovi se podafil husarsky kousek. Neni
odbornik v kognitivni vé€d€ ani v jinych védach
o mozku. Je manaZer. Pfesto zvladl principy kogni-
tivni védy natolik, Ze o ni napsal knihu. ProtoZe je
Ameri¢an, ktery dobfe zna vétSinu svych bliZnich
a vi, jaky je jejich vkus, je kniha prakticka priruc-
ka. K americkym priru¢kam tohoto druhu byvam ne-
daverivy. PrestoZe jsem teoretik a nadto Evropan,
P. J. Howard mou neduvéru prekonal. Prirucku jsem
preloZil. Je to chytra, vesela a ¢tiva knizka. Nejsil-
néjsi je v mistech, o nichZ jsem mylné predpokla-
dal, Ze budou nejslab&i. Autor jim v kniZce vy¢lenil
prostor nadepsany Uziti. Mluvi o tom, k ¢emu jsou
informace kognitivni védy dobré v nasSem praktic-
kém kaZdodennim Zivoté. Kniha ma Sest ¢asti.

® Chcete rychle pochopit, jak pracuje mozek? pojedna-
va o poslednich novinkach kognitivni védy. Struc¢né
a jasneé vysvétluje stanovisko k tak spletitému vztahu,
jakym je vztah mozku a védomi. Jsou v ni i zakladni
pojmy popisujici principy stavby a ¢innosti mozku.

® Vas osobni almanach vypravi o tom, jak mohutné
je télo ovliviiovano védomim. Obsahuje kouzelnou
kapitolu o tom, jak se da vyjit s druhym pohlavim.
Dalsi kapitoly mluvi o starnuti, vyziveé, spanku. Vy-
znamné jsou informace o levactvi a pravactvi.

® Vztah mozku a osobnosti se zabyva vrozenymi
a ziskanymi vlastnostmi, osobnostnimi rysy a psy-

chobiologii emoci. Obsahuje kapitolu o tfech pohle-
dech na inteligenci.

® Vztah lidi a jejich zaméstnani je pravdépodobné
nejpraktic¢téjsi ¢ast. Zduraznuje vyhody optimistic-
kého pohledu na svét. Vysvétluje stres a syndrom
vyhoreni, zabyva se postupy umoznujicimi stres kaz-
dodenné zvladat. Vyznamna je Cast pojednavajici
0 ergonomice.

® Cast nabizejici praktické postupy, jak lépe praco-
vat s u¢ebni latkou, vyuZiji zejména studenti, ucite-
1é a rodic¢e. Dovédi se toho dost i o paméti a uceni.
Cenné jsou kapitoly o tvorivosti, napfiklad jak se da
péstovat nebo naopak ubit.

® ZAivérecna ¢ast se zabyva vztahem kognitivni védy
a filozofie. Cenna mi pripada kapitola o vyvoji po-
znavani, nazvana KaZzdodenni epistemologie. Malo-
kde je srozumitelné&ji podan vyklad Kuhnova para-
digmatu.

Kniha je urcena Sirokému ¢tenarskému okruhu.
Cesky ¢tenafr si bude muset nejprve zvyknout na
povinnou davku amerického optimizmu. Snad to
bude vyvaZeno tim, Ze autor dokazal k svym tvrze-
nim zaujmout rozumny odstup, ob¢as i s humorem.
Pod ikonou Varovani ¢tendrtim stoji napis: Spolkne-
te-1i vSechno, co je v této knize napsano, mutze vas
to ohrozit na zdravi.

KniZka na zdravi neohroZuje. Naopak. Cim vé&tsi
pocet lidi by byl schopen dodrZovat alespon néktera
z pravidel uvedenych v UZiti pod jednotlivymi kapi-
tolami, tim 1épe. FrantiSek Koukolik

PROTOKOL SEPSANY K VOLBE UCITELE
Z 18. STOLETI; ZNiT TAKTO:

Jezto po smrti dosavadniho ucitele jen pét uchazect
se prihlasilo, pfedsevzata s nimi zkouska pred o¢ima
a usSima celé obce v kostele, potom dale zkouseni byli
na fare.

1. Martin Oves, zdejSi Svec, 30 let star, zpival v koste-
také hlas jeho mohl by byti lepi. Cetl z knihy obstojné,
a slabikoval jakz takz. T¥i rukopisy ¢etl prostredné. Zod-
povidal tfi otazky z rozumu dosti dobfe. Recitoval
z katechismu o svatosti oltarni bez chyby. Napsal tfi
fadky diktanda — 4 chyby. Poctu jest tuplIné neznaly.

2. Jakub Maucka, tkadlec z D., ma padesatku za zady;
zpival tfi pisné, ale melodie prechazela do mnoha ji-
nych pisni, hlas mél by miti silnéjsi, vicekrate vykvikl,
coz by nemuselo byti. Cetl Jana 19, 1 — 7 s deseti chy-
bami, slabikoval Jana 18, 23 — 26 bez chyby. T¥i rukopi-
sy cetl — slabé a zajikal se. Z rozumu tfi otazky zodpo-
vidal dobre. Z katechismu recitoval bez chyby. Diktanda
napsal tfi fadky — 5 chyb. Poétl také neznal.

3. Vdclav Senohrad, krejci z S., stafec Sedesatilety,
mél radéji ztistati doma. Zpival dvé pisné; hlas ma jako

beéici tele, také stale upadal do melodii jinych pisni.
Cetl z Josua - hrozné, slabikoval s velikym namaha-
nim; velké T mu bylo kamenem urazu. Z rozumu tfi otaz-
ky — zstal na holickach. Maje ¢isti tfi rukopisy, pfiznal
se, ze neumi. Z diktanda napsal velmi obtizné tfi slova
— k neprecteni. Pocitati neumél docela nic; podéital na
prstech jako malé dité. Bylo mu fe¢eno, ze jednal zpoz-
dile, hlase se k probé, coz sam slze a vzlykaje uznal.

4. Jan Sejkora, kotlaF zdejsi, padesatnik, zpival tfi
pisné dobfre. Cetl a slabikoval Genesis 10, 13 — 18 dob-
fe. Pfi katechismu zpozorovano, ze v nékterych ¢as-
tech se nepocvicil. Diktanda napsal 3 fadky — uslo to,
pokud tycée se pismen, ale udélal 10 chyb. Z po¢ti znal
jen addici.

5. Jan Vojti, poddustojnik z N.; ztratil v bitvé nohu, 45
let star, zpival tfi pisné dobre, ma silny hlas, ale melodie
chybéla. T¥i rukopisy éetl hbité. Cetl a slabikoval z Ge-
nesis 10, 13 — 18 obstojné. Katechismus umél dobre.
Ctyfi otazky z rozumu - tak tak. Diktando 3 Fadky, ale 8
chyb. Z poétil znal addici a troSku subtrakce.

Protoze Jakub Maucka vzdy ,bonae famae“ byl
a pfimluvéich mnoho mél, obdrzel misto.

Ze sborniku VIII. seminar o filozofickych otazkach
matematiky a fyziky, Brno 1997
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