cilova
DNA

a. denaturace teplem

Molekuly na povel IV.

Z mala mnoho nenti totéz jako
z lkomara velbloud

ZUZANA STORCHOVA

V naSem rychlokurzu metod molekularni biologie jiz
pozorny ¢tenar pokrocil tak daleko, Ze by se bez vét-
§ich problémti mohl uplatnit v leckteré moderni la-
boratofi — prinejmensim jako teoretik a univerzalni
poradce. Dovede pripravit elektroforézu a analyzo-
vat na ni vzorky nukleovych kyselin ¢i bilkovin (Ves-
mir 77, 372, 1998/7). Dovede DNA $tépit a v pripa-
dé potreby i vhodné spojovat, coZ v kone¢ném
disledku vede k vytvoreni molekul rekombinantni
DNA a napfiklad k produkci savéich bilkovin
v bakteriich (Vesmir 77, 257, 1998/5 ). A konec¢né
dovede sondou vyhledat obzvlasté oblibeny usek
nukleové kyseliny v jakémkoliv genetickém materialu
¢i hybridizaci DNA ur¢it miru podobnosti DNA rtiz-

nych organizmt (Vesmir 77, 312, 1998/6).
VSechny tyto metody jsou pomérné ucinné, ale
k jejich provedeni je zapotiebi znacné mnoZstvi DNA.
Abychom vzorek na elektroforéze dobre vidéli, potie-
bujeme minimalné 5 (a spiSe 50) ng DNA. Pomoci son-
dy dovedeme sice vyhledat i jeSt€ menSi mnozZstvi
DNA, ale ¢im mensi a méné casty tisek DNA hledate,
tim vétsi musi byt mnoZstvi prohledavaného materia-
lu. A tak je velmi ¢as-

slozeni smési pro Pc}f  to nejdulezitéjsi zajis-

- cilovd DNA tit si pro praci dosta-

- primery ) teéné mnozstvi nukle-

_ prekurzoy syntezy ovych kyselin. Nékdy

polymeraza to je docela snadné —

i - pufr sta¢i namnozit bunky

a Zadanou DNA z nich
izolovat. To lze provést
nejsnaze s bakteriemi,
jez se pro pomnoZeni
raznych plazmida
i (malych kruhovych
molekul DNA, do nichZ

muiZeme vkladat Gse-
ky, které nas zajimaji)
pouZzivaji nejcastéji.
Bakterie v tomto pri-
padé nejsou tercem
planovanych pokusu,
ale pouze jakymsi laci-
nym zdrojem poZado-

l vaného materialu.
JestliZe v nich chceme

b. polymerace )
primery nasednou

na specifické
komplementarni
sekvence a
H DNA- polymeraza
v z nich zahéji syntézu
i novych fetézci DNA

opakovat a. i b,

| N

v | v

1. Schematické znazornéni
polymerazové fetézové
reakce (PCR)

© VESMIR

opakovat a. i b.
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nas oblibeny fragment (NOF) pomnoZit, potfebujeme
jej vloZit do plazmidu. Metody strihani a opétovného
slepovani molekul DNA jsme sice probrali v jediné
kratkeé lekci (viz Molekuly na povel L., s. 257), ale tiplné
snadné ani rychlé to neni. Navic ne vZdy mate NOF
pripraveny v pohotovosti pro vkladani do plazmidu —
nékdy ani nevite, kde v chromozomu vlastné€ NOF leZzi.
Proto objev postupu jak NOF namnozit do obrovské-
ho mnoZstvi bez mezikroku v bakteriich pohnul vy-
zkumem mohutné kupredu. Tato bajecna technika
se jmenuje polymerazova retézova reakce (viz také
Vesmir 69, 309, 1990/6, 74, 456, 1995/10).

Jak se mnozi DNA

Pro vyrobu novych kopii DNA - replikaci — je kli¢o-
vou vlastnosti komplementarita (viz Molekuly na
povel I. a I1.). Tato vlastnost urcuje, jak podle jedno-
ho vldkna DNA vznika vlakno nové, komplementar-
ni k ptivodnimu: proti kazdému nukleotidu s adeni-
nem je zarazen nukleotid s tyminem (a naopak)
a proti kaZzdému nukleotidu s guaninem nukleotid
s cytozinem (a taky naopak). Proces tvorby nového
vlakna se nazyva polymerace a provadi jej DNA po-
lymeraza, coZ je vétSinou cely komplex enzymut
a pomocnych faktorti. Polymerace probiha podle né-
kolika dtleZitych pravidel, z nichZ jedno je do omr-
zeni zminovana komplementarita. DalSim pravidlem
je, Ze vyroba nového vlakna DNA podle vzoru nikdy
nezac¢ina z niceho, ale vZdy je jenom prodluZovanim
jiZ existujici, tfeba i velmi kratké molekuly. Tato krat-
ka molekula se jmenuje primer a bez ni nemuZe byt
syntéza nové DNA zahéijena.

primer 3 polymerace
1

—)

DNA polymeréza\\J

Druhou zasadou polymerace je, Ze probiha vzdy
jen v jednom smeéru. To zni trochu zdhadné, ale vzpo-
merite si na to, jak jsou ve vlakné¢ DNA nukleotidy
vzajemné navazané:

vzor
(templat,
matrice)

O0=—=p—0—-CH,

NEKOLIK CISEL O DNA
Je DNA v burice hodné, nebo malo? Kolik ji molekularni biolog
vlastné potiebuje k praci?

Molekularni hmotnost DNA se odhaduje na 333nasobek po-
¢tu nukleotidt (pfi primérném zastoupeni jednotlivych bazi).
1 g fragmentu dvouretézcové DNA o velikosti 1000 bp (part bazi)
¢€ini 1,52 pmol, 1 pmol stejné velkého fragmentu vazi 666 ng.
Genom bakterie Escherichia colima vice nez 4 x 10° bp, haploid-
ni genom Saccharomyces cerevisiae odpovida zhruba 1,5 x 107
bp. V jedné buiice panu tvorstva se nachazi 4 x 10° bp. Na elek-
troforéze pohodiné vidime nanogramy (10-° g) DNA. V jedné kva-
sinkové burice je asi 2,5 x 10-"* g DNA, pro jednu elektroforetic-
kou analyzu kvasinek tedy musime izolovat DNA z 107 az 108
bunék. Primérny savéi gen ma délku 3 kbp, coz éini asi 0,000075
% celého genomu. Hybridizaci jsme schopni detegovat (mame-
li kvalitni sondu) zhruba desetiny (az setiny) pikogramu. Potie-
bujeme tedy DNA nejméné z 10° az 10° bunék (jedna burika ob-
sahuje 6,7 x 10 pg DNA), abychom se mohli spolehnout na to,
Ze hledany usek DNA nalezneme.




V nukleotidu ma kazdy atom své ¢islo, coZ umoz-
nuje tém, kteri systém ¢islovani pochopili, orientaci
v sloZité molekule (tém, kteri systém nepochopi, to
naopak orientaci v podstaté znemozZnuje). Uhlik
v cukerné sloZce, na némz je navazan zbytek kyseli-
ny fosfore¢né, ma c¢islo 5°, uhlik, na némzZ je nava-
zana skupina OH, ma cislo 3°. Z toho vyplyva, Ze
vlakno DNA je orientované, podle konvence ma za-
catek 5 a konec 3” (chiliasti¢ti molekularni biologo-
vé ovSem fikaji v obou pripadech konec: 5 konec
a 3’ konec). A ted pozor! Dvée vlakna ve dvouSroubo-
vici DNA jsou nejenom komplementarni, ale jsou také
opacné orientovana.

OH

p =
oH HH\HHHHHHHHHH’P
3 5

Pokud se vam to zd4 komplikované, tak vérte tomu,
Ze to nejhorsi teprve prijde. DNA polymeraza, ktera
podle vzoru prodluZuje na principu komplementari-
ty né&jaky primer, to dovede pouze jednim smeérem,
a to od 5" ke 3" konci. VSechny enzymy, které vytva-
reji nukleové kyseliny, to dovedou pouze v tomto
smeéru, to znamena, Ze na 3’'OH skupinu predchozi-
ho nukleotidu napoji 5° P skupinu dalsiho nukleoti-
du. Jinak to nejde, jiné zplsoby jsou zakazany,
vSechny polymerazy to dé€laji takhle. PrestoZe je to
vlastné€ svym zptisobem komplikace (napfiklad z toho
vyplyvaji jisté topologické problémy pfi replikaci
chromozomu, kterymi vas oviem nebudu zatéZovat),
neda se s tim nic délat — vlakna v dvouSroubovici
jsou opac¢né€ orientovana a syntéza nového vlakna
probiha pouze prodluZovanim primeru ve sméru od
5" ke 3" konci.

Retézova reakce

V8echny vySe zmiflované detaily o syntéze nového
vldkna jsou nezbytné k pochopeni principu aZ po-
dezrele jednoduché techniky polymerazové fetézové
reakce. Predstavte si, Ze chcete namnoZit do obrov-
ského poctu kopii néjaky NOF, bez néhoZ nemutZete
Zit. Znate poradi nukleotidii koncovych oblasti NOF
nebo jeho okoli. Chemickou syntézou si nechate pri-
pravit dva primery, kaZzdy pro jedno vlakno DNA:

5° 3
P OH
€«---- OH P
3 5
57 3”
P e—— OH ------ >
OH P
3 5

Smisite DNA, ktera obsahuje NOF a bude slouZzit
jako templat (vzor) pro namnoZeni, s pripravenymi
primery, a zahrejete na 96 °C. Pokud si dobre pa-
matujete, tak pri této teploté denaturuje, tedy roz-
pada se na dvé samostatné vlakna, i ta nejpevnéjsi
dvousSroubovice. Potom celou smés ochladite. Z vla-
ken by se méla zase vytvorit dvouvldkna, ale drive
neZ se utvori dvouSroubovice z dlouhych molekul
DNA, nasednou na pfislusna komplementarni mis-
ta primery, které jste si prichystali, a zabrani opét-
nému vytvoreni puvodnich dvouSroubovic. Pokud
k této smési jednovlaknovych molekul DNA s nased-
nutymi primery pridate DNA polymerazu a prekur-
zory vyroby DNA (nukleosidtrifosfaty), enzym zahaji
prodluzovani primert podle templatu. Nechate né-
jakou dobu vyrabét nova vlakna, a pak smés znovu
nemilosrdné zahtejete na 96 °C. Vzniklé dvouretéz-
ce starych a novych vladken se rozpadnou, takZe se
ve smeési objevi zase spousta jednoretézct, v idealnim

pripadé dvojnasobek vychoziho poctu. Pak cyklus zo-
pakujete. Ochladite smés na teplotu optimalni pro
nasedani primert, znovu spustite polymeraci, zno-
vu denaturujete, a tak porad dokola. V kaZzdém cyk-
lu vam vzniknou nova vldkna, ktera jsou na kon-
cich ,zaostfend” primery. Jejich pocet se v kazdém
cyklu zdvojnasobuje (obr. 1). Cykld muZete provést
libovoln€ mnoho - tfeba 30. Schvalné si zkuste spo-
¢itat, kolik mate na konci novych molekul NOF!

Postup vypada jednoduse, ale nelze pfi ném pou-
Zivat béZné DNA polymerazy napt. z Escherichia coli,
které maji optimalni polymeracni teplotu 37 °C a pfi
teploté nad 50 °C spolehlivé a nevratné stavkuji. Pro
polymerazovou retézovou reakci (anglicky polymera-
se chain reaction, PCR, v ¢eské laboratorni hantyr-
ce pisiar) se pouZivaji polymerazy z termofilnich mi-
kroorganizmu, které tyto teploty bez problému vydrzi.
Nejznaméjsi a nejpouzivanéjsi termostabilni polyme-
raza je Taq, kter4d pochazi z eubakterie Thermus
aquaticus, méné znamé, ale vcelku bé€Zné jsou na-
piiklad polymerazy Tth (z eubakterie Thermus ther-
mophillus) nebo Pwo (izolovana z hypertermofilni ar-
chey Pyrococcus woesei). Nikdo nikdy nemohl
odhadnout, k ¢emu se nam zkoumani takto bizar-
nich organizm®i muZe hodit — a vida, bez nich by
PCR téZko dosahla takového vzmachu (to je poznam-
ka pro reptaly na zakladni vyzkum). V soucasné dobé
se také objevuji rekombinantni — geneticky uprave-
né — polymerazy, které maji (podle vyrobctl) optima-
lizované vlastnosti pro razné specialni postupy.

V8echno to (doufam) vypada hrozné jednoduse, ale
zas tak upln€ snadné to neni. Pro vysledek pokusu
je totiZ klicové naplanovat optimalni sloZeni reakcéni
smeési, v niZ rozhoduje koncentrace templatové DNA,
primeru i nezbytného pufru. A také sestavit nejvhod-
né&jsi program, jako napt. v automatické pracce, s tim
rozdilem, Ze tam jsou programy prani pripraveny od
vyrobct, zatimco pro PCR si termocykler (tak se ten
pristroj jmenuje) programujete sami. Pfi tom je roz-
hodujici zejména teplota nasedani primeru, ktera se
odvozuje z jejich sloZeni a velikosti. Pokud totiZ ur-
¢ite teplotu prilis nizkou, mutiZete ziskat nespecific-
ké fragmenty (i z primerti, které nasedly na mista
komplementarni jen ¢astec¢né€). Pokud urcite teplotu
naopak prili§ vysokou, nemusite dostat nic, protoze
primer nenasedne nikde. A tak nékdy prijdete o mno-
ho vlasu, pratel i iluzi, neZ se vam podari vymyslit
funkéni program pro namnoZeni NOF polymerazo-
vou fetézovou reakci (obr. 2).

A co s tim?

nam umoznuje ziskat velké mnozstvi DNA i z né€ko-
lika malo buné€k. Zanecha-li pachatel na misté ¢inu
jediny vlas vytrZzeny i s kofinkem, je to jako by tam
nechal svij kartotééni listek s otisky prsta (jina véc
je pak zjistit, u koho ty prislusné otisky hledat).
Z ubohych zbytkt rozldamané a poskozené DNA mu-

2. Vliv teploty na vysledek PCR. DNA z periferni krve, polymerace
mikrosatelitnich oblasti, snimek © T. Dolezal
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3. Metoda RAPD
umoznuje rychlé
rozliSeni druht ¢i
kmen raznych
organizmu. Na obrazku
vidime vysledek RAPD
s jedinym primerem
a riznymi typy
templatové DNA

(v tomto pfipadé
genomova DNA
rGznych druhi
prvokt). Pouziti
tohoto konkrétniho
primeru umoziuje
velmi dobré rozliseni
vétsiny testovanych
druht (napf. draha 1
az 5), ale v nékterych
pripadech nejsou
rozdily pfili§ vyrazné
(draha 5, 6 a 7). Pro
takovéto druhy je
potreba najit jiny
primer, ktery by
vysledek. Snimek ©
Stépanka Vanacova.

mii egyptskych faraonti byly namnozeny useky genu,
které porovnanim s tymiz tseky nasich soucasnikt
vydavaji neuvéritelnd svédectvi o lidskych rasach,
jejich historii a evoluci. DuleZitou vlastnosti PCR
ovSem neni jenom mozZnost ziskat tiseky DNA
z n€kolika malo bunék. Polymerazova retézova re-
akce je také velmi specifickd — namnoZi se pouze tisek
DNA sevieny mezi primery, které jsme pripravili.
Diky tomu muZeme rozeznat i jedinou ur¢itou buri-
ku (presnéji jeji DNA) mezi stovkami jinych — a na-
priklad velmi brzy rozhodnout, zda se transplanta-
ce kostni drené zdarila nebo ne.

K polymerazové retézové reakci lze jako templat po-
uzit také RNA. Tato takzvana reverzni PCR (RT-PCR)
vyuZiva reverzni transkriptazu, ktera prepisuje RNA
na DNA. Diky RT-PCR jsme ziskali citlivou metodu
k urcovani aktivnich genu v burice — tedy téch gent,
z nichz se vytvari mRNA, a to i ve velmi malém mnoz-
stvi.

Dulezité je vyuziti technik odvozenych od PCR
k identifikaci jedincti i druhti. NejbéZné;jsi je techni-
ka RAPD (random amplified polymorphic DNA), pfi
které se pro PCR pouZiva pouze jeden velmi kratky
primer. Predpokladame, Ze tento kratky primer na-
jde v testovaném genomu nédhodné nékolik komple-
mentarnich mist, k nimZ nasedne, a tuseky té€mito
primery seviené namnoZime. Je jasné, Ze v kazdém
organizmu budou komplementarni mista rtizna,
a tudiZ i vzniklé fragmenty budou rtizné dlouhé
a bude jich rizny pocet. Fragmenty ziskané ze stej-
ného primeru za stejnych podminek u raznych or-
ganizmtl pak mtiZeme porovnat (obr. 3) elektrofore-
tickou analyzou.

To je ovSem jen zlomek mozZnosti, které nam PCR
poskytuje. V soucasné dobé€ je to jedna z nejucin-
né&jsich a nejvice se rozvijejicich metod molekularni
biologie, a tak nenf divu, Ze jeji objevitelé byli r. 1993
ocenéni Nobelovou cenou za chemii (viz Vesmir 73,
8, 1994/1). m

NEDOSTATKY PCR

Kazdy, kdo se s polymerazovou retézovou reakci se-
tkal, ma tendenci vynaset ji do nebe, a budiz re¢eno,
ze pravem. Ale samozrejmé i tato technika ma své pro-
blémy.

m Jednou komplikaci je pravé jeji uc¢innost a specifita.
Staci i tfeba minimalni kontaminace néjakou cizi DNA,
napfiklad zaneseni DNA do roztoku pouzivanych pri-
merQ, a vysledky reakce ztraceji jakoukoliv vypovédni
hodnotu. V laboratofich specializovanych na diagnos-
tiku s vyuzitim PCR nebo v laboratofich kriminalistl
znaji fadu postuptl jak riziko kontaminace snizit.
V mnoha pripadech jde totiz do slova a do pismene
o zivot.

H Druhou vadou PCR je nepfesnost pouzivanych en-
zymU. Termostabilni polymerazy pracuji v extrémnich
podminkach a pomérné ¢asto (podstatné castéji nez
ostatni DNA polymerazy) zarazuji do fetézce chybné
nukleotidy. Pro presné syntézy konkrétnich tsekt gent
je proto treba vénovat dostateénou pozornost kontro-
le vysledku.

Rozhodné vSak metoda polymerazové retézové re-
akce podnikla triumfalni tazeni laboratoremi a nezda
se, ze by nékdy v budoucnu musela ziskané pozice
vyklizet.

eppendorf

Ruzné teplotni programy pro jednotlivé fady nadobek. Gradient umozinuje naprogramovat
teplotni rozdil az 2 °C napfi¢ vyhfivanym blokem. V jednom cyklu tedy lze naprogramovat pro ruzné vzorky
rizné hodnoty vsech teplot. Vyznamna tspora casu a regencii pfi hledani optimalnich parametri reakce.

Mastercycler gradient = novy pristup k optimalizaci PCR protok

96 pozic pro 0,2 ml nadobky nebo 77 pozic
pro 0,5 ml nadobky anebo 8x12 mikrotitracni
desticky. MozZnost adapteri pro in situ PCR
Vyhfivané viko 100 programi v paméti.
Osobni cipové karty, kazda pro uchovavani

az 10 programi
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