4. molekulární Metody


Úvod 

Molekulární, resp. molekulárně-genetické metody jsou z historického hlediska nejmladší, současně však nejdynamičtěji se rozvíjející součástí metodologického aparátu současné zoologie. Až do poloviny 60. let 20. století, kdy začaly být rutinně aplikovány metody tzv. „biochemické genetiky“ (tj. elektroforézy proteinů) na volně žijící populace živočichů, nebylo až na výjimky možno studovat uspořádání a dynamiku genetické proměnlivosti v populacích. Poslední dvě desetiletí pak byla svědkem několika technických a metodických pokroků, které znamenaly průlomové momenty. Automatizace některých technických postupů (syntéza požadovaných fragmentů DNA, zjišťování proteinových a nukleotidových sekvencí) umožnila aplikaci molekulárních metod v masovém měřítku; jiné inovace zase přinesly zjednodušení a zlevnění některých technik a tím i jejich rozšíření mezi spíše terénně zaměřenými biology. Molekulární metody tak pronikly do ekologie, systematiky, populační biologie, etologie a dalších biologických oborů a staly se jejich nedílnou součástí.

Studium DNA má několik výhod: především můžeme studovat přímo genotyp, nikoli pouze jeho fenotypový projev; rozmanitost genomu nám poskytuje možnost volby takové sekvence, která je pro naše účely optimální; molekulární metody zpravidla umožňují jejich použití pro kterýkoli typ DNA; DNA lze připravit i z malého množství tkáně, je relativně stabilní a není nutno ji zmrazovat; konečně v neposlední řadě molekulárními metodami můžeme studovat ohrožené druhy bez jakéhokoli kontaktu se studovanými objekty, včetně organismů dávno vyhynulých.

Výběr částí genomu, které jsou z hlediska našich potřeb optimální, závisí na několika kritériích, především na rychlosti evoluce a způsobu dědičnosti. Dalším kritériem je, zda potřebujeme znát pouze prostorovou distribuci jednotlivých alel, nebo také jejich fylogenii, neboť vhodnost některých metod pro fylogenetickou analýzu je omezená. U živočichů je to zpravidla mitochondriální DNA (mtDNA), která je charakterizována absencí rekombinace (i když výjimky existují) a vysokou frekvencí nukleotidových substitucí a tedy rychlou evolucí, především v některých částech kontrolní oblasti. V jaderném genomu patří k nejrychleji se vyvíjejícím částem nekódující oblasti, v kódujících oblastech jsou to pak synonymní substituce. Vysoká mutační rychlost VNTR (viz kap. „DNA fingerprinting“) je výhodná pro studium rozmnožovacích systémů, paternity a struktury blízce příbuzných populací.

Způsob dědičnosti má silný vliv na dynamiku genetické proměnlivosti v rámci druhů. Například mtDNA je předávána pouze po mateřské linii a je haploidní – to vede ke čtyřnásobné redukci efektivní velikosti populace mitochondriálních genů (za předpokladu, že počet rozmnožujících se samců a samic je přibližně stejný) ve srovnání s jadernými geny. Tato skutečnost má důležité konsekvence z hlediska některých genetických a fylogeografických analýz a v kombinaci s chromosomem Y a biparentálně přenášenými jadernými geny může poskytnout žádoucí informace o rozdílech v chování či migraci mezi pohlavími. Je nutno rovněž přihlížet k tomu, zda dědičnost studovaných markerů je dominantní, nebo kodominantní: například RAPD lokusy jsou zpravidla charakterizovány dominantní dědičností, což vede k omezení rozsahu genetické informace při jejich použití pro studium genetické struktury populací, paternity, rozsahu inbreedingu či hybridizace.

V této kapitole jsou popsány nejrozšířenější molekulární metody, které nalézají, nebo mohou nalézt uplatnění v zoologických výzkumech. Jejich výběr není (a ani nemůže být) vyčerpávající, některé metody jsou popsány jen velmi stručně (např. sekvencování proteinů), jiné jsou zcela pominuty (např. klonování). Proteinová elektroforéza, která rovněž patří do velké rodiny molekulárních metod, byla popsána v předchozí kapitole.

Všeobecné vybavení molekulární laboratoře

Vybavení molekulárně-biologické laboratoře velmi závisí na metodách, které se v ní provozují a které se mohou velmi lišit třeba i v laboratořích studujících stejné organismy. Jen těžko bychom tedy hledali nějaký standard. Díky radikálnímu pokroku se navíc obraz takovéto laboratoře může během několika let změnit k nepoznání. Ve starších laboratořích dominovaly mohutné inkubátory pro množení bakterií a mohutné centrifugy na velké objemy. V moderní laboratoři spíš potkáme jen pár automatických pipet, malou stolní centrifugu, cykler a sekvenátor.

Přes tato omezení přeci jen uvádíme možný příklad vybavení laboratoře, ve které by například bylo možno izolovat DNA z tkáně obratlovce a následně získat sekvence některých genů jeho mtDNA:

Stůl s vodou a výlevkou, magnetické míchadlo, váhy, odměrné válce, několik různě velkých kádinek, mikrovlnná trouba, pipety, centrifuga, mikrocentrifuga, termostat nebo topný blok, cykler, zdroje a elektroforézy, dokumentační zařízení na gely, výrobník ledu, zdroj destilované vody a velmi čisté vody pro PCR, třepačky typu „Vortex“, sekvenátor

izolace dna

DNA lze teoreticky izolovat z jakékoliv živočišné tkáně obsahující živé buňky. U organismů malé velikosti se k izolaci používá i celých jedinců. V tomto případě však samozřejmě hrozí kontaminace parazity, symbionty a potravou. U jednobuněčných živočichů se někdy používá postup, při kterém se nejprve daný jedinec (nebo několik jedinců) rozmnoží a DNA je potom izolována ze všech jedinců najednou. U obratlovců, jejichž erytrocyty mají jádro, se dá DNA snadno izolovat z krve. Běžně se tak například izoluje DNA i z malých druhů ptáků. U savců je izolace DNA z krve problematičtější a vyžaduje poměrně velké množství (několik mililitrů) krve. U malých savců nebo obojživelníků sice velmi kvalitní DNA získáme z čerstvé ledviny nebo svaloviny, obvykle však vystačíme například s odstřihnutým koncem ocásku nebo částí prstu, takže zvíře nemusíme usmrtit. Při použití speciálních technik je možné izolovat DNA i z takových zdrojů, jako jsou jednotlivé chlupy nebo trus (viz kap. „Aplikace PCR“). Tyto techniky však jsou poměrně obtížné a citlivé na kontaminaci. 

Často lze izolovat DNA i z muzejního materiálu. Dobrým zdrojem DNA jsou hlavně tkáně uchovávané v lihu. Naopak izolace DNA ze vzorků, které přišly do styku s formalínem, často končí neúspěchem. DNA lze občas získat i z velmi starých vzorků (řádově i desítky tisíc let starých). DNA byla úspěšně izolována z fosilních kostí (např. z neandrtálce) nebo z hmyzu uchovaného v jantaru. Větší naději na úspěch lze očekávat v případě, že kost byla dlouhou dobu v chladném prostředí (například v permafrostu). Při takovýchto izolacích je však třeba postupovat velmi opatrně a pečlivě, neboť riziko kontaminace je veliké. Používají se speciální přetlakové místnosti v budovách, kde nejsou žádné další molekulární laboratoře a pracovníci používají speciální obleky připomínající skafandry, aby maximálně omezili kontaminaci vzorku svou vlastní DNA. 

Postup izolace

Volba metody extrakce DNA závisí na tom, k čemu ji budeme dále používat. V některých případech vystačíme i s DNA horší kvality a v nízké koncentraci. V extrémním případě můžeme použít i jen zlyzované buňky. S kvalitně izolovanou DNA se nám však vždy bude pracovat lépe. Pro izolaci se používá celá řada různých protokolů a v poslední době se také často používají komerčně vyráběné soupravy (kity), které však bývají dražší. Ve většině případů však spolehlivě funguje klasická metoda založená na odstranění proteinů pomocí enzymu proteinázy K, extrakce směsí fenolu s chloroformem a precipitaci čistým lihem (viz Rámeček 4.1).

Snaha maximálně zjednodušit laboratorní protokoly vedla k řadě modifikací izolace DNA. Jednou z nich je nahrazení pufru s proteinázou roztokem obyčejného pracího prášku ve vodě (0,025g/ml). Tkáň se však v tomto případě musí v roztoku prášku dokonale homogenizovat. Při použití kvalitního extrakčního pufru s proteinázou K není tento krok nutný. Další modifikace se používá k izolaci DNA, určené pro její následující amplifikaci pomocí PCR (viz kap. „Polymerázová řetězová reakce“) – v tomto případě je extrakční pufr v zásadě shodný s pufrem používaným při této metodě (s tím, že i v tomto případě musíme přidat proteinázu). 

Při izolaci tkání uchovávaných ve formalínu se v prvních krocích izolace někdy přidává DTT (až ve 100mM koncentraci) nebo se využívají speciální kity. Koncentraci izolované DNA určíme spektrofotometrem, nebo pomocí elektroforézy v málo koncentrovaném agarozovém gelu a srovnáním se standardy, které naneseme na gel společně se studovaným vzorkem. Izolovanou DNA před použitím obvykle zředíme vodou a zásobní koncentrovaný roztok uchováme v mrazničce. Zředěné vzorky, které používáme častěji, však můžeme poměrně dlouho uchovat i v lednici.
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DNA-DNA hybridizace

Pod pojmem DNA-DNA hybridizace v tomto textu rozumíme hybridizaci scDNA (single-copy DNA), která probíhá v roztoku (proto se někdy označuje jako „solution DNA-DNA hybridization“). O cytogenetických metodách hybridizace in situ bylo pojednáno v kapitole 2, transferová hybridizace je popsána níže (kap. „Restrikční analýzy“); filtrační hybridizace nemá z hlediska zoologie praktický význam a je zde proto pominuta.

První studie věnované kinetice hybridizačních reakcí DNA se objevily ve druhé polovině 60. a první polovině 70. let 20. století (Britten et al. 1974), avšak k masovému využití této techniky v biologii a především v systematice došlo až s pionýrskými pracemi dvou molekulárně orientovaných ornitologů, Charlese Sibleyho a Jona Ahlquista, v 80. a 90. letech. S rostoucí popularitou metody však sílily i hlasy poukazující na její teoretické i praktické problémy. Kritika se soustředila především na to, že metoda DNA-DNA hybridizace neposkytuje informace o jednotlivých znacích (nukleotidech, resp. jejich pozicích v řetězci DNA) a na taková data proto není možno aplikovat některou z kladistických metod maximální úspornosti (viz kap. 6). Vzhledem k tomu, že výsledkem DNA-DNA hybridizace jsou matice vzájemných párových nepodobností (vzdáleností, distancí), naskýtá se otázka, zda tyto nepodobnosti mají žádoucí vlastnosti metricity a aditivity (blíže viz kap. 6) a do jaké míry jsou negativně ovlivněny nestejnými evolučními rychlostmi mezi zkoumanými taxony. Naproti tomu nesporným kladem této metody je obrovský rozsah analyzovaných úseků genomu. Reakcí na některé kritiky bylo i zlepšení experimentálního uspořádání a sofistikovanější metody analýzy dat.

Bez ohledu na diskuse o jejích výhodách a nevýhodách, i přes stále více expandující aplikační možnosti modernějších molekulárních technik (především sekvencování), patří DNA-DNA hybridizace stále mezi vyhledávané metody, používané při analýze evolučních vztahů mezi organismy. Přestože ji lze použít při studiu jednotlivých sekvencí, celých genů, série několika genů či při srovnávání celých mimojaderných genomů (mtDNA, u rostlin chloroplastová DNA – cpDNA), oblastí její nejčastější aplikace je celý jaderný genom, resp. jeho část, obsahující geny v jediné kopii (single-copy nuclear DNA, scnDNA).

Princip a postup metody

Metoda DNA-DNA hybridizace je založena na denaturaci a reasociaci (renaturaci) dvoušroubovicové DNA (double-stranded, dsDNA). Jestliže dsDNA zahřejeme na 100(C, dojde k rozpojení vodíkových vazeb mezi komplementárními řetězci a ke vzniku jednořetězcové DNA (single-stranded, ssDNA). Následné ochlazení naopak umožní opětovné spojení obou řetězců. Podmínky této reasociace (koncentrace solí, teplota, viskozita, velikost fragmentů) určují rozsah chyb v párování jednotlivých komplementárních nukleotidů: při striktních podmínkách (nízká koncentrace solí, vysoká teplota) je umožněno spojení jen velmi podobných sekvencí; s postupným uvolňováním těchto podmínek (zvyšující se koncentrace solí, snižující se teplota) se mohou párovat i méně podobné sekvence až do chvíle, kdy se mohou náhodně párovat i naprosto odlišné sekvence.

Základní princip metody tkví v tom, že fragmenty DNA dvou různých druhů mohou být smíchány, denaturovány a posléze vzájemně reasociovány za vzniku heteroduplexů. Tyto heteroduplexy vznikají tím hůře (resp. disociují tím snáze), čím jsou oba druhy více evolučně vzdáleny, tj. čím větší jsou rozdíly mezi jejich DNA. Jestliže jsou hybridní molekuly umístěny do teplotního gradientu, můžeme srovnat teplotu tání (melting temperature), tj. teplotu přechodu dvouřetězcových heteroduplexů na jednořetězcové molekuly, s teplotou, při které disociují homoduplexy.

Postup DNA-DNA hybridizace sestává z následujících kroků:

1. Nejdříve je izolována a purifikována dsDNA. Dlouhé řetězce DNA jsou pak rozštěpeny na menší fragmenty (přibližně 500bp) ultrazvukem, nebo mechanicky pomocí homogenizátoru – tím je umožněno oddělení scDNA od repetitivních sekvencí a snížena viskozita. K separaci repetitivní DNA jsou používány speciální reasociační kinetické metody, jejichž výsledkem je stanovení hodnoty C0t, tj. doby inkubace v sekundách, násobené počáteční koncentrací DNA v molech na litr, při které jsou všechny repetitivní sekvence reasociovány a lze je oddělit od jednořetězcové scDNA pomocí chromatografie na hydroxyapatitovém sloupci (obr. 4.1).

2. Fragmenty scDNA jednoho druhu jsou radioaktivně označeny a hybridizovány s neznačenou DNA téhož druhu (za vzniku homoduplexů) i DNA druhu srovnávaného (za vzniku heteroduplexů). Značená DNA (32P, 3H, 125I) je označována jako izotopový indikátor neboli tracer, neznačená DNA (stejného i odlišného druhu) se nazývá driver (množství driveru musí být mnohonásobně – většinou 1000-10000( – více než traceru, aby se zamezilo jeho vlastní spontánní reasociaci). Postup značení oligonukleotidových fragmentů je popsán v kapitole „Restrikční analýzy“.

3. Hybridní molekuly jsou nakonec disociovány a z reakce jsou určeny parametry fázového přechodu z dsDNA na ssDNA. Ty umožňují stanovení teploty tání. Rozdíly těchto parametrů pro homo- a heteroduplexy potom slouží jako odhady genetických vzdáleností mezi srovnávanými taxony, které lze použít pro fylogenetické analýzy.

Postup metody si můžeme ilustrovat na příkladu DNA hybridizace s využitím separace na hydroxyapatitovém (HAP) sloupci v Rámečku 4.2.

Výpočet denaturačních křivek

Pro odhad evolučních vzdáleností z mezidruhových hybridizačních dat lze použít některou z veličin, odvozených z křivky závislosti počtu disociovaných duplexů na teplotě, tzv. denaturační křivky (melting curve), např. Tm nebo Tmode. Jestliže rozsah hybridizace pro mezidruhové heteroduplexy vydělíme rozsahem hybridizace pro homoduplexy a vynásobíme 100, dostaneme normalizované procento hybridizace (normalized percentage of hybridization, NPH). Tato veličina je obvykle považována za měřítko frakce DNA, která divergovala do té míry, že za daných reakčních podmínek již netvoří stabilní mezidruhové duplexy. Tm a NPH mohou být kombinovány do veličiny T50H.

Tm je interpolovaná teplota, při které 50% vytvořených hybridů zůstává ve stavu heteroduplexu. Tuto hodnotu můžeme buď přímo odečíst z disociační křivky, nebo použijeme přesnější metodu nelineární regrese. T50H je veličina odhadu teploty, při které 50% DNA zůstává v duplexech. Od předchozí veličiny se liší tím, že ne všechny fragmenty DNA tvoří duplexy. Tmode je teplota, při které disociuje maximální počet hybridních fragmentů.

Stanovení jednotlivých veličin si můžeme přiblížit na následujícím konkrétním příkladu reasociace homoduplexů (tabulka 4.1). První řádek v této tabulce uvádí počet radioaktivních impulsů v prázdném vzorku, který neobsahuje žádné fragmenty DNA (background counts). Jestliže tuto hodnotu odečteme od všech následujících údajů ve sloupci A, dostaneme hodnoty ve sloupci B: sečtením hodnot v tomto sloupci pro vzorky 2-15 získáme celkový počet impulsů za minutu (cpm, counts per minute = 638,4). Podíl fragmentů traceru, který nevytvořil duplexy a nebyl proto zachycen na HAP, představují počty impulsů ve vzorcích 2-5 (viz Rámeček 4.2), dělené celkovým počtem impulsů ( 100, tj. 84,6/638,4 ( 100 = 13,25%. Zbývající vzorky představují procento molekul traceru (neboli rozsah reakce), které během reasociace vytvořily stabilní duplexy (v našem případě 553,8/638,4 ( 100 = 100 – 13,25 = 86,75%). Pro sestrojení disociační křivky Tm jsou použity hodnoty ve sloupci D, které představují kumulativní normalizované hodnoty vzorků 6-15 (sloupec C), vyjádřené jako procento cpm z celkového počtu impulsů/min (obr. 4.3a). Tm je teplota, odpovídající hodnotě 50 na ose y grafu. Jestliže stejnou křivku sestrojíme i pro heteroduplexy, můžeme obě hodnoty Tm odečíst a výsledný rozdíl ((Tm) použít jako míru genetické vzdálenosti mezi srovnávanými druhy.

V případě T50H jsou hodnoty pro homoduplexy vztaženy na 100% jako v případě Tm, avšak hodnoty pro heteroduplexy jsou normalizovány ve vztahu k homoduplexům (jde tedy o hodnoty normalizované procentuální hybridizace, NPH, viz výše). Odlišný způsob normalizace hodnot pro homo- a heteroduplexy způsobuje odlišný tvar obou křivek (obr. 4.3b). Disociační křivky pro tři druhy ptáků jsou ukázány na obr. 4.4, pro srovnání jednotlivých teplotních veličin pro různě divergentní taxony viz obr. 4.5.

Srovnání metod DNA-DNA hybridizace

Použití hydroxyapatitu (HAP) je založeno na jeho schopnosti vázat dsDNA, nikoli ssDNA. Vázání dsDNA na HAP pokračuje až po dosažení teploty tání: s tím, jak jednotlivé molekuly duplexů s přibývající teplotou postupně disociují, stále více jednořetězcových radioaktivně značených tracerů (spolu s neznačenými drivery) se uvolňuje z HAP sloupce a je vymýváno do připravené scintilační nádobky, kde jsou následně detekovány. Oddělení obou typů fragmentů je tedy poměrně jednoduché. Tento přístup je nejrozšířenější a nejvíce probádaný. Jeho nevýhodou jsou širší disociační křivky a dlouhá doba průchodu přes hydroxyapatitový sloupec.

Alternativní možností je štěpení ssDNA nukleázou S1 a její následná precipitace. Specifičnost nukleázy S1 zaručuje štěpení jednořetězcových, nikoli dvouřetězcových fragmentů. Hybridizace však v tomto případě dosahuje nižších hodnot než při HAP metodě, protože nukleázové digesci podléhají všechny nespojené fragmenty, stejně jako nespárované kraje duplexů, což vede k redukci rozsahu reasociací.

Tabulka 4.1 Počet radioaktivních impulsů za minutu (cpm) pro homoduplexy, „normalizovaný“ počet cpm (cpm norm.), získaný odečtením cpm prázdného vzorku, kumulativní cpm pro vzorky 6, 6-7, 6-8 atd. a kumulativní cpm vyjádřené v procentech.

	Teplota

((C)
	Vzorek

č.
	Vzorek
	cpm
	cpm norm.
	cpm ku-

mulativní
	cpm

(%)

	50

50

50

50

50

55

60

65

70

75

80

85

90

95

100

Celkem
	1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15
	
	prázdný

hybridizační směs

1. promytí 3ml PB

2. promytí 3ml PB

3. promytí 3ml PB

1. vázaná frakce

2. vázaná frakce

3. vázaná frakce

4. vázaná frakce

5. vázaná frakce

6. vázaná frakce

7. vázaná frakce

8. vázaná frakce

9. vázaná frakce

10. vázaná frakce
	12,4

41,8

59,2

20,8

12,0

14,2

17,6

16,8

25,6

44,4

95,4

216,2

200,2

34,2

12,6
	0,0

29,4

46,8

8,4

0,0

1,8

5,2
4,4

13,2

32,0

83,4

203,8

187,8

21,8

0,2

638,4
	1,8

7,0

11,4

24,6

56,6

140,0

343,8

531,6

553,4

553,8
	0,33

1,27

2,06

4,45

10,20

25,30

62,10

96,00

99,96

100,00
	


Chlorid tetraetylamonný (tetraethylammonium chloride, TEACL) je chaotropní rozpouštědlo, eliminující vliv složení bází na disociační teplotu hybridních molekul. TEACL je obvykle kombinován s nukleázou S1, čímž odpadá nutnost použití HAP sloupců. Výhodou je (kromě kompenzace rozdílů v zastoupení GC a AT bází) i možnost analyzování většího množství vzorků naráz a relativně úzké (strmé) křivky tání. Nevýhodou – ve srovnání s HAP – je nutnost přesné standardizace nukleázové aktivity S1 a obtížná kontrola NPH. Alternativní možností je kombinace TEACL a HAP. Podstatné vylepšení metody přineslo zavedení automatizované termální vymývačky („DNAnalyzátor“), která umožňuje současnou analýzu 25 a více HAP sloupců. Bohužel, dosud není k dispozici žádný komerčně dostupný přístroj.

Faktory ovlivňující DNA-DNA hybridizaci

Kinetika DNA-DNA hybridizace může být ovlivněna řadou faktorů, například velikostí genomu, počtem kopií, velikostí fragmentů DNA nebo složením bází.

Rychlost hybridizace je nepřímo úměrná množství odlišných sekvencí v genomu. Protože tato hybridizační metoda je aplikována prakticky výhradně na scDNA, závisí celková rychlost tvorby duplexů na velikosti studovaných genomů. Repetitivní DNA, která tvoří významnou složku genomu všech eukaryot i některých prokaryot, je na rozdíl od scDNA zpravidla mnohem divergentnější a je proto žádoucí ji ze studovaných vzorků odstranit. S tím jsou však spojeny dva zásadní problémy. Za prvé, repetitivní sekvence a scDNA jsou vzájemně promíchány a proto je nutno genom fragmentovat na kratší úseky. Za druhé, separace málo frekventovaných repeticí není příliš praktická, protože tento typ DNA se většinou nepodaří na základě rychlosti reasociace od scDNA zcela oddělit. Při velikosti savčího genomu 3 ( 109bp je k poloviční reasociaci nezbytná hodnota C0t kolem 3000. Při koncentraci DNA 1(g/(l dostaneme za jeden den hodnotu pouze 240. Tento proces může být urychlen zvýšením koncentrace DNA i reakčního fosfátového pufru – při inkubaci trvající déle než několik málo dnů totiž může dojít k degradaci DNA.

Jiným problémem je nestejný podíl GC bází v genomu mezi studovanými organismy. Protože adenin a tymin jsou spojeny dvěma vodíkovými vazbami (A=T), zatímco guanin a cytozin třemi (G(C), budou dvě prvně jmenované báze disociovat rychleji než G a C. Jestliže například genom druhů W a X bude obsahovat 60% GC, kdežto přibližně stejně divergentní druhy Y a Z budou mít jen 40% GC, ve druhém případě dojde k disociaci heteroduplexů YZ při nižší teplotě než v případě WX, což povede k chybnému závěru, že tyto druhy jsou fylogeneticky vzdálenější než druhy W a X.

Aplikace a omezení metody

Protože scnDNA, která představuje drtivou většinu materiálu studovaného pomocí DNA-DNA hybridizace, se vyvíjí poměrně pomalu (zejména ve srovnání s repetitivní DNA), aplikace této metody se vztahuje především na řešení systematických a fylogenetických vztahů mezi evolučně vzdálenějšími taxony. U živočichů a rostlin hybridizaci scnDNA zpravidla nelze použít na úrovních nižších než druh vzhledem k nedostatečnému rozsahu divergence mezi konspecifickými populacemi. Přesto v některých případech bylo možno stanovit míru genetické divergence i mezi populacemi jednoho druhu, například u ježovky Stronglyocentrotus purpuratus nebo octomilky Drosophila mercatorum. V obou případech byla použita metoda TEACL, která umožnila zúžení efektivní šířky disociačních křivek a tím přesnější stanovení (Tm.

Rozsáhlý přehled aplikací hybridizace scnDNA uvádí Sibley a Ahlquist (1990). V poslední době byla tato metoda použita u mnoha druhů organismů, například u vačnatců, kaloňů, sudokopytníků, ptáků, u ryb a jejich střevních parazitů, u kraba poustevníka a jeho symbiontů, u octomilek, jeskynních cvrčků a ježovek rodu Echinarachnius. V některých případech, např. u sýkor rodu Parus, byla DNA-DNA hybridizace úspěšnější při řešení fylogeneticky starších divergencí než alozymy a dokonce než analýza restrikčních fragmentů mtDNA (viz následující kapitolu). V některých oborech, jako např. v bakteriologii, virologii nebo mykologii, je využití hybridizace DNA tradičně velmi rozšířené – příkladem za všechny budiž rozlišování a popis bakteriálních druhů, kde je považována dokonce za úspěšnější než sekvencování genu pro 16S rRNA. Přestože primárním využitím této metody je především analýza fylogeneze, fylogenetická perspektiva naopak poskytuje rámec pro studium ekologických problémů (např. mykorrhiza rodu Rhizobium), chování nebo koevoluce. Svým zaměřením na scnDNA, zahrnující široké spektrum genů, může navíc poskytnout vítané srovnání s evolucí rychleji se vyvíjejících sekvencí, ať už repetitivní DNA, nebo mtDNA.

Omezení metody v kontextu jejího využití pro rekonstrukci fylogeneze a studium systematických vztahů mezi organismy lze shrnout následovně (některé z nich ovšem nejsou specifické jen pro tuto metodu):

1. Nelze odhalit přímo sekvence analyzovaných částí genomu, výsledná data jsou ve formě genetických podobností nebo distancí.

2. Srovnání mezi taxony je zpravidla omezeno na ty geny či části genomu, které se v něm vyskytují pouze v jedné kopii.

3. Velké rozdíly ve velikosti frakce scDNA mezi dvojicemi zkoumaných druhů mohou potenciálně způsobit problémy.

4. Velký rozsah vnitrodruhového polymorfismu může být problematický při odhadech fylogenetických vztahů mezi blízce příbuznými organismy.

5. Metodu nelze použít pro velmi rozdílné organismy, u kterých nelze jejich genetickou příbuznost odhadnout s dostatečnou mírou přesnosti (obr. 4.5). Například při použití standardní metody HAP sloupce je problematické stanovení genetické distance v situacích, kdy je normalizované procento hybridizace (NPH) nižší než 50% a (Tm přesahuje 20(C.

6. DNA-DNA hybridizace je poměrně časově náročná a drahá, navíc využívá radioizotopy, vyžadující speciální vybavení a oficiální akreditaci.

7. Často je k analýze potřeba větší množství DNA (řádově v miligramech), což metodu může omezovat na studium organismů, ze kterých lze potřebné množství DNA získat.

Laboratorní vybavení specifické pro DNA-DNA hybridizaci

Refraktometr (s přesností 0,0001 jednotky refrakčního indexu) k určení molarity, počítač radioaktivních impulsů (kapalinový scintilační beta počítač pro 32P a 3H, přenosný Geigerův počítač pro 32P, gama počítač pro 125I), gradientový termální blok pro tepelnou denaturaci DNA, lyofilizační přístroj*, ultrazvukový vibrátor (sonikátor) k fragmentaci DNA, přístroj pro frakcionaci tracerů (odstranění repetitivní DNA), skleněný sloupec pro tepelnou denaturaci duplexů na HAP sloupci (obr. 4.2).

* přístroj není specifický pro hybridizaci DNA

Polymerázová řetězová reakce (PCR)

Molekula DNA je příliš dlouhá a proto při její izolaci dochází k jejímu náhodnému rozlámání na menší fragmenty. Budeme-li izolovat studovaný gen z 1000 identických buněk, získáme sice jeho 1000 kopií, každá z nich se však bude nacházet na fragmentu nestejné délky. Zlepšení přineslo použití restrikčních endonukleáz v 70. letech, které umožnilo získání fragmentů definované délky. Molekulární analýzy však byly stále limitovány nutností izolovat velké množství čisté DNA, což v některých případech – např. u muzejního materiálu, fosílií nebo u vzorků obsahujících velmi malé množství nativní DNA (moč, stopy krve či spermatu, chlupy, exkrementy apod.) – nebylo možné. 

Polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction, PCR) je elegantní a jednoduchá metoda, která umožňuje amplifikovat in vitro požadovaný specifický úsek DNA prakticky v neomezeném množství, přičemž množství původního vzorku DNA může být extrémně malé (teoreticky ho může představovat jediná molekula). Navíc díky tomu, že nasyntetizovaná DNA obsahuje prakticky výhradně studovanou sekvenci, není ji zpravidla nutno dále purifikovat.

Ačkoli první myšlenky o možnosti umělé syntézy většího množství DNA sahají až k objevu DNA polymerázy (1955), vynález PCR byl umožněn až rozvojem umělé syntézy oligonukleotidů počátkem 80. let. Princip metody objevil koncem roku 1983 biochemik kalifornské firmy Cetus Corporation Kary Mullis, který ji následujícího roku metodicky dopracoval s matematikem Fredem Faloonou a dal patentovat (Mullis et al. 1986; Mullis a Faloona 1987). Vzhledem k tomu, že zpočátku při tepelné denaturaci DNA docházelo také k denaturaci DNA polymerázy, bylo nutno při každém cyklu tento enzym znovu dodávat. Významnou inovací bylo zavedení polymerázy izolované z termofilní gramnegativní bakterie Thermus aquaticus, která je i při vysokých teplotách stabilní (Innis et al. 1988) – proto dostala název Taq polymeráza. Zavedení polymerázové řetězové reakce do laboratorní praxe způsobilo doslova revoluci v molekulárně orientovaných výzkumech a tím částečně i v ostatních biologických oborech včetně zoologie. PCR se stala bez nadsázky denním chlebem nejen většiny molekulárních genetiků, ale v posledních letech i mnoha „nemolekulárních“ biologů.

Přestože je princip PCR velmi jednoduchý, praxe má bohužel často k jednoduchosti daleko vzhledem k mnoha vzájemně spolupůsobícím faktorům ovlivňujícím konečný výsledek. I pro odborníky v oblasti molekulární biologie občas zůstává záhadou, proč určitý cyklus funguje a jiný ne nebo proč funguje jedna dvojice primerů, zatímco jiná ne. Proto je zpravidla nutno konkrétní hodnoty jednotlivých parametrů (koncentrace iontů, teplotní režim atd.) empiricky vyzkoušet. 

Princip metody

Typickou vlastností DNA-polymeráz je schopnost rozpoznávat jednořetězcovou DNA jako templát (matrici) a současně se vázat na deoxyribonukleotidtrifosfáty (dNTP). Jestliže je na ssDNA navázán krátký oligonukleotid (DNA nebo RNA-primer), polymeráza se naváže těsně za tento segment a za využití energie vázané v trifosfátech dNTP katalyzuje syntézu komplementárního nukleotidového řetězce. Fragment určený k amplifikaci je vymezen dvěma primery, komplementárními k sekvencím, které se nacházejí na okrajích množeného úseku, a ležícími na opačných vláknech DNA tak, že jsou orientovány svými 3’-konci k sobě.

Zahřátím dvouřetězcové DNA na vysokou teplotu (zpravidla nad 90(C) dojde k její denaturaci. Pokud jsou v roztoku ve velkém množství přítomny oba primery, budou s nimi po snížení teploty na 45-60(C jednotlivé řetězce reasociovat. Díky tomu, že primery jsou velmi krátké a navíc v nadbytku, přisednou na jednořetězcovou DNA rychleji než komplementární vlákno. V posledním kroku jsou při teplotě 72(C (optimální teplota Taq polymerázy) syntetizovány nové řetězce podle sekvence templátů. Princip PCR tkví v kopírování sekvence templátu v několika po sobě jdoucích cyklech, přičemž v každém cyklu se počet kopií zdvojnásobí, protože fragmenty nasyntetizované v předchozích cyklech slouží současně jako matrice v cyklech následujících a množství DNA tak narůstá geometrickou řadou (obr. 4.6). Začneme-li např. se dvěma templátovými řetězci, po 25 cyklech jich teoreticky dostaneme 225 = 33 554 432 (ve skutečnosti je tento počet nižší v důsledku postupné degradace enzymu).

Roztok pro PCR obsahuje DNA templátu, směs všech čtyř nukleotidů dNTP, dvojici primerů, Taq polymerázu, komerčně dodávaný pufr, MgCl2 a kvalitní redestilovanou vodu. Základní cyklus se skládá ze tří kroků:

1. Denaturace, při které se roztok zahřeje na teplotu 92-95(C a kdy dochází k disociaci fragmentů dsDNA na jednotlivé řetězce. 

2. Zchlazení a navázání primerů (annealing). Tento krok je z celého procesu nejdůležitější, protože na správném navázání primerů závisí úspěch celé PCR. Teplota se zpravidla liší v závislosti na délce a dalších vlastnostech primerů (složení bází apod.) – obvykle se pohybuje mezi 45 a 60(C, v extrémních případech však byly použity i teploty 37(C nebo naopak 72(C. Doba trvání prvních dvou kroků je krátká, 15-60s, většinou kolem 30s.

3. Posledním krokem cyklu je extenze, při které dochází k vlastní syntéze nových řetězců, navazujících na 3’-konce primerů. Tato reakce je katalyzována Taq polymerázou při teplotě 72(C. Zřídka se používá teplota o něco nižší (70(C), nebo naopak vyšší (75(C). Při této teplotě jsou volné nukleotidy začleňovány do vznikajícího řetězce přibližně rychlostí 35 za sekundu. Délka trvání této fáze závisí na délce syntetizovaného fragmentu: pro kratší fragmenty (zhruba do 200-500bp) dostačuje 30s, delší sekvence vyžadují delší čas (je-li fragment delší než 1500bp, až 90s).

Tyto tři kroky se pravidelně opakují, většinou 20-40(. Intuitivní předpoklad, že čím více cyklů, tím lépe, nemusí vždy platit, zejména pokud jsou kladeny vysoké nároky na přesnost amplifikace (např. pro následné sekvencování) a pokud je amplifikovaný segment dlouhý (čím více bází, tím vyšší pravděpodobnost chybného začlenění nukleotidu). V těchto případech je lepších výsledků zpravidla dosaženo při menším počtu cyklů. Doba první denaturace bývá zpravidla o něco prodloužena, protože zpočátku musí být disociovány delší fragmenty templátové DNA, kdežto v dalších krocích již jako templát slouží převážně nově amplifikované kratší fragmenty. Většinou se také na konec posledního cyklu připojuje několik minut trvající finální extenze při 72(C, která slouží k tomu, abychom vyloučili výskyt neúplných fragmentů kratší délky. Celá PCR probíhá v programovatelném cykleru (thermal cycler), který je schopen rychle a s velkou přesností měnit teplotu dle zadaného programu. Jednoduchý program pro „klasický“ cykler s tepelnými články typu Peltier může vypadat následovně:

1. 95(C
3 minuty
(úvodní delší denaturace)

2. 95(C
30 sekund
(denaturace pro každý cyklus)

3. 60(C
30 sekund
(zchlazení a nasedání primerů)

4. 72(C
30 sekund
(exteze – syntéza DNA)

5. 29( GO TO STEP 2
(ukončení cyklu, návrat na krok 2; celkem proběhne 30 cyklů)

6. 72(C
5 minut
(finální extenze)

7. END


(ukončení programu)

Možnosti běžných cyklerů zahrnují i zvukovou signalizaci ukončení programu a volbu konečné teploty, při které vzorky zůstanou až do jejich vyjmutí z cykleru. Při práci s problematickými templáty nebo primery se často používají složitější programy. Některé procedury budou podrobněji probrány v kapitole „Problémy a optimalizace PCR“. Jako příklad polymerázové řetězové reakce uvádíme amplifikaci inzerce B1 v genu Btk na chromosomu X u myši domácí (rámeček 4.3).

Primery pro PCR

Správná volba primerů je jedním z nejdůležitějších předpokladů úspěšné PCR. Při jejich volbě je nezbytné se držet určitých pravidel: 

1. Primery jsou obvykle 17 až 25 bází dlouhé, výjimečně může jejich délka dosáhnout až 80bp a naopak pro některé analýzy jsou vhodnější primery dlouhé 13bp nebo i kratší (např. pro RAPD). Jestliže jsou primery příliš dlouhé a nepurifikované, hrozí zvýšení počtu nesprávně zařazených bází do oligonikleotidu. Například je-li primer 20bp dlouhý a povolená chyba při jeho syntéze je 2%, dosáhne zastoupení nespecifických primerů v celém roztoku 32%. Ve většině případů tím nevzniknou vážné potíže, ale v některých problematičtějších případech může dojít k selhání PCR.

2. Sekvence primerů by měla být co možná nejvíce shodná se sekvencí templátu v místě jejich vazby. To platí především pro poslední bázi na 3’-konci primeru: jestliže zkoumaným templátem je protein kódující gen nebo jeho část, je obvyklou praxí tuto poslední bázi volit tak, aby byla komplementární s bází na 2. pozici příslušného kodonu templátu, protože tato pozice je nejméně variabilní (všechny substituce na tomto místě jsou nesynonymní). Nejhorší volbou by v tomto případě byla komplementarita 3’-konce primeru s 3. nukleotidem templátového kodonu (zejména u čtyřnásobně degenerovaného kodonu).

3. Sekvence primerů by neměla obsahovat repetitivní sekvence, abychom vyloučili možnost, že primery budou přisedat zároveň na více různých místech. 

4. Je rovněž nutno se vyvarovat sekvenční komplementarity uvnitř primerů, aby se zabránilo tvorbě jejich sekundární struktury, která by mohla vážně komplikovat průběh PCR.

5. Současně by dva protilehlé primery neměly být komplementární vůči sobě navzájem, aby mezi nimi nedocházelo k vazbě, což by mohlo při PCR vést k tvorbě artefaktů. 

6. Za optimální obsah C a G bází se doporučuje zhruba 50-60%. 

7. Zásadní pro průběh celé reakce je, aby teplota, při které primery přisedají k templátu, byla velmi podobná pro oba použité primery a současně podobná teplotě tání templátu, Tm (viz DNA-DNA hybridizace). Tato teplota je určena délkou a sekvencí primerů. Přibližně se dá odhadnout tak, že budeme uvažovat 4(C pro každou G a C bázi a 2(C pro A a T báze: Tm  =  4 ( (G + C) + 2 ( (A + T). K přesnějšímu výpočtu lze využít programy dostupné na Internetu. Odhad Tm by nám také měl poskytnout dodavatel primerů. 

Teplotu navázání primerů uprostřed cyklů PCR obvykle volíme totožnou s Tm, nebo nižší (až o 5°C). Pokud známe sekvenci matricové DNA, můžeme primery snadno vyhledat pomocí programů dostupných na Internetu, je však třeba vhodně zadat kriteria pro hledání. Některé internetové adresy zaměřené na PCR a hledání vhodných primerů jsou uvedeny na konci této kapitoly.

I při striktním dodržení všech podmínek nelze předem garantovat úspěšný průběh PCR a o kvalitě primerů s konečnou platností rozhodne až vlastní experiment. U některých druhů jsou sekvence bází v místech vazby primeru a templátu velmi proměnlivé, což může vést u jednoho či více vzorků k selhání PCR (zdánlivá „nulová“ alela). 

Někdy lze volit primer tak, aby obsahoval restrikční místo (viz kapitola „Restrikční analýzy“) – to umožní snadnější klonování výsledných produktů PCR. Primery jsou zpravidla neznačené, některé metody však vyžadují buď radioaktivní, nebo fluorescenční značení (např. při analýze PCR produktů v sekvenátorech). Fluorescenčně značené primery jsou však podstatně dražší (o radioaktivním značení oligonukleotidových sond viz kap. „Restrikční analýzy“). Pokud známe sekvenci, můžeme si primery objednat u některé z firem, které je komerčně dodávají. Dodací lhůty jsou obvykle poměrně krátké (okolo jednoho týdne).

Problémy a optimalizace PCR

Jedním ze zdrojů komplikací při polymerázové řetězové reakci jsou odlišné vlastnosti zkoumaných fragmentů (templátů) i použitých primerů. PCR se zpravidla používá ke zkoumání několika druhů, často i velmi odlišných, a také primery nebývají totožné, takže některé parametry je většinou třeba nejprve metodou pokusu a omylu optimalizovat. V tomto směru jsou velkým přínosem gradientové cyklery, které mohou v tomtéž bloku vytvořit zkušební teplotní gradient (obr. 4.7). To nám umožní testovat až několik desítek různých reakčních podmínek během jednoho běhu programu.

Koncentrace složek a teplota

Roztoky dNTP jsou prodávány v různých koncentracích, zpravidla kolem 100mmol (pH 7,0). Tyto zásobní roztoky je výhodné rozpipetovat na alikvotní objemy o nižší koncentraci (obvykle 2mmol) a uschovat při -20(C. Koncentrace nukleotidů se v reakčních směsích pohybuje mezi 20 a 200(mol (pro každý dNTP). Nižší koncentrací dNTP zpravidla dosáhneme vyšší specifičnosti a naopak nižší frekvence začlenění nesprávného nukleotidu.

Důležitým faktorem je také koncentrace MgCl2. Dostatečné množství hořčíkových iontů je totiž nezbytným předpokladem správné funkce polymerázy. Protože Mg2+ interaguje také se zápornými fosfátovými skupinami nukleotidů (PO4-), musí být jejich koncentrace vyšší než koncentrace dNTP. Maximální koncentrace se pohybuje okolo 6mM, protože při vyšších koncentracích aktivita Taq polymerázy klesá. Optimální koncentrace MgCl2 je však zpravidla nižší, 1,5-2mM. Přesnou koncentraci je lépe předem vyzkoušet. Jestliže je příliš nízká, PCR neproběhne, nebo je její výtěžek velmi nízký. Naopak příliš vysoké koncentrace mohou způsobit, že proužky na gelu jsou při následné elektroforéze rozmazané, nebo zmnožené díky amplifikaci nespecifických fragmentů. Zvýšením koncentrace Taq polymerázy můžeme v některých případech dosáhnout toho, že problematická reakce se nakonec zdaří, nicméně doporučované koncentrace enzymu většinou daleko přesahují jeho skutečnou potřebu a slabý výtěžek PCR má zpravidla jiné příčiny.

Jak bylo uvedeno výše, jedním z klíčových faktorů PCR je teplota, při které dochází k navázání primerů (teplota annealingu). Vyšší teploty zvyšují specifičnost primerů ke komplementární sekvenci vazebného místa na matricové DNA a tím i přesnost PCR, příliš vysoká teplota však současně může znemožnit reakci, jestliže primery pocházejí z jiného organismu než matrice. Naopak nižší teploty umožňují navázání i méně specifických primerů (což je důležité zejména pokud studujeme organismy, u nichž neznáme přesnou sekvenci vazebných míst a musíme použít primery odvozené z nepříbuzných organismů). Hrozí však, že se při PCR namnoží i jiné úseky DNA, než jsme chtěli získat, což se projeví přítomností nespecifických proužků na gelu (obr. 4.7).

V některých složitějších případech – zejména pokud primery nejsou zcela komplementární příslušné sekvenci templátu – nemusí být teplota mezi jednotlivými cykly konstantní. Cykler lze naprogramovat například tak, že prvních pět cyklů proběhne při nižší teplotě zchlazení (např. 45(C) a následujících 30-35 cyklů při teplotě vyšší (55(C). Nižší teplota v prvních cyklech způsobí snadnější navázání nespecifických primerů a následnou syntézu. Protože se však sekvence primerů stává součástí vzniklých fragmentů, sloužících jako matrice pro další cykly, budou následné vazby primerů již specifické, takže teplota může být zvýšena (vyšší teplota navíc způsobí, že ve všech dalších cyklech budou jako matrice sloužit výhradně fragmenty vzniklé při prvních pěti cyklech).

Pro zvýšení specifičnosti lze použít opačný postup, kdy teplota s rostoucím počtem cyklů klesá (tzv. „touch down“ procedura). Vyšší teplota zchlazení při prvních cyklech zajistí, že jsou amplifikovány výhradně správné fragmenty, byť s velmi nízkým výtěžkem. Další cykly probíhají při nižší teplotě a tím se zvýší výkonnost PCR. V té době už žádané fragmenty v reakční směsi naprosto převládají a většina amplifikací proto probíhá podle jejich sekvence.

Některé protokoly udávají přidání některých ingrediencí (např. polymerázy) do zkumavek až v okamžiku, kdy je dosaženo vyšších teplot. V jiných případech se doporučuje při nezdarech s amplifikací vyzkoušet také zředění templátu, protože PCR může být inhibována jak některými chemikáliemi používanými při izolaci DNA, tak i nadbytečným množstvím matricové DNA.

Aditiva

K potlačení některých nepříznivých faktorů a zvýšení efektivity PCR se do reakční směsi zpravidla přidávají i další činidla. Jde především o detergenty (NP-40, Tween-20, Triton X-100), které potlačují tvorbu sekundárních struktur a mohou též zvýšit stabilitu enzymu. Nikdy však do směsi nepřidáváme všechny tři typy naráz (většinou se dávají dva z nich); větší množství detergentu navíc způsobuje tvorbu pěny, která ztěžuje pipetování. Ke stabilizaci enzymu je možno do roztoku přidat buď albumin bovinního séra (BSA), nebo želatinu (nikdy současně). Přidání dimetylsulfoxidu (DMSO), nebo glycerolu (opět nikdy současně) usnadňuje denaturaci a zlepšuje podmínky zchlazení. Většina těchto aditiv je již součástí speciálního pufru pro PCR, dodávaného výrobcem spolu s Taq polymerázou.

Někteří molekulární biologové doporučují přidání 50 milimolů KCl, který zvyšuje stabilitu komplexu primer-templát. Vyšší koncentrace naopak snižují aktivitu polymerázy. Některé protokoly mohou obsahovat i jiná aditiva (např. formamid, sulfát amonný), obecně však platí, že příliš mnoho aditiv reakci naopak zamezí. Finální koncentrace aditiv se pohybuje mezi 0,1 a 1,0% celkové reakční směsi, avšak konkrétní koncentrace je většinou nutno empiricky vyzkoušet. 

Kontaminace

Vysoká senzitivnost metody a obrovské množství amplifikované DNA s sebou přináší nežádoucí zvýšené riziko kontaminace. Toto nebezpečí se zvýší, jestliže pracujeme s velmi málo koncentrovanými nebo problematickými templáty. Při práci s kvalitní, čistou a koncentrovanou DNA (např. izolovanou z čerstvých živočišných tkání) a použití vysoce specifických primerů (speciálně vytvořených pro studovaný druh) se většinou dá kontaminacím předejít dodržením jednoduchým pravidel, například striktním rozlišením pipet na práci před a po PCR. Vždy se však vyplatí provádět negativní kontrolu PCR, kdy do jedné ze zkumavek přidáme místo templátu čistou vodu.

Kontaminovány mohou být chemické roztoky, zkumavky nebo špičky, častěji však dochází ke kontaminaci přenosem produktů předchozích amplifikací. Proto místnost, kde se připravují směsi pro PCR, by měla být oddělena od místností, kde se pracuje s jejími produkty. Při práci používáme autoklávovaný plastik (zkumavky, špičky, někdy koncové nástavce nastavitelných pipet) a sterilní rukavice. Při přecházení z jedné místnosti do druhé se doporučuje rukavice vyměnit. Rovněž vysoce čistá voda a některé další reagencie jsou sterilizovány v autoklávu (nikdy ne dNTP, primery a Taq polymeráza!). Doporučuje se jednotlivé reagencie rozpipetovat do alikvótních objemů (alikvótů). Pomoci může práce v laminárních boxech, kde byl pracovní prostor sterilizován UV světlem. Riziko kontaminace můžeme snížit použitím špiček s filtry. DNA přidáváme do směsi zásadně až nakonec. Přestože v některých jednodušších případech mohou být pravidla pro amplifikaci DNA méně striktní, zejména ve srovnání s izolací a PCR velmi starých a vysoce narušených vzorků (fosilie, organismy z permafrostu), je dobré se jimi řídit.

RT-PCR a kvantitativní (Real-Time) PCR

RT-PCR je modifikace PCR, při které je jako templát využita RNA. Nejprve je RNA přepsána enzymem reverzní traskriptázou do DNA a ta je pak namnožena pomocí normální PCR. Využití RT-PCR je poměrně široké, nejčastěji se však používá k velmi přesné detekci a kvantifikaci konkrétní mRNA v různých tkáních.

Real-Time PCR umožňuje přesně zjistit množství produktu během každého jednotlivého kroku. Real-Time PCR samozřejmě vyžaduje speciální cykler, který dokáže změřit množství fluorescenčně značených sond navázaných na fragmenty DNA, které vznikají během amplifikačních cyklů. Po srovnání se známými kalibračními křivkami je možné velmi přesně odhadnout množství DNA (nebo případně RNA), která vstoupila do reakce (tedy množství původního templátu), přestože se často jedná i jen o několik molekul. Vzhledem k popularitě a širokému a často již rutinnímu použití této metody v řadě oborů lze očekávat, že se brzy významně uplatní i při zoologických výzkumech.

Elektroforéza produktů PCR

Po PCR obvykle provádíme kontrolu výsledku elektroforézou na agarózovém, případně polyakrylamidovém gelu. Vzhledem k tomu, že pentózofosfátová kostra všech nukleových kyselin nese stejně velký záporný náboj, budou fragmenty v elektrickém poli migrovat vždy k anodě a rychlost této migrace bude závislá výhradně na jejich velikosti. Kratší fragmenty putují rychleji a urazí větší vzdálenost než fragmenty delší.

Agarózové gely bývají většinou horizontálně umístěné a jsou zcela ponořeny v pufru (obvykle Tris-borát-EDTA neboli TBE). Gel připravíme tak, že agarózu v mikrovlnné troubě rozpustíme opatrným opakovaným povařením v příslušném množství elektrodového pufru. Po ochlazení přibližně na 55°C a přidání fluorescenčního barviva (obvykle etidium bromid v množství 0,5(g/ml) roztok důkladně promícháme a nalijeme do připravené plastikové formy a vložíme hřeben. Formy na gel jsou komerčně dostupné, lze si je však vyrobit i podomácku dle vlastních potřeb. Vzhledem k tomu, že etidium bromid je silně mutagenní, pracujeme zásadně v rukavicích.

Když gel ztuhne (asi po 30 minutách), nalijeme do komory pufr a hřeben opatrně vyjmeme (pufr lze nalít až po vyjmutí hřebenu, přítomnost pufru však snižuje riziko poškození gelu). V gelu tak vzniknou jamky, do kterých budou naneseny vzorky. Výhodné je používat hřebeny s vhodně zvoleným rozestupem zubů, aby bylo možno do vzniklých jamek nanášet několik vzorků najednou pomocí multikanálové pipety. Vzorky smícháme s nanášecím pufrem, který obsahuje barvivo (zpravidla bromfenolovou modř) a glycerol (nebo sacharózu), napomáhající rychlejšímu klesání vzorku na dno jamky, a pomocí pipety je špičkou naneseme do jamek. Potom komoru uzavřeme a připojíme zdroj elektrického napětí. Vzorky amplifikované DNA migrují směrem ke kladné elektrodě a vzdálenost, kterou během elektroforézy urazí, závisí na jejich délce. Do jedné z jamek většinou nanášíme standard neboli „žebřík“ (ladder), který tvoří směs fragmentů o známé délce. Srovnáním s jednotlivými proužky standardu pak odhadneme, jak velké fragmenty jsme při PCR získali. Fluorescenční barvivo přítomné v gelu se váže na DNA a proto lze amplifikované fragmenty i standardy prohlížet v UV světle pomocí transiluminátoru. Gely se obvykle dokumentují pomocí videokamery nebo digitálního fotoaparátu, které umožňují uchování snímků v digitálním médiu a jejich sdílení s ostatními členy vědecké komunity pomocí elektronické pošty.

Koncentrace gelu závisí na velikosti fragmentů, které chceme analyzovat. Koncentrovanější gely umožňují jemnější rozlišení velikosti kratších fragmentů. Pro dlouhé fragmenty okolo 1000bp postačí gely s koncentrací nižší než 1%. Pro krátké fragmenty můžeme při použití speciální agarózy o nízkém bodu tání připravit až 4% gel, který umožní rozlišení fragmentů o velikosti okolo 200bp, lišící se 15 páry bází. Pokud vyžadujeme ještě jemnější rozlišení, musíme použít polyakrylamidový gel. Pro nejpřesnější rozlišení (například při práci s dinukleotidovými mikrosatelity nebo při sekvencování) je lépe fragmenty analyzovat pomocí sekvenátoru. Postup elektroforézy DNA v agarózovém gelu je podrobně popsán v Rámečku 4.4.

Speciální metody elektroforézy produktů PCR

Ne vždy jsou k elektroforetické separaci produktů polymerázové řetězové reakce používány agarózové gely. Některé metody jsou založeny na využití speciálních polyakrylamidových gelů, které umožňují zvýšení senzitivnosti analýz a současně úsporu času a finančních nároků ve srovnání se sekvencováním. Patří sem především analýza konformačního polymorfismu jednořetězcové DNA neboli SSCP (single-strand conformational polymorphism). Tato metoda spočívá v PCR se značenými primery, nebo dNTP, a denaturaci amplifikovaných produktů přidáním formamidu a NaOH a zahřátím. Potom jsou vzorky ssDNA rychle zchlazeny a naneseny na gel. Senzitivita je skutečně vysoká, protože i substituce jediného nukleotidu většinou vedou ke změně sekundární struktury molekuly DNA. Analýza SSCP se dá použít na haploidní i diploidní systémy, například na jaderný i mitochondriální genom. Na podobném principu je založena i metoda elektroforézy v denaturujícím gradientovém gelu (DGGE) nebo elektroforéza v teplotním gradientovém gelu (TGGE).

Práce s neznámými genomy 

Nevýhodou metod založených na PCR je, že většinou musíme předem znát sekvenci primerů použitelných pro studovaný druh. Vzhledem k ohromnému množství živočišných druhů se však může stát, že se o genetice námi studovaného druhu neví téměř nic a hlavně nejsou známy žádné sekvence. I v takovém případě však stále máme na výběr několik možností jak postupovat. Můžeme například zkoušet primery, o kterých víme, že fungují u druhů příbuzných. Existují dokonce takzvané univerzální primery (např. pro některé mitochodriální geny obratlovců), které lze s úspěchem použít i pro velmi vzdálené taxony. Často však musíme podmínky amplifikace mírně pozměnit, abychom snížili specifičnost primerů. Hrozí pak ovšem, že se nám podaří namnožit něco jiného, než jsme původně zamýšleli. Může se například stát, že místo funkčního genu namnožíme jeho pseudogen (nefunkční kopii genu), což je obzvláště problematické u nukleárních pseudogenů mitochondriálních genů. Geny na mitochondriální DNA totiž nemají introny a jejich délka může být tudíž shodná s jejich pseudogeny. Existují však i metody, které z principu nevyžadují předchozí znalost genomu studovaného druhu. Nejznámější a nejpoužívanější takovéto metody jsou RAPD, popsaná v následujícím oddílu, a AFLP, která je popsána v kapitole „Restrikční analýzy“.

RAPD (náhodně amplifikované polymorfní DNA)

RAPD (randomly amplified polymorphic DNAs) je metoda založená na PCR, při které se používají velmi krátké primery (dlouhé okolo deseti nukleotidů) a nízké teploty zchlazení. Tyto primery se dají univerzálně použít pro prakticky jakýkoliv organismus. Do reakční směsi pro PCR se přidává jen jeden primer, který má díky své malé délce řadu komplementárních míst na různých místech genomu. S velkou pravděpodobností se pak stane, že dva primery nasednou na komplementární vlákna DNA poměrně blízko sebe (zhruba do 1000bp) a takto označený fragment se namnoží při PCR. Obvykle se při jedné PCR takových dvojic najde více a vzniká směs fragmentů o různé délce, které lze elektroforeticky analyzovat (běžně se používají horizontální agarózové gely). Soubor proužků na gelu, představujících jednotlivé fragmenty, může vytvářet druhově specifický vzor, popřípadě – při použití více primerů – mohou být v některých případech rozlišeny jednotlivé populace nebo dokonce jedinci. 

Jednou z možných aplikací této metody je rekonstrukce fylogeneze taxonů. Bohužel, RAPD má některé problematické vlastnosti. Vážnou komplikací je například nízká opakovatelnost experimentů. Liší se nejen výsledky stejných protokolů prováděných v různých laboratořích, ale někdy i opakování pokusů ve stejné laboratoři při zcela shodných podmínkách. Metoda je totiž velmi citlivá i na sebemenší změny i na nepatrné kontaminace. Jistým řešením je opakovat několikrát experiment a brát v úvahu jen ty fragmenty, které se objevily při všech pokusech. Vhodné je také analyzovat najednou všechny vzorky tak, že nejprve připravíme reakční směs pro všechny vzorky, rozdělíme ji do zkumavek a nakonec přidáme DNA. Pokud je to možné, analyzujeme amplifikaci různých vzorků jedním primerem současně na jednom gelu. Negativní kontroly jsou při této metodě nezbytné. Jinou komplikací je také dominance fragmentů, která znemožňuje rozlišení heterozygotů od dominantních homozygotů. Velkým problémem RAPD je i to, že během PCR jsou často amplifikovány i fragmenty se sekvencemi, které se vůbec nevyskytují v DNA templátu. Jako vzor pro tyto fragmenty zřejmě slouží různě pospojované produkty předchozích cyklů. 

I přes tato omezení bývá tato metoda úspěšně požívána nejen při druhových identifikacích, ale i při populačních studiích nebo analýze paternity. Značnou výhodou je kromě její univerzality i nízká cena a poměrně jednoduché technické vybavení.

Aplikace PCR

Praktický význam polymerázové řetězové reakce je nedozírný. Tím, že dokáže i z nepatrného množství nepurifikované DNA amplifikovat požadovaný úsek DNA, je prakticky nezbytným krokem pro některé další molekulární metody, například pro sekvencování DNA. PCR však také umožňuje jednoduchý a tedy i rychlý a levný screening velkých populačních vzorků. Jestliže nalezneme vhodný segment mitochondriální či jaderné DNA, který vykazuje dostatečnou délkovou proměnlivost (několik málo bází až stovky bází) například v důsledku delece krátké sekvence nebo inzerce transpozabilního elementu, stačí jednoduchá PCR následovaná agarózovou elektroforézou k získání příslušné informace od stovek jedinců. Jsou-li tyto markery taxonově či populačně specifické, mohou nám posloužit k rychlé identifikaci studovaného vzorku nebo ke studiu hybridních zón mezi taxony; sekvence vázané na pohlavní chromosomy nám zase umožní určit pohlaví. PCR tak umožnila rozšíření molekulárních technik i mezi terénní zoology, ekology a ochranářské pracovníky, u kterých díky své jednoduchosti, relativní levnosti a možnosti analýzy velkého počtu jedinců nachází stále širší uplatnění.

Extrémně nízké nároky na množství a kvalitu vzorku DNA znamenaly nebývalé rozšíření aplikačních možností i mezi obory, kde dosud molekulární techniky nebyly používány, nebo byly aplikovány jen v omezené míře. Izolace a následná PCR DNA ze sbírkového materiálu umožnila rozšíření fylogenetických studií i na vyhynulé taxony (kvagga, vakovlk, mamut, neandertálec). Absence molekulární afinity neandertálce se současným člověkem například vedla k oživení historicky staršího pohledu na tuto formu jako na samostatný druh a k zesílení hypotézy o africkém původu moderních lidí („out-of-Africa“ model, model Noemovy archy).

Současné rychlé snižování početnosti některých druhů a ochranářské strategie vedou k nutnosti masivnějšího používání tzv. neinvazivního sběru vzorků, který nevyžaduje kontakt se studovaným objektem (jako nedestruktivní se označuje získání vzorku biopsií či odběrem krve, které nevyžadují usmrcení zvířete – i biopsii však lze provádět bez odchytu jedince, např. u kytovců a dalších velkých savců pomocí speciálních bioptických střelných zbraní). Ovšem i u relativně početných druhů může být sběr materiálu nerovnoměrný, nehledě na to, že rozsáhlý odchyt může výrazně ovlivnit populační dynamiku studovaného objektu. PCR lze provádět s DNA získané ze vzorků krve, spermatu, kůže, srsti, nehtů či drápů, peří, slin, moči, pachových značek, potravy, exkrementů, skořápek vajec, kostí ze sovích vývržků i z buněk dutiny ústní, zachycených na kusech potravy. Například mezi křídly kaloňů, nalezenými v jednom sokolím hnízdě na Fidži, byl identifikován pozůstatek teprve druhého dokumentovaného exempláře endemického kaloně Pteralopex acrodonta.

V posledních letech je stále více využívána DNA získaná z trusu. Jako příklad možných aplikací lze uvést případ malé a izolované populace medvěda hnědého (Ursus arctos) z oblasti Brenta v jižní části italských Dolomitů, která byla považována za velmi ohroženou. V nalezených vzorcích trusu byl zjištěn pouze jediný haplotyp kontrolní oblasti mtDNA, potvrzující nízkou početnost populace. Stejný haplotyp byl ovšem nalezen i v populacích medvědů ze Slovinska, Chorvatska a Bosny, z čehož bylo možno usuzovat na to, že severoitalští medvědi byli původně s těmito populacemi v kontaktu. Analýza genu SRY ukázala, že v populaci je přítomen minimálně jeden samec a jedna samice. Amplifikace chloroplastových sekvencí genu rbcL pomohla v trusu identifikovat zbytky hlohu rodu Photinia a potvrdit tak názor, že tato rostlina tvoří v letních měsících významnou složku medvědí potravy. Přestože během studia nebyl spatřen jediný medvěd, analýza exkrementů poskytla odpovědi na otázky, které obvykle vyžadují přímá pozorování anebo manipulaci se zvířaty. Přítomnost obou pohlaví a genetické srovnání s balkánskými populacemi navíc znamenala důležité závěry pro pracovníky ochrany přírody z hlediska dalšího osudu populace a možné reintrodukce dalších medvědů. Kromě uvedených aplikací je na základě vzorků trusu pomocí DNA fingerprintingu nebo analýzy mikrosatelitů možno zkoumat paternitu, poměr pohlaví, počet skutečně se rozmnožujících jedinců, kolísání velikosti rodinných skupin atd. (obr. 4.8, 4.9).

Kromě rekonstrukce fylogeneze a ochrany přírody nalézá PCR uplatnění v bahaviorální ekologii (paternita), ekologii (identifikace mykorrhizní houby, interakce mezi hostitelem a parazitem, velikost domovského okrsku a teritoria, potrava), v experimentální genetice (konstrukce genových map), populační genetice (rozsah genetické proměnlivosti, tok genů, efektivní velikost populace), fylogeografii, parazitologii atd. Rovněž RAPD může být, přes určitá omezení a problémy, nástrojem vhodným pro studium genetické proměnlivosti, systematiky a ekologie populací i k identifikaci jednotlivých jedinců, odhadu rodičovství a studiu reprodukční biologie. Udává se však, že v důsledku nemožnosti identifikace heterozygotů je nutno při zkoumání paternity použít pro každého potomka více než 50 RAPD lokusů.
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Laboratorní vybavení specifické pro PCR

PCR

Většina technického vybavení pro PCR je shodná s ostatními molekulárními metodami, zde se proto omezíme pouze na některé specifické položky:

Sada nastavitelných pipet pokrývající rozmezí přibližně 1 až 1000(l – musí být samostatná, tzn. tyto pipety by neměly být používány k manipulaci se vzorky po PCR (např. k elektroforéze); neměly by být také přenášeny mezi jednotlivými pracovními místy. Rovněž chladnička určená ke skladování produktů PCR by měla být jiná než ta, ve které jsou skladovány chemikálie pro PCR.

Cykler

Agarózová elektroforéza*

Sada pipet jiná než pro PCR, vhodná je miltikanálová pipeta pro 8, nebo 12 vzorků; elektroforetická aparatura včetně vaniček a hřebenů; zdroj elektrického napětí (obvykle stačí 50 až 200V); fólie do mikrovlnné trouby na přikrytí kádinek; UV transiluminátor; dokumentační zařízení (videokamera, nebo digitální fotoaparát napojený na počítač a potřebný software).

* Elektroforéza na agarózovém gelu bývá používána i pro jiné účely a proto zde uvedené vybavení není specifické pouze pro PCR.

Restrikční analýzy

Termínem restrikční analýzy zde rozumíme soubor technik, využívajících zvláštní vlastnosti restrikčních endonukleáz (restriktáz). Tyto enzymy se vážou na specifické rozpoznávací sekvence dsDNA, dlouhé zpravidla 4-6bp, přičemž oba řetězce štěpí buď uvnitř, nebo poblíž této sekvence. Rozpoznávací sekvence mohou být buď unikátní (např. u enzymu EcoRI), nebo neurčité (např. HindII), kdy jeden nebo více nukleotidů v sekvenci je libovolných. Místo štěpení DNA se označuje jako restrikční místo. Počet restrikčních míst na zkoumané DNA je závislý na její velikosti, na její sekvenci a také na délce rozpoznávací sekvence. Kratší sekvence se totiž budou vyskytovat častěji než sekvence delší (např. pravděpodobnost výskytu sekvence o 3bp je 1/43 = 1/64, kdežto pravděpodobnost výskytu sekvence o 6bp je 1/46 = 1/4096). U mnoha endonukleáz jsou restrikční místa na komplementárních řetězcích DNA vzájemně posunuta, což umožňuje jejich snadné spojení s jinými fragmenty pomocí enzymu ligázy. Příklad některých běžně používaných restrikčních endonukleáz a jejich rozpoznávacích sekvencí je uveden v tabulce 4.2.

Tabulka 4.2 Rozpoznávací sekvence a restrikční místa několika obecně používaných restrikčních endonukleáz. Názvy restriktáz jsou odvozeny od jména bakterie, ze které byly izolovány (např. EcoRI byla izolována z Escherichia coli, HaeIII z Haemophilus aegyptus atd.).

	
	
	Počet restrikčních míst

	Enzym
	     Restrikční místo
	Tabáková

cpDNA
	Lidská

mtDNA
	Včelí

mtDNA

	AluI
	5‘-AG(CT-3‘

3‘-TC(GA-5‘
	341
	64
	19

	BamHI
	5‘-G(GATCC-3‘

3‘-CCTAG(G-5‘
	40
	1
	0

	BclI


	5‘-T(GATCA-3‘

3‘-ACTAG(T-5‘
	54
	4
	6

	ClaI


	5‘-AT(CGAT-3‘

3‘-TAGC(TA-5‘
	59
	1
	4

	DraI
	5‘-TTT(AAA-3‘

3‘-AAA(TTT-5‘
	64
	4
	103

	EcoRI
	5‘-G(AATTC-3‘

3‘-CTTAA(G-3‘
	97
	3
	5

	EcoRV
	5‘-GAT(ATC-3‘

3‘-CTA(TAG-5‘
	36
	3
	1

	HaeIII
	5‘-GG(CC-3‘

3‘CC(GG-5‘
	196
	50
	0

	HindIII
	5‘-A(AGCTT-3‘

3‘-TTCGA(A-5‘
	33
	3
	2

	HinPI
	5‘-G(CGC-3‘

3‘-CG(CG-5‘
	89
	17
	1

	MluI
	5‘-A(CGCGT-3‘

3‘-TGCGC(A-5‘
	9
	0
	0

	MspI


	3‘-GG(CC-5‘

5‘-C(CGG-3‘
	214
	23
	1

	NcoI
	5‘-C(CATGG-3‘

3‘-GGTAC(C-5‘
	?
	4
	0


Tabulka 4.2 Pokračování.

	
	
	Počet restrikčních míst

	Enzym
	     Restrikční místo
	Tabáková

cpDNA
	Lidská

mtDNA
	Včelí

mtDNA

	PstI
	5’-CTGCA(G-3‘

3‘-GAC(GTC-5‘
	14
	2
	1

	PvuII
	5‘-CAG(CTG-3‘

3‘-GTC(GAC-5‘
	12
	1
	1

	RsaI
	5‘-GT(AC-3‘

3‘-CA(TG-5‘
	286
	35
	9

	SacI
	5‘-GAGCT(C-3‘

3‘-CTC(GAG-5‘
	21
	2
	0

	SacII
	5‘-CCGC(GG-3‘

3‘-GG(CGCC-5‘
	7
	2
	0

	TaqI
	5‘-T(CGA-3‘

3‘-AG(CT-5‘
	639
	29
	30

	XbaI
	5‘-T(CTAGA-3‘

3‘-AGATC(T-5‘
	49
	5
	3


Činností restriktáz je DNA rozštěpena na několik fragmentů o různé délce, které lze od sebe oddělit elektroforézou. Délka jednotlivých fragmentů je zjišťována jejich porovnáním s hmotnostními standardy, které jsou umístěny na tomtéž gelu. Fragmenty DNA jsou na gelu detekovány autoradiografií (většinou 32P a 35S), nebo fluorescenčními barvivy (biotin aj.).

Southernova transferová hybridizace (Southern blotting)

Počet fragmentů vzniklých aktivitou restrikčních enzymů je zpravidla velmi vysoký, takže po jejich zviditelnění na elektroforetickém gelu můžeme vidět jen šmouhu tvořenou velkým množstvím oligonukleotidů od nejkratších po nejdelší. Abychom byli schopni jednotlivé fragmenty identifikovat, musíme je přenést z gelu na nitrocelulózovou nebo nylonovou membránu, kde je hybridizujeme se specifickou sondou. Sonda (probe) je segment ssDNA o sekvenci, která je komplementární s částí studovaných fragmentů a proto s nimi může přímo na membráně hybridizovat. Tato metoda dostala název podle svého objevitele Southernova transferová hybridizace (Southern blotting) neboli Southernův přenos. 

Postup metody je následující (obr. 4.11, viz také Rámeček 4.5). Po rozštěpení DNA jedním nebo několika restriktázami jsou vzniklé fragmenty podrobeny elektroforéze na agarózovém gelu. Potom jsou dvouřetězcové štěpy denaturovány roztokem NaOH a výsledné jednořetězcové fragmenty jsou pak spolu s roztokem nasávány z gelu silnou vrstvou filtračního papíru či jiného absorpčního materiálu přes membránu, na které se zachytí (obr. 4.11). Tento krok znamená vlastní „blotting“ (doslova vysátí inkoustové skvrny savým papírem). Membrána s fragmenty se ponoří do roztoku, jenž obsahuje molekuly značené sondy. Hybridní fragmenty se sondou lze identifikovat přiložením fotografického filmu na membránu (při radioaktivním značení nebo chemoluminiscenci), nebo barvením (u biotinových sond).

O tom, že i vědci mají smysl pro humor, svědčí i lehce ironické pojmenování dvou příbuzných technik. V prvním případě jde o metodu hybridizace fragmentů RNA, která se označuje jako northern blotting. Jako western blotting je označována imunologická metoda hybridizace značených sond s fragmenty proteinů.

Radioaktivní značení oligonukleotidových a polynukleotidových fragmentů

Existuje mnoho metod značení DNA sond. Metody radioaktivního značení se liší v závislosti na délce značeného fragmentu: krátké fragmenty (obvykle kratší než 50bp) jsou značeny pomocí enzymu T4 polynukleotidkinázy, delší fragmenty (až několik kilobází) mohou být značeny buď zářezovou translací, nebo pomocí náhodného navázání primeru. Ke značení se nejčastěji používá radioaktivní izotop fosforu 32P.

První metoda je založená na enzymatické katalýze fosforylace hydroxylové skupiny na 5’-uhlíku deoxyribózy. Při tomto procesu je terminální (gama) skupina ATP přenesena na konec DNA. Jestliže tato gama-fosfátová skupina obsahuje 32P, bude 5’-konec oligonukleotidu radioaktivně označen.

Zářezová translace (nick translation) využívá vlastnosti DNA polymerázy I, která má nejen polymerázovou, ale také exonukleázovou aktivitu. V prvním kroku je do roztoku DNA přidáno velmi malé množství DNázy I, která v dvouřetězcových fragmentech vytvoří náhodné zářezy. Potom jsou v dostatečném množství přidány všechny čtyři nukleotidy, z nichž alespoň jeden je v alfa-fosfátové skupině radioaktivně označen fosforem 32P. Spolu s nukleotidy je přidána i DNA polymeráza I, která začne od zářezu směrem k 3’-konci fragmentu DNA odštěpovat jednotlivé nukleotidy a současně podle komplementárního (intaktního) řetězce syntetizovat řetězec nový, obsahující radioaktivní nukleotidy (obr. 4.13a).

Náhodné navázání primeru (random priming) je založeno na aktivitě modifikované DNA polymerázy I, u které byl odstraněn úsek odpovědný za exonukleázovou aktivitu. Takto upravený enzym se nazývá Klenowův fragment. Sonda dsDNA je nejprve tepelně, nebo alkalicky denaturována. Na jednořetězcové fragmenty jsou potom navázány náhodné oligonukleotidy, většinou nukleotidové hexamery. Další postup je obdobný jako při zářezové translaci: do roztoku je přidána směs nukleotidů, z nichž alespoň jeden je značený, a dále Klenowův fragment. Na rozdíl od normální DNA polymerázy I však Klenowův fragment neodštěpuje nukleotidy před sebou, tj. ve směru k 3’-konci sondy, ale pouze vyplňuje mezeru mezi dvěma náhodně navázanými oligonukleotidy začleňováním příslušných nukleotidů (včetně značených) podle sekvence komplementárního řetězce (obr. 4.13b). Jestliže uvažujeme stejný poměr AT a GC bází, budou se hexamery na ssDNA napojovat náhodně přibližně každých 4000bp.

Restrikční mapy

Jedním z možných využití štěpení DNA restrikčními endonukleázami je konstrukce restrikčních map. Restrikční mapa je schematickým znázorněním polohy restrikčních míst na DNA, které se uvádějí v počtech nukleotidů (většinou v kilobázích), a jako taková je v podstatě formou fyzické mapy. Výhodou restrikční mapy je mimo jiné to, že umožňuje porovnat fyzickou mapu chromosomu s mapou genetickou (která udává relativní polohu genů a dalších markerů v centimorganech). Přítomnost či absence restrikčního místa na zkoumaném úseku DNA může být rovněž použita k rekonstrukci fylogeneze (restriction-site data). Ke konstrukci restrikční mapy můžeme použít jednu z následujících metod:

1. Sekvenční štěpení DNA dvěma nebo více enzymy. DNA je nejprve rozštěpena každým enzymem zvlášť a poté vždy dvěma restriktázami současně. Tato metoda spočívá ve vyhledávání překrývajících se fragmentů – srovnáním jejich délek se určí pozice jednotlivých restrikčních míst (obr. 4.14a). Možnou modifikací je izolace fragmentů vzniklých štěpením jednoho enzymu a jejich následné štěpení enzymem jiným. Tento postup je výhodný při malém počtu restrikčních míst na molekule DNA.

2. Částečné štěpení. Jestliže reakce enzymu je zpomalena zchlazením, nebo je předčasně ukončena, nedojde k rozštěpení všech restrikčních míst – některé segmenty DNA nebudou rozštěpeny vůbec, jiné pouze jednou, další dvakrát atd. Porovnáním délek jednotlivých fragmentů můžeme opět lokalizovat pozici restrikčních míst. Štěpená DNA je buď na jednom konci radioaktivně označena, takže délky vzniklých fragmentů odpovídají přímo vzdálenostem jednotlivých restrikčních míst od tohoto značeného konce (obr. 4.14b). Jinou možností je izolace částečně naštěpených fragmentů a jejich doštěpení stejnou restriktázou.

Polymorfismus délky restrikčních fragmentů (RFLP)

Konstrukce restrikčních map může být poměrně náročná a jejich použití je často především molekulárně-genetické. V zoologických a populačně-genetických výzkumech je proto někdy tento krok vynechán a místo informace o poloze restrikčních míst se používá informace o délce restrikčních fragmentů (restriction-fragment data). 

Jestliže totiž v rozpoznávací sekvenci dojde k mutaci, příslušný restrikční enzym ho již nerozezná a molekulu DNA v tomto místě nerozštěpí. V důsledku toho se na gelu objeví jeden dlouhý (pomalý) fragment místo původních dvou krátkých (rychlých). Lze si představit i obrácený proces vzniku nového restrikčního místa, které se projeví přítomností dvou kratších fragmentů na gelu místo jednoho dlouhého. Ke vzniku restrikčního místa však dochází s nižší pravděpodobností (blíže viz kap. 6). 

Ke změnám v délce restrikčních fragmentů však může dojít i inzercí či delecí jednoho či více nukleotidů (oba typy mutace se někdy souhrnně označují jako indels), aniž by došlo ke změně rozpoznávací sekvence a tím ke vzniku či ztrátě restrikčního místa. Tento případ je častý u repetitivních sekvencí jako jsou mikrosatelity a minisatelity (viz dále). Proměnlivost velikostí restrikčních fragmentů, podléhající v populaci mendelovské segregaci, se obecně označuje jako polymorfismus délky restrikčních fragmentů, zkráceně RFLP (restriction fragment length polymorphisms).

DNA fingerprinting

DNA fingerprinting (Jeffreys et al. 1985) je metoda restrikční digesce a vizualizace specifických úseků DNA, označovaných jako minisatelity. Minisatelity jsou krátké opakované sekvence o délce 10-60bp (zpravidla 15-35bp), které tvoří tzv. hypervariabilní oblasti genomu obratlovců, rostlin a hub. Tyto oblasti jsou jedním z typů tzv. repetitivní DNA, skládající se z tandemově se opakujících jednotek, jejichž počet může dosáhnout několika set až tisíc (celková délka na chromosomu může dosáhnout až 50kb). Tyto jednotky jsou tvořeny vlastním minisatelitem, obklopeným lemujícími sekvencemi (flanking regions) DNA. Sekvence minisatelitového jádra, bohatá na guanin, je značně konzervativní, kdežto sekvence lemující DNA se mezi jednotlivými lokusy liší. Proměnlivost zachycená fingerprintingem není převážně důsledkem substitucí bází, ale rozdílného počtu jednotek, který je vysoce variabilní. Proto se minisatelity někdy označují jako variabilní počet tandemových repeticí neboli VNTR (variable number of tandem repeats). Mutační rychlost je v těchto oblastech obrovská – až 10-2/gametu/generaci – takže v populaci se vyskytuje velmi velké množství alel (úroveň průměrné heterozygotnosti v populaci může u některých minisatelitů přesáhnout 99%!). 

Stejně jako v předchozích případech i tato metoda využívá Southernův přenos a hybridizaci se značenou sondou. Díky vysoké sekvenční konzervativnosti minisatelitů se sondy většinou dokáží hybridizovat současně s více lokusy – např. jedny z nejznámějších univerzálních sond (33.6, 33.15 a mnoho dalších) mají prakticky stejnou sekvenci GGGCAGGAXG. V případě takového multilokusového fingerprintingu se u každého jedince objeví větší počet proužků (u některých sond i více než 50), připomínající čárový kód na obalech, což nám umožní ho spolehlivě identifikovat. Výsledku takové analýzy se proto někdy říká molekulární otisk prstů (fingerprint), podle kterého celá metoda získala svoje označení.

Alternativní možností je zkoumat vždy pouze jeden hypervariabilní lokus. Výhodou tohoto přístupu je, že jednotlivé alely mohou být přiřazeny konkrétním lokusům a lze identifikovat jednotlivé genotypy. Využití jednolokusových minisatelitů ve výzkumu volně žijících populací živočichů je teprve v počátcích, nicméně zdá se být poměrně nadějné.

Postup DNA fingerprintingu

Metoda spočívá v následujících základních krocích:

1. Izolovaná a purifikovaná DNA je rozštěpena jednou nebo více vhodnými restričními endonukleázami. Za vhodné jsou považovány takové enzymy, které DNA štěpí na mnoha místech, avšak vždy pouze v lemujících oblastech, nikoli uvnitř minisatelitů. K nejpoužívanějším enzymům patří HinfI, AluI, TaqI, RsaI, HaeIII a Sau3A.

2. Jednotlivé vzorky s naštěpenými fragmenty jsou potom fluorometricky upraveny tak, aby byly na agarózový gel naneseny ve stejném množství. Délka elektroforézy závisí na velikosti fragmentů a na koncentraci agarózy.

3. Fragmenty jsou z gelu přeneseny na membránu Southernovým přenosem. Alternativně lze k přenosu použít buď podtlak (vacuum blotting), nebo elektrický proud (electroblotting).

4. Následuje hybridizace se značenou sondou. Sonda se skládá z mnoha kopií radioaktivně značené sekvence komplementární s minisatelitovým jádrem, které mohou být vloženy do příslušného vektoru, aby je bylo možno klonovat pomocí bakterií. Místo DNA sond mohou být použity i sondy RNA. Jejich výhodou je silnější vazba s DNA fragmenty, možnost silnějšího značení a tím i silnější radioaktivní signál.

AFLP (polymorfismus délek amplifikovaných fragmentů)

AFLP (amplified fragment length polymorphisms) je metoda využívající PCR a štěpení restrikčními enzymy. Výhodou této metody je, že dokáže rychle vygenerovat velké množství polymorfních markerů i u druhů, u kterých nemáme žádnou předchozí genetickou informaci. Na rozdíl od RAPD tato metoda vyniká vysokou mírou opakovatelnosti.  Nevýhodou proti RAPD však je vyšší cena i technická náročnost. K vyhodnocení vzniklých fragmentů se totiž většinou používá sekvenátor. 

AFLP probíhá v několika krocích (obr. 4.15). Při prvním kroku je DNA štěpena dvěma restrikčními enzymy. Rozpoznávací místo jednoho z nich je krátké (např. enzym MseI rozeznává sekvenci TTAA), kdežto druhá restriktáza vyhledává sekvenci delší a štěpí tedy méně často (např.  EcoRI rozeznává sekvenci GAATTC, viz tabulku 4.2). Tímto způsobem je zaručeno, že vznikne dostatek fragmentů, které budou na jednom konci odstřiženy jiným enzymem, než na konci druhém. Ve stejném kroku jsou na konce fragmentů ligázou připojeny krátké nástavce (adaptery). Nástavce jsou krátké úseky DNA o známé sekvenci, které se vážou na konce fragmentů, vytvořených příslušnou restrikční endonukleázou, od níž se také odvozuje jejich název (např. MseI adapter). Restrikční štěpení a připojování nástavců probíhá současně a opětovnému spojení odštěpených fragmentů je zabráněno stálou přítomností restriktázy. Sekvence nástavců jsou zvoleny tak, že je restrikční enzymy od fragmentů neodštěpí. Díky navázání nástavců získáme fragmenty, které mají na koncích známé sekvence, takže je lze amplifikovat pomocí PCR. 

Fragmentů s navázanými nástavci však vzniká více, než potřebujeme. Obvykle totiž získáme tisíce různých fragmentů se stejnými konci. Je tedy třeba vyselektovat menší množství fragmentů. Obvykle se provádějí dvě kola PCR. Při  prvním kole (preselektivní amplifikace) se amplifikuje s primery, které mají sekvenci komplementární se sekvencí nástavců, jsou však o jednu bázi delší. Tímto způsobem vybereme jen skupinu fragmentů, které mají na koncích před připojeným nástavcem tuto konkrétní bázi. V druhém kole PCR se používají ještě delší primery (zpravidla ještě o dvě báze delší), čímž se opět zvýší selektivita amplifikace. I přes toto účinné filtrování se obvykle podaří získat desítky různých fragmentů, které jsou analyzovány buď na polyakrylamidových gelech nebo přesněji a snadněji v sekvenátoru.

AFLP

http://opbs.okstate.edu/~melcher/MG/MGW1/MG11128.html

http://www.css.orst.edu/Barley/BREEDING/aflps.htm

http://ravel.zoology.wisc.edu/sgaap/

http://oak.cats.ohiou.edu/~ballardh/molsyst/
http://www-hhmi.med.harvard.edu/~zonlab/protocolAFLP.htm

Aplikace a omezení restrikčních metod

Podobně jako u jiných metod lze i restrikční metody použít jak pro vnitrodruhové, tak i mezidruhové studie, avšak vhodnost pro ten který typ výzkumu se u jednotlivých metod liší. Pro analýzy na úrovni populací je nejčastěji používána mtDNA, z jaderného genomu potom minisatelity (VNTR). Typickou aplikací hypervariabilních minisatelitových sekvencí je multilokusový DNA fingerprinting, který našel uplatnění ve stanovení rodičovství, při studiu pohlavního výběru a chování v období páření a v populační ekologii, v lidské společnosti pak ve sporech o otcovství a ve forenzních analýzách. Srovnávání elektroforetogramů obsahujících velké množství různých fragmentů však s sebou přináší některé technické a statistické obtíže: 1. specifické fragmenty nelze přiřadit konkrétnímu lokusu a tím identifikovat jednotlivé alely a určit genotypy; 2. nehomologní fragmenty mohou migrovat do stejné vzdálenosti; 3. díky vazbě může docházet ke korelacím mezi lokusy.

Ke studiu genetické proměnlivosti v populacích i mezi nimi jsou používány analýzy RFLP, a to jak u mtDNA, tak i scnDNA. Tyto analýzy poskytly důležité poznatky o evoluční historii a diverzitě populací i o působení přírodního výběru a náhodného genetického posunu (driftu) na příslušné sekvence. Jejich aplikace na lokusy hlavního histokompatibilního komplexu (MHC) přinesly informace z oblasti populačních procesů a molekulární evoluce.

Na druhové a vyšší úrovni jsou restrikční analýzy využívány především při odhadech fylogeneze taxonů. Výběr příslušné sekvence či genomu opět závisí na evoluční vzdálenosti mezi zkoumanými taxony. Pro blízce příbuzné druhy (v rámci rodu) jsou nejvhodnější RFLP analýzy mitochondriální DNA, nicméně i některé sekvence jaderné DNA (scnDNA i repetitivní sekvence) mohou být pro daný účel vhodné. Naopak mtDNA živočichů, typická velmi rychlou evolucí, může poskytnout důležité informace o fylogenetických vztazích i velmi vzdálených taxonů. Rozdíly v restrikčních místech i větší strukturní přestavby ukazují na změny ve struktuře mtDNA, v pořadí genů, genetickém kódu a sekundární struktuře molekul tRNA a rRNA.

Sekvencování DNA

Na rozdíl od sekvencování proteinů je sekvencování nukleových kyselin poměrně novou metodou – do poloviny 70. let byly analyzovány sekvence pouze velmi krátkých fragmentů DNA o délce 15-20bp. Průlomovým momentem se stal rok 1977, kdy byly Allanem Maxamem a Walterem Gilbertem (Maxam a Gilbert 1977) a Frederickem Sangerem (Sanger et al., 1977) nezávisle publikovány dvě odlišné metody sekvencování (shodou okolností ve stejném ročníku zpráv americké akademie věd – PNAS), které umožnily analýzu mnohem delších úseků DNA. Dalším pokrokem bylo zavedení automatických sekvenátorů, které znamenalo podstatné zjednodušení a časovou úsporu metody a tím i rozšíření možností jak co do počtu zkoumaných taxonů, tak i množství analyzovaných sekvencí DNA. Díky těmto inovacím je sekvencování nukleových kyselin stále více rozšířeno i v ekologických a zoologických oborech.

Výhoda sekvencování DNA tkví v tom, že 1. přináší informaci o nejzákladnější struktuře genetického materiálu, 2. množství zkoumaných znaků (nukleotidů) je velmi vysoké, 3. je relativně jednoduché získat informace o evolučních procesech probíhajících na této úrovni a tyto následně začlenit do statistických analýz a 4. evoluci sekvencí je poměrně snadné matematicky modelovat. Za posledních několik let tvořily studie sekvencí nukleových kyselin zhruba polovinu všech molekulárních studií a asi jednu čtvrtinu všech fylogenetických studií.

První známé sekvence celého genomu byly publikovány v roce 1995 (Mycoplasma genitalium, Haemophilus influenzae), v současné době je známa kompletní sekvence celkem u 74 druhů organismů: Eukaryota – 4 (octomilka Drosophila melanogaster; huseníček Thalův, Arabidopsis thaliana; háďátko Caenorhabditis elegans; kvasinka Saccharomyces cerevisiae; navzdory zprávám médií není genom člověka, stejně jako domácí myši, znám celý), Bacteria – 58, Archaea – 12. V roce 2002 jsou již známy sekvence 4 dalších organismů (Ralstonia solanacearum, Brucella melitensis, Pyrobaculum aerophilum, Clostridium perfringens). Sekvenční data jsou kontinuálně ukládána v databázi GenBank (National Library of Medicine v U. S. National Center for Biotechnology Information) i v dalších databázích.

Princip a postup sekvencování nukleových kyselin

Existuje několik možných strategií, jak identifikovat pořadí bází ve studované sekvenci, lišících se zpravidla v tom, jakým způsobem je získáno dostatečné množství nukleové kyseliny: lze například přímo amplifikovat cílovou DNA pomocí PCR, nebo izolovat a sekvencovat RNA transkripty; do další skupiny patří metody klonování pomocí bakteriálních nebo virových vektorů. K sekvencování můžeme použít jednu ze dvou základních metod, Maxamovu-Gilbertovu a Sangerovu.

Maxamova-Gilbertova (chemická) metoda sekvencování (chemical cleavage procedure) je založena na bázově-specifické chemické modifikaci a následném štěpení fragmentů DNA (obr. 4.16): 

1. Nejprve je DNA rozštěpena na kratší fragmenty restriktázou. Poté jsou komplementární řetězce separovány a radioaktivně označeny izotopem 32P. Každý z nich je samostatně sekvencován a výsledky jsou potom vzájemně porovnány. Vývoj speciálních sekvenačních vektorů umožnil selektivní značení konců komplementárních řetězců, které tak lze sekvencovat bez jejich separace.

2. Fragmenty jsou rozděleny do čtyř vzorků.

3. Na každý vzorek se působí chemickou látkou, která modifikuje vždy jeden nebo dva typy bází, přičemž reakční podmínky jsou upraveny tak, že v řetězci DNA jsou modifikovány vždy jen některé z bází příslušného typu.

4. Působením další látky (piperidinu) dochází ke štěpení DNA v místě její modifikace. Výsledkem je soubor fragmentů DNA o různé délce, která odpovídá vzdálenosti bází příslušného typu od značeného konce výchozího fragmentu.

5. Jednotlivé fragmenty jsou separovány elektroforézou v denaturujícím polyakrylamidovém gelu a detekovány autoradiograficky, přičemž detekce se pochopitelně týká pouze fragmentů obsahujících radioaktivně značený konec.
Experimentální uspořádání jednotlivých vzorků může být například následující:

· vzorek 1: dimetylsulfát – metyluje guanin;

· vzorek 2: kyselina mravenčí – přenáší proton na atomy dusíku v cyklické molekule purinů (A, G);

· vzorek 3: hydrazin – odstraňuje z řetězce pyrimidinové báze (C, T) za současného uvolnění ribozylmočoviny;

· vzorek 4: hydrazin + NaCl – sůl zabraňuje reakci tyminu s hydrazinem, který tak odstraní pouze cytozin.

Piperidin přidaný do všech čtyř vzorků štěpí DNA v místech, kde v předchozím kroku došlo k modifikaci některé z bází: v prvním vzorku bude řetězec rozštěpen v pozici, kde se nachází guanin, ve druhém vzorku A+G, ve třetím C+T a konečně ve čtvrtém pouze cytozin (obr. 4.16).

Sangerova (enzymatická) metoda (chain termination method, dideoxy method) je založena na terminaci replikace nového řetězce podle matrice zkoumané sekvence dideoxynukleozidtrifosfátem (ddNTP). Jde o analogy normálních deoxynukleozidtrifosfátů (dNTP), kterým na 3’-uhlíku deoxyribózy chybí OH-skupina a proto k nim DNA polymeráza nemůže navázat další nukleotid. Jestliže během syntézy nukleotidového řetězce dojde k náhodné inkorporaci dideoxynukelotidu (ddA, ddC, ddG, ddT), replikace se zde zastaví (obr. 4.17). Postup Sangerovy metody je tedy poměrně jednoduchý (obr. 4.18):

1. Podobně jako u Maxamovy-Gilbertovy metody je DNA rozdělena do čtyř vzorků, z nichž každý obsahuje specifický primer, směs všech čtyř nukleotidů a DNA polymerázu (někdy označovanou jako sekvenáza). Na rozdíl od předchozí procedury lze Sangerovou metodou sekvencovat pouze ssDNA. Tu získáme buď tepelnou denaturací před vlastním sekvencováním, další PCR amplifikací s převahou jednoho primeru (asymetrickou PCR), nebo klonováním v bakteriálním či virovém vektoru.

2. Do každého ze vzorků je přidán vždy jen jeden značený dideoxynukleotid.

3. Stejně jako v předchozím případě jsou po ukončení amplifikace jednotlivé fragmenty separovány pomocí denaturující PAGE v dlouhém (sekvenačním) gelu, přeneseny na velký list silného filtračního papíru a po vysušení ve vakuové sušičce detekovány autoradiograficky (několik dní). Místo sušení gelů je možno separované fragmenty přenést na nitrocelulózovou membránu pomocí cross-linkeru.

Modifikací Sangerovy metody dideoxynukleotidové terminace je termální cyklické sekvencování. Při této metodě je syntéza DNA katalyzována termostabilní DNA polymerázou (Taq nebo Vent polymeráza). Dvouřetězcový templát je nejprve tepelně denaturován a na jeden z oddělených komplementárních řetězců je navázán značený primer, od jehož 3’-konce počíná polymerázová extenze. Následné cykly denaturace, vazby primerů a syntézy nové DNA vedou k lineární amplifikaci značeného produktu. I když i v tomto případě lze použít radioaktivně alfa-značené nukleozidtrifosfáty (tj. značené na fosfátové skupině: (32P, (35S), užití značených primerů (značené na bázi: (32P, (33P) podstatně zvyšuje účinnost metody.

Značné zefektivnění sekvencovacího procesu přineslo použití automatických sekvenátorů. Přestože existuje několik typů automatického sekvencování, většina sekvenátorů je založena na termálně-cyklické modifikaci Sangerovy metody. Jejími charakteristickými rysy jsou:

1. Syntéza DNA je v principu totožná s asymetrickou PCR (tj. s jedním primerem) v normálním termocykleru, s extenzí řetězce zprostředkovanou Taq polymerázou.

2. Místo radioaktivního značení jsou k detekci produktů používány fluorescenčně značené ddNTP. Odlišná fluorescenční barviva pro jednotlivé dideoxynukleotidy umožňují polymerizační reakci v jednom vzorku a rozdělení fragmentů v elektroforetickém gelu v jediné dráze.

3. Detekce produktů probíhá během elektroforetické migrace (v polyakrylamidovém gelu, nebo v kapiláře) pomocí stacionárního laserového detektoru. „Automatizace“ metody spočívá v tom, že odpadá vizuální „čtení“ gelu a manuální záznam – místo toho je sekvence zaznamenána přímo do paměti počítače, nebo vytištěna na papír (obr. 4.19).

Aplikace a omezení

Stejně jako všechny ostatní genetické metody vychází i sekvencování DNA z některých předpokladů. Prvním z nich je homogenita zkoumaných sekvencí. Nehomogennost způsobená kontaminací templátové DNA (ať už byla připravena in vitro pomocí PCR, nebo in vivo klonováním), nebo polymorfismem v důsledku mezialelové proměnlivosti, nebo sloučením geneticky odlišných drobných organismů či vzorků, může vést k neinterpretovatelným nebo chybných výsledkům. Problém kontaminace vzorku byl zmíněn v kapitole o polymerázové řetězové reakci, je třeba si však uvědomit, že na rozdíl od jednoduchého molekulárního screeningu jsou při sekvencování nároky na čistotu templátové DNA mnohem vyšší. To se týká i přesnosti amplifikace. Některé typy polymeráz (včetně Taq polymerázy) jsou charakteristické vysokou frekvencí inkorporace nesprávného nukleotidu a riziko chybné replikace (tj. sekvencování nikoli původní sekvence, ale novotvaru vzniklého během amplifikace) se proto zvyšuje s počtem cyklů při PCR stejně jako při automatickém sekvencování.

Obecně platným předpokladem je samozřejmě to, že srovnáváme ortologní sekvence (viz kap. 6). Tento předpoklad se týká i homologie jednotlivých nukleotidových míst. S tím souvisí i problém přesného seřazení dvou a více sekvencí (alignment). Přestože se to může zdát triviální, zejména u blízce příbuzných organismů (např. jedinci téhož druhu, skupina fylogeneticky blízkých druhů), se zvyšující se molekulární divergencí mezi taxony tento problém nabývá na závažnosti. S rostoucím počtem substitucí se zjevná sekvenční homologie stále více „rozostřuje“. Ještě vážnější problémy však přinášejí inzerce a delece (indels) jednotlivých bází nebo dokonce větších úseků DNA. Je třeba si proto uvědomit, že i když existuje řada počítačových programů, které nahrazují pracné porovnávání sekvencí, výsledek bude vždy záviset na explicitním stanovení některých vstupních parametrů a bude tudíž do jisté míry subjektivní. Správné seřazení sekvencí je základem všech fylogenetických a dalších komparativních metod a je závislé na určité předběžné znalosti studovaných objektů, která umožňuje kvalifikovaná rozhodnutí (např. o ignorování delecí a inzercí u blízkých sekvencí).

Aplikační možnosti sekvencování nukleových kyselin spadají do tří základních skupin: 1. evoluce genů, 2. vnitrodruhové (populační) studie a 3. mezidruhové studie. První kategorie zahrnuje studium vlastních molekulárních procesů včetně vzniku nových alel či lokusů, redukce nukleotidového polymorfismu v důsledku selekce, regulace procesů na molekulární úrovni atd. Přestože většina z těchto aplikací je spíše čistě molekulárně-biologická, znalost příslušných sekvencí je důležitá pro charakterizování některých jednoduchých molekulárních markerů (např. mikrosatelitů, viz dále), používaných v populačních a mezidruhových zoologických a genetických studiích. Totéž platí i pro jejich lemující oblasti, které mohou sloužit jako matrice pro syntézu příslušných primerů. Sekvencováním regulačních oblastí eukaryotických genů byla například zjištěna důležitá role jednoduchých tandemových repeticí typu mikrosatelitů při regulaci exprese těchto genů nebo při vazbě některých proteinů.

Vnitrodruhové aplikace jsou velmi rozmanité, od studia geografické proměnlivosti, toku genů, hybridizace, fylogeografie (mitochondriální geny a chromosom Y) až po konzervační genetiku. Spojení sekvenčních a fylogenetických analýz přineslo důležité poznatky při studiu viru HIV. Zkoumání mezidruhové diverzity do značné míry závisí na správném výběru sekvence a potenciálně může obsáhnout (a obsahuje) celé rozpětí zhruba 4 miliard let existence života na Zemi, od rozdělení skupin Archea (Archebacteria), Eubacteria a Eukarya (Eukaryota) až po recentní vznik afrických cichlid. Mezidruhové fylogenetické stromy mohou dále sloužit při studiu speciace, biogeografie, spojené speciace (kospeciace) nebo pro odhalení a případnou eliminaci fylogenetického signálu (phylogenetic inertia) v komparativních analýzách v oblasti chování, ekologie, fyziologie, morfologie atd. Sekvencování DNA pomáhá nalézt drobné populačně- i taxonově-specifické rozdíly, které lze použít pro rychlou identifikaci příslušných populací a taxonů. Příkladem takových rozdílů je tzv. jednolokusový polymorfismus, SNP (single-nucleotide polymorphisms), který je užitečným nástrojem například při studiu dynamiky hybridních zón a procesů vedoucích ke speciaci.

Laboratorní vybavení specifické pro sekvencování DNA

Kromě vybavení pro izolaci DNA, PCR a agarózovou elektroforézu bude vybavení záviset na tom, zda bude sekvencování prováděno „ručně“, nebo v automatickém sekvenátoru. V prvním případě potřebujeme sekvenační aparaturu na PAGE (obr. 4.20) se zdrojem napětí (( 2000V), vybavenou fotokomoru (včetně velkých kazet na film), vakuovou sušičku na gely, vyhřívanou ploténku (100(C) a počítač. Významným pomocníkem je spektrofotometr (kvantifikace poměru DNA/RNA, vyhodnocení čistoty, stanovení koncentrace buněk); alternativou sušení gelů je přenos elektroforeticky separovaných fragmentů na membránu pomocí cross-linkeru; místo autoradiografického vyhodnocení gelů lze použít speciální detekční přístroj, phosphoimager, který detekuje široké spektrum látek od radioizotopů přes barviva typu Coomassie Blue a dusičnanu stříbrného po nejrůznější fluorescenční a chemoluminiscenční látky.

http://www.sanger.ac.uk

http://www.genome.ad.jp/kegg/kegg2.html

http://www.tigr.org/tdb/mdb/mdbcomplete.html

http://bioinformatics.weizmann.ac.il:3456/webKegg/kegg/kegg2.html

Sekvencování proteinů

Metoda analýzy primární struktury proteinů čili sekvence aminokyselin je známa od roku 1953 a jejím otcem je Frederick Sanger, který s její pomocí poprvé popsal sekvenci hormonu inzulinu. Přestože není v zoologických výzkumech používána tak často jako sekvencování nukleových kyselin, alespoň v krátkosti si tuto metodu popíšeme. 

Postup metody

Základní strategií při zjišťování proteinové sekvence je purifikace analyzovaného proteinu a jeho následné sekvencování, které postupuje od jednoho z jeho konců. Protože je však většina proteinů příliš dlouhá, musí se nejprve rozštěpit na kratší proteiny, které jsou sekvencovány samostatně a sekvence celého proteinu je potom sestavena na základě překrytí jednotlivých fragmentů. Rozštěpení proteinu lze dosáhnout mnoha metodami, například hydrolýzou pomocí kyselin nebo zásad, většinou se však používají proteolytické enzymy (proteázy), které proteiny hydrolyzují na specifických místech (např. pepsin štěpí molekulu peptidu v místě, kde se nachází aromatické aminokyseliny, metionin nebo leucin; chymotrypsin štěpí peptidové vazby v místech karboxylových skupin aromatických aminokyselin, trypsin zase karboxylové skupiny argininu a lyzinu). V dalším kroku jsou peptidové fragmenty separovány pomocí dvousměrné kombinace papírové chromatografie, elektroforézy nebo sloupcové chromatografie. Výsledkem je tzv. peptidová mapa neboli peptidový otisk prstů (peptide fingerprint). Jednotlivé peptidy jsou izolovány z gelu například tak, že vytvoříme dvě identické peptidové mapy, z nichž jednu obarvíme ninhydrinem a podle ní jednotlivé fragmenty vystřihneme ze druhé kopie. 

Jednou z metod sekvencování peptidů je Edmanova metoda, při které je daný peptid postupně degradován ve směru od N-terminálního k C-terminálnímu konci. K tomu je používán fenylizothiokyanát (PITC), který se váže na aminoskupinu N-terminálního konce peptidu – jakmile je do roztoku přidána kyselina, aminokyselina na N-terminálním konci je spolu s PITC odštěpena a identifikována. Tento proces je opakován tak dlouho, dokud není zjištěna sekvence všech aminokyselin v peptidovém fragmentu. Jestliže je peptidový fingerprint vytvořen působením dvou různých proteáz, můžeme sekvenci původního polypeptidu rekonstruovat na základě překrytí jednotlivých fragmentů.

V současné době se při sekvencování proteinů, podobně jako při sekvencování nukleových kyselin, používají automatické sekvenátory. Doba identifikace jedné aminokyseliny v nich trvá kolem dvou hodin a lze jimi zjišťovat sekvenci fragmentů dlouhých až 50 aminokyselin.

analýza mikrosatelitů

Jako mikrosatelity se označují krátké, tandemově se opakující jednoduché sekvenční motivy zpravidla o 2-6bp (některé prameny uvádějí rozmezí od 1bp po 8bp), vyskytující se ve všech dosud zkoumaných prokaryotických a eukaryotických genomech a to jak v kódujících, tak i nekódujících oblastech. Jsou charakterizovány vysokou mutační rychlostí (u savců včetně člověka řádově 10-3 až 10-4/lokus/generaci, u E. coli dokonce 10-2 /lokus/generaci). Vzhledem ke své struktuře a tandemovému uspořádání bývají mikrosatelity někdy označovány jako krátké tandemové repetice, STR (short tandem repeats), nebo repetice jednoduchých sekvencí, SSR (simple sequence repeats). Přestože se na evoluci mikrosatelitů mohou podílet zřejmě i jiné mutační mechanismy, za hlavní zdroj vysoké proměnlivosti je považováno sklouznutí nukleotidového řetězce během replikace (replication slippage). Proto se jednotlivé alely navzájem liší svojí délkou a mohou být snadno separovány elektroforézou (počet opakujících se motivů je různý, z praktického hlediska se však většinou uvažují pouze repetice delší než 12 nepřerušovaných motivů).

Jestliže pod pojmem mikrosatelit rozumíme jakoukoli tandemově se opakující krátkou sekvenci, pak nejčastěji se vyskytující sekvencí u člověka je poly(A)/poly(T) (podobně je tomu u bakterií). Vzhledem ke značné nestabilitě během PCR, vedoucí až k nemožnosti stanovit velikost alel, však tyto sekvence nejsou vhodné pro mapování genomu, resp. populační studie. Z „typických“ mikrosatelitů jsou nejfrekventovanější dinukleotidové motivy, následované tri- a tetranukelotidovými sekvencemi. U savců je zdaleka nejčastějším mikrosatelitem sekvence (AC)n/(TG)n, která se vyskytuje dvakrát častěji než repetice AT a třikrát častěji než AG/TC. Mezi trinukleotidy jsou nejfrekventovanější CAG a AAT.

Mezi nesporné výhody, díky kterým mikrosatelity získávají stále větší oblibu, patří 1. vysoká proměnlivost, a to i u druhů, prakticky monomorfních pro alozymové lokusy; 2. velká početnost a rozmístění po celém genomu; 3. kodominantnost alel a možnost jejich přesné identifikace; 4. jednoduchost analýzy (mikrosatelity lze poměrně snadno studovat pomocí PCR); 5. spojení s PCR také umožňuje analýzu mikrosatelitů i u vymřelých organismů. 

Princip, aplikace a omezení analýzy mikrosatelitů

Princip analýzy mikrosatelitů je více než jednoduchý. Za předpokladu, že známe sekvence primerů, komplementárních se sekvencemi obklopujícími daný mikrosatelitový lokus, stačí 20-30 cyklů PCR a následná elektroforéza buď v agarózovém, nebo polyakrylamidovém gelu k separaci jednotlivých alel. U vícenukleotidových a málo proměnlivých mikrosatelitů může postačit kvalitní a relativně koncentrovaný agarózový gel a barvení etidium bromidem, v případě dvounukleotidových a vysoce polymorfních mikrosatelitů je však nutno použít PAGE a barvit dusičnanem stříbrným, nebo Coomassie Blue. Při vysoké úrovni polymorfismu se rovněž většinou neobejdeme bez pomoci specializovaných přístrojů (např. fosfoimageru), s příslušným softwarem. V poslední době jsou k tomuto účelu stále častěji používány automatické sekvenátory – v tomto případě je ovšem nutno použít fluorescenčně značené primery, které analýzy prodraží. Výhodou je však přesná separace a identifikace alel (obr. 4.21).

Aplikační možnosti mikrosatelitů jsou obrovské a spektrum jejich využití se stále rozšiřuje. Díky vysoké početnosti a celogenomové distribuci nacházejí široké uplatnění především v mapování genomu, jejich vysoká proměnlivost z nich činí účinný nástroj forenzních analýz, individuálního typování jedinců v populaci, určování paternity, velikosti a struktury populace, genetické proměnlivosti, toku genů (mikrosatelity specifické pro chromosom Y umožňují srovnání míry migrace samců a samic), v ochraně přírody atd. V současné době se stále více uplatňují i při studiu genetických procesů jako je například selektivní smetení (selective sweep) a genetický autostop (hitchhiking). Specifické mikrosatelity slouží ke snadné identifikaci populací a druhů a ke studiu charakteru a dynamiky hybridních zón. Série mikrosatelitových lokusů, víceméně pravidelně rozmístěných podél chromosomu, může pomoci odhalit oblasti genomu, které jsou u hybridů vystaveny vlivu přírodního výběru a potenciálně mohou sloužit jako bariéry toku genů v počátečních fázích speciace. O vzrůstající oblibě a využití mikrosatelitů svědčí počet vědeckých článků, ve kterých jsou citovány. Například při zadání klíčového slova „mikrosatelit“ ve vyhledávači Current Contents nalezneme v letech 1995-2000 téměř 8000 záznamů.

Hlavní nevýhodou mikrosatelitů je to, že je musíme nejprve nalézt a identifikovat vhodné primery pro jejich amplifikaci. Vzhledem k tomu, že většina mikrosatelitů se nachází v nekódujících oblastech genomu, který je charakteristický vysokou frekvencí nukleotidových substitucí, je zpravidla nutno jednotlivé lokusy izolovat de novo pro druhy, které jsou zkoumány poprvé. Izolace mikrosatelitů zahrnuje digesci DNA jednou nebo více restriktázami, klonování do plazmidového vektoru, nebo ligaci specifických adapterů, hybridizaci se značenou oligonukleotidovou sondou (např. [CA]n), výběr a sekvencování pozitivních klonů a vyhledávání vhodných primerů. Jeden z používaných experimentálních protokolů je schematicky znázorněn na obr. 4.22. Naštěstí u intenzivně studovaných organismů (člověk, myš, octomilka atd.) je známa celá řada mikrosatelitů, které lze použít i na příbuzné druhy (např. jen u myši bylo popsáno více než 7000 lokusů), a i u druhů méně známých informace o lokalizaci mikrosatelitových lokusů a sekvencích příslušných primerů v databázích velmi rychle narůstají.

Funkční role mikrosatelitů

Přestože jsou mikrosatelity známy především jako užitečné genetické markery s širokým spektrem využití, množí se důkazy o jejich roli jakožto kódujících a regulačních elementů. Jako regulátory se objevují v oblastech promotoru kódujících sekvencí a v několika případech byla dokumentována jejich konzervativnost vzhledem k těmto kódujícím sekvencím. Promotory obsahující mikrosatelity (i mikrosatelity samotné) slouží jako zesilovače a naopak delece oblasti mikrosatelitu vede k redukci zesilující aktivity. Některé mikrosatelity také mohou vázat řadu specifických regulačních proteinů. Jako kódující sekvence byly mikrosatelity nalezeny v mnoha proteinech a proměnlivost v počtu repeticí může mít funkční důsledky. Konečně některé recentní studie prokazují fenotypové účinky změn délky mikrosatelitových repeticí na fyziologii a ontogenetický vývoj na úrovni organismu. Extrémní zmnožení počtu repeticí způsobuje některé vážné poruchy, například syndrom fragilního chromosomu X, který se projevuje mentální retardací. Jiným příkladem může být gen Sry na chromosomu Y u myši domácí, který je zodpovědný za determinaci pohlaví. Tento gen kóduje polyglutaminovou sekvenci, která působí jako doména aktivující transkripci a kontrolující expresi dalších genů, zodpovědných za vývoj gonád. Gen Sry normálně obsahuje 12 molekul glutaminu, kdežto v laboratorních kmenech, které obsahují buď 11, nebo 13 glutaminových reziduí, se vyskytuje částečná, nebo úplná reverze pohlaví. 

Podobný vliv na fenotyp organismu byl zjištěn u minisatelitů. Fascinující výsledky přinesl výzkum Exonu III genu D4DR (D4 dopamine receptor gene), který obsahuje polymorfní oblast 16-aminokyselinové repetice. Nejvyšší četnost byla zjištěna pro alely obsahující 4 a 7 repeticí. Předpokládalo se, že genetická proměnlivost v přenosu dopaminu je zodpovědná za rozdíly v přístupu k vyhledávání novinek (Novelty Seeking trait), definovaného Cloningerovým TPQ dotazníkem (tridimesional personality questionnaire). Ukázalo se také, že počet repeticí může ovlivňovat vazbu ligandu na receptor. To vedlo k analýze 124 normálních dospělých dobrovolníků a dobrovolnic, která ukázala, že jedinci s alelou o 7 repeticích vykazovali průkazně vyšší skóre znaku (tj. Novelty Seeking) v porovnání s jedinci, kteří tuto alelu neměli.

Vzácné genomové události

SINE a LINE

SINE (short interspersed elements) a LINE (long interspersed elements, viz také kap. 2) patří do velké skupiny retroelementů a jim příbuzných transpozabilních elementů. V genomu se často vyskytují ve velkém počtu navzájem si podobných kopií (často i ve více než deseti tisících kopií). Tyto kopie nejsou uspořádány tandemově, ale naopak jsou roztroušeny celkem náhodně po celém genomu.  Jejich amplifikace zahrnuje stadium RNA a následné přepsání zpět na DNA enzymem reverzní transkriptázou a integraci na nové místo v genomu. Zatímco LINE kodují reverzní transkriptázu, umožňující jejich množení, SINE tvoří kratší sekvence (70-500bp), které nekódují žádné enzymy a musí tedy využívat enzymy kódované LINE. SINE jsou odvykle odvozeny od tRNA (někdy také 7S RNA). Přestože se vyskytují ve velkém počtu kopií, předpokládá se, že jen velmi malý počet kopií je aktivních, schopných vlastní amplifikace. Ostatní kopie jsou „mrtvé“, zůstávají na svém místě a hromadí se v nich mutační změny. Zdá se, že neexistuje žádný mechanismus, který by umožňoval specificky inzerce SINE odstranit, což je zřejmě příčina ohromujícího „zamoření“ některých genomů těmito elementy. Například u člověka se odhaduje, že má v genomu více než půl miliónu kopií SINE elementů ze známé rodiny Alu.

SINE a LINE inzerce lze využít jak při populačních studiích (SINE se běžně pro tyto účely používají v lidské genetice), tak především jako velmi kvalitní znaky při studiu fylogeneze, kde bývají považovány za téměř dokonalé znaky. Inzerce totiž mají vlastnosti, které ostatní znaky mají jen velmi zřídka. Pro danou inzerci existují jen dva stavy: přítomnost a absence, což je nutně původní stav. (Znalost původního stavu je důležitá při konstrukci fylogenetických stromů. Na rozdíl od sekvenčních dat při použití inzercí nemusíme totiž použít outgroup k zakořenění stromu, viz kap. 6.) Pravděpodobnost konvergence je minimální. Vzhledem k velikosti genomu není totiž pravděpodobné, že by se dva různé elementy vmezeřily na stejné (nebo téměř stejné) místo. Navíc jak jsme již zmínili, inzerce buď vůbec nezmizí, nebo je alespoň její ztráta rozpoznatelná. Taxony, které sdílejí konkrétní inzerci na definovaném místě, tedy můžeme považovat za monofyletické, protože s vysokou pravděpodobností tuto inzerci zdědily od společného předka.

Nejprve je však třeba znát typ inzercí specifických pro skupinu druhů, které chceme studovat. Potom musíme najít konkrétní inzerce a definovat primery v oblastech, které je ohraničují. S použitím těchto primerů pak amplifikujeme DNA studovaných druhů. Získáme fragmenty, které budou delší v případě přítomnosti inzerce a kratší, pokud se u daného druhu daná inzerce nevyskytuje. Výsledek se obvykle ještě potvrzuje tím, že se gel přenese na membránu  a hybridizuje se nejprve se sondou, která se specificky váže na inzerci, a potom ještě se sondou pro specifický úsek ohraničující inzerci. Alternativně je možné použít sekvenování. Problém může nastat v případě, že u jednoho druhu došlo k mutacím v místě, kde nasedají primery. V takovém případě se nám studovaný fragment nepodaří amplifikovat a přítomnost či absenci inzerce nezjistíme. Pomocí SINE a LINE se například podařilo potvrdit, že kytovci tvoří společnou skupinu se sudokopytníky a že jejich nejbližším žijícím příbuzným je hroch, nebo potvrdit monofylii skupiny Odontoceti (ozubených kytovců) a parafylii skupiny sladkovodních delfínů.

Užitečné adresy pro práci s transpozabilními elementy 

http://repeatmasker.genome.washington.edu/cgi-bin/RepeatMasker

http://www.girinst.org/

http://bio.img.cas.cz/links/

Práce s Internetem

Bez nadsázky lze říci, že Internet se již stal pro zoologa používajícího genetické metody nezbytným nástrojem každodenní potřeby. Díky obrovskému množství volně dostupných informací a  rychlosti, se kterou se nová data hromadí, nelze již při sdílení dat vlastně ani jiné medium použít. Internet využijeme již při hledání literatury a nových protokolů. Zásadní je však hlavně pro získání sekvencí DNA nebo proteinů a jejich následné zpracování od volby vhodných primerů nebo restrikčních enzymů až po konstrukci fylogenetických stromů. Při hledání na Internetu někdy vystačíme s běžnými vyhledavači (např. AltaVista), často je však lépe využít specializované vyhledávače nebo stránky s odkazy. Odkazy na Internetové stránky týkající se konkrétních problémů jsme začlenili za patřičné kapitoly. Uvedené odkazy zde však slouží spíše pro ilustraci možností Internetu – vzhledem k dynamice oboru je více než vhodné použitím vyhledavačů hledat stránky s informacemi zcela aktuálními. Zde navíc uvádíme několik adres s velkou šíří možných aplikací. Rozhodně nemůžeme opomenout stránku amerického centra biotechnologických informací (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), odkud se lze nejen dostat do genetické banky a stahovat odsud sekvence, získat informace o celogenomových projektech, vyhledávat sekvence podobné sekvenci, kterou zadáme (BLAST), ale také například získat abstrakty řady článků. V neposlední řadě zde najdeme i spoustu užitečných odkazů. Často se nám také může hodit stránka s přehledně uspořádanými ale současně zcela vyčerpávajícími informacemi o genomu myši (http://www.informatics. jax.org/). Pro vyhledávání vědeckých informací bez rušivého „balastu“ z Internetu se hodí například vyhledávač Scirus (http://www.scirus.com/). Užitečné informace také získáme přes BioMedNet (www.BMN.com), kde je však nutno se předem zaregistrovat (registrace je zdarma).
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obrázky

Obr. 4.1 a) Ideální reasociační (tzv. Cot) křivka pro jednu třídu DNA (scDNA, jeden typ repetitivní DNA apod.). Křivka znázorňuje úbytek jednořetězcové DNA (ssDNA) s tím, jak se postupně tvoří duplexy (dsDNA). Na ose x jsou vyneseny hodnoty logaritmu Cot v molech na litr ( čas v sekundách. Křivka má tvar 1/(1 + kCot) a hodnota 1/2Cot (v tomto případě =1) označuje bod, ve kterém byla polovina DNA reasociována. V ideálním případě je během 2 log-intervalů reasociováno 80%; hodnoty 90% je dosaženo v intervalu 10-násobku 1/2Cot. b) Hypotetická reasociační křivka genomové DNA, obsahující směs vysoce repetitivní, středně repetitivní a scDNA. Horizontální čárkované čáry označují jejich přibližné procentuální zastoupení v genomu (odshora: 20%, 20%, 60%). Jelikož scDNA je reasociována jako poslední z frakcí (1/2Cot = 103), lze ji snadno od repetitivní DNA oddělit pomocí hydroxyapatitu reasociací celé DNA do Cot = 102 – v tomto bodě bude 90% scDNA ve formě jednořetězcových fragmentů. Vpravo je znázorněna individuální reasociační křivka pro scDNA s přibližnou polohou 1/2Cot (černý kroužek).

Obr. 4.2 Standardní skleněný hydroxyapatitový sloupec pro disociaci hybridních duplexů DNA, připojený k cirkulační vyhřívané vodní lázni, udržující stabilní a přesně kontrolovanou teplotu. Je možno sériově spojit až šest skleněných válců (v závislosti na výkonu cirkulátoru).

Obr. 4.3 a) Normalizované denaturační křivky (tj. vztažené na 100%) pro homoduplexy (bílé kroužky) a heteroduplexy (černé kroužky), vynesené na základě hodnot v tabulce 4.1. Vyneseny jsou hodnoty Tm pro oba typy duplexů a jejich rozdíl ((Tm). b) Denaturační křivky ilustrující T50H a (T50H: hodnoty křivky pro homoduplexy jsou normalizovány vůči 100% jako na obrázku a), kdežto křivka pro heteroduplexy je vztažena (normalizována) k homoduplexovým hodnotám.

Obr. 4.4 Denaturační křivky sestavené na základě hybridizace DNA tří druhů ptáků, volavky velké (Ardea herodias), bukače severoamerického (Botaurus lentiginosus) a vodouše žlutonohého (Tringa flavipes). Trojúhelníky jsou označeny křivky homoduplexů A. herodias, černými kroužky heteroduplexy A. herodias/B. lentiginosus a bílými kroužky heteroduplexy A. herodias/T. flavipes. Jednotlivé grafy slouží ke stanovení teplot tání Tm (a), T50H (b) a Tmode (c). Křivky na obrázku c) představují množství DNA disociované při každé teplotě zvlášť (tzv. diferenciální denaturační křivky).

Obr. 4.5 Denaturační křivky heteroduplexů s vyznačenými teplotami Tm, T50H a Tmode: a) křivky pro vnitrodruhové hybridy (A) a hybridy dvou blízce příbuzných druhů (B); b) Křivky C a D můžeme očekávat u heteroduplexů pro fylogeneticky středně až velmi vzdálené taxony. Pro křivku C je evidentně nejlepší variantou veličina T50H; Tmode nelze s dostatečnou mírou přesnosti stanovit vzhledem k velmi plochému vrcholu křivky. Pro velmi velké genetické vzdálenosti (křivka D) tyto parametry nelze vůbec stanovit: vzhledem k tvaru denaturační křivky odhadovat Tm nemá smysl a stanovení Tmode bude zjevně záviset na přesném rozložení (navíc v uvedeném případě je tvar křivky takřka shodný s křivkou pro nativní DNA). Dolní grafy na obrázku a) i b) jsou vyhlazené varianty diferenciálních denaturačních křivek, jejichž vrchol představuje veličinu Tmode. 

Obr. 4.6 Princip polymerázové řetězové reakce (PCR). Vpravo nahoře tři teplotní fáze, opakující se v každém cyklu.

Obr. 4.7 Ukázka účinku lineárního teplotního gradientu, vytvořeného cyklerem RoboCycler firmy Stratagene. Jako templát pro PCR amplifikaci byla použita genomová DNA člověka; amplifikovaný fragment je část genu pro Gaucherovu chorobu. Teploty zchlazení a navázání primerů byly zvoleny v rozmezí od 42(C po 64(C v intervalech 2(C. Amplifikované produkty byly barveny etidium bromidem, který se váže na DNA a v UV světle se objeví jako světlé proužky na tmavém podkladu. Na tomto obrázku je prezentován negativ, používaný z úsporných důvodů pro vytištění výsledků na papír. Na obrázku je patrné, že při nižších teplotách dochází k syntéze dalších, nespecifických fragmentů.

Obr. 4.8 Z nalezeného vzorku trusu můžeme použitím vhodných molekulárních markerů vyvodit cenné genetické, ekologické a ochranářské informace: sekvencováním mtDNA (např. cytochromu b) můžeme jedince druhově identifikovat (a) a v kombinaci s dalšími vzorky DNA vyvodit jak fylogeografii daného mitochondriálního haplotypu, tak i fylogenezi celého druhu (b); pohlaví jedince může být určeno pomocí markerů specifických pro chromosom Y, např. genu SRY (c); spektrum parazitů lze odhadnout amplifikací primerů, specifických pro jednotlivé kmeny patogenů (d); druhově specifické primery chloroplastových genů rostlin (např. rbcL) a mitochondriálních genů živočichů (např. cytochrom b) mohou poskytnout informaci o potravě studovaného jedince (e); multilokusový fingerprinting nebo série jednolokusových analýz minisatelitů nebo mikrosatelitů (f) nás může informovat o velikosti populace, genetické proměnlivosti, příbuznosti, paternitě a rozsahu toku genů mezi sousedními populacemi.

Obr. 4.9 Efektivní velikost populace (Ne) může být mnohem nižší než skutečný počet jedinců. Analýza DNA z trusu, spojená s analýzou steroidního hormonu, získaného z téhož zdroje, může pomoci odhadnout počet rozmnožujících se jedinců v populaci, jak je ukázáno na tomto obrázku na příkladu deseti medvědů hnědých. a) velikost populace je odhadnuta na základě analýzy mikrosatelitů ze vzorků trusu, shromážděných na studované lokalitě; b) hormonální analýza poskytne informaci o počtu adultních jedinců a markery specifické pro chromosomu Y o poměru pohlaví (samice vyznačeny černě, samci šedě); c) někteří z adultů se však ve skutečnosti nevykazují rozmnožovací aktivitu, což lze zjistit analýzou hladiny estradiolu a progesteronu; d) počet jedinců, kteří se skutečně reprodukovali, ukáže analýza paternity použitím DNA fingerprintingu, nebo mikrosatelitů. Na základě těchto informací můžeme rovněž usuzovat na velikost populace v příští generaci.

Obr. 4.10 Btk

Obr. 4.11 Postup Southernovy transferové hybridizace.

Obr. 4.12 Schéma laboratorní sestavy pro Southernův přenos.

Obr. 4.13 Princip radioizotopového značení fragmentů DNA a) zářezovou translací (nick translation) a b) náhodným navázáním primeru (random priming) pomocí Klenowova fragmentu.

Obr. 4.14 Konstrukce restrikční mapy sekvenčním štěpením DNA jedním a dvěma restrikčními endonukleázami (a) a částečným štěpením koncově značené DNA (b).

Obr. 4.15 Postup metody AFLP (polymorfismus délek amplifikovaných fragmentů).

Obr. 4.16 Postup Maxamovy-Gilbertovy metody sekvencování DNA.

Obr. 4.17 Princip Sangerovy enzymatické metody sekvencování, založené na terminaci syntézy nukleotidového řetězce začleněním dideoxynukleotidu (ddNTP).

Obr. 4.18 Postup Sangerovy metody sekvencování DNA.

Obr. 4.19 Chromatogram, pořízený automatickým sekvenátorem. Ve skutečnosti má každá z linií jinou barvu (A – zelená, C – modrá, G – černá, T – červená). Výška každého vrcholu znázorňuje relativní intenzitu fluorescence pro každý ze čtyř typů značených dideoxynukleotidů, takže přístroj může přímo zaznamenávat odpovídající sekvenci (nad záznamem; čísla udávají pozici nukleotidů od primeru). Zatímco sekvence následující bezprostředně za primerem je dobře čitelná, dále od primeru se signál snižuje (druhý panel shora) a objevují se ojedinělé nejasnosti, označené písmenem N (na pozici 186). Počet těchto nejasností se dále zvyšuje (třetí panel) a nakonec je výsledek zcela nespolehlivý (dole).

Obr. 4.20 Aparatura pro elektroforézu DNA na polyakrylamidovém gelu, používaná při „klasickém“ způsobu sekvencování i pro rozdělení některých krátkých fragmentů DNA (např. mikrosatelitů): a) schéma, b) pohled na jednu z komerčně dostupných elektroforetických komor.

Obr. 4.21 Mikrosatelity – vlevo vzor proužků na gelu (Aixnerová? Hillis?), vpravo (snad) obrázek mikrosatelitových alel ze sekvenátoru.

Obr. 4.22 Schematické znázornění selektivní hybridizace a izolace mikrosatelitového lokusu. Fragmentace DNA se provádí buď restriktázovou digescí, nebo ultrazvukem. Délka fragmentů získaných ultrazvukovou fragmentací je méně závislá na složení bází, avšak vyžaduje další krok k získání nepřečnívajících konců (doplněním přečnívajících konců DNA polymerázou T4, nebo jejich odstraněním nukleázou). Při použití restriktáz se doporučuje jejich kombinace buď přímo jejich smícháním (zisk kratších fragmentů), nebo separátní digescí a následným smícháním produktů (zisk delších fragmentů). Kontrolu velikosti fragmentů lze provést agarózovou elektroforézou a extrakcí a purifikací vhodných fragmentů z gelu. Ligace adapterů umožňuje amplifikaci fragmentů pomocí PCR – adaptery musí být proto dostatečně dlouhé, aby na se ně mohly navázat příslušné primery. Jestliže však adaptery nejsou fosforylovány, výsledkem ligace jsou molekuly DNA obsahující zářez (mezeru) v jednom z řetězců. Protože následující krok zahrnuje denaturaci DNA, která by vedla ke ztrátě jednoho z adapterů, je nutno tuto mezeru zaplnit, nejčastěji pomocí extenze řetězce se zářezem Taq polymerázou bez použití primerů. Selektivní hybridizace je prováděna pomocí sondy, obsahující několik tandemových repeticí vyhledávaného motivu. Sondu lze přenést na nylonovou membránu pomocí cross-linkeru, nebo ji označit na 5’ konci biotinem, takže hybridizované fragmenty DNA mohou být následně selektivně odstraněny magnetickými kuličkami potaženými streptavidinem.

Obr. 4.23 Schéma amplifikace SINE a LINE elementů v genomu (a) a využití SINE inzercí při rekonstrukci fylogeneze (b).
















Rámeček 4.5. Postup Southernovy transferové hybridizace.





Následující postup restriktázové digesce počítá s analýzou 14 vzorků mtDNA s množstvím DNA 3-7(l. Pro úspornost předpokládáme, že již máme k dispozici radioaktivně značenou sondu.





Všechny vzorky převedeme na stejné množství doplněním jejich objemu na 7(l pomocí pufru Tris-EDTA.


Připravíme restrikční směs:


15(l 10( zásobního roztoku pufru (většinou dodáván výrobcem spolu s restriktázou)


15(l roztoku BSA (1mg/ml)


15-30U restrikční endonukleázy (přidává se nakonec)


H2O doplnit do 45(l


Restrikční směs pečlivě protřepeme a přidáme alikvotní množství 3(l ke každému vzorku, znovu protřepeme a inkubujeme při teplotě 37(C (nebo vyšší, podle pokynů dodavatele). Digesce je většinou ukončena po 1-3h, ačkoli některé vzorky se štěpí déle nebo je nutno po několika hodinách přidat další alikvot enzymu. 


Vzorky krátce stočíme v mikrocentrifuze a okamžitě umístíme do ledu, nebo do mrazničky.


Připravíme agarózový gel, naneseme vzorky a spustíme elektroforézu jak je popsáno v Rámečku 4.4.


Gel, obarvený etidium bromidem fotograficky dokumentujeme spolu s pravítkem, umístěným vedle hmotnostního standardu („žebříku“), aby bylo možno později vyhodnotit autoradiogram. Gel ořízneme na minimální velikost podle charakteru zkoumané DNA (např. u mtDNA ořízneme spodek gelu zhruba mezi 150 a 200bp).


Gel protřepeme v 0,4M NaOH až barvivo zmodrá (více než 10-20min, může být i déle). Potom odstraníme NaOH a gel promýváme 1min v destilované vodě.


Gel neutralizujeme protřepáváním v 3M NaCl/0,5M Tris-HCl, pH 7,5 po dobu 30 min.


Připravíme dvě nylonové, nebo nitrocelulózové membrány tak, aby na každé straně přečnívaly gel o 5mm. Dále připravíme 2(2ks silného filtračního papíru (Whatman 3MM) aby velikostí odpovídaly gelu.


Membrány ponoříme na 20min do destilované vody a potom spolu s filtračními papíry ponoříme na 1-10 min do 20(SSC.


Připravíme dvojitou sendvičovou sestavu z vrstvy papírových ručníků (4cm), 2ks filtračního papíru, 1ks membrány, gelu, 1ks membrány, 2ks filtračního papíru a další vrstvy papírových ručníků, kterou překryjeme plexisklem a zatížíme (srv. také obr. 4.11). Vyvarujeme se tvorby vzduchových bublinek. Tento systém nám umožní transfer na dvě membrány současně. Necháme 3h nebo i přes noc.


Po skončení transferu rozložíme sestavu a označíme membrány tam, kde je budeme stříhat. Současně je nutno označit jejich orientaci vzhledem ke gelu.


Membrány protřepeme 10min v 2(SSC a potom sušíme 30-120min na filtračním papíru. Některé typy membrán vyžadují sušení ve vakuové sušičce. Alternativou je přenos DNA na membránu UV zářením pomocí cross-linkeru (energie ca. 1200J). Membrány uschováme při pokojové teplotě až do hybridizace.


Před vlastní hybridizací se membrány prehybridizují: nejprve je ponoříme do 500ml 2(SSC na 5 minut a potom na 1h do 500ml roztoku 0,1(SSC a 0,5% SDS při 65(C. Přebytek roztoku z membrán odstraníme a zatavíme do plastikového sáčku.


Připravíme hybridizační roztok (4(SSC, 1%SDS, 0,5% netučného sušeného mléka): sušené mléko nejprve nasypeme do destilované vody (téměř celý objem), jemně zamícháme a přidáme SDS z 20% zásobního roztoku, filtrovaného přes milliporový filtr; nakonec přidáme SSC (20% zásobní roztok, filtrovaný přes millipore). Nádobu zakryjeme a zahříváme 2h ve vodní lázni na 65(C. Každá z membrán v plastikovém sáčku může být prehybridizována v 10ml roztoku. Po přidání hybridizačního roztoku odstraníme všechny bublinky a okraj sáčku odstřihneme 2-3cm od okraje membrán, aby ho bylo možno znovu zatavit po přidání sondy. Mírně třepeme při 65(C 2h nebo přes noc.


Potom do sáčku vstříkneme sondu pomocí 1ml injekční stříkačky. Sáček opět zatavíme (dvojnásobně) těsně nad okrajem membrán, abychom minimalizovali vnitřní objem. Obsah sáčku důkladně promícháme a necháme jemně protřepávat přes noc při 65(C.


Připravíme 4l promývacího pufru (2(SSC, 0,5%SDS): do 3,5l H2O přidáme 400ml 20(SSC a zamícháme, potom přidáme 100ml 1% SDS.


Odstřihneme konec sáčku a hybridizační roztok odsajeme 10ml pipetou (můžeme uložit pro další použití). Membrány vyjmeme a vložíme do vaničky s 500ml promývacího roztoku a protřepáváme 5min při pokojové teplotě. Proceduru opakujeme ještě jednou.


Membrány promyjeme ještě 2-3( při 65(C. Potom odstraníme z membrán veškerou přebytečnou tekutinu (nenecháme je však zcela vyschnout) a zabalíme do fólie.


Každou membránu vložíme do kazety s filmem. Dobu expozice odhadneme podle signálu v Geigerově počítači (při značení sondy pomocí 32P). Kazety uložíme při -70(C. Po vyjmutí kazet z mrazáku je musíme nechat >15min rozmrznout.


Film vyvoláme a dokumentujeme.








Rámeček 4.1 Postup izolace DNA.





Do 1,5ml zkumavky vložíme malý kousek tkáně (například čtvereček 2x2mm ze sleziny nebo 1,5cm odstřihnutého konce ocasu) a dále 1ml extrakčního pufru a 20µl proteinázy K (20 mg/ml).


Zkumavku umístíme do topného bloku nastaveného na 55°C a necháme ji zde nejméně 30 min (raději však přes noc). Pokud je to možné, obsah během této doby několikrát promícháme. Tkáň by se měla v pufru zcela „rozpustit“. Pokud se tak nestane, přidáme proteinázu a ještě několik hodin vyčkáme.


Do nové zkumavky odebereme 450µl vzorku a přidáme 450µl směsi fenol-chloroform-izoamylalkohol v poměru 24:24:1. Ručně třepeme 10 minut nebo 5 minut při použití třepačky.


Stočíme v centrifuze (15 000g, 5min) a opatrně pipetou odebereme horní fázi a přelijeme ji do nové zkumavky. Starou zkumavku vyhodíme. 


Potom přidáme 450µl směsi chloroform-izoamylalkohol (24:1), ručně třepeme 10 minut (nebo 5 minut na třepačce) a stočíme v centrifuze (15 000g, 5min). 


Opět pipetou odebereme horní fázi a přelijeme ji do nové zkumavky a přidáme 900µl 96% etanolu. Jemně promícháme a necháme 5 minut stát. Zkumavky stočíme v centrifuze (5 000 ot./min, 10min). 


Opatrně slijeme líh a přidáme 450µl 70% etanolu. Jemně promícháme a necháme opět 5 minut stát. Stočíme v centrifuze (5 000 ot./min, 10min) a líh vylijeme. Přidání 70% lihu, promíchání, centrifugaci a slití lihu ještě dvakrát zopakujeme. Zkumavky necháme sušit tak dlouho, dokud je z nich cítit líh. 


Nakonec přidáme 300µl TE pufru (Tris-EDTA), rozpouštíme 25min při teplotě 55°C a potom zkumavky umístíme do mrazničky. 





Při extrakci je výhodné použít zkumavky se speciálním gelem, který separuje fáze. Práce je pak mnohem jednodušší a izolace je navíc kvalitnější. Řídíme se pak protokolem od výrobce zkumavek. Ještě jednodušší je použít speciální extrakční kity, které dokáží DNA izolovat v jediném kroku, jsou však poměrně drahé. 





Extrakční pufr 							


finální koncentrace	příklad pro 50ml:				


Tris	50mM		1M Tris (pH 8,0)		2,5ml				


EDTA	0,1M		0.5 EDTA (pH 8,0)		10ml			


NaCl	0,1M		5M NaCl			1ml			


SDS	1%		SDS				0,5g			





TE


TE je 10mM Tris (pH 8,0) a 1mM EDTA (pH 8,0).





Fenol-chloroform


Používá se redestilovaný fenol smíchaný s chloroformem a izoamylalkoholem v poměru 24:24:1. Roztok má upravené pH a je uchováván pod vrstvou TE pufru v lednici v tmavé láhvi. Běžně se prodává i rovnou připravená směs.











Rámeček 4.4 Horizontální elektroforéza DNA na agarózovém gelu pro kontrolu produktů PCR.





Nejprve si připravíme vaničku na gel a nastavíme výšku hřebenu. Mezi dnem vaničky a zuby hřebenu by měla být malá mezera, což snadno ověříme tak, že se pokusíme vsunout pod hřeben kousek papíru. Dříve se okraje vaničky olepily izolepou nebo parafilmem, aby z ní gel nevytekl. Výrobci elektroforéz však většinou dodávají speciální držáky na vaničky pro nalévání.


Připravíme zhruba 100ml 2% agarózy tak, že do kádinky z varného skla odvážíme 2g agarózy a přidáme 100ml naředěného pufru TBE. Vložíme magnetické míchadélko, překryjeme ji fólií pro mikrovlnné trouby a uprostřed ní uděláme malý otvor. Jakmile obsah kádinky přivedeme k varu, kádinku ihned přeneseme na magnetickou míchačku a obsah důkladně promícháme. Vaření a míchání ještě dvakrát zopakujeme. Při posledním míchání však nastavíme jen nízké otáčky, čímž zabráníme vytvoření bublin. Roztok musí být naprosto čirý, bez opaleskujících částeček. Dáváme pozor, aby agaróza nevyvřela (při malém množství roztoku je var velmi rychlý).


Do kádinky vložíme teploměr a za stálého míchání ji ochlazujeme ve vodní lázni nebo na ledu. Při dosažení teploty 60°C teploměr vyjmeme a přidáme 2,5µl roztoku etidium bromidu. Po promíchání odstraníme magnetické míchadélko a opatrně nalijeme gel do vaničky. Nedaleko (asi 0,5 až 1cm) od okraje umístíme hřeben. Gel necháme ztuhnout při pokojové teplotě (alespoň 30 minut). Při přípravě a jakékoli manipulaci s gelem používáme ochranné rukavice!


Po ztuhnutí gelu vaničku umístíme do elektroforetické komory a zalijeme zředěným elektrodovým TBE pufrem tak, aby byl celý gel ponořen. Opatrně vytáhneme hřeben.


Na parafilmu nebo v jamce mikrotitrační destičky smícháme 9µl amplifikovaného produktu PCR se 2µl nanášecího pufru a napipetujeme do jamky v gelu. Každý vzorek naneseme do jiné jamky. Do krajních jamek na gelu naneseme standard („DNA ladder“). Připojíme zdroj elektrického proudu a nastavíme napětí 100V. Ujistíme se o správné orientaci elektrod (DNA bude putovat ke kladné elektrodě).


Po 30 minutách vypneme zdroj, vaničku s gelem vyjmeme a umístíme na skleněnou plochu UV transiluminátoru. Kvalitní vaničky propouštějí UV světlo – pokud je vanička z méně kvalitního materiálu, gel vyjmeme a umístíme na fólii (Saran nebo obyčejná kuchyňská fólie na potraviny).  Na gelu bychom měli vidět amplifikované fragmenty a srovnáním se standardem určíme jejich přibližnou délku.





V případě inzerce B1 v genu Btk myši domácí se kratší fragmenty (tj. ty, které neobsahují inzerci, nacházejí dále od startu než fragmenty, které inzerci obsahují. U heterozygotních jedinců jsou vidět oba proužky (obr. 4.9). 





Složení TBE pufru (zásobní roztok, který se před použitím 5x, nebo 10x ředí)


54g Tris, 27,5g kyseliny borité, 20ml 0,5M EDTA (pH 8,0), doplnit destilovanou vodou na 1000ml





Zásobní roztok etidium bromidu (10 mg/ml)


Rozmícháme 1g etidium bromidu ve 100ml vody (je třeba míchat několik hodin.) Roztok uchováváme  při 4(C v nádobě zabalené do alobalu, abychom zabránili styku se světlem 





Složení nanášecího pufru


0,25% bromfenolová modř a 30% glycerol ve vodě








Rámeček 4.2 DNA-DNA hybridizace v neutrálním fosfátovém pufru s použitím hydroxyapatitového (HAP) sloupce





Pro tuto metodu hybridizace DNA je nutno použít co nejmenší množství reakční směsi (10-100(l, nejméně polovina tohoto objemu musí představovat DNA); množství driveru musí 1000-10000( přesahovat množství traceru; při mezidruhových srovnáních musí proběhnout tři typy hybridizačních a reasociačních reakcí: 1. tracer vs. driver téhož druhu, 2. tracer vs. driver dvou srovnávaných druhů, 3. tracer vs. velmi odlišná DNA (pro kontrolu vlastní reasociace traceru). Množství radioaktivně značeného traceru se uvádí v jednotkách cpm (counts per minute = radioaktivní impulzy/min). Postup je následující:


V mikrozkumavce smícháme 500-1000cpm traceru v 0,12M fosfátovém pufru (PB) s 1000-násobným množstvím driveru v destilované vodě, nebo 0,1mM EDTA (o velikosti fragmentů 500bp) – např. 5ng traceru a 5(g driveru.


Upravíme konečnou koncentraci PB na 60M pomocí 2,4-molárního zásobního roztoku (pH 6,8), promícháme a nasajeme do sterilní skleněné kapiláry tak, aby na každém konci zůstal asi 1cm volný okraj. Oba konce zatavíme a pod preparačním mikroskopem zkontrolujeme těsnost.


Totéž provedeme pro homoduplex a kontrolní reakce.


Jednotlivé trubice označíme a necháme 2 min vařit při 100(C. Potom okamžitě vložíme do 50ml skleněné zkumavky se šroubovacím víčkem, naplněné vodou a temperované na 60(C a celé vložíme do vodní lázně vytemperované na stejnou teplotu. Inkubujeme po dobu dostatečnou k dosažení požadované hodnoty C0t. Tu lze vypočítat jako C0t = ((g driveru/(l reakční směsi) ( 10 ( AF( doba inkubace v hodinách, kde AF označuje akcelerační faktor vzhledem ke zvýšení koncentrace PB nad 0,12M: koncentrace převyšující 0,12M urychlují reakci, např. 0,48M znamená 5,6-krát rychlejší reakci (AF=5,6).


Po inkubaci vyjmeme kapiláry, odlomíme jejich konce a zředíme na 0,12M PB – nejdříve vypočteme objem vody, nezbytný pro zředění 0,60M zásobního roztoku na 0,12M a toto množství vody přidáme do 500(l 0,12M PB. (Reakční směs nemůžeme ředit přímo vodou, protože by mohlo dojít k předčasné denaturaci.) Pokud nechceme ihned pokračovat, směs vyjmeme z lázně a okamžitě zmrazíme ve směsi suchého ledu a etanolu. Při -20(C ji můžeme uchovávat několik dní.


Skleněný sloupec (obr. 4.2) 2( promyjeme destilovanou vodou (dH2O) a přidáme 400mg suchého hydroxyapatitu (HAP). HAP promyjeme 3( 3ml dH2O a potom 2(  3ml 0,12M PB. Přidáme 3ml 0,12M PB a zvýšíme teplotu cirkulující vody na 50(C. Roztok 0,12M PB, procházející HAP sloupcem, zachytíme do scintilační nádobky a použijeme jako „prázdný“ vzorek pro počítání impulsů neradioaktivního pozadí.


Nalijeme hybridizační směs (nyní asi 600(l 0,12M PB) a přidáme 2,4ml 0,12M PB. Skleněnou tyčinkou jemně promícháme HAP, abychom odstranili vzduchové bublinky, zkontrolujeme teplotu a odstraníme teploměr. Roztok necháme projít HAP sloupcem a zachytíme do nové scintilační nádobky. Přidáme 3ml 0,12M PB, necháme vytemperovat na 50(C a pustíme skrz sloupec. Tento krok při této teplotě 2( opakujeme. V každém kroku roztok, procházející HAP sloupcem, zachytíme do samostatné nádobky.


Teplotu sloupce zvyšujeme v intervalech 3-5(C až na 100(C, přičemž pro každý interval zachytíme 3ml 0,12M PB, který prošel sloupcem. V každém kroku jemně promícháme HAP ve sloupci a teplotu ponecháme konstantní po dobu 3-4 min. Teplotu vždy přesně odečteme a zaznamenáme.


Jakmile byly shromážděny všechny frakce, přidáme k nim po 10ml scintilačního roztoku a pro každou nádobku počítáme pomocí scintilačního přístroje impulsy, vždy 2( po 5 minutách (jsou-li impulsy řídké, <50cpm, počítáme v 10-minutových intervalech). První zachycená frakce je prázdná. Další 4 frakce sestávají z původní nanesené směsi a tří následných promytí (50(C) a představují podíl nezreagovaného jednořetězcového traceru. „Normalizovaný“ počet impulsů [nebo cpm] v roztoku po 3. vymytí (vzorek č. 5) a ve všech následujících frakcích (nad 50(C), vyjádřený jako procento z celkového počtu impulsů po odečtení impulsů v prázdném roztoku, slouží k určení Tm, Tmode, NPH nebo T50H.





Rámeček 4.3 Postup PCR při amplifikaci inzerce B1 v genu Btk u volně žijících druhů domácích myší (Mus musculus a M. domesticus).





U druhu Mus domesticus obsahuje gen Btk na chromosomu X transpozon typu B1 ze skupiny SINE elementů. U jiných druhů rodu Mus se v tomto místě inzerce nevyskytuje. U samic F1 hybridů mezi M. musculus a M. domesticus i některých vícenásobných hybridů z hybridní zóny mezi oběma druhy je na jednom chromosomu X inzerce přítomna a na druhém chybí. Je uveden příklad pro otypování 15 jedinců. K amplifikaci jsou použity specifické primery 5’-aatgggctagcgtagtgcag-3’  (forward primer) a 5’-aggggacgtacactcagcttt-3’ (reverse primer). Je použit program pro cykler typu MJ Research.


Připravíme si 16 0,2ml-mikrozkumavek na PCR. Nejprve připravíme směs pro všech 15 vzorků a negativní kontrolu kontaminace. Aby nám směs spolehlivě vystačila na všechny zkumavky, připravíme jí raději trochu více (jako na 20 reakcí):





	pro 1 reakci (v µl)	pro 20 reakcí (v µl)


			


	10x TBE	2		40


	dNTPs (2mM)	2		40


	MgCl2 (50mM)	0,8		16


	Reverse primer (10µM)	1		20


	Forward primer (10µM)	1		20


	Taq polymerása (2U/µl)	0,1		2


	H20	8,1		162


	Celkem	15		300	





Směs důkladně protřepeme pomocí laboratorní třepačky a rozpipetujeme po 15µl do jednotlivých mikrozkumavek. Do prvních 15 zkumavek přidáme 5µl DNA z myší a do poslední přidáme místo DNA 5µl čisté vody. Do každé zkumavky přikápneme 20 µl minerálního oleje proti odpařování. Zkumavky důkladně uzavřeme víčkem a umístíme do bloku cycleru (novější typy cyklerů mají vyhřívané víko a minerální olej proto není nezbytný).


Naprogramujeme jednotlivé kroky PCR:





	#1	95°C	3min


	#2	95°C	45s


	#3	62°C	45s


	#4	72°C	45s


	#5	34( GO TO STEP 2


	#6	72°C 	5min


	END


Spustíme cykler. PCR bude probíhat přibližně dvě hodiny (doba je poněkud delší než součet jednotlivých časů vzhledem k určité prodlevě při změnách teploty v průběhu každého cyklu).


Po ukončení programu vyjmeme zkumavky a vzorky buď použijeme pro kontrolu průběhu PCR (viz Rámeček 4.4), nebo uskladníme při -20(C.
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