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Predmluva

Tato uebnice je urfena studentiim bakalafskych a magisterskych studijnich programii
piirodovédeckych, lékafskych a veterinarnich vysokych §kol a laboratornim pracovnikiim,
ktefi se zajimaji o zakladni metodické pfistupy soutasné molekularni biologie. Cilem autort
je poskytnout ¢tenaitim piehled téchto metod, popsat jejich principy a vysvétlit moZnosti
jejich praktickych aplikaci. Souasné s dynamickym vyvojem celého oboru molekularni
biologie se objevuji a rychle rozdifuji nové technologie a metodické pfistupy. Tato u€ebnice
si neklade za cil poskytnout celkovy pfehled a sou€asném stavu v této oblasti, ale zamékuje
se na zakladni ,klasické* metody, jejichz principli vSak ¢asto vyuZivaji i ty nejmodern&;jsi
metody souCasnosti. Pro zvySeni nazornosti jsme velkou pozornost v&novali obrazk(im, ve
kterych jsme se snazili schematicky znazornit principy popisovanych metod. Véfime, Ze
uCebnice v€novana principim zdkladnich metod molekuldmi biologie pomfize odstranit
citelnou mezeru v nabidce ucebnich textll tohoto typu. Autofi dékuji sponzoriim, nakladatel-
stvi Espero Publishing, s.r.0., za poskytnuti pfedloh k nékterym obrazkiim a recenzentim za
laskavé posouzeni prace a cenné pfipominky.

V Bmg, 10. 9. 2005 Jan Smarda
za autorsky kolektiv






. Purifikace a separace nukleovych kyselin

1. Extrakce a purifikace nukleovych kyselin

Prvni fazi v&t3iny metod, které popisujeme v této knize, je extrakce DNA nebo RNA
z buné&k a jejich oddéleni od ostatnich buné¢nych sloZek. Kvalita izolovaného materialu Casto
rozhoduje o usp&$nosti navazujicich postupil. Cilem purifika&nich procesi je ziskat nukleo-
vou kyselinu v nativnim stavu v dostateéném mnoZstvi a ¢istoté. Metody izolace nukleovych
kyselin vyuZivaji (1) rozdilné rozpustnosti biologickych makromolekul, (2) adsorpce na
pevny podklad nebo (3) ultracentrifugace v gradientnich roztocich. Vybér metody purifikace
DNA nebo RNA zavisi na zpiisobu jeji nasledné analyzy. Napf. DNA urena k hybridizaci
musi byt zbavena kontaminujicich latek jakymi jsou napf. glykogen, proteiny nebo ionty
kovti, které by mohly branit reasociaci DNA. RovnéZz poZadavky na mnoZstvi a integritu
izolované nukleové kyseliny se mohou u riiznych metod podstatné liSit. Napf. polymerazova
fetézova reakce nevyzaduje velké mnoZstvi vstupniho materidlu, zatimco pro podrobné gene-
tické analyzy je vhodné pfipravit nukleovou kyselinu v dostate¢ném zasobnim mnoZstvi, Jiné
typy analyz jako pulzni gelova elektroforéza nebo $tépeni BAL31 vyZaduji zase vysokou
integritu izolovane DNA.

LYZE BUNEK A TKANI. Existuje mnoho riznych metod purifikace nukleovych
kyselin, ale jejich zakladni rysy jsou spole¢né. Prvnim pfedpokladem je dostupnost vstupni-
ho materialu, kterym mohou byt napf. kultury bakteridlnich nebo eukaryotickych bunék,
které je tfeba oddélit od riistového média (obvykle centrifugaci) nebo komplexn&;jsi vzorky
tkani a pletiv, které musi byt pfed lyzi buné¢k homogenizovany. Rostlinna pletiva se napf.
rozméliiuji v tekutém dusiku na jemny prasek. Zdrojem DNA mohou byt také bunétné orga-
nely nebo virové Castice izolované centrifugaci v hustotnim gradientu (str. 12). Pokud je to
moZne, mél by byt vstupni material ¢erstvy, zamraZeny nebo lyofilizovany, aby se zabranilo
degradaci nukleovych kyselin enzymy pfitomnymi v buné¢ném extraktu.

K uvolnéni vnitiniho obsahu bunék je nutné vyvolat lyzi bunétne st€ny. Vybér zpi-
sobu indukce lyze zavisi na typu buiiky. St&€ny bakteridlnich bun&€k se obvykle rozru3uji
lysozymem, tj. enzymem, ktery se pfirozené vyskytuje ve vajeéneém bilku a slzach. Souasné
s lysozymem se pouZivaji detergenty pro solubilizaci cytoplazmatické membrany (napf.
laurylsiran sodny) a chelataéni ¢inidla (napf. EDTA), ktera jednak vaZou dvojmocne kationty
a tim destabilizuji vné&j$i bakterialni membranu, jednak inhibuji deoxyribonukleazy (DNazy).
Stény bunék rostlin a hub se od stén bunék bakterialnich 1li§i svym chemickym sloZenim, a
proto vyZaduji jine zplisoby degradace. Casto se vyuZiva mechanické dezintegrace kombino-
vané s piisobenim degrada¢nich enzymii, napf. celulaz. Lyzi Zivoi$nych bunék, které nemaji
bunétnou sténu, lze indukovat jemné&j$imi metodami, napf. slabymi neiontovymi detergenty.
Po rozruseni buné¢né stény a plazmatické membrany se v roztoku objevi jejich degradalni
produkty spolu se nitrobunéénymi slozkami a vznika komplexni smé&s DNA, RNA, proteint,
lipidd, sacharidii nizkomolekularnich latek a uhlovodikii. Lyze buiiky obvykle vede k frag-
mentaci chromozomové DNA. Pokud se ma izolovana DNA zachovat intaktni, je nutné pou-
Zit co nejjemné&jich podminek lyze, tj. udrzovat lyza¢ni smés v pufrovaném médiu a chladu.
DiilezZité je rovnéZ vyhnout se fragmentaci DNA, ke které miiZze dojit pf1 pipetovani lyzatu.

PRECISTOVACI ENZYMY. Odstranéni RNA z purifikované DNA Ize snadno do-
sahnout plisobenim ribonukleazy (RNazy). Tento enzym je stabilni i pii vysoké teploté a
proto je mozZné jej zahfatim na teplotu 65 °C zbavit stop neZadoucich deoxyribonukledz,
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které by DNA mohly poSkodit. Odstranéni DNA pf#i purifikaci RNA byvalo obtiZné&j$i, pro-
toZze vyZadovalo pouZiti DNazy postradajici jakoukoliv RN4zovou aktivitu. V soudasné dobé
jsou viak tyto enzymy komeréné dostupné. Pfe¢idténi purifikované nukleové kyseliny piiso-
benim zminénych enzymil se pouziva jen v nékterych postupech. Pokud ur¢itd kontaminace
nukleové kyseliny neni v daném postupu na ziavadu nebo k jejimu odstranéni postatuji na-
sledné purifikaCni kroky, je mozné tento krok vynechat. Pro odstranéni protein(i z buné¢-
nych lyzati se pouZivaji proteazy, napf. proteinaza K nebo pronaza E. Odstranéni proteini je
pfi purifikaci nukleovych kyselin velmi dilezité, protoZe buitky obsahuji jednak fadu enzy-
mi, ktere nukleové kyseliny degraduji, a dale proteiny, které se na DNA vaZou a tak mohou
omezovat u¢innost nasledujicich experimentt.

EXTRAKCE SMESI FENOL-CHLOROFORM. Klasickym a stéle hojn& pouZiva-
nym postupem pro odstranéni proteini z buné¢nych lyzatl je extrakce pufrem ekvilibrova-
nym fenolem nebo smési fenolu a chloroformu. Tyto organické latky se nemisi s vodou, a
proto po pfidani do vodného prostfedi bunééného lyzatu zplisobi tvorbu dvou vrstev (fazi).
Kdyz se smés dikladné promicha, dojde k denaturaci proteinti a jejich vysraZeni. SraZeninu
proteini Ize centrifugaci koncentrovat do fazového rozhrani, odd&lujiciho t&Z3i organickou
faz1 od leh¢i vodne faze. Pokud se pouziva fenol ekvilibrovany neutralnim nebo alkalickym
pufrem, nukleové kyseliny (DNA i RNA) ziistavaji ve vodné fazi. Pokud se k extrakci pouZi-
je kysely fenol, pfechazi DNA do organické faze a ve vodné fazi zlistdva pouze RNA. Této
skuteCnosti se vyuZiva pii izolaci RNA. Existuji viak i takové lyza&ni postupy, které s vyuzi-
tim soli zvy3i hustotu vodné faze natolik, Ze dojde k pfevraceni fazi.

SRAZENI NUKLEOVYCH KYSELIN ALKOHOLEM. Po extrakei fenolem ma-
me k dispozici vodny roztok nukleové kyseliny zbaveny proteinfi, ktery je viak pravd&po-
dobné pfili§ nafedény a navic zfejmé& obsahuje stopy fenolu a chloroformu. Obzvlasté fenol
ma ur€ity stupefi rozpustnosti ve vodé a mohl by zpiisobit neZadouci denaturaci enzym
pfi dalsi prici s purifikovanou nukleovou kyselinou. Pfevedeni nukleové kyseliny do malého
objemu a jeji pfe¢idténi je moZno zajistit sraZenim (precipitaci) alkﬂhnlem, obvykle etanolem
nebo izopropanolem. Za piitomnosti jednomocnych iontii (Na*, K' nebo NH*") je mozZné
nukleové kyseliny sraZet do podoby agregatu, ktery pfi centrifugaci sedimentuje na dno
zkumavky, Uinnému sraZeni nukleovych kyselin v nizkych koncentracich napomaha snize-
ni teploty na —70 °C a pfidani soli (2M NaCl, 2M LiCl, 3M octan sodny nebo 10M octan
amonny). Je-li naopak tfeba zvysit selektivitu sraZeni pro DNA, tj. minimalizovat sou¢asnou
precipitaci RNA, provadi se sraZeni pfi laboratorni teplot. Soli mohou byt ¢4stedné sréZeny
spolu s nukleovou kyselinou a z precipititu se odstrafiuji promytim 70% etanolem. Po odpa-
feni etanolovych par se DNA rozpusti ve vodném roztoku, ktery obvykle obsahuje pufr Tris-
HCl (pH 7,5-8,0) a inhibitor nukledz, EDTA. Zpisob uchovani nukleové kyseliny zavisi na
jeji velikosti, konformaci a dalSim vyuzZiti. Roztok DNA se obvykle uchovava pti 4 °C. Tep-
lota —20 °C neni vhodna pro linearni DNA o velikosti presahujici 20 kb, ktera je k¥ehka a
behem zamrazovani a rozmrazovani se snadno lame. Pokud je tfeba DNA skladovat dlouho-
dob¢& ve zmrazeném stavu, je vhodné ji pfedem rozdélit do nékolika alikvoti.

ALKALICKA DENATURACE. Tato metoda se b&#n& pouzZiva pro oddéleni
plazmidi od chromozomové DNA v extraktech bakterialnich bungk. Chromozomovi DNA
Jje v extraktech bakterialnich bunék pfitomna v podobé& linearnich fragmentdl, které vznikaji
pfi CasteCne fragmentaci DNA v priibéhu lyze bun&k. PH zvy3eni pH na hodnotu kolem 12 se
pierusi vodikové vazby mezi nukleotidy a dochazi tak k oddéleni linearnich fetézcti — dena-
turact DNA. Plazmidy b&€Znych velikosti, které se pouzivaji pfi klonovani DNA, jsou stabil-
n¢jsi a protoze zustavaji v nadsroubovicové formé&, nejsou b&hem lyze buitky porufeny.
[ kdyZ vysoke pH zpiisobi pferuSeni vodikovych vazeb i v plazmidové DNA, jeji fetdzce se
nemohou fyzicky oddélit, a po nasledném sniZeni pH se snadno obnovi pilivodni struktura
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dvoutetézcové DNA plazmidu. Naopak oddélené fetézce chromozomové DNA nemohou tak
rychle renaturovat, agreguji v pfitomnosti SDS, ktery je soucasti lyzacniho pufru a octanu
draselného, ktery je pouZit k neutralizaci lyzatu s proteiny a dalSimi slozkami bunék (napf.
zbytky bunéénych stén) do nerozpustné hmoty, ktera miZe byt odstranéna centrifugaci.
Plazmidova DNA, ktera v roztoku zlstava, je dostatecné Cista a pouzitelna pro mnoho apli-
kaci, vCetné restrikéniho Stépeni. Pokud je tieba provést dalsi pfecisténi plazmidové DNA, je
vhodné provest pfesraZeni octanem amonnym a izopropanolem, afinitni chromatografii nebo
centrifugaci v gradientu CsCl s etidiumbromidem.

PURIFIKACE NUKLEOVYCH KYSELIN CHROMATOGRAFII. Pi purifikaci

o ra A R~ T - - L = _.-"'"'.:
> - il g - i A R i T i et o . e R

ey o AR LA N e e g, A e i et e e A L
i e A e T e i B P L S
it e T e R e ek T R S TR e e T ke ait )

4 5 X c - ir i - AR

i - = P 14 o e oy . o il m o eyt g’ el g

e D e ) s : ; e i e e bt bns

i [ T ks s i TR Pk

- 5 w i ani }¥ gl el LR T e Gyl AR kA,
v L . . . i i e s n

h - ; o e

. a : R e T

F -

: e b

krev.bufky  bakterie  krev, buky krev, sérum
 tkané thané plazma

lyze

nanaseni vzorku nukleoveé kyseliny
na kolonku

zachyceni nukleove
kyseliny na nosigi

TS

adstfedéni

promyvani

odstiedén| (F:’

Obr. 1 lzolace a purifikace nukleovych kyselin
na chromatografickych kolonkach

nukleovych kyselin na chromatografickych
kolonkach, které jsou Casto vsazeny do centri-
fugaénich mikrozkumavek a kombinuji tak
chromatografii s centrifugaci (,,spin columns™)
se pouzivaji dva hlavni pfistupy. Pfi gelové
chromatografii se vzorek nanasi na kolonu,
jejiz napli je tvofena malymi poréznimi zrnky
nosice. Male molekuly, jako soli, volné nukle-
otidy, atd. prostupuji do porézni matrice a tim
zpomaluji sviy) pohyb kolonou, zatimco velke
molekuly nukleovych kyselin zrnky matrice
neprostupuji a prochazeji proto kolonou rych-
leji. Tento typ purifikace ptfedstavuje u¢innou
alternativu k purifikaci DNA srazenim alkoho-
lem. Pf1 afinitni chromatografii je zajiSténa
interakce mezi makromolekulami vzorku a
naplni kolony. MiiZe se jednat o interakci elek-
trické povahy, zaloZzené na afinité kladné nabi-
tych chemickych skupin nosice k negativné
nabitym zbytkiim kyseliny fosfore¢né v mole-
kule DNA (iontoméni¢ova chromatografie)
nebo o vice specifickou interakci napf. mezi
sekvencemi oligo-dT vazanymi na zrnka nosi-
¢e a sekvencemi poly-A, které jsou pfitomny
na koncich molekul eukaryotické mRNA.
V obou pfipadech se vyuZije imobilizace
nukleovych kyselin na nosi¢i a odmyti neza-
doucich molekul, které kolonou volné procha-
zeji. Nasledné, pouzitim jincho pufru se mole-
kuly nukleovych kyselin z nosi€e uvolni.
Nukleove kyseliny 1zolované prostrednictvim
chromatografickvch technik maji vysoky stu-
pen Cistoty. V soucasné dobé je k dispozici
fada komer¢nich sestav uzpusobenych pro
vyuziti afinitni chromatografie pro izolaci
DNA z nejriiznéjSich materialt (obr. 1). Tyto
komeréni sestavy cCasto pouzivaji afinitni
membrany misto klasickych sloupcovych
nosici.
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PURIFIKACE RIBONUKLEOVYCH KYSELIN. Vzhledem k tomu, Ze molekuly
RNA jsou mnohem méné stabilni neZ molekuly DNA, izolace RNA je niro¢néjsi a vyZaduje
pfisnéjsi podminky, napf. pouziti vody upravené inhibitorem RNazy (0,1 % dietylpyrokarbo-
natem) a vychozi material z Zivo&iSnych tkani je homogenizovan za pfitomnosti antioxidac-
nich ¢inidel (B-merkaptoetanol, dithiotreitol). Proteiny se odstrani fenolem ekvilibrovanym
vodou pfi 60 °C. Oddéleni jednotlivych frakei se provadi chlazenou centrifugaci. Kontami-
nujici DNA je odstran&na DN4zou zbavenou RNaz. RNA se sraZi etanolem za pfitomnost
LiCl a uchovéva v roztoku pufru pfi =70 °C. Ziskani neporuené velmi &isté RNA je zaklad-
nim predpokladem pro Fadu dileZitych experimentii, napf. pro northernovy pfenos, translaci
in vitro, RT-PCR, zakladani knithoven cDNA, atd.

DETEKCE A KVANTIFIKACE NUKLEOVYCH KYSELIN. Pokud je purifiko-
vanid DNA dostate&n& &ista, tj. zbavena viech latek, které absorbuji ultrafialové zafeni (napf.
RNA, volnych nukleotidil, proteinil), 1ze odhadnout jeji koncentraci spektrofotometrickym
méfenim absorbance roztoku pfi vinové délce 260 nm. Tento zplisob stanoveni koncentrace
DNA je jednoduchy, ale ne prili§ selektivni. Roztok dvoufetézcové DNA o koncentraci
50 pg/ml mé absorbanci 1. Tuto hodnotu v8ak pozméni pfitomnost proteinii nebo fenolu
v roztoku DNA. Navic udaj o urovni absorbance nepodava informaci o integrit€ molekuly
DNA. Pro detekci a kvantifikaci nukleovych kyselin se b&éZn& pouZivaji barviva typu etidi-
umbromidu. Etidiumbromid je fenantridinové barvivo, které ma plochou kruhovou strukturu
umozZiujici jeho vmezefeni (interkalaci) mezi baze nukleovych kyselin. Komplex DNA
s navazanym barvivem pak miiZe byt detekovan v Cerveno-oranzové Casti spektra vzhledem
ke své fluorescenci po ozafeni ultrafialovym svétlem. Uvedeny zplisob se nejéastéji pouziva
pro barveni molekul nukleovych kyselin rozd&lenych ultracentrifugaci (kapitola 2) nebo
gelovou elektroforézou (kapitola 3) a miiZe se rovnéz pouZit pro stanoveni koncentrace DNA
nebo RNA ve vzorku, pokud je k dispozici referenéni vzorek o znamé koncentraci. Pro kvan-
tifikaci jednovlaknové DNA, napf. oligonukleotidovych primerii se rovnéZ pouZiva spektro-
fotometricky pfistup. Absorbance 1 roztoku jednovlaknové DNA pii vinové délce 260 nm je
v tomto pFipadé ekvivalentni koncentraci 30 pg/ml. Analogicky pfistup je vhodny pro kvan-
tifikaci jednovlaknové RNA. Absorbance 1 pfi stejné vinové délce odpovida koncentraci

RNA 40 pg/ml.

2. Centrifugace

Centrifugace patii k separaénim metodam, které se v molekuldrni biologii pouzivaji
k izolaci, purifikaci a charakterizaci biomakromolekul a buné&nych struktur. Zakladnim
principem separace zaloZené na centrifuga¢nich technikach je pohyb &astic v tekutém pro-
stfedi pod vlivem odstfedivého pole, které vznika otienim rotoru centrifugy. Rychlost,
s jakou Castice sedimentuje, zavisi na jeji velikosti, tvaru a hustoté a je ovlivilovana rovnéz
vlastnostmi prostfedi a podminkami, pfi nichZ centrifugace probiha. Veli¢ina, kterou lze
rychlost pohybu &astice pfi centrifugaci charakterizovat, se oznatuje jako sedimenta&ni
koeficient nebo teZ hodnota S.

STANOVENI SEDIMENTACNIHO KOEFICIENTU. Rychlost sedimentace &as-
tice pfi centrifugaci lze vyjadfit obecnym vztahem:
dr/dt = S.a =s.a'r,
kde

r je vzdalenost ¢astice od osy otaceni,
t je doba centrifugace,



11
PURIFIKACE A SEPARACE NUKLEOVYCH KYSELIN

a je odstfedivé zrychlen,
S je sedimentacni koeficient a
@ je uhlova rychlost rotoru pii otaceni.

Po upravé a integraci uvedeného vztahu ziskame rovnici
S = d(Inr)/ & dt = Inry/ri/ & (t:-1,),

podle niZ lze vypocitat hodnotu sedimentaéniho koeficientu analyzované Castice,
jestliZze zname jeji polohy r, a r, v centrifugaéni zkumavce v pfisludnych €asovych interva-
lech #; a #; a rychlost otaceni. Abychom mohli srovnat hodnoty S stanovené pii riiznych
podminkach centrifugace, jsou ziskané hodnoty obvykle pfepocitany na standardni podmin-
ky. Tim ziskame hodnoty standardnich sedimenta¢nich koeficientu .5”3{,,“,, které charakte-
rizuji sedimentaci ¢astic o koncentraci blizké nule ve vodé pi1 20 °C.

Hodnoty koeficientii se pro vétSinu biomakromolekul a molekularnich komplexti po-
hybuji v rozmezi fadi 10" a2 10" sekund. Vyjadiuji se proto ve Svedbergovych jednot-
kich (S), kde 1 S (Svedberg) = 107" sekundy.

Hodnot sedimentaénich koeficientli se vyuZiva k popisu a charakterizaci biomak-
romolekul, buné&nych organel a jejich struktur. Pfikladem je oznaovani jednotlivych druhi
ribozomovych RNA (23S-rRNA, 16S-TRNA) nebo ribozomovych podjednotek (30S, 50S).

Pro jednotlivé typy biomakromolekul 1ze z hodnot sedimentatnich koeficientl vypo-
¢itat pomoci empirickych vztahii rovnéz jejich molarni hmotnosti.

DIFERENCIALNI CENTRIFUGACE. Jestlize se centrifugaci v homogennim roz-
toku podrobi smés &astic podstatné se liSicich svou velikosti, hmotnosti nebo hustotou, bu-
dou jednotlivé slozky smési sedimentovat riiznou rychlosti. Opakovanou centrifugaci pfi
postupném zvySovani otaCek tak lze z plivodni smési ziskat jednotlivé sloZky nebo frakce ve
formé sedimentu (obr. 2). Tento postup se oznacuje jako diferencialni centrifugace a vyuziva
se nejéastéji jako vychozi krok pro hrubou separaci a izolaci sloZek z lyzati bun€k nebo
homogenatd tkani, napf. bun&nych jader, ribozomili, mitochondrii, buné&nych membran,
nukleovych kyselin a proteini.

ZONALNI CENTRIFUGACE. Fyzikilni vlastnosti jednotlivych komponent pfi-
tomnych ve vychozi smési a tim 1 rychlost jejich sedimentace nejsou vzdy odlisné natolik,
aby je bylo moZné diferencialni centrifugaci u&inné separovat. Pfikladem mohou byt rizné
typy nukleovych kyselin, ribozomalnich podjednotek, nebo jiné &astice, vykazujici podobné
vlastnosti. Pro separaci téchto latek se vyuziva zonailni centrifugace, pfi niZ je homogenni
roztok v centrifuga¢ni zkumavce nahrazen roztokem, jehoZ koncentrace od povrchu ke dnu
zkumavky nartistd. Takovy roztok se oznauje jako gradientni. K jeho pfipravé se pouzivaji
dobfe rozpustné a vii¢i analyzovanym ¢&asticim inertni latky, jako je napf. sachardza nebo
glycerol. Vzriistajici hustota a tim i viskozita gradientniho roztoku eliminuji vliv vzristajici-
ho odstfedivého zrychleni smérem od osy otafeni, ¢imZ brani narustu rychlosti sedimentace
¢astic v prib&hu centrifugace. Pfed zahajenim centrifugace se vzorek obsahujici smés &astic
nanese v tenké vrstvé na povrch gradientniho roztoku v centrifugaéni zkumavce. Jednotlivé
slozky vychozi smési budou v zavislosti na sve velikosti, tvaru a hustoté pfi centrifugaci
sedimentovat gradientnim roztokem rliznou rychlosti a vytvafet dobfe oddélené zony. Gradi-
ent roztoku zaroveri zabrafiuje vnitfnimu proudéni roztoku ve zkumavce, tim udrZzuje stabili-
tu a ostrost vytvofenych zon a umoznuje tak jejich nasledne odebrani.

Volbou vhodnych podminek pfi zonalni centrifugaci lze dosahnout toho, aby rychlost
sedimentace Castic byla v priibéhu centrifugace konstantni. Tento zpiisob centrifugace je
oznatovan jako izokineticka centrifugace a je vyuZivan k podrobné;si charakterizaci Eastic,
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napf. k pfesnému stanoveni jejich velikosti. Pfi analyze nukleovych kyselin se napf. pouZiva
5-20% sachar6zovy gradient, v némZ se koncentrace sacharézy linearné méni od hladiny
(5% roztok) ke dnu zkumavky (20% roztok). Pohyb vytvofenych zén lze monitorovat bud’
piimo béhem centrifugace pomoci specialnich zafizeni, ktera jsou souasti analytickych
centrifug, nebo lze jejich polohu stanovit po ukonceni centrifugace bud’ spektrofotometricky,
nebo zméfenim radioaktivity jednotlivych frakci (obr. 2).

izokineticka centrifugace  izopyhk

vzorek naneseny
na povreh 5 - 20 %
sacharozoveho gradientu

e l centrifugace

pomaleji sedimentujici Castice

rychleji sedimentujici castice
frakcionace obsahu zkumavky

H g

._'{._ e .' -
P

Obr. 2 Zakladni typy centrifugace

IZOPYKNICKA CENTRIFUGACE. P této metodé-centrifugace, oznaované téZ
jako hustotni centrifugace nebo centrifugace do rovnovahy, se Castice separuji podle své
hustoty. Nejjednodussi provedeni této metody spociva v pfipravé homogenni smési analyzo-
vanych &astic ve vhodném mediu a nasledné centrifugaci. Béhem centrifugace tato media
sama vytvoii koncentraCni a tim 1 hustotni gradient, v némz se &astice analyzovanych latek
pohybuji ob&ma sméry tak dlouho, dokud nedosahnou polohy, v niZ je hustota roztoku shod-
na s hustotou €astic (obr. 2). Takto stanovena hustota se oznacuje jako vznasiva hustota. Jeji
hodnoty jsou ovlivnény interakci ¢astic s ionty roztoku a jsou obvykle vyS3i nez je hustota
¢astic v buiikach.

Pfi jiném postupu se gradient pfipravuje v centrifugadni zkumavce pfedem postup-
nym navrstvovanim roztokii o rizné koncentraci a vzorek je pak nanesen na jeho povrch,
Gradienty tohoto typu mohou byt kontinualni nebo diskontinuélni, podle toho, zda se kon-
centrace roztoku méni plynule nebo stupiiovité. V obou ptipadech jsou po ukonéeni centrifu-
gace &astice pfisluSného druhu zkoncentrovany do uzkych pruhi, které lze detekovat a izolo-
vat stejnym zpiisobem jako pfi zonalni centrifugaci.

K pfipravé hustotnich gradienti se pouZivaji latky, které se vyznauji vysokou roz-
pustnosti. BéZné pouZivanymi latkami jsou chlorid cesny nebo sacharéza. Rozdily hustot,
které lze dosahnout, se pohybuji v rozmezi 1,0-1,3 g/ml u sacharézy a 1,0-1,9 g/ml u CsCl,
coZ umozZiuje separovat a izolovat napf. bunééna jadra, mitochondrie, nukleové kyseliny atd.
o vysoke Cistoté.
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Separace Castic na zakladé odlidné hustoty se vyuziva nejen k jejich izolaci, ale miize
byt vyuZita rovnéZ k podrobnéjsi charakterizaci. Je znamo, Ze vznasiva hustota dvoufetézco-
ve DNA je vyznamné ovlivnéna zastoupenim jednotlivych typl par nukleotidovych bazi,
CehoZ lze vyuZit ke stanoveni podilu GC-parti v DNA. Plati, Ze

%(G+C) = (p— 1,660/0,098) x 100,
kde p = vznasiva hustota vzorku dvoufetézcové DNA.

Specialnim pfipadem vyuzZiti izopyknické centrifugace je separace odlidnych struktur-
nich typi DNA v gradientech CsCl za pfitomnosti etidiumbromidu. Po navazani etidium-
bromidu na DNA se jeji vznaSiva hustota vyznamné sniZuje, pfi¢emZ mnoZstvi navazaného
etidiumbromidu a tim 1 pokles hustoty DNA zavisi na jejim strukturnim typu. To umoZiiuje
vzajemné separovat a izolovat rlizné formy DNA, napf. kovalentm& uzaviené kruZnice
plazmidovych DNA od otevienych a linearnich molekul plazmidové a chromozomové DNA.

Kazdy z uvedenych typl centrifugalnich technik lze vyuZit jak k preparativnim uce-
lim, jejichZ cilem je izolace jednotlivych sloZek smési, tak i k udeliim analytickym, kde je
cilem stanoveni vlastnosti zkoumanych latek, napf. velikosti nebo hustoty. Hovofi se pak
0 preparativni a analytické centrifugaci.

3. Elektroforéza nukleovych kyselin

Elektroforéza patii v molekulamni biologii k nejpouZivangj$im separaénim technikdm
pfi izolaci a analyze nukleovych kyselin a bilkovin. Principem elektroforetické separace je
pohyb nabitych molekul v elektrickém poli. Hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin
jsou negativné nabité fosfatové skupiny, a proto nukleové kyseliny v elektrickém poli pohy-
buji k opatné nabité elektrodé — anod&.

i GELOVA ELEKTROFORKZA.

HC=CH-C—NH,  + H,C=CH—C—N-CH-N—Cc-cH=cH, Z praktickych dilivodii se elektroforéza ne-
o . © provadi pfimo v roztoku, ale ve vhodném
akrylamid N,N-metylenbisakrylamid nosi¢i. Tim byva obvykle gel. Elektrofore-
tické gely pouzivané pro separaci nukleo-

\ / vych kyselin jsou nejastéji tvofeny polya-

| krylamidem (obr. 3) nebo agarézou (obr.
—CHZ—(‘_:H-E—EH;—?H-—];GH.‘,—?H-{-GH?—?H-‘E;EHE— 4), ktere vytvafeji sloZitou sitovou struktu-
=0 g=0 =0 ru polymernich molekul s poéry, jejichz

NH, N NH, velikost lze ovlivnit sloZenim roztoku a

tH koncentraci polymeru. Agarézové gely jsou

. vhodné pro separaci molekul nukleovych

=0 kyselin o velikosti od 100 bp aZ po zhruba

- ‘f"“['c“z_ GH-fiCH;~CH-F-ChHy- BHJzCHy 50 kb, polyakrylamidové gely se pouZivaji
A il pro separaci mensich molekul (10 aZ

(I:”: Gk g 1000 bp). Podle polohy gelu v elektrofore-

L e tické aparatufe rozliSujeme horizontalni a

e vertikalni gelovou elektroforézu, které maji

deskové uspofadani a dale kapilarni elek-

—CHy-CH-CH;~CH-|-CH— - = : -
troforézu, u niz je gel uvnitt kapilary.

Obr.3 Polyakrylamidové gely jsou tvofeny kopo-
lymerem akrylamidu (propenamidu) a
N,N'-metylen-bisakrylamidu
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Rychlost pohybu molekul DNA

HO v gelu oznafovana jako elektroforeticka
i - pohyblivost je neptimo imém logaritmu

6 o OH 0 jejich velikosti. P#i posuzovani elektrofore-
2T HO 0 tické pohyblivosti dané molekuly DNA

neni tfeba brat v uvahu velikost naboje,

protoZe nukleové kyseliny maji naboj rov-

Obr. 4 Struktura agarézy. Agardza je lineami  pom&mé rozloZen a jeho velikost je na

polysacharid tvofeny [-D-galaktopyra-  jednotku délky molekuly stejna. Velikost

nézou a 3,6-anhydro-B-L-galaktopyrané-  mlekuly DNA nebo jejiho fragmentu

S ktf“é jsou spojeny glykozidovymi o pername  velikosti lze proto stanovit

TG srovnanim jejich elektroforetické pohybli-

vosti s elektroforetickou pohyblivosti molekul nebo fragmenti DNA o znamé velikosti, které

se oznaluji jako standardy velikosti nebo hmotnostni standardy. Témi byvaji vétSinou

restrik&ni fragmenty plazmidovych molekul nebo genomu bakteriofagti, jejichZ pfesna veli-
kost byla stanovena sekvencovanim DNA.

Po dokonéeni elektroforézy je tfeba identifikovat polohy separovanych molekul, které
nejsou pouhym okem viditelné. Molekuly DNA lze snadno zviditelnit obarvenim vhodnym
barvivem. Nejtast&ji je pouZivan etidiumbromid, ktery se vmezefuje mezi sousedni pary bazi
v DNA a vytvafi s ni komplex, ktery po osvétleni ultrafialovym svétlem Cervené fluoreskuje.
Molekuly DNA o stejné velikosti jsou pak na gelu patrné jako prouZky, jejichz intenzita je
umérnd koncentraci DNA. Etidiumbromid lze pouzit rovnéZz pro barveni RNA, intenzita
jejiho zbarveni je vSak niZ3i. Namisto etidiumbromidu miiZze byt pro barveni nukleovych
kyselin pouZita také skupina fluorescenénich kyaninovych barviv s komerénim oznaenim
SYBR. Pro detekci molekul DNA separovanych v polyakrylamidovych gelech se rovnéz
pouZiva barveni stfibrem. Pokud jsou molekuly nukleovych kyselin radioaktivné oznaleny,
znazorni se polohy prouzkil na gelu autoradiograficky. K detekci poloh fragmenti DNA lze
vyuzit rovnéz hybridizace se zna¢enou sondou.

Gelova elektroforéza miize byt vyuZzita rovnéZ pro separaci a studium molekul DNA
nachazejicich se v riznych molekularnich typech (konformacich). Lze tak odliSit kovalentné
uzaviené¢ kruznicové molekuly DNA od molekul linearnich nebo od otevienych kruZnic.
Nadsroubovicova (superhelikalni) forma, oteviena kruhova forma a linearni forma DNA tézZe
molekulové hmotnosti se pohybuje agarozovym gelem riliznou rychlosti. Relativni pohybli-
vost téchto tfi forem zavisi na podminkach elektroforézy.

Gelova elektroforéza je rovnéz vhodnym prostiedkem pro studium interakci mezi
nukleovymi kyselinami a proteiny, zejména témi, které se vaZou na specifické sekvence
DNA (transkrip&ni faktory, represory ap.). Metoda se oznatuje jako gelovd zpomalovaci
analyza (retardani analyza, EMSA) (str. 135). Vychazi z poznatku, Ze elektroforeticka
pohyblivost DNA se po vazbé& proteinii sniZuje.

PULZNI GELOVA ELEKTROFOREZA (PFGE). Pi konvencni gelové elektrofo-
réze se molekuly DNA pohybuji pfimocafe a plynule od katody k anodé a rychlost pohybu je
uméma jejich velikosti. Separace je podminéna rychlejSim priichodem mensich molekul
porovitou strukturou gelu. Tento princip separace se uplatiiuje u molekul DNA do velikosti
pfiblizn& 50 kb; molekuly vétsi velikosti se pohybuji stejnou rychlosti, ale nerozdéli se, pro-
toze uviznou v sitovité struktuie gelu. K jejich separaci se proto vyuzZiva pulzni gelova elek-
troforéza. Pfi PFGE je gel vystaven elektrickému poli, jehoZ smér se pod urlitym uhlem
(90—180°) v asovych intervalech periodicky méni. Aby se molekuly DNA mohly pohybovat
ve sméru zménéneho elektrickeho pole, musi nejdfive zménit svou orientaci. Tento proces se
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nazyva reorientace a doba nutna k jejimu uskuteénéni se oznacCuje jako reorientalni ¢as.
Vétsi molekuly DNA spotiebuji na svou reorientaci vice ¢asu nez molekuly mensi a jejich
vysledny pfimocary pohyb je proto pomalejsi. Mezi rozhodujici parametry pii PFGE tedy
patfi kromé napéti, teploty a koncentrace elektroforetického pufru, které jsou vyznamné i
u konvencni elektroforézy, navic 1 pulzni Cas, ktery je mozno udrzovat v prubéhu separace
bud’ na konstantni trovni nebo jej spojité nebo nespojité zvySovat. Tim lze regulovat velikost
molekul, které se za danych podminek jesté pohybuji, protoZe jejich reorientadni ¢as je nizsi
nez doba pulzu. Molekuly, které zvoleného limitu daného rozmezim pulznich ¢asi nedosih-
nou, zustavaji po elektroforéze nahromadény v tzv. zoné komprese pobliZ startu.

Efarin
Eos
L

AR AR S R

S s genomovou DNA
_ Stépeni vzacné Stépici 'L ;

'_ restrikéni endonukledzou

pulzni gelova
elektroforéza

;

makrorestrikéni profil

Technika pulzni elektroforézy se
vyuziva k separaci intaktnich molekul
DNA (napi. chromozomt bakterii nebo
kvasinek) nebo restrikénich fragmentu
DNA o velikosti desitek kilobazi az néko-
lika megabazi. Molekuly DNA, které se
maji analyzovat pulzni gelovou elektrofo-
rézou, nelze izolovat standardnimi meto-
dami (napi. fenolovou extrakci nebo ad-
sorbci na chromatografickych kolonach),
pi1 kterych dochazi k jejich poskozeni. Pro
izolaci se pouziva specialni postup (obr.
5), ktery zahrnuje kultivaci bunék do
ptesné stanovené hustoty a jejich smichani
s roztavenou agarozou s nizkym bodem
tani. Bunécna suspenze se nasledné prene-
se do malé formicky. Lyze bunék a depro-
teinace DNA pak probiha v takto vytvoie-
nych agardézovych blo¢cich, kde je DNA
chranéna pred nespecifickou fragmentaci
stiiznymi silami pii pipetovani. Po depro-
teinaci je tfeba blo¢ky nékolikrat promyt
od proteinazy, aby se predeslo degradaci
restrikénich enzymu a proteinazu nevratné
inhibovat pouZitim 0,1-0,2 mM PMSF
(fenylmetylsulfonylfluonidu). Pii restrik-
¢nim Stépeni umoznuje agaroza dobrou
difiizi enzymt k DNA a agarozové blocky
s nastépenou DNA se mohou pfimo nana-
Set na gel. Jako hmotnostni standardy se
pi1 pulzni gelové elektroforéze pouzivaji
konkatemery plazmidu, konkatemery DNA
faga lambda, makrorestrikéni fragmenty

Obr.5 Schematicky postup jednotlivych krokt pfi makrorestrikéni analyze genomové DNA pulzni
gelovou elektroforézou. Princip pohybu molekul v agarozovém gelu je znazornén v dolni &asti
obrazku: (A) Molekuly DNA o ruznych velikostech v prostfedi bez elektrického pole. (B) Se-
parace molekul pfi konvenéni gelové elektroforéze (molekuly o velikosti 50-500 kb se pohy-
buji stejnou rychlosti). (C) Pii pulzni elektroforéze je elektrické pole E1 pferuseno a nahraze-
no polem E2 v jiném sméru. Aby se DNA mohla pohybovat v novém sméru, musi se nejdfive
reorientovat. Veétdi molekuly pro svou reorientaci vyzaduji del3i dobu a proto dochazi ke zpo-

maleni jejich pohybu gelem.
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bakterialnich genomil, chromozomy kvasinek Saccharomyces cerevisiae (240-2200 Kb) a
Schizosaccharomyces pombe (3,5-5,7 Mb), chromozomy Dictyostelium discodium (3,6 aZ
9,0 Mb) nebo chromozomy Neurospora crrassa (4,0-10,3 Mb).

DENATURACNI GRADIENTOVA GELOVA ELEKTROFOREZA (DGGE).
Rozdily v sekvenci (napf. bodové mutace) v kratkych molekulach DNA o stejne delce mo-
hou byt detekovany denatura¢ni gradientovou gelovou elektroforézou, ktera vyuZiva rozdilné
elektroforetické mobility u ¢astetné denaturované DNA a DNA v nedenaturovanem stavu.
Fragmenty DNA obsahujici sekven¢ni polymorfizmus jsou obvykle pfipravené polymerazo-
vou fetézovou reakci. Vzorky DNA o velikosti 150-1200 bp se analyzuji v polyakrylamido-
vém gelu s linearnim denaturaénim gradientem zajisténym vzriistajici teplotou nebo vzrista-
jici koncentraci denatura¢niho ¢inidla (formamidu nebo modoviny). Dvoufetézcova DNA
béhem elektroforézy zvolna denaturuje a vytvafi vétvené struktury s lokalnimi jednofetézco-
vymi oblastmi. Stejné dlouhé molekuly dvoufetézcové DNA s odliSnou sekvenci vytvafeji
pi1 denaturaci rozdilné struktury s odli$nou elektroforetickou mobilitou. ZvySeni rozliSovaci
schopnosti se dosahne pfipojenim GC-svorek na konce analyzovanych fragmentii, které
zamezi uplné denaturaci aZ do jednofetézcové formy. Pokud jsou vhodné zvoleny podminky
gradientu, DGGE umozZni sekven&né specifickou separaci smé&si molekul stejné délky lisicich
se jedinou bazi.

ELEKTROFOREZA NUKLEOVYCH KYSELIN PRO STANOVENI JEJICH
SEKVENCE. Jednofetézcove oligonukleotidy o délce nékolika desitek aZ stovek bazi, které
jsou vysledkem reakci pouZivanych pfi sekvencovani DNA, lze ufinné separovat v denatu-
raCnich polyakrylamidovych gelech. Podminky elektroforézy musi byt takové, aby pohybli-
vost zavisela pouze na delce jednovlaknovych fragmentii DNA, tedy je tfeba zabranit vytva-
feni lokalnich dvoufetézcovych struktur, jejichZ pfitomnost by mohla ovlivnit pohyblivost
fragmentil a znemoZnit pfesné stanoveni jejich velikosti. Proto se pouZivaji gely s vysokou
koncentraci denaturujicich latek (napf. modoviny) a elektroforéza se provadi p¥i teploté
50-60 °C. Kombinace téchto dvou faktorii znemoZiiuje renaturaci.



Il. Manipulace s nukleovymi kyselinami

Manipulaci s purifikovanymi nukleovymi kyselinami podstatné usnadfiuje (1) exis-
tence enzymu, ktere umoznuji specificky zasah do jejich struktury, (2) pouziti vektorti, které
umoziuji klonovani studovanych fragmentti nukleovych kyselin (kapitola IIT), (3) vyuziti
schopnosti hybridizace jejich fetézci pti identifikaci specifickych nukleotidovych sekvenci.

1. Enzymy pouzivané k apravam nukleovych kyselin

ROZDELENI ENZYMU PODLE SUBSTRATOVE SPECIFITY, V&tSina metod
molekularni biologie je zavisla na vyuziti enzymi, jejichZ substratem jsou nukleové kyseli-
ny. Pfednosti enzymovych reakci je jejich pfisna specifi¢nost a moZnost pracovat s velmi
malym mnoZstvim materidlu. Enzymy, pouZivané pfi analyze a upravach nukleovych kyselin
lze klasifikovat podle n&kolika kritérii. Podle substratové specifity se tyto enzymy dé&li na
dvé zakladni skupiny:
® enzymy, jejichZ substratem je DNA,
¢ enzymy, jejichz substratem je RNA.

Substratova specifita je obvykle absolutni, i kdyZ rozli§eni mezi ob&ma druhy nukleo-
vych kyselin je podminéno pouze piitomnosti nebo absenci 2'-OH skupiny rib6zy.

ROZDELENI ENZYMU PODLE TYPU REAKCI. Podle typu reakei, které kata-
lyzuji, 1ze enzymy obou vyse uvedenych skupin dale d&lit na:

s enzymy syntetizujici nukleové kyseliny (polymerazy),

* enzymy modifikujici nukleové kyseliny (fosfatazy, metylazy, kinizy),
¢ enzymy spojujici nukleotidové fetézce (ligazy),

¢ enzymy odbouravajici nukleové kyseliny (nukleazy).

Podle substratové specifity se enzymy jednotlivych skupin dale d&li, napf. na DNA-
polymerazy, RNA-polymerazy atd.

Zakladni typy uprav dvoufetézcové DNA zprostiedkované enzymy pfisluinych sku-
pin jsou schematicky zndzornény na obr. 6. Z tohoto schématu zfejmé, e molekulu DNA lze
in vitro upravit téméf libovolng. V nasledujicim ptehledu jsou uvedeny né&které enzymy,
kter¢ jsou b&Zné pouzivany pti analyze a upravach nukleovych kyselin in vitro. U kazdého
enzymu je uveden jeho plivodni zdroj. Rada enzymi je v soudasné dobé ziskivana expresi
odpovidajicich kodujicich sekvenci naklonovanych v jinych organizmech. Né&které z nich
byly upraveny metodami genového inZenyrstvi.

DNA-polymeraza I (DNA-pol I) (Escherichia coli) katalyzuje tfi odli$né reakce, je-
jichZ rychlost je ovlivnéna stavem DNA a koncentraci deoxyribonukleosidtrifosfati (ANTP)
v reakéni smési. Za vhodnych podminek degraduje polynukleotidovy fetézec DNA ve sméru

5'— 3' a souasn€ degradovany fetézec nahrazuje polymeraéni reakci. Této vlastnosti se
vyuziva ke znaleni DNA metodou tzv. posunu jednofetézcového zlomu (str. 23).

Klenowiiv fragment DNA-pol I (oznaovany téZ jako Klenowilv enzym, nebo velky
fragment DNA-poll). Jedna se o v&tsi ze dvou peptidovych fragmentil, které vznikaji p¥i
Stépeni DNA-pol I subtilizinem. Klenowilv fragment se vyznaduje 5' — 3' polymerazovou a
3' — 5' exonukleazovou aktivitou, postrada v3ak 5' — 3'exonukleazovou aktivitu. PouZiva se
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pfi syntéze DNA, kdy nesmi dochazet
k odbouravani primert, napi. pfi enzymoveé
metodé sekvencovani nebo pf1 znaceni
DNA prodlouzenim primeru.

Termindlni deoxyribonukleotidyl-
transferdaza (teleci brzlik). Katalyzuje

3'0OH 5P | pripojovani nukleotidi k 3'-konctim DNA.
Dﬂrﬁ__n_giza/)lla!kaﬁma fosfatéza | Na rozdil od DNA-polymerazy nevyZaduje
A - | matrici ani primer. Enzym je vyuZivan
5'OH 3'0H | k pfipojovani polydeoxyribonukleotidovych
3'0H 504 | tGsekd (tzv. homopolymernich konci)

ATP lam se zarovnanymi konci pro vytvoreni

DNA-ligéza ;ﬂ/‘ﬁnﬂmuki&ﬁw | kfragmentiim DNA a vektorovym moleku-

| komplementarnich usekd, které umozZni
3'0OH s - | jejich spojeni. Lze jej vyuzit rovnéZz pii

i DNA- mlymr&zy% l/_ Emnukbéﬁ koncovém znaceni nukleovych kyselin.

Zpétna transkriptaza (retroviry,
napi. virus pta¢i myeloblastozy). Je vyuzi-
van predevsim k pfipravé cDNA z mRNA.
Zpétnych transkriptu se vyuziva téz k sek-
vencovani RNA a jako sond pro hybridi-
zacl.

Obr. 6 Enzymove tpravy DNA

Alkalicka fosfataza (teleci stievo, bakterie). Enzym odstrafiuje fosfatové skupiny
z 5'-konctt DNA, RNA a oligonukleotidii. Toho se vyuziva pii koncovém znaceni molekul,
pii némz se na defosforylovany konec pienese enzymem polynukleotidkinazou znaceny
tosfat. Odstranéni fosfatovych skupin na 5'-koncich se vyuziva také pro zvySeni frekvence
vzniku rekombinantnich molekul pii za¢lenovani cizorodé DNA do vektoru. Jestlize se od-
strani fosfatove skupiny z koncu linearizované molekuly vektoru, zabrani se jak jeji recirku-
larizaci, tak 1 vzniku dimerii. KruZnicova molekula se pak miize vytvofit jen inzerci cizorodé
DNA, ktera poskytne fostatoveé skupiny pro vytvofeni jedné fosfodiesterové vazby na kaz-
dém ze spojovanych konct. Jednofetézcovy zlom, ktery zlistava na druhém fetézci, je pak
opraven reparacnimi mechanizmy hostitelské buiiky, do niZ se rekombinantni molekula pie-
nese transformaci.

T4-polynukleotidkinaza (bunky E. coli infikované bakteriofagem T4). Enzym kata-
lyzuje prenos terminélni fosfatové skupiny 'z ATP na 5'-OH skupinu DNA nebo RNA. Muze
vSak katalyzovat 1 vyménu fosfatovych skupin na 5'-konci. Obou reakci se vyuziva ke znace-
ni fragmentdl nukleovych kyselin na 5'-koncich pomoci **P.

T4-DNA-ligaza (bunky E. coli infikované bakteriofagem T4). Katalyzuje tvorbu fos-
fodiesterové vazby mezi 5'-fosfatovou skupinou a 3'-OH skupinou sousedniho nukleotidu.
PouZiva se k vzajemnému spojeni dvou molekul DNA zakon¢enych komplementarnimi
konci, k piipojeni spojek a adaptorti a cirkularizaci linearnich molekul DNA. Na rozdil od
DNA-ligazy z E. coli, ktera ma podobné vlastnosti, lze pomoci tohoto enzymu spojovat 1
fragmenty se zarovnanymi konci.
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Endonukleazy se déli na sekventné specifické (restrikéni endonukleazy), které 5té&pi
v mistech vyskytu ur€itych sekvenci, a sekvenéné nespecificke, $t€pici nahodné.

Exonukleaza III (E. coli). Tento enzym piisobi ve sméru 3' — 5' a na dvoufetézcové
DNA odstrafiuje od jejiho 3'-konce jedno vlakno. Pusobi pouze na DNA, jejiz konce maji
pfesahujici 5'-konec nebo jsou zarovnany, jednofetézce s presahujicim 3'-koncem nejsou
Stépeny. Lze ji proto s vyhodou vyuZit k vytvafeni jednosmémych deleci. Druhy fetézec je
pak odstranén nukleazou S1.

Exonukleiza Bal31 (4lteromonas espejiana). Stépi lineami dvoufetézcovou DNA od
obou konctl za vzniku zkracenych fragmenti DNA se zarovnanymi konci. Je pouzZivana
k pfipravé obousmérnych deleci nebo k priikazu koncové lokalizace urcité sekvence na chro-
MOZOomil.

Nukleaza S1 (Aspergillus oryzae). Je endonukleaza specificka pro jednofetézcovou
DNA. Pouziva se k odstrafiovani jednofetézcovych usekli na dsDNA, smy¢ek na cDNA
vznikajicich pfi jeji syntéze, mapovani intronli analyzou hybridnich molekul DNA-mRNA.
Po Stépeni S1-nukleazou jsou konce DNA ¢asto heterogenni a chybé&jici useky musi byt
zaplnény polymerazou.

Deoxyribonukleiazy a ribonukleiazy. DNaza I (hovézi pankreas). Vytvafi na DNA
jednofetézcové zlomy, od nichz pak DNA dale degraduje na mono- a oligonukleotidy. Neni
sekvenéné specificka. Za pFitomnosti Mg*" vytvaH na obou fetézcich nahodné zlomy, za
pFitomnosti Mn®" dochézi ke vzniku zlomi v protilehlych mistech. Limitované $t&peni niz-
kymi koncentracemi enzymu umozZiiuje zavadét do DNA jednotlivé zlomy, které lze vyuzit
napf. pro znaCeni DNA nebo zavadéni mutaci. Ve vétSich koncentracich se pouZiva k odstra-
néni DNA pfi izolaci RNA. Mezi RN#Azami existuje fada sekventné specifickych enzymii
(napf. ribonukleaza T1), které se vyuZivaji pfi analyze a sekvencovani RNA. K odstranéni
RNA z roztokii DNA je pouZivana ribonukledza A z hovéziho pankreatu.

RESTRIKCNI ENDONUKLEAZY. Restrikéni endonukleazy jsou sekvenéng speci-
fickeé endonukleazy, produkované kmeny vétSiny bakterialnich druhd. Jejich pfirozenou
funkci je degradace cizorodé DNA, ktera se do bakterialnich bun&k dostava napf. pfi infekci
bakteriofagem. V soufasné dobé& je charakterizovano né&kolik typl restrikénich enzymil,
z nichz nejvyznamné;si jsou restrikéni endonukleazy I1. typu (II. tfidy). Uvedena charakteris-
tika se proto bude tykat téchto enzym.

Rozpoznavaci (cilové) misto restrikénich enzymii je tvofeno kratkou, obvykle 4 az
8nukleotidovou sekvenci dvoufetézcovych molekul DNA, ktera ma velmi €asto charakter
palindromil. K rozstépeni molekuly DNA dochazi hydrolyzou fosfodiesterovych vazeb obou
fet€zcll v restrikénim misté neboli misté Stépeni, které se nachazi uvnitf rozpoznavaciho
mista nebo t€sné vedle ného. Produktem $tépeni jsou tiseky DNA o definované délce ozna-
Cované jako restrikéni fragmenty. V zavislosti na zplisobu, jakym je misto $tépeni rozité-
peno, vznikaji restrikéni fragmenty, které mohou byt zakonéeny:

e tupymi (zarovnanymi) konci,
e 5'-jednofetézcovymi piesahujicimi konci,
e 3'-jednofetézcovymi pfesahujicimi konci.
V soucasné dobé je znamo vice nez 3 500 restrikénich endonukleaz II. typu rozpo-
znavajicich zhruba 160 riznych sekvenci. Restrikéni endonukleazy se stejnym rozpoznava-

cim mistem se oznaduji jako izoschizomery; 5t€épeni DNA vSak miiZe probihat v odlidnych
mistech, pfipadné se mohou lisit citlivosti k metylaci.

Nazvy restrikénich endonukleaz jsou odvozeny z poéateé¢niho pismene rodového a
prvnich dvou pismen druhového jména organizmu, z né¢hoZ byly izolovany. V nékterych
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pfipadech je sou¢asti nazvu i zkracené oznaCeni konkrétniho kmene nebo sérotypu pfisluiné-
ho organizmu. Pokud urity kmen produkuje dvé nebo vice riiznych restrik&nich endonukle-
az, odliuji se navzajem fimskymi &islicemi. Priklady nékterych restrikénich enzymi jsou
uvedeny v tabulce 1. Nékteré restrik¢ni endonukleazy se vyznaduji tzv. relaxovanou (uvol-
nénou) specifitou (tzv. hvézdickovou aktivitou), ktera se projevuje schopnosti enzymu §t&pit
za urCitych reak¢nich podminek blizce pfibuzné sekvence. Piikladem enzymu s touto vlast-
nosti je EcoRI, ktera miiZe vedle sekvence GAATTC 5t&pit i sekvence GGATTC, GGATTT
a AGATTT.

Dalsi dilezZitou charakteristikou restrikénich endonukleaz je jejich citlivost k metyla-
ci bazi v rozpoznavacim mist&. Izoschizomert, které se vzajemné 1idi v citlivosti k metylaci,
Ize s vyhodou vyuzit napf. pfi studiu metylace nukleotidovych sekvenci.

Tabulka 1 Piiklady nékterych restrikénich endonukleaz I1. t¥idy

Rozpoznivaci misto na sekvenci DNA
Oznadeni enzymu Producent enzymu 5 3 3
31 1_ 51'
Haelll Haemophilus aegypticus GGICC
CCTGG
EcoRI Escherichia coli RY13 GVAATTC
CTTAATG
Sau3 Al Staphylococcus aureus 3A JGATC
CTAG?T
Pstl Providentia stuartii CTGCAVG
GTACGTC
Smal Serratia marcescens CCCLGGG
GGGTCCC

Pozn.: Mista Stépeni jsou vyznadena svislymi Sipkami.

2. Hybridizace nukleovych kyselin

Jako hybridizaci nukleovych kyselin oznatujeme proces vytvafeni dvoufetézcovych
molekul z jednofetézci DNA nebo RNA za predpokladu, Ze se jejich sekvence vyznacuji
uplnou nebo &astetnou komplementaritou bazi (na rozdil od renaturace viak nedochazi ke
spojovani jednofetézci, které plivodng byly soudasti téze molekuly). Této schopnosti je Siro-
ce vyuzivano k vyhledavani a charakterizaci specifickych nukleotidovych sekvenci v geno-
vych knihovnach, v cytologickych preparatech, pfi mapovani genomu atd.

Principem hybridizace je odliSnd pevnost kovalentnich vazeb cukr-fosfitové kostry
fetézce DNA a mnohem slabsich vodikovych miistkd, které vaZou oba Fetézce dvousroubo-
vice DNA prostfednictvim parovanim bazi. Proto je moZné nastavit takové podminky, pfi
kterych se oba fetézce oddéli, ale neohrozi stabilitu kovalentnich vazeb Zadného z nich. Ten-
to proces se oznaCuje jako denaturace DNA a na rozdil od denaturace v&tiiny proteindi je
reverzibilni, Vzhledem k existenci komplementarity bazi je moZné fet8zce op¢et spojit a rena-
turovat. Denaturaci DNA lze snadno vyvolat zahFatim a proto se tento proces rovnéz ¢asto
oznafuje jako tani a to dokonce i kdyZ je vyvolan jinymi zpiisoby — napt. enzymaticky
(DNA-polymerizou) nebo chemicky (NaOH) (obr. 7). Zmény v uspofadani fetézcih pti
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zahajeni pomalého )
ochlazovani na 20 °C {<,

Obr. 7 Zmény absorbance roztoku DNA pfi teplotni denaturaci a renaturaci postupnym ochlazovanim

denaturaci a renaturaci zptisobuji podstatné zmény fyzikalnich vlastnosti DNA, jako napf.
jejich optické hustoty pfi vinové délce 260 nm. B&hem tani DNA se opticka hustota roztoku
DNA podstatné zvySuje a to b&hem kratkeho teplotniho intervalu a stabilizuje se, jakmile
jsou fetézce zcela oddéleny. Stfedni bod tohoto teplotniho intervalu se oznacuje jako bod tani
(Tq, ,»melting temperature®). Za fyziologickych podminek se bod tani pohybuje v intervalu
85-95 °C (podle sloZeni bazi). V laboratornich podminkach 1ze bod tani snizit, napt. zménou
koncentrace soli. Bod tani zavisi na sloZeni bazi v molekule DNA proto, Ze pary guanin-
cytozin jsou spojeny tfemi vodikovymi vazbami, zatimco pary adenin-tymin pouze dvéma.
Proto je podle bodu tani mozné odhadnout sloZeni bazi dané DNA a naopak podle znamého
sloZeni DNA 1ze odhadnout jeji teplotu tani.

Kromé vodikovych vazeb je dvoufetézcova struktura DNA stabilizovana hydrofob-
nimi interakcemi a to mezi bazemi protéjSich fetézcli dvoudroubovice i mezi bazemi téhoz
fet€ézce. Hydrofobni povaha bazi zpusobuje, ze v jednoret€zcove podobé, pfi které jsou vy-
staveny vodnému prostfedi, jsou baze nestabilni. Vzajemné parovani umoZiiuje bazim omezit
interakci s okolnim vodnym prostfedim. Hydrofobni interakce jsou relativné nespecifické a
proto maji fetézce nukleovych kyselin tendenci se k sobé piiblizovat i bez specifického paro-
vani bazi. Specifitu interakci lze zvySit chemickymi latkami, které hydrofobni interakce
snizuji (napf. formamidem). Jednofetézcové molekuly nukleovych kyselin (napf. RNA)
omezuji interakci bazi s vodnym prostfedim tvorbou sekundarnich struktur. Proto se tyto
molekuly €asto skladaji do sekundarnich struktur s ¢asteéné dvoufetézcovymi tseky.

Dalsim faktorem, ktery se uplatiiuje pfi hybridizaci nukleovych kyselin je existence
negativniho naboje fosfatovych skupin. Elektrostatické sily plynouci z odpuzovani stejné
nabitych cukr-fosfatovych koster dvou fetézcili proto plisobi proti vodikovym vazbam a hyd-
rofobnim interakcim. Za pfitomnosti soli, které molekuly DNA obklopuji a neutralizuji nega-
tivni naboj fosfatovych skupin, je vSak mira odpuzovani fet€zci podstatné omezena. Pokud
je koncentrace soli sniZena, bude kaZzda slaba interakce mezi fetézci znemoZnéna elektrosta-
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tickou repulzi. SniZzeni koncentrace soli je proto jednim z ¢asto pouZivanych zpidsobii jak
zvysit specifitu hybridizace.

Pokud se smisi dva podobné, ale ne shodné fragmenty DNA, provede se denaturace a
renaturace, vzniknou hybridni molekuly dvou typii: jednak se obnovi komplexy parovanim
piivodnich zcela komplementarnich fetézcii a jednak parovanim &aste¢né komplementarnich
fetézch vzniknou heteroduplexy, které budou obsahovat nesparované tseky (,,mismatches®),
které budou sniZovat stabilitu hybridu. Nizsi stabilita hybridu se projevi napf. snizenim bodu
tani. V laboratofi1 lze v8ak nastavit rizné podminky pfisnosti (,stringence*) hybridizace,
které jsou do riizné miry tolerantni k pfitomnosti nesparovanych tiseki v molekulach hybri-
di. Usporadani hybridizalnich experimentil miiZze byt riizné (obr. 8). Provadi se napf. hybri-
dizace v roztoku, v gelu, na filtrech, €ipech nebo in situ. Ve viech tfech piipadech v3ak musi
byt k dispozici specificky fragment oznaené nukleové kyseliny, tzv.sonda, kterd slouZi pro
lokalizaci cile — komplementarniho fetézce DNA v daném vzorku.

Southemdv pfenos - DNA
northernovy pfenos - RNA

s

Obr.8 MozZnosti experimentélniho provedeni hybridizace nukleovych kyselin

PRIPRAVA SONDY. Vychozim krokem pro hybridizaci je pfiprava molekularni
nebo téZ hybridizatni sondy. Molekuldrni sondy jsou jednofetézcové, radioaktivné nebo
chemicky znaCené nukleotidové sekvence DNA nebo RNA. VaZou se na cilovou sekvenci,

kterou lze pak podle znatky sondy snadno identifikovat. Jako sondu lze pouZit jakoukoliv
vhodné oznacenou molekulu DNA nebo RNA. Nejéast&ji se pro jejich pfipravu pouZivaji:

* sekvence genomové DNA nebo ¢cDNA klonované ve vektoru nebo amplifikované poly-
merazovou fetézovou reakci,

e uméle syntetizovane oligonukleotidy o délce 15-70 bazi. Jejich sekvence byva &asto od-
vozena ze sekvence aminokyselin proteinu, jehoz kédujici oblast na DNA vyhledavame,

e sekvence geni pfibuznych organizmi, u nichZ existuje vysokéa pravdépodobnost, Ze pfi-
pravena sonda rozezna rovnéZz sekvenci homolognich geni.

PRINCIP ZNACENI SOND A JEJICH DETEKCE. Pfi radioaktivnim zna&eni
jsou do sekvence sondy zaclenény nukleotidy, obsahujici n&ktery z radioaktivnich izotopi,
nejéastéji >’P, *°P, *°S nebo *H. Signalem sondy je radioaktivni zaFeni, které lze detekovat
napf. autoradiograficky na vrstvé fotografického filmu, papiru nebo emulze.
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Pfi neradioaktivnim zplsobu znaleni
jsou do sekvence sondy zabudovany chemic-
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S ky modifikované nukleotidy nesouci repor-
~ nahodné TP, dG | térskou molekulu, kterd umoziuje piimou
T'TI"I“TT Lna;zwﬁeﬁﬂy i +Dlg-duTP? | nebo nepiimou detekci sondy. Rada systémi
i . i : e S e . . ’ w ’ L A L
Klenowova polymeraza | terskych molekul biotinu nebo digoxigeninu
i ' - | navazanych na dUTP, ktery se do DNA
syntéza znacené s R % 5 i ; y ! i
Dig-dUTP DNA . % o | zaclefiuje misto tyminu. V piipadé digoxige-
| ?) ninu je sonda detekovana protilatkou speci-
e o N Ll fickou pro digoxigenin, na kterou je navazan
3 | bud’ enzym (alkalicka fosfatiza, peroxidaza
nebo luciferaza), a nebo fluorescenéni barvi-

vo (fluorescein, rodamin). Po pfidani sub-
stratu katalyzuje pfislusny enzym reakei,
jejimz vysledkem je podle povahy substratu
zména jeho barvy nebo rozpustnosti, emise
svétla atd. (obr. 9). V druhém piipadé lze
sondu detekovat pfimo na zakladé fluores-
cence. Analogicky se postupuje pii detekci
sond oznaCenych biotinem, kdy se pouziva
bud’ protilatka proti biotinu, ¢astéji vSak
avidin nebo streptavidin, které k nému vyka-
zuyi vySsi afinitu. Zplisob detekce je shodny
jako u sond znacenych digoxigeninem.

hybridizace na filtru
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Obr.9 Neradioaktivni znaceni nukleovych ky-
selin digoxigeninem a jejich pouZiti jako
sond

METODY ZNACENI SOND. Sondy se znaéi bud’ po celé délce nebo na jejim konci
znaCenymi nukleotidy, které se pfidavaji do reak¢ni smési. Nejéastéji jsou pouziviny nésle-
dujici metody:

1. Metoda posunu jednoretézcového zlomu (,,nick tramnslation*) (obr. 10). Na
dvoufetézcove DNA se vytvoii DNazou I nahodné jednofetézcové zlomy. Ty jsou substra-
tem pro pisobeni DNA-polymerazy I, ktera odstrafuje svou exonukledzovou aktivitou
nukleotidy od mista zlomu ve sméru 5'—3' a soucasné ve stejném sméru piipojuje nukleotidy
k 3'-konci zlomu.

2. Metoda prodluzovani primeru (obr. 11), pfi niZ je vychozi molekula DNA dena-
turovana a k jednofetézctim se pfida smés synteticky pfipravenych oligonukleotidd, jejichz
sekvence je ndhodna. Tyto oligonukleotidy se proto pfipojuji k riznym mistim jednofetézcii
a uplatni se jako primery pro syntézu komplementarniho fetézce DNA-polymerazou. Aby se
zabranilo odbourdvani primert je tfeba pro polymeraéni reakci zvolit takovou DNA polyme-
razu, kterd postrada 5' — 3' exonukleazovou aktivitu. Z toho divodu se nejéast&ji vyuziva
Klenowuv fragment DNA-pol | nebo zpétna transkriptaza.
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Obr. 10 Znadeni DNA posunem jednofetézco- Obr. 11 Znaéeni DNA metodou prodluZova-
vého zlomu ni primeri s vyuZitim nahodnych
oligonukleotidd

3. Polymerazova fetézova reakce s vyuZitim primerii o znimé sekvenci. Jako mat-
rice slouzi naklonované fragmenty DNA nebo celkova genomova DNA. Polymerazovou
fetézovou reakci tak lze ziskat sondu z pfesné definovaného tiseku DNA, vymezeného misty
pfipojeni primerll. K polymeraci se pouZiva 7ag DNA-polymeraza.

4. Znaceni transkripei in vitre, pii niz se jako sonda pouzije RNA-transkript dané
sekvence DNA, vznikly za pfitomnosti ribonukleotidi.

5. Koncové znaleni Fet€zcii DNA, které se pouziva zejména pro znaleni synteticky
piipravenych oligonukleotidii nebo restrikénich fragmentii. 5'-konce DNA se nejéast&ji znadi
radioaktivnim fosfitem prostfednictvim polynukleotidkinazy. 3'-konce DNA lze oznalit
metodou doplnéni koncti, kdy jsou k pfesahujicim jednofetézciim na koncich fragmentd
vytvofenych plsobenim restrik¢nich enzymti dosyntetizovany DNA-polymerazou komple-
mentarni oznaené nukleotidy. Druhy zpiisob je zaloZen na piisobeni terminlni transferazy,
ktera k 3'-konciim pfipoji znafené nukleotidy.

6. Pro pfipravu hybridiza¢nich sond miize byt pouzita také peptidova nukleovi Kyse-
lina (PNA), tj. uméle pfipravena molekula analogickd deoxyribonukleové kyseling, jejiz
kostru tvofi opakujici se N-(2-aminoetyl)-glycinové jednotky spojené peptidovou vazbou.
Purinové a pyrimidinové baze se na kostru vaZou metylen-karbonylovymi vazbami (obr, 12).
PNA napodobuje chovani DNA a pfi hybridizaci s komplementarni DNA nebo RNA se fidi
Watson-Crickovymi pravidly o parovani bazi, ProtoZe pseudopeptidova kostra PNA nese na
rozdil od cukr-fosfatové kostry DNA neutralni naboj, sondy z ni pfipravené maji fadu vhod-
nych vlastnosti jako je vysoka specifita, afinita k DNA a rychly pribé&h hybridizace. Tento
typ sondy umoZiiuje i¢innou hybridizaci i s cilovymi sekvencemi, vyznaéujicimi se sloZitou
sekundarni strukturou nebo v podminkach in situ. Interakce PNA:DNA je vice selektivni nez
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DNA:DNA nebo RNA:RNA a miiZe ji i pfi nizké teploté
(20 °C) destabilizovat pouhy jeden chybny par bazi. Sondy
\ Baze tohoto typu jsou proto vhodné také pro detekci jednonukle-
N—(f otidovych polymorfizmi. Sondy jsou zpravidla znaleny
4( o asymetrickym kyaninovym barvivem, které po vazbé sondy
na DNA fluoreskuje az 50% intenzivnéji nez u nenavazané

el sondy a signal je proto viditelny i pouhym okem.
\ Baze _ FAKTORY OVLIVNUJICI STABILITU HYB-
sl RIDU. Vznik hybridnich molekul a jejich stabilita je ovliv-
4( O néna celou fadou faktord, k nimzZ patfi zejména;:
N

teplota,

delka hybridizujicich molekul,

stupefi vzajemné komplementarity bazi,

zastoupeni GC a AT parq,

koncentrace soli v roztoku,

pH roztoku,

pfitomnost latek destabilizujicich vodikové vazby mezi

\\ Baze fetézci (napf. n€ktera denaturalni ¢&inidla, jako je for-
*( mamid nebo mocovina).

4( 9 Pokud neni sekvence sondy plné komplementirni

" WH k vyhledavané sekvenci (napf. pfi pouziti sondy odvozené

ze sekvence aminokyselin v proteinech nebo pfi vyhledava-

Obr. 12 Struktura peptidové ni pfibuznych sekvenci), provadi se hybridizace za malo

nukleové kyseliny prisnych podminek. Téch se dosahne napf. sniZenim teplo-

ty hybridizace na hodnoty pohybujici se pfiblizné 40 °C pod

hodnotou T,,. Naopak pFisné podminky umoZiiuji vytvofeni duplexii z jednofetézct, jejichz

sekvence jsou zcela komplementarni nebo maji vysoky stupeii podobnosti. Teplota, pfi niZ

hybridizace probiha, se pohybuje kolem hodnoty o 5 °C nizsi neZ je T, Tvorba dvoufetdzcii

je ovlivnéna rovnéZ tim, zda vzajemné hybridizuji molekuly DNA nebo RNA. Stabilita hyb-
ridii klesa v pofadi: RNA-RNA, RNA-DNA, DNA-DNA.

Hybridiza¢ni reakce nukleovych kyselin se provadgji (1) v roztoku, (2) na pevnych
podkladech, (3) v preparatech chromozomi, bunék a tkani (in situ).

HYBRIDIZACE NA PEVNYCH PODKLADECH je v soutasné dob& jednou
z nejCastéji pouzivanych variant hybridizaénich technik. Denaturovand DNA nebo RNA se
pfenasi na pevny podklad, kterym je obvykle nitrocelul6zovy filtr nebo nylonova membréna.
Podle zplisobu pfenosu nukleovych kyselin rozlidujeme tfi zakladni typy hybridizace na
pevnych podkladech:;

b T
)

* hybridizaci kolonii nebo plak (obr. 13), kdy se na membrénu pienasi nukleové kyseliny
bezprostfedné uvolnéné z bakterialnich kolonii nebo plak bakteriofagii vyrostlych na Ziv-
nych mediich, napf. agarovych plotnach,

* teCkovou (kapkovou) hybridizaci, pfi nizZ je vzorek testované nukleové kyseliny na
membranu nanasen ve formé roztoku (kapek),

* zpétnou (reverzni) hybridizaci, pfi niZ je soubor neznafenych sond imobilizovan na
pevnem podkladu, k nimZ hybridizuje vzorek obsahujici testovanou znadenou DNA,
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plidani
radicaktivné znacene

4

Obr. 13 Hybridizace kolonii pro vyhledani klonu obsahujiciho specificky fragment klonované DNA

s pienos po elektroforetické separaci nukleovych kyselin v agar6zovych nebo polyakry-
lamidovych gelech. Podle toho, jakym zpilisobem k pfenosu dochazi, rozliSujeme:

1. Kapilarni pfenos, pfi némz jsou nukleové kyseliny unaSeny pufrem prostupujicim
gelem a hybridizaéni membranou. Pohyb pufru je zajidtén kapilarnimi silami, kte-
ré vyvola savy material navrstveny na membranu (obr. 14).

2. Elektroforeticky pfenos podminény vlivem elektrického pole. PouZiva se zejména
pfi pfenosu nukleovych kyselin a proteinti z polyakrylamidovych geli.

3. Vakuovy pfenos, kdy je gel je poloZen na membranu umisténou na porovité pod-
loZce a pfelit roztokem, ktery je pak nasavan pumpou. Vyhodou tohoto zpiisobu je
zejména rychlost pfenosu.

Ve viech pripadech jsou nukleove kyseliny zachyceny na membrané v mistech, od-
povidajicich jejich poloham v gelu po elektroforéze. Podobné lze pfenadet rovnéZ proteiny.
Podle typu pfenasenych molekul se proto rozlisuje:

e pfenos DNA neboli Southerniiv pfenos (podle E. M. Southerna, ktery zaved] kapilarni
pienos), obr. 14,

e pienos RNA neboli northernovy pienos (nazev je slovni hfitka pouzita jako protiklad
k pitenosu DNA),

s pienos proteinti neboli westernovy pfenos (nazev je opét slovni hiitka analogicka
pfedchozi).

Po pfenosu jsou nukleove kyseliny ireverzibilné navazany na membranu ve stavu jed-
nofetézch pfistupnych sond€. Daldi postup hybridizace se sondou je jednotny a zahrnuje
nasledujici kroky:

e prehybridizaci, pii niZ se pfidavkem vhodnych latek (heterologni DNA, tRNA, proteiny)
obsadi volna mista na membran€ a zabrani tak nespecifickému navazani sondy,

e vlastni hybridizaci, k niZ dochazi po ponofeni membrany do roztoku obsahujiciho jedno-
fetézcovou sondu. Nastavenim teploty lze navodit pfisné nebo méné pfisné podminky,
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i Pfenos na membranu.

vrstva filtraéniho pai:_ri ru

C———""1—— agardzovy gel
) o ﬁﬁraﬁnl papir
roztok

g

Fragmenty DNA pfenesene
na membranu.

Hybridizace se sondou

(zde znacenou radioaktivng).

Hybridizace restrikénich fragmenti DNA
pfenesenych na membranu (Southerniv
prenos)

e promyvani, kterym se nenavizana sonda
z membrany odmyje,

¢ detekce navazané sondy, podle zplsobu
jejiho oznaceni: autoradiograficky (radi-
oaktivni znaceni) nebo imunochemicky
(neradioaktivni znaéeni).

Vzorky na membrané lze po odmyti
sondy podrobit opakované hybridizaci
s dalSimi sondami. Tento postup se oznacu-
je jako rehybridizace.

HYBRIDIZACE IN SITU. Hybri-
dizace in situ umozZiuje detekovat piitom-
nost specifickych sekvenci nukleovych
kyselin v cytologickych preparitech chro-
mozom, bunék nebo fezech tkani a s vyso-
kou presnosti stanovit jejich prostorovou
lokalizaci. Metoda je pouzivana pro detekei
genii DNA na polyténnich chromozomech
hmyzu nebo metafaznich chromozomech

savcll a rostlin a pro detekci specifickych
molekul RNA uvnitf bunék a tkani.

Puvodné byly sondy pro hybridizaci
in situ znaceny radioaktivné a jejich detekce
byla provadéna autoradiograficky. V sou-
casn€ dobé pievlada chemické znac¢eni sond
a jejich detekce se provadi fluorescenéné
znacenou protilatkou nebo jsou sondy pfimo
znaceny fluorescentné zna¢enymi nukleoti-
dy. Tato metoda se oznaCuje jako fluo-
rescentni hybridizace in situ (FISH).
Vizualizace navazanych sond se provadi
fluorescenéni mikroskopii. PouZitim sek-
vencne specifickych sond oznacenych riz-
nymi fluoreskujicimi latkami lze napf. na
jednom chromozomu identifikovat polohy
nékolika genli soucasné (obr. 15). K zni-

zornéni dalsich morfologickych struktur se preparat obarvi b&Znymi barvivy pouZivanymi

v cytologil.
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Obr. 15 Detekce specifickych sekvenci DNA
na metafaznich chromozomech meto-
dou fluorescenéni hybridizace in situ

(FISH)
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lll. Klonovani DNA

TERMINOLOGIE KLONOVANI. Jako klonovéni se obecn& oznaCuje proces
tvorby kloni. Klon je soubor identickych bun&k (pfip. organizmil) odvozenych ze spole¢né-
ho predka mitdzou u eukaryot a prostym délenim u prokaryot. Klonovanim DNA (klonovi-
nim genid, molekularnim klonovanim) se rozumi tvorba klonti DNA. Klon DNA nebo té7
molekularni klon je soubor identickych molekul, fragmenti nebo tseki DNA, pf¥ipravenych
napf. mnoZenim rekombinantnich molekul DNA v hostitelské bufice (in vivo) nebo polyme-
razovou fetézovou reakci (kapitola VI) in vifro. Jako rekombinantni molekula DNA se
oznaCuje molekula DNA vytvofena in vitro spojenim cizorodé DNA s klonovacim vektorem.
Klonovacim vektorem (pFenaSefem) je molekula DNA, ktera ma schopnost ptijmout cizo-
rodou DNA, spojit se s ni a autonomné se replikovat v hostitelské buiice. Cizorodou DNA je
jakykoliv isek DNA vloZeny do klonovaciho vektoru. JelikoZ se cizoroda DNA vklada do
klonovaciho vektoru za tielem jejiho klonovéni, oznaéuje se té jako klonovana DNA nebo
teZ jako inzert,

Klonovani DNA patfi ke stéZejnim metodam molekularni biologie. Jeho hlavni ptinos
spoCiva pfedevSim v tom, Ze umoZiluje izolovat z komplexniho genomu jeho diléi useky
(napf. geny), ty ve formé rekombinantnich molekul mnohonasobn& zmnoZit a zpfistupnit je
tak studiu dal§imi metodami.

Hlavni oblasti vyuziti klonovani jsou:

1zolace genf, studium jejich struktury a funkce,

studium regulagnich oblasti, které Fidi expresi gent,

fyzikalni a geneticka analyza genom,

exprese cizich genii v nepiibuznych hostitelich (heterologni exprese) a ziskavani jejich
produktil ve v&tSim méfitku; zde je cilem pfipravit latky, které by mohly byt vyuZitelné
v prumyslu (enzymy), zdravotnictvi a farmacii (hormony, krevni faktory, vakciny) aj.

Pfiprava rekombinantnich molekul DNA a klonovéani DNA je zakladem genového in-
Zenyrstvi, které se zabyva pfipravou umélych (nepfirozenych) kombinaci genil nebo vytva-
fenim pozménénych nebo zcela novych genil a jejich zavadénim do genomu organizmii
s cilem rekonstruovat (upravit nebo dopnit) jejich genetickou vybavu. Lze tak pfipravit
transgenni organizmy, obsahujici cizorodé geny a vyzna&ujici se novymi vlastnostmi (napf.
rostliny odolné vi¢i hmyzim a virovym $kiidcim nebo herbicidiim, mikroorganizmy produ-
kujici pozmé&néné proteiny a priimyslové vyznamné latky).

Klonovani zahrnuje tfi zdkladni kroky:
. Pfipravu rekombinantni molekuly DNA.
. Pfenos rekombinantni molekuly do hostitelské buiiky.
Selekce1 klonil obsahujicich rekombinantni DNA.

Ke klonovani 1ze pouZit molekuly DNA riizného piivodu:

genomovou DNA izolovanou z donorového organizmu,

komplementarni DNA (cDNA) pfipravenou zpé&tnou transkripci z mRNA,
DNA piipravenou uméle chemickou syntézou,

molekuly DNA pfipravené polymerazovou fetézovou reakci.

P

W b
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Aby mohla byt cizoroda DNA za&lenéna do klonovaciho vektoru, je tfeba kazdy
z uvedenych typli molekul DNA vhodn¢ upravit. Genomova DNA se nejdfive §tépi restrikta-
zou nebo mechanickym stfihdnim na krat$i fragmenty, jejichZ velikost musi vyhovovat klo-
novaci kapacit® pouzitého vektoru. Pfedpokladem ¢inného spojeni fragmentu s vektorovou
DNA je vzajemna komplementarita jejich konc. Té lze dosdhnout:

e &t&penim genomové a vektorové DNA restrikéni endonukleazou, ktera vytvafi komple-
mentarni (lepivé neboli kohezni) konce (obr. 16),

e tpravou koncii molekul vektoru a fragmentu pfipojenim homopolymernich, vzajemné
komplementarnich koncti terminalni transferazou (obr. 17),

e phipojenim spojek k zarovnanym konciim molekul DNA (obr. 18). Spojky (,.linkery”)
jsou kratké uméle pfipravené oligonukleotidy, které obsahuji jedno nebo vice restrik&nich
mist pro restrikéni endonukleazy. Po jejich pfipojeni ke koncim fragmentu DNA a 5tépe-
ni restrikéni endonukledzou se vytvoii lepivé (kohezni) konce. Podobnou funkci maji
adaptory, coz jsou uméle syntetizované oligonukleotidy s pfedem pfipravenymi kohez-
nimi konci, které jsou komplementarni ke koncim vytvofenym ur€itou restriktazou. Pro
tiplnost je tfeba dodat, Ze T4 DNA ligazou Ize vzajemné spojit i zarovnané konce DNA,
ale u¢innost je za té€chto podminek sniZena.
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Obr. 18 Spojovani fragmenti DNA pomoci spojek a adaptori
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K piipravé cDNA se pouziva purifikovand mRNA (obr. 19). Piipojenim kratkého fe-
tézce oligo(dT) k poly(A) konci mRNA ziskame primer, od né¢hoZ bude zpétnou transkripta-
zou syntetizovan prvni fetézec cDNA. Po odbourani mRNA pomoci NaOH se dokonci syn-
T S téza kﬂmplementfirniho Fetézce CDNH
| DNA-polymerazou, kterd vyuziva jako
primer vlasenkovy ohyb prvniho vlakna
¢cDNA vytvofeného zpétnou transkriptazou.
Ohyb se pak vystépi Sl-nukleazou. Pro
klonovani se konce dvoufetézcové cDNA
upravi bud’ pfipojenim homopolymernich
koncti, nebo spojek. Upozoriiujeme, ze
existuji i daldi postupy pfipravy cDNA,
z nichz fada je zaloZena na vyuZiti PCR.

DNA syntetizovand uméle chemic-
kou cestou se obvykle pfipravuje postup-
_ nym spojovanim krat$ich dvoufetézcovych
odbourani mRNA | tsekd, vytvofenych ze vzdjemné komple-

pamac NatiH | mentérnich oligonukleotidi. Jeji celkova
W | délka pak miize dosahnout nékolika stovek
| pari bazi a obsahovat sekvenci kompletni-
| ho genu. Koncové sekvence mohou mit
DNA-polymerézal | povahu koheznich koncti, nebo jsou k nim

ol | napojeny dodatecné spojky.
- Piiprava vektorové molekuly ke spo-
jeni s cizorodou DNA je zaloZena na jejim
stépeni v klonovacim misté (pfip. polylin-
keru) restrikéni endonukleazou, ktera vy-
tvaii konce komplementarni ke koncum
cizorodé DNA. Po smichéni takto pfiprave-
nych molekul cizorodé a vektorové DNA se
e jejich presahujici konce vzijemné spoji
S S d (renaturuji) a po pfidani DN A-ligazy se
Obr. 19 Ptiprava cDN mezi nimi vytvoii kovalentni vazba. Lze
spojovat té7 molekuly, které jsou po St€peni
restrikénimi enzymy zakonéeny tupé, Gi¢innost spojovani je vSak nizsi nez v piipadé molekul
s koheznimi konci. Spojenim obou molekul vzniké rekombinantni DNA ve formé rekombi-
nantniho vektoru, ktera se pfenese do vhodného hostitele, v némz se replikuje a prenasi do

potomstva.

KLONOVACI VEKTORY

Jako klonovaci vektory se nejéastéji pouzivaji kruznicové molekuly DNA schopné
autonomni replikace, odvozené zejména z plazmidi nebo virli. VétSina soucasnych vektort
obsahuje kombinace sekvenci riizného pivodu, veetne sekvenci eukaryotickych chromozo-
mii a sekvenci pfipravenych uméle. Zakladni typy vektort jsou charakterizovany nize.

PLAZMIDOVE VEKTORY. Idealni klonovaci vektor odvozeny z plazmidu by mé¢l
mit nasledujici vlastnosti:

ey

prvni fetézec cDNA
viasenka

e Malou velikost (2-15 kb). Uginnost pfenosu plazmidové DNA do bunék je nepfimo
(mérn jeji velikosti. Malé plazmidy se navic snadno izoluji a v buiikach dosahuji vyso-
kého poctu kopii.
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Schopnost snadného a u¢inného pfenosu do hostitelskych bunék.

Schopnost replikace v hostitelské bakterialni buiice.

Schopnost stabilniho udrZeni cizorodé DNA pfi replikaci a uchovavani kloni.

Musi obsahovat geny, na zakladé jejichz fenotypového projevu lze buiiky nesouci
plazmid snadno selektovat. Oznauji se jako selekéni markery a nejcasté&ji jsou to geny,
které burikam propiij¢uji rezistenci k antibiotikiim, napf. k ampicilinu, tetracyklinu, chlo-
ramfenikolu nebo neomycinu.

® Musi nést vhodna klonovaci mista, tj. jedine¢na restrik¢ni mista pro restrikéni endonuk-
leazy, do nichZ se zaclefiuje cizoroda DNA. Nové&jsi vektory obsahuji vétSinou seskupeni
v€tsiho poltu restrikénich mist na kratké uméle vytvorené a do vektoru za&len&né nukleo-
tidove sekvenci, oznatované jako mnohoetné klonovaci misto nebo téZ polylinker
(obr. 20). Do tohoto mista lze vloZit cizorodou DNA ptipravenou §t&penim riiznymi re-
strikénimi enzymy.

.....
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strikéni endonukleazy,
Jejichz cilova mista se nachédzeji v polylinkeru. ampR = gen pro rezistenci k ampicilinu (se-
lek¢ni marker), ori = pocatek replikace a lacZ” = ¢ast genu lacZ kodujici proximaélni tsek
p-galaktozidazy.

ZPUSOBY PRENOSU PLAZMIDOVYCH VEKTORU DO HOSTITELSKYCH
BUNEK. Velmi &asto pouzivanym hostitelem plazmidovych vektorti jsou buiiky kmenii E.
coli. Pfenos lze provést nékolika zpiisoby. Nej¢ast&ji je transformace, pfi niZ jsou bakteri-
alni buiiky nejprve uvedeny do stavu kompetence, ve kterém jsou schopny pfijmout cizoro-
dou DNA. Stav kompetence lze u bunék E. coli navodit piisobenim chloridu vapenatého za
nizké teploty (0 °C). Po ptidani DNA a kratkém zahiati na 42 °C prechazi transformujici
DNA do bun€k. Transformované buiiky se selektuji na agarovych plotnich obsahujicich
prislusné antibiotikum. Jinym zplisobem pfenosu DNA do bakterii je elektroporace, pfi niz
se buiiky v roztoku obsahujicim rekombinantni DNA vystavi kratkému elektrickému impul-
zu o vysokém napéti, kterym jsou v bun&né st¥n& vytvofeny péry, jimiZ exogenni DNA
vstupuje do bunék. Vyhodou této metody je, Ze ji Ize aplikovat nejen u mnoha riiznych druhd
bakterii, ale téZ pfi pfenosu DNA do bun&k eukaryotickych bungk. Uritou nevyhodou je
nutnost optimalizace elektroporanich parametril (délka elektrického pulzu a napéti) a nizka
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specifita pienosu. Elektroporaci se do bunék mohou zaroveti s transformujici DNA pfenést
daldi molekuly, v&etné RNA nebo proteintl, navic je pfenos obousmérny, tj. vytvofenymi
pory miiZe difundovat bunéény material ven z buiiky.

Dalsi metody, které se pouzivaji pro pfenos DNA do Zivo€iSnych a rostlinnych bunck
jsou uvedeny v kapitole VII.

IDENTIFIKACE BAKTERIALNICH KOLONII OBSAHUJICICH REKOM-
BINANTNI PLAZMIDY. Po pienosu plazmidovych molekul do hostitelskych bunék je
tfeba identifikovat transformanty (tj. buiiky obsahujici rekombinantni plazmidy) a odlidit je
od bunék, do nichZ byl pfenesen plazmid bez cizorodé DNA (nerekombinantni plazmid).
Nejtastéji se pouzivaji nasledujici metody:

Restrikéni analyza plazmidové DNA. Rekombinantni DNA se podrobi restrikéni
analyze, pomoci niZ se prokaze pfitomnost inzertu v rekombinantni plazmidové molekule.

Inzeréni inaktivace. Klonovaci misto je ve vektoru umisténo v genu zodpovédném
za rezistenci hostitelské buriky k ur¢itému antibiotiku. Inzerce cizorodé DNA zpusobi ztratu
funkce tohoto genu a proto se buiiky nesouci rekombinantni plazmid stanou k tomuto antibi-
otiku citlivé. To je odliSuje od bunék obsahujicich vektor bez cizorodé DNA, ktereé jsou
k antibiotiku rezistentni.

Alfa-komplementace. Vektor nese kratky segment laktézového operonu E. coli ob-
sahujici regulaéni sekvence a ¢ast genu kodujiciho p-galaktozidazu (lacZ'), jehoZ expresi
vznika N-koncovy fragment tohoto enzymu (obr. 20). Do kédujici sekvence je zaclenéno
mnohod&etné klonovaci misto, které nepferuduje ¢teci ramec. Vektory tohoto typu jsou pouZzi-
vany v hostitelskych buitkach E. coli, které koduji C-koncovy fragment (-galaktozidazy. Ani
jeden z polypeptidovych fragmenti neni sam o sobé& aktivni, mohou se v8ak spojovat za
vzniku enzymové aktivniho proteinu (tzv. alfa-komplementaci). Bakterie, do nichZ je pfene-
sen vektor bez inzertu, tvofi aktivni [-galaktozidazu, jejiZ tvorbu lze prokazat na plotnach
s chromogennim substratem 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galaktozidem (X-gal). Jeho
rozkladem [B-galaktozidazou vznikd produkt zbarvujici bakteridlni kolonie modfe. Inzerce
cizorodé DNA do klonovaciho mista inaktivuje N-koncovy fragment enzymu a ke komple-
mentaci tak nedojde. Kolonie bunék s rekombinantnim plazmidem jsou pak bilé. Indukce
tvorby B-galaktozidazy je zajit€na izopropyl-B-D-tiogalaktozidem (IPTG), ktery se piida-
va do Zivného media. Tento systém selekce je pouZivan u mnoha plazmidovych i figovych
vektort.

Po selekci transformantl je dalSim krokem vyhledani klonu nesouciho studovanou
sekvenci. To se provadi pomoci hybridizace. Builkky s rekombinantnim plazmidem jsou
vyhledany prostfednictvim sondy DNA, specifické pro sekvenci inzertu (kapitola II). Hybri-
dizace se provadi na membrané, na kterou byly pfeneseny kolonie bunék transformantii.

Klasickym plazmidovym vektorem pouZivanym ke klonovani v E. coli je plazmid
pBR322. Nese geny ur€ujici rezistenci k ampicilinu a tetracyklinu, ve kterych jsou umisténa
cilova mista pro nékolik restrikénich endonukleaz. Jako pfiklad klonovani v pBR322 uvadi-
me zacClenéni cizorodé DNA do mista Pstl, které se nachazi v genu pro rezistenci k ampicili-
nu (obr. 21). Plazmid a donorova DNA se §té€pi restrikéni endonukleazou Psl, kohezni konce
obou molekul se kovalentné spoji DNA-ligazou a rekombinantni vektorova molekula se
pfenese do hostitelskych bunék E. coli transformaci. Selekce se provadi na plomach s tetra-
cyklinem a ampicilinem. Nejdfive se buiiky vyseji na plotny obsahujici tetracyklin, kde vy-
rostou viechny transformované buiiky. Vyrostlé kolonie se pak pienesou na plotny s ampici-
linem, kde nevyrostou buiiky, obsahujici rekombinantni plazmid. Pfenos se provadi pomoci
bakteriologickeho razitka nebo sterilnim paratkem.
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 rekombinantni
plazmid

Obr. 21 Klonovani DNA v plazmidovém vektoru pBR322
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Maximalni délka fragmentu DNA, ktery miiZe byt do vektorii za¢lenén a stabilné udr-
7ovan, se oznacuje jako klonovaci kapacita vektoru. U plazmidovych klonovacich vektorti
se obvykle pohybuje v rozmezi jednotek az stovek kb, podle konkrétniho typu vektoru.

VEKTORY PRO SPECIALNI UCELY. Vedle vektorti uréenych ke klonovéni
existuje fada vektor( pfipravenych pro specialni igely. Z nich uvadime:

Expresni vektory, které obsahuji silny promotor umistény proti sméru transkripce od
klonovaciho mista. Po naklonovéni cizorodého genu pak miiZe dojit k jeho expresi a tvorbe
ptisluiného produktu. JelikoZ produkce ciziho proteinu mbZe vést ke smrti hostitelskych
bungk, je vyhodné pouZit regulovatelnych promotorti a syntézu ciziho proteinu navodit po
nartstu kultur do vhodné hustoty. Pfikladem takového promotoru je promotor laktézoveého
operonu E. coli, jehoZ exprese je fizena represorem a operatorem. Pridavkem vhodného
induktoru (jakym je napf. isopropyl-f-D-tiogalaktopyranozid — IPTG) do rlistového prostfedi
dojde k inaktivaci represoru, coZ vede k zahajeni transkripce klonovancho genu.

Kyvadlové vektory maji dva polatky replikace, které jim umoZiiuji u€inné se repli-
kovat v buiikach dvou riiznych organizmi, napf. E. coli a Bacillus subtilis, anebo v E. coli a
kvasinkdch. Vyhodou jejich pouziti je snadné klonovani genu do E. coli a jeho pfipadna
uprava. Z E. coli Ize pak rekombinantni plazmid izolovat ve velkém mnoZstvi a pfenéest do
druhého hostitele, do kterého se rekombinantni molekuly pfipravené in vitro pfenaseji jen
s velmi nizkou uéinnosti.

VEKTORY ODVOZENE Z BAKTERIOFAGA LAMBDA. Bakteriofig lambda
pouzivany jako vektor ma ve srovnani s plazmidovymi vektory fadu vyhod:

1. Rekombinantni DNA lze sbalit in vitro do fagovych kapsidi a pfenést do hostitelskych
bun&k b&Znou fagovou infekci. Uinnost tohoto pfenosu je o n&¥kolik Fadi vy3§i neZ trans-
formace bunék plazmidovou DNA.

2. Po vysevu fagovych kloni lze na jedné Petriho misce analyzovat nékolik tisic plak.

.V jedné zkumavce lze uchovavat ve formé fagovych virionii celou genovou knihovnu,

¢itajici napf. n€kolik milionti rekombinantnich kloni.

ad

Konstrukce vektor(i odvozenych z faga lambda vychazi z poznatku, Ze stfedni tfetina
jeho genomu neni pro jeho lyticky riist nezbytna a lze ji nahradit cizorodou DNA. Do fago-
vych kapsidii 1ze in vifro zabalit rekombinantni DNA ohrani¢enou misty cos vzdalenymi 37
az 52 kb, coz predstavuje 78 az 105 % velikosti genomu faga lambda standardniho typu. Na
zakladé tohoto poznatku byla zkonstruovana cela fada riznych vektori, které lze rozdélit do
dvou zakladnich typii:

1. Inzer&ni vektory, u nichZ se cizorodda DNA vklada do jednoho restrik&éniho mista na
molekule vektoru. Velikost vlasti vektorové DNA je na spodni hranici velikosti, ktera
miiZze byt jesté sbalena. Maximalni klonovaci kapacita téchto vektorti dosahuje piiblizné
13 kb.

2. Substituéni vektory, u nichz cizoroda DNA nahrazuje stfedni usek genomu fagového
vektoru, ktery je z né€j restrikénimi endonukleazami pied vloZenim cizorodé DNA vysté-
pen. Klonovaci kapacita se pohybuje od 9 do 23 kb.

Vektory obou typi jsou pfednostné pouzivany ke klonovani genomové DNA a cDNA
pii zakladani genomovych a genovych knihoven (viz déle). Jako pfiklad uvadime klonovani
genomové DNA (obr. 22). Ta se nejdfive ¢aste¢né §tépi vhodnou restrikéni endonukleazou
za vzniku restrikénich fragmentil rizne délky. Vhodné primémé délky restrikénich fragmen-
ti se zpravidla dosahuje ¢asteénym Stépenim. Pouzije-li se inzeréni vektor, §tépi se v jednom
misté. U substitu¢niho vektoru se vystépi a odstrani stfedni fragment genomu. V obou piipa-
dech je Stépeny vektor tvofen dvéma rameny, mezi které se vloZi fragment cizorodé DNA a
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kovalentné spoji DNA-ligazou. Souasné pfitom se tvofi konkatemer spojenim rekombinant-
nich molekul prostfednictvim mist cos. Po pfidani sbalovaciho extraktu obsahujiciho pre-
kurzory fagovych hlav a bi¢ikii je konkatemerni rekombinantni molekula v mistech cos §tg-
pena a sbalena do fagovych kapsidi. Vytvofenymi fagovymi viriony jsou infikovany
hostitelske buiky E. coli, kde se rekombinantni DNA pomnozi. Buiika lyzuje a do prostfedi
uvolfiuje figové potomstvo, jehoz genom je tvofen rekombinantni fagovou DNA. Vysev
fagovych virionii se prakticky provadi tak, Ze na misky s Zivnym agarem se naléva smés
viriont a hostitelskych bun&k E. coli v fidkém agaru. V mistech, kde doslo k lyzi bun&k se
vytvofi prusvitna skvrnka (plak) v jinak souvislém nartstu bakterialnich bunék.

spojeni ligazou

v

konkatemer

shalovaci
extrakt

obalovani in vitro

l.'}hr 22 Klonovani DNA pmsﬂ‘edmctwm vektori ﬂdvuzeny{:h Z faga lamhda

SELEKCE FAGOVYCH KLONU S REKOMBINANTNI DNA. Prirozena selek-
ce rekombinantnich molekul je dana spodni a horni hranici velikosti DNA, ktera miiZe byt

utinné sbalena do figovych kapsidi. Ke zvy3eni u¢innosti selekce se u jednotlivych typi
vektorli dale pouziva:
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1. Inaktivace genu cl. Inzeréni inaktivaci genu cl po vlozZeni cizorodé DNA (u in-
zerénich vektoril) nebo jeho odstranénim jako souasti stfedniho fragmentu (u substitu€nich
vektoril) budou rekombinantni viriony tvofit plaky na E. coli K12 (A-), které jsou nerekom-
binantnimi viriony lyzogenizovany. Gen ¢l koduje fagovy represor — pokud je tento gen
inaktivovan nebo odstranén, neni fag schopen lyzogenizace.

2. Selekee zaloZena na a-komplementaci. Klonovaci misto, stejné jako u plazmido-
vych vektori, je za¢lenéno do Casti genu pro f-galaktozidazu. Nerekombinantni viriony tvofi
na plotnach s X-gal a IPTG modré plaky. Plaky tvofené rekombinantnimi viriony jsou bez-
barve.

3. Selekce podle fenotypu Spi . Fag lambda standardniho typu neroste na kmenech
E. coli obsahujicich profiaga P2 (jeho fenotyp je oznatovan jako Spi’, tj. citlivy k inhibici
profagem P2). Citlivost urCuji geny red a gam, které se nachazeji ve stfedni ¢asti genomu
faga lambda. Tyto geny jsou u substitu¢nich vektorli nahrazeny cizorodou DNA, takZe re-
kombinantni vektory na lyzogennich kmenech P2 rostou.

Nékteré vektory faga lambda se pouZivaji rovnéZ jako expresni vektory, umozZiiujici
syntézu proteinovych chimér, K nim patfi napf. inzeréni vektor Agtl1l. Tento vektor nese gen
lacZ z E. coli, do jehoZz kédujici oblasti je za¢lenéno klonovaci misto. JestliZe je do tohoto
mista naklonovina ¢cDNA kodujici ur€ity protein, vznikd hybridni produkt — proteinova
chiméra, tvofena Casti molekuly B-galaktozidazy a &asti cizorodého proteinu. Jeho pFitom-
nost lze prokazat imunologicky vhodné znaenou protilatkou.

KOSMIDY jsou vektory odvozené z plazmidii (napf. pBR322), do nichZ byla naklo-
novana mista cos bakteriofaga lambda, a které proto spojuji vyhody klonovani prostfednic-
tvim plazmidovych a fagovych vektoril. Pfitomnost mist cos umoziiuje sbaleni rekombinant-
ni DNA, pfipravené za¢lenénim cizorodé DNA do klonovaciho mista kosmidu, sbalovacim
extraktem faga lambda in vitro a jeji pfenos do hostitelskych bunék transdukci, podobné jako
vektorli odvozenych z faga lambda. Uvnitf bakterii ziskdva kosmid kruZnicovou formu, ale
vzhledem k absenci nékterych esencialnich gend faga lambda nemiiZze prochazet lytickym
cyklem. V buiikdch se proto replikuje jako plazmid. Selekci klonli umoziiuji plazmidové
geny kosmidu urujici rezistenci k antibiotikiim. Vzhledem k tomu, Ze do fagovych hlav
miZe byt sbalena DNA o délce 37-52 kb a velikost kosmidii je zhruba 5 kb, Ize jejich pro-
stfednictvim klonovat DNA, jejiZ velikost je 32-47 kb. Kosmidy jsou proto vhodné jako
vektory ke konstrukci genovych knihoven eukaryot.

VEKTORY ODVOZENE Z BAKTERIOFAGA M13. Genom blizce pfibuznych
vlaknitych fagn M13, f1 a fd, jejichz hostitelem je E. coli, je tvofen kruZnicovou jednofetdz-
covou DNA o velikosti pfiblizn€ 6,4 kb. Vektory odvozené z t&chto fagh se vyznaluji nasle-
dujicimi vlastnostmi (obr. 23):

1. Jejich replikace zahmmuje tvorbu dvoufetézcové DNA, kterou lze z bunék izolovat podob-
n¢ jako plazmidovou DNA a podobnym zpiisobem s ni Ize in vitro manipulovat a pouZit
11 ke klonovani.

2. Béhem reprodukéniho cyklu jsou do fagovych virionti sbalovany kruZnicové jednofet&z-
cove molekuly DNA, které 1ze velmi snadno izolovat.

3. Do fagovych virionli mohou byt sbaleny molekuly DNA, jejichZ velikost dosahuje n&ko-
likanasobku délky fagového genomu.
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cizoroda DNA

rekombinantni M13 vektor
{dvoufetézcova DNA)

DNA

proteinovy obal i
uvoinéni faga i

Obr. 23 Klonovani ve vektorech M13

Tyto vlastnosti umoznily konstrukci vektorti pro pfipravu jednofetézcovych rekombi-
nantnich molekul DNA, které nahradily dfivéjsi pracné techniky separace fetézctl. Takto
piipravené jednofetézce jsou pouZivany:

k sekvencovani enzymovou metodou,

k mutagenezi in vitro prostrednictvim mutagennich oligonukleotidd,

k pfipravé hybridizaénich sond transkripci in vifro,

k replikaci a replikativni rekonstituci chromatinu in vitro v extraktech vaji¢ek Xenopus
laevis.

PLAZMIDOVE VEKTORY NESOUCI BAKTERIOFAGOVE PROMOTORY.
Znacna Cast modernich vektorli nese v blizkosti klonovacich mist promotory odvozené
z bakteriofagti T3, T7 nebo SP6. Cizoroda DNA zaélenéna do vektoru miiZe byt proto pfepi-
sovana in vitro, kdyz se linearizovana DNA inkubuje s piislusnou RNA-polymerazou a ribo-
nukleotidy. V né€kterych vektorech jsou na opaénych koncich klonovaciho mista umistény
odliSné promotory, coz umoZiuje piepisovat oba fetézce inzertu DNA podle toho, ktera
z RNA polymeraz se pouzije. Takto vytvofené RNA mohou byt pouZity jako hybridiza¢ni
sondy nebo je lze pfekladat do proteinti in vitro v bezbunéénych systémech.

UMELE BAKTERIALNI CHROMOZOMY (BAC). Um&lé bakteridlni chromo-
zomy jsou plazmidové vektory odvozené z plazmidu F E. coli. Jejich pfednosti je velka klo-
novaci kapacita, kterd dosahuje aZ stovek bp.

UMELE CHROMOZOMY ODVOZENE Z BAKTERIFOAGA P1 (PAC). Vek-
tory odvozené z bakteriofaga P1 jsou podobné vektorim odvozenym z bakteriofaga lambda.
Genom faga P1 je vSak vétSi neZ genom faga lambda a klonovaci kapacita téchto vektori
proto dosahuje az 125 kb. Umélé chromozomy odvozené z bakteriofaga P1, u nichZ se kom-
binuji vlastnosti vektori P1 a BAC, maji klonovaci kapacitu az 300 kb.

UMELE KVASINKOVE CHROMOZOMY (YACs). Um&lé kvasinkové chromo-
zomy patfi mezi kyvadlové plazmidové klonovaci vektory, replikujici se v buiikach E. coli a
v kvasinkach. Vedle sekvenci bakteridlniho plazmidu obsahuji ¢asti kvasinkového chromo-
zomu (centromeru, sekvence pro autonomni replikaci, dvé kvasinkove telomery a selektova-
telné signalni znaky). Po $tépeni plazmidu se vytvofi dvé ramena, mezi néZ se vlozi klono-
vana genomova DNA. Rekombinantni DNA je vnesena transformaci do kvasinkovych
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sféroplasti, tj. bunék s Castecné naruSenou bunéfnou sténou, kde se chova jako ostatni
kvasinkové chromozomy. Vyhodou klonovéani v téchto vektorech je jejich obrovska klono-
vaci kapacita, ktera dosahuje nékolik stovek kb. Ur¢itou nevyhodou je na druhé strané nesta-
bilita inzerti cizorodé DNA, které se mohou podrobovat pfestavbam. Postup klonovani
v kvasinkovych umélych chromozomech je uveden na obr. 24.

Vysvétlivky: ARS1 — poéatek replikace aktivni vlmmmkw |
z Tetrahymena, CEN4 — centromera, TRP1 a URA3 — mark

kovych buiikich, ampR — bakteridlni selekéni marker, ori — po
ridlni bufice.
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ZAKLADANI GENOVYCH KNIHOVEN. Jestlize mé byt vyhled4n a klonovan
konkrétni gen urCitého organizmu, je obvykle prvnim krokem zaloZeni jeho genové knihov-
ny (genové banky). Je to soubor nahodné klonovanych fragmenti genomové DNA pfislus-

ného organizmu. Celkové lze knihovny klasifikovat podle nékolika hledisek. Zékladni déleni
pEEERSR RS S = je zalozeno na puvodu DNA pouzité ke

konstrukei knithovny. Na rozdil od genové
knihovny predstavuje genomova knihov-
na (genomova banka) soubor klonova-
nych fragmenti pfipravenych Stépenim
genomoveé DNA, které dohromady repre-
zentuji cely genom daného organizmu (obr.
25). Knihovna cDNA je tvofena klony,
které obsahuji molekuly cDNA, pfipravené

a* ” .- zpétnou transkripci mRNA izolované
G z bunék organizmu. Protoze buiky kazdé
mﬁgi ztkani organizmu tvofi odliSny soubor
endonukleazou molekul mRNA, budou se knihovny cDNA

piipravené z riznych typl tkani navzajem

,ﬁ&‘“ 3 | liit.
\?’vm / Kazdy z uvedenych typi knihoven
N e

ma své vyhody a nevyhody. Vyhodou
cDNA knihovny je jeji mensi velikost,

FeStKENT fragienty protoze neobsahuje sekvence intron, regu-

O

Obr. 25 Konstrukce genomové knihovny z lidské-
ho genomu

. rekombinantni
QDM- Sare

genomové DNA lacni oblasti a nepfepisované sekvence. Jeji
Blonoadit prohledavani bude proto celkové snadnéjsi
lﬂﬂﬂ-ﬁﬂﬂmﬂtﬂ a rychlejdi. Genomova knihovna je pod-

do vektoru T Y u tEE
statné vétsi, zato vSak umoziuje studovat

geny v jejich pfirozené podobé, vietné
intronii a regula¢nich oblasti. Jeji kon-
strukce je nutna rovnéz pro fyzikalni ana-
lyzu genomu, jejimz predpokladem je
sestaveni souvislé uplné sekvence dlou-
hych tisekii chromozomi.

Dalsim typem knihovny je expresni
genova knihovna. Rozumi se ji knihovna
cDNA vytvofena expresnimi vektory, které
umoznuji klonované sekvence exprimovat.
Podle jin€ho kritéria se knihovny klasifiku-
ji na zakladé typu vektoru pouzitého
k jejich konstrukci. Rizné klonovaci vek-
tory mohou nést fragmenty DNA rizné
velikosti. Vybér vektoru zavisi na velikosti
genomu, z n¢hoZ se knihovna pfipravuje.
Plazmidy mohou nést jen kratké fragmenty

cizorodé DNA a jsou proto pouzivany jen pro mensi genomy, napf. virové. Pro konstrukci
genomovych knihoven eukaryotickych organizmi se nejcasté€ji pouzivaji vektory odvozené
z faga lambda a kosmidy, pfipadné umélé kvasinkové, bakterialni a jiné umélé chromozomy
s velkou klonovaci kapacitou, jejichZ pouZiti podstatné sniZi velikost knihoven. V zavislosti
na pouzitéem vektoru je pak plazmidova nebo kosmidova knihovna souborem definovanych
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kultur bakterii nesoucich plazmidy nebo kosmidy, fagova knihovna souborem fagovych
&astic a knihovna umélych kvasinkovych chromozomi souborem kvasinkovych kmenii.

Dilezitou charakteristikou kazdé genomové knihovny je jeji velikost, ktera udava mi-
nimalni poéet klonli postadujici pro zachyceni celého genomu. Velikost knihovny uréitého
organizmu lze vypocitat podle vzorce

N=1In(1 - P)In(1 - f),

kde N je potet nezavislych klonli v genomové knihovnég, P je pravdépodobnost vysky-
tu dané genomové sekvence v genomové knihovng (napf. 95 %), a f je pomér velikosti klo-
novanych fragmenti (inzertd) k velikosti celého genomu. Napf. genomova knihovna lidske-
ho genomu, ktery ma velikost pfiblizné€ 3 000 Mb, pfipravena pomoci vektoru faga lambda
s primérnou velikosti klonovanych fragmentli 20 kb, musi obsahovat alespoii 6,5 x 10° klo-
nii, aby bylo s 99% pravdépodobnosti zaru€eno, Ze nese cely genom.

VYHLEDAVANI GENU V KNIHOVNE. V knihovné obsahujici n&kolik tisic klo-
novanych fragmentt je tfeba klony obsahujici geny nebo sekvence DNA, o néz se zajimame,
nejdiive vyhledat. Metoda, kterou pouzijeme k detekci specifické sekvence genti v knihovné,
se oznatuje jako vyhledavani genii. Za tim i€elem lze pouzit dva zakladni typy sond:

Sondy pro vyhledani sekvenci DNA, jejichZz pouZiti je zaloZeno na hybridizaci
nukleovych kyselin. Zdrojem pro pfipravu téchto sond jsou nejlastéji:

1. cDNA, obvykle pfipravené pfepisem mRNA z tkané, v niZ dochazi k silné expresi hleda-
ného genu a mRNA se v buitkach nachazi s vysokou €etnosti. Existuji viak i postupy, ji-
miZ lze izolovat 1 molekuly mRNA pfitomné v buiikich v relativné malém mnozZstvi (viz
kap. VIII).

2. Sekvence DNA genu piibuzného organizmu. Rada genil vyznatujicich se stejnou funkci
obsahuje konzervativni sekvence s vysokym stupném homologie. Hybridizaci je v3ak
tfeba provést za malo piisnych podminek.

3. Synteticky pfipravené oligonukleotidy odvozene ze sekvence aminokyselin proteinu,
kodovaného hledanym genem. Vzhledem k degeneraci genetického kodu je obvykle tieba
piipravit n€kolik alternativnich sekvenci, pfipadné proveést hybridizaci za malo pfisnych
podminek.

Sondy pro vyhledani produkti hledanych geni, Jestlize je znam proteinovy pro-
dukt hledaneho genu a podafi se jej 1zolovat v ¢isté formé nebo se jeho &ast syntetizuje che-
micky, lze jej pouzit k pfipravé protilatky, kterou lze protein imunologicky detekovat.
Nejdrive se pfipravi expresni knithovna, v niZ bude dochazet k expresi klonovanych geni.
Identifikace klonu nesouciho hledany gen se provede analogicky jako pfi hybridizaci kolonii
nebo plak s tim rozdilem, Ze se jako sonda pouZije znafena protilatka. Ta se bude vazat na
membranu v misté odpovidajicimu poloze klonu, ktery obsahuje klonovany fragment DNA a
exprimuje jej.

ANALYZA DLOUHYCH USEKU GENOMU. Dosud popsané postupy umoziiuji
v genovych knihovnach vyhledat specifické sekvence nebo geny, jejichZ velikost nepfesahu-
je klonovaci kapacitu pouzitych vektort. Jednotlivé inzerty DNA klonované do fagovych
nebo kosmidovych vektori, které se ke konstrukci knihoven pouZivaji nejcastéji, pfedstavuji
pomérné kratké uiseky genomu. Rada situaci vyZaduje, aby byl charakterizovan dlouhy ne-
pfretrzity usek genomu pfedstavujici stovky kilobazi. K tomu lze pouZit dva vzajemné se
dopliujici postupy, které se oznaCuji jako prochazeni po chromozomu a pieskakovani po
chromozomu.

PROCHAZENI PO CHROMOZOMU (obr. 26). Cilem tohoto postupu je vyhledat
v genové knihovné klony, jejichz inzerty cizorode DNA se piekryvaji a navzajem na sebe
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navazuji. Uspofadanim téchto klonii lze pak ziskat informaci o spojité sekvenci uréité oblasti
genomu. Velmi ¢asto se tento postup uplatiiuje pfi izolaci genii nebo sekvenci s neznamou
funkci, pro néZ dosud neni vhodna sonda k dispozici. Z pfedchozi, napf. genetické analyzy,
je viak piiblizné znama oblast genomu, v niZ se hledany gen nebo sekvence nachazi, a jsou
rovnéZ k dispozici geny nebo sekvence pochazejici z okolnich oblasti, které slouZi jako vy-
chozi body pro prochazeni.

a)ﬁﬁ&éﬂe mswm S
b}mmmwvm1m
¢) konstrukce genové Hmhwmr i

v - Wchozi klon z genomové knihovny.

B  sonda pripravend z koncového Useku inzertu.

+ Vyhledani dal&iho klonu v genomové knihovné ﬁpﬁp!’l'ﬂ

Sundasavyu.ﬁqg " -'i:__ i
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_ Klon ut:-ﬁahu}e sekvence hredaném g&mr E

Obr. 26 Prochazeni pro chromozomu

Nejprve se pouzije sonda pro vyhledani klonu nesouciho €ast jiz dfive charakterizo-
vancho useku genomu. Jakmile je klon vyhledan, jsou z koncovych ¢&asti inzertu klonované
DNA pfipraveny sondy, kterymi je genova knihovna znovu prohledana. Je vyhledan druhy
klon, jehoZ inzert se asti své sekvence pfekryva s inzertem prvniho klonu. Z koncového
useku inzertu druhého klonu je pak opét ptipravena sonda, ktera se pouZije k vyhledani tieti-
ho klonu. Opakovanim tohoto postupu nakonec ziskame ve formé pfekryvajicich se inzerti,
tj. klonovanych fragmentii DNA, souvislou sekvenci, ktera ma zadatek v charakterizovaném
useku genomu a konéi v cilové oblasti vzdalené stovky kilobazi, ktera pak miiZe byt podrob-
né prostudovana. Délka jednotlivych krokti zalezi na primémeé velikosti fragmentu DNA
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klonovaného do vektoru pouzitého pro konstrukci genové knihovny. Prochazet po chromo-
zomu lze obéma sméry.

Bé&hem prochazeni po chromozomu milZe dojit k situaci, kdy neni mozZné jednoznacné
vyhledat dal§i prekryvajici se klonovany fragment DNA. Ur€ité tiseky genomu se totiz
v kosmidovych a fagovych vektorech klonuji obtiZn& nebo je nelze viibec klonovat, pfipadné
jsou tvofeny repeticemi, které nelze jako sondy pro vyhledani dalSich klonid vyuZit. Pokud
tato situace nastane, lze dalSi klonované fragmenty vyhledat postupem pieskakovani po
chromozomu, ktery je uveden niZe.

PRESKAKOVANI PO CHROMOZOMU. Tento postup je uréen k preklenuti chy-
béjicich ,,mezer* v sekvencich genomové DNA, které se podafilo sestavit prochazenim po
chromozomu. Tyto mezery mohou pfedstavovat vzdalenosti v&tsi nez 100 kb. Postup je zalo-
Zen na pfiipravé knihovny pro preskakovani obsahujici preskakovaci klony, kieré nesou
nesousedici sekvence ze vzdalenych oblasti genomu:

1. Caste¢nym §t&penim genomové DNA se vytvori velké fragmenty ze segmentu DNA,
o némz se predpoklada, Ze nese gen nebo sekvenci, o které se zajimame. Pomoci pulzni
gelové elektroforézy jsou pak izolovany fragmenty o velikosti 50-200 kb,

2. Spojenim koncili fragmentli DNA-ligazou se vytvofi kruZnicové molekuly, v nichZ se
piivodn& vzdalené konce nachazeji v t&sné blizkosti. Stépenim kruZnicovych molekul se
druhou restriktdzou vytvofi fragmenty, z nichZ ¢ast ponese spojené konce pivodnich
fragmentu.

3, Tato spojeni jsou pak klonovana do fagoveého vektoru za udelem zaloZeni knihovny pro
pfeskakovani.

Pf1 analyze genomové DNA se pak postupuje tak, Ze se z poéateéniho tiseku studova-
né DNA pfipravi sonda a pouZije se k vyhledani pfeskakovaciho klonu v knihovné pro pfe-
skakovani. Jakmile je klon nalezen, pouZije se druhy konec jeho inzertu k pfipravé sondy,
kterou lze zahajit prochazeni po chromozomu ob&ma sméry z mista vzdileného 50-200 kb
od potateniho useku. Sondu lze pouZit rovnéZ pro vyhledani dalsiho pfeskakovaciho klonu
a k zahajeni dal$iho prochazeni po chromozomu ze vzdalen&jSich mist.
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1. Konstrukce restrikénich map

Konstrukce presne restrikéni mapy byva jednim ze zakladnich kroki pti charakteriza-
ci DNA. Restrikéni mapa je schematickym znazornénim poloh a vzdilenosti restrikénich
mist na molekule DNA. Je tudiz formou fyzikilni mapy DNA, jelikoz se vzdalenosti mezi
jednotlivymi misty udavaji v poétech nukleotidii. Postup, podle kterého probiha sestavovani
restrikéni mapy, se nazyva restrikéni mapovani,

Vychozim materidlem pro restrikéni mapovani mazZe byt neporusena izolovana geno-
mova DNA (jednotlivé chromozomy, plazmidy, DNA mitochondrii a chloroplastii nebo
genomova DNA virii), fragmenty DNA klonované ve vektorech anebo ziskané polymerazo-
vou fetézovou reakei. V zavislosti na velikosti DNA se k restrikénimu mapovéni pouZiva
nékolik riiznych postupt, které lze vzajemné kombinovat.

Pro konstrukei restrikéni mapy DNA, jejiz velikost se pohybuje fadove& v jednotkach
nebo desitkach kilobazi, se pouZiva néktera z nasledujicich metod:

1. Stépeni DNA dv&ma nebo n&kolika restrik&énimi enzymy a vyhledavani prekryvaji-
cich se restrikénich fragmenti. DNA se $t&pi nejd¥ive kazdym enzymem samostatné a dale
pak vZdy dv€ma enzymy soudasné. Stanovi se velikosti vytvofenych fragmentii v kazdém ze
Stépeni a srovnanim jejich délek se uréi polohy restrikénich mist pro kazdy enzym. Lze po-
stupovat rovnéz tak, ze fragmenty vzniklé St€penim jednim enzymem jsou oddéleny elektro-
forézou a po izolaci z gelu St€peny dal$im enzymem. Postup je vhodny v t&ch pfipadech, kdy
celkovy pocet restrikénich mist na molekule DNA neni pfili§ vysoky. Piiklad mapovani
DNA o délce 17 kb vySe uvedenym postupem je na obr. 27.

2. Castedné St€épeni DNA jednou restrikéni endonukledzou a separace vytvofenych
fragmentl elektroforézou. Fragmenty jsou jednotlivé izolovany z gelu, do3tépeny stejnou
restrikéni endonukleazou a vzniklé subfragmenty jsou znovu separovany elektroforézou.
Soubory vzniklych subfragmentti jsou pak pfifazeny k prvotnim fragmentém.

3. Caste¢né $t¥peni DNA radioaktivn& znatené na jednom z konctl, elektroforeticks
separace vytvofenych fragmenti a odecteni jejich délek z autoradiogramu. Délky vytvofe-
nych fragmentdl odpovidaji pfimo vzdalenostem restrik&nich mist pouzitého enzymu od zna-
Cenc¢ho konce vychozi molekuly DNA. Tento postup je vhodny u vétSich molekul, které
enzym $t€pi na vice mistech. Na obr. 28 je uveden ptiklad této metody pii mapovani kruZni-
cove molekuly DNA. Obdobny postup, pfi némzZ se misto pfimo znacené DNA pouZije sonda
komplementarni ke koncové oblasti, se nazyvé nepfimé znageni koncii. Pomoci takové sondy
budou technikou Southernovy hybridizace detekovany pouze restrikéni fragmenty obsahujici
koncovou oblast. Vyhodou tohoto postupu je omezeni prace s radioaktivitou.

Konstrukce pfesné restrikéni mapy je ve vSech uvedenych pfipadech podminéna iden-
tifikovanim v3ech vytvofenych restrikénich fragmenti a pfesnym stanovenim jejich velikos-
ti, ktera se uréuje gelovou elektroforézou.
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Obr. 27 Konstrukce restrikéni mapy kombinovanym $tépenim dvéma restrikénimi enzymy. Stépeni
molekuly DNA enzymem 1 vedlo k vytvofeni 3 kb, 6 kb a 8 kb fragmentu (tj. na DNA jsou
pro tento enzym dvé cilovéa mista), ale neprokézalo, zda se 3 kb fragment nachazi uprostied
nebo na konci §tépené sekvence. Kombinované Stépeni enzymy 1 a 2 ponechalo 6 kb a 8 kb
fragmenty intaktni, ale do$lo k rozStépeni 3 kb fragmentu, coz dokazuje, Ze enzym 2 Stepi
uvnitf 3 kb fragmentu vytvofeného enzymem 1. Pokud by 3 kb fragment byl na konci
analyzované sekvence, pak $t€peni samotnym enzymem 2 musi davat 1 kb nebo 2 kb frag-
ment. Protoze tomu tak neni, musi byt 3 kb fragment vytvofeny po Stépeni enzymem 1 upro-
stfed. To, ze cilové misto pro enzym 2 leZi blize 6 kb fragmentu nez 8 kb fragmentu lze od-
vodit z faktu, Ze po §t€peni enzymem 2 vznikaji fragmenty o velikostech 7 kb a 10 kb.
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Restrikéni mapy umoznuji napf. srovnavat DNA riznych jedinc nebo ptibuznych
organizmu, aniz by bylo nutné pfesné stanovit jejich kompletni nukleotidové sekvence. Lze
pomoci nich snadno nalézt polymorfizmy
v sekvencich genomové DNA zpilisobené
mutacemi, jejichz zakladem jsou nukleoti-
dové substituce (v restrikénich mistech),
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Obr. 28 Restrikéni mapovani koncové znaené DNA. Molekula DNA je linearizovana enzymem
E£coRI. Linearni molekula DNA je pak znacena na 5'-koncich a ¢asteéné Stépena enzymem
Alul {nebo by mohl byt pouZit i enzym Haelll) za vytvofeni fragmentli riznych délek,
znichz ty, které obsahuji koncové sekvence piivodni molekuly DNA nesou na jednom ze
svych koncii radioaktivni znacku. Po elektroforetické separaci je vybran a z gelu izolovan
nejdelsi fragment DNA a vzorek je rozdélen na dvé &asti. Jeden vzorek je opét ¢asteng §té-
pen Alul, druhy vzorek je Castecné Stépen Haelll. Nové sady fragmentd jsou separovany
v gelu a jejich poloha se identifikuje autoradiograficky. Pofadi restrikénich mist lze p¥imo
odecist z délek fragmentu v pfislusnych drahéch.
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sestavuji do souvislych sekvenci oznafovanych jako kentigy. Tento postup se proto
oznaduje jako kontigové mapovani a jeho vysledkem je fyzikdlni mapa tvofena soubo-
rem uspofadanych klont (dil¢ich kontigt).

Obr. 29 Zakladni strategie pro mapovani a sekvencovani velkych genomi

PRISTUP SHORA DOLU. Tento pfistup je zaloZen na pfipravé velkych fragment
DNA z neporudenych chromozomi a jejich bezprostfednim pouziti ke konstrukci restrik&ni
mapy, ktera je pak zakladem k naslednému sekvencovani DNA. Ke St€peni chromozomove
DNA se pouzivaji vzacné St€pici restrikéni endonukledzy, které rozpoznavaji delsi a tudiz
v genomu jen ziidka se vyskytujici sekvence. Pfikladem takovych enzymi jsou napf. Notl
(rozpoznavajici sekvenci GCGGCCGC), Smal (CCCGGG) nebo Pacl (TTAATTAA). Sté-
penim DNA chromozomil témito enzymy vznikaji restrikéni fragmenty o velikosti stovek
kilobazi az nékolika megabazi, které lze G¢inné rozdélit jen pulzni gelovou elektroforézou.
Strategie pro sestaveni restrikéni mapy je viak odliSna od té, ktera se pouZiva pfi mapovani
kratkych useki DNA. K sefazeni fragmentl se obvykle pouZivaji genov& nebo sekventné
specifické hybridiza¢ni sondy. Pfi pouziti kombinace vétSiho poctu sond a n&kolika restrik¢-
nich endonukleaz lze pak fragmenty hybrnidizujici se stejnymi sondami vzajemné sefadit
(obr. 30). Restrik¢ni mapa sestrojena timto postupem s vyuZitim pulzni gelové elektroforézy
se oznacuje jako makrorestrikéni mapa.



49
FYZIKALNI MAPOVANI DNA (GENOMU)

st o = i e
1500 4 - e - -
kb Hi et fisii; e
200 g e - smpn b
. 3 1 S ks R T T
53 5101 515 39 MxA/B BsE
autoradiogramy po hybridizaci genomové DNA StEpené Noff (N), Miul (M) a Nruf (R) se sondami i *’
sonda :
enzym S3 S101 515 539
Naoti
Restrikénl fragmenty
hybridizujicl k pouzitym
sondam — oznacene
fragmenty hybridizuji Miul
k vice sondam.

Nrul

Sipky naznaéuiji mista : = o
na genomové DNA, ; gl
kde se vazou sondy.

makrorestrikéni mapa

Noti 1800
Miul
Nrut !
S 7 sy S
e 0 1000

Obr. 30 Konstrukce makrorestrikéni mapy dlouhého ramene lidského chromozomu 21. Pro mapovani
byly pouzity tii vzacné stépici enzymy (N-Notl, M-Mlul, R-Nrul) a Sest riznych radioaktivné
znaCenych sond (83, §101, S15, S39, MxA/B, S51). Zcela nahofe jsou znizorn&na spektra
restrikénich fragmentt, které byly rozdéleny pulzni gelovou elektroforézou, hybridizovany se
sondami a nédsledné detekovany autoradiograficky. NiZe jsou uvedeny velikosti fragmenti
vytvofenych jednotlivymi enzymy, k nimz hybridizuji pouZité sondy. Sipky oznaluji mista
vazby sondy na DNA. Z obrazku je patrné, Ze nékteré fragmenty jsou detekovany vice ne?
jednou sondou; napf. sondy S101 a S15 detekuji tentyz Notl 1 400 kb fragment. V piipadech,
kdy dochazi jen k ¢asteénému $tépeni DNA (patrné v diisledku metylace) se na autoradio-
gramu objevuji dva pruhy, nebot’ sonda hybridizuje jak k fragmentu vznikajicimu Gplnym tak
| CasteCnym St€penim DNA. Napi. sonda Miul S3 detekuje 700 kb fragment, S101 detekuje
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1 000 bp fragment, a ob& sondy detekuji &astedn& Sté€peny 1 600 bp fragment, ktery je sloZen
z obou mengich (pfesnou délku fragmentl Ize pfi hodnoceni makrorestrikénich spekter sta-
novit jen obtiZné a jejich soutet pak nemusi souhlasit). Vysledkem mapovéni je sestaveni
hrubé makrorestrikéni mapy pokryvajici pfiblizné 5 000 kb chromozomu 21.

Jako hybridiza¢ni sondy k pfifazeni sousednich fragmentli vytvofenych 3t&€penim
vzacné §tépicimi restrikénimi endonukledzami lze pouzit rovnéz fragmenty genomové DNA
obsahujici tiseky genomu, na nichZ se nachazeji restrik¢ni mista pro tyto enzymy (napf. Not)
(tyto fragmenty lze ziskat ¢aste¢nym Stépenim genomové DNA nékterou z b&Znych restrike-
nich endonukleaz podobnym postupem jako pfi konstrukci knihovny pro pfeskakovani po
chromozomu; podrobny postup vSak neuvadime). Klonovanim téchto fragmentii se pfipravi
knihovna spojujicich klonil, ktera se sklada z velkého po¢tu tzv. spojujicich kloni, v nichz
klonované fragmenty DNA nesou restrikéni mista pro vzacné §tépici enzymy z riiznych mist
genomu. Sonda pfipravena ze sekvence klonovaného fragmentu ur¢itého spojujiciho klonu
bude hybridizovat s restrikénimi fragmenty, vytvofenymi $t€penim genomové DNA prave
v tom misté&, které bylo do tohoto spojovaciho klonu naklonovano.

Vedle fyzikilniho mapovani pomoci pulzni gelové elektroforézy se vyvijeji rovnéz
techniky pro pfimou detekci restrikénich mist na eukaryotickych chromozomech. Vzorek
deproteinovanych chromozomil se umisti do roztaveného gelu, pfi jehoz tuhnuti se chromo-
zomy natihnou tokem gelové tekutiny. Po 3tépeni restrikéni endonukleazou vzniknou pak
v mist& nastépeni na chromozomech mezery, které lze pfimo pozorovat svételnym mikro-
skopem. Z velikosti fragmentil 1ze sestrojit restrik&ni mapu.

Dalsi fyzikdlni metoda pouZita napf. pfi analyze genomu Drosophila melanogaster a
¢lovéka je zaloZena na mikropreparaci malych useki (kratkych fragmenti DNA) z chromo-
zomil pomoci mikromanipulatoru a jejich amplifikaci polymerazovou fet¢zovou reakci. Lze
tak ziskat sekvence DNA pro klonovani a hybridiza¢ni analyzu z dosud necharakterizova-
nych oblasti genomu.

PRISTUP ZDOLA NAHORU. Tento pfistup spoéiva ve vytvofeni souboru klono-
vanych fragmentli genomové DNA, jejichZ uspofadanim lze sestavit spojitou sekvenci odpo-
vidajici celému genomu nebo dil¢im chromozomiim.

Vychozim krokem je pfiprava genomové knihovny obsahujici velky pocet nahodné
klonovanych fragmenti DNA o velikosti desitek aZ stovek kilobazi. Pfi konstrukci genomo-
vé knihovny je tfeba zvolit takovou strategii klonovani, aby jednotlivé klony obsahovaly
vzajemné se prekryvajici useky genomové DNA. Toho lze dosahnout napi. ¢asteCnym Stépe-
nim genomové DNA restrikénimi enzymy nebo jeji mechanickou fragmentaci.

Druhym krokem je vyhledavani klond, jejichZ inzerty (klonované fragmenty genomo-
vé DNA) se svymi sekvencemi vzajemné prekryvaji. Nasledné je zvolen né€ktery z postupl,
ktery umozni vyhledat a navzajem pfifadit pravé ty klony, které nesou pfekryvajici se useky
genomu a postupné tak zpé&tn€ rekonstruovat spojitou (nepferuSenou) piivodni sekvenci ge-
nomové DNA. Priibézné sestavované diléi spojité tseky se oznaduji jako kontigy. V prvni
fazi je kontigh obvykle mnoho a odpovidaji jen kratkym usekim genomu. Se zvySujicim se
pottem charakterizovanych kloni se dafi kontigy postupné navzajem spojovat jeden s dru-
hym a tim je zvétSovat (prodluzovat). Postupné sefazovani klonii se proto nazyva kontigové
mapovani a jeho vysledkem je sestaveni kontigové mapy tvofené uspofddanymi kontigy.
Kone¢nym kontigem je kompletni nepferusena sekvence DNA chromozomu nebo celého
genomu. Z tohoto diivodu je kontigova mapa formou fyzikalni mapy genomu.
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Pro stanoveni piekryvii lze pouZit nékolika riznych postupil, z nichZ uvadime:

¢ Srovnini spekter restrikénich fragmenti (otiskii DNA, fingrprinti), které vzniknou
po Stépeni inzertl jednotlivych kloni restrikénimi enzymy. Klony s pfekryvajicimi se in-
zerty poskytnou restrik¢ni spektra, ktera budou obsahovat fragmenty téZe délky (tyto
fragmenty vznikaji z identickych usekii genomové DNA). Tyto klony jsou pak vyuZity
k sestaveni kontigll. Timto postupem byl kompletné¢ zmapovan genom E. coli. Strategie
postupu je znazornéna na obr. 31. DNA inzert klonovany v kosmidovém vektoru obsahu-
je 3 mista pro HindlIIl (H). Po 5t€peni timto enzymem jsou konce restrikénich fragmentii
radioaktivné oznaleny a je provedeno druhé Sté€peni enzymem Sau3Al (S), ktery $t&pi
Castéji nez HindlIlIl. Tim je vytvofen soubor menSich fragmenttl, z nichZ pak pouze nékte-
ré budou koncové oznaleny. Fragmenty jsou rozdé&leny na polyakrylamidovém gelu

Obr. 31 Uspofadani kosmidovych klonl srovnanim restrikénich spekter
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jsou charakteristicka pro kazdy kosmidovy klon v zavislosti na distribuci restrikénich
mist HindIll a Sau3Al v jejich inzertu. Vlevo dole jsou znazorn&ény otisky DNA sedmi
riznych klonfi. Klony vykazujici 5 nebo vice spoletnych restriknich fragmentt s velkou
pravdépodobnosti nesou piekryvajici se inzerty. Srovnavani restrikénich spekter jednotli-
vych klonil a nasledné sestaveni kontigli se provede pomoci potitatovych programil.
Srovnani hybridizaénich vzori klonovanych fragmenti. Pripravi se velky pocet krat-
kych uméle syntetizovanych oligonukleotidii s nahodnymi sekvencemi, které se pak pou-
Ziji jako sondy pro hybridizaci k DNA v3ech klonil genomové knihovny. Klony obsahuji-
ci pfekryvajici se inzerty klonované DNA budou hybridizovat se stejnym souborem sond.
Princip postupu je zndzornén na obr. 32.

Celogenomové sekvencovani (sekvencovani bez pfedchoziho mapovani). Projekt zamé-
feny na sekvencovani genomu bakterie Haemophilus influenzae byl zaloZen na strategii
nahodného sekvencovani DNA klonovanych usekii bakteridlniho chromozomu a jejich
nasledném uspofadani. Nejdfive byla genomova DNA mechanicky fragmentovana a po
elektroforetické separaci byly fragmenty o velikosti 1,6-2,0 kb klonovany do plazmido-
vého vektoru. Takto pfipravena genomova knihovna obsahovala vysoky po&et klonil ne-
soucich inzerty, které se vzajemn¢ mnohonasobné pfekryvaly. S vyuZitim sekvena¢nich
primert(i vazajicich se v sousedstvi polylinkeru vektorové DNA pak byly stanoveny krat-
ké sekvence koncti vSech inzertl a pouZity k vzajemnému uspofadani klonii. Diky vyso-
kému pottu klont a redundanci jejich sekvenci bylo moZné sestavit téméf kompletni sek-
venci genomu (chybé&jici mezery byly postupné zaplnény jednak metodou prochazeni
primerem, pi1 niz se koncove sekvence klonovanych fragmentil pouZily k navrZeni prime-
ri pro sekvencovani sousednich usekl genomové DNA, které se nepodafilo klonovat, a
posledni chybégjici sekvence DNA byly nakonec stanoveny z inzerti klonovanych ve fa-
govém vektoru).

Sefazeni kloni na zakladé pritomnosti mist se sekvenéni adresou (,,sequence tagged
site, STS). Mista se sekven¢ni adresou jsou kratké (100-500 bp) jedinetné sekvence ge-
nomu, jejichZ useky lze specificky amplifikovat pomoci PCR. Jako STS lze pouZit:

Nahodné genomoveé sekvence, ktere pochazeji z vhodné vybranych useki klonované
genomové DNA anebo se vyhledaji ze sekvenci uloZenych v databazich.

Mista s expresni adresou (,,expressed sequence tags*, ESTSs). Jsou to kratké sekven-
ce odvozene z klonli cDNA a tudiZ pfedstavujici sekvence strukturnich gend. EST
milZe byt pouZita jako STS za pfedpokladu, Ze je odvozena z jedine¢ného genu,
nikoliv z geni patficich do genove rodiny, které maji stejné nebo velmi podobné
sekvence.

Useky genomu vyznatujici se sekvenénim polymorfizmem, napf. polymorfizmy
typu minisatelitii (SSLP, VNTR) nebo mikrosatelitii (STRs, ,simple tandem
repeats® — di-, tri- nebo tetranukleotidové repetice). Zvlasté cenné jsou SSLP,
které byly jiz zmapovany vazbovou analyzou a pfedstavuji tak pfimé propojeni
mezi genetickymi a fyzikalnimi mapami.
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Obr. 32 Kontigové mapovani s vyuzitim nahndnjﬂ:h oligonukleotidovych sond (hméu'm fingrprin-
ting): piitazeni klonovanych tfragmenti genomové DNA na zakladé hybndizace. Je analyzo-
vano celkem 7 kosmidovych kloni oznac¢enych pismeny A—G. Nejdrive jsou z jednotlivych
klonli izolovany DNA, které jsou uspofadané naneseny na 20 hybridizac¢nich filtri. Kazdy
z filtrii je pak jednotlivé hybridizovan s pripravenymi oligonukleotidovymi sondami (ozna-
¢ene Cisly | az 20). Pozitivni vysledek hybridizace klonu k sondé se ozna¢i ¢islici 1, negativ-
ni reakce Cislici 0. Klony, jejichZ inzerty obsahuji spoleéné genomové sekvence, budou hyb-
ridizovat s tymiz sondami (napf. klony A a C hybrdizuji se sondami ¢. 2 a 14). Stanovenim
znakii 1 a 0 pro kazdy klon lze klony uspofadat. Vyznamnym rysem tohoto typu analyzy je
automatizace zaloZzena na pocitacovém zpracovani hybridiza¢nich udaju.
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Jako vychozi material pro mapovani genomu pomoci STS lze pouZit soubor piekryva-
jicich se fragmentl genomové DNA pokryvajicich cely studovany genom nebo uréity chro-
mozom. Takovym souborem miZe byt:

1. Panel radiaénich hybridi. Radia¢ni hybrid je hlodav¢i burika obsahujici fragmenty
chromozomii z jiného, napf. lidského organizmu. Vystaveni lidskych bunék X-paprskiim
(3 000-8 000 rad) nebo rentgenovému zafeni vyvola v chromozomech ndhodné zlomy za
vzniku fragmentd riizné délky. Ozafeni ma na lidskou buiiku letalni vliv, fragmenty
chromozomt se viak mohou udrzovat, pokud je buitka bezprostfedné po ozédfeni fuzova-
na s neozafenou hlodavéi burikou. Fuze je navozena bud’ chemicky polyetylenglykolem
nebo infekci virem Sendai. V buiikich hybridii jsou chromozomové fragmenty lidské
DNA nahodné zaclenény do chromozomil hlodavéi buiiky. Tyto fragmenty jsou obvykle
dlouhé 5-10 Mb, takZe kaZda burika obsahuje piiblizné 15-35 % ekvivalentu lidského
genomu. Soubor hybridnich bunék se nazyva panel radiaénich hybridd a mize slouZit
pro STS mapovani za pfedpokladu, Ze PCR primery pro STS neamplifikuji ekvivalentni
oblasti hlodav¢i DNA. Lze pfipravit téZ panely radia¢nich hybridii obsahujici pouze jeden
lidsky chromozom. Radia¢ni hybridy se staly dileZitym materidlem pii mapovani lidské-
ho genomu v ramci projektu HGP. V sou€asné dobé& jsou k dispozici standardni panely
celého lidského genomu, které jsou pouzivany celosvétove, coz umoZiiuje propojovat a
pfimo srovnavat mapovaci udaje ziskané v riznych laboratofich.

2. Genomovi knihovna. Knihovna klonii miiZze byt pfipravena z genomové DNA reprezen-
tujici cely genom, nebo to miiZe byt knihovna specificka pro jeden chromozom (vychazi
se z chromozomiu separovanych priitokovou cytometrii), Pro klonovani se s vyhodou po-
uziva vektori s velkou klonovaci kapacitou (napf, umélé kvasinkové nebo bakteridlni
chromozomy). Analyzou STS se vyhledaji klony obsahujici pfekryvajici se fragmenty,
coZ pak umozZni sestavit kontigy a jejich naslednym uspofadanim pak vytvofit dlouhé
souvislé useky DNA, Udaje o STS se potom vyuziji k lokalizaci t&chto tisekil na fyzikalni
map¢. Pokud STSs souCasné predstavuji SSLPs, které jiz byly mapovany genetickou
vazbovou analyzou, lze vzdjemn€ propojit fyzikalni mapu s mapou genetickou. Ve srov-
nani s panely radiatnich hybridi maji knihovny klonii pro STS mapovani pfednost v tom,
ze individualni klony mohou byt pozdgji bezprosttedn& vyuzity pro stanoveni sekvence
DNA.

2. Detekce polymorfizmi v genomech

Metody molekulirni diagnostiky se zaméfuji na vyhledini rozdild v sekvencich
DNA a identifikaci polymorfizmii v celkové genomové, chromozomové, mitochondriové,
chloroplastoveé nebo plazmidové DNA a nebo polymorfizmii specifickych genf, pfipadng
jejich Casti. Za predpokladu, Ze rozdily v sekvenci DNA ovliviiuji uréité fenotypové znaky,
mohou tyto metody nahradit jiné diagnostické techniky (napf. biochemické nebo sérologic-
ke¢). Zamérem pouZiti jednotlivych metod je zpravidla identifikace nebo typizace studova-
nych vzorki, kter¢ mohou poskytnout informace diilezité pro rozlideni jedincd, 1é¢bu choro-
by, vyhledani zdroje patogennich organizmi, provedeni preventivnich opatfeni anebo
fylogeneticke studie. Metody zaloZené na analyze DNA maji na rozdil od fenotypovych
metod 100% typovatelnost, protoZe viechny organizmy DNA obsahuji. Genotypové diagnos-
tické metody jsou rychle a €asto nevyzaduji pfedchozi kultivaci bun&k.

Pro studium sekven¢niho polymorfizmu DNA mohou byt pouzity pfimé metody, pfi
nichz se pfimo stanovuje sekvence variabilni oblasti DNA (kapitola V.). Tyto metody jsou
viak Casov€ naroCné a Casto nevhodné pro rutinni provadéni. Cast&ji se proto pouZivaji
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nepiimé metody, kterymi lze zobrazit profil DNA konkrétniho organizmu ve formé otisku
DNA (fingrprintu). Otisky DNA mohou mit podobu spekter restrikénich fragmenti nebo
produktit PCR rozdélenych gelovou elektroforézou, pfipadné spekter restrik&nich fragmen-
tu hybridizujicich ke specifické sondé. Vysledné vzory mohou byt hodnoceny vizuidln& nebo
analyzou obrazu s pouzitim vypocetni techniky.

Nepfimé metody se rozdéluji na techniky zaloZené na amplifikaci DNA (kapitola V1.)
a na techniky, u kterych se amplifikace neprovadi; mezi né fadime restrikéni endonuklea-
zovou analyzu (REA) a selektivni hybridizaci restrik&nich fragmenti (SRFH) ke speci-
fickym sondam. Samostatnou skupinu potom tvoii techniky vyuZivajici rozdilnou elektrofo-
retickou pohyblivost fragmenti DNA obsahujicich standardni a mutantni varianty genu,
které¢ umoziiuji identifikaci konforma&nich polymorfizmi nukleovych kyselin a techniky
s vysokou rozliSovaci schopnosti pro detekci jednonukleotidovych polymorfizmi (SNP)
(str. 69).

POLYMORFIZMUS DELKY RESTRIKCNICH FRAGMENTU (RFLP). P¥i
analyze genomu lze vyuZit rozdil v restrikénich mapach jedincii téhoZ druhu. Tyto rozdily,
podminéne ruznou délkou a po¢tem restrikénich fragmentil vytvorenych $tépenim genomové
DNA (nebo jeji €asti) ur€itou restrikéni endonukledzou, se oznatuji jako polymorfizmus
delky restrik¢nich fragmentii (RFLP). Jejich podstatou jsou bud’ mutace, které vedou
k vytvofeni nebo ztrat€ rozpoznavacich mist pro restrikéni endonukleazy, nebo vznikaji jako
diisledek pfitomnosti riizného poctu repetitivnich sekvenci, deleci, inzerci nebo prestaveb ve
specifickych oblastech chromozémti (obr. 33). Rozdily ve velikosti restrikénich fragment
u riiznych jedincl lze snadno detekovat gelovou elektroforézou, kterd miize byt dopln&na
Southernovou hybridizaci se sondami specifickymi pro polymorfni oblasti genomu. Selek-
tivni hybridizace umoZni snaz3i interpretaci vysledki analyzy RFLP sniZenim po&tu srovna-
vanych fragmentt, které lze vyuzit i jako signalni znaky pfi mapovani genomu.

zmény u 400 bp fragmentu
vysledné fragmenty:

draha:

Blosss sess sf
N0 11|
810

zmén |

Stépeni AT
restrikéni : R
endonukleazou gelova slakiroforers | So)

Obr. 33 Analyza polymorfizma délek restrikénich fragmentfi chromozomové DNA
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Pfi analyze prokaryotického genomu metodami selektivni hybridizace restrik&nich
fragmentll se vyuzivaji:
e sondy pfipravené z nahodné vybranych sekvenci,
» sondy specificke pro esencialni geny nebo geny kodujici faktory virulence u patogeni,
e sondy odvozene z vicekopiovych elementii typu inzerénich sekvenci, transpozonti nebo
jinych repetici,
e sondy pfipravené z genil pro 16S rRNA nebo 23S rRNA (ribotypizace).
Pro eukaryotické genomy mohou byt vyuZity:

¢ jednolokusové sondy hybridizujici k riznym hypervariabilnim oblastem genomu,
¢ mnoholokusové sondy hybridizujici k repetitivnim sekvencim (minisatelitéim),
¢ sondy pfipravené ze sekvenci transpozonil a retrotranspozonl.

POLYMORFIZMUS DELKY AMPLIFIKOVANYCH FRAGMENTU (AFLP).
Jedna se o rozdily v délce amplifika¢nich produktii vznikajicich p¥i pouZiti n&kterych variant
polymerazove fetézové reakce (napf. AP-PCR, REP-PCR, Alu-PCR, ITS-PCR, SRFA) Pod-
statou tohoto polymorfizmu jsou zmé&ny v sekvencich DNA pro vazebna mista primerii nebo
delece a inzerce v amplifikovanych sekvencich. V uZ8im slova smyslu je oznadeni AFLP
pouzivano také pro pro jednu z typizatnich metod, kterd vyuZiva selektivni amplifikaci sou-
boru fragmenti DNA vytvafeného St€penim restrikénimi endonukleazami (str. 102). Stano-
veni AFLP je vhodné pro ucely srovnavaci typizace celkovych genomovych DNA a zpravi-
dla nevyzaduje znalosti sekvenci pro hybridizaci univerzalnich primerti.

Metody PCR, kterymi byl stanoven polymorfizmus AFLP miZeme pouZit rovnéZ pro
stanoveni polymorfizmu délky fragmenti DNA s jednoduchou repetici (SSLP). Rozdily
v délce fragmentli genomové DNA jsou v tomto pfipad® podminéné pfitomnosti kratké tan-
demove repetice (napf. mikrosatelitu). V diisledku mutaci nebo rekombinace se po&et t&chto
repetici miZe zvysit nebo sniZit. Polymorfizmy SSLP se pouZivaji k odliSeni blizce p¥ibuz-
nych jedincii a k detekci vztahli mezi nimi v genetice populaci.

POLYMORFIZMUS DELKY FRAGMENTU DNA VYTVORENYCH CLEA-
VASOU (CFLP). Cleavasa I je specificki endonukledza upravena metodami genového
inZenyrstvi, jejiz cilové misto se nachazi vzdy u paty viisenky vytvofené v molekule jedno-
fetézcové DNA. Diagnosticka metoda CFLP vyuZiva tohoto enzymu k detekci a lokalizaci
polymorfizmii v molekuldch ssDNA ptipravenych denaturaci fragmentii koncové znalené
genomove DNA s optimdlni velikosti do 2 700 bp (obr. 34). ssDNA vytvafi po rychlém
sniZeni teploty roztoku riizné sekundarni struktury (vlasenky, vlasenky se smy&kou, kfizové
struktury) v zavislosti na své primarni struktufe. Enzym neplisobi na vSechny vlasenky,
pravdépodobné v zavislosti na dalich faktorech ovlivnénych strukturou ssDNA, a proto
dochazi k Caste¢nému $t€peni jednotetézcii. Mutace a modifikace v nukleotidovych sekven-
cich ovhiviiuji sekundarni strukturu ssDNA a koneénym vysledkem je vytvoteni rozdilnych
mist rozpoznavanych enzymem a vznik spektra fragmentd charakteristického pro danou
molekulu. Separaci fragmentii provadime na kratkém denaturaénim polyakrylamidovém gelu
s naslednou detekci koncové znaCenych fragmenti autoradiografii. Metoda CFLP porovnava
tvorbu vlasenek v jednofet€zcich, ale z obecného hlediska je polymorfizmus CFLP analogic-
ky s RFLP.

Pro detekci znamych mutaci v genomech miiZe byt vytvofeni vldsenek rozeznavanych
cleavasou I navozeno prostiednictvim sekvenéné specifickych invazivnich oligonukleotidi
vytéstiujicich ast fetézce sekventné specifickych signalnich sond, které indikuji pfitomnost
cilovych sekvenci. Produkty $t€peni signalnich sond cleavasou jsou potom detekovany fluo-
rescenénimi metodami nebo hmotnostni spektrometrii.
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Obr. 34 Princip detekce polymorfizmu délky fragmenti DNA vytvofenych cleavasou

POLYMORFIZMUS KONFORMACE JEDNORETEZCU (SSCP). Diagnostické
metoda analyzy konforma¢niho polymorfizmu jednofetézcl vyuziva tvorby rozdilné sek-
ventné specifické intramolekularni struktury ssDNA nebo ssRNA ovliviiujici mobilitu jed-
nofetézcl pfi nedenaturujicich elektroforetickych podminkach. Analyza SSCP je vhodna pro
sledovani zmén (mutaci) v kratkych tsecich DNA libovolného plivodu o velikosti 150 aZ
400 bp, ptipravenych polymerazovou fetézovou reakci (PCR-SSCP). Obvykle se pouZiva pro
detekci sekvenénich rozdili mezi riznymi alelami téhoZ genu. Jednofetézcové molekuly
DNA se pfipravi denaturaci dvoufetézcovych molekul formamidem nebo teplem a rozdéli se
elektroforézou v nedenatura¢énim polyakrylamidovém gelu (obr. 35). Jednofetdzce ligici se
svou sekvenci byt i jedinou bazi vytvafeji rozdilné sekundami struktury s riznou elektrofo-
retickou pohyblivosti, coZ umozZiluje rozliSit polymorfni alely. Diskriminaéni G&innost a
reprodukovatelnost této metody se sniZuje u fragmentd DNA delSich neZ 400 bp. Fragmenty
vhodné velikosti Ize ziskat $t€penim restrikénimi endonukledazami (RFLP-SSCP) nebo poly-
merazovou fetézovou reakci.

POLYMORFIZMUS KONFORMACE DVOURETEZCU (DSCP). Pokud jsou
denaturované produkty polymerazové fetdzové reakce podrobeny pomalé renaturaci, vytva-
feji duplexy DNA. Duplexy, jejichZ fetdzce se vyznaCuji tiplnou komplementaritou bazi
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(homoduplexy) a hybridni molekuly DNA, jejiZ fetézce se vyznacuji neuplnou komplemen-
taritou bazi (heteroduplexy) maji v nedenaturujicich gelech rozdilné elektroforetické pohyb-
livosti. I v pfipadé jediného chybného paru bazi miZe byt heteroduplex zfetelné zpomalen
vzhledem k homoduplexu. Analyza pohyblivosti heteroduplexti (HMA) se pouZiva k loka-
lizaci a detekci bodovych mutaci v genomech. Jeji u¢innost mize byt zvy3ena elektroforetic-
kou separaci v denaturagnim gradientnim gelu.

P

nedenaturaéni polyakryl
‘gelova elektroforeza,
barveni stfibrem

Princip metody SSCP. Homozygotni
DNA vytvafi 2 elektroforetické for-
my, heterozygotni DNA obsahujici
sekvence dvou riznych alel vytvafi
4 elektroforetické formy, odpovidajici
komplementirnim Fetézciim DNA.




V. Stanoveni sekvence DNA (sekvencovani DNA)

Cilem sekvencovani DNA je stanoveni primarni struktury neboli pofadi nukleotidfi
v molekulach DNA. Metody, které umozZiiuji rychle a spolehlivé stanovit sekvenci nukleoti-
di hraji kli¢ovou roli v analyze genomil a umozituji lépe porozumét molekularni podstaté
zakladnich biologickych procesti. Znalost sekvence DNA je rutinng pouZivana k odvozeni
informace o aminokyselinové sekvenci kodovanych proteinii, o regulaci jejich tvorby a
umoziuje tez detailné stanovit charakter mutaci, které se napf. projevuji vznikem genetic-
kych chorob. Znalost sekvenci DNA také zna¢n& urychlila rozvoj dal$ich molekuldrnich
metod, mezi které patii napf. polymerazova fet€zova reakce, jejiz provedeni je na znalosti
sekvenci DNA ¢asto zévislé.

V sou€asné¢ dobé jsou k sekvencovani DNA pouZivany dvé principidlng odlisné meto-
dy. Prvni je zaloZena na specifické degradaci fetézcii nukleovych kyselin pomoci chemic-
kych sloucenin a je proto oznatovana jako chemicka metoda nebo téZ podle jmen autorii jako
Maxamovo—Gilbertovo sekvencovani. Druha metoda vyuZivéa specifickou inhibici enzymové
syntézy fetézci DNA a je oznatovana jako enzymova metoda nebo téZ podle jména autora
Sangerovo sekvencovani. I kdyZ se ob& metody svym principem diametralng 1isi, je v obou
pripadech zdkladnim poZadavkem pro zahdjeni sekvencovani pfiprava molekul DNA s pfes-
n€¢ definovanymi konci. Nejéast€ji pouZivanym vychozim materidlem pro sekvencovani
DNA jsou proto restrikéni fragmenty, naklonované ve vhodném klonovacim vektoru, nebo
fragmenty ziskané PCR. Spole¢nym rysem obou metod je rovnéz splnéni n&kolika technolo-
gickych pozadavki:
¢ definovani jednoho z koncii fragmentu DNA, u n&€hoZ sekvenci stanovujeme,

e vytvofeni souboru jednofetézcovych molekul DNA, jejichz vzdjemna velikost se ligi
o jedinou bazi,

* rozd€leni tohoto souboru fragmenti elektroforézou s takovou rozli$ovaci schopnosti,
ktera umoZiluje navzajem oddglit fetézce DNA lisici se svou délkou o jedinou bézi.

Posledni faze sekvencovani spo&iva ve vyhodnoceni ziskanych sekvenci. To se jiz
neobejde bez vyuZziti po€itatli a specialnich programii, kterymi lze stanovené sekvence kom-
plexn€ analyzovat. Pfi této analyze se provadi:

e vyhledani otevienych étecich ramei, které mohou byt potencialnimi geny,

* vyhledani exonil a introni a pfevedeni sekvence nukleotidii do sekvence aminokyselin
v proteinech,

e vyhledani znamych motivii na DNA, charakteristickych pro regula&ni oblasti,

e vyhledani repetitivnich sekvenci,

* vyhledani rozpoznavacich mist pro restrik&ni enzymy, &imz se ziska kompletni restrikéni
mapa,

® srovnani stanovené sekvence nukleotidii nebo z ni odvozené sekvence aminokyselin se
sekvencemi uloZenymi v databankach, v nichZ se shromaZd'uji udaje ziskané v laborato-
fich celého svéta.

CHEMICKA METODA SEKVENCOVANI DNA (MAXAMOVO-GILBERTO-
VO SEKVENCOVANI). Podstatou chemické metody sekvencovéni je specifické rozitépeni
molekuly DNA chemickymi €inidly v mistech, kde je lokalizovana béaze uritého typu. Vy-
chozim materidlem je soubor identickych fragmentii jednofetézcové DNA oznadenych na
jednom konci radioaktivni znatkou. Kazdy ze &tyf typii bazi v molekule DNA lze uréitym
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zptisobem modifikovat tak, aby bylo v tomto mist¢ mozZno dosahnout pferuSeni fetézce
DNA. Mezi chemikalie pouZivane pro navozeni modifikaci bazi patfi dimetylsulfat, hydroxid
sodny, kyselina mravenc¢i a hydrazin (Tabulka 2), Podminky reakce se zvoli tak, aby byla
poSkozena v pruméru pouze jedna baze v fetézci. Vysledkem modifikace a nakonec i elimi-
nace baze je vytvofeni kifehkeho mista v fetézci DNA, které je velice citlivé ke §t€peni. Poté
je DNA za vysoke teploty vystavena pisobeni piperidinu, coZ vede k rozitépeni fetézce
v zeslabenych mistech. Reakce je provddéna ve velkém souboru molekul, proto je vysledkem
St€peni soubor fragmenti DNA vSech riiznych délek, které odpovidaji vzdalenosti bazi pfi-
sluSného typu od znafeného konce vychozi molekuly DNA. Postup sekvencovéani probiha
v nasledujicich krocich (obr. 36):

e piiprava znaCenych jednofetézcovych fragmenti DNA, jejichZ sekvence méa byt sta-
novena,

e rozdéleni souboru fragmentia DNA do &tyf vzorkd,

¢ pusobeni chemickou latkou, ktera specificky modifikuje jeden nebo dva typy bazi DNA
u kazdého vzorku,

e piisobeni dalsi chemicke latky, které vede k rozit€peni fetézci DNA ve viech mistech,
v nichZ byly baze modifikovany,

e rozdéleni fragmentii DNA elektroforézou v denaturujicim polyakrylamidovém gelu;
vzorky z kazde ze Ctyr reakci jsou na gel naneseny vedle sebe v definovaném pofadi,

e autoradiograficka detekce fragmentil; detekovany budou pouze ty fragmenty DNA, které
nesou oznaceny konec,

¢ stanoveni sekvence DNA z autoradiogramu ode¢tem poloh pruhii v jednotlivych drahach.

Maxamovo—Gilbertovo sekvencovani neni rutinné pouZivano z nékolika diivodi. Data
produkovana chemickym sekvencovanim byvaji ¢astéji nejednozna¢na nez u enzymového
sekvencovani, protoZe reaktivita chemickych €inidel je ovlivnéna riiznymi neéistotami. Dal-
$im diivodem je nutnost pouzivat radioaktivni znageni koncti p¥inaSejici vysokou trovei
radioaktivity. V porovnani s enzymovym sekvencovanim poskytuje chemické relativng krat$i
sekvence a postup pro jejich ziskani je laboratorné naro¢né&;si.

Tabulka 2 Chemické modifikace bazi pouzivané pii Maxamov&-Gilbertové sekvencovani

Bize Specifickd modifikace

G Metylace dusiku N’ dimetylsulfitem pfi pH 8,0 zpiisobuje, Ze vazba C*~C? je citliva
ke Stépeni.

A+G Piperidin pfi pH 2,0 zeslabuje glykosidovou vazbu adeninu a guaninu protonaci dusi-
kovych atomtl v purinovych cyklech.

C+T Hydrazin otevira pyrimidinove cykly, které recykluji do péticetnych, citlivych ke
Stépeni.

C Hydrazin za pritomnosti NaCl (1,5 M) reaguje pouze s cytozinem.

A>C Hydroxid sodny (1,2 N) pfi 90 °C zpiisobuje silné §tépeni u A a slabé 5tépeni u C.
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piperidin hydrazin
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Stépeni piperidinem pfi vysoke teploté
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Obr. 36 Chemické sekvencovani DNA podle Maxama a Gilberta

ENZYMOVA METODA SEKVENCOVANI (SANGEROVO SEKVENCOV A-
Ni). Enzymova metoda sekvencovani je v soutasné dobé nejb&znéjsi metodou sekvencovani
DNA. Vyvinula se z techniky oznacené sekvencovani + / —, ktera poprvé vyuzila prodlouze-
ni primeru DNA-polymerazou a jeji specifické zakonéeni, aviak byla pom&rné& maélo pfesna.
Pr1 sekvencovani Sangerovou metodou je DNA, jejiZz sekvence ma byt stanovena, pouZita
jako matrice pro syntézu komplementarnich fetézcli riizné délky prostiednictvim DNA-
-polymerazy. Metoda vyuZivd n€kolika vlastnosti DNA-polymerazy: schopnosti vytvafet
piesne kopie molekuly DNA a schopnosti specifické syntézy fetézce DNA ve sméru 5' — 3'
od primeru s volnou 3'-OH skupinou. Syntéza fetézce na matricové DNA je zahijena od
mista, ke kterému je pfipojen sekvenéné specificky primer pro sekvencovani, a ukondena



62
STANOVENI SEKVENCE DNA (SEKVENCOVANI DNA)

v misté, v némz je do rostouciho Fetézce inkorporovan misto norméilniho deoxyribonukleo-
sidtrifosfatu jeho analog 2',3'-dideoxyribonukleosidtrifosfat (ddNTP), postradajici 3'-OH
skupinu (obr. 37). Ten ma po zatlenéni do rostou-

O ? ? ciho fetézce DNA funkci koncového inhibitoru
OZI-E’—P—F’—O O baze (terminitoru) syntézy DNA, nebot DNA-poly-
. 1 1 \( 7/ meraza k nému nemiize v disledku nepiitomnosti

O 00 gc—cC 3'OH-skupiny pfipojit daléi nukleotid. Diilezitym

H, H, faktem je, Ze ddNTP jsou DNA-polymerazou

inkorporovany do rostouciho fetézce DNA podle

Obr. 37 2'3'-dideoxynukleotidy inkorpo- pravidel o parovani bazi. Vhodné€ zvoleny pomer
rované do fetézci nukleovych mezi ddNTP a odpovidajicim dNTP (zpravidla

kyselin nemohou vytvofit fosfo-  1:100) v reakéni smési rozhoduje o tom, jak dlou-
diesterovou vazbu s dalSim pfi-  he petxzce nahodng zakonéené v mistech zadleng-

stupujicim dNTP v disledku ab- : ) , : .
sence 3'OH-konce E;ddNTP’ budou DNA-polymerazou syntetizova

Podobné& jako u chemické metody sekvencovani jsou reakce provadény ve Ctyfech
oddélenych vzorcich (obr. 38). Kazda reakce je urtena ke stanoveni relativni pozice speci-
fické baze na konci analyzovaného fetézce. To je provedeno pfipravou reakEnich smési,
které obsahuyji:

e purifikovanou molekulu DNA, jejiZ sekvence ma byt stanovena,

e primer, pfipojujici se k &asti molekuly DNA nebo k mistu pfipojeni na vektoru v pfipadg,
Ze se jedna o klonovanou DNA,
smés obsahujici 4 normalni nukleotidy a jeden ze &ty dANTP,
DNA-polymerazu (pouZivaji se rizné typy polymeraz, napf. Klenowliv fragment DNA-
polymerazy I, T7 DNA-polymeraza zbavena 3'-exonukleazové aktivity chemickou modi-
fikaci oznafovana jako Sequenase™, zpétma transkriptaza nebo Tag DNA-polymeraza).

Jako primery lze pouZit kratké restrik&ni fragmenty nebo synteticky pfipravene oligo-
nukleotidy o délce zhruba 18 bazi, které jsou komplementarni k ¢asti molekuly DNA, jejiZ
sekvence se stanovuje. V pfipadé sekvencovani produktli PCR je moZné pouZit stejné prime-
ry se kterymi byl fragment DNA amplifikovin. Rada vektoril je pro ugely sekvencovani
cilen® upravena a obsahuje obvykle po obou stranich mnohoéetného klonovaciho mista
kratké specifické sekvence, k nimZ se pfipojuji univerzdlni sekvenaéni primery. Pfikladem
jsou univerzalni sekvenaCni primery pripojujici se v sousedstvi mnohoCetného klonovaciho
mista vektori odvozenych z bakteriofaga M13mp18 nebo M13mp19, které umozZiiuji sek-
vencovat oba Fetézce naklonované DNA, aniZz bychom potiebovali znalosti o &asti analyzo-
vané sekvence pro uely pfipojeni primeru. Pro umoznéni detekce nové syntetizovanych
fetézcil je primer, ddNTP nebo jeden ze &tyfech dNTP radioaktivné a nebo neradioaktivné
oznaten. Po prob&hnuti polymeriza¢ni reakce se vytvofené produkty denaturuji a separuji na
polyakrylamidovém denaturujicim gelu podobné jako pfi chemické metodé. Rovnéz odelet
sekvence z autoradiogramu nebo hybridizaéni membrany u neradioaktivniho znaceni primeru
je obdobny. Pfi manualnim provadéni Sangerova sekvencovani je mozZné stanovit sekvenci

dlouhou pfiblizn& 300400 bazi.
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Obr. 38 Enzymové sekvencovani DNA podle Sangera

AUTOMATICKE SEKVENCOVANI DNA. Vyznamneho pokroku ve stanovovani
sekvenci DNA enzymovou metodou bylo dosaZeno po zavedeni pfistrojii pro automatické
sekvencovani DNA. Pfi ném se pro separaci reakCnich produktid, detekci, shromaZzdéni dat
z reakce a analyzu pofadi bazi pouZivaji plné automatizované aparatury. Tento pfistup umoz-
nuje stanovit a nasledné i zpracovat sekvence DNA mnohem rychleji neZ pfi standardnich



64
STANOVENI SEKVENCE DNA (SEKVENCOVANI DNA)

postupech. Je proto vyuZivan zejména pii sekvencovani DNA z genomovych knihoven,
obsahujicich tisice klont, Automatické sekvencovani ma ve srovnani se standardni enzymo-
vou metodou tyto odliSnosti:

e syntéza DNA probiha metodou asymetrické polymerazové Fetézové reakce v termocy-
kleru s vyuzitim Tag DNA-polymerazy (str. 94),

e k detekci reakénich produktii se pouzivaji ¢tyfi rizné fluorescenéni znacky, kazda uréena
pro detekci produktil zakonfenych specifickou bazi,

e délka stanovene sekvence je typicky mezi 500-1 000 bazemu.

Chemie fluoroforii pro automatické sekvencovani vyuziva dva odlidné pfistupy: ,ba-
revné znafené” primery nebo ,,barevné znaené“ terminatory. K nejéastéji pouZivanym
fluoroforim patiéi FAM (6-karboxyfluorescein), TET (6-karboxy-2'4,7,7'-tetrachloro-fluo-
rescein), HEX (2'4.,4',5',7,7-hexachlorofluorescein) a TAMRA (5-karboxytetrametyl-
rodamin).

Pokud jsou fluorofory pfipojeny k primertim, je tfeba primer syntetizovat ¢tyfikrat a
béhem tohoto procesu je k primeru pfipojena specificka fluorescenténé znaCena baze. Na-
sledng jsou pro asymetrickou PCR pripraveny €tyfi reakéni smési, z nichZ kazda obsahuje
templatovou DNA, ¢étyfi dNTP, specificky ddNTP, specificky fluorescenéné znaceny primer
a dalsi potiebné reagenty (obr. 39). Primer definuje 5'-konec molekul produkti a za¢lenény
ddNTP definuje totoZnost baze na 3'-konci. Jakmile je reakce dokonéena, jsou barevné
produkty ze vSech Ctyfech reakci smichany a naneseny do jedné drahy automatického analy-
zatoru.

V piipadé, Ze jsou pro detekci sekvenacnich produktli pouZity barevné zna¢ené termi-
natory, 3'-konec molekuly a soucasné totoZnost baze jsou ureny piislusnou fluorescenéni
znaCkou. Polymerizacni reakci lze potom provést v jedné zkumavce obsahujici templatovou
DNA, primer, ¢tyfi1 dNTP, Ctyf1 znatene ddNTP a dal3i nezbytné reagenty (obr. 40). Reakéni
produkty jsou rozdéleny v elektroforetickém gelu v téZze draze. Vyhodou pouZiti barevné
znatenych terminatordl je skuteCnost, Ze jsou vizualizovany pouze ty produkty prodlouZe-
nych primert, které jsou zakonCeny barevné znatenym ddNTP a nikoliv produkty pfed&asné
ukonCene syntezy. To umoznuje snizZit signaly pozadi a obecné vede k ziskani kvalitnéjsich
vysledkil.

Detekce produktu sekvenacnich reakci probiha v priib&hu elektroforézy automaticky
pomoci laserového detektoru napojeného na poéitaé, ktery z pofadi signali v pfisluinych
drahich pfimo vyhodnocuje sekvenci DNA. U aparatur posledni generace probiha elektrofo-
reticka separace v kapilarach. Kapilarnimu uspofadani se dava pfednost pfi prostém sekven-
covani a fragmentalni analyze, zatimco deskovému v molekularni diagnostice pii detekci
heterozygotu.
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Obr. 39 Automatické sekvencovani vyuZzivajici barevné znageni primert
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PURSISS Primer + Taq DNA-polymeraza
+ dNTP
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Obr. 40 Automatické sekvencovani vyuzivajici barevné znaceni termindtort

SEKVENCOVANI GENOMU (CELOGENOMOVE). V praxi je velmi &asto po-
tfeba stanovit sekvenci fragmentu DNA, jehoz velikost pfesahuje 500—1 000 bazi, které lze
analyzovat v jedné reakci. Pro dosaZeni tohoto cile, ktery je béZné€ pozadovan pfi sekvenco-
vani genomitl, mohou byt zvoleny dvé zcela odlidné strategie: ndhodné sekvencovani nebo
uspofadané sekvencovani sousednich usekii. Volba odpovidajici strategie zavisi zejména na
velikosti stanovované sekvence.

Pfi nahodném sekvencovani genomu jsou nejdfive pfipraveny mechanickym stfiha-
nim genomové DNA fragmenty s optimalni velikosti (1 300-2 000 bp) a po upravé jejich
koncil jsou nahodile klonovany do vhodného vektoru za vzniku velkého poctu kloni. Ke
Stépeni DNA se vyuziva sonikace nebo pankreaticka DNaza I za pfitomnosti Mn?*. Pfedpo-
klada se, Ze celkova informace o sekvenci obsaZena v pfipravenych malych klonech odpovi-
da ptivodni DNA a sekvence fragmentil jednotlivych klonii se vzajemné pfekryvaji. Pomoci
univerzalnich sekvenaénich primerti pfipojujicich se k vektoru v blizkosti klonovaciho mista
jsou stanoveny sekvence kratkych tusekil na koncich klonovanych fragmentl (minimalné
500 bazi). Stanovené sekvence jsou pak pouzity k uspofadani klonovanych fragmenth
z jednotlivych vektori do souvislych sekvenci genomove DNA - kontigii. K rekonstrukci
ptivodni sekvence se pouZivaji specidlni politalové programy pro sestavovani sekvenci,
které vylou&i sekvence vektorll, maskuji znamé repetice, vylouéi nespolehliva data a najdou
shodné useky. Spravnost stanovené sekvence je ovéfena po srovnani piekryvil stejné sekven-
ce z nékolika riiznych klonii. Tato strategie vS8ak neumozni ziskat tiplnou sekvenci genomu,
protoZe po poditalovém sestaveni ziistanou mezery, odpovidajici nenaklonovanym fragmen-
tim. Casto je tfeba také ov&fit sprivnost sekvence koncovych tseki genomu. K tomuto
ucelu je obvykle pouzita strategiec uspofadaného sekvencovani (prochdzeni chromozomu)
popsana niZe.

Pro doplnéni sekvence mezer zbyvajicich po nahodném sekvencovani nebo pro sek-
vencovani malych fragmentii DNA je pouZivan pfistup prochazeni primerem nebo postup-
né zkracovani fragmentu exonukleazou a tvorba p¥ilehlych deleci.

Prochazeni primerem vyZaduje znalost sekvence, ke které se pfipojuje primer umoz-
finjici prodlouZeni fetézce DNA-polymerazou. Sekvence ziskana z prvni reakce je pouZita
pro navrh primeru pro dal3i reakci a tento krok se opakuje, dokud neni dosazeno kompletni-
ho stanoveni sekvence. Tento proces nevyzaduje daldi klonovani a minimalizuje stanoveni
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nadbyteCnych sekvenci, ale spravnost stanovené sekvence by méla byt ovéfena sekvencova-
nim obou fetézcil.

Pro ptipravu sady dele¢nich mutantt: s pfilehlymi delecemi bylo vyvinuto n&kolik me-
tod, které vyuzivaji specifické exonukleizy (Bal31, pankreatickd DN4za I nebo exonukleaza
III) postupné odStépujici vice nukleotidii z jednoho nebo druhého konce cilové molekuly
DNA. Fragmenty DNA s vytvofenymi delecemi jsou znovu klonovany do vhodného vektoru
a sekvencovany.

Uspofadané sekvencovani genomu je v porovnani s ndhodnym mnohem pomalej$i a
drazsi v disledku nutnosti navrhu a syntézy novych primerd. PouzZiti exonukleaz navic vyza-
duje znatné praktické zkuSenosti. Metody postupného pfimého sekvencoviani DNA také
nejsou piili§ vhodné pro stanoveni repetitivnich sekvenci.

HYDROGENSIRICITANOVE GENOMOVE SEKVENCOVANI. U obratlovcii a
vysSich rostlin hraje dilezZitou ulohu v organizaci a expresi genii metylace cytozinu. Metoda
enzymoveho sekvencovani vSak neumoziiuje odlifit cytozin a S-metyleytozin (m’C).
Z tohoto divodu byla vyvinuta selektivni chemickd metoda vyuZivajici hydrogensifi&itan
sodny (NaHSO;) k modifikaci cytozinu v DNA, oznadovana jako hydrogensiFiitanové
genomové sekvencovani. Podstatou této metody je chemicka reakce, pti niZ dochazi u dena-
turované DNA ke kompletni deaminaci cytozinu na uracil s naslednou amplifikaci obou
fetézcll pomoci PCR. Cytozinové baze pfeménéné hydrogensiFititanem na uracil jsou
v prub&hu PCR nahrazeny tyminem a baze 5-metylcytozinu, které nebyly modifikovany, jsou
nahrazeny cytozinem. Produkty PCR mohou byt bud’ pfimo sekvencovény nebo subklonova-
ny a sekvencovani jsou podrobeny jednotlivé klony. Ziskané sekvence jsou srovnany se
sekvencemi stanovenymi pfed chemickou modifikaci. Ve vysledném vzoru hydrogensititita-
nového sekvencovani se plivodni cytozin jevi jako tymin, zatimco m’C je zobrazen jako
cytozin. Kvantitativni zastoupeni metylcytozin{i se stanovuje u pfimého sekvencovéni pro-
duktii PCR z poméru ploch pikil tyminu a cytozinu, vysledky viak nejsou p#ili¥ spolehlivé.
Proto se Castéji sekvencuje reprezentativni pocet jednotlivych klonti (20-50), a zastoupeni
metylcytozinil nalezenych v urtité poloze se vyjadfi v procentech z celkového pottu sekven-
covanych kloni.

PYROSEKVENCOVANI. Pyrosekvencovani je vysoce piesné sekvencovani se
syntezou DNA v redlném ¢ase nevyzadujici znadené primery nebo znaGené nukleotidy, ani
rozd€leni produktii reakei elektroforézou. Je zaloZené na uvolnéni pyrofosfitu (PP1) pfi en-
zymaticke syntéze DNA. V kaskade enzymatickych reakei je v kone&ném kroku emitovano
viditelné svétlo (obr. 41). Mira emise svétla je im&ma mnoZstvi zabudovanych nukleotidi.

(DNA), + dXTP DNA-polymeraza . (DNA),..; + PPi
dXTP i dXMP
PPi + APS ATP sulfurylaza 2 ATP + SO
ATP + hugiferin + O, PEIREER o KD T et D0 aviily

Obr. 41 Prehled reakci probihajicich pii pyrosekvencovani
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V prvnim kroku se hybridizuje sekvena&ni primer k jednofetézcovému templatu DNA
a je inkubovan s nasledujicimi enzymy a substraty:
DNA-polymerazou I z E. coll,
ATP sulfurylazou,
luciferazou,
apyrazou,
adenozin 5'-fosfosulfatem (APS),
luciferinem.

Obr. 42 Princip pyrosekvencovani DNA

Ve druhém kroku (obr. 42) se postupné pfidavaji (jeden po druhém) viechny &tyfi
dNTP (v tomto pfipad€ se oznacuji dXTP). Pokud se na matricové molekule vyskytuje kom-
plementarni baze k pfidanému dXTP, DNA-polymeraza katalyzuje pfipojeni nukleotidu
k primeru. Pokud na matrici neni pfitomna komplementarni baze, nukleotid bude degradovan
apyrazou. KaZdé pfipojeni nukleotidu je provazeno uvolnénim pyrofosfatu (PPi) v ekvimo-
lArnim mmnoZstvi k zabudovanému nukleotidu. Uvolnéné PPi jsou kvantitativng pfevadény
ATP sulfurylazou za pfitomnosti APS na ATP, coZ umoziiuje luciferazou zprostfedkovanou
konverzi luciferinu na oxyluciferin. Oxyluciferin vytvofi svételny zablesk, ktery lze zazna-
menat detektorem fotoni a zobrazit jako vrchol na pyrogramu. Nepfipojené dXTP a nespo-
ttebované ATP jsou degradovany apyrazou. Jakmile je degradace volnych nukleotidii



69
STANOVENI SEKVENCE DNA (SEKVENCOVANI DNA)

v reakCni smési dokoncena, je pfidan dalsi dXTP. Cely proces se znovu opakuje a sekvence
je odelitana z pyrogramu (obr. 42). Namisto standardniho dATP je pii reakci pouZivan
2'-deoxyadenozin-5'-a-tio-trifosfat, ktery je zpracovan DNA-polymerazou, ale nikoli luci-
ferazou. Rychlost pyrosekvencovani je cca 1 odedtend bize/min a b&Zna délka stanovené
sekvence je pfiblizné 100 bp. V soudasnosti jsou pouzivany dvé rozdilné techniky pyro-
sekvencovani: v roztoku a na pevné fazi vyuzivajici imobilizovanou DNA. Metoda je ve
Vyvoji a je pouZivana pro oveéfeni sekvenci kratkych fragmenti DNA a identifikaci jedno-
nukleotidovych polymorfizmii v genomech. Zejména pyrosekvencovani v roztoku umozZituje
snadnou automatizaci a moZnost paralelniho zpracovani velkého mnoZstvi vzorkil.

SEKVENCOVANI POMOCI HYBRIDIZACE (SBH). Enzymova a chemické me-
toda sekvencovani nebo pyrosekvencovani patfi mezi tzv. pfimé metody stanoveni sekvence
DNA, ve kterych je pozice kazdé baze stanovena jednotlivé. Naproti tomu sekvencovani
pomoci hybridizace je nepfima metoda, ve které je sekvence DNA sestavena na zakladé
vysledku hybridizace oligonukleotidovych sond se sekvencemi analyzované DNA. Velmi
perspektivni a ufinnou metodou je varianta SBH provadéna prostfednictvim technologie
DNA-¢gipi (,,DNA microarray*), jejimz kli€¢ovym faktorem je miniaturizace spole&n# s moz-
nosti vizualni detekce hybridizujicich molekul.

Pf1 SBH je fluorescenéné znadeny fragment analyzované DNA hybridizovan k DNA-
-Cipu obsahujicimu vSechny kombinace oligonukleotidii s konstantni délkou (obr. 43). Vy-
sledek hybridizace je ode¢ten konfokalnim mikroskopem a sekvence je odvozena dedukci
Z h}rbndlzujuzmh pozici. Pro sekvencovani 1 Mb by bylo tfeba vytvofit &ip obsahujici
1,112 x 10° moznych 20- meru V souCasné dob& viak DNA-Cipy dosahuji hustoty pouze
500 000 poli na ploge 1,6 cm’. Kazdé z t&hto poli nbsahuje miliény fotolitograficky synteti-
zovanych molekul oligonukleotidd, jejichz délka miiZe byt az 25 béazi. Takovy &ip by byl
vhodny napf. pro stanoveni sekvence klonované v BAC vektoru. Technologie DNA-&ip@i
byla optimalizovana zejména pro stanoveni jednonukleotidovych polymorfizmii v genomech,
pro srovnavaci sekvencovani kratkych fragmenti DNA a pro analyzu exprese genil. Metoda
SBH na DNA- éipech by méla v budoucnu po dosaZeni miniaturizace a zvysenim citlivosti
detekCnich metod aZ na jedinou molekulu sondy umoznit rutinni sekven&ni analyzu celych
genomi v jednom hybridizaénim experimentu.

MINISEKVENCOVANI. Metoda minisekvencovani je zaloZzena na prodlouZeni
3-konce primeru o jediny znaCeny nukleotid, ktery slouZi jako terminitor, podobné jako
u Sangemva sekvencovani. Technologie je uréena pro ovéfeni }Ednunukleutlduvjrch poly-
morfizmi (SNP) v sekvencich a umozZiluje spolehlivé odlisit jednotlivé alely genil. Primer se
vaze svym 3'-koncem v t&sném sousedstvi polymorfniho mista. K prodlouZeni primeru
DNA-polymerazou dojde pouze tehdy, jestlize znadeny nukleotid p¥tomny v reakci je kom-
plementarni k bazi v cilovém misté. Produkty prodlouZenych primerdi jsou analyzovany
elektroforeticky a vyznaéuji se odli§nou pohyblivosti.

Automatizaci stanoveni jednonukleotidovych polymorfizmii umoZiiuje modifikace
metody provadéna na DNA-€ipech, kterd pouZiva specificky fluorescenéné znaené nukleo-
tidy. Pro stanoveni totoZnosti baze existuje nékolik variant stanoveni (APEX, AS-PE), které
vyuZivaji prodlouZeni primeru o jeden nebo vice nukleotidii pfed nebo po hybridizaci
(obr. 44):

¢ P prodlouZeni imobilizovaného primeru je specificky primer pro kaZzdy SNP, ktery
genotypizujeme, vazany na Cipu. K ¢ipu jsou pfidany produkty mnohondsobné PCR, na
3'-konci fluorescen¢né znatené ddNTP a DNA-polymeraza. Po prodlouzeni primeru o jeden
ddNTP je vysledek reakce vyhodnocen: pozice primeru na &ipu definuje, ktery SNP analyzu-
jeme a fluorescence nukleotidu pii dané vinové délce uréuje genotyp piislusného SNP.
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Obr. 43 Princip sekvencovani pomoci hybridizace s pouzitim DNA-¢ipu

e Pfi alelové specifickém prodlouZeni primeru jsou na &ipu imobilizovany dva aleloveé-
specifické primery s 3'-koncovou bazi komplementirni k obéma moZnym variantim
nukleotidi v kaZzdem SNP. Produkty mnohonasobné PCR jsou pfepsany do mnoha kopii
RNA RNA-polymerazou. Molekuly RNA hybridizuji k &ipu a slouzi jako templat pro
prodlouzeni primeru katalyzované zpétnou transkriptazou. Béhem zpétné transkripce jsou
do produktii zaClenény fluorescentné zna¢ené dNTP. U homozygotnich genotypi je sig-
nal tvofen pouze jednim ze dvou alelové-specifickych prodlouZenych primerii, kdezto
u heterozygotnich genotypt je signal tvofen ob&ma prodlouzenymi primery.
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o Cyklické prodlouzeni primerli nesoucich specifickou pfidatnou sekvenci adaptoru na
5'-konci je provadéno s denaturovanou DNA v roztoku za pfitomnosti fluorescenén® zna-

¢enych ddNTP a DNA-polymerazy. DNA-¢ip obsahujici sondy komplementarni k ptidat-
nym sekvencim adaptoril je potom pouZit pro zachyceni produktii reakce, p¥i které doglo

k prodlouzeni primert.

Obr. 44 Varianty minisekvencovéni providdéné na DNA-Cipu






VI. Amplifikace nukleovych kyselin

1. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Zavedeni polymerazové fetézové reakce (PCR) v roce 1985 Kary B. Mullisem, zna-
menalo prn molekularni bmlugu stejny prinos jako objev restrikénich endonukleaz nebo
i e zavedeni sekvencovani DNA. Vyhodou PCR
je zejména to, Ze umoznuje ziskat poZadova-
nou a specifickou sekvenci genomové DNA
bez jejiho pfedchoziho klonovani ve vekto-
rech. Princip PCR je zaloZen na replikaci
nukleovych kyselin, ktera je zdkladnim mo-
lekularnim procesem vsech Zivych organi-
zmu. Podstatou PCR je cyklicky se opakujici
enzymova syntéza novych fetézcii vybranych
asekii dvoufetézcové DNA ve sméru 5' — 3'
prostfednictvim DNA-polymerdzy. Studova-
ny usek nukleotidové sekvence je vymezen
piipojenim dvou primert, které se vazou na
protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3'-konce
sméfuji proti sobé€. Po piidani DNA-poly-
merazy a nukleotidi pak probihd syntéza
novych vlaken na obou matricovych fetézcich
protismémeé. K syntéze DNA se pouzivaji
termostabilni polymerazy izolované z termo-
filnich mikroorganizmi, napt. Tag DNA-po-
lymerdza z Thermus aquaticus odolavajici
teplotdim, pfi nichz DNA denaturuje. To
umoziuje, aby syntéza DNA probihala opa-
kované¢ formou cykli. PCR je proces pfi
némz se v zavislosti na teploté reakéni smési
pravidelné stfidaji tfi kroky, béhem nichz
probihaji tfi odlisné déje s odliSnymi naroky
na teplotu (obr. 45):

o denaturace dvoufetézcovych molekul
DNA (94 °C),

e pfipojeni primert k oddélenym fetézciim
DNA (30-65 °C),

e syntéza novych fetézci DNA prostiednic-
tvim DNA-polymerazy (65-75 °C).

Obr. 45 Princip standardni polymerazové feté-
zové reakce (PCR)
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Potet syntetizovanych
Cislo cyklu molekul produktu

I 0

2 0

4 4 h *g;: pﬁpo]amprimani .:-.:.:' A

5 8 i ~ ¥na fetéfc.e DNA :

6 16 (30-65 °C; 1 min)

7 32

8 64

9 128

10 256

I 512

12 1024

13 2048

14 4096

15 8] 92 ¥ w8 FoooF . r
16 16384 Obr. 46 Teplotni rezim a doby trvani jednotlivych
17 32768 krokt pii polymerazové fetézové reakci
18 65536

19 131072
20 262144
2] 524288

22 1048576

23 2097152

24 4194304
25 8388608
26 16777216
27 33554432

28 67108864

29 134217728

30 268435456
31 536870912 | Tabulka3 Teoretickd amplifikace cilového fragmentu
32 1073741824 DNA pti zvySujicim se podtu cykli

Reakce se provadgji v zafizeni nazyvaném termocykler, v n¥mz se teplota méni au-
tomaticky v naprogramovanych Casovych intervalech (obr. 46). Postupnym opakovénim
tohoto procesu se exponencialn€ (2% n = podet cyklll) vytvafi a? miliarda kopii vybraného
useku ciloveé molekuly (Tabulka 3). JelikoZ vysledkem PCR je mnohonisobné zmnoZeni
vybraneho useku DNA, Ize ji oznadit za zplisob klonovani DNA.

Presnost a uspésnost PCR pfi amplifikaci ur¢itého genu nebo &asti sekvence genomo-
ve DNA je zavisla na peclivém navrhu obou primerti, pfi némz je tfeba pfihlizet k celkové
sekvenci studovaného genomu. Pro genom o velikosti 3 miliardy bp je teoreticky postaujici
sekvence primeru o délce 16 nukleotidi (4'°). Sekvence o této délce by méla byt v genomu
uvedené velikosti jedinena a mé&la by se proto vazat specificky jen k jedinému mistu. Ge-
nomy organizmi vSak nemaji nahodné sekvence a proto se primery navrhuji zpravidla delsi.
Pfi navrhu primeri pro standardni PCR je proto tfeba brét v iivahu n&kolik dilleZitych pra-
videl, mezi néz patfi:

o délka zpravidla 18-25 nukleotidi,

obsah G+C 40 % az 60 %,
* rovnomérna distribuce oblasti bohatych na G/C a A/T pary,
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teplota T, primeru alespoii 50 °C,

podobna teplota T, u obou primert,

specifiCnost primerti — na matricové DNA nesmi byt nespecifickd vazebna mista,

absence komplementarnich sekvenci v primerech, které by mohly vést k tvorb& duplexi,
absence vnitfnich sekundarnich struktur (vlasenek),

zafazeni 1 aZz 2 zbytkdl G nebo C v sekvenci na 3'-koncich primeréi pro zaji§téni pfesné
vazby na templat.

® & & & @& @

Komer¢né dostupné syntetizatory oligonukleotidli poskytuji dostatecnou &istotu
(>98 %) a primery bé&Znych velikosti mohou byt pouZivany pfi PCR bez pfetisténi. Pro
navrh primerll v analyzovanych oblastech sekvence DNA existuje fada pocitatovych pro-
gramil, které umoziiuji zohlednit vyse zmin&né pravidla.

Presné hodnoty teploty a dobu trvani jednotlivych krokii je tfeba optimalizovat. Pro
ziskani poZadovaného produktu, specifi¢nosti a vytéZku je dileZitd koncentrace jednotlivych
slozek reakéni smési. Krom& Tag DNA-polymerézy a primerti obsahuje reakéni smés jako
kofaktor hofe¢naté ionty Mg®’, které tvofi rozpustny komplex s jednotlivymi 2'-deoxyribo-
nukleosid-5'-trifosfaty (dNTP) rozpoznavany DNA-polymerazou. JelikoZ ionty Mg?®" intera-
guji nejen s dNTP, ale i s primery, templatovou DNA, EDTA a dalsimi chelataénimi &inidly,
je tfeba ve vétSing piipadi stanovit pro kazdou aplikaci optimalni koncentraci ionti Mg
empiricky. Prili§ vysoka koncentrace n&které ze sloZek reakce miize vést k chybam a vzniku
nespecifickych produkti.

Optimalni poCet cyklil je zavisly na vychozi koncentraci templatové DNA a zpravidla
se pohybuje v rozmezi od 25 do 35 cykld. PFili§ vysoky podet cyklii vyznamné zvysuje
mnozstvi vznikajicich nespecifickych produkti PCR. Pro PCR je diileZitd tiplna pocateéni
denaturace templatu a obvykle k tomuto téelu postaduje zahfati smési na 94-97 °C po dobu
2-5 min. V ptipadé, Ze dojde pouze k Castetné denaturaci, molekuly DNA velice rychle
renaturuji, coz vede k nespecifické vazb& primeri (,,self-priming®) a fale$nym vysledkiim.
ProtoZe Tag DNA-polymeraza ma pfi 95 °C polo&as stability 40 min, voli se pro naslednou
denaturaci amplikoni b&hem reakce doba pouze 15-45 s. Podminky pro hybridizaci primerti
zavisi na zastoupeni bazi, délce oligonukleotidii a hodnot& T,, produktu. Teplota pro pfFipo-
jeni (hybridizaci) primeri (T,) se stanovuje podle vztahu:

7 =08 ST LTI 58
a m

avsak obecné uzivanym pravidlem pro stanoveni T, je sniZeni teploty T,, 0 5 °C.

Teplota T, se obvykle pohybuje v rozmezi 55 a% 68 °C po dobu 30-60 s, doporuluje
se v8ak provést jeji optimalizaci. Syntéza DNA probiha zpravidla pfi 68-72 °C. Tag DNA-
-polymeraza pfi této teploté syntetizuje DNA rychlosti cca 60 bazi/s.

Pro PCR jsou Casto pouZivany jako zdroj DNA rlizné biologické materidly, napf.
hrube extrakty z krve, t€Ini tekutiny, kultury mikroorganizma, buiiky z tkaniovych kultur, atd.
V diisledku vysoké citlivosti PCR je vhodné provést hrubou extrakci vzorki za pouZiti kom-
binace zahfati a riiznych detergenti nebo enzymatického §t&peni. U t&chto material by méla
byt vénovéna pozornost moZnym neéistotam, které mohou inhibovat Tag DNA-polymerazu.
Mezi n¢ patfi komponenty ervenych krvinek, n&které detergenty (SDS), EDTA, vysoké
koncentrace soli a negativné piisobi také vysokéa koncentrace DNA. Pro PCR je tfeba pouze
malé mnozstvi templatové DNA, proto mohou byt tyto nedistoty ve v&tsing pfipadl odstra-
nény dostateénym nafed&nim vzorku.

Vyslednym produktem PCR jsou amplikony — iseky DNA definované délky o ve-
likosti obvykle desitky aZ tisice bp, analogické restrikénim fragmentiim, jejichz pfitomnost
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se v reakéni smeési prokazuje stanovenim jejich velikosti elektroforézou v agaré6zovém nebo
polyakrylamidovém gelu nebo kvantitativnim méfenim mnoZstvi produktu v realném Case
(str. 79). Podrobna analyza polymorfizmi sekvenci v produktech PCR miiZe byt dale prove-
dena nékterou z nasledujicich metod:

e elektroforetickou separaci produktii za specifickych podminek pro detekci sekvenénich
polymorfizmti denaturaéni gradientovou gelovou elektroforézou (DGGE, str. 16),

¢ analyzou polymorfizmu konformace jednofetézcovych forem (SSCP, str. 57),

e hybridizaci s neradioaktivné znatenou sondou komplementarni k &asti sekvence amplifi-
kovaného useku a detekci enzymoimunoanalyzou v mikrotitraéni destilce (PCR-
-EIA/ELISA); hybridiza¢ni sonda muZe byt nasledné amplifikovana (PCR-OLA, str.
108),

¢ imobilizaci PCR-produktli na membrané a teC¢kovou hybridizaci se znaenymi alelové-
specifickymi oligonukleotidy (ASO) nebo zpétnou te¢kovou hybridizaci s riznymi ASO
tmobilizovanymi na membrang,

e hybridizaci na DNA-&ipech, str. 69,

e stanovenim sekvence DNA, str. 59.

FAKTORY OVLIVNUJICI PCR. PCR je pln& automatizovany proces, ktery vyu-
Ziva termostabilni DNA-polymerazu. Av3ak 1 termostabilni DNA-polymeraza katalyzuje
prodluZovani primeru pfi laboratorni teploté, coZ miize byt pfi¢inou chyb a vzniku nespeci-
fickych produktil, zejména pfi nizkych koncentracich templatové DNA. Specifi¢nost, citli-
vost a vytézek reakce vyznamné ovliviiuje modifikace PCR oznacovana ,,hot-start® PCR.
Pii PCR s horkym startem jsou urité sloZky reakéni smé&si (viz niZe) oddéleny od ostatnich,
dokud teplota ve zkumavce nepfekroéi optimalni teplotu pro pifipojeni primeru (obvykle 55
az 65 °C). DNA-polymeraza je v této nekompletni reakéni smeési nefunkéni a proto nedocha-
zi k prodluZovani nespecificky navazanych primerti dokud neni dosazena teplota T,. Separa-
ce dulezitych slozek reakéni smesi je dosaZzeno n€kterym z nasledujicich zplsobi:

e Nikteré slozky reakce jako DNA-polymeraza nebo ionty Mg®" jsou v plivodni reaké&ni
smési vynechany a pfidany manualné po dosaZeni teploty > 70 °C. Nevyhodou je moz-
nost kontaminace a moZna ztrata reprodukovatelnosti.

e Reak¢ni komponenty jsou rozdéleny do dvou smési, které jsou oddéleny fyzikalni barié-
rou (voskova prepazka, nebo voskove koralky obsahujici MgCl,). Béhem pocatedni dena-
turace vosk roztaje a umozZni smichani slozek reakce.

e Pridavek teplotn€ nestabilnich protilatek specifickych pro DNA-polymerazu umozni jeji
pocate¢ni inaktivaci.

e Chemické modifikace polymerazy teplotné nestabilnimi latkami, které se vaZzou na urcité
aminokyselinové zbytky, zpiisobi inaktivaci enzymu pii laboratorni teploté. K aktivaci
enzymu dochazi pfi po€ateéni denaturaci DNA.

Vysoka cithvost a specifita PCR zplisobuje, Ze kontaminace i jedinou molekulou
exogenni nebo neznamé DNA postaCuje pro ziskani fale$ného signdlu. Pro minimalizaci
fale3nych pozitivnich vysledkli byly doporu¢eny uréité standardni postupy zahrnujici pouZi-
vani autokldvovanych roztoku, fyzikalni separaci pouZivanych PCR-reagencii od templatové
DNA a produkti PCR, pfipravu reagencii 1 vzorkil do alikvotnich &asti, pouzivani UV-svétla
k odstranéni exogennich nukleovych kyselin na pracovni ploe, pouZivani jednorazovych
rukavic, pfidavani DNA do reakce jako posledni sloZzky a peélivou volbu pozitivnich, nega-
tivnich a vnitfnich kontrol. Vyloueni kontaminace je diileZité zejména u nizkokopiovych
templati DNA nebo degradovanych vzorki, kde je potfeba pouZit vysokého poftu amplifi-
kaénich cykld, aby bylo dosazeno poZadovaného mnoZstvi produktu. V té€chto ptipadech
miiZe zbytkové mnozZstvi exogenni DNA konkurovat templatové DNA, potla¢it amplifikaéni
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proces a zpisobit tak faleSny vysledek. V pfipadé pochybnosti je nejlepSim pFistupem
opakovani experimentu s pe¢livym dodrZovanim dil¢ich postupii a kontrol. Jako zdroj kon-
taminace DNA je nejCastéji uvadén:
e pfenos kontaminujici DNA z dfive amplifikovanych produktli PCR,

vzajemna kontaminace zdrojovych materiald,
e kontaminace vektorem z rekombinantniho klonu, ktery obsahuje cilovou sekvenci.

Z téchto tfi pfi¢in kontaminace jsou nejvyznamnéjsi pfenesené sekvence dfive ziska-
nych amplikoni, protoZe jsou z cilovych sekvenci pfitomny v laboratofi v relativné nejvét-
§im mmozstvi. K prevenci amplifikace kontaminujici DNA je v reakéni smési rutinné pouZi-
van 2'-deoxyuridin-5'-trifosfat (dUTP) namisto 2'-deoxytymidin-5'-trifosfatu (dTTP).
Naslednym piisobenim uracil-N-glykosylazy na reakéni smés pfed zahdjenim amplifikace
dojde k odstranéni dU z kaZzdého mozZného produktu PCR zpiisobujiciho kontaminaci, pfi-
temz templatova DNA a dUTP zistanou neovlivnény. Odstranénim dU dojde k vytvofeni
mist bez bazi, ktera jsou teplotné labilni a fetézce jsou béhem pocate¢ni denaturace degrado-
vany (obr. 47).

Obr. 47 Vyuziti uracil-N-glykosylézy pfi ochrané pfed kontaminaci pfi polymerazové fetézové reakci

Alternativng lze amplifikaéni produkty PCR inaktivovat fotochemicky derivaty pso-
ralenu nebo isopsoralenu, coZ jsou furokumarinové sloueniny interkalujici se mezi pary
bazi DNA. Pokud jsou tyto liatky excitovany UV-svétlem o vinové délce 320-400 nm, kova-
lentné se vaZzou na nukleové kyseliny a tvofi s pyrimidinovymi bazemi cyklobutanové aduk-
ty, které blokuji reakci s DNA-polymerazou (obr. 48).
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Obr. 48 Tvorba cyklobutanovych aduktii s pyrimidinovymi bazemi po excitaci UV-svétlem

Inaktivacni latky se pfidavaji do reakce pfed zahdjenim amplifikace. Po prob&hnuti
PCR, jesté pfed otevienim zkumavky a vystavenim amplikonu atmosféfe, je provedeno oza-
feni a aktivace fotochemicky reaktivni latky. U&innost fotochemické inaktivace viak nemusi
byt stoprocentni a zavisi na koncentraci inaktivaéniho ¢inidla, obsahu G+C v produktu a
piitomnosti riznych inhibitortl v reakéni smési.

BEZCHYBNOST SYNTEZY A OMEZENI DELKY PRODUKTU. Podobn& jako
jiné biochemické procesy ani replikace neprobihd bezchybné a Tag DNA-polymeraza prile-
Zitostné zafazuje do nové syntetizovanych fetézcii chybné (nekomplementarni) nukleotidy.
Z analyzy sekvenci klonovanych PCR produkti vyplyva, Ze frekvence chyb pro Tag DNA-
-polymerazu je 1 na 4 000 aZ 5 000 bp. Frekvence téchto chyb in vifro je znaéné zavisla na
vyvaZenosti jednotlivych sloZek reakce, zejména na koncentraci volnych iontd Mg**, zmé-
nach pH reakCniho pufru a vyvaZenosti koncentrace ¢tyfech dNTP. Buitka ma schopnost
chybné zallenéné baze odstrafiovat opravnymi mechanizmy, avSak Tag DNA-polymeraze
3'-exonukledzova aktivita chybi a inkorporace nespravné baze zpravidla vede k terminaci
fetézce a souasné 1 syntezy DNA.,

Pi1 pouziti PCR v molekularni diagnostice nejsou chybné za¢lenéné baze problémem,
nebot’ vznik molekul DNA se stejnou chybou je malo pravdépodobny a molekuly s chybné
zaClen€nou bazi tvofi jen zlomek z celkového produktu. Chybné za&lefiovani bazi je viak
daleZzite, jesthize jsou PCR produkty klonovany, nebot’ kaZdy klon je odvozen z jediné mole-
kuly DNA. Pokud DNA obsahuje jednu nebo vice chybné zadlenénych béazi (tj. mutaci),
budou je mit vSechny DNA v potomstvu a navic tyto mutace mohou nasledn& zpiisobit sub-
stituci aminokyselin pii expresi provadéné in vitro. Tento problém lze sniZit pouZitim vétstho
mnoZstvi templatovych molekul DNA pfi zahdjeni reakce. Pak je potfeba mensiho poétu
cykll a dojde k syntéze menSiho mnoZstvi DNA. V soufasné dob& byly zavedeny do prak-
tického pouZiti termostabilni DNA-polymerazy disponujici 3'-exonukledzovou aktivitou,
které byly izolovény z rliznych druhl pyrokoki, napf. DNA-polymeraza Pfu z Pyrococcus
Juriosus nebo DNA-polymeraza Pwo z Pyrococcus woesei. Frekvence chyb je u t&chto po-
lymeraz 2—6krat niZ8i neZ u Tag DNA-polymerazy, ale jejich rutinni pouZiti je obtiZné, pro-
toZe jejich 3'-exonukledzova aktivita Casto zplisobuje degradaci jednofetézcovych primerd.
DNA-polymerazy s 3'-exonukleazovou aktivitou vSak naSly tsp&Sné uplatnéni v kombinaci
s Tag DNA-polymerazou v modifikacich PCR uréené pro amplifikaci dlouhych useki
DNA.

Pfi standardnich podminkich PCR byvaji obvykle amplifikovany cilové useky o veli-
kosti do 3—4 kb. Lze ziskat rovnéZ amplikony delsi neZ 5 kb, ale s niZ§im molarnim mnoz-
stvim. Toto omezeni délky produkti PCR je diisledkem chybn& za&len&nych nukleotidd,
které zna¢né€ smZuji efektivitu amplifikace dlouhych useki. Priilom v syntéze dlouhych use-
kit pfineslo pouZiti kombinace dvou termostabilnich DNA-polymeraz, z nichZ jedna mé
3'-exonukleazovou aktivitu. Princip reakce je takovy, Ze Tag DNA-polymeraza zajiituje
syntézu Casti produktu PCR v t€sném napojeni na opravnou 3'-exonukledzovou aktivitu
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druhé DNA-polymerazy. Jakmile je chybné zaclenény nukleotid opraven, Tag DNA-poly-
meraza dokon¢i syntézu dlouhého PCR-produktu. Z empirickych studii vyplyva, Ze k tomuto
ucelu staci pouze stopové mnozstvi DNA-polymerazy s 3'-exonukleazovou aktivitou, napf.
pro syntézu useku delSich neZ 20 kb lze pouzit pfiblhizné 1 % DNA-polymerazy Pwo
z celkového mnoZstvi Tag DNA-polymerazy. Namisto Tag DNA-polymerazy je pro tento
ticel také doporuCovana jini DNA-polymeraza oznafend Tth izolovana z Thermus thermo-
phillus. DileZitym faktorem pfi syntéze dlouhych useki je izolace kvalitniho templétu a jeho
ochrana proti degradaci b&hem stfidani teplot pfi PCR. K tomuto iéelu a také pro redukci
nespecifické vazby primeru na templat mohou byt pouZity pfidatné latky, jejichZz vliv se
obvykle uréuje experimentalné. Mezi tyto latky patii dimetylsulfoxid (DMSO), betain, glyce-
rol, spermidin nebo protein 32 figa T4.

KVANTITATIVNI PCR (QPCR). Skute¢nost, Ze pii PCR dochazi k exponencialni
amplifikaci cilové sekvence nukleové kyseliny by mohla naznafovat, Ze se PCR nemiiZe stat
kvantitativni metodou. Av8ak jiz dfive byly popsiany metody kvantifikace DNA pomoci
mnohondsobné PCR (str. 85) s kvantitativné kompetitivnim stanovenim (QC-PCR). Pfi
tomto postupu jsou amplifikoviana znama mnoZstvi kompetitivniho templatu spolu se stej-
nymi mnoZstvimi cilové DNA. Kompetitivni templat obsahuje stejné sekvence pro vazbu
primerl jako cilova DNA, ale ma rozdilnou velikost. OkamZik, ve kterém jsou intenzity
PCR-produkti odvozenych z cilové DNA a kompetitivni DNA ekvivalentni, je potom pouZit
ke stanoveni mnozZstvi cilové sekvence v plivodnim vzorku.

V soutasné dobé& se pouZiva varianta PCR umoZnujici pfimou kvantifikaci PCR-
-produktu v pritb&hu reakce (,,real-time PCR*). Kvantifikace mnoZstvi molekul nukleovych
kyselin je dileZita pfi detailnim studiu genové exprese nebo diagnostice nékterych patogent.
QPCR ma Siroké vyuziti také v klinické diagnostice pro genotypizaéni analyzu bodovych
mutaci, deleci nebo chromozomovych aberaci. Kvantifikace amplikonu pfi QPCR v reil-
ném &ase se provadi prostfednictvim detekce a kvantifikace fluorescenéniho signilu ve spe-
cidlnim zafizeni, které kromé cyklického stfidani teplot umoZiiuje detekci fluorescence a
monitorovani postupu PCR v redlném ¢ase bez nutnosti detekovat produkty PCR elektrofore-
ticky (viz téZ str. 124). Pfi provddéni QPCR v redlném &ase je nutné kromé faktorti ovliviiu-
Jicich standardni PCR optimalizovat také kinetiku reakce.

Pro kvantitativni detekci produktu v priibéhu PCR existuji tfi obecné metody zaloZené
na pouziti:
* interkala¢niho barviva vazajiciho se na DNA,

e fluorescentné znalenych sond vazajicich se na stfedni ¢ast amplifikovaného produktu,
e fluorescentné znafenych primert.

Pro znaCeni primerli a hybridiza¢nich sond se pouZivaji specifické molekuly fluoro-
ford, které emituji svétlo urcité vinové délky po pfedchozi absorpci svétla odli¥né vinové
délky. Emitovana vinova délka svétla je vZdy vy88i neZ absorbovana. Dvojité fluorescenéné
znacené sondy obsahuji kromé& fluoroforu také zhaSe€, coZ je molekula, ktera pfijiméa energii
z fluoroforu ve formé svétla a zpiisobuje jeji rozptyleni bud’ ve formé& svétla s vy3si vinovou
délkou nebo tepla. K dosaZeni optimdlniho zhaseni je tfeba, aby se absorb&ni spektrum
zha3ele pfekryvalo s emisnim spektrem fluoroforu. V sou¢asné dobé existuje mnoho flurofo-

ri urlenych pro jednobarevné nebo vicebarevné mnohonasobné detekce polymorfnich sek-
venci (obr. 49).
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Obr. 49 Jedna z nejastéji pouzivanych dvojic fluorofori pfi metodach FRET, donorovy fluorofor

FAM (6-karboxyfluorescein) a akceptorovy fluorofor TAMRA (5-karboxytetrametyl-
rodamin)

Detekce produkti QPCR se miiZe provadét celou fadou technologii (obr. 50).

Pro kvantifikaci amplikonil se b&Zn& pouZivaji fluorescenéni kyaninova barviva SYBR®
Green, ktera fluoreskuji po vazb& na mensi Zlabek dsDNA. Fluorescence SYBR green |
je po vazbé na DNA aZ 1 000x vys3i a fluorescencni signal se zvySuje se vzristajicim
mnozstvim PCR-produktu. Signal se mé&fi na konci elongace nebo kontinudlné. Je ziejmé,
Ze barviva, ktera se vazou na DNA nemohou byt pouZita u mnohonasobnych reakci a je-
jich hlavnim omezenim je nemozZnost odlifeni nespecifickych produktl. Nespecifické
signaly tvofené dimery primerti mohou byt zhaseny pfti pouZiti primerti znaéenych speci-
fickymi fluorofory.

Sondy TaqMan™ jsou oligonukleotidy delsi neZ primery s hodnotou T, vyS8i asi
o 10 °C s fluorescentni znaCkou na 5'-konci a zhaSefem na 3'-konci. Sonda se vaZe na
vnitfni &ast amplifikovane sekvence a pokud vytvatri homoduplex, je rozloZena 5' exo-
nukleazovou aktivitou Tag DNA-polymerazy. To zpiisobi ukonéeni zhaseni a emisi fluo-
rescence.

Dvojice fluorescentn€ znaCenych sond vyuZivajici pfenos energie fluorescenéni rezo-
nanci (FRET), coZ je excitovany stav interakce dvou fluoroforti zavisly na vzdalenosti,
ve kterém je emise energie z donorového fluoroforu na 3'-konci prvni sondy spojena
s excitaci akceptoroveého fluoroforu na 5'-konci druhé sondy vazajici se na sousedici sek-
venci. Pfenos energie mezi ligandy se miZe uskutenit na vzdalenost 10-100 A
(1-5 nukleotidi), pfi¢emz citlivost FRET miiZe detekovat zmény vzdalenosti 1-2 A na
zaklad& zmény intenzity fluorescence.
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Obr. 50 Technologie pouZivané pro detekci produktii pfi kvantitativni PCR. A) Fluorescen¢ni barvivo
vazajici se na DNA. B) Technologie TagMan. C) FRET mezi fluorofory nesenymi dvéma
sondami. D) Molekularni majdky. E) Technologie primerit AmpliFluor. F) Technologie pri-
merll LUX. G) Bifunk&ni molekuly Scorpion
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e Sondy oznafené jako molekulirni majiky (MB) jsou oligonukleotidy vytvafejici
sekundarni strukturu vldsenky uréené pro detekci pfitomnosti nukleové kyseliny v rozto-
ku. Obsahuji vnitiné zhaseny fluorofor, jehoZ fluorescence je obnovena po vazbé na cilo-
vou sekvenci. Smy¢ka ma komplementarni sekvenci k cilové molekule a kratka vlasenka
tvofend obracenou repetici, ktera neni homologicka s cilovou molekulou, udrZuje v tésné
blizkosti na koncich pfipojeny fluorofor a zhaSe¢. Podstatou detekce je stabilng&jsi vazba
MB k cilové sekvenci nukleové kyseliny neZ volna forma MB. Po hybridizaci sondy do-
jde k ukonéeni zhaSeni a emisi fluorescence.

e Bi-funkéni molekuly Scorpions® jsou oligonukleotidy obsahujici PCR-primer kovalent-
né vazany k hybridiza¢ni sondé. Molekula obsahuje na 5'-konci fluorofor, ktery interagu-
je se zhaSefem vazanym na stfedni ¢ast téhoZ oligonukleotidu (monomolekularni ,Skor-
pi6n“) nebo 3'-konec druhého komplemetarniho oligonukleotidu (bimolekuldrni
»skorpion*). Po dokonéeni cyklu PCR dojde k intramolekuldmimu pifeskupeni , Skorpio-
nu* v disledku hybridizace sondy k cilové sekvenci. Fluorofor je tim oddé&len od zha3ece,
coZ vede k emisi svételného signalu.

e Technologie univerzalnich primeri AmpliFluor™ je detek&ni systém zaloZeny na inkor-
poraci fluorescentné znaeného primeru s vlasenkovou smy¢kou do produktu PCR. Pri-
mer je navrZen tak, aby fluorescen¢ni signal byl tvofen pouze tehdy, je-li porusena
sekundarni struktura primeru b&hem syntézy druhého fetézce PCR-produktu. Za téchto
podminek dojde k oddé€leni fluoroforu na 5'-konci primeru od zhasede vazaného ve stied-
ni ¢asti primeru. AmpliFluor-primery jsou univerzalni, pracuji spolu s jinymi PCR prime-
ry a rozpoznavaji sekvence modifikovanych koncii vytvofenych prostfednictvim sek-
venéné specifického primeru obsahujiciho dodate¢nou adaptorovou sekvenci.

e Technologie LUX vyuZiva dva primery, z nichZ pouze jeden je fluorescenéné znaCeny.
ZhaSeni primeru je zajiSt€éno sekundarni strukturou vlasenky a pfitomnosti paru dG-dC
nebo dC-dG na 3'-konci pnmeru, ktery specificky detekuje polymorfni sekvenci. K emisi
fluorescence dojde po prodlouZeni primeru. Primery se snadno navrhuji a mohou byt
znaeny riznymi fluorescenénimi zna¢kami umoZiiujicimi mnohonasobné QPCR.

PCR JAKO DETEKCNI SYSTEM. PCR je vyznamnym néstrojem pro detekci od-
chylek v sekvencich nukleovych kyselin. Znalost povahy mutaci je diileZita pfedevsim pro
spravnou diagnostiku a terapii. V literatufe bylo popsdno mnoho technik pro odlideni stan-
dardnich alel od mutantnich, ale to je pouze mala ¢ast Sirokého potencialu PCR. PCR je
neocenitelnym nastrojem pro celou fadu analyz provadénych v zikladnim nebo aplikovaném
vyzkumu a v praxi (tabulka 4). V dalsi ¢asti uvadime nékolik pfikladii Sirokého pouziti PCR
v khinickeé diagnostice,

PCR se napf. pouZiva k monitorovani terapie rakoviny. MoZnost detekce genetickych
zmén v rakovinnych bufikach je cennym prostfedkem ke sledovani pFitomnosti malignich
bunék u pacientl s nadorovym onemocnénim. Lécba cytostatickym lé¢ivem nebo zafenim se
miiZe ukonéit jakmile je rakovinnd tkan zniena, a naopak se miliZe opét zahajit v pfipadé
opakovaného vyskytu rakoviny. Nékteré formy rakoviny vznikaji jako vysledek chromozo-
movych translokaci, Napf. u folikularniho lymfomu je popséna translokace mezi chromozo-
my 14 a 18. Tyto rakovinné buiiky mohou byt detekovany konvenéni Southernovou hybridi-
zaci, pokud frekvence jejich vyskytu v bunééné populaci dosahuje alesponi | %. Citlivost
technik PCR je podstatné vy38i a umoZiluji detekci jediné bufiky v populaci 10° normalnich
bunék. Pro detekci se v tomto pFipadé vyberou dva PCR-primery ze sekvenci sousedicich
s misty zlomu na kazdém chromozomu. K amplifikaci dojde pouze v buiikich, kde prob&hla
translokace, a vznikne fragment konstantni délky (obr. 51). Podobna strategie byla pouZita
k detekci leukémii. Jako vychozi materidl se zde pouzivala mRNA. Vyhoda pouZiti mRNA
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spoliva v tom, Ze tato molekula jiZ pfedstavuje amplifika¢ni produkt daného genu genomové
DNA.

Obr. 51 Detekce translokace mezi chromozomy 14 a 18 u folikularniho lymfomu pomoci PCR

Tabulka 4 VyuZiti PCR a jejich modifikaci ve vyzkumu a praxi

* mutageneza in vitro,

nech

e typizace patogennich

Aplikovany geneticky o e
Zikladni vizkum viziam Klinické discipliny Ostatni
e izolace genl nebo e prenatalni diagnosti- | e detekce patogennich | e archeologie
jejich &asti ka dédiénych chorob bakterii, vird, prvokl | e soudnictvi
» sekvencoviani DNA | e detekce mutaci v ge- a hub e kriminalistika

modifikace konct e studium polymor- mikroorganizma
DNA fizmu gen e identifikace onkoge-
e analyza klonti z ge- | e populalni genetika ni
novych knihoven e typizace nadori
e pfiprava znatenych e stanoveni pohlavi
sond

PCR se pouziva k detekci bakterialnich a virovych infekci. Konvenéni diagnostické
metody jsou zaloZeny na schopnosti kultivovat patogenni organizmy v kultufe nebo deteko-
vat jejich pfitomnost u pacienta prostfednictvim protilatek. Kultiva¢ni techniky jsou &asto
naro¢né a vyzaduji az n€kolik tydnii (napf. u mykobakterii) a navic nékteré imunologické
metody byvaji malo citlivé. Naproti tomu detekce patogenii prostfednictvim PCR, ktera
vyuziva amplifikaci konzervativni genomové sekvence miiZze detekovat jiz 10 bakterii mezi
10° eukaryotickych bun&k. Amplifikovany fragment je pak hybridizovan se sondami vysoce
specifickymi pro dany druh mykobakterie. Spolehliva a citliva diagnostika je zvlasté dilezita
pfi detekci virdl, napf. viru HIV (kapitola IX).
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Vyznamnou oblasti, ktera ¢asto vy-
uziva PCR, je prenatalni diagnostika. Pii-
kladem je pouziti PCR ke stanoveni pohlavi
u prenatalnich bunék. Pro choroby vazané
na X-chromozom, které¢ postihuji pouze
saméi jedince, je prvnim krokem stanoveni
pohlavi. To je moZné proto, Ze samci nesou

odebréni m pb ovuiaci pouze jeden Y-chromozom, obsahujici
| ' | jedinetné sekvence. Né&které repetitivni
l“f"“d""f'“' mwvtie | sekvence jako napt. 3,5 kb sekvence DYZI

se vyskytuji v mnoha (az 5 000) kopiich.
Takové sekvence lze amplifikovat a ziska-
ny PCR-produkt je specificky pro saméi
buniky. Pfi oplozeni in vitro se mikromani-
pulatorem odebere jedna burfika z rané
zygoty, ze které se izoluje DNA a ta se
. =i podrobi amplifikaci pomoci specifickych
kultivace do 6.—-10. bunééného déleni primerd  (obr. 52). Pfitomnosti Y-spe-
cifického amplikonu se pak vyuziva v ge-
netickém poradenstvi.

odebrani 1 huﬁky Z embrya

REERE

.....

Obr. 52 Stanoveni pohlavi u prenatalnich bu-
nék pomoci PCR
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2. Varianty a modifikace PCR

Polymerazova fet€zova reakce je pouZivina v Siroké Skale variant, které jsou uprave-
ny podle toho, zda je potfeba amplifikovat templaty s nizkym po&tem Kopii, detekovat sek-
venéni polymorfizmy, providét molekulamni identifikaci nebo typizaci organizmii nebo mo-
difikovat sekvence nukleovych kyselin. Tyto vananty se navzajem li¥i pouZitim dal3ich
enzymatickych reakci kromé amplifikace Tag DNA-polymerazou, pouZitim specifickych
sekvenci primertl, prisnosti podminek pro amplifikaci a zpisoby detekce produkti PCR.

STANOVENI POLYMORFIZMU DELKY RESTRIKCNICH FRAGMENTU
U PRODUKTU PCR (PCR-RFLP). PCR-RFLP je modifikace standardni PCR pouZivani
pro typizaci cilové sekvence, obvykle uréitého genu, obsahujiciho sekventni polymorfizmus.
V zavislosti na volbé primerii miiZze byt provedena analyza jakéhokoliv genu. Tato sekvence
o délce az 5 kb se amplifikuje za prisnych podminek pomoci primeri pfipojujicich se ke
koncovym konzervovanym oblastem. Vysledkem amplhifikace jsou produkty PCR o stejné
délce, které se detekuji elektroforeticky. Amplifikované produkty jsou St&€peny restrikéni
endonukleazou a poté opét analyzovany elektroforézou v agar6zovém nebo polyakrylamido-
vém gelu. Vzorky jsou typizovéany restrikénimi spektry fragmentii amplifikované DNA
(svych vzori RFLP).

Jako piiklad vyuziti PCR-RFLP miiZe byt uvedena prenatalni diagnostika hemofilie A
u rodiny, kterd nese ur&ity typ mutace. Usek genu pro koagula&ni faktor VIII (Xp28) o délce
142 bp obsahujici sekvenéni polymorfizmus v restrik&énim misté€ Bc/l v intronu 18 je amplifi-
kovan prostiednictvim PCR. Standardni alela tohoto genu obsahuje rozpoznavaci sekvenci
restrikéniho mista Bell a amplikon je proto Stépen timto enzymem na fragmenty o velikosti
99 bp a 43 bp. U mutovaného genu restrikéni misto chybi a amplifikovany fragment DNA
proto Stépeni nepodléha. Heterozygotni matka — pfenaSeCka ma jednu kopit normalniho genu
(poskytujiciho fragmenty 99 bp a 43 bp) a jednu kopii mutantniho genu (142 bp). JelikozZ se
jedna o X-chromozomovou recesivné dédi¢nou chorobu, postiZen1 potom byvaji synové,
ktefi zdédi X-chromozom s mutantnim genem (ne3tépeny fragment 142 bp).

Pro ucely molekularni typizace muZe byt jako pfiklad uvedena analyza RFLP u pro-
karyotickych gentli pro 16S rRNA (obr. 53). Cely gen o velikosti asi 1 600 bp je amplifiko-
van pomoci univerzalnich primerll komplementarnich k sekvencim na koncich genu pro 16S
rRNA. S pouZitim vhodné restrikéni endonukleazy ziskame spektrum nékolika (aZ 8) frag-
menti, které se 1i8i poftem a velikosti podle bakterialniho druhu nebo kmene.

MNOHONASOBNA (,MULTIPLEX*) PCR. Mnohonasobna PCR je takova vari-
anta PCR, kdy je do reakéni smési pfidano né€kolik parli primeri rozpoznavajicich né€kolik
rozdilnych cilovych sekvenci, coZz umozZiuje detekci nékolika genl souasné v jedné reakéni
smési. Reakéni podminky pro souc¢asnou amplifikaci vSech produktil je nutno empiricky,
krok za krokem optimalizovat. Hlavni vyhodou této varianty jsou niZ8i cenové ndklady neZ
pii samostatnych amplifikacich a proto se pouZivd pro vyhleddvani zmén na dlouhych use-
cich DNA, testovani vzajemné nesouvisejicich oblasti na DNA a zejména pro amplifikaci
vnitinich kontrol soufasné se vzorky.

Prikladem vyuZiti mnohonasobné PCR je diagnéza Duchennovy muskularni dystrofie
kdy se provadi detekce deletovanych exonl. V dystrofinovém genu (Xp2l) o délce
2 400 kbp je navrzeno celkem 9 usekii ur¢enych k amplifikaci. Tyto useky pfedstavuji Easti
genu, které byvaji nejcastéji postizeny deleci. Vzorky DNA z pacienta jsou amplifikovany za
soucasného pouZiti sady deviti primerii v jedné reakci a produkty jsou elektroforeticky sepa-
rovany (obr. 54).
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Obr. 53 Typizace genu pro 16S rRNA pomoci metody PCR-RFLP
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Obr. 54 Diagnoza Duchennovy muskularni
dystrofie pomoci mnohonasobné PCR

., ODSTUPNOVANA PCR NEBOLI PCR VYUZ{VAJICI VNEJSICH A VNITR-
NICH PRIMERU (angl. NESTED PCR). PCR vyuivajici vn&j$ich a vnitfnich primer je
v porovnani se standardni PCR vysoce citlivd metoda, ktera umoziiuje detekovat i jedinou
molekulu templatové DNA. Pii typickém protokolu se amplifikace provadi ve dvou krocich.
Prvni amplifika¢ni krok zahrnuje 15-30 cykld s jednim parem tzv. vn&jsich primeri. V tomto
kroku vznika produkt, ktery je pfeveden do nové zkumavky pro druhy amplifikadni krok
pomoci paru tzv. vnitfnich primerfi, které jsou specifické pro vnitfni ¢4st sekvence amplifi-
kované s parem vngjSich primerii. Druhy amplifika&ni krok zahrnuje dal$ich 15-30 cykld a
po jeho dokonCeni se produkt detekuje elektroforézou. Pfenos amplifikatnich produkti
z prvni reakce do druhé umozituje nafedéni inhibitori, které mohly byt pFitomny v piivodnim
vzorku, ale pfinasi s sebou i moZnost kontaminace.

Pro odstupfiovanou PCR byly popsany i protokoly zahrnujici rizné pistupy pro pro-
vedeni reakce v jedné zkumavce. Obsah prvniho amplifika¢niho kroku miiZe byt odd&len od
obsahu druhého amplifika¢niho kroku silnou pfepazkou z mineréalniho oleje; po prvni ampli-
fikaci jsou reak¢ni komponenty smichidny mikrocentrifugaci a obsah je amplifikovan znovu.
Cast&ji se viak navrhuji pary vngjiich a vnitfnich primerd, které se podstatng 1i&i teplotou T,
Prvni amplifikace s parem vné&jSich primeri se provadi pfi mélo pfisnych podminkach (nizk
teplota pro hybridizaci primeru) s 10-15 cykly. Jejim vysledkem je sm&s produktii jak vnitf-
nich a vnéjsich primert, tak jejich kombinace. Nésleduje druhotnd amplifikace zahrnujici
15-30 cykli pfi piisnych podminkach (optimalni teplota pro hybridizaci primeru) s vnitfnimi
primery, jejichz konce jsou &asto bohaté na baze G+C a tak upfednostiiuji amplifikaci vnit-
niho produktu, ktery je detekovén elektroforézou.
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PCR KOLONIL. PCR je vhodna pro pfipravu DNA z klonovanych inzertdi v plazmi-
dovych nebo fagovych vektorech, pfipadné skrinink genovych knihoven a stanoveni velikosti
a orientace inzertu. Pro tuto variantu PCR jsou potfebné univerzalni primery komplementarni
k vektorovym sekvencim na obou stranich klonovaciho mista. Béhem PCR je amplifikovan
jakykoliv inzert bez ohledu na jeho sekvenci (obr. 55). Protokol metody zahmuje pfipravu
reakéni smési obsahujici viechny potfebné slozky, jeji rozdéleni do PCR-zkumavek, nasled-
né pfeneseni ¢asti bakteridlni nebo kvasinkové kolonie paratkem do reak&ni smési a roztre-
pani bun&k. Zbytek bakterialni kolonie se uchova pro pfipadnou izolaci vektoru. Buiiky lyzu-
ji b&hem pocatetniho denaturatniho cyklu. Amplifikace za€ind v prvnim cyklu s nizsi
teplotou pro pfipojeni primeru (napf. 45 °C) a pokracuje jejim postupnym zvySovanim o 1 az
2 °C v nasledujicich cyklech aZ na optimalni teplotu.
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Obr. 55 Skrinink genové knihovny metodou PCR kolonii

OBRACENA NEBOLI INVERZNI PCR (IPCR). Inverzni PCR je varianta umoz-
fiujici amplifikovat useky DNA o neznamé sekvenci ohrani¢ené na obou stranach DNA se
znamou sekvenci (obr. 56). Primery pro inverzni PCR jsou navrZzeny na koncich zname sek-
vence tak, Ze jejich 3'-konce sméfuji od sebe a maji mezi sebou restrik&ni misto (B) o délce
6 bp. V prvnim kroku je genomova DNA S§tépena vhodnou restrikéni endonukleazou (A)
s rozpoznavacim mistem o 4 bp, tak aby délka restrikénich fragmentii byla vhodna pro PCR.
V druhém kroku se provede ligace T4 DNA-ligazou, jejimz vysledkem je cirkularizace re-
strikénich fragmenti. Aby bylo dosaZzeno jednomolekularni ligace, je tieba v reakénich pod-
minkach zvolit vhodné fedéni. Kruznicové DNA obsahujici znamou sekvenci se potom
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linearizuji St€penim v restrikénim misté B, jehoZ vysledkem jsou fragmenty s cilovou sek-
venci nachazejici se mezi zbytky znamé sekvence na obou koncich fragmentu. Nezndma
sekvence j _]E uasledné d,mphﬁknvana Opaknvana inverzni PCR muze byt pouzita k prochaze-
R 7] ni po chromozomu (kapitola V), ale
délka analyzované DNA, kterd ma
byt amplifikovana je omezenid na
relativné kratké useky chromozomu.

MODIFIKACE KONCU DNA
PROSTREDNICTVIM  5'-KON-
CU PRIMERU. Primery pro PCR
| mohou byt navrzeny tak, Ze kromé

Stépeni restriktazou l | sekvence pozadované pro hybridizaci

v specifickych mistech § - | scilovou DNA obsahuji navic dalsi
' e :‘ | sekvenci adaptoru na svém 5'-konci
~ | (lepivy konec). Tato sekvence se

| neucastni prvniho hybridizaéniho
kroku, kdy hybridizuje pouze 3'-ko-
nec primeru, ale nasledné se stava

cirkulace a ligace ‘.’

mnoho

‘ ..%]mwch mms:jumlery se pfipojuji “ souc¢asti amplifikovaného fragmentu
S O ke znamé sekvenci. | DNA (obr. 57).

ﬂ O a smefuji smeérem ven Dodutednd wiheemay . i
o amplifikace ‘ 5'-konci primeru muZe byt zvolena

zcela libovolné a poskytuje Sirokou
prizpusobivost pro modifikaci koncii
DNA. Pridavané sekvence obsahuji
nejcastéji restrikéni mista pro snadné
| klonovani produkti PCR nebo pro-
— 4 motory, terminatory a ftranslaéni

Obr. 56 Princip obracené polymerazové fetézové reakce signaly (EC-PCR).

(IPCR). Mista pro Stépeni riznymi restrikénimi

endonukleazami jsou oznacena A a B

ALELOVE SPECIFICKA PCR (AS-PCR). Pro detekci bodovych mutaci v geno-
mech je AS-PCR provéadéna ve dvou nebo vice paralelnich reakcich. V prvni reakci je jeden
primer komplementarni ke standardni sekvenci a v dalsi reakci k mutantni nebo polymorfni
sekvenci. Druhy primer je v obou reakcich stejny. Pfedpoklada se, Ze k elongaci dojde pouze
tehdy, pokud jsou primer a cilova sekvence plné komplementarni. V pfipadé homozygotniho
stavu bude k amplifikaci dochazet pouze v jedné z reakci. Metoda byla popsana nezavisle
pod ruznymi oznaCenimi a vyuziva dva odlisné piistupy. Prvni pfistup je zaloZen na chybéji-
ci elongaci v dusledku chybného parovani bazi na 3'-konci primeru. Tento systém se nazyva
amplifikaci nedostupny mutaéni systém (ARMS), PCR-amplifikace specifickych alel
(PASA) nebo alelové specifickd amplifikace (ASA). Ve druhém piistupu k chybnému pa-
rovani bazi dochazi ve stfedni Casti sekvence primeru a brani tak hybridizaci primeru
k cilovému mistu v pfipadé, Ze se v templatové DNA vyskytuje. Metoda vyuZivajici tento
princip se nazyva kompetitivni pFipojeni oligonukleotidu (COP).
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Obr. 57 Modifikace koncl dvouretézcové DNA pomoci PCR-primerti se sekvencemi restrikénich
mist

Pro snaz3i odliSeni heterozygotniho stavu v jediné reakci je pouZivana varianta ozna-
Cena jako PCR-amplifikace vice specifickych alel (PAMSA) nebo dvojity ARMS. Jeden
z alelové-specifickych primerii obsahuje na 5'-konci pfidatny usek nékolika nekomplemen-
tarnich nukleotidl, a tak mohou byt amplifika¢ni produkty obou alel rozli$eny na zakladg své
délky. Metoda je obecné velmi citlivd na optimalizaci experimentalnich podminek reakce,
zejména koncentrace jednotlivych reagentli a templatové DNA. Uspéiné se pouZiva pro
rozliSeni homozygotniho a heterozygotniho stavu v nejriiznéjsich klinickych aplikacich.

ZPETNA PCR (RT-PCR). RT-PCR je metoda uréend k amplifikaci molekul RNA.
RNA nemiiZe slouZit jako templat pro PCR, a proto se produkty tvofi pouze tehdy, jestliZe je
izolovana RNA nejdfive pfevedena do cDNA retrovirovou zpé&tnou transkriptdzou (napf.
zpétnou transkriptazou viru M-MuLV nebo AMYV) a nasledné amplifikovdna PCR se dvéma
specifickymi primery standardnim postupem (obr. 58).

Nevyhodou zpétné transkriptazy je jeji termolabilita, Enzym ztraci funk&nost jiZ pfi
teplotach nad 42 °C a proto je stringence zp&tné transkripce RNA na cDNA relativné nizka.
Navic v nékterych pfipadech, zejména pfi stabilni sloZité sekundarni struktufe RNA je zne-
moznén pfepis RNA do cDNA. Vyhodou naopak miiZe byt moZnost optimalizovat samostat-
né zpétnou transkripci a samostatné PCR a také snadna syntéza dlouhych produktii o délce az
14 kb.
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Obr. 58 Zpétna polymerdzovi fetézova reakce (RT-PCR) s vyuZitim oligo(

dT)-primeru

Soucasna technika RT-PCR vyuZiva termostabilni 7th DNA-polymerizu, ktera se za
pfitomnosti ionti Mn®" vyznatuje RNA-dependentni DNA-polymerazovou aktivitou a je
schopna ucinné a specificky pfevést RNA do DNA pii teploté 72 °C. Stejnym enzymem je
pote provadéna PCR. Pro zahijeni RT-PCR se vyuziva jako jeden z primerd oligo(dT)-
-primer rozeznavajici poly(A)-konec mRNA nebo nihodné hexanukleotidy v pfipadé, Ze
mRNA neni polyadenylovana. RT-PCR miizeme provést rovnéZ prostfednictvim dvojice
specifickych primert, které jsou navrZeny tak, aby bylo mozné odlisit produkty vznikajici pfi
RT-PCR a pii standardni PCR s genomovou DNA, ktera miize vzorky pro RT-PCR &asto
kontaminovat (obr. 59). Pokud se mistng specifické primery pfipojuji k sekvenci 2 exont na
obou stranach ur¢it¢ho intronu, amplifikaéni produkt z genomové DNA je v&tsi neZ produkt
RT-PCR. Pokud maji navrZené primery vazebnou sekvenci na spojeni exon/exon, neamplifi-
kuji genomovou DNA vibec. RT-PCR a jeji modifikace jako DDRT-PCR (diferencialni
display RT-PCR) nachézeji praktické vyuZiti pfi studiu trovn& exprese genil (kapitola VIII) a
v molekularni diagnostice zejména nékterych virovych genomovych nukleovych kyselin,
kter€ jsou pfitomny pouze jako RNA (kapitola IX).

RYCHLA AMPLIFIKACE KONCU ¢DNA (RACE). Syntéza ¢cDNA z mRNA
o uplné délce neni pomoci RT-PCR snadna, protoZe ¢asto neni dostupna cel4 sekvence tran-
skriptu. K usnadnéni klonovani cDNA o tplné délce se pomoci RACE amplifikuji krati
useky od obou koncti poté, co byla stanovena &ast sekvence cDNA jinymi metodami. RACE
umoziuje ziskat kompletni sekvence cDNA béhem nékolika dni. D&li se na 5'-RACE a
3'-RACE. Pro pouziti RACE je nezbytna znalost &asti sekvence uvnitf molekuly mRNA, ve
kter€ je navrZen specificky primer, ktery je orientovan ve smé&ru 3' nebo 5' a umoZiiuje pro-
dukei pfekryvajicich se fragmenti cDNA.
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Obr. 59 Dva pfistupy pro navrh primerii umoZiujicich odliSit produkty vznikajici pfi RT-PCR a pfi
standardni PCR s genomovou DNA

3'-RACE vyuZiva vyhody pfirozeného poly(A)-konce na mRNA jako mista pro zaha-
jeni PCR amplifikace (obr. 60). Pro zp&tmou transkripci od 3'-konce se pouZije sloZeny pri-
mer obsahujici 17 zbytkl oligo(dT) navazanych na 17-mer kotevni adaptor (KOTV). Adap-
tor ma vyssi T, neZ oligo(dT) a je vhodné, aby nesl restrikéni mista pro klonovéani. Pro PCR
se pak pouzije primer komplementarni k adaptoru a druhy, genové specificky primer navrze-
ny ze stiedni ¢asti cDNA.

Pii 5'-RACE je cDNA syntetizovana za pouZiti genové specifického primeru SP1 a
zpétné transkriptazy (obr. 61). Reakéni produkt zpétné transkripce je pak purifikovan od
nukleotidii a primeri a vybaven 3'-poly(dA)-koncem pfipojenym terminalni transferazou.
cDNA s napojenym koncem je pak amplifikovana PCR s pouzitim vné&jsiho genové specific-
kého primeru SP2, sloZzeného primeru oligo(dT) s kotevnim adaptorem (KOTV) a Taqg DNA-
polymerazy. Ziskana cDNA miiZe byt dale amplifikovana prostfednictvim dalsi PCR vyuzi-
vajici voitfniho primeru SP3 a primeru komplementarniho k adaptoru.
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Obr. 61 Princip odstupfiované 5'-RACE s geno-
vé specifickymi primery SRT a SP2
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Obr. 60 Princip 3'-RACE s adaptorovym oligo-

(dT) primerem a genové specifickym
primerem SP1
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ASYMETRICKA PCR. Podobné jako ka?da molekula DNA, miiZe byt i produkt

PCR podroben sekvencovani. Vzhledem k tomu, Ze optimalnim templatem pro Sangerovu
metodu sekvencovani jsou ssDNA byla pm jejich pfipravu vyvinuta technika oznafovana
R T jako asymetricka PCR, pfi niZ jsou tvofeny

preferencné ssDNA. Tato modifikace se od
standardni PCR 1i8i tim, Ze vychozi kon-
centrace primerd se lisi faktorem 100, .
jeden z primert je ve 100x vy38i koncent-
raci neZz druhy. Dvoufetézcové fragmenty
| DNA se tvofi az do okamziku, kdy se jeden

ey - | z primeri vy&erpd. Druhy primer pak dale

/ ¢ denaturace a pfipojeni primert | SYNtetizuje pouze jeden z fetézcll a 1 lfdyij
| | se tento fetézec tvofi pouze linedrni a nikoli

e ] [ - | exponencialni rychlosti, je jeho mnoZstvi
¢ syntéza nového fetézee | postatujici pro sekvencovéani. Asymetricka
— | PCR mize byt provadéna rovnéz pouze

: s jednim primerem, zejména pro ucely
/ # Id;zt ecernre Pﬂm___ | automatického sekvencovani (obr. 62).

Obr. 62 Princip asymetrické polymerazové
fetézové reakce

DIDEOXY-FINGRPRINTING (ddF). ddF je hybridni diagnosticka technika vyuZi-
vajici dva metodické pfistupy, Sangerovu sekvenacni reakci asymetrickou PCR, ktera je na
rozdil od klasického sekvencovani provadéna pouze s jednim dideoxy-terminatorem (kapito-
la V), a SSCP pro analyzu produktii reakce. Mutace jsou detekovany jako vysledek ztraty
nebo ziskani dideoxy-termina¢niho segmentu a nebo na zaklad¢ rozdilné elektroforeticke
mobility u alesponi jechnoho z dideoxy-termina¢nich segmenti. Reakce se provadi s Tag
DNA-polymerazou a zpravidla vyuziva stejnych primerti, které byly pouZity k amplifikaci
cilové sekvence standardni PCR, a to v obou smérech 5' a 3' a nebo pomoci dal$iho primeru
vazajiciho se k vnitini ¢asti amplifikované sekvence (obr. 63). Pouzivané primery jsou na
koncich radioaktivné znatené [y-°"P]dATP prostfednictvim T4 polynukleotid kinizy. Po
analyze produktii SSCP je provedena vizualizace vysledného fingrprintu autoradiografii.
Metoda se pouziva zejména k detekci bodovych mutaci u eukaryotickych geni.
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Obr. 63 Analyza produktu PCR metodou DdF

# S5 s vinitinim  primerem; ,a" oznacuje

i *‘HHH*H !f#__‘ b J = slozku dideoxy-polymorfizmu a ,b*

R s e “'L“*’_ T oznacuje slozku SSCP-polymorfizmu
B B l Pcﬁspﬂmawﬂ:i%ﬁf&f
Sangerova t&nﬁinaﬁ'n'i_*.f”}’:.}

reakce se znaCnym = .

:ﬂjzl;n;?“ﬁidﬁhﬁgm B PCR S DEGENEROVANYMI

v - | OLIGONUKLEOTIDOVYMI PRIME-

<= RY (DOP-PCR). DOP-PCR je metoda

«—== | pouzivana pro uniformni néhodnou ampli-

- —— - fikaci DNA. Tato amplifikace miZe byt

«—X e | vyhodna pokud je k dispozici jen malé

¢ % = mnozstvi vzorku DNA, takze dalsi postupy

Radsnatla (klonovani, znaeni, hybridizatni reakce)

polyakrylamidovda | mohou byt provedeny ucinnéji. Degenero-

:'gﬂ;::d'f:;mﬁe | vané oligonukleotidové primery (DOP)

 / , | maji definované sekvence na 5'- a 3'-kon-

e | cich, které ohrani¢uji ndhodnou hexamero-

' | vou sekvenci. Nahodna hexamerova sek-

vence vykazuje vSechny moZné kombinace
ptirozenych nukleotidi: A, G, C a T. DOP-
-primery se piipojuji pi1 nizké stringenci
k denaturované templatové DNA, kde
hybridizuji k vazebnym mistim primeru.
Vzdalenost vazby primerti muZe byt kont-
rolovana délkou definované sekvence na
3'-konci a pfisnosti podminek amplifikace.
DOP-primery tak skytaji univerzilni metodu pro uniformni amplifikaci zejména kratkych
molekul DNA nebo DNA pfitomné ve velmi nizké koncentraci. Prvnich pét cyklid DOP-PCR
sestiva z pfipojeni pii nizké stringenci, naslednym zvySovéanim teploty na elongalni teplotu a
prodluzovéni primeru. DalSich 35 cykla probiha za vy38i pfipojovaci teploty (vy38i stringen-
ci). Za prisn&j¥ich podminek je material vytvofeny pii prvnich cyklech amplifikovan prefe-
renéné, protoZe obsahuje kompletni primerovou sekvenci na obou koncich (obr. 64). Na
jinych mistech se DOP-primer pii stringentnich podminkéach nevaze. Amplifikace DOP-PCR
vede ke vzniku spektra rizné dlouhych fragmentu DNA.

DOP-PCR se uplatiiuje pii:
e hybridizaci in situ s chromozomy separovanymi metodou FACS, chromozomy po mikro-
sekci nebo genomovou DNA z hybridnich somatickych bunék,
e srovnavaci genomove hybridizaci (CGH),

e piipravé fragmenti DNA frakcionovanych podle velikosti,

e analyzu nebo klonovani stopovych mnozstvi DNA nebo DNA z nekultivovatelnych mik-
roorganizmul.
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Obr. 64 Princip uniformni amplifikace DNA s degenerovanymi oligonukleotidovymi primery (DOP-
-PCR)

DEGENEROVANA PCR (D-PCR). Degenerovana PCR se pouziva pro ziskani pii-
vodnich sekvenci cDNA na zakladé omezenych informaci o sekvenci aminokyselin. Pokud
neni znamo, ktera z variant sekvence DNA se miiZze v genomu vyskytovat, jsou PCR-primery
odvozeny ze zpétne translace proteinového motivu, zpravidla 6 aZ 9 aminokyselinovych
kodont, jejimz vysledkem je smés primerii s riiznym stupném degenerace s vyjimkou
kodonli pro metionin a tryptofan (obr. 65). Navrhu primerti musi byt vénovana velkd pozor-
nost vzhledem k moznosti zvySeni komplexity sekvenci primeru, ktera zpravidla vede k zi-
skani nespecifickych produktd. Jakmile je vybrana optimalni sekvence primeru, miize byt
syntetizovana soucasn€ smés vSech variant sekvence reprezentujici viechny moZné amino-
kyselinové kombinace degenerované sekvence. Degenerace je zajiSt€na pfi syntéze primeru a
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neni nutné syntetizovat zvlast v8echny varianty. Degenerovana PCR je Gspé§né pouZivana
pro:

vyhledani sekvence DNA na zakladé sekvence aminokyselin stanovené u proteinu,
vyhledéni a klonovani homologickych genti napt. ¢lovéka a mysi,

hledini a studium genovych rodin s uréitou strukturni podobnosti,

tylogeneticke a evoluéni studie vyuzivajici srovnavani ortolognich geni.

Obr. 65 256 variant degenerovaného
primeru odvozeného zpétnou
translaci proteinu

IN SITU PCR. PCR miiZe byt vyuZita pro lokalizaci ur¢ité sekvence nukleovych ky-
selin uvnitf jednotlivych bun&k. Ve srovnani s hybridizaci in situ (ISH), ktera v n&kterych
pfipadech vykazuje nizkou citlivost detekce, je to technika extrémné citliva, umoZiujici
amplifikaci fidce se vyskytujicich nebo jedinednych kopii genil. Konvenéni PCR v8ak vyzZa-
duje destrukci tkané nebo bunék, ze kterych se nukleova kyselina izoluje, proto nelze vysle-
dek amplifikace asociovat se specifickym histologickym typem bunék, s histopatologickymi
rysy nebo mirou ¢i procentem bun€k, obsahujicich cilovou sekvenci. In situ PCR je technika,
ktera kombinuje vysokou citlivost PCR s cytologickou lokalizaci sekvenci poskytnutou ISH.
Kombinace téchto technik byva také nazyvina PCR-ISH, vnitrobungéna PCR nebo PCR
fizena ISH. Principem in situ PCR je amplifikace specifické sekvence DNA v buiice, &imz se
pocet kopii zvysi natolik, Ze je Ize detekovat snadno metodou ISH nebo imunochemicky.

Postup zahrnuje fixaci bun€k nebo tkané pfi zachovani jejich morfologie, permeabili-
zaci umoziiujici pfistup primert a dalsich reagencii k intracelularnim sekvencim nukleovych
kyselin a amplifikaci in situ PCR uvnitf neporusenych bun&k udrZzovanych v suspenzi a nebo
v fezech tkani pod mikroskopickym sklem. /n situ PCR v bunéénych suspenzich se provadi
s fixovanymi butikami resuspendovanymi v reakéni smési pro PCR v mikrozkumavce
v konvenénim termocykleru. V preparatech jednotlivych bun&k jsou nukleové kyseliny lépe
chranény a fixované buiiky funguji jako amplifikaéni vacky se semipermeabilni membrinou
ktera dovoluje priichod primeri, nukleotidii a DNA-polymerézy do jadra, a pfitom dostated-
n¢ zadrzuje produkty, brani jejich zpétné difuzi a dovoluje detekci produktii PCR in situ. Po
dokonCeni PCR se buitky centrifuguji a alikvotni &ast je lyzovana a analyzovina gelovou
elektroforézou a Southernovou hybridizaci. Zbyvajici buiiky jsou cytocentrifugovany na
podlozni skliCka. Nasledna vizualizace intracelularnich produkti PCR se provadi pomoci
ISH nebo imunochemicky.

Pro in situ PCR provadéné pfimo v fezech tkani na podloZnich skli¢kach, je bunéény
material pfelit smési PCR pod krycim skli¢kem, které je pak utésnéno gumovym cementem,
lakem nebo pifekryto mineralnim olejem, aby nedochazelo k neZadoucimu odpafovani (obr.
66). Cyklické stfidani teplot je dosaZeno poloZenim skli¢ka napt. na blok termocykleru. Ve
srovnani s tradini PCR ma in situ PCR velmi nizkou u¢innost, amplifikaci v suspendova-
nych buiikach se dosahne asi 50ndsobku mnoZstvi DNA po 30 cyklech a u preparitd na
sklikach je toto mnoZstvi jest€ nizsi. Pro detekci intracelularnich produkti se pouzZivaji dvé
zcela odliSné metody:



98
AMPLIFIKACE NUKLEOVYCH KYSELIN

prilepeni
kryciho sklicka
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Ohr. ﬁﬁ F{}Stup ]Edl'll:}tll“-"_ifﬂh kroki pﬁ PCR in situ

in situ hybridizace se znaCenou sondou (nepfima in situ PCR),

pfima detekce znalenych nuldeandﬁ (digoxigenin-11-dUTP, fluorescein-12-dUTP,
tetrametyl rhodamin-5-dUTP, *H-CTP), které byly inkorporovény do PCR produktii b&-
hem amplifikace (pfima in situ PCR).

Nepifima metoda skytd maximalni specifitu pfi detekci intracelularnich produktii PCR.
Piima in situ PCR je rychlejsi alternativou bez nasledné ISH. Vzhledem k jeji jednoduchosti
se nyni pouZiva Cast&ji, ale 1 pfes zlepSeni ve fixaci, permeabilizaci a modifikaci s horkym
startem, dava pfimd metoda méné produktu neZ nepiima, zvlaité v fezech tkani. Pribuzna
metoda vyuzivana v cytogenetickych aplikacich je oznadovéana jako primerem zprostied-
kované znadeni in situ (PRINS).

In situ PCR ma uplatn€ni jak ve vyzkumu, tak v diagnostice:

¢ pro analyzu chromozomovach preskupeni a translokaci,

¢ pro vyhledavani jednokopiovych genii a mapovani nizkokopiovych chromozomovich
sekvenci v metafazickych chromozomech,

» pro detekci nizkokopiovych mRNA,

¢ pro detekci sekvenci virovych nebo provirovych genomovych nukleovych kyselin (HIV-
-1, MMTV, CMV, HBV, HSV-2) a virovych mRNA.

AMPLIFIKACE VNITRNICH PREPISOVANYCH MEZERNIKU (ITS-PCR).
Vnitini pfepisovane mezerniky (ITS) se nachazeji uvnitf transkripénich jednotek mezi geny
pro funkéni molekuly RNA (rRNA nebo tRNA) a jejich transkripty se v rdmci posttran-
skripénich uprav vyst€puji za tvorby funkénich rRNA z pre-rRNA nebo tRNA z pre-tRNA.
Polymorfizmus délky ITS se vyuZiva v diagnostice prokaryotickych organizmii a vychazi
z rozdilnych vzdalenosti mezi opakujicimi se konzervovanymi geny pro rRNA nebo tRNA
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u jednotlivych druhil. ProtoZe geny pro funkéni RNA obsahuji sekventni motivy, které jsou
vysoce konzervativni mezi eubaktériemi, mohou byt navrZeny univerzilni genové primery
k prozkouméani mnoZstvi polymorfismu délky pfepisovanych mezernikli mezi druhy. Jednot-
livé druhy se rozlisi na zakladé rlizné velikosti a riizného po€tu vzniklych PCR-produkti.
V praxi je nejlastéji pouZzivana PCR vnitFnich ribozomilnich mezernikua (RS-PCR), ktera
vychazi z vysoce polymorfni povahy 16S-23S mezernikovych sekvenci. RS-PCR miiZe
detekovat vyznamny stupefi délkovych a sekvenénich polymorfismi na drovni rodu i druhu a
je Casto pouzZivana pro taxonomické studie. Je to rychla vysoce reprodukovatelna technika
oznaCovana téZ jako PCR-ribotypizace.

POLYMORFIZMUS DELKY JEDNODUCHYCH REPETITIVNICH SEK-
VENCI (SSLP-PCR). Jednoduché repetitivni sekvence (SSR) jsou tandemové repetice
o délce 2 aZz 10 bp (napf. mikrosatelity) pfitomné v eukaryotickych genomech s Cetnosti az
80 kopii. V disledku mutaci nebo rekombinaci se pocet t€chto repetici mizZe zvysit nebo
sniZit. Primery pro tuto metodu jsou navrhovany tak, aby se pfipojovaly k oblastem ohrani-
Eujicim SSR. Tyto ohraniujici sekvence byvaji konzervativni pouze v ramci druhu a proto je
nutné navrhovat pro kazdy druh novou sadu primert. JelikoZ je mezi jedinci polet repetici
znaén@ variabilni, vysledkem amplifikace je vznik rlizn& dlouhych PCR produkti, které jsou
separovany polyakrylamidovou nebo agarézovou gelovou elektroforézou s vysokym rozlise-
nim. Rozdild v délce fragmentl genomové DNA podminéné pFitomnosti SSR se pouzZiva
k odliSeni blizce pfibuznych jedincii a k detekci vztahi mezi nimi zejména v genetice popu-
laci.

NAHODNA PCR (AP-PCR) NEBOLI NAHODNA AMPLIFIKACE POLY-
MORFNI DNA (RAPD). AP-PCR je rychl4 a jednoduché technika pro fingrprintink DNA,
ktera je vhodna pro rychlou srovnavaci typizaci genomovych DNA mikroorganizmil a nékte-
rych rostlin. Byla popsana nezavisle také pod oznafenimi RAPD, DAF a MAAP. Metoda
pouZiva obvykle jeden nebo vice kratkych primeril o délce 8—-12 nukleotidi libovolné sek-
vence s neznamou homologii k cilové sekvenci DNA a malo pfisné podminky pro pfipojeni
primeru. Za téchto podminek dochdzi k nasedani primeru s vysokou pravdépodobnosti na
vice mistech na obou fetézcich chromozomové nebo plazmidové DNA. Obvykle se vyskytne
nékolik mist, ktera nejsou od sebe pfili§ vzdalend a umoziiuji pfipojeni primerli na protileh-
lych fetézcich 3'-konci sméfujicimi k sobé& (obr. 67). Vysledkem je amplifikace mnoha frag-
mentl s riiznou délkou (max. 2 000 bp) a rozdilnym molarnim mnoZstvim, v zdvislosti na
izolatu, ze kterého genomova DNA pochazi. PouZitelnost oligonukieotidovych primert miZe
byt zhodnocena pouze empiricky a informace o sekvenci templatove DNA neni nezbytna.
RozliSovani vzorkt dobfe koreluje s jinymi genotypizaénimi technikami. Pfes svou vysokou
uc¢innost jsou pi1 AP-PCR probléemy s reprodukovatelnosti a s nedostatkem shodnych pravi-
del pro interpretaci rozdili vzorl. Metoda se v praxi pouZiva pro identifikaini postupy a
taxonomické studie a mizZe byt kombinovana s analyzou DGGE nebo SSCP.

Produkty AP-PCR se vyuZivaji pro pfipravu hybridizaénich sond pro binarni typiza-
ci mikroorganizmii. Pfi této metodé se genomova DNA podrobi hybridizaci se sérii sond,
které jsou pfipraveny z jedineénych amplifikanich produkti AP-PCR, které diferencuji
bakterialni kmeny. Postup binarni typizace byl technicky zjednodusen a zrychlen zavedenim
zpétné teCkové hybridizace s imobilizovanymi sondami. Hybndizace se sondou je zazname-
nana hodnotou 1, Zadna hybridizace hodnotou 0. Binarni kod je pfeveden do desitkové sou-
stavy, toto €islo vyjadfuje binarni typ. Tento genotypizalni systém poskytuje jednoznacne,
Ciselne popisy vzorki.
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Obr. 67 Nahodné amplifikovana chromozomova DNA metodou AP-PCR

INTERREPETITIVNI PCR (REP-PCR). Interrepetitivni (repetitivni) PCR je typi-
zaCni technika pro analyzu celého genomu vyuZivajici pfitomnosti repetitivnich elementi
v bakterialnich nebo eukaryotickych genomech. Princip metody je podobny AP-PCR, aviak
pro zahdjeni amplifikace vyuZiva znamé repetitivni sekvence, vyskytujici se v genomu ve
vice kopiich (repetice, IS elementy, transpozony, VNTR, nepfepisované mezemiky). Vy-
sledkem amplifikace je vice produktil rizné velikosti, jejichZ tvorba vychazi z rozdilné loka-
lizace opakujicich se elementl a z rozdilné vzdalenosti, ktera je odd&luje v jednotlivych
genomech, a poskytuje tak jedineny fingrprint. A¢koli jsou amplifikovany pouze malé ¢asti
chromozomu, pro ziskani fingrprintu je tfeba kompletni chromozomova DNA podobné jako
u AP-PCR. Primery jsou navrhovany tak, aby se pfipojovaly pfimo ke koncovym, konzerva-
tivnim oblastem repetici a 3'-konce primeru sméfovaly smérem ven z repetitivniho elementu
tak, aby se neamplifikovala samotna repetice. K amplifikaci dojde pouze v tom pfipadé, Ze
sekvence se nachazeji v genomu v obracené orientaci a amplifikovatelné vzdalenosti. Pfi
navrhu univerzalnich primertt pouZitelnych pro vice genomt je tfeba navrhnout konsenzni
sekvenci primeru a zvolit niZ§i teplotu pro jeho pfipojeni.



101
AMPLIFIKACE NUKLEOVYCH KYSELIN

K nej€astéji pouZivanym repetitivnim elementiim pouZivanym pfi interrepetitivni
PCR u prokaryot pro ucely genotypizace naleZi:

opakujici se extragenové palindromové Rep-elementy Escherichia coli,

enterobakterialni opakujici se intergenové shodné sekvence (ERIC-sekvence),

dlouhé roztrousené repetitivni elementy RepMP3 z Mycoplasma pneumoniae,

mozaikové repetitivni BOX-elementy z Streptococcus pneumoniae,

tandemové opakované polynukleotidové sekvence (GTG)n popsané u enterobakterii.
Podle typu repetitivni sekvence pouzité pro pfipojeni primerit miva metoda své speci-

fické oznaleni (napf. ERIC-PCR nebo BOX-PCR).

U eukaryotickych genomi se prostfednictvim interrepetitivni PCR amplifikuji marke-
ry oznaten¢ jako inverzni sekventné znalené repetice (ISTR) pouZivajici primery kom-
plementarni napf. k rozptylenym vysokokopiovym retrotranspozoniim. Jiné metody oznaco-
vané jako amplifikace mezi jednoduchymi repetitivnimi sekvencemi (ISSR) a amplifikaé&ni
reakce s jednim primerem (SPAR) vyuZivaji primery homologické k sekvencim SSR na-
chazejicim se v rostlinnych genomech (srovnej str. 99). Pro zahdjeni amplifikace je navrZen
primer odvozeny ze samotné repetitivni sekvence a ten umozZiiuje amplifikaci jedine¢nych
sekvenci oddé€lujicich jednotlivé SSR. Pro zamezeni pfekryvani téchto primerti mohou byt
prodlouZeny o jedinetnou genomovou sekvenci ohraniCujici repetici. Primery navrZené
z tetranukleotidovych repetici, napf. (GATA),, davaji lepdi vysledky neZ dinukleotidové
nebo trinukleotidové.

Uréitym vylepSenim metody interrepetitivni PCR je fluoroforem zdokonalena inter-
repetitivni PCR (FERP), ktera pouzZiva primerti zna¢enych na 5'-konci fluorescenéni latkou,
rozdéleni produkti PCR v nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu a digitalni zpracovani
otiskii DNA. Dalsi obménou je automaticka laserova fluorescentni analyza (ALFA), pfi
které se rovnéZ pouZivaji 5'-koncové fluorescentné znatené PCR-primery a produkty PCR
jsou rozdéleny v denaturujicim polyakrylamidovém gelu na automatizovaném sekvenatoru,
cozZ zna¢n€ zlepSuje rozlifeni a reprodukovatelnost.

Do skupiny interrepetitivni PCR bychom mohli zafadit 1 variantu oznafovanou Alu-
-PCR, ktera je pouZivana k amplifikaci sekvenci DNA specifickych pro ¢lovéka. 4lu-PCR
predstavuje velmi jednoduchy prostfedek pro charakterizaci a amplifikaci specificky lidské
DNA. Metoda pouZiva primery pro repetitivni sekvence, které jsou pfitomny v mnoZstvi asi
900 000 kopii v lidském genomu. Alu-sekvence o délce 300 bp je velmi variabilni a obsahuje
sekvenci, ktera je specificka pro ¢lovéka. Pro amplifikaci se pfipravi dva primery, kazdy pro
jeden smér, pfiCemZ se vyuZije nejvice konzervativnich usekl téchto sekvenci (obr. 68).
Primery nelze pouzit spole¢né, nebot' vzajemné hybridizuji. Lidské sekvence se budou am-
plifikovat, pokud leZi mezi sousednimi A/u-repeticemi, které jsou orientovany v opaénych
smérech. Tato technika je €asto pouZivana pro odlieni lidské DNA od ostatnich DNA.

a @& & & @
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Obr. 68 Princip amplifikace mezernikovych sekvenci mezi Alu-repeticemi metodou Alu-PCR

POLYMORFIZMUS DELKY AMPLIFIKOVANYCH FRAGMENTU (AFLP).
AFLP pfedstavuje novatorskou metodu pro charakterizaci celkové genomové DNA, ktera
poskytuje vysoké rozliSeni a dobrou reprodukovatelnost. Oznaluje se rovnéz jako amplifi-
kace vzacnych restrikénich mist (IRS-PCR) nebo selektivni amplifikace restrik&nich
fragmenti DNA podminéna primerem (SRFA). Metoda zahrnuje &tyfi zakladni kroky (obr.
69):

e uplné rozst€peni extremné malecho mnozZstvi genomove DNA jednou nebo dvéma re-
strikénimi endonukleazami, z nichZ jedna miva zpravidla méné& cilovych mist,

e ligaci genomovée DNA s oligonukleotidovymi adaptory, které jsou navrZeny tak, aby
nedochazelo k obnové restrikéniho mista; ligace probiha za pfitomnosti restriktaz, takze
nedochazi ke spojovani restrikénich fragmentt,

e selektivni amplifikaci sady restrikénich fragmentli pomoci jednoho nebo dvou selektiv-
nich AFLP-primert,

e gelovou elektroforézu amplifikovanych fragmentii v nedenaturujicim polyakrylamidovém
gelu.

Pouzitim AFLP je tedy moZno vizualizovat sadu restrik¢nich fragmentli pomoci PCR
bez znalosti jejich nukleotidoveé sekvence. Amplifikace restrikénich fragmenti je dosaZeno
pouzitim sekvenci adaptoru a zbytku restrikéniho mista, které slouzi jako cilova mista pro
pfipojeni primerid. Aby bylo dosaZeno amplifikace pouze &asti adaptovanych fragment,
byvaji AFLP-primery navrzeny tak, Ze jsou deldi o jednu aZ tfi nahodné zvolené baze na
3'-konci smérem k neznameé sekvenci fragmentu bezprostfedné sousedici s restrikénim mis-
tem. K amplifikaci a prodlouZeni primeru dochazi pouze v pfipadé komplementarniho paro-
vani 3'-konce AFLP-primeru. Timto zpiisobem dochazi k selektivnimu vyb&ru pouze malé
casti z velkého poltu aZz desetitisici fragmentli vytvofenych $t€penim geonomové DNA,
takZe vysledny fingrprint 1ze snadno vyhodnotit a reprodukovat. Polymorfizmus je zaloZen
na ztraté nebo ziskani restrik€nich mist a je analogicky s polymorfizmem RFLP. Zdokonale-
nim metody je pouZiti fluorescenéniho znadeni u jednoho z primeril a separace vzniklych
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Obr. 69 Postup stanoveni polymorfizmu délky amplifikovanych fragmentii metodou AFLP
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produktii na automatickém sekvenatoru (fAFLP). AFLP je novou a velmi u¢innou typiza¢ni
metodou pro DNA libovolneho puvodu a stupné komplexity, vyuZivanou jak v diagnostice,
tak pro fylogenetické a taxonomické studie.

Metodu je mozné dale modifikovat tak, Ze se navrhne jeden z primert specificky pro
vazbu na stfedni ast adaptovanych restrikénich fragmentii, coZ se vyuziva pro vyhledavani
sekventné specifickych amplifika¢nich polymorfizmia (SSAP) souvisejicich napf. s pii-
tomnosti dlouhych koncovych repetic (LTR-sekvenci). Podobné je mozZné jeden z primerti
nahradit oligonukleotidem komplementirnim tandemové jednoduché repetitivni sekvenci,
napf. (GT)7;(AT), a provest selektivni amplifikaci mikrosatelitnich polymorfnich lokusi
(SAMPL).

3. Amplifikace nukleovych kyselin za nepritomnosti termofilni
DNA-polymerazy

AMPLIFIKACNI SYSTEMY ZALOZENE NA TRANSKRIPCI (TAS A 3SR).
Transkripéni amplifikaéni systém (TAS) je prvni metoda, kterd vyuZiva pro amplifikaci
nukleovych kyselin transkripci in vifro a nikoli replikaci s Tag DNA-polymerazou. V sou-
¢asn¢ dobé se pouzivaji varianty teto metody oznalené jako 3SR (NASBA) a TMA. Metoda
je vhodn€jsi pro detekci molekul RNA neZ DNA. Strategii 3SR je kontinuélni série zpé&tnych
transkripci RNA nasledovanych transkripci DNA. Kazdy cyklus 3SR se sklada ze syntézy
molekuly DNA, ktera je komplementarni k cilové nukleové kyseling (RNA nebo ssDNA) a
transkripce nové syntetizované cDNA, ktera slouZi jako intermediit a templat pro RNA-
-polymerazu in vitro.

Syntéza cDNA je umoZné€na pfipojenim specialné navrZenych primerii obsahujicich
kromé 3'-koncove oblasti komplementarni k cilové DNA pfidatnou 5'-sekvenci adaptoru
s promotorem pro 17, T3 nebo SP6 RNA-polymerazu. V po&atednim kroku je po pfipojeni
prvniho primeru pro kaZdou cilovou RNA syntetizovana molekula ssDNA prostiednictvim
zpétne transkriptazy (obr. 70). Syntéza druhého Fetézce vyZaduje u varianty TAS tepelnou
denaturaci RNA-DNA hybridnich molekul, nebo u varianty 3SR enzymatické odstran&ni
sekvence RNA pomoci RNazy H. Po pfipojeni druhého primeru probiha za p¥itomnosti zpét-
ne transkriptazy syntéza druhé€ho fetézce. Vysledna kopie dsDNA obsahuje modifikované
konce s funk&nim promotorem (na jednom nebo obou koncich cDNA). Po ptididni RNA-po-
lymerazy specifické pro figovy promotor dochazi k vlastnimu amplifikaénimu kroku a
z kaZzdého templatu cDNA vznika transkripci az 40 molekul RNA. Nové molekuly RNA
tvofl substrat pro dalsi cyklus. PfitaZlivou vlastnosti systému je jeho rychla kinetika, ktera
umoZiiuje za 60 minut béhem né&kolika cykli ziskat az 10" molekul RNA. Variantou 3SR je
1izotermni amplifikacni technika, ktera na rozdil od varianty TAS nevyZaduje zmény inku-
baclni teploty a pfidavani zpétné transkriptazy pfi dal$im cyklu. Pfikladem vyuZiti je moleku-
larni diagnostika lidského papilomaviru, detekce rezistence k azidotymidinu u viru HIV-1 a
detekce obtizn€ kultivovatelnych bakterii (Chlamydia trachomatis a Mycobacterium tubercu-
losis).

AMPLIFIKACE DNA VYTESNOVANIM RETEZCE (SDA). Metoda je zaloZena
na schopnosti DNA-polymerazy bez 3'- a 5'-exonukledzové aktivity iniciovat syntézu DNA
v misté jednofetézcoveho zlomu uvnitf cilové molekuly a vyt&snit fetézec se zlomem b&hem
syntézy nového fet€zce DNA. Takto vzniklé jednofetézce slouZi jako substrat pro dalsi SDA-
-reakci a 1zotermni akumulaci dvou- a jednofetézcovych kopii cilové molekuly. Kli¢em
technologie SDA je vytvofeni mistné specifickych jednofetézcovych zlomi 3tépenim re-
strik¢ni endonukleazou. Za normalnich podminek restrikéni endonukleazy $tépi oba fetézce,
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coz neni pro SDA vhodné. Avsak pokud je
pi1 syntéze DNA pouzit jeden ze 4 dANTP
a-thio-substituovany (napf. 2'-deoxyadeno-
zin-5'-o-thio-trifosfat), nové syntetizovany
fetézec DNA potom obsahuje modifikova-
né nukleotidy. Restrnikéni endonukleaza
v takto modifikovaném rozpoznavacim
misté $tépi pouze jeden fetézec a vytvori
mistné specificky jednofetézcovy zlom. Pro
SDA se pouziva dvojice primert, z nichz
kazdy ma dvé funk¢ni oblasti: smérem k 3'-
-konci obsahuji 15-20 bp dlouhou sekvenci
komplementarni k cilové molekule DNA a
v oblasti sekvence smérem k 5'-konci ob-
sahuji rozpoznavaci misto pro restrikéni
endonukleazu.

Reakce SDA je zahajena denaturaci
cilové molekuly dsDNA a pifipojenim
SDA-primeru (obr. 71). Prodlouzeni prime-
ri vede k syntéze a-thiolovanych fetézi,
které jsou chranény pied Stépenim restriké-
ni endonukleazou. Pfipojeny primer navic
slouzi jako templat pro syntézu fetézce
v opatném smeéru a prodlouzeni 3'-konci
templatové DNA. Jakmile jsou Stépenim
restrikéni endonukleazou vytvoreny jedno-
fetézcové zlomy, 3'-konec vytvofeny
v mist¢é jednofetézcovych zlomu inicializu-
je syntézu DNA a dojde k vytésnéni no-
vych polynukleotidovych fetézchi. Oba vy-
tésnéné fetézce se pak uplatni pfi zahajeni
dalsiho cyklu amplifikace. Reakce SDA je
izotermni a simultanni. Stfidani teplot neni
nutné, protoze retézce DNA jsou denaturo-
vany enzymaticky vytésfovanim fetézce
DNA-polymerazou. Metoda byla puvodné
vyvinuta pro detekci obtizné kultivovatel-
nych mykobakterii, kde bylo po 5hodinové
inkubaci ziskano az 10°nasobné amplifika-
ce puvodnich 100 kopii cilové sekvence.
Nevyhodou je vysoka cenova narocnost
(thio-substituovany oligonukleotid) a nut-
nost pouzivat restrikéni endonukleazu, coz
znesnadfiuje vyber cilovych sekvenci. Bu-
douci modifikace SDA budou zahrnovat
pouziti termofilni DNA-polymerazy a
moZna termofilni restriktdzy, coZ prinese
znaéné zvyseni analytické specifity reakce.
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e

reakce s DNA-polymerazou
avytésnéni fetézch

Obr. 71 lzotermni amplifikace DNA vytésfiovanim fetézce

4. Metody pro amplifikaci sondy

Cilem metod pro amplifikaci sondy je amplifikace sekvence, ktera se pouzije jako
sonda pfi hybridizaci a tak zajisti zesileni hybridiza¢nich signalii nebo selektivni detekci
amplifikovanych produktii PCR.

AMPLIFIKACE REPLIKAZOU QB (QBR). QB-replikiza je RNA-dependentni
RNA-polymeraza, ktera replikuje genomovou RNA bakteriofaga QP z Celedi Leviviridae.
Enzym rozpoznava specifickou sekundamni strukturu RNA tvofenou intramolekularnim pa-
rovanim bazi genomové RNA faga Qp. Jiné sekundarni struktury RNA nejsou enzymem
rozpoznavany. Neékteré substraty QB-replikazy toleruji vlozZeni kratké sekvence sondy a
oznatuji se jako ,,uprostied obménéné sondy* (MDV-sondy). Sbnda se pfipravuje transkripci
in vitro. Pro konstrukci sondy, ktera je schopna replikace se vyuZiva predikce sekundarni
struktury RNA podobné standardni struktufe v genomu bakteriofaga. Krom& rozpoznavaciho
mista pro QB-replikazu nese sonda navic ve smy¢ce s vlasenkou na 3'- nebo 5'-konci kratkou
sekvenci specifickou pro cilovou molekulu. Po provedeni hybridizace sondy s cilovou DNA
se volna sonda odstrani RNazou II1. U navazané sondy chybi rozpoznavaci misto pro RNazu
[I1 v diisledku zmény sekundami struktury po vazbé na cil a proto neni degradovana. Aby se
snizila mozZnost nespecifické vazby sondy, je mozZzné vyuzit variantu metody QBR, ktera
vyuZiva ligaci dvou sousedicich binarnich sond. PIné amplifikovatelny substrat rozpoznavany
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Obr. 72 Ligazova fetézova reakce (LCR)

Qp-replikazou se tvoii aZ po ligaci, ktera
probéhla po specifické vazbé obou sond na
cilovou sekvenci. Po pfidani QB-replikazy
do reakce jsou amplifikovany nové synteti-
zované molekuly sondy ptivodné hybridizu-
jici na cilovou sekvenci. QBR vykazuje
podobné jako 3SR velmi rychlou kinetiku a
tvoti az 10" molekul za 30 min. Metoda se
pouziva za ucelem zesileni hybridizaénich
signal pii detekci obtizné kultivovatelnych
mikroorganizmi a byla Gspé$né pouzita pii
kvantifikaci molekul RNA HIV-1.

LIGAZOVA RETEZOVA RE-
AKCE (LCR). LCR je alternativni metoda
amplifikace sondy zaloZena na ligaci oligo-
nukleotidovych sond v zavislosti na jejich
vazbé na cilovou DNA. Metoda probiha
v opakovanych cyklech zahrnujicich denatu-
raci DNA, hybridizaci sond a ligaci. LCR
vyzaduje ¢tyfi oligonukleotidy (LCR-prime-
ry): dva sousedni, které specificky hybridi-
zuji k jednomu fetézci cilové DNA a dalsi,
komplementarni dvojici sousednich oligo-
nukleotidu, které hybridizuji k protilehlému
fetézci (obr. 72). K ligaci pard komplemen-
tarnich oligonukleotidovych sond po jejich
piipojeni na cilovou sekvenci metoda vyu-
ziva termostabilni DNA-ligazu z Thermus
aquaticus, kterd si udrZuje aktivitu i po
mnoha cyklech denaturace. Oligonukleotidy
musi obsahovat 5'-koncovou fosfatovou
skupinu, aby DNA-ligiza mohla piipojit
3'-OH skupinu sousedniho primeru. Uspés-
na ligace probéhne pouze pi1 dokonalém
parovani 3'- a 5'-koncii obou sousedicich
oligonukleotidovych sond k cilové moleku-
le. Po dokonc¢eni prvni Gspé€sné ligace vzni-
ki produkt, ktery napodobuje plivodni mo-
lekulu a slouzi jako templat pro pfipojeni
zbyvajici dvojice oligonukleotidi a jejich
ligaci. Uspédna ligace nasledné vede k ex-
ponencialni amplifikaci sondy. LCR je veli-
ce vhodna pro detekei jednonukleotidovych
polymorfizmii, protoze chybné parovéni jen
jedné baze na 3'-konci sondy vazajici se po
sméru transkripce ma za nasledek netspés-
nou ligaci a amplifikaci a umozZni tak odli-
Seni nespravné baze.
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Ackoliv LCR neni kvantitativni metodou, jeji modifikace vyuzivajici pouze jedné
dvojice sousedicich oligonukleotidi, nazyvana téz ligazova detekéni reakce (LDR) nebo
¢astéji oligonukleotidové ligatni stanoveni (OLA) s linearni kinetikou amplifikace, mize
byt kvantitativni. Ve spojeni s analyzou produkti PCR, kde se da ofekavat dostateéné mnoz-
stvi templatu, je OLA pouzivano jako u¢inny detekéni systém bodovych mutaci (PCR-OLA).
Tento pfistup nevyZaduje pritkkaz amplifikovaného produktu na elektroforéze, ale vyuZiva
5'-koncovéeho znaceni prvni oligonukleotidové sondy afinitni znatkou — biotinem a opa¢n¢ho
konce druhé sondy reportérskou znatkou (napf. fluorescenéni latkou, digoxigeninem nebo
alkalickou fosfatazou). Pouze po ligaci jsou ob& znalky neseny jednou molekulou. Po liga-
zové reakci jsou produkty zachyceny na afinitni matrici se streptavidinem a neligované re-
portérské sondy jsou odmyty. Navazany material je méfen na zdkladé fluorescence, barevné
reakce nebo enzymaticke aktivity. Specificka detekce signalu miiZe byt zaloZena i na princi-
pu pfenosu energii mezi fluorofory nesenymi oligonukleotidy (DOL). Pokud molekula vy-
tvofena ligaci ziska pfislusné fluorescenéni znatky na obou koncich, je detekovan specificky
signal na zakladé FRET. DOL se miZe stat v budoucnu rozSifenou automatizovanou meto-
dou wvyuzZivajici DNA-Cipy pro detekci nizkokopiovych cili a jednonukleotidovych
polymorfizmi.

TECHNOLOGIE CIRKULUJICI SONDY (CPT). CPT vyuzivé hybridizaci cilové
sekvence DNA (miiZe byt pouzit i amplifikovany produkt PCR) s chimérickou na obou kon-
cich fluorescentné znalenou DNA-RNA-DNA sondou, ktera po navazani na komplementar-
ni sekvenci poskytuje misto St&€pitelné RNazou H. Reakce probiha za specifické konstantni
teploty, ktera umozsiuje jak hybridizaci sondy, tak zachovani templatové DNA v jednofetéz-
covem stavu. Vytvofeny duplex chimérické sondy a cilové sekvence je rozpoznan RNazou H
a RNA-sekvence sondy je degradovana. RozStépené fragmenty sondy nemaji v cilovém
misté pfi reakéni teploté stabilni vazbu a disociuji do prostfedi. Uvolnéna fluorescenéné
znaCena Cast sondy emituje fluorescenci, jejiz intenzita je m&fena. Cilové misto je potom
volné, hybridizuje s dalsi molekulou sondy a cely cyklus se opakuje (obr. 73).

Fragmenty sondy se akumuluji linearni kinetikou a slouzi jako zaklad pro detekci a
kvantifikaci cilove sekvence. CPT je jednoducha izotermicka metoda pouZivajici pouze
jednu sondu a jeden enzym. Jeji vyhodou ve srovnani s PCR je, Ze cilova sekvence sama
0 sobé neni amplifikovana a tim se minimalizuje riziko pfenosu kontaminace. Sou¢asnou
snahou je optimalizace reakce CPT tak, aby bylo mozZné detekovat jednonukleotidové poly-
morfizmy.

AMPLIFIKACE OTACIVOU KRUZNICI (RCA). RCA je citlivd metoda amplifi-
kace sondy navrzena pro detekci jednonukleotidovych polymorfizmi pfimo v genomové
DNA. Pro kazdy polymorfizmus je navrZena alelové specifickd sonda, kterou tvofi oligo-
nukleotid dlouhy 80 az 90 bazi. Fosforylovany 5'-konec sondy nese pfiblizné 20 nukleotidi,
které hybridizuji k oblasti bezprostfedné vedle 5' polymorfniho mista. 3'-konec sondy obsa-
huje 10 aZ 20 nukleotidl, komplementarnich k oblasti bezprostfedn& vedle 3'-polymorfniho
mista. PouZivane alelové-specifické sondy jsou identické s vyjimkou baze na 3'-konci, ktera
se lisi tak, aby byla komplementami k polymorfnimu mistu. Prvni krok RCA zahrnuje spo-
leCnou hybridizaci obou koncii sondy k cilové sekvenci (vytvofeni oteviené kruznice) a dis-
krimina¢ni ligaci sondy termostabilni ligazou, jejimzZ vysledkem je kruZnicova ssDNA. Li-
gatni krok prob&hne pouze v pfipadég, Ze se 3'-konec sondy paruje s polymorfnim mistem.
Mezi koncovymi rameny sondy, ktera jsou cilové specificka pro detekovanou sekvenci jsou
umisténa vazebna mista pro RCA-primery. Po hybridizaci RCA-primerti, pfipadné nihod-
nych hexanukleotidli na cirkularizovanou sondu dochazi v pfitomnosti DNA-polymerazy
vytésiiujici fet€zce (napf. DNA-polymerdza faga 29) k izotermické replikaci ota¢ivou kruz-
nici. ProdluZujici se fet€zce jsou vytésiiovany a tvorfi jednofetézcové konkatemery plivodni
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Obr. 73 Technologie cirkulujici sondy (CPT) pouzivana pro zesileni detek¢niho signalu

sondy, na kter¢ se mohou vézat dalsi RCA-primery a vytvofit slozité replikativni struktury
(obr. 74). Proces amplifikace umoZiinje automatizaci, a je pouzivan také pro detekci jedno-
nukleotidovych polymorfizmu technologii DNA-Cipi.
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mické replikaci ota¢ivou kruznici (RCA)

Obr. 74 Vznik replikaénich struktur pfi izoter-




VIl. Transgenika

V predchozich kapitolach jsme popsali, jakym zplisobem mohou byt geny izolovany,
cilen& modifikovany a amplifikovany. V této &asti se budeme vénovat popisu zpiisobd, kte-
rymi lze tyto geny pfenést do eukaryotickych bungk. Tyto metody je mozZno rozdélit do
3 skupin na metody biochemické, fyzikalni a biologické. Vybér metody zaleZi na konkrétnim
cili daného experimentu, na vlastnostech dané buné¢né linie a na poZadovane G¢innosti sys-
tému. Obvyklym cilem t&chto postupil je studium funkce pfenaSenych genil.

1. Transfekce prechodna a stabilni

Z hlediska stability pfenaSeného genu v transfekované buiice rozliSujeme transfekci
piechodnou a stabilni. P¥i pfechodné transfekci se cizorody gen v hostitelske bufice udrzuje
jen dotasng, protoZe se nespojuje s chromozomem a v diisledku absence pfisluSnych signal-
nich sekvenci neni jeho replikace sladéna s replikaci genomu. B&€hem n€kolika dnt se cizo-
rody gen z mnoZicich se bungk ,,vyfedi“. Pfi pfechodné transfekci je vSak mozZné kratkodobe
dosahnout vysoké exprese pfenaseného genu, protoZe jedna buiika muZe byt transfekovana
nékolika kopiemi téhoZ genu. Pfi stabilni transfekci se cizorody gen rekombinaci zallefiuje
do genomu hostitelské buiiky, stava se jeho stilou souasti a spolu s nim se replikuje. Stabil-
ni transfekce bun&k nastava s velmi nizkou frekvenci. Udéva se, Ze pouze 1 buitka z 10°-10°
bun&k je schopna pfijmout transfekéni DNA a za¢lenit ji do chromozomu. Dosud neni zna-
mo, co tyto kompetentni buiiky odliuje od bun&€k nekompetentnich. Z nizké frekvence sta-
bilni transfekce vyplyva, Ze po jejim provedeni musi byt vzacne transfekovane buriky odlise-
ny od vétSiny bunék netransfekovanych. Tento problém se obvykle fedi selekci transfektanti,
ktera je zpravidla zaloZena na pouziti slekéniho ¢inidla umoZiiujiciho riist pouze buiikam
transfekovanym a nikoliv bufikdm, které cizorodou DNA nepfijaly. Gen zajidtujici rezistenci
k danému selek¢nimu ¢inidlu je bud’ nesen stejnou molekulou transfek¢ni DNA, ktera koduje
testovany gen nebo je nesen samostatnou molekulou DNA, ktera se pfidava do transfekéni
smési. Vzhledem k tomu, Ze kompetentni buiika miiZe pfijmout vice nez jeden fragment
cizorodé DNA, nemusi byt selek&ni marker pfitomen ve stejné molekule DNA jako vlastni
transgen. V dal3i &asti této kapitoly struéné popiSeme jednotlivé transfek&ni a selek&ni
metody.

BIOCHEMICKE TRANSFEKCNI POSTUPY. Tradi¢né se k pfenosu DNA do
riznych adherujicich i suspenznich bunék pouziva transfekce zprostfedkovana fosforec-
nanem vipenatym. Princip této metody spodiva v tvorb€ jemné sraZeniny fosforeCnanu
vapenatého a DNA, ktera se dotyka buné¢ného povrchu a je pohlcovana endocytézou. Po
vstupu do bunék, sraZenina &aste¢n& unika z endozomil nebo lysozomil a vstupuje do cyto-
plazmy, odkud postupuje do jadra. Podle typu pouZitého bun&€¢ného systému mize az 50 %
bun&k pfechodn& exprimovat transfekované geny. Je popsana fada variant této metody, ktere
se li§i ve zpisobu tvorby sraZeniny pfed pridanim k buiikam, jejichZ smyslem je zajist€ni
spravné ,hrubosti“ sraZeniny, aby jeji endocytéza byla co nejucinn€jsi pii zachovani dosta-
teéné Zivotaschopnosti bun&éné populace. DalSimi faktory, které ovhiviiuji uinnost metody
je velikost a koncentrace DNA (pfitomnost vysokomolekularni DNA ve sraZenin€ zvySuje
i¢innost transfekce nizkomolekuldrnimi, napf. plazmidovymi DNA). DileZitd je rovnéz
pfesnost nastaveni pH a koncentrace vapenatych a fosfatovych ionti.
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Pro nékteré typy Zivofidnych bunék (napf. buiiky COS, CV-1, BSC-1) se doporutuje
transfekce zprostfedkovana dietylaminoetyl (DEAE) dextranem. I kdyZ pfesny mechani-
zmus pusobeni DEAE dextranu neni znamy, pfedpoklada se, Ze tento vysokomolekularni a
kladné nabity polymer slouZi jako most mezi negativné nabitymi molekulami DNA a nega-
tivné nabitym povrchem buiiky. Jakmile se komplexy DEAE dextran/DNA pfenesou do
bunék endocytozou, DNA se v postupné se okyselujicich endozomech uvoliiuje z komplexu
a dosud neznamym mechanizmem pfechazi do jadra. Ve srovnani s transfekci zprostfedko-
vanou fosforeCnanem vapenatym ma technika zaloZena na pouziti DEAE dextranu nékolik
zvlastnosti: (1) doporutuje se pouze pro pfechodnou a nikoliv stabilni transfekci, (2) funguje
vyborné€ jen u vybranych bunéCnych typil, ale u vétSiny ostatnich je podstatné méné ucinna,
(3) vyuziva menSich koncentraci transfekéni DNA.

Pro transfekci adherentnich bun€k, primarnich bunéénych linii i kultur rostoucich
v suspenzi se Casto pouZiva lipofek&nich postupii zaloZenych na pfitomnosti lipidovych
¢inidel. Tato ¢imidla jsou schopna vytvafet umélé membranové méchyfky (lipozomy), které
transfekéni DNA obklopi a bud’ nasledné fizuji s bunéénou membranou nebo jsou do buiiky
pfeneseny nereceptorovou endocytézou. Aviak podobné jako u jinych transfekénich technik
zustava 1 po lipofekci vétSina transfekéni DNA spojena s membranovymi slozkami buiiky a
jen malé procento lipozomu dopravi DNA az do jadra. Jsou popsany dvé skupiny lipozomal-
nich transfekénich €inidel, které se 1iSi svym elektrickym nabojem. Transfekce prostfednic-
tvim negativné nabitych lipozomi byla provedena jiz v 70. letech 20. stoleti. V tomto pfipa-
dé musi byt vytvofeny relativné velké lipozomy, které obsahuji vodné prostfedi vhodné pro
pfenaSenou nukleovou kyselinu. Tato technika pro svou obtiznou reprodukovatelnost vsak
neziskala velkou popularitu. V sou€asné dobé jsou mnohem popularné;si techniky, které
vyuZivaji lipidi s kladnym nabojem. Jejich vyhodou je, Ze lipofekéni &inidla vytvéfeji
s molekulou DNA komplexy spontanné€ na zakladé iontovych interakci. Lipidova povaha
pfenadee pak umoziiuje fuzi s bunéénymi membranami a tim pfenos DNA do bunék.

K transfekci nékterych buné¢nych linii (napf. bunék CHO nebo keratinocytil) nizko-
molekularni (tj. plazmidovou) DNA lze pouZit polykationty jako polybren (1,5-dimethyl-
-1,8-diazaundekametylen polymetobromid) a poly-L-omitin spolu s dimetylsulfoxidem
(DMSO). DNA vytvifi s polykationty komplexy, jejichz pfenos do buné&k je usnadn&n per-
meabilizaci buné€né membrany a osmotickym Sokem, které zajistuje DMSO.

FYZIKALNI TRANSFEKCNI POSTUPY. Elektroporace se pouZivd pro pre-
chodnou 1 stabilni transfekci rozmanitych bakterialnich, sav¢&ich i rostlinnych buné&k. Podsta-
tou této metody je aplikace kratkého elektrického pulzu o vysokém napéti, ktery v plazma-
tické membrané bun€k vyvola tvorbu pord, kterymi do bunéné cytoplazmy piechazi
transfekéni DNA. Uginnost metody vyznamng ovliviiuje sila aplikovaného elektrického pole,
délka elektrického pulzu, teplota, konformace a koncentrace DNA a iontové sloZeni média.
Pfesto, Ze je popsana fada transfek&nich technik, nékteré typy bunék, tkiani nebo nitrobun&-
nych organel zistavaji odolné a cizorodou DNA nepfijimaji Zadné z nich. Tento problém,
ktery je zvlast' akutni u rostlinnych bunék, byl do znaéné miry vyfeSen vynilezem genové
pusKky (,,gene gun“). Toto zafizeni umozZiluje vytvofit v tlusté stén& rostlinnych bunék otvory
nastfelovanim kovovych &astic pokrytych DNA. Pfes potateni skepticky postoj vétSiny
védctl, tento pfistup ukazal svou funk&nost a vétSina dnes pouzZivanych transgennich obilovin
byla pfipravena touto technologii. Uginnost transfekce prostfednictvim genové pusky zavisi
na (1) bunéfném typu (bakterie, rostliny i hepatocycty Zivych hlodavel byly uspéing
transfekovany mikroprojektily, ale experimentalni podminky byly vZdy odli$né), (2) na bu-
nééné hustoté a stupni proliferace (poZadavky na tyto parametry jsou rovnéZ specifické pro
rizné bunéfné typy), (3) na kultivatnim médiu (i¢innost metody se zvysi, pokud jsou cilové
buiiky kultivovane v médiu s vy35im osmotickym tlakem), (4) na nastaveni parametrii pusky
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(stupeni vakua ve stfelné komofe, mira tlaku hélia na mikroprojektily, vzdalenost mezi pus-
kou a cilovymi buiikami), (5) na typu a velikosti mikroprojektilii (pouzivaji se obvykle ¢asti-
ce zlata nebo wolframu pokryté DNA o priiméru 0,6 pm pro bunécné organely az 1,6 um pro
savCi buriky).

Mechanického zplsobu pfenosu DNA do bun&nych jader vyuZiva technika mikro-
injekce. V tomto pfipadé je roztok DNA pfimo aplikovan skrze plazmatickou membranu do
cilové buiiky tenkou jehlou mikromanipulatoru. Pro tento postup jsou obzvlast€ vhodna jadra
oocytll a vaji¢ek a Casto se vyuziva napf. pro transfekci oocytli drapatky Xenopus laevis.
Dalsim diileZitym cilem pro mikroinjekce DNA je jadro oplozeného mySsiho vajicka. V tomto
pfipadé je cilem experimentu dosahnout toho, aby se cizorodda DNA v¢{lenila do nékterého
z chromozomi a pfenasela se do viech bunék embrya a posléze dospélého organizmu. Orga-
nizmy, které byly genovym inZenyrstvim pozménény tak, Ze ve svych chromozomech obsa-
huji cizi geny, se oznaCuji jako transgenni a slouZi k monitorovani mistni a ¢asové exprese
dancho genu a jeho vyznamu pro vyvoj a Zivot daného organizmu.

BIOLOGICKE TRANSFEKCNI POSTUPY. Pro pitenos DNA do bundk lze
uspé&3né vyuZit pfirozeného Zivotniho cyklu nékterych viri, které disponuji ii¢innym mecha-
nizmem pro infekci eukaryotickych bunék a pfenos vlastniho genetického materialu plazma-
tickou membranou. Obzvlasté vyhodné jsou retroviry, protoZe v infikované buiice dochazi
ke kopirovani jejich RNA genomu do sekvence DNA zpétnou transkripci a vznikla molekula
DNA se uinné a stabiln€ integruje do genomu hostitelské buiiky. Byly proto konstruoviny
retrovirové vektory obsahujici retrovirové sekvence za¢lenéné do bakteridlniho plazmidu. Do
virovych sekvenci plazmidu je pak mozZno pfenést studovanou DNA, prostfednictvim trans-
formovanych bakterii nalézt a pomnozit rekombinantni plazmidy a pouZit je pro transfekci
pomocnych Zivoidnych bunék v kultufe. Cizorodou DNA pfijme jen mald &ast populace
bunék, ale tyto transfekované buiiky budou tvofit rekombinantni retroviry nesouci studova-
nou DNA. Vzniklé viriony se mohou pouZit pro infekci vlastnich cilovych bunék, ve kterych
dojde vzhledem k Zivotnimu cyklu retroviru k za¢lenéni virového genomu v podobé DNA
vetné studované sekvence do genomu a vytvofeni rekombinantniho proviru (obr. 75).

PouZiti retrovirti jako vektoril pro pfenos genetického materialu pfedstavuje velmi
efektivni zptisob spolehlivé a stabilni exprese transgenu, ktery se udrZuje i v potomstvu hos-
titelské builky. Nevyhodou vyuZiti retrovirli pfi pfenosu DNA do bun&k je nedostate¢na
ucinnost infekce nedélicich se bunék, tj. napf. nervovych buné&k. Navic retroviry, mezi které
patfi napfiklad HIV, zahrmuji vyznamné patogeny, které u Zivo€ichi i ¢lovéka mohou zpiiso-
bovat nékteré typy rakoviny. PouZivané retrovirové vektory jsou samoziejmé upraveny tak,
aby nemély tyto nezadouci G€inky, ale jejich Siroké pouziti pro ucely genové terapie vyzadu-
je velmi podrobné analyzy a kontroly, aby byla eliminovana rizika jejich neZadoucich modi-
fikaci napf. po interakci s pfirozené se vyskytujicimi retroviry.

Kromé retroviri se pro pienos genti do mysi pouzivaji také postupy vyuZivajici my-
Sich embryonalnich kmenovych (,,embryonal stem* — ES) bunék. Tyto buiiky jsou odvozeny
z ranych mysich embryi (blastocyst), Ize je udrZovat v kultufe a opét pfenést do ranych my-
Sich embryi, kde se zapoji do normalni tvorby tkani. Princip metody spodiva v tom, Ze se tyto
buriky v kultufe podrobi transfekci, provede se selekce stabilnich transfektantil, ve kterych
doslo k zatlenéni cizorodé DNA do genomu rekombinaci a tyto buiiky se nasledné injekci
pfenesou zpét do recipientni blastocysty, kde se po pfenosu do bfezi samice zapoji do pfiro-
zenych vyvojovych procesti (obr. 76). Cast potomstva pak bude obsahovat buitky odvozené
od pozménénych kmenovych bunék a zaroveni buiitky pochazejici z norméalnich bun&k blasto-
cysty. Tyto mys$i, které pfedstavuji smés dvou rtiznych bunéénych typi, se oznaéuji jako



114

TRANSGENIKA

izolace quu:mbi_haﬁt_nihé
plazmidu z E.coli

“LF -

inzert DNA

=
s
prenos DNA do Zivocigne
bufiky transfekeci

nékteré bufiky pfijmou DNA
a tvofi rekombinantni virové éastice

rEEumhmantni retrwimvé ﬁstk;a
nemu m;dmannu DNA i

i:ln Hmﬁvuvan?
EE hunék

ES bufiky nesouei =~
sekvence plazmidu i,
v chromozomalni DNA

injekce transfekovanych
ES bunék do mysi blastocysty

blastocysta

do bfezi samice

Obr. 75 Pouziti retrovirovych vektori pro pienos
cizorodych genli do ZivociSnych bunék

Obr. 76 Vyuziti transfekovanych embryonalnich
kmenovych (ES) bunék pro pfenos ci-

zorodého genu do mysi. Pokud se
transgen zacleni do zarodeénych bunék
lze kfizenim chimérickych my$i ziskat
my§i transgenni.



115
TRANSGENIK A

mySi chimérické. V nékterych z nich mohou byt buiiky pochazejici z transfekovanych kme-
novych bunék zaélenény do zarodecné linie. Kfizenim takovychto mysi vznika potomstvo,
které dany transgen stabilné udrzuje ve svém genomu,

Mezi biologické transfekéni postupy patii prenosy DNA do rostlinnych bun&k pro-
sttednictvim bakterie Agrobacterium tumefaciens. Tato bakterie vyvolava tvorbu nidoril na
télech rostlin. Patologicke u¢inky A. tumefaciens souvisi s pfitomnosti plazmidu oznadova-
ného jako Ti plazmid (,,tumor-inducing*), ktery je po svém pfenosu z bakterie do rostlinnych
bunék schopen vyvolat tvorbu nadoru, Za tento ucinek zodpovida ¢ast plazmidu oznatovana
jako T-DNA, ktera se integruje do chromozomu rostlinné buriky. Pokud se do T-DNA zaéle-
ni Zadana nukleotidova sekvence, dojde k jejimu pfenosu do rostlinnych bunék. Pfirozeng se
vyskytujici Ti plazmidy jsou v8ak piili§ velké (vice nez 200 kb) a proto nejsou vhodné pro
klonovaci ugely. Tento problém vSak lze vyfesit pomoci tzv. binarniho vektorového systému,
ktery vyuZiva dvou plazmidi. Prvnim je maly pomocny plazmid E. coli, ktery nese &ast
T-DNA Ti plazmidu. Do sekvence T-DNA tohoto plazmidu se klonuje Zadany gen a rekom-
binantni plazmid se po pomnoZeni v buiikach E. coli pfenese konjugaci do bunék 4. fumefa-
ciens, v nichZ je pfitomen druhy plazmid. Tento plazmid je derivatem Ti-plazmidu s odstra-
nénou T-DNA, ale schopny navodit pfenos T-DNA (véetné klonovaného genu) z prvniho
plazmidu do rostlinné buriky.

SELEKCNI SYSTEMY ZIVOCISNYCH BUNEK. Pro analyzu funkce a exprese
transfekovanych geni je obvykle nezbytné dosahnout stabilni integrace transfekéni DNA do
genomu hostitelské buiiky. Po vstupu do buiiky je transfekéni DNA &asteéné pienesena
z cytoplazmy do jadra. Podle typu buitkky mize az 80 % bun&k v populaci pfechodn& expri-
movat transfekovany gen. B&hem prvnich nékolika hodin po transfekci prochazi cizorodé
molekuly DNA procesy nehomologni intermolekularni rekombinace a ligace, které vedou
k tvorbé konkatemert a k pfipadné integraci do chromozomu buiiky. ProtoZe pravdépodob-
nost pfijmu DNA buiikou, jeji integrace do chromozomu a exprese je velmi nizka, je ziskani
stabilnich transfektantli obvykle podminéno selekci bunék, které ziskaly novy fenotyp. Pro
za]15t€ni moZnosti selekce transfektantd se transfek¢ni smés obohacuje o DNA, ktera hosti-
telské buiice zajistuje rezistenci na urCité antibiotikum. Buiiky transfekované touto pomoc-
nou DNA exprimujici pfisludny selekéni marker obvykle exprimuji i testovany gen pfitomny
v transfek¢ni smési a to 1 pfesto, Ze ob& kodujici sekvence mohou byt neseny dvéma samo-
statnymi molekulami DNA.

Plivodni selekéni systémy vyvinuté v 70. letech 20. stoleti byly zaloZeny na principu
obnoveni porusenych metabolickych drah v bufice. Prvnim genem, ktery se pouzival pro
zajiSténi selekce transfekovanych sav&ich bunék byl gen kodujici tymidinkinazu (TK) viru
herpes simplex. Mutantni buiiky s inaktivni tymidinkinazou byly transfekovany genem HSV-
-TK a ziskaly tak schopnost ristu na selekénim médiu obsahujicim aminopterin. TK kataly-
zuje jednu z reakci alternativni drahy syntézy dTTP z tymidinu. Za normalnich podminek
tento enzym neni pro rist bunék nezbytny, protoze buiiky obvykle syntetizuji dTTP z dCDP.
AvSak buiky rostouci za pfitomnosti aminopterinu nemohou tuto obvyklou drahu syntézy
dTTP pouzivat a jsou tak zavislé na pfitomnosti funkéni tymidinkinazy. Buiiky TK™ mohou
v mediu obsahujicim aminopterin rist pouze tehdy, jestlize doslo k uspé&sne stabilni transfek-
ci a expresi cizorodého genu kodujiciho TK, ktery byl pfitomen v transfekéni smési. Slabi-
nou tohoto pfistupu vSak byla nutnost pfipravy TK® variant kazdé bunééné linie urlené
k transfekci. V dalsich letech se proto vyzkum zaméfil na zavedeni novych selekénich sys-
temu a vedl k objeviim dominantnich selekénich markerii, které transfekovanym buiikam
umozitovaly rust za pfitomnosti antibiotik. Mezi tyto novéjsi selekéni markery patfi napf.
aminoglykosid fosfotranferaza (poskytujici rezistenci na G418 nebo neomycin), hygromycin-
B fosfotransferaza (poskytujici rezistenci na hygromycin B), xantin-guanin fosforibozyl-
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transferaza (poskytujici rezistenci na kyselinu mykofenolovou a aminopterin) a puromycin-
N-acetyl transferaza (poskytujici rezistenci na puromycin).

Nejcéastéji pouzivanym selekénim €inidlem pfi stabilnich transfekcich je aminoglyko-
sidové anatibiotikum G418, které je svou strukturou pfibuzné neomycinu, gentamycinu a

kanamycinu. G418 na buiiky piisobi tak, Ze naruSuje funkci ribozomii a tak blokuje proteo-
syntézu. Bakterialni enzym aminoglykosid fosfotransferaza, pozménuje G418 do netoxickeé
formy.

Hygromycin B je antibiotikum, které syntetizuji bakterie Strepromyces hygrosco-
picus. Jeho mechanizmus u¢inku spo¢iva rovnéZ v inhibici proteosyntézy jak prokaryotic-
kych, tak eukaryotickych buné€k, kterou vyvolava zablokovanim translokace. Inaktivaci
hygromycinu B zajiStuje enzym hygromycin B fosfotransferaza, ktery je rovnéZ bakterialni-
ho plvodu.

Metotrexat je analogem dihydrofolatu, ktery G€inné inhibuje jeden z enzymil nutnych
pro biosyntézu purinii — dihydrofolatreduktdzu (DHFR). ZvySujici se hladina metotrexatu
mizZe vest k amplifikaci genu kodujictho DHFR s adekvatnim zvySenim jeho exprese. Tento
systém je proto velmi uinny prostfedkem pro zvySeni poétu kopii souc¢asné transfekovanych
genil.

Kyselina mykofenolova specificky inhibuje inosinat dehydrogenazu, tj. enzym, ktery
katalyzuje pfeménu inosinmonofosfatu na xantinmonofosfat (XMP), coZ je jeden z kroki
biosyntézy guanosinmonofosfatu. Tento blok lze uvolnit za pfedpokladu, Ze builky maji
k dispozici xantin a funk¢éni produkt genu gpt E. coli kodujici enzym xantin-guanin fosfori-
bozyltransferazu, ktery konvertuje xantin na XMP. Gen gpt lze proto pouZit za pfitomnosti
kysliny mykofenolové jako dominantni selekéni marker transfekovanych savéich bunék.
Utinnost selekce lze je§té zvysit pfidanim aminopterinu, ktery blokuje endogenni dréhu
biosyntézy purinil.

Puromycin, jako analog aminoacyl RNA, zpiisobuje pfedtasné ukonleni syntézy
aminokyselinovych fetézcl a plisobi tedy jako inhibitor proteosyntézy. Inhibice puromycinu
lze dosahnout jeho acetylaci, kterou zajiSt'uje puromycin-N-acetyl transferaza.

2. Cilené zasahy do genové exprese

Expresi genil 1ze ovlivnit mnoha rliznymi zplsoby, které 1ze rozdélit na pfistupy gene-
ticke a epigenetické podle toho, zda jsou, nebo nejsou zaloZeny na zasahu do primarni struk-
tury DNA. Genetickymi pfistupy lze posilit a nebo naopak oslabit, pfipadné iplné eliminovat
expresi uréiteho genu napf. tim, Ze se pfenosem cizorodého genu (tzv. transgenu) s vlastnim
promotorem stabilné obohati genetickd vybava dané buiiky i organizmu nebo se gen zmé-
nou struktury kodujici nebo regulagni sekvence &aste¢né nebo uplné vyfadi z funkce. Epige-
netickymi pfistupy lze rovnéz dosahnout zmé&ny genové exprese, a to bud’ ovlivnénim struk-
tury chromatinu, zménou urovné metylace DNA nebo zasahy do procesu genové exprese
regulaci stability transkriptu, na turovni translace nebo na urovni regulace funkce proteinové-
ho produktu. V pfedchozi Casti této kapitoly jsme se vénovali metodickym pfistuplim pro
pienos cizorodé DNA do bunék, které predstavuji genetické zasahy do genové exprese. V na-
sledujici ¢ast1 se zamé&fime na pfistupy epigenetickeé.

METYLACE DNA. Jako metylace DNA se ozna¢uje DNA metyltransferazami kata-
lyzované pfipojeni metylové skupiny na C5 uhlik cytozinu, které vede k vzniku 5-metyl
cytozinu v dinukleotidech CpG. Donorem metylové skupiny je S-adenosyl-L-methionin.
Metylaci je v genomu obratlovcli modifikovano 60-90 % viech CpG. Nemetylované
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sekvence CpG jsou zastoupeny v tzv. CpG ostrovech, které se nachazeji v oblastech promo-
tort. Hypermetylace t€chto sekvenci zpiisobuje zastaveni pfepisu pfislusnych genii napf. tim,
Ze znemozni navazani transkripCnich faktorli na cilova mista v DNA. Reaktivace exprese
geni umléenych metylaci 1ze dosdhnout plisobenim inhibitori metylace DNA. Mezi znama
demetyla¢ni ¢inidla patfi napf. 5-azacytidin, jeho analog 5-aza-2’-deoxycytidin nebo nové
objeveny zebularin. Tyto nukleosidové analogy inhibuji metylaci DNA tim, Ze tvofi kova-
lentni vazbu s DNA metyltransferdzou a tak omezuji jeji aktivitu. Demetyla¢ni &inidla se
pouZivaji pfi reaktivaci genové exprese pfi 1é€b& nékterych nadorovych onemocnéni.

ACETYLACE HISTONU. Jako acetylace histonti se oznaduje pfenesent acetylové
skupiny z acetylkoenzymu A na lyzin, ktery je soudasti N-koncové &asti histonil. Acetylace
histonil je katalyzovana histonovymi acetyltransferazami (HAT), deacetylaci histond kataly-
zuji histonove deacetylazy (HDAC). Aktualni urovefi acetylace histontl je vysledkem oka-
mZitého vychyleni rovnovahy mezi t¢mito opa&n& piisobicimi enzymovymi aktivitami. Uro-
vefl acetylace histonil ovliviluje strukturu chromatinu. Odstranénim acetylové skupiny ziska
lyzin pozitivni naboj, kterym zvysi afinitu k polyaniontu DNA a vznikd kompaktni chroma-
tin, ktery neni pfistupny transkripci. Acetylované histony jsou proto spjaty s transkrip&ng
aktivnim chromatinem, zatimco deacetylované histony se nachazeji v inaktivnim chromatinu
a podileji se na potlafeni transkripce. Zasahy do tirovné acetylace histonii se proto mohou
projevit zménou urovné genové exprese. V terapii nadorovych onemocnéni nachazeji uplat-
néni inhibitory HDAC, protoZe v té€chto buiikach byva rovnovaha mezi aktivitami HAT a
HDAC Casto naruSena ve prospéch HDAC, coZ se projevuje napi. umléenim exprese dilezi-
tych nadorovych supresorovych genii. Inhibitory HDAC se podle chemické struktury déli na
derivaty kyseliny hydroxamové (trichostatin A, pyroxamid, oxamftalin, scriptaid), mastné
kyseliny (butyrat sodny, fenylbutyrat), cyklické peptidy (depsipeptid, apicidin) nebo benza-
midy (MS-275). Nékter¢ inhibitory HDAC brani deacetylaci histonil pfimou vazbou na
HDAC (napf. trichostatin A), u jinych neni mechanizmus inhibice dosud popsan.

PROTISMYSLNE NUKLEOVE KYSELINY. Do epigenetickych pfistupii regula-
ce genove exprese patii také vyuZiti protismyslnych nukleovych kyselin, které jsou zaloZeny
na sekvenéné specifické hybridizaci nukleovych kyselin pro eliminaci specifickych tran-
skriptll a dosaZeni cileného potladeni jejich translace. Tohoto cile miiZe byt dosaZeno napt.
protismysinymi oligonukleotidy, protismyslnou RNA, ribozymy, DNAzymy, ndvnadovymi
oligonukleotidy nebo RNA interferenci.

Protismysiné oligonukleotidy jsou sekvence DNA nebo peptidové nukleové kyseli-
ny (PNA) dlouhé 6-30 nukleotidii, jejichZ inhibi¢ni u¢inek na genovou expresi vyplyva
z vazby na komplementarni sekvenci mRNA. Jsou popsany dva mechanizmy, kterymi pro-
tismysIné oligonukleotidy inhibuji genovou expresi: bud’ spousti degradaci pfisluiné mRNA
bunélnou RNazou H nebo brani jeji translaci. Protismysiné oligonukleotidy snadno podléhaji
degradaci nukleazami, a proto byly vytvofeny jejich rlizné modifikované varianty s cilem
dosdhnout zvyseni stability. Nejpouzivangjiimi variantami oligonukleotidd jsou fosforothi-
oaty, které jsou odolnéjsi k exonukleazam i endonukleazam. Dalsimi analogy jsou metylfos-
fonaty, fosfoamidové analogy a PNA. PNA je synteticky analog DNA, u kterého je cukr-
fosfiatovd kostra nahrazena pseudopeptidovou kostrou sloZenou z monomerii N-(2-amino-
etyl) glycinu, ke kterym jsou pfipojeny dusikaté baze. PNA jsou odolné k nukledzam a pro-
teazam a ve srovnani s jinymi oligonukleotidy vykazuji vyssi specifitu a vysokou afinitu
k RNA. PNA nemaiji elektricky naboj a na komplementarni nukleové kyseliny se vaZou Wat-
son-Crickovym parovanim bazi pevnéji nez DNA nebo RNA. PNA, stejné jako nékteré dalsi
modifikované oligonukleotidy typu metylsulfonatii, neaktivuji RNazu H a potlauji genovou
expresi pouze tim, Ze blokuji translaci daného transkriptu.
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Protismyslné RNA jsou piepisy tzv. protismyslnych genil, kieré jsou do bunék pie-
neseny expresnimi vektory. Na rozdil od protismyslnych oligonukleotiddl, ktereé buiiky nej-
astéji pohleuji endocytozou, vznikaji protismyslné RNA az v cilovych bufikach transfeko-
vanych expresnim vektorem obsahujicim pod kontrolou promotoru obracené orientovanou
cDNA. Protismyslna RNA je tedy komplementarni k mRNA, ktera vznikla pfepisem cilove-
ho endogenu. Vznikly duplex RNA nemuze byt podroben translaci.

Mezi katalytické nukleové kyseliny patfi ribozymy a DNAzymy. Ribozymy jsou
malé molekuly RNA, které katalyzuji reakce ovlivilujici cukr-fosfatovou kostru nukleové
kyseliny. Pro zasahy do genové exprese jsou nejdiilezit€jsi ty katalytické nukleové kyseliny,
které katalyzuji Stépeni mRNA. Specifické rozeznani substratu zajistuje parovani bazi mezi
sekvencemi ohrani¢ujicimi cilovou fosfodiesterovu vazbu mRNA a sekvencemi ribozymu,
které sousedi s jeho katalytickym jadrem, Po vazbé na cilovou sekvenci, jejim rozsit€peni a
degradaci dojde k uvolnéni enzymu, ktery miize hybridizovat s daldi molekulou mRNA ob-
sahujici stejnou cilovou sekvenci. Tento cyklus vazby a Stépeni se opakuje mnohokrat, do-
kud enzym neni sam degradovan. Vzhledem k tomu postatuje pro degradaci dane mRNA
v bufice relativn® nizka koncentrace enzymu. DNAzymy jsou jednofetézcové molekuly
DNA, které se skladaji z vazebnych ramen dlouhych 7-8 nukleotidii a katalytické domeény
sloZené z 15 nukleotidii. DNAzymy mohou §tépit jakoukoliv mRNA mezi purinovou a pyri-
midinovou bazi, jsou odoln&j§i k nukledzam neZ ribozymy, ale jsou pon€kud méné aktivni.

Navnadové (,,decoy*) oligonukleotidy jsou kritké sekvence DNA nebo PNA, které
odpovidaji ur¢itému endogennimu cis-elementu pfitomnému v regulagni oblasti genu, jehoZ
expresi chceme ovlivnit. Tim, Ze tyto sekvence napodobuji vazebné misto na DNA pro dany
transkripéni faktor, vyvolavaji kompetici mezi endogennim cis-elementem a navnadovym
oligonukleotidem. Navnadove oligonukleotidy proto blokuji vazbu transkripéniho faktoru na
promotory cilovych genil, coZ se projevi inhibici jejich aktivity. Terapeutické vyuZiti t€chto
oligonukleotidl viak komplikuji nezadouci vedlejsi ucinky, které vyplyvaji z potlateni funk-
ce transkrip&nich faktorti nutnych pro normalni fyziologické procesy a z interference s jiny-
mi proteiny. Dal§i problém pfedstavuje toxicita a imunogenita nékterych modifikovanych
oligonukleotidd.

RNA interference pfedstavuje dal$i mechanizmus, kterym lze dosahnout posttran-
skripéniho oslabeni genové exprese. Podobné jako v pfedchozich pfipadech vyuziva se 1 pfi
RNA interferenci dvoufetézcové RNA, jejiZ sekvence odpovida struktufe cileného transkrip-
tu. Pfitomnost této dvoufetézcové RNA v buiikdch je obvykle diisledkem transkripce piislus-
né DNA, ktera se pfipravi manipulaci in vitro, ligaci se spoji s expresnim plazmidovym vek-
torem a do bun&k se pfenese transfekci. Transkripci vznika jednofetézcova molekula RNA,
ktera se vSak vzhledem k pfitomnosti autokomplementarnich sekvenci sklada do podoby
dvoufetézcové vlasenky. Tuto strukturu rozeznava nukleiza rodiny RNaz III zvana ,,Dicer” a
$t&pi ji na kratké fragmenty o velikosti 21-23 nukleotidl, které se oznatuji jako siRNA
(,,small interfering RNA“). V dalsim kroku se pak siRNA vazou na nukleazovy komplex
oznatovany jako RISC (,,RNA-induced silencing complex*). Jeho soutasti je helikaza, ktera
pravdépodobné oba fetézce duplexu siRNA odviji a jeden z nich — protismyslny fetézec
siRNA navadi aktivovany komplex RISC ke komplementarni cilové mRNA, ktera je nasled-
n& rozitépena. Nevyhodou RNA interference je, Ze neni zcela spemﬁcka pro ur€ity gen, ale
miZze ovlivnit 1 E}{pl'ﬂﬂl genil piibuznych. Cilené zasahy do genové exprese mechanizmem
RNA interference jsou v sou¢asné dobé velmi popularni.

Dalsi pistupy zaméfené na ovlivnéni genové exprese in vivo se zaméfuji na jeji po-
sledni stadium, tj. ovlivnéni aktivity jiZ syntetizovanych proteinti. Specifické zablokovani
funkce ur¢itého bun&&ného proteinu lze dosdhnout napt. pfenosem p¥islusné protilatky do
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builky elektroporaci. Jiného mechanizmu vyuZivaji metody zaloZené na principu domi-
nantni negativity. Inhibice aktivity normalniho funkéniho proteinu lze dosahnout tehdy,
pokud se jeho podjednotky smisi s mutantnimi polypeptidovymi podjednotkami, které zméni
jeho konformaci do neaktivni podoby. Postupuje se napf. tak, Ze se do bunék transfekci pie-
nese zkracena varianta genu, jehoZ funkci chceme eliminovat. Nadbytek mutantniho proteinu
zpusobi inhibici jeho endogenni funkéni formy, i za jeji soucasné pfitomnosti v burikach, a
proto se tento mechanizmus ozna¢uje jako dominantné-negativni. Pfikladem pouZiti domi-
nantné negativniho pfistupu je inhibice transkripnich faktoru kontrolovanych hormony,
jejichz funkce je zavisla na tvorbé dimerti. Za pfitomnosti nadbytku zkracenych variant toho-
to proteinu lze dosdhnout u¢inné inhibice tvorby funk&nich dimerii a tak cilené eliminovat
funkci zvoleného proteinu.






VIil. Analyza genové exprese

Proces exprese genl lze rozdélit do dvou hlavnich fazi: transkripce (tj. pfepisu DNA
do RNA) a translace (tj. tvorby proteinu nebo polypeptidu podle templatu mRNA). Pro uéely
této kapitoly budeme piedpokladat, Ze vznik polypeptidového fetézce je finalnim produktem
genoveé exprese. Zameéme zanedbame posttranslaéni modifikace, jako skladani polypeptidi
do spravne konformace, navazani specifickych skupin, apod., jejichZ analyza vyzaduje spe-
cialni testy aktivity proteinu.

Prvni metody zaméfené na studium genove exprese sledovaly pfitomnost ur€ité mole-
kuly RNA nebo specifického proteinu v buiikach. Pozdé&ji se objevily nové metody, které
umoZiiovaly komplexné studovat cele soubory produktu genove exprese. Zavedeni soucas-
nych pokroéilych metod si dokonce vynutilo i zmény v terminologii. Uplny soubor transkrip-
ti ur€ité buriky, tkané nebo organizmu v daném ¢ase se oznacuje jako transkriptom (podle
analogie s terminem genom, ktery oznacuje uplny soubor geneticke informace). Srovnavaci
studie transkriptii se proto nazyva transkriptomika. Uplny soubor proteint pfitomnych
v bufice, tkani nebo organizmu v daném okamzZiku se nazyva proteom a srovnavaci analyza
kompletni sady proteini bufiky se nazyva proteomika. V nasledujici ¢asti budou popsany
metody studia mRNA a proteinli. Nejprve se zaméfime na metody analyzy produkti jednot-
livych genti a v dalsi ¢asti na sloZitéj8i pfistupy.

1.  Studium transkripce

Metody zaméfenc na studium transkripce muZzeme rozdélit na metody analyzujici
mnozstvi ur€iteho transkriptu pfitomného ve studovaném vzorku v daném ¢&ase a na metody,
kterymi se stanovuje transkripéni aktivita spojena s danym genem. Pfi jakémkoli méfeni
hladiny mRNA v bufice je tfeba mit v patrnosti dvé omezeni: (1) mnozZstvi ur¢ité molekuly
mRNA v buiice je v daném okamziku nejen diisledkem transkripéni aktivity pfislusného
genu, ale také miry stability transkriptu. Gen, ktery je transkribovéan relativné slabg, ale jeho
transkript je stabilni, miize poskytnout v daném okamziku vé&t$i mnozstvi mRNA neZ gen,
ktery je transkribovan aktivnéji, ale poskytuje nestabilni transkript; (2) mnoZstvi mRNA
nemusi nutné korelovat s mnoZstvim jejiho proteinového produktu, protoZe u¢innost transla-
ce muze vyznamné kolisat.

NORTHERNOVY PRENOS. Nejstarsi metody detekce specifické mRNA jsou za-
loZeny na jeji hybridizaci se specifickymi znalenymi sondami. Nejb&Znéjsi z nich se oznacu-
je jako northernovy pfenos. Northernovy pfenos zahrnuje elektroforetickou separaci molekul
RNA purifikovanych z bungk, jejich naslednou imobilizaci na membrané a hybridizaci se
specifickou sondou (obr. 77). Tento postup umozZiiuje detekovat piitomnost specifické
mRNA a odhadnout jeji velikost za pfedpokladu, Ze sonda je dostateéné specificka. Jestlize
provedeme peclivou kalibraci, napf. na zakladé¢ srovnani se silou hybridiza¢niho signalu
pomocneho genu o znamé urovni exprese, miZeme northernovym pienosem ziskat informaci
o relativni tirovni exprese dané¢ho genu (pfesnéji o relativnim mnoZstvi daného transkriptu)
v bufice. Napf. z obr. 77 je zfejmé, Ze vzorek B poskytl slabsi signal nez vzorek A, protoZe
ve vzorku B je pfitomno mnohem méné specifické mRNA neZ ve vzorku A. Tento zavér
viak miiZeme ucinit pouze za piedpokladu, Ze niz§i droveii signalu neni disledkem zvySené
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degradace mRNA ve vzorku B. Ve vzorku C nebyla exprese daného genu zaznamenana
viibec, vzorek D obsahuje hledané sekvence na dvou riznych molekuldch mRNA.
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Obr. 77 Northernovy pfenos

Technika northernového pfenosu ma dvé hlavni slabiny, které omezuji jeho pouZiti:
(1) poskytuje moznost posoudit pouze relativni intenzitu signalu, ale nemiZe poskytnout
udaje o absolutnim mnozZstvi dané mRNA,; (2) citlivost metody neni vysoka a vyzaduje pou-
Ziti pom&€mé vysokych mnoZstvi RNA (obvykle alespoil 1 mikrogram mRNA nebo 10 mik-
rogrami celkové RNA). Ziskani takovych mnoZstvi vychoziho materidlu nemusi byt vZdy
snadné. Napf. pokud studujeme expresi specifickych genii v patogenni bakterii, ktera roste
v infikovaném organizmu nebo chceme studovat mRNA izolovanou z materidlu ziskaného
biopsii, muzZe byt velmi obtiZné ziskat dostate¢né mnozstvi mRNA pro provedeni northerno-
vého pfenosu.

Vyhodou northernového pfenosu je (1) niZdi riziko vzniku faleSnych artefakti neZ
u metod zaloZenych na PCR; (2) moZnost urteni velikosti specifického transkriptu a uréeni
pfitomnosti rliznych transkriptii daného genu. Napf. na obr. 77 vidime u vzorku D pfitomnost
transkriptu o niZ$i molekulové hmotnosti neZ u vzorki A a B. Pravé tento fakt je velmi diile-
zity, vezmeme-li v iivahu, Ze z vysledki analyzy lidského genomu vyplyva, Ze podet genll je
podstatn€ niZ8i nez poCet genovych produktll. Toto pozorovani lze vysvétlit existenci alterna-
tivniho sestfihu, ktery se uplatiiuje pfi zpracovani transkripti mnohych genli. Mezi diilezité
techniky, které analyzu alternativniho sestfihu umoziluji, patfi pravé northernovy pfenos.

TEST OCHRANY PRED UCINKEM RNAZY (,RNASE PROTECTION
ASSAY*, RPA). Zatimco hybridizace se u northernového pfenosu provadi na filtru (mem-
brang), test ochrany pfed RNazami je zaloZen na hybridizaci v roztoku. Jeho smyslem je
identifikace urCité molekuly RNA ve smési rliznych molekul RNA izolovanych z daného
biologického vzorku. Jako sonda se pouZiva zna¢ena RNA v protismysiné orientaci. Tento
typ sondy miiZe byt jednoduse pfipraven prostfednictvim plazmidovych klonovacich vekto-
rii, napf. typu pGEM, které obsahuji vazebna mista pro RNA-polymerazy (T3, T7 a/nebo
SP6). V pfikladé znazornéném na obr. 78 byl gen (pfipadné jen jeho &ast) zaélenén do vekto-
ru mezi dva opacné orientované promotory. Po pfidini RNA-polymerazy T7 a substratl
(NTP) bude vznikat normalni kédujici transkript daného genu. ProtoZe tento gen je zaroverfi
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v obracené orientaci vzhledem k promotoru SP6, bude jej RNA-polymeraza SP6 piepisovat
v opa¢ném sméru, tj. bude kopirovat druhy fetézec DNA za vzniku protismysiného (,,anti-
sense”) transkriptu, ktery nebude mit kodujici funkci. Produkty transkripce téhoz genu RNA-
-polymerazou T7 a RNA-polymerizou SP6 budou komplementarni a schopné vzajemné
hybridizace.

Obr. 78 Tvorba normalni a , protismyslné” RNA obousmémou transkripci sekvence DNA

Po prfidani znacené sondy RNA, do vzorku viech molekul mRNA izolovanych z bu-
nék, dojde k hybridizaci a tvorbé dvouietézcové RNA pouze mezi sondou a komplementarni
hledanou sekvenci. Nespecifické molekuly mRNA zistanou v jednofetézcoveé podobé. Na-
sledné lze v8echny jednofetézcové mRNA rozloZit RNazou, zatimco dvoufetézcové hybridni
molekuly RNA budou pfed u¢inkem RNazy chranény (obr. 79). Po dokon¢eni Stépeni RNa-
zou se hybridiza¢ni smés nanese na polyakrylamidovy gel, ktery se po elektroforéze vysusi a
piiloZi k citlivé vrstvé filmu, kde se pfitomnost zna¢ené sondy navazané na cilovou sekvenci
zviditelni.

Obr. 79 Test ochrany pied uc¢inkem RNazy
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Popsanad metoda ma n&které vyhody ve srovnani s northernovym pfenosem. Je citli-
v&j§i a umozituje ziskat alespoi pfibliznou pfedstavu o relativnim zastoupeni dané molekuly
ve vzorku. Navic toleruje &aste¢nou degradaci vzorkii RNA, protoZe pro usp&3nou hybridiza-
ci postatuje, aby jen Cast molekul RNA bylo intaktnich. Z jiného hlediska je tato vyhoda
zaroveit nevyhodou, protoze na rozdil od northernového pfenosu tento test neumoziuje urce-
ni velikosti transkriptu. Pohyblivost prouzku, ktery po elektroforéze identifikujeme autoradi-
ografii, je do zna¢né miry ovlivnén velikosti sondy. Dalsi nevyhodou je, Ze piiprava sondy je
pracn&jsi neZ u northernového pfenosu. Pfes tyto nevyhody je tato metoda velmi atraktivmi
pro studium exprese ur€itych geni.

REVERZNE TRANSKRIPCNI POLYMERAZOVA RETEZOVA REAKCE
(RT-PCR). Mnohem citlivéjsi pfistup detekce specifickych molekul mRNA je zalozen na
vyuziti polymerézové fetézové reakce (kapitola VI) ve varianté, ktera umoziiuje jejich speci-
fickou amplifikaci. Vzhledem k tomu, Ze tento pfistup vyZaduje kopirovani mRNA do cDNA
zpétnou (reverzni) transkriptdzou, oznaluje se jako reverzné trankriptni PCR (RT-PCR).
Citlivost této metody je tak vysoka, Ze umoziiuje detekci specifické mRNA v jediné buiice.
Pravé v moZnosti detekce takovych molekul mRNA, které se v buiice vyskytuji ve velmi
nizkych hladinach a v moZnosti analyzy genové exprese u bunék, které je obtizné ziskat ve
vétdich podtech, spodiva hlavni vyhoda této metody. Vysoka citlivost RT-PCR v3ak piinasi
jest& dalsi vyhody. Pokud nas zajima tkafiové specificka exprese nebo exprese genil v buil-
kach za riznych fyziologickych podminek, je potfeba zajistit, aby v8echny buiiky, ze kterych
extrahujeme mRNA, exprimovaly stejny soubor genii. V pfipadé northernového pienosu
musime pracovat s relativné velkym mnozZstvim mRNA extrahovanym z velkého pottu bu-
nék a tato buné&&na populace miize byt heterogenni. RT-PCR vyZaduje mnohem méné mRNA
a tim také niZ8i poet bunék, Je proto pravdépodobnéjsi, Ze viechny buiiky jsou v obdobném
fyziologickém stavu a ziskané profily genové transkripce budou vice odpovidat realité.

Konvenéni RT-PCR ma sva omezeni. Patfi mezi né obtiZnost ziskani kvantitativnich
udajii o G&innosti transkripce. Nelze ziskat spolehlivé vysledky jednoduchou amplifikaci
templatu a méfenim mnoZstvi ziskaného produktu, protoZe neexistuje jednoduchy a spolehli-
vy vztah mezi poateénim mnoZstvim templatu a mnoZstvim vytvoreného produktu, pokud
polymerazova fetézovy reakce neprobiha opravdu exponencidlné. Exponencialni prubéh
reakce je naruSen v okamziku, kdy se nedostava nékteré z reagencii. Tento problém lze do
jisté miry pfekonat pfidanim znamého mnozZstvi druhého templatu, ktery je témér stejny jako
templat ptiivodni, amplifikovatelny identickou sadou primert, ale odliSitelny po gelove elek-
troforéze. Obvykle se tento pomocny templat pfipravuje tak, Ze se do plazmidového vektoru
naklonuje produkt PCR a deleci se jeho mala ¢ast odstrani. Pfidinim znamého mnoZstvi
modifikovaného templatu DNA do PCR a porovnanim relativnich mnoZstvi obou vzniklych
amplifikath lze dosahnout mnohem vé&tsi pfesnosti pii kvantifikaci produktu. V praxi viak
tento pfistup byl v posledni dobé& nahrazen presnéjsi a jednodussi metodou PCR v realném
case.

RT-PCR V REALNEM CASE. Jak je zminéno vyse, neni spolehliva korelace mezi
pocateénim mnozstvim templatu a konednym mnozstvi produktu PCR pfi pevném poctu
cykli. Jako spolehlivéjsi se jevi vztah mezi mnoZstvim templatu a pottem amplifikacnich
cyklli nutnych pro vytvofeni detekovatelného produktu. Teoreticky by bylo mozne sestavit
rizné amplifikaéni reakce, zastavit je po rizném poctu cyklia a analyzovat, které reakce po-
skytly detekovatelny produkt. Tento postup by byl pracny a nakladny. Situace by se viak
podstatné zjednodusila, pokud by existoval zpilisob jak detekovat pfitomnost produktu, amz
by se amplifika¢ni reakce musely pferuSovat. Pravé to je zakladem PCR v realném Case.



125
ANALYZA GENOVE EXPRESE

Pro provedeni PCR v realném Case je proto nutné mit zpiisob, jak zjistit pfitomnost
produktu reakce v okamziku jeho vzniku, a nikoliv aZ po zastaveni reakce a provedeni gelo-
ve elektroforézy. Nejjednodussim zplisobem jak tento problém vyfesit je pfidani takového
barviva do smési PCR, které fluoreskuje po navazani na dvoufetézcovou DNA. Tento pfistup
vSak ma sve slabiny spo€ivajici v tvorbé faleSnych signald, jakmile se barvivo navaze na
chybny produkt reakce. Vyssi specifity lze proto dosahnout pouzitim sond, které se vazou
pouze na specificky produkt.

Pokud se PCR provadi ve specialnim pfistroji, ktery nejen umoziiuje provadét cyklic-
ké zmény teplot, ale také detekci fluorescence, lze monitorovat postup PCR v realném &ase —
vznik produktu v prib&hu PCR. Nejprve je templat jednofetézcovy a proto pfistroj nezazna-
mena Zadny signal. Pfi pokracujici amplifikaci se vytvori dvoufetézcovy produkt, ktery emi-
tuje fluorescencni signal (obr. 80). Za pfedpokladu, Ze se vytvori adekvatni mnoZstvi produk-
tu a hladina fluorescence je dostate€na, pristroj signal zachyti, V priib&hu dal3ich cykli se
mira emitované fluorescence bude dale zvySovat, Extrapolaci vzniklé kfivky zp&t k nule 1ze
ur€it pocet cyklil nutnych pro vytvofeni detekovatelného mnozstvi produktu. Tato hodnota,
oznaCovana jako Cr, zavisi na prvotnim mnozstvi templatu: ¢im je vy$8i mnoZstvi prvotniho
templatu, tim je niz8i hodnota Cr. Na obr. 88 vzorek A poskytuje detekovatelny signél po
20 cyklech a jeho hodnota Cr je proto 20. Tomu odpovida vét§i mnozstvi templatu ne?
u vzorkil B (C1=22) a C (C7=25).

Obr. 80 PCR v redlném case

Pf1 srovnavani hladiny mRNA v rlznych vzorcich je tfeba zajistit, aby mnoZstvi
vstupniho materialu (pocet bunék, celkové mnozstvi mRNA) bylo vzdy stejné. Standardizace
podle mnozstvi celkové RNA neni zcela spolehlivé, protoZe obsah ribozomalni RNA v buiice
muze velmi kolisat. NejpfesnéjSim zpilisobem standardizace reakci je pouZiti paralelni
RT-PCR pro amplifikaci pomocného genu, o kterém je znamo, Ze se exprimuje konstitutivng,
nebo alespofi nemé&ni miru své exprese za testovanych podminek. Timto zplisobem pak lze
vymezit rozdily v irovni exprese uréitych genil za riznych podminek. RT-PCR v realném
Case je rovnéz dileZitd metoda pro kvantitativni detekci ur¢itych sekvenci DNA a pro identi-
fikaci specifickych zmén v sekvenci DNA véetné takovych, které maji diagnosticky vyznam
v medicing.
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HYBRIDIZACE IN SITU. Hybridizace in situ pfedstavuje vedle hybridizace prova-
déné v roztoku a na membranach tfeti variantu této metody. Hledana sekvence (DNA nebo
RNA) je v tomto pfipadé imobilizovana uvnitf buiiky v mikroskopickém preparatu. V pfipa-
dé, Ze cilovou sekvenci je DNA, je obvykle smyslem této metody chromozomalni mapovani
gentl. Po hybridizaci zna¢ené sondy s buné¢nymi metafazovymi chromozomy a specifickém
barveni lze sondou lokalizovat hledany gen do ur€ite oblasti uréiteho chromozomu. V pfipa-
dé, Ze cilovou sekvenci je RNA, lze touto metodou napf. identifikovat v tkafiovém Fezu buii-
ky, které aktivné transkribuji ur€ity gen. Hybridizaci in situ lze rovnéZ vyuZit pro detekci
virll. V tomto piipadé je cilem bud’ DNA nebo RNA v zavislosti na typu viru. Northernovy
pfenos, test ochrany pfed RNazou a RT-PCR nam umozZiuji zjistit v jake tkani se exprimuje
dana mRNA. Hybridizaci in situ lze ziskat jeSté pfesnéjsi informaci o tom, ktera buiika ex-
primuje danou mRNA. V tom spoéiva jeji hlavni vyhoda. Naopak nevyhodou této metody je
obtiznost ziskani kvantitativnich udajii o mife exprese daného genu.

TEST PRODLOUZENI PRIMERU ,,PRIMER EXTENSION ASSAY¥. P stu-
diu genove exprese miiZze byt zajimave nejen zjisténi do jaké miry se tvofi specificky tran-
skript, ale také, kde pfesné za¢ina a kon¢i. Analyza 3'-koncii eukaryotickych molekul mRNA
obvykle neni problém. VE&tSina cDNA knihoven se pfipravuje s pouZitim primerd oligo(dT),
které se vazou na poly-A tseky mRNA a tim je zajiSténo, Ze tato ¢ast molekuly mRNA je
pro syntézu cDNA vZdy vyuZita. Naopak 5'-konec mRNA nebyva vidy pfepsan do cDNA.
Zpétna transkripce nemusi probéhnout az na samotmy 5’-konec templatu mRNA. Diivodem
miliZze byt ¢asteéna degradace templatu, pfitomnost sekundarnich struktur nebo proteind,
které RNA vaZou a zastavuji zpétnou transkriptazu. Test prodlouzeni primeru se pouZiva pro
pfesné mapovani 5'-konce mRNA. Ze vzorku tkané nebo suspenze bunék, o kterych je zna-
mo, Ze dany gen u¢inn€ exprimuji, se izoluje mRNA. Ziskand smé&s riiznych molekul mRNA
se smisi s radioaktivné znaCenymi oligonukleotidy s funkci primeru, které jsou specifické pro
studovany transkript a zaroveil komplementarni k oblasti sousedici s 5'-koncem dané sek-
vence. Zpétna transkripce pak zajisti prodlouzeni primeru aZ k samému 5'-konci mRNA, kde
polymeradni reakce automaticky skonéi. Vznikly radioaktivni fetézec cDNA se nanese na
sekvenacni gel, na ktery se v paralelnich drahach nanesou také produkty sekvena&nich reakci
stejncho genu, které vychazeji ze steyného primeru. Timto zplisobem lze identifikovat zaa-
tek transkripce s pfesnosti na jeden nukleotid (obr. 81). Pokud se pouZiji fluorescentni znac¢-
ky, lze popsanou techniku ptizplisobit pro automatické sekvencovani.

2. Srovnani transkriptomu

Metody typu northernového pfenosu jsou vhodné pro srovnini expresnich profili
omezeného po¢tu genil. Proto se northernovy pfenos uspéné pouzival a pouziva pro identi-
fikaci genill v ramei skupiny jiZ dfive znamych kandidatnich geni, které zodpovidaji za urcité
choroby. Obvyklym badatelskym cilem je identifikace (1) gend, které se exprimuji v jednom
organizmu a ne v druhém, (2) gend s tkanové specifickou expresi nebo (3) genti, jejichz
exprese se méni v zavislosti na vnéjSich podminkach. Pro srovnani molekul mRNA expri-
movanych v riznych vzorcich bylo vypracovano nékolik technik, které jsou popsany v na-
sledujicich odstavcich. Tyto metody mohou pomoci zodpovédét nékteré velmi dilezité otaz-
ky, napfiklad urcit, které geny se v riizné mife exprimuji ve zdravé a nemocné tkani a mohou
se podilet na vzniku dane choroby. Nékteré z téchto metod byly pfekonany zavedenim Cipo-
vych hybridiza¢nich technik (DNA-array), ale jiné jsou stale §iroce pouZivany.
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Obr. 81 Uréeni 5'-konce mRNA metodou prodlouZeni primeru

DIFERENCIALNI SKRININK. Nejjednodus$i metodou identifikace geni, které se
exprimuji s odliSnou u¢innosti, je diferenciélm skrinink genové knihovny (obr. 82). Skrinink
se provadi na dvou identickych filtrech, obsahujicich otisky DNA genové knihovny, které
byly ziskiany bud’ opakovanym pfenosem ze stejné misky nebo pfenosem ze dvou stejnych
misek vzniklych ,razitkovanim*, Kazda z téchto identickych knihoven je podrobena skrinin-
ku jinou sondou. Prvni sonda se ptipravi zpétnou transkripci smé&si mRNA izolované z jed-
noho porovnavaného vzorku a druhd se pfipravi stejnym zplisobem z druhého porovnivané-
ho vzorku. Pfitommost radioaktivné znaCenych nukleotidii zajisti, Ze ob& sondy budou
znatené. Klony, které vykazuji po hybridizaci pozitivni signal s jednou, ale ne s druhou
sondou, obsahuji potencialni geny s odliSnou urovni exprese. Tento postup pfedpoklada, Ze
v jednom vzorku specificky transkript neni viibec pfitomen (vzorek A na obr. 82). Takovy



128
ANALYZA GENOVE EXPRESE

piedpoklad v3ak ¢asto neni spravny, protoZe exprese genii obvykle nebyva tplné vypnuta.
Pokud je v jednom vzorku vétsi a ve druhém mensi mnoZstvi dané molekuly mRNA, bude se
po hybridizaci lisit intenzita pfisluSnych skvrn.
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Obr. 82 Diferencialni skrinink genové knihovny

SUBTRAKTIVNI HYBRIDIZACE. Alternativni postup spotiva ve zm&n& sondy,
ze které jsou odstranény sekvence shodné pro oba testované vzorky. Tento postup se nazyva
subtraktivni hybridizace (obr. 83). Srovnavame dva vzorky, z nichZ jeden obsahuje hledany
transkript (tzv. ,tester”) a druhy nikoliv (tzv. ,,driver”). Pfedpokladejme, Ze ,,driver” odpovi-
da nemocnym bufikam a naSim umyslem je nalézt gen, ktery se v té€chto buiikach nemiiZe
exprimovat. ,, Tester* odpovida butikam zdravym. Vlastni postup je moZny v nékolika varian-
tach. V ptikladu znazornéném na obr. 83 je prvnim krokem vytvofeni cDNA podle templatu
mRNA obou vzorkii. cDNA vzorku oznaceného jako ,.driver* se oznaci biotinem (pro pfe-
hlednost je na obr. 83 pouzito koncové znaceni). Vzhledem k tomu, Ze biotin ma silnou afini-
tu k streptavidinu, mohou byt viechny molekuly s navazanym biotinem snadno odstranény.
V daldim kroku se smisi nadbytek cDNA ,.driveru znafené biotinem s cDNA ,.testeru®” a
provede se jejich denaturace a nasledna renaturace. Viechny molekuly cDNA ,testeru®, které
jsou komplementarni cDNA ,,driveru® vytvofi hybridni molekuly, které mohou byt vzhledem
k pfitomnosti biotinem oznafeného fetézce cDNA ,driveru odstranény streptavidinem.
Zaroven se timto krokem odstrani dvoufetézcova DNA vznikla renaturaci fetézcli cDNA
wdriveru®. Smés cDNA, ktera neni oznacena biotinem a ziistava ve vzorku, je obohacena o ty
molekuly cDNA , testeru®, které jsou jedine¢né, tj. nejsou pfitomny v populaci cDNA ,,drive-
ru”. Tuto smés lze nasledné pouzit jako sondu pro skrinink genové knihovny. Nevyhodou
tohoto postupu je, Ze vzacné transkripty, které mohou byt diileZité, pravdépodobné nepo-
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skytnou dostate¢né silny signal, abychom piisluiné geny mohli najit. Vhodnym pfistupem,
ktery tento problém alespori éaste¢né fesi, je vytvofeni subtraktivni knihovny cDNA. V tom-
to pfipadé se prostfednictvim adaptori vklada cDNA ,testeru* do vektoru ligaci. Skrinink
knihovny pak lze provadét opakované, napf. systematickou analyzou vSech klont. Tato me-
toda bylo uspésné pouzita pro identifikaci genii spojenych s uréitymi chorobami. Jeji nevy-
hodou je, Ze vyzaduje relativné velka mnozstvi mRNA. Tuto slabinu &aste¢né odstraiiuji
metody kombinujici pfistupy subtraktivni hybridizace a PCR.
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Obr. 83 Subtraktivni hybridizace

Mezi né patfi technika nazvana ANALYZA REPREZENTATIVNICH ROZDILU
(RDA). U varianty RDA, ktera je ilustrovdana na obr. 84, se nejprve ke konciim cDNA | dri-
veru™ a ,testeru” pfipoji ligaci linkery, které budou pfedstavovat mista pro vazbu primeri pfi
PCR. Po odstranéni piivodnich linkeril z produktu PCR se pouZije jiny par linkeri, ktery se
pfipoji pouze k produktu PCR ,testeru a ne ,,driveru®. Po smiseni a hybridizaci velkého
nadbytku produktu amplifikace ,driveru” s produktem ,testeru budou vznikat hybridni
molekuly z téch jednofetézch (obou vzorki), které jsou vzajemné komplementarni. Pouze
jedine¢né fetézce ,testeru”, které nemohou hybridizovat s nadbytkem DNA ,,driveru budou
tvorit specifické hybridy ,tester-tester”, které lze amplifikovat naslednou PCR, kdy se jako
primery pouziji sekvence komplementarni ke specifickym linkeriim ,.testeru”. Amplifikace
hybridi ,,driver-driver* neni moZna, protoZe templat postrada mista pro vazbu téchto prime-
rit, Hybridni molekuly ,,driver-tester** maji nesparované konce, protoZe linkery byly pfidany
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Obr. 84 Analyza reprezentativnich rozdili

pouze k ,,testeru” a mohou byt odstranény nukleazou specifickou pro jednofetézcovou DNA.
Amplifikace ani téchto molekul polymerazovou fetézovou reakci proto nebude mozna.
DIFERENCIALNI DISPLAY., Diferencialni display je metoda zaloZena na PCR,
kterou lze srovnat dvé populace cDNA. Jeden z primeri je pfipraven tak, aby se vazal na
poly-A konec mRNA a druhy tak, aby se vazal na mRNA ndhodné. Polymerazovou fetézo-
vou reakci provadénou pri velmi nizké pfipojovaci teploté se amplifikuje ¢ast molekul cDNA



131
ANALYZA GENOVE EXPRESE

pfitomnych ve vzorku, které se podrobi elektroforéze v polyakrylamidovém gelu. Pokud se
provedou polymerazové fetézové reakce za stejnych podminek u dvou riznych vzorkd, lze
po elektroforéze nalézt ty druhy cDNA, které se u obou vzorkili vyskytuji v riizné mife, vy-
jmout je z gelu, znovu amplifikovat a sekvencovat. Pokud se jedna o dosud nepopsané sek-
vence, lze identifikaci genu provést skrininkem knihovny nebo technikou RACE (str. 91).

Pritomnost téchto druhti cDNA ve smési amplifikovanych molekul je ndhodna a vy-
plyva ze stupné piibuznosti jeji sekvence se sekvenci primerd, tj. samotnd metoda nezajisti
preferentni amplifikaci transkriptli syntetizovanych ve srovnavanych vzorcich s riiznou
ucinnosti. Proto je tfeba pracovat s riznymi kombinacemi primerti a je malo pravdépodobné,
Ze by tento typ analyzy mohl poskytnou tplny seznam diferencialné exprimovanych gent.
Nicmeéné tato metoda ma své specifické vyhody: vychazi z malého mnozZstvi vychoziho ma-
terialu a nevylu¢uje zachyceni i velmi vzacnych transkriptil. V soucasné dobé se viak &astéji
pouziva RDA nebo technologie DNA ¢&ipi.

METODY ZALOZENE NA TECHNOLOGII DNA CIPU (,DNA MICRO-
ARRAYS*). Techniky typu subtraktivni hybridizace umozZnily hledani produktii geni
s odli¥nou mirou exprese. Castym cilem je nalezeni genu, jehoZ aberantni exprese pFimo
souvisi se vznikem ur¢ité choroby. Northernovy pfenos nebo RT-PCR mohou byt uZite¢né
pf1 studiu exprese jednoho nebo né€kolika malo genil spliiujicich dana kritéria, ale tyto meto-
dy nejsou vhodné pro analyzu velkého poétu gend. Jesté diilezitéjsi je fakt, Ze jejich pouZiti
je omezeno pouze na geny, které jsou jiz popsany. Vzhledem k rychlému vyvoji sekvenaé-
nich technik je mozné si klast nejen specificke, ale také globalné&jsi otazky, jako napf. jaké je
celkové spektrum genii exprimovanych za uréitych podminek a ne za jinych.

K tomuto problému mizZeme pfistoupit pouzitim metod zaloZenych na DNA &ipech
(,,DNA microarrays®), které byly popsany v kapitole vénované metodam analyzy genomu.
V tomto pfipadé se sondy DNA, reprezentujici ¢ast nebo cely genom daného organizmu,
imobilizuji kovalentni vazbou na sklenénou desti¢ku a pouziji k hybridizaci s fluorescen¢né
znaCenou cDNA 1zolovanou z kontrolniho vzorku (zelena fluorescenéni znatka) a zaroveil ze
vzorku testovaného (Cervena fluorescentni zna¢ka). Imobilizace sond na podloZni sklicko se
provadi ve specialnim zafizeni tak, aby vazba vydrzela vysoké teploty nutné pro naslednou
hybridizaci. Detekci fluorescence po hybridizaci zajistuje konfokalni laserovy skener, spoje-
ny s po€itatem, ktery provede analyzu dat. Sondy, které hybridizuji s cDNA a fluoreskuji
cerveng, reprezentuji geny, které jsou specificky exprimovany v testovaném vzorku. Sondy,
které hybridizuji s cDNA a fluoreskuji zelené, reprezentuji geny, které se specificky expri-
muji v kontrolnim vzorku. Sondy, které hybridizuji s cDNA a fluoreskuji Zluté, reprezentuji
geny, které se exprimuji v kontrolnim i testovaném vzorku. ProtoZe lze pfipravit mnoho
identickych kopii desti¢ek s imobilizovanou sondou, je moZné tuto techniku pouzit pro testo-
vani pfitomnosti mnoha specifickych molekul cDNA v buiikach rostoucich za riiznych pod-
minek. Z koncepéniho hlediska se popsany pfistup nelidi od diferencidlniho skrininku. Sub-
traktivni knihovny ¢cDNA v plazmidovych vektorech byly ¢asto pracné testovany klon za
klonem. Nastup robotizace a elektronické analyzy obrazu nejen usnadnil technickou pfipravu
DNA ¢&ipl, ale také eliminoval poZadavek na pfipravu €ipli pouze pro nevelkou populaci
obzvlast zajimavych transkriptii. Znalost uplné sekvence genomu dané¢ho organizmu navic
umoziluje vytvofit ¢ipy z malych fragmentli DNA (bud’ syntetizovanych nebo amplifikova-
nych PCR), kterymi lze identifikovat viechny moZné oteviené &teci ramce. Cipy pro tplny
genom jsou v soucasné dobé k dispozici pro nékteré bakterialni kmeny a prvoky. Vedle tech-
nologie DNA ¢€ipli zaloZenych na hybridizacich molekul DNA-DNA nebo DNA-RNA, exis-
tuji rovnéZ proteinové €ipy (,,protein microarrays®), vypracované pro analyzu meziproteino-
vych interakei.
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Cipy EST (,expressed sequence tag“). Nejjednodus$§im zpiisobem, jak vytvofit
cDNA ,¢ip“, je vyset knihovnu klonii cDNA urité tkané a testovat klony jeden po druhem.
Tento pfistup ma své nevyhody: (1) jeho pouzitelnost je omezena pouze pro ptvodni tka,
protoZe v jinych tkanich mohou expresni profily vypadat jinak; (2) i kdyz se knihovna cDNA
zbavi sekvenci TRNA a tRNA tim, Ze se zalozZi na matrici poly-A-mRNA, bude stale obsaho-
vat velké mnozZstvi opakujicich se sekvenci. Je to zplisobené tim, Ze na rozdil od genomove
knihovny je frekvence daného genu v knithovn& cDNA déna mirou jeho exprese. V knihovné
cDNA jsou proto ve velké pfevaze strukturni geny, provozni (,,housekeeping®) geny a geny
specifické pro danou tkan. Oba zminéné nedostatky fesi ¢ipy EST. Klony EST jsou klony
cDNA z knihoven bunék riznych tkani, které byly testovany jeden po druhém s vyuZitim
robotu. Kazda z téchto molekul cDNA byla charakterizovana jednorazovym sekvencovanim
od jednoho konce, takZe vznikla databaze koncovych znatek cDNA, ktera je archivovana a
dostupna v GenBank pii hledani sekvenci pfibuznych genu, ktery studujeme. Systematickou
poditacovou analyzou byly nalezeny jedine¢né klony cDNA, které lze vyuzit pro vytvofeni
¢ipti cDNA zbavenych nadbyteénych opakujicich se sekvenci. Nakapanim téchto vzorkl na
membranu (tzv. ,,DNA-macroarray” , makro€ip) nebo skli¢ko (tzv. ,,DNA-microarray” ,
mikro€ip) vznikd system umoZiiujici soucasné studium vétSiny genli lidského, mysiho a
krysiho genomu. Pokud se pfipravi dva identické ipy, které se pouziji ke skrininku znade-
nych populaci cDNA ,driveru™ a ,testeru®”, lze jednorazovym experimentem ziskat vice
vysledkil neZ né€kolikamésicni praci technikou ,,diferencialni display*.

Vyuziti PCR pro pripravu €ipi. Pro bakterie sice nejsou k dispozici ¢ipy EST, ale
znalost 1iplné sekvence genomu nékolika bakterii umoziiuje pouZit jesté ucinné€jsi systém
pfipravy &ipt. Nejprve se s vyuZitim poéitaél uréi véechny oteviené &teci ramce dosahujici
alesporni ur¢ité minimalni velikosti, které reprezentuji pfedpokladané geny. Pro kazdy z nich
se pfipravi dvojice primeril, prostfednictvim kterych lze amplifikovat ¢ast tohoto genu
o vhodné velikosti. Amplifikovane fragmenty DNA se vyuZiji pro pfipravu makro¢ipti nebo
mikrocipli.

Charakteristika hybridizaci provadénych na ¢ipech. Zpisob provedeni hybridiza-
ce na Cipech je opalny ve srovnani s klasickou hybridizaci typu Southernova pienosu.
U klasickych technik je studovana DNA (nebo RNA) imobilizovana na filtr a zde podrobena
hybridizaci se specifickou znaCenou sondou. U makro- a mikroéipii jsou k pevnému podkla-
du upevnény neznalene¢ specifické fragmenty (sondy) a ty jsou hybridizovany se zna&enou
cilovou molekulou.

Technologie ¢iph je velmi nakladna. Nejenze vyzaduje poFizeni nakladné pfistrojové
techniky, ale také synteéza velkého poctu primeri i vlastni provedeni PCR, jsou drahé. Jakmi-
le je v3ak pfiprava Cipu ukoncena, jsou dalSi kroky podstatné levnéjsi. Je vyhodné, Ze lze
snadno pfipravit mnoho kopii téhoZ €ipu a Ze provedeni hybridizace a odeéteni vysledki je
podstatné levn&jsi. Zvlast€ v pfipadé makrocipi je vyhodnoceni vysledki jednoduché, proto-
Ze neni nutné specialni zafizeni pro analyzu obrazu.

Ve vSech vanantach diferencialni a subtraktivni hybridizace a skrininku se objevuji
artefakty a nepfesnosti. Je pravdépodobné, Ze tyto metody nikdy zcela nenahradi klasické
hybridiza¢ni metody, které budou stale nutné pro jednozna¢né potvrzeni udajii ziskanych
technologii ¢ipli a pro ziskani informaci o odpovidajicich transkriptech.
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3. Analyza promotoru a interakci protein — DNA

REPORTERSKE GENY. V mnoha ptipadech pfi analyze genové exprese selhavaji i
nejpropracované€jsi metodické pristupy, ktereé byly popsany v pfedchozi kapitole. Napfiklad
pfi studiu bunééné diferenciace v mnohobuné¢ném organizmu si miizeme klast otazku, ve
kterych buiikach nebo tkanich se urCité geny zadinaji exprimovat, a ve které fazi vyvoje
k tomuto dochazi. Jednou z mozZnosti, jak tomuto problému pfistoupit, je vyuZit reportér-
skych genii, které se vyuZivaji nejen pfi analyze promotoril, ale také transkrip¢nich faktori a
pfi tvorbé transgennich organizmi.

Konstrukce reportérskych genit vychazi z technologie rekombinantni DNA. Cilem je
vytvofit takovy konstrukt, ve kterém je sekvence DNA pochazejici z promotorové oblasti
ur€iteého genu (obsahujici kromé promotoru také potenciani regulaéni sekvence), uméle spo-
jena s jinym genem, ktery kéduje snadno detekovatelny produkt — reportér. Mezi obvykle
pouZivané reportéry patii B-galaktozidaza (detekovatelna chromogennim nebo fluorogennim
substratem), zeleny fluorescentni protein (GFP, pfirozené fluoreskujici protein izolovany
z medlzy) a luciferaza ze svétluSek (jehoz enzymovou aktivitu lze detekovat podle emitova-
ného viditelneého svétla). Pokud se reportérsky konstrukt vnese do organizmu, lze podle miry
exprese reporterského genu usuzovat na miru exprese genu, jehoZ promotorové sekvence
jsou reportérskému genu pfedfazeny, napf. v prilb&hu diferenciace. Analogicky lze technolo-
gie reportérskych genli vyuzit pro studium trovné transkripce vybranych genli v bufikach
nebo tkanich vystavenych riiznym podminkam. Dokonce i v pfipadg, Ze exprese je aktivova-
na pouze pfechodné, takZze detekce mRNA je ztiZena, lze vzhledem k vét3i stabilité reportér-
ského genu ur€it okamzik, ve kterém je exprese aktivovana.

LOKALIZACE PROMOTORU. Reportérské geny se vyznamné uplatiiuji pfi loka-
lizaci sekvenci, které jsou nutné pro aktivitu promotoru a pro studium regulaénich funkci
oblasti DNA umisténych proti proudu transkripce od vlastniho promotoru. Pfi identifikaci
promotoru dan¢ho genu lze postupovat tak, Ze se klonuji fragmenty DNA pifedchazejici mis-
tu potatku transkripce do vektoru nesouciho reportérsky gen postradajici promotor. Bezpro-
motorovy reportér (tzv. promotorova sonda) je mozZno rovnéz vyuzit k vyhledavani promoto-
ril s ur€itou funkci v ramci celého genomu. V tomto pfipadé se vytvoii knihovna nahodnych
fragmentli DNA v bezpromotorovém reportéru, ze které se vyberou ty klony, které vykazuji
expresi reportéru za danych podminek.

Cile pfistupli vyuzivajicich promotorovych sond jsou podobné tém, které si kladou
studie genové exprese zaloZené na technologii mikro€ipil. Jediny rozdil mezi ob&ma pfistupy
spodiva v cilové molekule: zatimco mikro€ipy studuji hladiny mRNA, promotorové sondy
testujyi aktivitu promotoru. Oba piistupy se v ur€itém smyslu dopliuji. Mikrolipy slouZi
k pfimé identifikaci zfetelné se exprimujicich geni, zatimco promotorové sondy jsou tspés-
n&jsi pii detekci pfechodné a slabé aktivity promotoril. Promotorové sondy maji navic vyho-
du v tom, Ze vychazeji z nahodnych fragmenti DNA a jejich pouZiti nevyZaduje znalost
sekvence genomu. Jakmile se ziskaji pozitivni klony, je vSak nutné dany fragment identifi-
kovat. Vaznou nevyhodou reportérskych systémil je, Ze nelze vylou€it moZnost, Ze fragmen-
ty DNA umisténé mimo sviij pfirozeny kontext, mohou vykazovat odlidn¢ ucinky na proces
iniciace transkripce. Nékteré promotory nefunguji spravné, pokud jsou umist€ny v plazmidu
a naopak nékteré fragmenty DNA, které poskytuji pozitivni signaly v promotorovych son-
dach, nefunguji pfi naslednych testech jako realné promotory. Reportérské geny poskytuji
spolehlivéjsi vysledky tehdy, jsou-li umistény v chromozomu a nikoli v umélém prostfedi
plazmidu.
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IDENTIFIKACE PROMOTOROVYCH REGULACNICH ELEMENTU
PROTEINU VAZOUCICH DNA. Nejptesn&jsi metodou lokalizace promotorovych sek-
venci, stejné jako jinych sekvenci DNA, které tim, Ze pfedstavuji vazebna mista pro speci-
fické proteiny, ovliviiuji transkripci, je ovéfeni jejich schopnosti interagovat s pfisluSnymi
proteiny. K tomuto uéelu slouzi kvasinkové ,jednohybridni* testy, stopovani DNazou I
(,,DNase I footprinting*) a gelova zpomalovaci analyza (,,gel retardation assay*).

',mmnmu et stoondhe vasby e (askivanan m_ .
e i:'-: kot i EI-F"E“ rgpﬂﬂérshﬁm gan“ T .:-:‘ .

'tranwi faktor
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Obr. 85 Kvasinkovy jednohybridni systém

Kvasinkové jednohybridni testy. Cilem kvasinkového jednohybridniho systému je
identifikace proteinu, které interaguji s definovanou sekvenci DNA nebo naopak lokalizace
oblasti DNA, které vazou znamé transkripéni faktory. Postupuje se tak, Ze se zkoumané
nukleotidové sekvence zalleni proti proudu transkripce od reportérského genu. Vznikly
konstrukt se pak v¢leni do kvasinkového genomu. Za nepfitomnosti transkripénich faktort,
kter¢ maji vazebnou afinitu k testovane sekvenci, se reportérsky gen exprimovat nebude
(obr. 85a). Pokud se vSak rekombinantni kvasinkovy kmen transformuje cDNA pochazejici
z expresni knihovny a vzniknou klony, které dany transkrip¢ni faktor vytvofi, dojde k jeho
interakci s testovanou sekvenci a aktivaci transkripce reportérského genu (obr. 85b). Pouziti
tohoto systému miiZe byt rozSifeno na dalsi proteiny vzhledem k tomu, Ze eukaryotické tran-
skrip&ni faktory maji dudlni povahu. Obecné plati, Ze se skladaji ze dvou domén: jedna do-
ména zajidtuje specificky kontakt s ur€itymi sekvencemi DNA (DNA-vazebna doména),
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druha zodpovida za aktivaci transkripce (aktivaéni doména). Tyto domény Ize od sebe oddé-
lit, anmiz by tim byla jejich funkce ovlivnéna. Lze proto spojit aktivaéni doménu jednoho
proteinu s DNA-vazebnou doménou jinych proteiniti. Vznikla proteinova chiméra bude akti-
vovat transkripcei jinych gent podle specifity nové DNA-vazebné domény. Nejlep8im prikla-
dem je kvasinkovy aktivator GAL4, ktery zodpovida za transkripci genti zapojenych do
metabolizmu galaktézy. Po odstranéni DNA-vazebné domény proteinu GAL4 a jejim nahra-
zeni jinou DNA-vazebnou doménou, bude hybridni protein aktivovat transkripci jiné sady
gent. Této vlastnosti lze vyuzZit pii tvorbé knihovny cDNA s vyuzZitim specidlniho vektoru
obsahujiciho sekvenci kédujici aktivaéni doménu GAL4. V této knihovné budou produkty
exprimovany v podobé proteinovych chimér. Pokud se budou véazat na testovanou sekvenci,
aktivatni doména GAL4 bude aktivovat transkripci reportérského genu (obr. 85¢). Protoze
transkripci zajisti aktivaéni doména GAL4, tento systém dokaze detekovat Siroké spektrum
proteinii schopnych vazby na DNA a nejen transkripéni faktory. VylepSenou verzi tohoto
pfistupu predstavuje kvasinkovy dvouhybridni systém, ktery se pouZiva pro studium interak-
ci mezi proteiny (str. 148).

Stopovani DNazou I (,,DNase | footprinting*). Metoda stopovani DNéazou | (nebo
jen stopovani) slouzi k identifikaci té Casti testovaného promotoru, ktera pfedstavuje vlastni
vazebné misto pro transkripéni faktor. Z jader izolovanych z pfislusnych bunék se nejprve
purifikuji proteiny. Tato smés, nebo z ni dale purifikovany specificky protein, se smisi
s fragmentem DNA, ktery je pfedmétem analyzy. Paralelné se sestavi kontrolni reakce, ve
které neni zastoupen Zadny protein. V' obou reakcich je DNA radioaktivné znaCena na
3'-konci. Nasledné se do obou reakci pfida nukleaza DNaza I, ktera rozstépi v8echny fosfo-
diesterové vazby ve viech fetézcich DNA, ke kterym se dostane. Podminky Sté€peni se viak
nastavi tak, aby reakce nemohla prob&hnout
uplné: jejim vysledkem v kontrolnim vzorku
bude nahodna fragmentace DNA do podoby
zebficku, ve kterém se budou vyskytovat
fragmenty vSech velikosti od ne$tépené
puvodni DNA, aZ po jednu bazi. Ve vlast-
nim testovaném vzorku v8ak DNaza I nebu-
de mit pfistup ke svému substratu v téch
mistech, ve kterych byla DNA chranéna
navazanym proteinem. Pokud se tyto dva
vzorky nanesou na sekvenacni gel a podrobi
elektroforéze, je moZné vymezit oblasti, ve

- gelové elektroforéza a autoradiografie | kterych je pravidelné rozdéleni fragmenti
il A B - | DNA kontrolniho vzorku pferuseno — tzv.
i ~——— | Akontrolabezproteind | otisk proteinu. Tyto oblasti odpovidaji chra-
—— | Btestovanyworek | pEnym oblastem DNA, na kterych v disled-
- it | ku navazani proteinu nedo$lo k fragmentaci

DNA nukleiazou (obr. 86).

Gelovd zpomalovaci analyza (,.gel
retardation assay”, ,,electrophoretic mobility
shift assay*). Jinym zplisobem, jak uréit, zda
je urcitd sekvence DNA mistem vazby da-
i e .| ného proteinu, je vyuziti gelové zpomalova-
Obr. 86 Stnpmfém DNézou 1 ci analyzy. Fragment testované znaCené
DNA (sondy) se smisi s purifikovanym
proteinem nebo smési jadernych proteinu a

ofisk proteinu
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provede se test pohyblivosti DNA elektroforézou. JestliZe se jeden nebo vice z téchto protei-
nu vaze k DNA, zpusobi sniZeni jeji pohyblivosti v polyakrylamidovém nebo agar6zovém
gelu. Stupeﬁ sméﬂm pnh}fbhvnstl Ize snadno demonstrovat pfi srovnani s kontrolnim vzor-

Obr. 87 Gelova zpomalovaci analyza za pfitom-
nosti purifikovancho proteinu

kem bez pfidaného proteinu (obr. 87). Pro
ovefeni specifity interakce protein — DNA
se pouzivaji dva ptistupy: (1) stejna reakce
se provadi za pritomnosti zvySujiciho se
mnoZstvi proteinu a zvySena davka proteinu
by se méla projevit imémym sniZenim
mnozstvi nenavazané sondy DNA a zvySe-
nim mnozstvi fragmentu DNA s navazanym
proteinem (obr. 87); (2) do reakce se piida
kromé proteinu a DNA sondy také protilat-
ka specificka pro suspekini protein. Nava-
zani této protilatky na cilovy protein v kom-
plexu s DNA se projevi dalS§im sniZenim
pohyblivosti sondy (obr. 88).

Jak stopovani DNA, tak zpomalova-
ci analyza jsou metody, které je mozno
pouzit pro analyzu interakci jakychkoliv
proteini s DNA a nejsou omezeny jen na
studium interakci transkripénich faktoru
s DNA.

Obr. 88 Gelova zpomalovaci analyza za pfitomnosti smési proteinti
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4. Analyza translace

Mnohé postupy pro studium proteinti byly zavedeny dfive nez metody klonovani
DNA. Napfiklad techniky stanoveni pofadi aminokyselin v proteinech byly znamy dfive nez
sekvencovani DNA. Po objevu klonovacich metod bylo studium DNA nebo RNA snaz3i nez
sekvencovani jejich proteinovych produktii. V soufasné dobé probiha renesance metod za-
méfenych na studium proteint, tj. bunééného proteomu. K tomuto trendu pfispivaji 1 zavéry
studia lidského genomu, ze kterych vyplyva, Ze genom Clovéka obsahuje mnohem méng
genll neZ proteinti, a proto je tfeba genetickou informaci studovat na obou urovnich. Jako
sond pro specifickou detekci proteinii se obvykle vyuZiva protilatek. Protilatky (imunoglobu-
liny) vznikaji v télech ZivoCichi jako reakce na pfitomnost antigenil. Pokud je do téla labora-
torniho Zivodicha injek¢né vpraven protein (antigen), dojde k tvorbé celé fady protilatek,
které budou rozeznavat riizné Casti tohoto proteinu. Ta oblast antigenu, ktera je rozeznana
protilatkou, se oznacuje jako epitop. Existuji (1) linearni epitopy, na ktere se vaZou protilatky
bez ohledu na konformaci a (2) epitopy konforma¢ni, na které se protilatky vaZzou v zavislos-
ti zplsobu poskladani aminokyselinového fetézce. To znamena, Ze protilatky specifickeé pro
konformaéni epitopy budou reagovat pouze s proteiny, které zaujimaji svou pfirozenou (na-
tivni) konformaci. To je velmi dllezité si uvédomit, protoze né€které metody pracuji s denatu-
rovanymi proteiny a jsou zavislé na protilatkach, které rozeznavaji linearni epitopy (napf.
westernovy pienos), zatimco jiné vyuZivaji nativnich proteinii a neobejdou se bez protilatek
specifickych pro konformaéni epitopy (napf. gelova zpomalovaci analyza).

POLYKLONALNI PROTILATKY. Tradi¢ni zpiisob pFipravy polyklonlnich proti-
litek je zaloZen na opakované injekci imunogenu pokusnému zvifeti (obvykle kralik nebo
koza), po nékolika tydnech je zvife utraceno a jako zdroj protilatek se vyuzije jeho krev (obr.
89). Ta se nejprve zbavi bun€k a srazlivych faktorii, aby vzniklo antisérum, ze kterého lze
imunoglobuliny purifikovat. Ziskané protilatky jsou heterogenni, protoZe v diisledku mecha-
nizmu jejich tvorby v organizmu budou tvofeny fadou riiznych imunogloblind, a to i v pfipa-
dé, Ze se k imunizaci pouZije antigen o vysokém stupni ¢istoty. Antisérum obsahujici rozma-
nité imunoglobuliny, které se mohou vazat na tentyZz antigen, se oznacuje jako polyvalenini.
V ném zastoupené imunoglobuliny jsou produkty riiznych klon B-lymfocytl a oznacuji se
jako polyklonalni. ProtoZze molekuly imunoglobulint si jsou po biochemické strance velmi
podobné, neni moZné je b&Znymi technikami frakcionovat a ziskat tak €isté preparaty jednot-
livych typi protilatek.

MONOKLONALNI PROTILATKY. Rozmanitost protilatek tvofenych v Zivém or-
ganizmu po aplikaci ¢istého antigenu je disledkem aktivace mnoha riiznych B lymfocyti,
z nichZ kazdy produkuje protilatku, ktera se riiznou mirou vaze k riiznym ¢astem antigenu.
Tuto rozmanitost by bylo moZné snizit oddélenim jednotlivych produkénich lymfocyti, tj.
jejich klonovanim na jednotlivé buiiky. V tom pfipadé by jednotlivé klony B lymfocytii pro-
dukovaly identické molekuly tzv. monoklonalnich protilatek. Bohuzel tento pfimy zpisob je
nerealizovatelny, protoZe buiiky produkujici protilatky neni moZno propagovat uméle v kul-
tufe, protoZe za téchto podminek nerostou, ani se nedéli. Jedinou vyjimkou z tohoto pravidla
Jsou nadorové plazmatické buiiky tzv. myelomy, které rychle rostou v kultufe a pfitom uéin-
né produkuji protilatky. Protilatky produkované myelomovymi buitkami byly velmi cenné
pfi studiu struktury imunoglobulintl, ale jejich dalsi vyuziti je omezeno, protoZe jejich speci-
fitu nebylo mozné ovlivnit. Myelomové buriky vznikaji nahodnou transformaci normalniho
lymfocytu do maligniho stavu a vytvafena protilatka odpovida té, kterou lymfocyt produko-
val jeSt€¢ pfed svou maligni konverzi. Ve snaze ziskat takové buiiky, které tvofi Zadanou
protilatku jako zdravé B-lymfocyty po imunizaci a zarovei jsou schopny riistu v kultufe jako
buriky myelomové, provedli Cesar Milstein a Georges Kohler v roce 1975 fuzi obou typl
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vstiiknuti antigenu A

~ mnazstvi anti-A-protilatek v krvi

..........

Obr. 89 Priprava polyklonalnich protilatek

bunék a podafilo se jim ziskat hybridni buiiky zvané hybridomy. Tyto buiiky aktivné rostly
v kultufe a i¢inné produkovaly velké mnozZstvi jediné (monoklonalni) protilatky a to takové,
kterou syntetizoval normalni lymfocyt imunizovaného pokusného zvifete pied fizi.

Postup pfipravy monoklonalnich protilatek popisuje obr. 90. Nejprve se provede imu-
nizace mysi antigenem, ktery miZe byt v rozpustné formé nebo souasti intaktni buriky.
V imunizovaneé mysi nasledné dojde k proliferaci bunék produkujicich prislusné protilatky.
Z utraceného zvifete se vyyme slezina a ziskané lymfocyty se pouZiji k fuzi s malignimi
myelomovymi burikami prostfednictvim fiizogenu polyetylenglykolu, Hybridni bufiky se
oddéluji od neflizovanych bun€k na zakladé schopnosti ristu na selekénim médiu HAT,
Oznacfeni média odrazi zaCate¢ni pismena tfech jeho hlavnich sloZek: hypoxantin, ametopte-
rin a tymin. Médium HAT umoZiiuje rlist pouze t€ém buiikam, které disponuji funkéni hypo-
xantin-guanin fosforibosyltransferazou (HGPRT). Buitky, které jsou HGPRT, jako linie
myelomovych buné€k pouZitych k fiizi, na tomto médiu nerostou. PfestozZe jsou lymfocyty
HGPRT™ na médiu HAT rovnéz neporostou, vzhledem k absenci schopnosti proliferace
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Obr. 90 Priprava monoklonalnich protilatek

v kultufe. Na mediu HAT proto mohou vytvaret klony pouze produkty fuze — hybridomy.
Nasledné se hybridomy klonuji a pro kazdy klon zvlaSt se provede test schopnosti tvorby
Zadané protilatky.

Technologie monoklonalnich protilatek ma nékolik vyznamnych vyhod. Jednou
z nich je moZnost pouZiti ne zcela €istych antigenl pro imunizaci, protoze 1 v tomto pfipadé
Ize Gspésné ziskat klon produkujici Zadanou protilatku. Navic je metoda Setrna pro pokusna
zvirata. Po vyCerpani zasob dané protilatky neni nezbytné cely postup, v&etné utraceni zvife-
te, opakovat. Hybridomy zamraZené pfi velmi nizké teploté si uchovavaji neomezenou Zivo-
taschopnost a po rozmrazZeni a nové kultivaci lze v kultivatnim meédiu ziskat monoklonalni
protilatku v neomezeném mnoZstvi.
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Monoklonalni protilatky se rovnéz pfipravuji metodami genového inZenyrstvi. Geno-
vymi manipulacemi se pfipravi pfislusna kodujici sekvence, ktera se naklonuje do vhodného
expresniho vektoru, jehoZ prostfednictvim se pfenese do sav&ich bunék. Stabilni transfektanti
pak do kultivaéniho média vylucuji protilatku podobné jako hybridomy.

WESTERNOVY PRENOS. Westernovy pfenos se pouziva pro identifikaci polypep-
tidli prostfednictvim protilatek a nasleduje obvykle po jejich rozdéleni v elektrickém poli
polyakrylamidovou gelovou elektroforézou. ProtoZe sondy v podobé protilatek nemohou byt
vyuzity pfimo ve struktufe gelu, pfedchazi zviditelnéni hledanych proteinil protilatkami
pienos rozdélenych proteinii na membranu, ktery op&t vyuZiva elektrického pole. Tento
postup se oznafuje jako westernovy pienos. Polyakrylamidova gelova elektroforéza patfi
k nejbéznéj$im zpuisobiim déleni proteinii. Pfi nejobvyklejsim deskovém uspofadani elektro-
forézy se proteiny nanesou do jamek gelu v alkalickém pufru. Proteiny tak ziskavaji negativ-
ni niboje a po aplikaci elektrického pole se pohybuji od katody k anodé (obr. 91).

Obr. 91 Elektroforéza proteini
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Jednim ze zpiisobl jak proteiny po dokonéeni elektroforézy zviditelnit je pouziti ne-
specifickych barviv (napf. stfibro, coomassie briliantova modf), které obarvi viechny protei-

7

?
G=§?G
O Na

+

Obr. 92 Struktura laurylsiranu sodného

ny daného vzorku. ProtoZze vSak je v normalnim
bunééném extraktu pfitomno proteini pfili¥§ mno-
ho, proteiny se pfi nativni elektroforéze casto
prekryvaji a je obtiZzné ziskat jednoznalny zavér
o proteinovych profilech daného vzorku a zastou-
peni specifickych proteini. DalS$im komplikujicim
faktorem je fakt, Ze proteiny jsou po chemickeé
strance mnohem rozmanitéj$i neZ nukleové kyseli-
ny. Jejich pohyblivost gelem pii nativni elektrofo-
réze zavisi na tvaru (globulami proteiny putuji
rychleji nez vlaknité), na ,hustoté naboje™ (t.
poméru velikosti naboje k jednotce hmoty) a na
velikosti (mensi molekuly se pohybuji rychleji nez
veétsi). Naproti tomu molekuly nukleovych kyselin
jsou z hlediska tvaru a rozdéleni naboje uniformni.
Interpretaci vysledkt polyakrylamidové gelové
elektroforézy proteini vyznamné usnadiiuje jeji
denatura¢ni varianta zvana SDS-PAGE. Pii této
varianté se proteiny pfed nanesenim na polyakry-
lamidovy gel denaturuji detergentem laurylsiranem
sodnym (SDS) (obr. 92), pfipadné disulfidové
vazby se eliminuji redukénim ¢&inidlem (p-mer-
kaptoetanolem), takZze se rozpadnou komplexy
slozené z vice proteinii a denaturace se dokonci
kratkym varem. Malé a negativné nabité molekuly
SDS obklopi makromolekulu proteinu a v disled-
ku jejich elektrostatického odpuzovani dojde
k nataZeni (denaturaci) proteinu (obr. 93). Proto za
pfitomnosti SDS proteiny zaujimaji obdobny ty-
¢inkovity tvar. Navic, vzhledem k tomu, Ze pocet
molekul SDS navazanych na protein je zhruba
umérny jeho molekulové hmotnosti, ziskava kazdy
protein za pfitomnosti SDS, bez ohledu na svou
velikost, ekvivalentni hustotu naboje. Jedinym
faktorem, ktery bude rozhodovat o pohyblivosti
proteinii pfi SDS-PAGE bude jejich molekulova
hmotnost (tzv. efekt molekuldrniho sita).

Obr. 93 Vyuziti laurylsiranu sodného pfi denaturaci
proteini pfi SDS-polyakrylamidove gelové
elektroforéze
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Proteiny rozdélené SDS-PAGE lze zviditelnit nespecificky — pfimym obarvenim v ge-
lu obarvenim nebo specificky — protilatkami. Pro detekci specifickych proteinil protilatkam
je tfeba rozdélené proteiny nejprve pienést westernovym pfenosem na nitrocelulozovou
membranu. Za timto u¢elem se gel piikryty membranou znovu vystavi elektrickému poli,
které je orientovano kolmo k roviné pole pouzitého k ptivodnimu rozdéleni proteinu v gelu
tak, aby se rozdélené proteiny v nezménéné vzajemné poloze pfenesly na membranu. Tento
postup se oznaduje elektricky pfenos (,.electroblotting®). Jakmile jsou proteiny imobilizova-
ny na membrané, Ize je podrobit reakci s protilatkou specifickou pro studovany protein jed-
noduse tak, Ze se cela membrana promyva v roztoku protilatky, ktera je schopna rozeznat
linearni epitop (protein je denaturovan). Po odmyti nenavazané protilatky se protilatka asoci-
ovana s antigenem obvykle zviditeliiuje prostfednictvim sekundarni protilatky konjugovane
s uréitym enzymem (napf. alkalickou fosfatazou), ktera rozeznava a vaze imunoglobulin
protilatky primarni. Cely komplex pak lze zviditelnit barevnou reakci katalyzovanou enzy-
mem sekundarni protilatky nebo autoradiograficky, pokud je pouZita protilatka radioaktivné
znacena (obr. 94).

navazani F'ruttléﬂcy St
na cilovy protein :

— 7, o .....
pfenos
‘na filtr Y)" /L- ......
= o protilatka = [
inkubace fitru v roztoku  detekee navazan
protilatky specifické pro ~ protilatky autorad

studovany protein ~ o nebo

Obr. 94 SDS-polyakrylamidova gelova elektroforéza a westernovy pienos

IMUNOPRECIPITACE. Imunoprecipitace slouzi k izolaci specifickych proteinii
z proteinovych smési prostfednictvim protilatek. Klasicky postup imunoprecipitace vyuziva
nespecifickeho oznaceni bunéfnych proteini radioaktivni znatkou, kterého lze dosahnout
napf. kultivaci bunék za pfitomnosti radioaktivné znaenych aminokyselin. Lyzi buné&k se
vytvofi extrakt, ze ktercho lze specificky protein vysraZet, tj. precipitovat ptislu$nou protilat-
kou a komplexy protilatka/antigen oddélit od zbytku buné¢ného extraktu prostiednictvim
kuliek vazoucich imunoglobuliny (napf. protein G-agardza) (obr. 95). Po promyti precipita-
tu se cilové proteiny oddéli od imunoglobulini a kuli¢ek varem, nanesou se na SDS-
-polyakrylamidovy gel, kde se podrobi elektroforéze. Pfitomnost vysraZeného proteinu
v gelu se prokaZe autoradiograficky. Pokud jsou k dispozici jiné metody detekce vysrazZe-
nych proteinii (podobné jako pro detekci proteinli po westernovém pfenosu) neni pouZiti
radioaktivnich zna¢ek nutneé.
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Technika imunoprecipitace v kombinaci westernovym pfenosem se s vyhodou pouzi-
va pro studium interakci mezi proteiny. Postupuje se tak, Ze se cilovy protein srazi z buné¢-
nych extraktl za takovych podminek, které neni¢i vazby mezi proteiny. Cilovy protein se
proto bude srazet v komplexu se svymi pfirozenymi partnery. Teprve po oddéleni vysraze-
nych proteinii od ostatnich sloZek buné¢ného extraktu se provede denaturace purifikovanych
komplexii, SDS-PAGE a analyza spole¢né sraZzenych proteinii westernovym pfenosem.

IMUNOCYTOCHEMIE A IMUNOHISTOCHEMIE. Tyto dvé metody se odliSuji
podle toho, zda slouZi k analyze jednotlivych bunék nebo tkani. Na rozdil od westernového
pfenosu, ktery umoziluje uréit, zda je protilatkova sonda specificka, kolik peptidli je schopna
rozeznat a jakou maji velikost, cytologicka/histologicka metoda je zaméfena na uréeni bu-
nék, ve kterych je dany genovy produkt lokalizovan. Ve srovnani s hybridizaci in situ zamé-
fenou na lokalizaci specifickych transkript je imunocytochemicky nebo imunohistologicky
pfistup vyhodn&jsi. Jednak je vlastni provedeni experimentu jednodussi a riziko faleSnych
artefaktll nizsi a jednak je ziskana informace o nitrobun&¢né lokalizaci proteinu mnohem
cennéjsi neZ informace o nitrobunéfné lokalizaci mRNA. Zatimco transkript se obvykle
objevuje v sousedstvi jadra, kde se podrobuje translaci, poloha proteinového produktu
translace je mnohem rozmanité&jsi (napf. jadro, cytoplazma, membrana) a miiZe tak naznadit,
jakou funkeci v buiice hraje.

T
"/ o> smés radioaktivné
(S, o znacenych proteinu
2 Y}")\ ] inkubace s protilatkou
e ; specifickou pro studovany .
 protilatka protein
> omplex antigen-protiidta :
navazany na protein G

izolace komplexu
protilatka se vaZe antigen—protilatka
na cilovy protein  prostfednictvim kuliéek

vazajicich imunoglobulin

......

rozbiti koemplexu
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Obr. 95 Imunoprecipitace proteinu ze smési a jeho detekce gelovou elektroforézou
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IZOELEKTRICKA FOKUSACE A DVOUROZMERNA ELEKTROFOREZA.
Westernovy pienos je vyhodna metoda pro analyzu ur€itého proteinu za predpokladu, Ze
mame k dispozici pfislusnou protilatku, neni vSak vhodna pro testovani celkového zastoupe-
ni proteinii v dané bunécne populaci. Pro tento ucel je vhodnéj$i dvourozmérna gelova elek-
troforéza, ktera zahrnuje v jednom sméru izoelektrickou fokusaci a v druhém sméru SDS-
-PAGE (obr. 96). Principem 1zoelektrické fokusace je aplikace elektrického pole napfi¢ sta-
bilnim gradientem pH. VSechny proteiny jsou typicke svym izoelektrickym bodem (pl),
ktery piedstavuje takoveé pH, pfi kterém nemaji ani pozitivni ani negativni naboj. Pfi vy33ich
hodnotach pH neZ je pl ponese protein negativni naboj, naopak pii niz§im pH neZ pl ponese
protein pozitivni naboj. Negativné nabité proteiny se v gradientu pH budou pohybovat smeé-
rem ke kladné nabité elektrod€ (anodg€), a to tak dlouho, dokud nedosahnou takového pH,
které odpovida pl. V tomto bodé viechny naboje ztrati a jejich pohyb se zastavi. Naopak
kladné nabite proteiny, dokud nedosahnou pl, se budou pohybovat ke katodé. Vysledkem
téchto procest je ,,zaostieni” kazdeho proteinu do specifického bodu gradientu pH. Ve dru-
hém rozméru se proteiny rozdé€luji podle velikosti.

nrntﬂmr

rozdeleni podle
izoelekirick&ého bodu

Obr. 96 Izoelektricka fokusace proteini

Dvourozmérna elektroforéza poskytuje soubor uréitym zplisobem uspofadanych pro-
teinovych skvrn, které se mohou porovnat s jinymi soubory, a tim napf. identifikovat protei-
ny pfitomné v jedné tkani a ne ve druhé, nebo proteiny, které se syntetizuji v riizné mife
podle zmén v okolnich podminkach nebo podle faze riistu. Interpretaci vysledkii miize kom-
plikovat fakt, Ze jeden protein milZe zaujimat na dvourozmérném gelu odli¥né polohy a to
napf. v disledku rozdilnych post-translaénich modifikaci. Dvourozmémou elektroforézou
s vysokym rozlisenim miize byt rozdéleno az 10 000 proteinovych skvrn.
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SLOUPCOVA CHROMATOGRAFIE. Principem sloupcové chromatografie je
rozdéleni proteinovych smési do frakci na zakladé jejich odli$né prostupnosti naplni chroma-
tografické kolony. Smési proteinii z buné¢nych extraktli se nanaseji na horni &ast kolony,
prochazeji jeji naplni a ve spodni &asti z ni vytékaji do pfipravenych zkumavek. Rychlost,
s jakou jednotlivé proteiny kolonou prochazeji, zavisi na jejich interakcich s naplni kolony.
Podle typu téchto interakci se rozliSuje iontoméniova chromatografie, gelova chromatogra-
fie a afinitni chromatografie. Pfi iontoméni¢ové chromatografii je pro prostupnost kolonou
urfujici elektricka interakce mezi naplni kolony s navazanymi kladnymi nebo zapornymi
naboji (tzv. iontomé&niem) a nabitymi skupinami proteinii a lze ji ovliviiovat pH nebo ionto-
vou silou roztoku. Ty lze regulovat tak, aby se dosahlo u¢inné separace. Pfi gelové chroma-
tografii se napli sklada z poréznich zrnek, do které proteiny o mensi molekulové hmotnosti
vstupuji, a tak jsou ve svém postupu kolonou zpomalovény, zatimco proteiny o v&t§i moleku-
lové hmotnosti do zrnek vstupovat nemohou a kolonou proto postupuji rychleji. Separace
proteintt je v tomto pfipadé zaloZena na jejich velikosti (tzv. gelova filtrace). P¥i afinitni
chromatografii je napli kolony opatfena takovymi molekulami, které specificky interaguji
s cilovym proteinem v buné¢ném extraktu. K tomuto ucelu se ¢asto vyuziva vysoce specific-
kych interakci typu enzym/substrat nebo antigen/protilatka. Proteiny specificky navazané
v kolon¢ lze nasledné uvolnit zménou pH nebo koncentrace solného roztoku, kterym se ko-
lona promyva. V tomto pfipadé je moZno ziskat proteiny zcela &isté,

DVOUROZMERNA ELEKTROFOREZA A HMOTNOSTNI SPEKTROMET-
RIE. Jednorozmérna elektroforéza se obvykle zaméfuje na studium omezeného poétu protei-
ni. Pro ur€eni uplného profilu proteind, které studovany organizmus syntetizuje za definova-
nych podminek jsou vyhodné&jii proteomické pristupy. Odlisnost obou pfistupii je analogicka
jako pfi srovnani studia jednotlivych genii a sekvencovanim celého genomu. Profil viech
syntetizovanych proteinl se ozna€uje jako proteom (analogicky jako genom oznauje soubor
viech genil daného organizmu) a jeho studium se oznacuje jako proteomika. Zatimco genom
daného organizmu pfedstavuje relativng stabilni jednotku, profil syntetizovanych proteind je
proménlivy a reaguje napf. na podminky riistu nebo diferenciaéni impulsy.

Obvyklym proteomickym pfistupem je snaha definovat véechny proteinové skvrny na
gelu po dvourozméme elektroforéze. Spolehlivym zplisobem, jak definovat dany protein, je
stanovit jeho sekvenci aminokyselin. V sou¢asné dobé jsou k dispozici velmi pokro¢ilé mik-
rosekvenacni techniky, které umoziiuji stanovit sekvenci aminokyselin z proteinovych skvrn
eluovanych z gelu. Tato strategie je vSak pro analyzu v3ech proteinii na gelu velmi pracna.
Za predpokladu, Ze je zndma sekvence genomu, je vhodnou alternativou pouZiti proteolytic-
ke¢ho enzymu pro St€peni proteinu eluovaného z gelu ve specifickych mistech vymezenych
pfitomnosti ur¢itych aminokyselin. Timto zplisobem se dany protein rozdé&li do souboru
peptidi, jejichZ molekulovou hmotnost lze pfesné stanovit hmotnostni spektrometrii, Hmot-
nostni spektrometrie rozd&luje proteiny podle pomé&ru jejich hmoty a naboje. Studovana
molekula se nejprve ionizuje a to obvykle bud’ technikou MALDI (,,matrix-assisted laser
desorption/ionization*) nebo ESI (,.electrospray ionization*), protozZe tyto techniky nevedou
k nezadouci fragmentaci molekuly. Vzniklé ionty jsou vtaZeny do analyzatoru elektrickym
polem, ve kterém se rozd€luji podle poméru hmotnosti a naboje. Ze sekvence genomu lze
pfedpovédét aminokyselinovou sekvenci viech potencidlnich proteinti, a z této informace
miZeme piredpovédét velikosti viech peptidii vzniklych §t€penim danou protedzou. Po&ita-
Covym zpracovanim lze srovnat velikosti peptidii daného proteinu izolovaného z gelu s veli-
kostmi peptidii pfedpovézenych proteind a tak protein identifikovat. I tento pfistup je pracny,
pokud je tfeba runé eluovat kazdy protein. Pro provadéni téchto experiment(i ve vétiim
rozsahu je vyhodné pouZit automatické zafizeni, které kazdou proteinovou skvrnu jednotlivé
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izoluje z gelu a provede hmotnostni spektrometrii. Timto zpilisobem Ize provést rozsahlou
globalni analyzu jakéhokoliv proteomu.

Pokud neni uplna sekvence genomu k dispozici, lze pomoci uréité varianty hmotnost-
ni spektrometrie identifikovat alespoil ¢ast aminokyselinové sekvence proteinu. Na zakladé
této informace lze pfedpovédét sekvenci &asti DNA odpovidajiciho genu a sestrojit sondu
pro jeho identifikaci z genové knihovny.

PROTEINOVE MIKROCIPY. Proteinové mikrocipy predstavuji velmi slibny ex-
perimentalni pfistup pro analyzu proteini v budoucnosti. Mohou se pouzit pro purifikaci
proteint, stanoveni expresnich profili nebo meziproteinovych interakci. Existuje mnoho
typti latek vhodnych pro imobilizaci na mikro¢ipech, jako napf. protilatky, receptory, ligan-
dy, nukleove kyseliny, uhlovodiky nebo latky s ur€itymi biochemickymi vlastnostmi (napf.
kationty, anionty, latky s hydrofilnim nebo hydrofobnim povrchem). Né&které z t&chto latek
maji nizkou specifitu a vaZou celé skupiny proteini, ale jiné jsou vysoce specifické a vazou
jen ur€ity typ proteinu z komplexni proteinové smési, Po inkubaci testovaného vzorku se
sondami na mikro¢ipu a odmyti molekul reagujicich nespecificky jsou zachycené proteiny
kratce vystaveny laseru a dale analyzovany hmotnostni spektrometrii MALDI.

PRUTOKOVA CYTOMETRIE. Priitokova cytometrie je metoda, ktera umoziiuje
komplexni studium urCitych parametrii v bunéénych populacich. Jedine¢nost této metody
spo€iva v tom, Ze poskytuje informace o jednotlivych buiikach, resp. jejich jednotlivych
molekulach a nikoliv o bunétné populaci jako celku, jak tomu je u vétSiny jinych metod.
Pocet analyzovanych jednotlivych bunék se béZné pohybuje v fadu 10 000, coZ umoZituje
statistické zhodnoceni ziskanych dat. Pritokova cytometrie miiZze byt zaméfena na studium
miry pfitomnosti uritych antigenl v jednotlivych buiikach a jeji zavislosti na Case (napf.
v pribéhu diferenciace) nebo na studium obsahu DNA v jednotlivych burikach, kterd odpo-
vida napf. fazi buné¢ného cyklu nebo programované bun&tné smrti, Metodu lze také pouzit
pro stanoveni velikosti jednotlivych bunék, studium karyotypu nebo stupné granulace cyto-
plazmy, coz miZe byt vyznamné z hlediska uréeni bunéénych typii ve smésich bunék. Kromé
téchto zakladnich funkci muzZe prutokova cytometrie slouzit také k frakcionaci bunék podle
urCitych vlastnosti (napf. podle stupné exprese sledovaného markeru) za pfedpokladu, Ze je
cytometr opatfen frakcionacnim zafizenim (FACS — , fluorescence-activated cell sorter®).

Princip metody spociva ve sledovani miry fluorescence jednotlivych bun&k v bun&&né
populaci, ve které mira fluorescence odpovida sledovanému parametru (napf. mnoZstvi ur&i-
tého antigenu nebo DNA). Ziskana data jsou pocitatové zpracovana. Postupuje se tak, Ze se
koncentrovana suspenze bunék opatii fluorescenéni znatkou, ktera se specificky vaZe na
cilovou molekulu. Pro oznafeni DNA se obvykle pouZiva fluorescen&ni barvivo propidium
jodid (v permeabilizovanych buiikich) nebo Hoechst 33342 (v nepermeabilizovanych, tj.
Zivych burikach) a pro rozmanité proteinové antigeny protilatka konjugovana s fluorescenéni
znaCkou. Buné¢na suspenze se v trysce priitokového cytometru nejprve ultrazvukem o urdité
frekvenci rozdéli na malé kapiCky, z nichZz kazda obsahuje pouze jednu buiitku (obr. 97).
Jednotlivée kapi¢ky postupné prochazeji vlastnim méficim zafizenim, ve kterém se ozafi
laserovym paprskem. Excitovana fluorescen¢ni znatka emituje zéafeni, které se pro kazdou
buriku zv1ast’ zachycuje detek&nim zafizenim a uklada v paméti poé&itade. U cytometrti s frak-
cionanim zafizenim se kazdé kapice udéli elektricky naboj, jehoZ velikost odpovida mife
emitované fluorescence. PFi priichodu elektrickym polem mezi dvéma deskovymi elektro-
dami se modifikuje draha prochazejicich kapek podle velikosti naboje tak, Ze je mozné jejich
zachyceni do odd&lenych zkumavek. Jednou z podstatnych vyhod priitokové cytometrie je
fakt, Ze buiiky nejsou vlastnim méfenim nijak poSkozeny ani kontaminovany a lze je pouZit
pro dalsi kultivaci.
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Obr. 97 Pritokovy cytometr s frakcionaénim zafizenim

Jednou z podstatnych aplikaci pritokové cytometrie je analyza bun&iného cyklu.
Buiiky podléhajici mitoze lze v bun&éné populaci rozlisit relativné snadno, protoZe konden-
zovane chromozomy jsou po obarveni a analyze svételnou mikroskopii zfetelné. Aviak rozli-
Seni bun€k, které prochazeji fizemi G1, S nebo G2 je tradi¢nimi metodami obtiZné. Priitoko-
va cytometrie vyuZivajici barveni DNA fluorescenénimi barvivy, napf. propidium jodidem,
Je pro tento typ analyzy idedlni, protoze dokaZe rozlisit, zda obsah DNA v jednotlivych buii-
kach odpovida fazi pfed replikaci (tj. G1) nebo je dvojnasobny (tj. G2/M) (obr. 98). Buiiky,
jejichz obsah DNA je intermediarni (vét§i nez G1 a men3i neZ G2/M), pfedstavuji buiiky,
ktera aktivn& replikuji svou DNA, tj. nachazi se ve fazi S. Fize G2 a M nejsou priitokovou
cytometrii rozliSitelné.
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Obr. 98 Faze bunééného cyklu a histogram analyzy bunééného cyklu pritokovou cytometrii

5. Analyza meziproteinovych interakci

DVOUHYBRIDNI SKRININK. Jednou z dilezitych vlastnosti proteinii je jejich
schopnost interagovat s jinymi proteiny. Dvouhybridni skrinink slouZi pro studium téchto
meziproteinovych interakei, Vzhledem k tomu, Ze tato metoda se obvykle provadi s pouZitim
kvasinkovych bunék, nazyva se kvasinkovy dvouhybridni skrinink. V souCasné dobé jsou
v8ak jiZ vypracovany varianty t€to metody pro bakterialni a savéi buriky.

Metoda vyuzivd obdobného principu jako kvasinkovy jednohybridovy systém, ktery
byl popsan na str. 134, v tom smyslu, Ze vyuziva modularni povahy aktivatori transkripce.
Tyto komplexni molekuly nesou aktivacni doménu (AD) a doménu zajiStujici vazbu na
DNA (VD] ktereé dokazou transkrlpcne aktivacni funkci zajistit, aniz by byly kovalentné

] spojeny. K aktivaci transkripce reportérske-

m |  en | ho genu postatuje nekovalentni interakce
= protein | [ AD | aktivaéni domény s vazebnou domeénou pii-
wﬁ) | pojenou k DNA. Provedeni metody vyZzaduje

| pfipravu dvou rekombinantnich plazmidi.

| Prvni plazmid musi zajistit expresi testova-
ného proteinu | s uméle pfipojenou doménou

operator/UAS promotor

b) pro vazbu DNA (VD). Druhy plazmid musi
PAD | kodovat testovany protein IT s uméle piipo-
- —> e _' jenou aktivatni domenou (AD) (obr. 99).

V obou pripadech expresi vznikaji proteino-
vé chiméry. Oba plazmidy se prenesou do
specialniho kvasinkového kmene, ktery ve

pperator/UAS promotor

Obr. 99 Kvasinkovy dvouhybridni systém
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svém genomu obsahuje reportérsky gen s operatorem nebo aktivatni sekvenci, ke které¢ ma
afinitu pouzita proteinova doména pro vazbu na DNA. K expresi reportérského genu dojde
pouze tehdy, pokud budou proteinového chiméry vzajemné interagovat. Tento systém se
miiZe pouZit pro testovani interakci mezi produkty dvou klonovanych geni, nebo muiZe byt
prostfednictvim knihovny fragmentit DNA piipravené ve jednom vektoru pfizpiisoben pro
identifikaci téch proteind, které interaguji s proteinem kodovanym druhym vektorem. Kva-
sinkovy dvouhybridni systém plivodné vyuzival aktivaéni a DNA vazebnou doménu proteinu
GALA, ale protoZe mezi t¢émito doménami neni pfimy fyzicky kontakt miZe byt kterdkoliv
z nich nebo obé& dvé nahrazeny doménami z jinych proteini.

FAGOVY DISPLAY. Pro studium meziproteinovych interakci se pouziva také me-
toda zvana fagovy display. V tomto pfipadé se sekvence kodujici zkoumany protein zacleni
do klonovaciho mista uvnitf genu kodujiciho jeden z povrchovych proteinii viaknitého bakte-
riofaga, napf. M13. Flizovany gen se bude exprimovat do proteinové chiméry, ktera by méla
byt pouZita k sestaveni fagové Castice tak, aby cizorody protein nebo peptid byl vystaven na
jejim povrchu (obr. 100). Knihovna pro fagovy display miZe byt vytvoifena tak, Ze obsahuje
fragmenty DNA kodujici celé proteiny, jejich Casti, nebo syntetické oligonukleotidy. Ty
fagové Castice, které vystavuji proteiny nebo peptidy s poZadovanymi vlastnostmi, se mohou
snadno purifikovat prostfednictvim specifické protilatky, receptoru nebo jiného proteinu,
kterym se pokryje vnitfni povrch zkumavky nebo mikrotitralni desti¢ky. Bakteriofagy ne-
schopné specifické interakce se odmyji a navazany fag se pak eluuje. U€innost tohoto postu-
pu se miiZze zvySsit opakovanou aplikaci faga na selekéni povrch. Hlavni vyhoda této techniky
spo¢iva v tom, Ze umoZiiuje testovani velmi vysokého po¢tu fagovych &astic. Fagovy lyzat
M13 miiZe dosahovat a7 titru 10'* fagovych &astic na mililitr a miiZze byt aplikovan v nékoli-
ka opakovanych cyklech. Knihovny pro fagovy display se proto mohou u¢inné pouZit pro
skrinink specifickych proteinil, pfipadné peptidi s enzymatickymi nebo antigennimi vlast-
nostmi.

eluce faga
a opakované obohaceni

Obr. 100 Fagovy display






IX. Metody molekularni virologie

Viry pfedstavuji zvlastni kategorii Zivych soustav. Vyznaluji se nebuné&nou struktu-
rou a zavislosti na hostitelské buiice. Zpisobuji nékolik forem infekce, které zavisi na typu
viru a na citlivosti buiiky. RozliSujeme proto (1) cytocidni infekci, pfi které se viry pomnoZu-
ji a buitku obvykle usmrti; (2) perzistentni infekci, kterou burika pfeZije, je neposkozena a
plisobi jako rezervoar viru nebo jeho genomu; (3) transformujici infekci, kterou buiika rov-
néz prezije, aviak méni se morfologicky, fyziologicky a geneticky.

Metody molekularni diagnostiky viri byly vyvinuty v priibéhu poslednich dvaceti let.
Tyto metody umoziiuji rozli§it a charakterizovat obrovské mnoZstvi virl, izolovanych
z tkaflovych a bun&nych kultur, nebo pfimo z infek&nich materialli u nichZ se ptedpoklada
vyskyt nekultivovatelnych vir(i, napf. papilomavirll a hepadnavirii. Vé&tSina metod pro detek-
ci viril v klinickych laboratofich je zaloZena na téchto principech: (1) identifikaci cytopatic-
kého efektu virli (CPE) v buné&nych kulturach; (2) pfimé detekci virh pouzitim fluoresceng-
nich protilatek; (3) imunologickych metodach detekujicich virové antigeny; (4) amplifikac-
nich metodach genomovych nukleovych kyselin virt.

Pro typizaci a subtypizaci virt jsou vySe uvedené metody roz$ifovany o serologické a
molekularni pFistupy. Serologické metody umoZiiuji identifikaci jedine¢nych antigennich
epitopti. Molekularni metody slouZi k identifikaci virll a k analyze nukleotidovych sekvenci
genomil virli. Témito metodami je mozZné identifikovat mutaéni zmény jednotlivych bazi a
vyuZivaji se pro charakterizaci a subtypizaci virii, které maji vyznam pro epidemiologické
ucely a pro zkoumani patogeneze a vyvoj virozy.

Genomy virll jsou tvofeny bud’ DNA nebo RNA. Podle typu genomu se rozliduje pét
zakladnich skupin viri (dsDNA; ssDNA; dsRNA; +ssRNA; -ssRNA-viry). Genomy virli
obsahuji velmi stabilni oblasti, v nichZ dochazi k mutacim velmi zfidka, zatimco jiné jejich
oblasti mutuji velmi ¢asto. U RNA virti dochazi k vzniku spontannich mutaci mnohem &asté-
ji nez u DNA virli. Hlavni pfi¢inou je skute¢nost, Ze RNA-polymerazy nemaji 3' — 5' exo-
nukledazovou aktivitu a nemohou proto opravit chyby vzniklé pfi replikaci RNA genomu.

Metodické postupy molekularni analyzy virového genomu jsou obvykle velmi podob-
né¢ metodam, které se pouzivaji pro genetické studie bunéénych soustav. Z toho diivodu
nejsou viechny metody uvedené v nasledujici kapitole detailné vysvétleny a odkazujeme
proto na pfisluSné kapitoly s podrobnym vykladem k t€émto postupim.

Podobné jako u buné&énych systémil jsou to metody, v nichZ se provadi analyzy ge-
nomové nukleové kyseliny. Zakladem vSech analyz a genotypiza¢nich studii virii je proto
izolace jejich genomové nukleové kyseliny.

IZOLACE GENOMOVE DNA. Postupy izolace DNA z virti, které jsou kultivova-
telné v bun&tnych kulturich, se velmi podobaji izolaénim metodam, pouZivanym pfi izolaci
DNA z prokaryontnich i eukaryontnich buné€k. U virli, napf. papilomaviri, které nelze kulti-
vovat in vitro se provadi 1zolace DNA pfimo z bun€k obsazenych v klinickém vzorku. Tyto
izolaéni postupy zahrnuji navic krok, kterym je nutno oddélit fazi obsahujici nizkomoleku-
lami DNA viru od vysokomolekularni DNA hostitelskych bungk. To se provadi sraZenim
vysokomolekularni DNA chloridem litnym a zbyvajici nizkomolekularni DNA viru obsaZena
v supernatantu se extrahuje sraZenim etanolem nebo izopropanolem.

IZOLACE GENOMOVE RNA. Postupy izolace RNA z virii jsou sloZit&jsi neZ po-
stupy izolace DNA. Zahrnuji navic kroky zajiStujici ochranu RNA pfed rozkladem RNazou,
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coZ je velmi stabilni protein, ktery odolava mnohym chemickym €inidlim a je rovnéz rela-
tivné termorezistentni. Nejlastéji se jako inhibitor RNézy pouZiva guanidin thiokyanat
(GTC). Dlouhodobé se RNA o velikosti vétsi neZ 1 kb uchovava v etanolu pfi nizkych teplo-
tach, Manipulace s RNA je nuino provadét v ledové lazni, pouZivat ochranné rukavice a

pracovat za aseptickych podminek.

APLIKACE METOD ANALYZY GENOMU U VIRU. V tabulce 5 jsou uvedeny
molekuldrni metody nejéastéji pouZivané ke studiu primarni struktury virového genomu a
subtypizaci vird zpisobujicich onemocnéni ¢lovéka. Jednotlivé metody jsou podrobnéji

popsany v nasledujicim textu.

Tabulka 5 Genotypizaéni metody pouZivané k analyze genomii nékterych virt

Viry (druh/red)

Metody

Adenoviry (Lidsky adenovirus 2)

RFLP-analyza

Flaviviry (Virus hore¢ky Dengue)

sekvencovani genomu

Flaviviry (Virus hepatitidy C)

SSCP-analyza; PCR-SSCP-analyza; zpétna hybridizace;
metoda DEIA; sekvencovani genomu

Hepadnaviry (Virus hepatitidy B)

Southerniv pfenos a hybridizace; SSCP-analyza;
PCR-SSCP-analyza; sekvencovani genomu

Herpesviry (Cytomegalovirus)

RFLP-analyza; PCR-RFLP-analyza; Southernliv pfenos
a hybridizace

Herpesviry (Virus Epsteina a Barové)

RFLP-analyza

Herpesviry (Herpes simplex virus 1)

RFLP-analyza; PCR-RFLP-analyza; Southerniiv pfenos
a hybridizace

Herpesviry (Varicella-zoster virus)

RFLP-analyza; PCR-RFLP-analyza

Pikornaviry (Enterovirus, Poliovirus)

RFLP-analyza; RT-PCR-RFLP-analyza; analyza otisku
RNazaT1-oligonukleotidi; SSCP-analyza; sekvencovani
genomu

Pikornaviry (Rhinovirus)

sekvencovani genomu

Ortomyxoviry (Virus chiipky A)

test ochrany pfed G¢inkem RNazy A; sekvencovani
nukleotidil; metoda HMA

Papovaviry (JC virus)

sekvencovani genomu

Paramyxoviry (Virus spalnicek)

RT-PCR-RFLP-analyza

Paramyxoviry (Parainfluenzavirus)

seckvencovani genomu

Paramyxoviry (Pneumaovirus)

test ochrany pfed u€inkem RNazy A;
PCR-RFLP-analyza; sekvencovani genomu

Parvoviry (Parvovirus B19)

SSCP-analyza; PCR-SSCP-analyza

Reoviry (Rotavirus)

analyza polymorfizmu délky segmenti genomu

Retroviry (HIV, HTLV-1, HTLV-2)

metody HMA a HTA; sekvencovani genomu

Pozn.: Zkratky a jejich vyznam jsou uvedeny v jednotlivych &istech textu popisujicich principy metod.
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SEKVENCOVANI GENOMU VIRU. Metoda automatického sekvencovani (kapi-
tola III) virového genomu se pouziva ke stanoveni primarni struktury a linearniho uspofadani
bazi ve virovém genomu. Touto metodou lze odhalit i bodové mutace, které vzniknou pii
replikaci a umozni tak odlidit zménéné sekvence potomstva viri od rodi€ovského genomu.
Pro subtypizaci virli se obvykle pouziva ta ¢ast genomu, v niZ se nachazi geny kédujici anti-
genni epitopy povrchovych proteind viriond, které jsou vystaveny imunologické odpovédi
imunitniho systému hostitele. Pro analyzy tohoto typu jsou nejvhodnéjsi jedine¢né sekvence,
kter¢ nejsou piekladany, protoze v nich dochazi k mutacim jen zfidka. Vhodné jsou téz
fragmenty ziskané¢ PCR, kter¢ umoziiuji analyzovat sekvence malych usek, napf. o velikosti
| kb. Viechny RNA genomy se musi nejprve piepsat zp&tnou transkriptazou do DNA fetézce.

Sekventni analyzou byla zjist€na primarni struktura viru HIV-1 v roce 1985. Pro fy-
logeneticke analyzy viru HIV jsou nejéastéj$im cilem sekvencovani oblasti obsahujici geny
gag (koduji proteiny kapsidu matrice a nukleokapsidu) a env (koéduji transmembranovy a
povrchovy protein). Tato metoda umoziluje provadét klasifikaci izolatd HIV z riiznych geo-
grafickych lokalit do skupin fylogenetického stromu. Na zakladé srovnavacich analyz byly
identifikovany napf. subtypy A, B, C a E u viru HIV. Metody sekvencovani se napf. vyuZilo
i ve forenznim soudnictvi k diikazu iatrogenni infekce HIV. Metoda se pouZiva téZ u jinych
virti (tab. 5), napf. u viru hore¢ky Dengue (rod Flavivirus), JC viru (rod Papovavirus) a viru
chfipky A, u kterého jsou nejéastéjsimi cilovymi misty geny pro hemaglutinin a neuramini-
dazu.

POLYMORFIZMUS DELKY RESTRIKCNICH FRAGMENTU. Metoda RFLP
(kapitola IV) pfedstavuje jednu z nejéastéji pouZivanych metod analyzy genomil zastupct
tehoZ druhu, zeyména u DNA virli. Pfitomnost mutace v sekvenci, ktera je §t€pena restrikéni
endonukleazou u nékterého z kment viri, ma za nasledek zménu v DNA otisku, &¢imz jej Ize
odlisit od kmene stejného druhu. Pouziti metody RFLP k subtypizaci izolath DNA viril
(napf. u herpesvirt nebo adenoviril) je znazornéna na obr. 101,

Poclty restrikénich fragmentlii DNA zavisi na velikosti genomu a poé&tu restrik&énich
mist pro pfisludnou restriktazu. U herpesvirli s velkym genomem miiZe restrik&ni spektrum
obsahovat dvacet aZ padesat fragmentii, zatimco adenoviry s malym genomem maji jenom
pét aZ deset fragmentll. Konkretnimi pfiklady vyuziti metody RFLP v molekuldrni epidemio-
logii jsou virova onemocnéni zpiisobend herpesviry (Cytomegalovirus, Herpes simplex vi-
rus) a adenoviry. U RNA virli, napf. enteroviri se jejich genom nebo cilova ¢ast na 5'-konci
(UTR-sekvence) genomu nejprve piepiSe zpétnou transkriptizon do DNA fetézce a ten je
pak amplifikovan a Stépen restriktdzou za vzniku fragmentt, které se analyzuji metodou
RFLP. Southernilv pfenos s naslednou hybridizaci pfedstavuje modifikaci metody RFLP a je
pouZivan k analyze vyskytu riznych subtypii herpesvirii (Cytomegalovirus), zejména u paci-
entll trpicich AIDS a u pacientii s transplantovanymi ledvinami.

ANALYZA FRAGMENTU RNA STEPENYCH RNAZOU T1 (,,OLIGONUC-
LEOTIDE FINGERPRINT ANALYSIS“). Metoda je zaloZena na 3tépeni radioaktivné
znatené *°P genomové ssRNA RNazou T1. Tato endonukledza, ktera je izolovana z Asper-
gillus oryzae, 3tépi fetézec RNA na 3’-konci v mist&, v némz se vyskytuji zbytky kyseliny
guanylove. Separace jednotlivych fragmentii se provadi dvourozmémou elektroforézou (obr.
102) v polyakrylamidovém gelu. V prvnim sméru probiha chlazena elektroforéza v polyakry-
lamidu obsahujicim mo&ovinu. Pruh polyakrylamidu obsahujici otisk separovanych fragmen-
ti RNA se vyfizne a podrobi se nechlazené polyakrylamidové gelové elektroforéze v kol-
mem sméru. Detekce fragmentl se provadi autoradiograficky. Tato metoda byla pouzita
zejmeéna u enterovirtl a dale rovnéz u viru chfipky A a viru vezikularni stomatitidy.
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Obr. 101 Genotypizace tii izolati DNA virt analyzou RFLP
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ZPETNA HYBRIDIZACE. Vychozim materidlem je genomova RNA, ktera se izo-
luje ze séra pacienta a amplifikuje se v odstupfiované RT-PCR s primery zna¢enymi bioti-
nem, které jsou komplementarni k sekvencim nekodujici oblasti, nachazejici se na 5’-konci
RNA genomu. Produkt PCR amplifikovany ze vzorku genomu RNA viru hybridizuje se
sondami pfichycenymi v paralelnich liniich k membrané. Hybridizované sekvence jsou de-
tekovany streptavidinem navdzanym na alkalickou fosfatazu, Metoda se pouziva zejména pfi
genotypizaci flavivirli (napf. Hepacivirus, pivodce hepatitidy C). Je viak omezena pouze na
subtypy viru hepatitidy C, k nimZ jsou znamé a komeréné dostupné sondy. Touto metodou
nelze proto typizovat viechny existujici viry rodu Hepacivirus.

TEST OCHRANY PRED UCINKEM RNAZY A. Tato metoda se pouzivé k detek-
ci bodovych mutaci a k uréeni jejich lokalizace v RNA genomu virii. Postup spoéiva v pouZi-
ti kratké sondy RNA syntetizované in vitro a znadené P, ktera je ziskana transkripci geno-
mové RNA standardnich nebo typovych kmeni viril. Je klonovana v plazmidu a pfepsana ze
dvou protismémych promotorii (promotory SP6 a T7). Sonda **P-RNA hybridizuje
s detekovanymi cilovymi sekvencemi RNA. Casti jednofetézcové RNA, tj. sekvence RNA
sondy, které nehybridizovaly s virovou mRNA anebo s oblastmi genomové RNA, obsahujici
mista s bodovymi mutacemi, v nichZ se sonda nenavazala, se odstrani RNazou A (obr. 103).
Separace fragmentli RNA, rezistentnich k RNéze A, se provadi v polyakrylamidovém gelu a
jejich detekce Eak autoradiografii. Metoda analyzy ochrany proti RNaze A se pouZziva pro
detekci jiz 10" molu RNA, coZ ji ¢ini mnohem citlivéji neZ je metoda te¢kové hybridizace
nebo northernovy pfenos.

Metoda analyzy ochrany proti RNaze A se pouziva k ur€eni pfibuznosti RNA virti
nebo k rozliSeni transkripti s riiznymi 3’-konci. Molekuly RNA, které se li8i inzerci, deleci
nebo pfitomnosti bodovych mutaci mohou byt snadno odliSeny, jestliZe vzdalenosti mezi
genetickymi zmé&nami dosahuji alespoii 7 nukleotidl. Z enzymu se nejcastéji pouziva RNaza
A, ktera 5t€pi nukleotidovy fetézec v mistech bazi C, G a U. Fragmenty vznikl¢ St€épenim
RNazou A vytvareji na gelu neostfe ohrani¢ené prouzky. Pfi mapovani mist, v nichZ se na-
chazeji genetické zmény, je zapotfebi mit fadu sond, které pokryvaji cely virovy genom.



156
METODY MOLEKULARN] VIROLOGIE

 ¥Pznagené

‘ i ' pepis katalyzovany
; SP6 RNA-polymerazou

denaturace RNA a hybridizace

Obr. 103 Analyza genetické variability kmeni paramyxoviru RSV prostfednictvim testu ochrany pted
u¢inkem RNazy A

ANALYZA KONFORMACNIHO POLYMORFIZMU JEDNORETEZCU
(SSCP). Analyza SSCP, kterou popsali Orita a spolupracovnici, je zaloZena na skuteénosti,
ze geneticka zména v jednotlivych nukleotidech zplisobuje zménu pohyblivosti fragmentt
ssDNA v gelu. Metoda spociva v amplifikaci specifickych oblasti referenéniho a mutantniho
genomu metodou RT-PCR a v nasledne denaturaci a separaci produktli PCR elektroforézou
v neutralnim polyakrylamidovém gelu. Pohyblivost amplikonii obou vzorkil genomu je od-
lisna (str. 57). Metoda vyZaduje optimalizaci podminek detekce. SSCP se pouZiva k analyze
genetickeé variability u nestrukturnich geni lidského parvoviru B19 (piivodce 5. nemoci) a
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umoZnila identifikaci Sesti genotypti tohoto parvoviru v celosvétovém méfitku. Metoda se téZ
pouziva v epidemiologii infekci zplisobenych virem hepatitidy B (HBV) a virem hepa-
titidy C. .

ANALYZA POHYBLIVOSTI HETERODUPLEXU (HMA). Metoda HMA se
pouziva ke studiu genetické variability riznych kment nebo kvazidruhil vir(i na molekularni
trovni. Metoda se zahaji amplifikaci cilové sekvence nachazejici se ve variabilni oblasti
provirové DNA viru HIV, ktera se izoluje z perifernich krevnich mononuklearnich bunék.
Produkty PCR jsou elektroforézou separovany v agar6zovém nebo neutralnim polyakrylami-
dovém gelu. Zatimco v agarézovém gelu se smés nedenaturovanych produktli obsahujici
heteroduplexy i homoduplexy pohybuji stejnou rychlosti a zastavi se v jedné pozici, v poly-
akrylamidovém gelu se heteroduplexy obsahujici vyduté zplisobené deleci nukleotidii pohy-
buji pomaleji neZ homoduplexy (obr. 104).

amplifikace sekvenci
variabilni oblasti DNA

produkty PCR

.-_..m.:._l'i_..,iw_:id;-__—
2,5% agar6zovy gel 5% polyakrylamidovy gel SRR

Obr. 104 Analyza pohyblivosti heteroduplexi

Pfi studiu diverzity kmen HIV se smés produktli PCR z riiznych izolati HIV denatu-
ruje a hybridizuje s amplifikovanou DNA standardniho (typového) HIV kmene se znamou
sekvenci (obr. 105).

Jestlize se smisi dva odlisné amplikony o stejné velikosti, pak se po elektroforéze
v neutralnim polyakrylamidovém gelu obvykle objevi tfi produkty; jeden pfedstavuje homo-
duplexy a dva pomaleji se pohybujici prouzky obsahuji heteroduplexy. Smichaji-li se tfi
odli§né amplikony, které se denaturuji a znovu renaturuji, objevi se v gelu celkem Sest poma-
leji se pohybujicich produktii, které pfedstavuji vdechny kombinace heteroduplexil. Bylo
prokazano, Ze sniZeni pohyblivosti heteroduplexii koreluje s poétem genetickych zmén
v nukleotidech.
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Obr. 105 Stanoveni pfibuznosti kment HIV metodou HMA

Metoda HMA se vyuziva k analyze pfibuznosti riiznych variant kmenti HIV u pacien-
ta, ale t€Z 1 u jinych HIV-pozitivnich osob. Pfibuznost jednotlivych kmeni se stanovuje na
zakladé pohyblivosti heteroduplexii vyjadiené hodnotami od 0,1 do 0,9 (hodnota 1,0 odpovi-
da puhyblwnstl homoduplexi). Hndnuty 0,1 az 0,9 vyjadiuji pomér vzdalenosti PCR ampli-
konu heteroduplexu ke vzdalenosti PCR
amplikonu homoduplexu v gelu od startu.
Touto metodou byly studovany a porov-
s s | | navany typy HIV izolované v USA s pii-

| | buznymi typy HIV izolovanymi v Africe
(obr. 106).

Obr. 106 Stanoveni pfibuznosti HIV izolatd
metodou HMA
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Metoda HMA se pouziva rovnéz ke stanoveni pfibuznosti kmenti viru chiipky A. Va-
riantou metody HMA je test stopovani heteroduplexti ,heteroduplex tracking assay* (HTA),
ktery se pouZiva k detekci kvazidruhii HIV. Tento test spociva v detekci heteroduplexil, které
se vytvofi mezi produkty PCR z amplifikovanych sekvenci genu env z genomi nékolika
izolati HIV, ziskanych v priibéhu infekce od jednoho pacienta, hybridizaci s radioaktivné
znacCenou sondou. Ta je pfipravena klonovanim specifické oblasti genu env provirové DNA
standardniho kmene HIV.

POLYMORFIZMUS DELKY GENOMOVYCH SEGMENTU (GSLPA). Metoda
GSLPA je urfena k typizaci virl, které maji segmentovany genom, tvofeny negativnimi
fetézci RNA. Metoda se pouziva piedevsim u rotavirt (puvodci prijmovych onemocnéni).
Rotaviry (Reoviridae), které infikuji ¢lovéka,
se fadi do skupin A, B a C. Jejich genom
tvoii jedenact segmentii dsRNA. Kmeny se
navzajem li§i tim, Ze jejich segmenty maji
ruznou délku (obr. 107). Metoda GSLPA
spoc¢iva v elektroforetické analyze celkové
RNA izolované z klinickych vzorkd, ktera je
provedena v 10% polyakrylamidovém gelu.
Lidské rotaviry maji obvykle dlouhé elektro-
foretogramy, zatimco ostatni kmeny rotavi-
ri, fadicich se do skupin D az G, které nein-
fikuji ¢lovéka mivaji kratky elektroforeto-
i gram. Metoda umoZnuje studovat moleku-
Obr. 107 Genotypizace rotavirii metodou poly- 1amni epidemiologii infekci zpiisobenych

morfizmu délky genomovych segmentii  rotaviry na celém svété, zejména v ohniscich
rotavirovych epidemii.

DETEKCE HYBRIDU DNA METODOU DEIA. Metoda DEIA je zaloZena na
imunologické detekci hybridu dvoufetézcové DNA. Vychozim materialem je genomova
RNA izolovana z krevniho séra pacienta. Sekvence obsahujici gen pro dfefovy protein viru
je amplifikovana RT-PCR za pouziti vnitinich primerli. Produktem PCR je DNA, ktera se
tepelné denaturuje a hybridizuje ke znamym sondam, navazanych ke dnu jamky v mikrotit-
racni desticce. Hybridy dvoufetézcové DNA jsou detekovany monoklondlnimi protilatkami
proti DNA a krdli¢imi protilatkami konjugovanymi s kfenovou peroxidiazou. Po piidani
chromogenniho substratu (napf. peroxidu vodiku) se u pozitivnich vzorki objevi zbarveni
(obr. 108).

Tato metoda se pouziva pifi molekularni typizaci izolatd viru hepatitidy C (HCV). Je
vSak omezena poctem sond piipravenych ze znamych subtypi tohoto flaviviru.

{
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Obr. 108 Detekce hybridu DNA metodou DEIA



X. Bioinformatika

Bioinformatika je nova disciplina na rozhrani po¢itacovych véd, informaénich techno-
logii, matematiky a biologie a zahrnuje studium a praktické uchovavani, vyhledavani, zobra-
zovani, manipulaci a modelovani biologickych dat (Tabulka 6). Vyvoj vysoce vykonnych
technologii jako napf. automatické sekvencovani, MALDI-TOF hmotnostni spektrometrie a
NMR spektroskopie ¢i proteinova krystalografie, umoziujicich ziskani molekularné biolo-
gickych dat prispél k jejich dramatickému nartistu (obr. 109) a tim soucasné zvySil naro¢nost
jejich zkoumani a hodnoceni ve vztahu k biologickym otazkam. Potfeba pracovat s velice
obsahlymi databazemi si vyzadala vyvoj vypocetnich nastroji umoZfiujicich analyzu dat a
stanoveni jejich vzajemnych vztahii. Termin bioinformatika se objevil poprvé az v roce 1991
a predstavu_]e spojeni technologii z oblasti molekularni biologie a oblasti informacnich tech-

i i =1 nologii, u nichZ doSlo v poslednich letech
k explozivnimu riustu novych poznatki. Ne-
odmyslitelnou soudasti infrastruktury bio-
informatiky je komunikacni prostfedek
umoziujici rychly pfenos obrovského mnoz-
stvi dat a souCasné vSeobecna dostupnost
téchto dat pro tisice lidi. V zavéru dvacatého
stoleti se timto prostfedkem stal Internet a
obecné pouZivanym rozhranim je webovy
prohliZe¢, umozZiiujici pracovat s hypertexto-
vymi a hypergrafickymi prezentacemi, viet-
né vypocetnich nastroji podstatné piispiva-
Obr. 109 Kumulativni narist dat z oblasti bio- jicich ke stanoveni vztahii, struktury a funk-

i;]::tr"s::k?r 3 Hﬁk;"“ﬁ;u fﬁﬂéimg ce informaénich biomakromolekul a jejich
: ny na prikiadu p Zznam . VERT
v nékolika kliovych databazich role v biologickych procesech.

Tabulka 6 Zakladni zdroje a aplikace bioinformatiky

Vypodetni zaklady Zdroje dat Aplikace bioinformatiky
Algoritmy Ziskavani dat

Grafika, vizualizace Obecné Nastroje pro pfistup k databazim

Zpracovani signalu ‘;E:Eg;: Mapovini a srovnavani genomi

Architektura hardwaru Sefazeni sekvenci

Informaéni teorie Identifikace genii
» Sprava databazi Funkéni identifikace proteint
Statistika Molekularni evoluce
Simulace Molekularni modelovéni
Uméla inteligence Zpracovani Predikce struktur
Zpracovani obrazu lahnr:z::mich Srovnavani struktur
Robotika Stanoveni makromolekularnich struktur

Softwarové inzenyrstvi Vyvoj lé€iv na zakladé struktur
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Mezi hlavni oblasti zajmu bioinformatiky patfi studium Sirokého rozmezi biologic-
kych dat, zejména sekvenci nukleovych kyselin a proteint, genti a genovych map, expresnich
profilli a organizace genomil, a také interakce proteinili nebo mechanizmy fyziologickych
funkci. Primarnim cilem téchto analyz je objasnéni informaéniho obsahu t&chto biomak-
romolekul a porozuméni, jak bioinformace pfimo ovliviiuji vyvoj a funkce u Zivych organi-
zmi. Metody bioinformatiky se tedy stavaji spolu se zvySujicim se mnozstvim kompletnich
genomovych sekvenci zakladem pro detekei systémového chovani buné€k a organizmi. Zna-
lost genomi a proteomtl mnoha riznych druhil a vzorky sekvenci z populaci poskytuji navic
zaklad pro evolucni studie.

Ve sféfe biotechnologii a mediciny je dalsi dilezitou strankou bioinformatiky pfistup
k publikované védecke literatufe a k patentovym archiviim. Jednou z nejvétSich databazi na
svéte je MEDLINE, obrovsky archiv odkazi z biologickych a biomedicinskych odbornych
Casopisl pokryvajici obdobi od roku 1965 do soulasnosti a poskytujici kromeé abstraktn take
odkazy na celé texty &lanku u jednotlivych vydavateld.

1. Molekularne biologické databaze

V soudasne dobé€ je prostfednictvim Internetu dostupnych pfiblizné 550 databazi za-
byvajicich se shromazd'ovanim bioinformaci. Jejich pfehled je kazdorofné aktualizovan
v ¢asopise Nucleic Acids Research (URL http://www.oup.co.uk/nar/database/a/). K nejdiile-
zit¢jSim institucim zabyvajicim se, spravou dat a vyvojem nastrojii pro jejich analyzu a
poskytovanim informaci patfi:

e Evropsky institut pro bicinformatiku (EBI) se sidlem v Hinxtonu ve Velké Britanii
(URL http://www.eblac.uk/),

e Niarodni centrum pro biotechnologické informace (NCBI) zaloZené piivodné v ramci
Narodni lekafske knithovny (NLM) v USA (URL http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),

¢ Centrum pro informacni biologii (CIB) zalozené jako oddéleni Narodniho genetického
institutu (NIG) v Mishimé, Japonsko (URL http://www.cib.nig.ac.jp/).

V kazdem z téchto tfi center je spravovana genomova databize sekvenci nukleovych
kyselin a odpovidajicich, z nich pfeloZenych proteini. T¥i samostatné databdze vznikly
v diusledku potfeby rychlé dostupnosti databaze sekvenci na jednotlivych kontinentech
v dobé, kdy jesté nebyly rozvinuté vysokorychlostni komunikaéni sité. V soutasné dobé si
jednotlive databaze pfedavaji ziskana data, takZe databanky GenBank/EMBL/DDBJ praktic-
ky sdileji stejna data v jakoukoli dobu. Jako prvni databanka na svété schrafiujici nukleotido-
ve sekvence byla vytvofena v roce 1980 EMBL Nucleotide Sequence Database (v ramci
institutu EBI) a o dva roky pozdéji databanka GenBank (v ramci institutu NCBI). Cilem
vytvofeni databazi bylo pfimét autory ukladat sekvence pfimo v databazi namisto publikova-
ni v ¢asopisech, ze kterych byly plivodné ziskavany. Prvnich 2427 sekvenci tykajicich se
zejmeéna funkénich RNA (tRNA a rRNA) mikroorganizmil, usekl genomu nékterych bakte-
riofagi a virti a malého mnoZstvi eukaryotickych mRNA bylo pifepsano do databazi z ¢asopi-
sii. Databaze DDBJ (The DNA Data Bank of Japan) zahajila ¢innost v roce 1984 a plivodné
shromaZd'ovala data pfedev8im z japonskych vyzkumii, za nedlouho potom vSak zahajila
uzkou spolupraci s ostatnimi databazemi. V poloviné roku 2005 databaze nukleotidovych
sekvenci EMBL obsahovala > 95 miliard nukleotidi ve vice jak 54,1 milionu sekvenci po-
chazejicich celkem od vice nez 200 000 riznych organizmii nebo virli. V8echny tfi genomo-
ve databaze jsou volné dostupne a pfijimaji data ziskana v genomovych centrech nebo na
odbornych pracovidtich zabyvajicich se sekvencovanim nukleovych kyselin. Nové sekvence
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nukleovych kyselin se do databazi vkladaji pomoci specialniho WWW formulafe nazvaného
BankIt pro databazi GenBank, WeblIn pro databazi EMBL nebo Sakura pro databazi DDBJ.

Sekvence proteinl, u nichZ bylo experimentalné stanoveno pofadi jejich aminokyse-
lin, charakterizovany jednotlivé proteinove domeny a stanovena jejich funkce, jsou ukladany
v databazi SWISS-PROT zaloZené na Univerzité v Zenevé v roce 1986. Databazi spravuje
Svycarsky institut pro bioinformatiku (SIB), ktery se podili na vytvéfeni sité propojenych
databazi sekvenci. Kompletni databazi sekvenci proteinii obsahuje SWISS-PROT spolu
s dopliikem oznaéenym TrEMBL, ktery obsahuje automaticky doplfiované pieklady koduji-
cich oblasti z databaze sekvenci nukleovych kyselin EMBL. Dalsi dileZitou databazi z oblas-
ti molekularni biologie je PDB (The Protein Databank), ktera se zabyva archivaci a analyzou
proteinovych struktur a komplext informaénich biomakromolekul.

2. Textové vyhledavani v databazich

MnoZstvi dilezitych molekularné-biologickych dat se zvySuje tak rychle, Ze je ne-
zbytme mit k dispozici prostfedky, pomoci kterych miiZzeme k t€émto datim snadno ptistupo-
vat. Existuji tfi hlavni prostfedky na ziskavani informaci, které umoztiuji vyhledavani v mo-
lekularn€ biologickych databazich. Tyto prostfedky jsou vstupnim bodem do mnoha inte-
grovanych databazi a kazdy z nich byl vyvinut v jednom ze tfi hlavnich center pro bioinfor-
matiku, Navzajem se li§i v databéazich, které mohou prohledavat, ve vazbach, které vytvareji
mez1 jednotlivymi databazemi a ve vazbach vztahujicich se k dal§im informacim (obr. 110).
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Obr. 110 Ukazka propojeni databazi na ptikladu vyhledévace Entrez
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Vyhledavaci systém pro molekularné biologické databaze vyvinuty v NCBI se nazyva
Entrez (URL http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrez/). Je vstupnim bodem pro pruzkum
45 riznych integrovanych databazi, z nichZ fada je virtualnich. K nejvyznamnéj$im databa-
zim patfi databiaze PubMed umoziujici pfistup k literarni databazi MEDLINE, databaze
sekvenci nukleovych kyselin a proteinii, databaze 3-D struktur MMDB (Molecular Modeling
Database) odvozena z PDB, skupina databazi genomil a taxonomicka databaze usnadnujici
ziskavani sekvenci na zakladé taxonomickych skupin (obr. 111). Ze tfi vyhledavacich pro-
stiedkll je Entrez uzivatelsky nejpiijatelnéjsi, ale zejména ve srovnani se SRS nabizi omeze-
né, aviak pro zakladni ucely postacujici vyhledavaci prostredky.

Entrez, The Life Sciences Search Engine,

Search across databases

_ Welcome to the new Entrez cross-database search page

' % PubMed: biomedical literature citations and abstracts @ E Books: online books E]:,
; w PubMed Central: free, full text journal articles @ j: DFEM: Oniine Mendolian Inhentonoe i) Ma @
" | : : , @ Site Search: NCBI web and FTP sites Ll
: u Journals: detailed information about journals in Entrez (3 ,
i % MeSH: detailed information about NLM's controlled E ; : |

vocabulary : i

i e Ty Ty YT e =S - - e e e B P P B Bl B = o S e e p e R T T ey

‘ Nucleotide: sequence database (GanBank) = ﬁ UniGene: gene-orientad clusters of transcript sequencas Eﬂ'

| ":‘:' Protein: sequence database ml ﬁ CDD: conserved protein domain database E}]I
”! Genome; whale genoma sequences @ ﬁ 3D Domains: domains from Entraz Structurs E]
II 1, Structure: threa-dimensional macromolecular structures m ?? UniSTS: markers and mapping data Eﬂ
&4 Tawonomy: organisms in GenBank mﬂﬂ PopSet: population study data seis E_II
I IE:II SHMP: single nucleotide polymorphism ki @ GED: expression and molecular abundance profiles EII:
H Gene: gene-centerad information & ’ GED DataSets: experimental sets of GEQ data ml

Obr. 111 Vychozi internetova stranka vyhledavace Entrez

Vyznamnym databazovym nastrojem je SRS, homogenni rozhrani pro pfistup k vice
nez 160 molekularné biologickym databazim vyvinuté v EBI (URL http://srs.ebi.ac.uk/).
Typy databazi zahrnuji sekvence a z nich odvozena data, metabolické drahy, transkrip&ni
faktory, 3-D struktury, genomy, mapovani, mutace, jednonukleotidové polymorfizmy a vy-
sledky ziskané pomoci analytickych nastroji. Webové rozhrani umoZiiuje provadét pred
vyhleddvanim vybér z jednotlivych databazi a poskytuje alternativni formulafe pro zadavani
vyhledavacich dotazi (obr. 112) (SRS). Na Internetu bézi né€kolik verzi SRS a kazda z nich
obsahuje jinou sadu databazi a analytickych nastrojii.



165
BIOINFORMATIKA

: # Literature, Bibliography ond Refersnce Databases
=i N}lullﬂiﬂﬂ seguence databases

@l ] gmeL [] EMBL (Release) (] EMBL (Updates) ] EMBL (WGS)
] EMBL (TP&) ] EMBL (Contig) [} REFSEQ [ ENSEMEBL HUMAN
] ENSEMBL MOUSE [ ENSEMBL FLY [ ENSEMBL FISH [ IMGTHLA
O IMGTAIGM-DBE  [J PATENT ONA [ uvelists
=l uniProt Universal Protein Resource
] UniPrat [ Uniearg [0 Unigafion [ UniRefed [ Unikefso

[ UniPrat/Swiss-Prot [ UniProt/TrEMBL

= Other protein sequence databases

=0 e [J gerseop [ EPQ Protaing [ 19O Proteins
[] ysPTC Pratens [[] MHCBN [ BCIPEP [ sWISSCHANGE

8 [=! peprecated Protein Databases
8 ] swall (SPTR) [ TrEMEL (Updates) [7] RemTEMBL F] pIR

=! Nucleotide related databases

2l [ cPGISLAND [ ENSEMBLCPG [T EPR [} HGNC
[ HSAGENES [ LOCUSUINE [ MousE2HUMAN [T REBASE
[ 1EcLass [ TECELL [ 1eEacTor [ IFGENE
[ IEMATRIX [ IESITE [] UMIGENE [] uniLie

£l Ute C] UTRSITE 1 EMBLALIGH
: ‘=l Protein function databases

M pLocks [ INTERPRC [ IPRMATCHES
[ IPRMATCHES ENSEMEL [ MICEDOM  [0] PER (QREs)
[] PEAMA [] PEAME ] BEAMSEED
[ PEAMHMMES [] PEAMHMMLS [ PRINTS
[ eroDOM O erosite [ PROSITEDOC

- =] Protein structure databases
=8 M psse [ esse [ vsse [ eoe [ PDBEINDER

[] RESID

= Enzymes, reactions and metabolic pathway databases

B 7 gmp [l ENZYME [ LCOMPOUND [F] LENZYME [F] LREACTION
] Mew [ pATHWAY [ ucomeouND [ UENZYME ] UIMAGEMAP
£] UPATHWAY [ UREACTION

|,lg._"' Mutation and SNP databases
* Gene ontology resources

* Mapping databases

* Other databases

# User owned databases

'# Application result databases

[+ EMBOSS result databases
e

T —r—
ERE Ralesse 7.1.1  Copyright @ 1997-2003 LION biosdence AG. All Rights Reserved. Tgrms of Use Feedback

T
¥
L

Obr. 112 Vychozi internetova stranka vyhledavace SRS

V Institutu pro chemicky vyzkum na Univerzité Kyoto v Japonsku byl vyvinuty inte-
grovany systém pro ziskavani dat z databazi DBGET/LinkDB (URL http://www.genome.
ad.jp/dbget/). Poskytuje pristup do pfiblizné 40 databazi, které mohou byt dotazovany samo-
statné. Jako vysledek DBGET prezentuje kromé seznamu vyhledanych zaznami také prehled
vazeb na souvisejici informace ve viech integrovanych databazich. Dalsi ojedinélou vlast-
nosti je propojeni na databazi KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes), coz je
databaze regula¢nich a metabolickych drah u organizmi ze znamym genomem. V porovnani
se SRS a Entrez je viak DBGET jednodussi a omezené)si vyhledavaci prostfedek.

DalSim velice vyznamnym nastrojem, ktery obsahuje vazby na fadu proteinovych da-
tabazi, je proteomicky server Svycarského institutu pro bioinformatiku nazvany ExPASy



166
BIOINFORMATIKA

(URL http://www.expasy.ch/), nabizejici kromé moZnosti vyhledavani fadu analytickych
pomiicek (obr. 113).

Search [SwissProyTEMEL & for|

it

dedicated to the analysis of protein sequences and structures as well as 2-D PAGE (Disclaimer / References).
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.. o] T e
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*« SWISS-2DPAGE - Two-dimensional polyacrylamide gel o DINA -> Protein [Translate] :
electrophoresis o Siumilarity searches [BLAST] !
+ ENZYME - Enzyme nomenclature o Pattern and profile searches [ScanProsite]
+ SWISS 3DIMAGE - 3D images of proteins and other o Post-translational modification and topology prediction |
biological macromolecules o Primary structure analysis [ProfParam, pUMW, ProtScale] |
+ SWISS MODEL Repository - Automatically generated o Secondary and tertiary structure prediction [SWISS- |
protein models MODEL, Swiss-PdbViewer]
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Obr. 113 Vychozi internetova stranka proteomického serveru ExXPASy
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3. Vyhledavani podobnosti sekvenci

Pro stanoveni podobnosti sekvenci nukleotidi v nukleovych kyselinich a aminokyse-
lin v molekulach proteinii se pouzivaji nastroje pro sefazeni (,alignment*) téchto sekvenci.
Tyto nastroje mohou byt pouZity i k daldim &eliim jako je stanoveni jejich struktury a evo-
luce. Sekvence mohou byt srovnany bud’ na zakladé celkového nebo lokalniho sefazeni
v zavislosti na tlelu tohoto srovnani. B&Znou otazkou, kterd vyvstane po sekvencovani no-
vych gend je, zda-li je podobna nebo shodna sekvence jiZ zndma a vyskytuje se v soutasnych
databazich. Rovné€Z pfi sestavovani sekvenci rozpracovanych genomii do ucelenych kontigi,
a v kone¢né fazi celych genomil, se uplatiiuje vyhledani shodnych, pfekryvajicich se tsekt
nahodnych fragmentii sekvenci nukleovych kyselin. Nejéast&ji pouZivané algoritmy pro
pfipady tohoto lokilniho sefazeni sekvenci jsou velmi rychlé algoritmy programii BLAST
(URL http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) nebo FASTA (URL http://www.ebi.ac.uk/
fastal/), vyuZivajici heuristickou strategii zaloZenou na hledani seki sekvenci vykazujicich
nejvyssi stupeil podobnosti. Pfi srovnavani sekvenci nukleovych kyselin variantou programu
BLAST (BLASTN) je soubor vSech sousedicich x-merii (kde x je délka fragmentu sekvence
(okno) zpravidla nastavena na hodnotu 11) postupné srovnavan s kaZdou sekvenci v databa-
z1. Nalezen¢ shodné oblasti jsou potom rozsifovany v obou smérech s pouZitim méné& ptis-
nych podminek pro nalezeni shody. Béhem sefazeni sekvenci jsou do sekvenci vklidany
mezery tak, Ze useky s uplnou nebo &aste¢nou homologii jsou sefazeny nad sebou a navic
mohou byt maskovany oblasti s nizkou komplexitou véetné definovanych repetitivnich sek-
venci (obr. 114). K posouzeni vyznamnosti shody nalezenych useki se pouZivd numericka
hodnota oznatovana jako skére sefazeni sekvenci (5), ktera popisuje celkovou kvalitu sefa-
zeni sekvenci na zdkladé porovnani pravdépodobnosti vyskytu nalezenych segmentii o uré&ité
sekventni podobnosti s pravdépodobnosti, Ze se takova podobnost vyskytne mezi dv&ma
nahodnymi sekvencemi. Vyssi ¢islo potom odpovida vy3si podobnosti. Ekvivalentem skore S
je hodnota E (,,Expectation value®), ktera vyjadfuje polet rliznych sefazeni sekvenci se
skorem shodnym nebo vy$3§im neZ je hodnota S, jejiZz vyskyt je otekavan pFi ndhodném vy-
hledavani v databazi. Potom plati, Ze ¢im je hodnota E niz8i, tim je skore vyznamngjsi, Jak
sada programi BLAST, tak FASTA umozZiiuji i dalsi moZnosti srovnani nukleotidovych
nebo aminokyselinovych sekvenci s udaji v databazich v¢etné porovnani translaénich pro-
duktu viech &tecich ramci dotazované sekvence nebo celé databaze (tabulka 7).

Tabulka 7 VyuZiti jednotlivych variant programi BLAST

Program Dotaz Databize Urovell PouZiti
srovnani
blastn DNA DNA DNA Hledani identickych sekvenci DNA
blasp Protein Protein Protein Hledani homolognich proteint
blastx DNA* Protein Protein Hledani genti a homolognich proteinti na nové
DNA
tblastn Protein DNA* Protein Hledani genii u necharakterizovanych DNA
tblastx DNA*®* DNA* Protein Studium struktury geni

Poznamka: * jsou srovnavéany pfeloZené sekvence DNA ve viech &tecich ramcich




168
BIOINFORMATIKA

o

oot e, _— =

. Score = 202 bits (102), Expect = 5a-48
Identities = 179/207 (B6%) e
Strand = Plus / Plus e e

2500 aagttaacttaaataatgecgcaagge---=---- gatttgggatatttaactggtgqﬁﬁﬁﬁJ

Sl : % R IIIIIIIEIIHIEIIHIIIH"ILHE'IE
- 8bjct; 36439 aagtt&acttaaataatgngnaagggcgtttgggatttqggatatttaaﬂtgﬂtggtﬁﬁﬁ

L]

Query

.....

e B IlIlI FLERLER RO R b f!IEII S R Ililii |i|||’|!f¥ﬂﬁ,
3gngg;L3£4$a taﬂtatgcaacaagagtgccggattt—ccaggtachttgaaagttatgagqgttm 5

g“&w’iﬁin ; aﬂtttﬂgatqﬂtatcﬂag‘agggmgacagatagaﬂgnhnnnﬁnnnnda_._:. Sy
LB U LR R e e

Obr. 114 Piiklad grafického vystupu programu BLAST (horni &ist obrazku), zndzoriujiciho nalezené
sekvence v databazi s ur¢itou mirou identity a textového vystupu (dolni ¢dst obrazku), zni-
zorfiujici lokalni sefazeni sekvenci s identickymi bazemi nad sebou, vloZenymi mezerami a
maskovanymi misty s nizkou komplexitou (n)

V piipadé€ sefazeni aminokyselinovych sekvenci porovnavanych proteinii je pouZiva-
no pro kazdy par aminokyselin substitu¢ni skore, které byva nejéastéji zaloZeno na poméru
pozorovanych substituci, odvozeném z frekvence substituci v mnohonasobnych sefazenich
sekvenci pfibuznych proteint. Skore se pocita z frekvence vyskytu aminokyselinovych zbyt-
ki pro kaZdou dvojici aminokyselin v evolu¢né piibuznych sekvencich a poskytuje hodnotu
pravdépodobnosti sefazeni dvou aminokyselin. Kompletni sada téchto skére pro viechny
kombinace par(i aminokyselin se nazyva aminokyselinova substituéni matice. Dva nejéastg-
J1 pouzivane typy matic jsou PAM a BLOSUM. Zatimco matice PAM jsou zaloZeny na
konceptu akceptovatelnych bodovych mutaci za 10° let v globalnich mnohonasobnych sefa-
zenich blizce pfibuznych proteini, matice BLOSUM (blokové substituéni matice) jsou
odvozené z lokdlnich mnohonasobnych sefazeni blokii (motivil) vice vzdalenych proteinii
v databazi BLOCKS. Mira podobnosti souboru sekvenci proteinti je tedy pfimo ovlivnéna
vybérem ur€it€ho typu substituni matice. Vyhledani miiZe byt provedeno bud’ v zakladnich
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genomovych databazich, které obsahuji vétsinu znamych sekvenci nukleovych kyselin, coz
je vhodné pii hledani novych dosud necharakterizovanych genii, nebo v databazich STS a
EST (kapitola 1V), coz je vhodné pfi hledani novych homologickych geni, pfi analyze
exprese nebo lokalizaci na genomovych mapach.

Pro detailni celkové srovnani dvou nukleotidovych nebo proteinovych sekvenci se lze
pouzit metodu grafického vykresleni teCkové matice, ve které je kazdy zbytek z jedné sek-
vence srovnavan s kazdym zbytkem ve
druhé sekvenci. Prvni sekvence tvofi osu x
a druha sekvence osu y. V oblastech, kde
Jjsou si1 obé sekvence navzajem podobné
tvofi fadek vysokych skore diagonalni linii
pres teckovou matici, podobné sekvence

| gl e pak tvorfi pferuSované diagonalni linie.
T UEET R e Vysledkem je grafické vykresleni podob-
N i fi SR nosti sekvenci ve formé ¢tvercové nebo

\\. s S Een s trojuhelnikové matice zobrazené v Sedé
J s 0 lvo | Skéle (obr. 115).
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Obr. 115 Priklad celkového vizuilniho srovnani
sekvenci oznatenych V-1, V-2 a V-3
se sekvencermi H-1, H-2 a H-3 formou
grafického znazorméni podobnosti pro-
stfednictvim te¢kové matice

aooviL

DalSim krokem v analyze sekvenci je jejich mnohondsobné sefazeni, predstavujici
srovnani tfi a vice sekvenci s mezerami vloZenymi do sekvenci tak, Ze useky sekvenci
s uplnou nebo ¢asteénou homologii jsou sefazeny ve stejném sloupci (obr. 116). To miize
odkryt funkci genl, kterd neni jasna z jednotlivych homologii sekvenci. Zikladni program
pouzivany pro mnohonasobné sefazeni sekvenci je ClustalW. Specializované softwary pak
mohou na zakladé mnohonasobného sefazeni sekvenci vybrat profily, které zahruji pozi¢né
specifickou informaci, ktera je odvozena od frekvence, se kterou se kazdy zbytek vyskytuje
v daném sloupci. Skupiny sekvenci s urcitou pfibuznosti jsou charakterizoviany obvykle
uréitymi konzervativnimi motivy a tato informace v mnoha piipadech umoziuje citlivé vy-
hledavani v databazich. Metody pro mnohonasobné sefazeni sekvenci mohou byt navic roz-
vinuty do oblasti dilezité pro fylogenetické analyzy a srovnavaci genomiku.
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Obr. 116 Priklad mnohonasobného sefazeni sekvenci programem ClustalW
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4. Vyhledavani genu a funkénich oblasti

Jednou z dilezitych otazek analyzy sekvenci nukleovych kyselin je zpiisob, jakym de-
tekovat kodujici oblasti genomove DNA. Mezi kli€ové prvky, které jsou vyhledavany poti-
talovymi metodami, patfi inicia¢ni a terminaéni kodony, mista sestfihu, promotory a termi-
natory transkripce, polyadenyla¢ni mista, vazebna mista pro ribozomy (RBS), vazebna mista
pro topoizomerazy typu lI, mista St€peni pro topoizomerazy typu I a vazebnd mista pro tran-
skripéni faktory. Takovato mista se nazyvaji signily. Vedle toho existuji metody pro vyhle-
davani delSich usekli genomu s variabilni délkou jako napf. exony, introny, repetice, nebo
geny pro funkéni RNA, ktere tvoii obsahovou slozku genomu.

Metody pro vyhledavani signald jsou zaloZené na jednoduchém principu hledani kon-
venéni sekvence spolu s moZnostmi piipustnych odchylek. Citlivéj§i metody mohou byt
zaloZeny namisto hledani signalll jako konvenénich sekvenci na pouZiti vazenych matic, ve
kterych kaZda pozice vzoru pfipousti shodu s jakymkoli zbytkem, ale rizné zbytky maji
v kaZdé pozici pfifazenou jinou vyznamnost. Jesté vice propracované metody vyuZivaji sta-
tistické pfistupy jako napf. neuronove sité.

Nejdalezitéj$i metodou pro hledani obsahovych sloZzek genomu je pfedpovidani kodu-
jicich oblasti. U prokaryot je mozne lokalizovat vétSinu genli jednoduchym hledanim otevfe-
nych étecich ramcill doplnénym napf. hledanim signalii pro vazebna mista ribozému. U euka-
ryot jsou pouZivany pro rozliSeni kodujicich oblasti genomu od nekddujicich statistické
modely frekvenci nukleotidil a zavislosti pfitomnych ve struktufe kodonil. Nej¢astéji pouZi-
vane statistické modely jsou znamy jako Markovovy modely, vyuZivané napf. programem
GeneMark. Integrované metody pro vyhledavani genli navic zvazuji skryté proménné spoje-
né s kazdym nukleotidem v konkrétni pozici; napf. zbytek G miiZze byt soudasti 5'-mista
sestfihu nebo tfeti pozice inicia¢niho kodonu a zbytek A miiZe byt soudasti 3'-mista sesttihu
nebo mista vétveni. Takovéto modely jsou nazyvany skryté Markovovy modely (HMM).
Nekteré systémy pro vyhledavani genil kombinuji mnohocetné statistické pfistupy s hleda-
nim homologie v databazich ziskanych translaci vech ¢tecich ramcii DNA do proteinu.
Databaze sekvenci proteini a databaze EST jsou potom pouZivany pro ovéfeni pfedpovida-
nych genil.

5. Klasifikace proteinu

Pro ucely efektivni automatické klasifikace a charakterizace proteinfi byly vyvinuty
sekundarni klasifikaéni databdze proteinii shromaZzd'ujici informace ziskané z primarnich
databazi sekvenci ve formé&€ charakteristickych vzorti aminokyselinovych sekvenci, které
indikuji uréité strukturni nebo funkéni prvky molekul. Hledani v t&chto kolekcich je pfikla-
dem vysoce citliveho stylu vyhledavani uréitého reprezentativniho profilu charakteristického
pro sekvenéni rodinu a umozZiluje identifikaci novych sekvenci proteinti s moznosti provede-
ni predikce jejich funkce. Databaze charakteristickych vzorti proteinil jsou zaloZeny na riz-
nych pfistupech a mohou obsahovat jednotky typu proteinovych domén odvozenych ze
znamych 3-D proteinovych struktur, proteinové sekvence sefazené do skupin sekvenénich
rodin na zdklad€ jejich identity nebo z téchto rodin extrahované sekvence s charakteristic-
kymi vlastmostmi uloZene ve formé popisu motivii. Pro sefazeni motivii sekvenci jsou pouZi-
vany dynamicke algoritmy programovani.

Vypoéetni techniky pouZivané pro vytvofeni motivii mohou byt rozdéleny do &tyf
tfid. Standardni metoda tvofi motiv na zakladé pozorovanych odchylek ve sloupcich mnoho-
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nasobného sefazeni aminokyselinovych sekvenci dané rodiny. Jiné techniky vyuZivaji auto-
maticky se zdokonalujici algoritmy, které se pokousi vytvofit motivy bez nutnosti mnohona-
sobného serazeni. Metody skrytych Markovovych modeli se snaZi umistit dostupna data na
sekvenci s pouzitim mistnich optimalizaénich algoritmii na zakladé pravdépodobnosti distri-
buci. A konetné nckteré techniky jsou tvofeny opakujicimi se algoritmy, které zobeciiuji
motiv opakovanym hledanim sekvence v databazi a pouzivaji vyvijejici se motiv.

V soucasné dobé tvoii nékolik plivodné nezavislych sekundarnich proteinovych data-
bazi (PROSITE, Pfam, PRINTS, ProDom, SMART a TIGRFAMs) konsorcium poskytujici
integrovanou klasifikaéni databazi proteini InterPro, kterd je dostupnd prostfednictvim
webového serveru (URL http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/). VyuzZiti InterPro zahmuje
celou fadu biologicky diilezitych oblasti, zejména automatické anotace proteinovych sekven-
ci (obr. 117) a ne€kolik typu statistickych a srovndvacich analyz genomovych sekvenci jako
hledani ortolognich a paralognich genti, analyzu ontologie genii a strukturni informace pro-
teind.

Mannosyl-glycoprotein endo-beta-N-acetylglucosamidase
PF01832.8 osssmmmmm—— £ Ndo-beta-N-acetylglucosamidase
—— LFBQIY""E su bfﬂm"h’
e
EHA.F' dnmaln
EESE s e e
— no desr.:nptlﬂn_ .
- Peptidase family M23
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PD552120 .+ 056785_VVVWWV_056785
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Obr. 117 Priklad identifikace proteinu bakteriofagového bi¢iku pomoci integrované klasifikaéni data-
baze InterPro






SEZNAM ANGLICKYCH ZKRATEK

3SR Self-Sustaining Sequence Replication

AFLP Amplification Fragment Length Polymorphism
ALFA Automated Laser Fluorescence analysis
APEX Arrayed Primer EXtension

AP-PCR Arbitrary Primed Polymerase Chain Reaction
ARMS Amplification Refractory Mutation System
ASA Allele-Specific Amplification

ASO Allele Specific Oligonucleotide

AS-PCR Allele Specific Polymerase Chain Reaction
AS-PE Allele-Specific Primer Extension capture
BAC Bacterial Artificial Chromosome

BLAST Basic Local Alignment Search Tool
BLOSUM BLock SUbstitution Matrix

CFLP Cleavase Fragment Length Polymorphism
CGH Comparative Genomic Hybridization

COP Competitive Oligonucleotide Priming

CPT Cycling Probe Technology

DAF DNA Amplification Fingerprinting

ddF Dideoxy Fingerprinting

DDGE Denaturing Detergent Gradient Gel Electrophoresis
DDRT-PCR Differential Display Reverse Transcriptase-PCR
DEAE Diethylaminoethyl

DEIA DNA Enzyme Immunoassay

DGGE Denaturing Gradient Gel Electrophoresis.
DHFR Dihydrofolate Reductase

DMSO Dimethyl Sulfoxide

DOL Dye-labeled Oligonucleotide Ligation
DOP-PCR Degenerate Oligonucleotide Primed-PCR
D-PCR Degenerate-PCR

DSCP Double-Strand Conformation Polymorphism
EBI European Bioinformatics Institute

EC-PCR Expression Cassete-PCR

EDTA Ethylenediamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid
EMBL European Molecular Biology Laboratory
EMSA Electrophoretic Mobility Shift Assay
ERIC-PCR Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR
ESI Electrospray Ionization

EST Expressed Sequence Tag

ExPASy Expert Protein Analysis System

E value Expectation value

FACS Fluorescence-Activated Cell Sorter

FERP Fluorophore-Enhanced REP-PCR

FIGE Field Inversion Gel Electrophoresis

FISH Fluorescence /n situ Hybridization

FRET Fluorescence Resonance Energy Transfer
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GFP Green Fluorescent Protein

GPT Guanine Phosphoribosyl Transferase

GSLPA Genome Segment Lenght Polymorphism Analysis

GSS Genome Survey Sequence

HAT Histone Acetyltransferase

HDAC Histone Deacetylase

HGPRT Hypoxanthine Guanine Phosphoribosyltransferase

HMA Heteroduplex Mobility Assay

HMM Hidden Markov Model

HSYV herpes simplex virus

HTA Heteroduplex Tracking Assay

IPCR Inverse Polymerase Chain Reaction

IPTG Isopropyl-p-D-thiogalactoside

IRS-PCR Infrequent-Restriction Site Amplification

ISH /n situ Hybrnidization

ISSR Inter-Simple Sequence Repeat amplification

ISTR Inverse Sequence-Tagged Repeats

ITS-PCR Internal Transcribed Spacer-PCR

kb kilo-base pair = 1 000 base pairs

LCR Ligase Chain Reaction

LDR Ligase Detection Reaction

LUX Light Upon eXtension

MAAP Multiple Arbitrary Amplicon Profiling

MALDI Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization

MALDI-TOF MS Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Time-of-Flight Mass
Spectrometry

MB Molecular Beacons

MLST Multilocus Sequence Typing

MPCR Multiplex PCR

NASBA Nucleic Acid Sequence Based Amplification

NCBI National Center for Biotechnology Information

NLM National Library of Medicine

NMR Nuclear Magnetic Resonance

OLA Oligonucleotide Ligation Assay

ORF Open Reading Frame

PAC Pl-derived Artificial Chromosome

PAGE Polyacrylamide Gel Electrophoresis

PAM Point Accepted Mutation

PAMSA PCR Amplification of Multiple Specific Alleles

PASA PCR Amplification of Specific Alleles

PCR Polymerase Chain Reaction

PCR-EIA PCR-Enzyme Immunoassay

PCR-ELISA PCR-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

PCR-ISH PCR-/n situ Hybridization

PCR-OLA PCR followed by Oligonucleotide Ligation Assay

PCR-RFLP PCR-Restriction Fragment Length Polymorphism

PFGE Pulsed-Field Gel Electrophoresis

PMSF phenyl-methyl-sulphonyl fluoride

PNA Peptide Nucleic Acid
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PRINS Primed in sifu labelling

QBR Qp-Replication assay

QC-PCR Quantitative Competitive PCR

QPCR Quantitative PCR

RACE Rapid Amplification of cDNA Ends

RAPD Random Amplified Polymorphic DNA

RBS Ribosomal Binding Site

RCA Rolling Circle Amplification

RDA Representational Difference Analysis

REA Restriction Endonuclease Analysis

REAP Restriction Endonuclease Analysis of Plasmid DNA
REP-PCR Repeat sequence primed PCR

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
RISC RNA-Induced Silencing Complex

RPA Ribonuclease Protection Assay

RS-PCR Ribosome Spacer-PCR

RT-PCR Reverse Transcriptase-PCR

SAMPL Selective Amplification of Microsatellite Polymorphic Loci
SBH Sequencing by Hybridization

SDA Strand Displacement Amplification

SDS Sodium Dodecyl Sulfate |

SF-REA Small Fragment Restriction Endonuclease Analysis
SIB Swiss Institute of Bioinformatics

siRNA small interfering RNA

SNP Single Nucleotide Polymorphisms

SPAR Single Primer Amplification Reactions

SRFA Selective Restriction Fragment Amplification
SRFH Selective Restriction Fragment Hybridization
SRS Sequence Retrieval System

SSAP Sequence Specific Amplification Polymorphisms
SSCP Single Stranded Conformational Polymorphism
SSLP Simple Sequence Length Polymorphism

SSR Simple Sequence Repeat

SSSR Self-Sustaining Sequence Replication

STR Short Tandem Repeat

STS Sequence Tagged Site

TAS Transcription-based Amplification System
TGGE Temperature-Gradient Gel Electrophoresis

T, Annealing Temperature

TK Thymidine Kinase

T, Melting Temperature

TMA Transcription-Mediated Amplification

URL Universal Resource Locator

VNTR Variable Number Tandem Repeat

XMP Xanthosine 5'-monophosphate

YAC Yeast Artificial Chromosome
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B-merkaptoetanol, /0

»melting temperature®, 2/

,,nick translation*, 23

2',3'-dideoxyribonukleosidtrifosfat, 62

2'-deoxyadenozin-5'"-a-tio-trifosfat, 69

2'-deoxyuridin-5'-trifosfat, 77

3SR, 104

S-azacytidin, /17

5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-
galaktozid, 34

5-metylcytozin, 67

absorbance, /0

acetylace histont, /77

acetyltransferazy histonoveé, /17

adaptor, 30

adenozin 5'-fosfosulfat, 68

AFLP viz polymorfizmus délky
amplifikovanych fragmenti

agardza, 13

ALFA viz analyza fluorescenéni laserova

automaticka
alfa-komplementace, 34, 38
alkalicka fosfataza, /8

amplifikace alelové specificka, 89

amplifikace DNA vytésfiovanim fetézce,

104

amplifikace konctli cDNA rychla, 9/

amplifikace mezernik{l vnitfnich
pifepisovanych, 98

amplifikace mezi jednoduchymi
repetitivinimi sekvencemi, /01

amplifikace mikrosatelitnich
polymorfnich lokusii selektivni, /04

amplifikace nukleovych kyselin za
nepfitomnosti termofilni DNA-
polymerazy, 104

amplifikace otacivou kruznici, /08

amplifikace polymorfni DNA nahodna,
99

amplifikace replikazou Qp, /06

amplifikace restrikénich fragmenti
selektivni, /02

amplifikace sondy, /06

amplifikace useku DNA, 75

amplifikace vzacnych restrikénich mist,
102

amplifika¢ni reakce s jednim primerem,
101

amplifikaéni system transkrip&ni, /04

amplikon, 75

analyza fluorescenéni laserova
automaticka, 10/

analyza fragment RNA Stépenych
RNazou T1, 153

analyza gelova zpomalovaci, /4, /135

analyza konforma¢niho polymorfizmu
jednofetézct, 57, 156

analyza otisku RNazaT1-oligonukleotidi,
152

analyza pohyblivosti heteroduplexii, 58,
537

analyza polymorfizmu délky segmentii
genomu, /52

analyza reprezentativnich rozdilid, 729

analyza restrikéni endonukleazova, 55

analyza retardaéni, /4

APEX, 69

AP-PCR viz reakce polymerazova
fetézova nahodna

APS, 68

apyraza, 68

ARMS viz muta¢ni systém amplifikaci
nedostupny

ASA viz amplifikace alelové specificka

ASO viz oligonukleotidy alelové-
specifické

AS-PCR viz reakce polymerazova
fetézova alelové specificka

AS-PE, 69

Aspergillus oryzae, 153

ATP sulfurylaza, 68

avidin, 23

BAC viz umély bakterialni chromozom

bakteriofag lambda, 36

bakteriofag Qp, /06

banka genomova, 4/

banka genova, 4/

barviva fenantridinova, /0

barviva kyaninova fluorescenéni, 80

betain, 79

bezchybnost syntézy DNA, 78

bioinformace, /62
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bioinformatika, /6/

biotin, 23, /155

BLAST, 167

BLOSUM, /68

bod tani DNA, 2/

BOX-PCR, 10!

buiiky kmenové embryonalni, //3

cDNA, 32

celulaza, 7

centrifugace diferencialni, //

centrifugace izokineticka, //

centrifugace izopyknicka, /2

centrifugace zonalni, //

CFLP viz polymorfizmus delky
fragmenti DNA vytvofenych
cleavasou

CGH viz hybridizace srovnavaci
genomova

CIB, /62

cleavasa l, 56

ClustalW, 169

COP viz pfipojeni oligonukleotidu
kompetitivni

CPT viz technologie sondy cirkulujici

cytometrie priitokova, 146

Cas reorientacni, /5

¢inidlo chelataéni, 75

¢ip DNA, 69, 131

¢ip EST, 132

DAF, 99

databaze DDBJ, 162

databaze EMBL, /62

databaze GenBank, /62

databaze genomova, /62

databaze InterPro, /7]

databaze MEDLINE, /62

databaze MMDB, 164

databaze molekularné biologicke, /62,
163

databaze PDB, /63

databaze Pfam, /71

databaze PRINTS, 171

databaze ProDom, /71

databaze PROSITE, 17/

databaze proteinti sekundarni klasifika&ni,
170

databaze SMART, /71

databaze SWISS-PROT, /63

databaze TIGRFAMSs, 171

ddF viz dideoxy-fingrprinting

ddNTP viz 2',3'-
dideoxyribonukleosidtrifosfat

DDRT-PCR. viz display diferencialni

deacetylazy histonoveé, 117

DEAE-dextran, //2

DEIA, 152, 159

delece piilehlé — vytvafeni, 66

denaturace alkalicka, &

denaturace DNA, 20

deoxyribonukleaza, /9

DGGE viz elektroforéza gelova
denaturaéni gradientova

DHFR, 116

diagnostika molekularni, 54

diagnostika prostiednictvim PCR, &2

Dicer, /18

dideoxy-fingrprinting, 94

dietylpyrokarbonat, /0

digoxigenin, 23

dimetylsulfat, 60

dimetylsulfoxid, 79, 112

display diferencialni, /30

display fagovy, 149

dithiotreitol, 10

DMSO viz dimetylsulfoxid

DNA cizoroda, 29

DNA klonovana, 29

DNA metyltransferaza, /76

DNA-macroarray (DNA-makropole), /32

DNA-microarray (DNA-mikropole), 69,
131,132

DNA-pol I viz DNA-polymeraza |

DNA-polymeraza disponujici
3'-exonukleazovou aktivitou, 78

DNA-polymeraza faga 29, 108

DNA-polymerazal, /7

DNA-polymeraza Pfu, 78

DNA-polymeraza Pwo, 78

DNA-polymeraza Taq, 73

DNA-polymeraza Tth, 79, 91

DNazal, /9, 135

DNaza | pankreaticka, 66

DNAzym, /18

DOL, 108

domeény proteinove, /70

dominantni negativita, //9
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DOP-PCR viz reakce polymerazova
Fetézova s degenerovanymi
oligonukleotidovymi primery

D-PCR viz reakce polymerazova fetézova
degenerovana

DSCP viz polymorfizmus konformace
dvoufetézcii

EBI, /62

EC-PCR, 89

EDTA, 7

elektroforéza, /3

elektroforéza dvourozmérna, /44, 145,
153

elektroforéza gelova, /3

elektroforéza gelova denaturaéni
gradientova, /6

elektroforéza gelova polyakrylamidova,
140

elektroforéza gelova pulzni, /4

elektroforéza horizontalni, /3

elektroforéza kapilamni, /3

elektroforéza vertikalni, /3

elektroporace, 33, 172

EMSA, /4

Entrez, /164

ERIC-PCR, /101

EST viz misto s expresni adresou

etidiumbromid, /0, /4

exonukleaza Bal31, /9, 67

exonukleaza III, /9, 67

ExPASy, 165

exprese genova, /16, 121

exprese heterologni, 29

extrakt sbalovaci, 37

FACS, 95

FASTA, 167

fenotyp Spi , 38

FERP viz reakce polymerazova fetézova
mterrepetitivni fluorescenéné
zdokonalena

fingrprint DNA, 55

FISH viz hybridizace fluorescenéni in situ

fluorescein, 23, 80

fluorescence, 79

fluorofor, 79

fokusace izoelektricka, /44

fosfataza, /7

FRET viz pfenos energie fluorescenéni
rezonanci

G418, /16

gel agarozovy, /3

gel polyakrylamidovy, /3, 16

gencl, 368

gen env, 159

gen gag, 153

gen reportérsky, /33

genom, /2]

geny ortologni, 97

GFP, /133

gradient CsCl, /3

gradient diskontinualni, /2

gradient hustotni, /2

gradient kontinualni, /2

gradient sacharézovy, /2

GSLPA viz polymorfizmus délky
genomovych segmenti

GTC viz guanidin thiokyanat

guanidin thiokyanat, /52

HAT, 117

HDAC, 117

heteroduplex, 58, 157

HIV, 152, 157

HMA viz analyza pohyblivosti
heteroduplexii

HMM viz modely Markovovy skryté

hodnota E, /67

hodnota S, /0

homoduplex, 38, /57

HTA, 152, 159

HTLV-1, 152

HTLV-2, 152

hustota vznasiva, /2

hybridizace, 34

hybridizace fluorescenéni in situ, 27

hybridizace in situ, 27, 97, 126

hybridizace kolonii, 25

hybridizace nukleovych kyselin, 20

hybridizace plak, 25

hybridizace restrikénich fragmenti
selektivni, 55

hybridizace srovnavaci genomova, 95

hybridizace subtraktivni, /28

hybridizace te¢kova (kapkova), 25

hybridizace zpétna (reverzni), 25, 152

hybridiza¢ni podminky malo pfisné, 25

hybridiza¢ni podminky pfisné, 25

hydrazin, 60

hygromycin B, /16
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chiméra proteinova, 38

chlorid cesny, /2

chlorid litny, /5/

chromatografie afinitni, 9

chromatografie gelova, 9

chromatografie iontoméniova, 9, /45

chromatografie sloupcova, /45

identifikace DNA, 54

imunoprecipitace, /42

inaktivace genu cl, 38

inaktivace inzeréni, 34

inaktivace produktu PCR, 77

inhibitor syntézy DNA koncovy, 62

interkalace, /0

internet, /6/

inzert, 29

inZenyrstvi genové, 29

IPCR viz reakce polymerazova fetézova
obracena

IPTG viz izopropyl-p-D-tiogalaktozid

IRS-PCR viz amplifikace vzacnych
restrikénich mist

ISH viz hybridizace in situ

ISSR viz amplifikace mezi jednoduchymi
repetitivnimi sekvencemi

ISTR viz repetice inverzni sekventné
znadené

ITS-PCR viz reakce polymerazova
fetézova vnitfnich pfepisovanych
mezernikt

izopropyl-B-D-tiogalaktozid, 34

1izoschizomer, /9

jednotka Svedbergova, //

kapacita klonovaci, 36

kinaza, 17

Klenowliv enzym, /7

Klenowily fragment DNA-pol I, /7

klon DNA, 29

klon molekularni, 29

klonovani DNA, 29

klonovani genti, 29

klonovani molekularni, 29

klony pieskakovaci, 44

klony spojujici, 50

knihovna cDNA, 4/

knihovna genomova, 4/, 54

knihovna genova, 4/

knihovna genova expresni, 4/

knihovna pro pieskakovani, 44

knihovna spojujicich klont, 50
koeficient sedimentacni, /0, /1
konec kohezni, 30

konec lepivy, 30

konec primeru lepivy, §9
kontaminace DNA pfi PCR, 76
kontig, 48, 50, 66

kontroly pfi PCR, 76

kosmmd, 38

kyselina hydroxamova, //7
kyselina katalyticka nukleova, 7118
kyselina mykofenolova, //6
laurylsiran sodny, 7, 141/
LCR viz reakce ligazova fetézova
LDR viz reakce ligazova detek¢ni
ligaza, 17, 107

lipozom, /12

luciferaza, 23, 68, 133
luciferin, 68

lysozym, 7

lyze bungk, 7

MAAP, 99

majaky molekularni, 82
MALDI, 161

mapa fyzikalni, 45

mapa kontigova, 50

mapa makrorestrikéni, 47, 48
mapa restrikéni, 45
mapovani kontigové, 48
mapovani restrikéni, 45
marker selekéni, 33

matice substituéni aminokyselinova, /68

matice teCkova, /69

MB viz majaky molekularni
metotrexat, /16

metylace DNA, 67, 116
metylaza, /7

mikro€ipy proteinove, /46
mikroinjekce, /73

mikrosatelit, 52, 56, 99
minisatelit, 52, 56
minisekvencovani, 69

misto mnohocetné klonovaci, 33
misto restrikéni, /9

misto s expresni adresou, 52
misto se sekvencni adresou, 52
misto St€peni, /9

misto vazebné pro ribozom, /70
modely Markovovy, /70
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modely Markovovy skryté, /70

modifikace konci DNA, 8§89

molekula DNA rekombinantni, 29

mutaéni systém amplifikaci nedostupny,
89

NASBA, 104

NCBI, /62

NIG, /62

NLM, 162

NMR, /6]

nukleaza, /7

nukleaza S1, 19

nukleova kyselina protismyslna, /17

OLA viz stanoveni liga¢ni
oligonukleotidové

oligonukleotidy alelové-specifické, 76

oligonukleotidy navnadové (,,decoy*),
118

oligonukleotidy protismyslné, /17

organizmus transgenni, 29

otisk DNA, 55

PAC viz umély chromozom odvozeny
z bakteriofaga P1

PAM, 168

PAMSA, 90

panel radia¢nich hybridi, 54

PASA viz amplifikace alelové specificka

PCR viz reakce polymerazova fetézova

PCR-EIA, 76

PCR-ELISA, 76

PCR-ISH viz reakce polymerazova
fetézova in situ

PCR-OLA, 108

PCR-RFLP viz polymorfizmus délky
restrik&nich fragmentt u produkti
PCR

PCR-ribotypizace, 99

PCR-SSCP, 57, 152

peptidova nukleova kyselina, 24

peroxidaza, 23

PFGE viz elektroforéza gelova pulzni

piperidin, 60

plazmid pBR322, 34

plazmid Ti, /15

PMSF viz fenylmetylsulfonylfluorid

PNA viz peptidova nukleova kyselina

pohyblivost elektroforeticka, /4

pohyblivost heteroduplext, 58

polyakrylamid, /3

polylinker, 33

polymeraza, /7

polymorfizmus amplifika¢ni sekven¢né
specificky, 104

polymorfizmus délky amplifikovanych
fragmentd, 56, 102

polymorfizmus délky fragmentii DNA
s jednoduchou repetici, 56

polymorfizmus délky fragmenti DNA
vytvofenych cleavasou, 56

polymorfizmus délky genomovych
segmentu, /59

polymorfizmus délky jednoduchych
repetitivnich sekvenci, 99

polymorfizmus délky restrik&nich
fragmentu, 55

polymorfizmus délky restrik&nich
fragmentil u produktli PCR, 85

polymorfizmus konformace dvoufetézci,
57

polymorfizmus konformace jednofetézct,
57

polymorfizmy genomil, 54

polymorfizmy jednonukleotidové, 69

polymorfizmy konformaéni, 55

posun jednofetézcového zlomu, 23

primer alelové specificky, 90

primer AmpliFluor, §2

primer LUX, §2

primer oligo(dT), 9/

primer pro AFLP, 102

primer pro ligazovou fetézovou reakci,
107

primer pro PCR, 73

primer pro sekvencovani, 6/

primer SDA, 105

primery degenerovane, 96

primery degenerované oligonukleotidové,
95

primery navrhovani, 74

primery sekvenaéni univerzalni, 62

primery vnéjsi, 87

primery vnitini, 87, 159

PRINS viz znaeni in situ
zprostfedkované primerem

prodluzovani primeru, 23

produkt PCR, 75

prochazeni po chromozomu, 42

prochazeni primerem, 66
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promotor SP6, /04, 155

promotor T7, 104, 155

pronaza E, 8

proteaza, 8§

proteinaza K, §

proteom, /2]

protilatka/antigen, /42

protilatky monoklonalni, /37

protilatky polyklonalni, /37

pfenos energie fluorescenéni rezonanci,
80

pfenos northernovy, 26, 121

pfenos po elektroforetické separaci, 26

pienos Southemniv, 26, 152

pfenos westernovy, 26, /40

pfeskakovani po chromozomu, 44

pfipojeni oligonukleotidu kompetitivni,
89

psoralen, 77

puromycin, //6

Pyrococcus furiosus, 78

Pyrococcus woesei, 78

pyrosekvencovani, 67

QBR viz amplifikace replikazou Qp

QC-PCR viz reakce polymerazova
fetézova s kvantitativné kompetitivnim
stanovenim

QPCR viz reakce polymerazova fetézova
kvantitativni

RACE viz amplifikace koncti cDNA
rychla

RAPD viz amplifikace polymorfni DNA
nahodna

RBS viz misto vazebné pro ribozom

RCA viz amplifikace otd¢ivou kruznici

RDA viz analyza reprezentativnich
rozdild

REA viz analyza restriké&ni
endonukleazova

reakce ligazova detekeni, /108

reakce ligazova fetézova, 107

reakce polymerazova fetézova, 24, 73

reakce polymerazova fetézova alelové
specificka, 89

reakce polymerazova fetézova
Alu-sekvenci, 101

reakce polymerazova fetézova
asymetricka, 64, 94

reakce polymerazova fetézova
degenerovana, 96

reakce polymerazova fetézova "hot-start",
76

reakce polymerazova fetézova in situ, 97

reakce polymerazova fetézova
interrepetitivni fluorescentné
zdokonalena, /101

reakce polymerazova fetézova inverzni,
58

reakce polymerazova fetézova kolonii, 88

reakce polymerazova fetézova
kvantitativni, 79

reakce polymerazova fetézova
mnohonasobna, 85

reakce polymerazova fetézova nahodna,
99

reakce polymerazova fetézova obracena,
88

reakce polymerazova fetézova
odstupiiovana, 87

reakce polymerazova fetézova pro
amplifikaci dlouhych usekd DNA, 78

reakce polymerazova fetézova repetitivni,
100

reakce polymerazova fetézova
s degenerovanymi oligonukleotido-
vymi primery, 93

reakce polymerazova fetézova
s kvantitativné kompetitivnim
stanovenim, 79

reakce polymerazova fetézova vnitinich
ribozomalnich mezernikl, 99

reakce polymerazova fetézova zpémna, 90,
124

rehybridizace, 27

renaturace DNA, 20

reorientace, /5

repetice Alu, 10/

repetice inverzni sekvenéné znacene, /01

repetice tandemove, 99

replikaza Qf, /06

REP-PCR viz reakce polymerazova
fetézova repetitivni

restrikéni endonukleazy, /9

restrikéni fragment, /9

retroviry, /13

RFLP viz polymorfizmus delky
restrikCnich fragmentti
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ribonukleaza, 7, 19

ribotypizace, 56

ribozym, /18

RISC, 118

RNA interference, //8

RNA-polymeraza, /23

RNaza, /9

RNaza H, 104, 108

RNaza III, /106

rodamin, 23

rozpoznavaci (cilové) misto, /9

roztok gradientni, //

RPA viz test ochrany pfed u¢inkem
RNazy A

RS-PCR viz PCR-ribotypizace, viz reakce
polymeréazova fetézova vnitinich
ribozomalnich mezernikii

RT-PCR viz reakce polymerazova
fetézova zpétna

RT-PCR v realném &ase, /24

RT-PCR-RFLP, 152

rychlost thlova, //

sacharoza, 12

SAMPL viz amplifikace mikrosatelitnich
polymorfnich lokusi selektivni

SBH viz sekvencovani pomoci
hybridizace

SDA viz amplifikace DNA vytésfiovanim
retézce

SDS-PAGE, 141

sekvence Alu, 10/

sekvence aminokyselinova, 59

sekvence DNA, 59

sekvence jednoducha repetitivni, 99

sekvencovani +/—, 61

sekvencovani celogenomové, 52, 66

sekvencovani DNA, /6, 59

sekvencovani DNA automaticke, 63

sekvencovani enzymové, 6/

sekvencovani genomu, 66

sekvencovani genomu vird, /53

sekvencovani hydrogensifi€itanové
genomove, 67

sekvencovani chemické, 59

sekvencovani Maxamovo-Gilbertovo, 59

sekvencovani nahodné, 66

sekvencovani pomoci hybridizace, 69

sekvencovani Sangerovo, 6/

sekvencovani uspofadané, 66

Sequenase, 62

sefazeni sekvenci celkové, /167

sefazeni sekvenci lokalni, /67

sefazeni sekvenci mnohonasobné, /69

siRNA, /18

skore sefazeni sekvenci, /67

skrinink diferencialni, /27

skrinink dvouhybridni, /48

SNP viz polymorfizmy jednonukleotidové

sonda cirkulujici, /08

sonda hybridiza¢ni, 22

sonda pro vyhledani produkti hledanych
gend, 42

sonda pro vyhledani sekvenci DNA, 42

sonda Scorpion, 82

sonda TagMan, 80

sondy jednolokusové, 56

sondy mnoholokusové, 56

SPAR viz amplifika¢ni reakce s jednim
primerem

specifita relaxovana (uvolnéna), 20

spektrometrie hmotnostni, /45

spermidin, 79

spin column, 9

spojka (linker), 30

SRFA viz amplifikace restrikénich
fragmenth selektivni

SRFH viz hybridizace restrikénich
fragmentd selektivni

SRS, /64

SSAP viz polymorfizmus amplifika¢ni
sekventné specificky

SSCP viz analyza konformaéniho
polymorfizmu jednofetézcl, viz
polymorfizmus délky fragmentii DNA
vytvofenych cleavasou, viz
polymorfizmus konformace
jednofetézcli

SSLP viz polymorfizmus délky fragmenti
DNA s jednoduchou repetici

SSR viz sekvence jednoducha repetitivni

standard hmotnostni, /4

standard velikosti, /4

stanoveni liga¢ni ohigonukleotidove, /08

stanoveni sekvence DNA nepfime, 69

stanoveni sekvence DNA pfimé, 69

STR viz mikrosatelit

streptavidin, 23, /55

STS viz misto se sekvenéni adresou



188

REJSTRIK

Svedberg, /1]

SYBR, /4

SYBR® Green, 80

systém kvasinkovy dvouhybridni, /48

T4-DNA-ligaza, 18

T4-polynukleotidkinaza, /8

TAS viz amplifika€ni systém transkripéni

technologie sondy cirkulujici, /08

teplota pro pfipojeni (hybridizaci)
primeril, 75

teplota T,, 75

teplota T, 73

terminalni
deoxyribonukleotidyltransferaza, /8

terminatory znacene barevné, 64

termocykler, 74

test jednohybridni, /34

test ochrany pfed u¢inkem RNazy, /22

test ochrany pfed u¢inkem RNazy A, 152,
135

test prodlouzeni primeru, /26

Thermus aquaticus, 73, 107

Thermus thermophillus, 79

TK, 115

TMA, 104

transfekce, //1

transformace, 33

transgen, //3

transkriptom, /2/

trichostatin A, /17

tymidinkinaza, /15

typizace binarni, 99

typizace DNA, 54

umély bakterialni chromozom, 39

umély chromozom odvozeny
z bakteriofaga P1, 39

umély kvasinkovy chromozom, 39

uracil-N-glykosylaza, 77

vazba primerti, 74

vazba primeril nespecificka, 75

vektor expresni, 36

vektor inzeréni, 36

vektor klonovaci, 29, 32

vektor kyvadlovy, 36

vektor odvozeny z bakteriofaga lambda,
36

vektor odvozeny z bakteriofaga M13, 38

vektor plazmidovy, 32

vektor rekombinantni, 32

vektor substituéni, 36

vyhledavani genti, 42, /70

vyhledavani v databazich, 163

X-gal, 34

YAC viz umély kvasinkovy chromozom

zebularin, 117

zhaseg, 79

znaceni in situ zprostfedkovane
primerem, 98

znaceni sond, 22, 23

znateni transkripci in vitro, 24

zpétna transkriptaza, /8

zpétna transkriptaza viru AMV, 90

zpétna transkriptaza viru M-MuLV, 90

zrychleni odstfedive, /1
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