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Obrézek 8.1: Piiklad sekvenace tetrapeptidu Ala-Thr-Gly-Cys pomoci hmotnostni spektrometrie. Vlevo
nahofe je znazornén vznik riznych fragmentt s ndbojem (+1), vpravo nahofe pfehled fragmentt, které
mohou vzniknout $tépenim jedné vazby naseho tetrapeptidu. Dole je zjednodusené spektrum s vyhod-
nocenim rozdild hmotnosti. Signal celého peptidu je znazornén cerné, fragmenty jsou obarveny podle
schematu vpravo nahore.

aminokyselin. Odliseni pfiblizné izobarickydﬁ aminokyselin (lysin a glutamin) vyzaduje velmi vysoké
rozliSeni, zatimco izomerni aminokyseliny (leucin a isoleucin) neni mozné odlisit bez detailniho studia
fragmentace postrannich Fetézcu.

Hmotnostni spektrometry detekuji pouze nabité ¢astice (ionty). Dojde-li ke $tépeni peptidového
Fetézce s ndbojem +1, mizZe kladny ndboj ztstat bud na N-koncové &asti peptidu (takovy Stép se
oznacuje pismenem b), nebo na C-koncové ¢asti ($t€p y). Analyza spekter je navic komplikovana tim,
7e ke $tépeni hlavniho fetézce miZze dochazet nejen v misté peptidové vazby, ale i mezi uhliky (vznikaji
$tépy a a x) nebo mezi dusikem a a-uhlikem (vznikaji §tépy c a z). Urcovéani sekvence proteint je proto
Casto zaloZeno na pocitacovém vyhodnoceni spekter, které muze zahrnovat vsechny uvedené komplikace.
Piiklad sekvenace kratkého peptidu (Ala-Thr-Gly-Cys) je ukdzan na obrazku

Sekvenace proteinti pomoci hmotnostni spektrometrie je uziteéna i v pripadech, kdy je znama sek-
vence DNA (gen proteinu). Pokud totiz dochézi k posttranslacénim modifikacim proteinu (viz sekci ,
Ize tyto modifikace z rozdilu hmotnosti odhalit.

8.2 Sekvenace nukleovych kyselin

Sekvenace nukleovych kyselin je zalozena na pripravé vzorku obsahujiciho smés oligonukleotidi s jednim
koncem stejnym ale lisici se délkou. Takova smés je pak analyzovana elektroforeticky. Podminky tvorby

4Jako izobary se oznacuji ¢astice se stejnou hmotnosti. Pokud bychom ptedpokladali, ze hmotnost atomu uhliku je
presné dvanactkrat vétsi nez hmotnost atomu vodiku, hmotnost atomu dusiku je presné ¢trnactkrat vétsi nez hmotnost
atomu vodiku a hmotnost atomu kysliku je presné sestnactkrat vétsi nez hmotnost atomu vodiku, byly by lysin a glutamin
izobary. Protoze se poméry hmotnosti atomu nepatrné 1lisi od uvedenych poméru a protoze lysin a glutamin obsahuji rizné
pocty atomt jednotlivych prvka, hmotnosti lysinu a glutaminu se mirné lisi.
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smési oligonukleotidi musi byt zvoleny tak, aby v nich byly zastoupeny vSechny délky. Vysledné elek-
toferogramy mayji tvar zebficki, ve kterych oligonukleotidy lisici se o délku jednoho rezidua maji drahu,
kterou urazi v gelu (nebo ¢as elektroforézy v kapilafe), odlisnou o dobie definovany rozdil. Vhodnou
smés nukleotidl lze vytvorit bud ¢dste¢nym odbouranim nebo netplnou syntézou. Obé moZnosti budou
popsany nize.

V principu lze pro sekvenaci nukleovych kyselin pouzit hmotnostni spektrometrii jako u proteind.
V soucasné dobé je ale toto pouziti spiSe vyjimkou (niZe popsand enzymové sekvenace umoziiuje uréit
sekvenci délky nékolika stovek nukleotidil, zatimco hmotnostni spektrometrie je limitovana nékolika
desitkami). Pokud potfebujeme zkoumat delsi tseky nukleovych kyselin, pfipravime kratsi prekryvajici
se Stépy pomoci specifickych endonukleas, podobné jako u proteint.

8.2.1 Chemicka metoda Maxama a Gilberta

Pfi sekvenaci nukleovych kyselin chemickou (odbourdvaci) metodou je nejprve t¥eba oznacit jeden
konec vlakna, napiiklad 5'-konec radioaktivnim fosforem 32P. Poté potfebujeme étyfi chemické reakce,
které prerusi vlakno v mistech jednotlivych bazi. Pro preruseni vlakna na pyrimidinech se pouziva
Stépeni pyrimidinového kruhu hydrazinem. Reaktivita bazi klesa v poradi uracil > cytosin > thymin,
takze v piipadé sekvenovani DNA lze zvolit podminky, za kterych je $tépen cytosin i thymin nebo
pouze cytosin (reakce thyminu je potlacena v pfitomnosti 2M NaCl). V pfitomnosti piperidinu pak
dochézi k selektivni hydrolyze fosfoesterové vazby nukleotidu s odbouranym pyrimidinovym kruhem.
Pii $tépeni na purinech se nejprve baze methyluji dimethylsulfatem. Guanin se methyluje na dusiku
7, zatimco adenin se methyluje na dusiku 3. Hydrolyzou v zasaditém prostiedi se prednostné Stépi
N-glykosidicka vazba s N7-methylguaninem, zatimco v kyselém prostiedi se odstépuje guanin i adenin.
Fosfoesterova vazba se pak hydrolyzuje alkalicky pfi 90 °C. Popsané reakce se provadéji za podminek
zvolenych tak, aby se kazdé analyzované vldkno §tépilo v priméru pouze jednou (pochopitelné na
riizném misté). Vzniknou tak ¢tyfi sady radioaktivné znadenych oligonukleotidi, které pfi elektroforéze
vytvoii zebticky (obrazek , jejichz porovnanim lze snadno odecist sekvenci studovaného vlakna
DNA. Popsané metoda je vzhledem ke své pracnosti pouzivana malo, 1ze ji vSak p¥izpusobit napiiklad
vyskytu nestandardnich bazi, kde selhava nize popsana dideoxymetoda.

8.2.2 Enzymova neboli dideoxymetoda (Sangerova)

V soucasnosti je nejbéznéjsi metoda sekvenace DNA zalozena na enzymové syntéze oligonukleotid,
ve které sekvenovany oligonukleotid slouzi jako templdt. Pfidavkem vhodného mnoZstvi dideoxyana-
logi trifosfati, ze kterych je oligonukleotid sekvenovan (ddATP, ddGTP, ddTTP, ddCTP) je zajisténo
nahodné predcasné ukonceni syntézy oligonukleotidfﬂ (tedy tvorba Zebficku v elektoferogramu, jak je
ukazéno na obrazku . Sekvence, kterou pii dideoxymetodé ¢teme, neni sekvenci vlakna DNA po-
uzité jako templat, ale sekvenci komplementarniho vlakna. Ctend sekvence tedy odpovid4 jiz sekvenci
mRNA | podle které se syntetizuje protein.

K dideoxyanalogtim byva navic vazana néjaka fluoreskujici slou¢enina, kterou lze pii elektroforéze
snadno a citlivé detekovat. Pokud pouzijeme rtzné fluorescen¢ni znacky pro ukonceni na jednotlivych
bazich (G, A, T, C), mizeme sekvenaci provadét v jedné zkumavce. Obréazek ukazuje, jak vypada
vysledek sekvenace s pouzitim fluorescenc¢nich znacek a délenim pomoci elektroforézy v kapilafre.

8.3 Sekvenace oligosacharida

Sekvence oligosacharidll se vétsinou provadi pomoci hmotnostni spektrometrie. Casto se kombinuje
pouziti enzymi §tépicich glykosidickou vazbu (glykosidas) specifickych pro rtizné sacharidy a typy gly-

5Dideoxyanalog postrada hydroxyl v poloze 3’. Proto po jeho zabudovani nemutize dojit k dal§imu prodluzovani fetézce.
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Obrazek 8.2: Princip chemické metody Maxama a Gilberta. Ve spodni ¢asti obrazku je schematicky
znézornéna poloha radioaktivnich prouzka na gelu, ve kterém byly elektroforézou rozdéleny fragmenty
vzniklé v jednotlivich reakcich. Sipka vlevo udéva v jakém sméru oligonukleotidy putovaly béhem
elektroforézy.
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Obrézek 8.3: Princip dideoxymetody. Ve spodni ¢asti je schematicky zndzornén obarveny gel po elektro-
foréze produkt® jednotlivich reakci. Sipka vlevo udéva v jakém sméru oligonukleotidy putovaly béhem
elektroforézy. Vsimnéte si, Ze ¢tend sekvence (uprostied gelu), neodpovidd vldknu DNA, které jsme
pouzili jako templat pro sekvenaci, ale vlaknu komplementarnimu.
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Obrazek 8.4: Vystup automatického sekvenatoru vyuzivajictho fluorescen¢ni znacky. Obrazek ukazuje
zéznam Ctyt fluorescencnich detektort, které snimaji fluoreskujici oligonukleotidy vychézejici z elektro-
foretické kapilary. Cervené je znacen signal fluoroforu navazaného na ddTTP, modie na ddCTP, zelené
na ddATP, ¢erné na ddGTP (obrazek poskytla Laboratof molekularni fyziologie rostlin P¥irodovédecké
fakulty MU v Brné).



