Namisto politiky troSinku genetiky....

...... aneb opacko z biologie nikoho nezabije :0) !

Tak, jako jsou pro fyzika zakladni stavebni jednotkou hmoty atomy, pro biologa se vse toci kolem
bunék, Ci jediné bunky. Mozna pravé to je jednou z mala véci, které uviznou v hlavach déti i lidi
nebiologickych profesi z hodin biologie. Néktefi si mozna i vzpomenou, ze podle toho, kolik bunék tvofi
télo urcitého organismu, délime organismy na jednobunééné (kdy jedna jedina burka je zarovern i
samostatnym organismem, nap¥. prvoci nebo kvasinky) a mnohobunécné (tady si jisté kazdy doplni sam
svého oblibeného tvora nebo rostlinu). Mnohobunééné organismy vypadaji rdzné. VSechny vSak maji
spolecné, Ze se buriky jejich tél specializovaly pro urcité ukoly, a vytvofily tak organy a organové
soustavy. Specializace pfitom muze byt pomérné “volnéjsi“, kdy jsou buriky i po oddéleni od svého
organismu schopny relativné samostatné existence v tzv. tkanovych kulturach, nebo je naopak
specializace velice silna a burika po oddéleni zakratko umira (coz je jeden z dlvodu kvaltovani
s organem pro transplantaci).

Studenti prvnich ro¢nikl biologickych obort obvykle zacinaji sva studia pfednaskami z predmétu
Bunécné biologie, jez je dosti asto “postrachem nevinatek®. Tento pfedmét je provede nejen tim, jak
bunky vypadaji, ale zejména slozitymi vnitfnimi biochemickymi procesy, které burice davaji jeji vysadni
postaveni. Téch procesu je samozifejmé spousta, ale zase maji jedno spole¢né — vSe je totiz Fizeno tim,
co je vtipné schovano a kédovano ve struktufe jedné dlouhé molekuly, a to kyseliny deoxyribonukleove
Cili DNA (anglicky je kyselina “acid®, proto zkratka koncCi A, ve starSi Ceské literatufe se uziva i DNK).
Kazdou molekulu DNA bychom mohli rozstfihat na jednotlivé geny, coz jsou kousky, co pravé "kodu;ji"
vSechny nase vlastnosti — tedy vSechno to, co z nas déla jedince druhu Homo sapiens sapiens, ale i
jemnéjsi vlastnosti jako barvu oci, télesnou vysku, krevni skupinu i nadani pro hudbu &i sport. V praxi to
znamena, ze pokud nékde najdeme burky
obsahujici dostate¢né zachovanou DNA, jsme DN A the Molecule of Life . '
schopni pomoci laboratornich metod zjistit, B DT f Q_

z jakého organismu bunka pochazi — tedy je-li

cell

lidska, psi, tabakova nebo jde o kvasinku.

V pfipadé buriky lidské bychom s nejvétsi
pravdépodobnosti mohli zjistit i pohlavi plivodce
a jeho etnickou pfislusnost, také zda netrpél
néjakou geneticky podminénou chorobou.

DNA bunék se nachazi v utvaru zvaném

jadro (to je na obrazku nahofe modry vnitfek

Zluté kulaté buriky), a obvykle byva prostorové uspofadana do utvaru pfipominajiciho frankfurtsky parek,
kterému fikdme chromozom (na obrazku zluté masli¢ky). V ném je vlakno DNA pokroucené a oplacané
proteiny, takZe je kompaktni a relativné stabilni — k rozmotani dochazi jednak pfi zdvojovani tohoto
vlakna pfi bunétném déleni, nebo béhem tzv. transkripce, kdy je pomoci jiné molekuly (RNA) informace

z DNA ,opsana“ a pfedana k dalSimu zpracovani.



Kazdy ¢lovék pravdépodobné ma néjaké povédomi o existenci gend, i to, Ze jsou pfedavany
z rodic¢l na potomky a Ze jsou néjakym zpusobem odpovédné za fyzické znaky. Nejjednodussi definice
genu se vlastné da formulovat takto — gen je dédi¢ny faktor podmiriujici néjaky znak. Kazdy gen pfitom
muze mit rizné varianty, nazyvané alely. Geny na chromozému zaujimaiji urcitou “topografickou” pozici
zvanou lokus. Ruzné znaky (napf. barva oci a barva vlasl) jsou podminény geny nachazejicimi se na
riznych lokusech, velice ¢asto jsou i na riznych chromozémech. Ted by asi bylo vhodné prozradit, ze i
pocet a tvar chromozémi je do ur€ité miry dllezitou informaci, nebot' i v tom se mezi sebou druhy
zivocisné a rostlinné lisi. Nicméné, pocet chromozému nijak nesouvisi se slozitosti nebo evoluéni
“vyspélosti“ organismu (uvozovky jsem pouzila proto, Ze “vyspélost” je naprosto lidské hledisko, a
pFirodé je takové nalepkovani zcela cizi).

No a tim zacina ta legrace, protoZe €lovék (ale nejen on) je tvor tzv. diploidni, protoZze ma
v8echny chromozomy parové — jeden chromozom byl zdédén po matce, druhy, z téhoz
chromozémového paru, po otci. Toto je zajisténo béhem tvorby pohlavnich bunék (&ili gamet), spermii a
vajicek. Kazda pohlavni burika ma totiz jen po jednom chromozému z kazdého paru (ke snizeni poctu
chromozém dojde béhem specifického zpusobu buné&ného déleni zvaného meidza, ale o detailech
snad nékdy jindy...), a tak pfi splynuti spermie a vaji¢ka do zarodku nového jedince je opét obnoven
parovy pocet. Pokud by ke sniZzeni po¢tu béhem vzniku gamet nedoslo, tak by zarodek obsahoval
chromozém vice, jeho potomek jesté vice a tak dal, az by se uz nic jiného do bunék neveslo. Pfiroda
se proti tomu pojistila tim, Zze pokud k né€emu podobnému nahodné dojde, je takovy jedince ve vétsiné
pfipadl z dal$iho rozmnozovani vyfazen. Pfinejmensim kvili neplodnosti, u lidi jsou pak takovou mutaci
podminéna mnoha onemocnéni projevujici se fadou vrozenych vad — od srde€ni nedostateCnosti, pfes
metabolické poruchy, az po demenci — a nékdy staci i jen jeden pfebyvajici &i chybéjici chromozdém.

Clov&k ma 23 chromozémovych par(, pfi¢emz 22 par(i ma jednu spoleénou vlastnost — kdyz se
podivame na dva chromozomy téhoZz paru, budou mit kazdy gen na “topograficky“ stejném misté, takze
se do urcité miry chromozdémy jevi jako totozné (a fika se jim homologni). Vyjimka jsou chromozomy
pohlavni (tedy 23. par), znamé jako X a Y, kdy Zeny maji par shodny alely
(XX), muzi neshodny (XY). Ale nemusi tomu tak byt pokazdé, jsou i

zvifata, u kterych ma rozdilné pohlavni chromozomy samicka a

m

samecek ma naopak chromozémy stejné — napf. vétSina ptaka a a
plazl. A tfeba ptakopyskové maji v uréeni pohlavi pomoci

chromozoému neuvéfitelny gulas, pohlavnich chromozéma maji deset, lokusy
a jeSté k tomu potrebuji dalSi gen z jiného chromozému. Prosté nic

neni jednoduché :0)

Ale zpatky k t&m “totoznym“ chromozémuam. V praxi to

znamena, Ze kazdy gen mame v burice vlastné dvakrat, tedy mame

G s

dvé alely téhoz genu. Tyto dvé alely mohou byt bud shodné

(homozygotni) nebo rtizné (heterozygotni). Soubor alel urgitého parhomelegnich
chromozdmu

jedince se pak oznacuje jako jeho genotyp a projev genotypu

“navenek” (tedy to, jak dotyCny jedinec vypada) jako fenotyp. Genotyp ovSem nelze ve vétsiné pripadu

jednodu$e stanovit. Obé alely kazdého genu spolu uréitym zplsobem spolupracuiji, a ve fenotypu se



projevi vysledek této spoluprace. Oznaceni alel se vlastné odviji od toho, jak moc se na fenotypu
projevi, i od toho, jak se chovaiji vi¢i sobé navzajem. Alela, ktera se projevi za vSech okolnosti, se
nazyva dominantni, naopak alela, ktera se projevi jenom nékdy a za specifickych okolnosti, je recesivni.
Alely se vS§ak mohou projevit stejné a jsou pak kodominantni nebo v rizné mife netpiné dominance...
Je toho hodné, protoZe i geny mezi sebou mohou spolupracovat — no propletenec k pohledani. Pfitom je
nutné mit pofad na paméti, co je genotyp, a co fenotyp.

Nasledujici obrazek snad pomuze tyto terminy i vztahy objasnit. Zluté utvary na obrazku
znazornuji chromozémovy par, zelena usecka predstavuje gen pro barvu koziSku, samecek je
v angli¢tiné “male” (jeho gamety, spermie, poznate podle ocasku), samic¢ka je pak “female“. Barva
kozisku je v tomto pfipadé podminéna kombinaci dvou alel — dominantni B zpUsobuje ¢erné zbarveni a
recesivni b zbarveni hnédé. MySky mohou mit tfi rizné genotypy — BB a bb jsou homozygoti, zatimco
Bb bude jedinec heterozygotni. Z hlediska fenotypu to ale vypada nasledovné: BB je myska ¢erna, Bb
také Cerna a jen bb je mySka hnéda, Cili fenotypové varianty jsou jenom dvé. Déle je dulezité si uvédomit
vySe zmifiovanou skuteénost — gamety vznikaji bunéénym délenim, kdy se chromozémové pary
“rozpuli“. Takze to znamena, ze pokud ma rodi¢ pro urCity gen dvé riizné alely, polovina jeho gamet

ponese alelu prvniho typu, zatimco druha polovina bude mit alelu typu druhého.

Obé rodi¢ovské mysky maiji heterozygotni genotyp Bb, pfitom se shoduiji i ve fenotypu, nebot cerna alela
B je dominantni nad recesivni hnédou b. V jejich pohlavnich burikach bude vzdy polovina nést alelu B a
druha polovina alelu b. Potomstvo téchto mySich rodi€d na tom ale bude trochu jinak. Pokud spolu maji
spoustu mysatek, pak u nich mizeme vzhledem k tomuto znaku pozorovat pfesné matematické podily,
jejichz odvozovanim se s radosti zabyvaji statistici a milovnici teorie pravdépodobnosti. Co nam fika
tabulka na obrazku vySe je zhruba nasleduijici: jestlize spermii s alelou B je jedna polovina (z celkového
poctu spermii) a vajiek s alelou B také jedna polovina (z celkového poctu vajicek), pak
pravdépodobnost jejich setkani v novém zarodku, respektive o¢ekavana ¢etnost skuteénych zarodku

s kombinaci alel BB, je rovna soucinu puvodnich ¢etnosti odpovidajicich si gamet, tedy jedné &tvrtiné.
Totéz plati i pro zarodky s ostatnimi kombinacemi alel, tedy Bb, bB a bb. Z hlediska genotypu tedy bude
Ya mladat BB, polovina shodné s rodici Bb (ted uz je jedno, od koho dostali kterou alelu, takZe po¢et Bb
a bB se secte), a posledni ¥4 bb. OvSem z hlediska fenotypu je diky dominanci 3% mladat ernych (tedy
vSichni nositelé alespori jednoho B) a V4 jsou mySky hnédé (pouze ty, kterym B chybi). Zkracené feceno,
potomstvo dvou heterozygotnich rodi¢td bude mit genotypy v poméru %4 :%2 :V4 , neboli 1:2:1, zatimco pro
fenotypy bude platit %4:%4 , Cili 3:1.

Pokud by ovSem alela B byla neupIné dominantni, tak by heterozygoti Bb byli Cernohnédi a
genotypové podily by se rovnaly podilim fenotypovym. Také se ovSem muze stat, Ze alel pro barvu
koZisku je pro dany gen vice — tfeba B4, B, Bs, atd., ale jedinci si nesou vZzdycky jen dvojici (tfeba B1B;
nebo B:Bs), a tato matematika zlGstava pofad viceméné stejna.

Nyni bych méla pfipomenout genialitu opata Gregora Mendela, nebot’ pravé on na zakladé svych
pokusu a pozorovani dospél k nazoru, ze dédi¢nost znaku (resp. vioh) podléha vySe naznadenym
matematickym pravidlim — a to pfitom nemél o existenci alel, chromozdmu ¢i DNA ani potuchy. Nicméné

se mu podafilo najit u hrachu takové znaky (bylo jich celkem 7 jako trpaslik(, barva a poloha kvétu na



stonku, barva a tvar semen, barva a tvar lusku, délka stonku), u kterych jsou alely v podobné
jednoduchych vztazich, takze po neuveéfitelném mnozstvi experimentu s kfizenim a pocitanim potomstva
(odhaduje se to na cca 30,000 rostlin!!!) doSel k oném fenotypovym a genotypovym podilim, dokonce i

k tomu pGvodnimu pravidlu, Ze se alely do pohlavnich bunék rozchazeji v poméru 1:1. Skoda, Ze se
nikdy nesetkali s Darwinem, i kdyZ snad pfi své navstévé
Anglie o to Mendel usiloval, nebot velkou slabinou
Darwinovy evoluéni teorie byla pravé neznalost zakonu
dédicnosti. Darwin se domnival, Ze se sice vlastnosti po
rodiCich dédi, ale pfitom dochazi k jejich “prameérovani*.
Ono to dokonce pro nékteré komplikovangjsi vlastnosti i
zdanlivé plati (napfiklad vySka ¢lovéka), ovsem brano do

dusledku by to znamenalo, Ze vSechno zivé skond&i pékné

unifikované pramérné... a bylo by po evoluci. Mendelova
prace tak zustala zapomenuta “na polici“, nebot ji navic “Brother Mendel! We grow tired of peas!”

napsal celou némecky, a tak ji mnozi anglicky mluvici LR

biologové ¢Cist ani nemohli (tehdy se jesté tolik nenosilo umét vice nez jeden jazyk, zejména kdyz ten vas
rodny byl jazykem svétového impéria). Az po nékolika dekadach se biometrik a statistik R. A. Fisher
Mendelova dila chopil s patfi€nou vervou a rozpracovanim onéch pravidel a SirSi biologickou aplikaci

M

pomohl zalozit novy obor — populaéni a evoluéni genetiku. No a to je vlastné “osli mustek” k tomu, s &im
se dnes muze setkat kazdy ¢lovék — tedy s pouzitim téchto kouzel v klinické genetice nebo forenzni
védé. Tyto obory se totiz zabyvaiji tim, jak Casto se ktera alela urcitého genu vyskytuje v ur€itém lidském
spole€enstvi (jemuz fikame odborné populace).

Tady je vSak nutné zminit jesté jedno pomérné jednoduché pravidlo, kterému se po jeho
objevitelich fika Hardyho-Weinbergova rovnovaha. Ti dva si totizZ (nezavisle na sobé&) vSimli, ze pokud
ma populace sledovaného druhu urcité vlastnosti, pak se Cetnosti alel z generace na generaci neméni, a
navic se jejich vztah k ¢etnostem genotypl da popsat binomickym rozvojem. Coz asi zni opét straslive,
ovSem neni to nic zaludného. Na Uvod se mizeme vratit k jednomu genu, ktery ma jenom dvé alely —
muze to byt tfeba zase ona barva koziSku. Pro nazornost alelam pfisoudime vztah neuplné dominance,
abychom na prvni pohled dokazali Fici, jestli je mySka homozygot nebo heterozygot. Tentokrat nas vSak
tolik nezajimaji mysky jako jednotlivci, ale jako cela mySi populace, ktera se nam prohani na Sirych
lanech za na8i zahradou. Dame si tu praci a zjistime, Ze alela B se vykytuje s &etnosti p, zatimco alela b

ma &etnost q. Cetnosti v tomto pfipadé preferujeme relativni, takZe pro né plati vztah p + q = 1.

Noooo, dobra, vezmu to pomaleji. Pochytam vSechny ty malé potvory, dejme tomu, Ze jich bude pravée
100. Nejdfiv okometricky zkontroluji, ze mySky maji jen pfedpokladané barvy, tedy ve vzorku mi nebéhaji
zmutovani albini ¢&i jiné podivnosti. A pak vezmu tuzku a papir, a zaznamenavam nasledujici: ¢ernych ... 40,
¢ernohnédych ...40, hnédych (bacha, kousou nejvic !!!) ... 20. Tak jo, ale to jsou fenotypy, a kazda mys ma dvé
alely, takZe zacneme délit a scitat:
40 ¢ernych mysi je genotypové BB, tedy alel B = 80 a Zadna b
40 ¢ernohnédych je Bb, tedy alel B = 40 a taky alel b = 40




20 hnédych mysi je bb, tedy alel b = 40 a Zadna B
Secteno a podtrzeno, stovka mysi ma celkem 200 alel, z toho 120 B a 80 b (opét pfedpokladam tuto standardni
situaci, tedy zadna nova alela b” !!!) Tahle Cisla jsou ¢etnosti absolutni, relativni dostaneme vydélenim celkovym

poctem alel, takze Cetnost B je p = 120/200 = 0,6, no a podobné ¢etnost b je g = 80/200 = 0,4. A tedy plati p + g

= 1. Tak vidite, Ze to neni tézkeé :0).

Hardyho-Weinberglv zakon nam tedy fika, Ze pokud se budou mysky vesele a nerusené dale mnozit,
pak kdyz svlj pokus zopakujeme i v dalSich letech, dojdeme ke stejnym hodnotam p a q. Mno, to ale
jesté neni celé, jesté fika nasledovné: “Genotypové frekvence (Eetnosti) genu se dvémi riznymi alelami
jsou binomickou funkci alelovych frekvenci.” To zni asi hodné osklivé, ale zapsano pomoci

matematického vzorce (binomicky rozvoj) je to jednoduché:

(p+Qq)=p*+2pq+q

Kdo mél rad algebru, tak si na ten vzore€ek urcité vzpomene. (Pozn. laskavého korektora —
¢tverec souctu se nerovna souctu étvercu). Ve vyrazu na pravé strané pak plati, Ze p? = P je Cetnost
genotypu BB, 2pq = H Cetnost genotypu Bb a ¢*= Q &etnost genotypu bb. TakZe se ten vztah da zapsat i
nasledovné : (p + q)* = P+ H + Q, a protoze p + q = 1, tak musi platit, Ze také P+ H+ Q =1.To je
samoziejmé v poradku, nebot P, H a Q jsou relativni ¢etnosti. Komu to pofad néjak vrta v hlavé, mize si
promyslet nasledujici biologickou situaci:
V nasi mysi populaci nastal ¢as pareni,
Od alelovych frekvenci k frekvencim genotypovym

COZ znamena, ze je vytvofeno ohromné
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vzniklé generaci.

Na zavér bych asi méla prozradit, co jsou ty specifické vlastnosti, které populace pro fungovani
rovnovahy musi splfiiovat. Je to pfedevsim nahodné pareni (tedy to, Zze kterakoliv spermie mize oplodnit
kterékoliv vaji¢ko, proto si je pfedstavujeme plovouci v jednom bazénu), neomezena velikost populace
(Cili téch jedincl v populaci se neda dopocitat), nikdo se do sledované populace nestéhuje pres hory a
doly (a kdyz uz, tak se v ni nerozmnozuje), Zzadna alela nemutuje na néco jiného, a také zde neplsobi
zadny pfirodni vybér Cili selekce (tedy sledované alely nepfinasi svym nositelim extra vyhody nebo

menSi odchylky se na ném neprojevi. Velké odchylky ano — a to je pak kone¢né zajimavé pro evolucni



genetiky, nebot pravé zmeény alelovych ¢etnosti v priibéhu ¢asu jsou podstatou evoluce, a tak se
snazime dopidit, jak a pro¢ k nim doSlo a zda to bude mit i néjaky dopad do budoucnosti.

Ted si dovolim odbodit a objasnit, co tedy konkrétné kutime v laboratofi. Nas ukol je celkem
jasny, potfebujeme zjistit, jaké alely urcitych gent maji zkoumané organismy. Pokud se nam to podafi
zjistit, tak stanovujeme jejich Cetnosti, no a dale pak uz za pomoci rliznych softwarti modelujeme, co
mohlo zpUsobit zjiSténé hodnoty. Samozfejmé, namodelované situace je nutno neustale porovnavat s
realitou, tedy tim, co o daném druhu védi ostatni biologoveé — at’ uz systematici, fyziologové nebo
ekologové. Forenzni véda i klinicka diagnostika délaji néco podobného, ovSem tim druhem, ktery je u
téchto oborl podroben zkoumani, je samoziejmé Clovék. Zjednodusené feceno, forenzniho genetika
zajima, jaka je pravdépodobnost, Ze se genotyp podezielého shoduje se stopami z mista kriminalniho
¢inu. Klinicky genetik se zase snazi zjistit, které geny podmifiuji uréité nemoci a s jakou
pravdépodobnosti miize vySetfovany jedinec onemocnét. Metody vyzkumu i statistika jsou pfitom velice
podobné.

Prvnim krokem v laboratofi je tedy odbér bunék obsahujicich DNA. V podstaté Ize pouZzit
jakoukoliv tkan — kriminalisté na misté €inu sbiraji sliny (ty totiz obsahuji buriky sliznice vnitfku ust), krev,
sperma... myslim, Ze se tomu fika “biologické stopy*“. Cim je odebrana tkan &i stopa starsi, tim hdfe se z
toho bude DNA dostavat. Vysychanim se totiZz lame a pak uz s ni nejde dale pracovat. Pfesto se docela
dafi i analyza muzejnich exponatul, dokonce i odbér z egyptskych mumii pfinesl pozitivni vysledky (to by
teda faraoni koukali !!!). Dal§im krokem je dostat DNA do néjakého roztoku, ktery by ji dal neposkodil.
ve viceméné vodném roztoku (pozn.: toto rozliSeni je zfejmé jenom ma “dojmologie”, oba terminy se
vesele pouzivaji v obou souvislostech). S Cistou DNA se dale pracuje snaze, ale postup Cisténi ma
nékolik fazi (néco jako filtrace a promyvani), b&hem nichz se ¢ast DNA ztraci — jako kdyz cedime néco
pres sitko, na kterém trochu cezeného ulpi a je posléze splachnuto do kanalu. Extrakce je relativné
jednoducha. Opét pouziji ur€ity roztok a v ném tkan nebo material (kousek latky, smotek vlas,
cigaretovy nedopalek) chvili oplachuji, pfipadné drtim plastovym sterilnim drtikem. Cilem je rozmackat
buriky a uvolnit DNA do roztoku. Pak se to musi zahfat (centrifuguje se to jen proto, aby se vétSi material
usadil na dné zkumavky). V roztoku nad usazeninou se bude vznaset DNA, ale také proteiny a dalsi
bunéc&ny sajrajt. P¥i izolaci se tyto necistoty postupné odmyvaji — nejsnazsi je pouzit komeréni sadu
neboli kit. Ten obsahuje pfesné definované a namichané roztoky a specialni "sitko" (kolonku), skrz které
nejdfive procedim pocCateéni extrakt a DNA se pfitom nalepi na pidisiteCko uvnitf. Pak to proplachuiji a
nakonec zase zcela specifickym roztokem zplsobim, Ze se Cistda DNA ze sitka uvolni a prolitne do
nachystané zkumavky, takze si ji pak mizu zamrazit a schovat k dal§imu pouziti nebo rovnou zacit
analyzovat. Nékdy se na cezeni pfes kolonku pouziva misto centrifugy vakuova odsavacka, ale pokud

neodhadnete podtlak, mize vas drahocenny vzorek skoncit v... odpadu.



Zde bych asi kone€né méla prozradit, jak DNA vypada po biochemické strance. VSichni uz asi
slySeli o jeji dvousroubovici, méné se uz ale vi, z eho se sklada. V podstaté jsou to tfi zakladni slozky:
cukr deoxyrib6za, baze (existuji 4 typy G, A, T,C) a fosfat, které spole¢né tvofi jednotlivé ¢lanky fetézce,

neboli nukleotidy.
DNA polynucleotide strand

_ Base

Phosphate |

\__/

Sugar

!

Nucleotide

Oko chemikl zaijisté potési i dalSi podrobnéjsi obrazek, na némz je uz i vidét, jak se jednotlivé
nukleotidy spojuji ve vlakna tvofici “postranice” vysledného zebficku, stejné jako vazby mezi bazemi, coz
jsou “pfFicky“. Tady je také patrna superdulezita véc — totiz baze typu T se bude vzdy parovat jenom
s bazi A, zatimco baze G se zase pouze paruje s bazi C. Tomu se fika komplementarita a v praxi to
znamena, ze jeden fetézec je tak trochu kopii €i spiSe “otiskem® toho druhého a v pfipadé nutnosti
(poSkozeni jednoho Fetézce) si je burika schopna chybéjici &ast opravit i doplnit.

V dalSim kroku hratek s DNA si namnozim (amplifikuji) pro mne zajimavy usek — Cili marker.
Mduze to byt néjaky gen nebo jeho ¢ast, ale Casto se pouzivaji i takové useky DNA, které se navenek
nijak neprojevuji, nic nekdduji, jen se tak flinkaji na chromozému a my vibec netusime, k ¢emu jsou
bufkadm dobré. NamnoZeni markeru je vlastné tak trochu koukani pfirodé pod pokli¢ku, protoze délam in
vitro to, co ona umi in vivo. Také pékné dlouho trvalo, nez védci na ten postup pfisli, i kdyZ je v zasadé
opét velice jednoduchy. Zasadni pro toto kuténi byl objev teplomilné bakterie zijici v horkych pramenech
Yellowstone National Park. Bakterie s nazvem Thermus aquaticus se totiz rozmnozuje i pfi neuvéfitelné
vysokych teplotach, pfi nichZ jsou bézné enzymy davno uvarené a k nepotfebé. Nade mila bakterie tedy
ktera umi podle pfedloZzeného “podkladku” ustrikovat stejnou DNA. Proces in vitro se nazyva
polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction, PCR) a schematicky to vypada nasledovné:

do zkumavky s pufrem (pufr je v tomto pfipadé slabé zasadity roztok) pfidam volné nukleotidy, DNA



polymerazu, primery (to jsou podle mého navrhu syntetizované kratounké kousky jednovlaknové DNA
vymezujici ten usek DNA, ktery chci namnozit — na obrazku vyznaceny €ervené) a pfidam trochu

vyextrahované DNA. Pak to umistim do “robotku“ (PCR

termocykléru), ktery bude zkumavku cyklicky ohfivat a

ochlazovat podle mého naprogramovani. Kazdy cyklus hd Ei‘ﬂt %?;rgﬁdg will separate (A)
ma tfi teplotni faze: AFITE;”K Heelo S xwuw-TnE GA
(A)— denaturace (95°C), DNA se rozmota a oddéli se 1 =t =
jednotliva vlakna “jednofetézce”. h 4 aﬁrﬁers bind to template DNA strands __(B)
(B)— annealing (cca 55-60°C), na jednotliva vlakna si AICTEL AL UL r}g G‘;—’
v pfesné definovaném useku nasednou primery. m—’ <_@-
(C)- elongace (72°C), DNA polymeraza za¢ne od ;JE T T VAl E
nasedlého primeru pfilepovat dalsi nukleotidy, ?jqcpm?meraﬂ eynthesizes
takze vlastné “dodéla“ druhé vlakno. new DINA strands (€)
Tohle se opakuje obvykle 35x, pfi¢emz mnozstvi T '*L’r'“'% slae 1

A . . 3 ) Two New DNA f‘
produktu exponencialné narusta. Z jednoho puvodniho l'-' N Molecules '-"u
it sad e

kousku DNA je 2°° kopii a to uz je fakt moc (Pozn.
laskavého korektora — pfesné 34359738368)!

Vysledny produkt je mozné vidét i pouhym okem (na UV prosvécovadi, jevi se to jako prouzky).
Vtip je v tom, Ze nékteré alely urcitého genu Ize rozeznat i jen podle délky. Zase velmi zjednoduSené,
alela B ma treba 600 bazi, alela b 450 bazi. KdyZ pak tu namnozenou DNA necham prochazet

agarézovym gelem (coz je hmota podobna té, ze které se délaji

ovocné dorty) v elektrickém poli, tak ta krat$i alela se pohybuje h I " = -
rychleji a po urcité dobé pak na gelu vidim, jestli byl zkoumany - : ‘
jedinec homozygot (ma pouze jeden prouzek) i heterozygot -

(dva prouzky). Jestlize je alel vice nez dvé, muze to vypadat jako na obrazku (alel Ize rozeznat celkem 6,
kazdy sloupec pfedstavuje jedince; homozygoti jsou &. 6, 7 a 11).

Trochu vice do detailli, gelova elektroforéza je univerzalni a zakladni technika umoznujici
separaci smési molekul na gelu v elektrickém poli. Pouziva se jak pro zkoumani bilkovin, tak i DNA a
RNA. Jeden genetik si kdysi délal legraci, Ze pravé masivni zavedeni elektroforézy do laboratofi koncem
60. let minulého stoleti zpUsobilo naslednou energetickou krizi. No... kvlli Usporam energie se pry v té
dobé stavély americké university jako hnusné betonové balvany, vétSina uCeben, laboratofi i kancelaFi
bez oken, zato vSude klimatizace. Asi dal$i z “méstskych” legend :0)

Gel se pouziva rtizného typu. V difevnich dobach stacil i oby&ejny Skrob, dnes uz spise velice
specialni agaréza nebo polyakrylamid (ten je ale na rozdil od agar6ézy zna¢né jedovaty). Podstatou je, Ze
nalitim roztoku uvedené latky do formy a naslednym utuhnutim vznika porézni gel, kterym pak molekuly
cestuji. Smés molekul, jeZ ma byt rozdélena, je nanesena do jamek na jedné strané gelu, a ten je pak
vystaven jednosmérnému elektrickému proudu (obvykle ponofeny do komory s pufrem). Molekuly se
zacnou gelem pohybovat ke kladné anodé, pficemz rychlost jejich pohybu zavisi na naboji, velikosti i
tvaru molekul (obecné plati, ze malé kousky bézi rychleji — asi jako kdyz bézite lesem s kratkym nebo

dlouhym Zebfikem). Vzorky, které takto separujeme, byvaji obvykle nanaseny spolecné s okem



viditelnou “barvi¢kou®. Ta rovnéz gelem cestuje, takze mizeme kontrolovat, jestli uz neni ¢as vSechno
vypnout, gel vyjmout a jit prosvitit UV zafenim. Viditelnost DNA je vSak zplsobena jinou “barvi¢kou®,
ktera se obvykle pfidava do gelu a molekuly si ji pfi cestovani do sebe “nalepi“. Nejbéznéji se pouziva
ethidium bromid, coz je latka mirné mutagenni, a proto se v laboratofich pouZzivaji latexové rukavice
(takze nejen proto, abychom vypadali “cool”). Prosviceni se provadi ve tmé a vysledek vypada jako

z néjaké sci-fi (obrazek vpravo). Samoziejmé pfitom musime mit extra bryle, a pokud nékdo kouka pfilis
dlouho, z temné komory vyleze podoben medvidku myvalovi — jenom Skrabosku kolem o&i ma bilou
misto Cerné a obliCej hezky Cerveny. Nastésti uz existuji “udélatka“, takze na gel nemusim koukat pfimo,
ale vyfotim si ho ve specialni komofe digitalni kamerou a s obrazkem si hraju na monitoru pfipojeného
PC.

Pro zvédavé a zvidavé, domacky vyrobeny elektroforeticky aparatek
vypada jako ten obrazek dole vlevo, profesionalni vybaveni pak znazoriuji
obrazky zbyvajici. Ty jsem si dovolila vypUjcit z anglické verze wikipedie, kde
samoziejmé naleznete i spoustu dalSich detaill, ze kterych ovSem laikovi maze jit

hlava kolem (ale vSe je tam vysvétleno velice pfehledné a nazorné).

v kriminalistické laboratofi) a néco malo zajimavosti z genetiky klinické (nebot i s tim se tfeba mlzete

v bézném zivoté setkat). Ale rada pfidam i dalSi véci — podle toho, co vas zaujalo i co vam uz dlouho
vrta hlavou :0)

A pro toho, kdo je zvidavy i drobet §toura, rad si hraje a doma ho pusti do kuchyné (nebo muze
trochu zapatlat koupelnu), maze si sam zkusit vyextrahovat DNA v libovolném mnozstvi podle

nasledujiciho protokolu (nebo recepisu — jak se tomu fika je celkem jedno).

Jahodova DNA

Jahody jsou oblibené a jesté stale na zahradkach hojné péstované ovoce. Kromé pfijemné chuti
a obsahu vitamin( v8ak maji jednu velice zajimavou vlastnost také po strance genetické. Mohou mit totiz
i vice nez dvé sady chromozomu — nejbéznéjsi kultivar Fragaria ananassa ma dokonce
chromozémovych sad osm (neni tedy diploidni, ale oktopoidni, kazdy chromozém ma dalSich sedm sobé
podobnych). To znamena, ze je vybornym materialem pro ukazku extrahovani DNA, nebot kazda

jahodova bunka ji obsahuje obrovské mnozstvi. DalSim kladem pro experiment je i to, Ze jahody jsou



meékké a muzeme je snadno rozmackat. Zralé plody také obsahuji enzymy
(pektinazy a celulazy), které pomahaiji rozlozit bunééné stény.

Co tedy budeme potfebovat:

- detergent, nejlépe saponat na nadobi

- plastovy sacek (nejlepsi je “zip-lock”, tedy s vlastnim zipovym
uzavérem)

- trochu kuchyriské soli

- par Cerstvych nebo mrazenych jahod

- plastové zkumavky (mUze to byt prazdna prahledna lahvic¢ka od ¢ehokoliv, ovSem dukladné
vymyta a sucha) o objemu asi 50ml

- odmérku

- pipetu (pokud mate, staéi i détska odsavacka hlenik(l — tedy plastova trubi¢ka s balénkem,
opét Cisté vymyta)

- kousek platna nebo kavovy filtr a trychtyrek

- ledoveé vychlazeny alkohol (alespori 70% isopropanol nebo etanol)

- sklenénou nebo plastovou ty€inku (mlze byt i dfevéna Spejle)

Viastni extrakce:

Pfiprava extrakéniho roztoku (pufru) — 450ml vody smichejte s 25ml detergentu a IZiCkou kuchyriské soli.

1.

3. Znovu minutu promichavejte a drtte.

. Na rozhrani vrstev se postupné zacne srazet (precipitovat) bila viaknita DNA,

Do plastového sacku dejte 1-2 jahody, uzaviete ho a jahody rozmackejte na kasi (asi 2 min). Tim jste

mechanicky narusili buriky a vytvofili homogenat.

. Sacek otevrete a pfidejte cca 15ml extrakéniho roztoku. Detergent pomuze rozpustit tuky v bunécné

membrané a sul zadrzi bilkoviny v roztoku, takZe se nebudou v zavéru srazet spoleéné s DNA.

Cheesecloth —

Sestavte filtracni aparat podle obrazku vpravo (vlozZte filtr do

trychtyiku, ktery pak umistite do plastové zkumavky nebo Fnel
lahvicky).

. Nalijte homogenat na filtr a nechejte pfekapat (tekutina v
lahviCce je filtrat). Pak odstrarite trychtyf s filtrem. Test Tube

Zkumavku s filtratem drzte zhruba pod uhlem 45° a pipetou

opatrné nalijte stejny objem ledového alkoholu (je dobré alkohol
nalévat pomalu po sténé zkumavky). Alkohol je leh&i nez filtrat,
a proto by mély vzniknout dvé oddélené vrstvy — alkohol jako vrchni a filtrat jako

spodni.

ktera se zacne vznaset k povrchu horni vrstvy. DNA neni v alkoholu rozpustna,

proto se jeji molekuly nahlouéi k sobé a tim padem ji mizeme vidét i pouhym




okem. Cim studenéjsi alkohol bude, tim lépe se DNA vysrazi. Mdzete ji opatrné vylovit ty&inkou ¢&i

Spejli jako maly chuchvalecek.

RGzné detergenty maji riiznou ucinnost, takze pokud vam neni lito jahod, mazete
experimentovat, ktery bude fungovat nejlépe. Podobné Ize experimentovat i s jinymi druhy ovoce —
bananem, kiwi, apod., pokus se da provést i se suSenym hrachem. V tom pfipadé je vSak nutno v prvni
fazi pouzit mixér a v trode vody hrasek rozmixovat na kasi¢ku. No a co se tyka alkoholu, kolegyné
odzkouS$ela gin a 60% vodku, ale to se pry DNA srazi jen ve formé Supinek, a alkohol musi byt skute¢né

ledovy (nejlepsi je uchovavat lahev pred pokusem néjaky ¢as v mrazaku).
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