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Hybridiza¢ni metody studia
nukleovych kyselin

S rozvojem metod analyzy nukleovych kyselin a jejich béZnym pouZivanim
v moderni biologii pribyvaji i ¢lanky v Zivé, které se na né odkazuji. P¥i expe-
rimentech je Casto potfeba zjistit mnozstvi nebo velikost konkrétni molekuly
DNA ¢i RNA ve vzorku obsahujicim znaény pocet podobnych molekul. Mnohdy
nas zajima obsah mRNA urcitého genu v daném typu tkané, zména mnozstvi
urcité mRNA v zavislosti na riznych podminkach ¢i nalezeni iseku DNA obsa-
hujiciho studovany gen. Takové informace je mozné ziskat mimo jiné pomoci
hybridiza¢nich metod, které v tomto ¢lanku podrobnéji popiseme.

Pfi praci s biopolymery, jako jsou DNA,
RNA ¢i proteiny, potiebujeme molekuly
velmi ¢asto rozdélit podle velikosti. K to-
muto ucelu vyuzivame elektroforézu,
tstfedni metodu molekuldrni biologie.
Tato technika je zaloZena na skute¢nosti,
ze se molekuly biopolymerd v roztoku
pohybuji v elektrickém poli rychlosti za-
vislou na poméru jejich néboje a hmot-
nosti. Pokud maji dvé molekuly napf. stej-
nou hmotnost a tvar, bude se molekula
s vétsim nabojem pohybovat v elektrickém
poli rychleji. Nukleové kyseliny obsahuji
fosfatové skupiny, které jim udéluji ne-
gativni néboj, takZe se v elektrickém poli
pohybuji ke kladné elektrodé. Bez ohledu
na svou velikost v8ak maji téméf stejny
pomsér néboje a hmotnosti, protoZe jejich
stavebni bloky (nukleotidy) maji ptiblizné
stejnou hmotnost a naboj. Pokud by elek-
troforéza probfhala pouze v roztoku, ne-
byli bychom témé&f schopni rozdélit rtizné
velké molekuly. Proto se pfi elektrofore-
tické separaci biopolymert pouziva misto
roztoku agarézovy nebo polyakrylamido-
vy gel. Ten vytvaii jakési molekularni sito
s kanalky umoziiujicimi pohyb délenych
molekul. Velikost périi v gelu omezuje po-
hyblivost molekul, takze nukleové kyse-
liny s téméf stejnym pomérem néboje
a hmotnosti se v elektroforetickém gelu
déli podle své velikosti. V praxi to zna-
mend, ze del$i molekuly nukleovych kyse-
lin se pohybuji v gelu pomaleji nez kratsi
molekuly. Pomoci elektroforézy je mozné
rozliit fragmenty lisici se pouze o nékolik
procent své délky. U kratsich molekul
s délkou maximalné nékolik set nukleo-
tid je mozné elektroforeticky oddélit
i molekuly lisici se o jediny nukleotid!
Elektroforeticky rozdélené molekuly
v gelu se pak zviditeliiuji vhodnym bar-
venim. Pro DNA se velmi ¢asto pouziva
fluorescencni barvivo ethidium bromid.
Po osviceni UV lampou tato latka navaza-
né na DNA oranzové fluoreskuje, pficemz
nenavazana barva fluoreskuje pouze slabé.
Vysledkem gelové elektroforézy je cha-
rakteristicky vzor pruht, pficemz kazdy
pruh obsahuje molekuly o ur¢ité velikosti.
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Gelova elektroforéza se vyuziva pfi nej-
riznéjsich postupech analyzy DNA (napf.
klonovéni &i sekvenace DNA). Elektro-
foretické gely vsak mohou slouzit také jako
vychozi material pro blotovaci techniky.
Nez se dostaneme k samotnym technikam,
pripomerime si nékteré dulezité vlastnosti
nukleovych kyselin.

Hybridizace DNA

DNA je negativné nabitd dvojvldknové
molekula. Dvé antiparalelni vldkna jsou
tvofena linedrnim polymerem deoxyribo-
nukleotidt. Badze jsou na jednotlivych
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vldknech uspofadany tak, Ze navzijem
specificky interaguji s bazemi na druhém
vlakné prostfednictvim vodikovych vazeb
(adenin — A — se paruje s tyminem — T,
cytosin — C — s guaninem — G). ProtoZe
béze paruji specificky, mluvime o kom-
plementarité vldken: na zakladé znalosti
sekvence jednoho vlédkna je moZné odvo-
dit sekvenci vldkna druhého. Ackoli jsou
vodikové vazby pomérné slabé, jejich vy-
soky pocet (spolu s patrovymi interakcemi
heterocykli bazi) ¢ini dvousroubovicovou
strukturu molekuly DNA velmi stabilni.
Pokud je vsak molekula DNA vystavena
pusobeni vysoké teploty ¢i silné alkalic-
kého pH, dojde k jeji denaturaci — roz-
ruseni vodikovych vazeb a patrovych in-
terakci, coz vede k oddéleni jednotlivych
vlaken. V pfipadg, Ze pomalu snizime tep-
lotu (a/nebo pH), mohou se oddélena
vldkna znovu spojit a vytvorit stejnou
dvousroubovici jako ptivodni molekula.
Ve smési riznych nukleovych kyselin rea-
sociuji pouze komplementarni vlakna
— tento proces prakticky neni ovlivnén
pFitomnosti nekomplementarnich vldken
(obr. 1). Tato specificka reasociace se téz
oznacuje jako hybridizace nukleovych
kyselin a mtZe k ni dojit i mezi komple-
mentarnimi vldkny DNA a RNA. Pokud
se pro reasociaci pouzije DNA z riznych
bunék &i organismt, je moZné na zakladé
miry hybridizace uréit vzdjemnou podob-
nost sekvenci — vy$3i mira hybridizace
znamend vy$si podobnost. Po¢ate¢nim
krokem je ndhodné nalezenf kratké kom-
plementarity a vytvofeni nékolika paru
bézi. Nasleduje rychlé ,zazipovani® zby-
lych komplementarnich ¢asti vlaken.

K rychlé tvorbé dvousroubovice docha-
z{ po sniZeni teploty tam, kde se vlakna
nukleovych kyselin z néjakého davodu
tplné neoddélila (napf. pfi ¢aste¢né dena-
turaci ¢i pfi kovalentnim propojeni vla-
ken). Stabilita dvousroubovicové mole-
kuly DNA miuzZe byt vyjaddfena pomoci
teploty tani (oznac¢ované Tm), pfiblizné
odpovidajici teploté, pti které je polovi-
na dvousroubovicové DNA denaturovana
na jednovlaknovou. ZvySovéni teploty nad
tuto hodnotu vede k pferuseni vodikovych
vazeb a nésledné separaci vlaken, naopak
snizovéani teploty pod tuto drovein vede
k reasociaci vlaken. Teplotu Tm urcité
dvousroubovice ovliviiuje zastoupeni jed-
notlivych part bazi, délka a pocet nepa-
rujicich oblasti a déle iontova sila roztoku.
Vodikové vazby mezi pary AT jsou méné
stabilni nez vodikové vazby mezi pary GC,
proto vys$si obsah péard GC v sekvenci zna-
mena stabilnéjsi interakci a vys$si teplotu
tani dvousroubovice. Del${ dvousroubovi-
cové tseky jsou odolnéjsi vici denaturaci
nez kratsi tseky, pfitomnost nepérujicich
bazi snizuje odolnost vii¢i denaturaci. Di-
lezitym faktorem je i pH a sloZeni roztoku.
Pritomnost jednomocnych kationtt (zvy-
Sen{ iontové sily roztoku) stabilizuje dvou-
$roubovici tim, Ze kompenzuje zaporné

1 Hybridizace nukleovych kyselin.
Pasobenim denatura¢niho ¢inidla dojde
k oddéleni jednotlivych vlaken dvou-
Sroubovice a po navozeni vhodnych
renatura¢nich podminek se jednovldkno-
vé molekuly péruji (na zdkladé komple-
mentarity bazi) opét do dvousroubovice.
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elektrostatické odpudivé sily fosfatovych
skupin. Opacny vliv na teplotu tani ma pii-
dani riznych organickych latek. Zvyseni
koncentrace formamidu o 1 % vede ke sni-
zeni teploty tani p¥iblizné o 0,7 °C.

Jednou z nejbéznéjsich aplikaci vyuzi-
vajicich hybridizaci nukleovych kyselin je
technika zndm4 jako Southern blot (Sou-
therntv pfenos) pro vyhledavani piibuz-
nych sekvenci v DNA. Vyvinul ji Edward
Southern v r. 1975 a jeji podstatou je vy-
uziti zna¢enych molekul nukleovych kyse-
lin (tzv. sond) pro zkoumani smési nukleo-
vych kyselin imobilizovanych na pevné
podloZce. Princip metody je na prvni po-
hled banélné jednoduchy. Pokud je po-
tfeba identifikovat urc¢ity fragment DNA
v elektroforetickém gelu, musi se DNA
z gelu prenést na néjaké jiné médium tak,
aby se zachovaly prouzky (resp. rozdéle-
ni molekul) ziskané elektroforézou. Tento
pfenos je nezbytny, protoze pokud by
DNA zustala v gelu prili§ dlouho, tak by
rozdélené molekuly vyputovaly z gelu vli-
vem difuze. Zde je podstata celé Souther-
novy metody — DNA je z gelu pfenesena
na nitrocelul6zovou membranu. Na mem-
brané se tak vytvofi kopie gelu, DNA se
imobilizuje a da se s ni dale pracovat. To
je pocatek techniky, ktera se stala zakla-
dem mnoha metod molekulérni biologie
vyuZzivanych v diagnostice i vyzkumu.

P¥i technice Southern blot (obr. 2) se
DNA nastépi jednim nebo nékolika re-
strikénimi enzymy a vysledné fragmenty
se elektroforeticky rozdéli. Ponofenim
gelu do silné alkalického pufru dojde k de-
naturaci DNA. Na gel se potom poloZi ni-
trocelul6zova nebo nylonovd membrana
a gelem se ponecha vzlinat pufr kolmo na
smér elektroforézy smérem k membrané.
Tim se fragmenty DNA vymyji z gelu na
membranu, na kterou se navazi. Na mem-
brané tak ziskdme ptesnou repliku elektro-
foretického rozdéleni fragmentt DNA.
Fragmenty del3i nez 20 kb vsak mohou zii-
stavat pfi pfenosu uvéznény v gelu. Proto
je zvlasté pred pfenosem vétsich fragmen-
ti vhodné gel ponofit do zfedéné kyseliny
chlorovodikové, ¢imz dojde k ¢astecné de-
purinaci (ztraté purinové baze A ¢i G) a pii
nésledné denaturaci v alkalickém pufru
ke stépeni fragment DNA v mistech bez
purinovych bazi.

V soucasnosti se upfednostiiuje pouziti
pozitivné nabitych nylonovych membran
pfed nitrocelulézovymi. Nitrocelul6zové
membrény jsou kirehké a vaZou DNA neko-
valentné (pomérné slabé prostiednictvim
hydrofobnich interakci), takZe je mozné jeji
uvolnéni. Nylonové membrany maji lepsi
mechanické vlastnosti, DNA se na né vaze
nevratné kovalentni chemickou vazbou.
Po pfenosu je DNA fixovdna na membra-
né vysokou teplotou (nitroceluléza) nebo
pomoci UV zéafeni (nylon, propojeni UV
zaFenim). V p¥ipadé kladné nabité nylo-
nové membrany je mozné pouzit p¥i pie-
nosu alkalicky pufr obsahujici hydroxid
sodny, coz zrychli pfenos DNA a navic do-
jde ke kovalentnimu p¥ipojeni DNA na
membrénu bez dalsich zasaht. Po pfenosu
DNA na membranu se k membréné pfida
radioaktivné (nebo neradioaktivné) zna-
¢end sonda, specificka pro studovany gen.
Mize ji byt vycisténd RNA, cDNA (vznika
reverzni transkripci z mRNA) ¢i segment
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DNA klonovany in vivo nebo in vitro po-
moci polymerazové fetezové reakce — PCR
(Ziva 2007, 4: 184—185). Znadena sonda
hybridizuje s urcitou ¢asti (nebo fragmen-
ty), které obsahuji sekvenci komplemen-
tarni k sondé. Detekce hybridizované son-
dy (napf. autoradiografif pfi radioaktivnim
znaceni) poskytne specificky vzor prouzki
odpovidajici restrikénim fragmentiim ob-
sahujicim komplementarni sekvenci k po-
uzité sonde.

Analyza RNA

Analogicka technika hybridiza¢ni analyzy
RNA byla nazvana northern blot (,,nor-
thernovy“ pfenos). Tato metoda je jednou
z moznosti, jak analyzovat expresi gent
(obr. 3), sledovat pfitomnost ¢i nepfitom-
nost vybranych transkript nebo studo-
vat alternativni sestfih mRNA. Pro analy-
zu se pouziva bud celkovd RNA, nebo
izolovana mRNA. ProtoZze mRNA tvofi
v burice jen zlomek procenta celkového
obsahu RNA, je lepsi pouzit pro studium
malo exprimovanych mRNA jako vycho-
zi material izolovanou mRNA. Zachazeni
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2 Schéma metody Southern blot.

V pfipadé vyuziti radioaktivniho znaceni
izotopem fosforu *2P je moZné zobrazit
signél sondy na rentgenovém filmu.
Modernéjsi a pohodlnéjsi variantou je
piimé digitalizace signalu pfistrojem
PhosphorImager.

3 Analyza exprese kvasinkového genu
TIP1 metodou northern blot. Celkova
RNA byla po izolaci z bunék rozdélena
na elektroforéze (leva ¢éast obrazku).
Nahofte jsou dobte patrné pruhy ribozo-
malni RNA, v dolnf ¢asti méné zietelné
pruhy malych bunéénych RNA. Moleku-
ly mRNA jsou rizné dlouhé a tvo¥i pou-
ze Cast celkové RNA, takZe neni mozné
rozeznat pruhy jednotlivych mRNA (3ip-
ka oznacuje pfiblizné misto vyskytu TIP1
mRNA). Pomoci techniky northern blot
je mozné zobrazit pruh konkrétni mRNA
a ziskat informace o jejim mnoZstvi (pra-
V4 Gast obrazku). V ptipadé analyzy
exprese genu TIP1 je vidét, Ze s pfibyva-
jicim stafim kvasinkovych bunék (zleva
doprava — 3, 4, 5, 7 a 10 dnf) postupné
klesda mnozstvi jeho mRNA (vysledky
laskavé poskytl V. Stovicek).

V3echna schémata orig. M. Kuthana

s RNA je hlavni odlisnosti oproti postu-
pum pro Southern blot. ProtoZze RNA je
jednovldknova molekula schopné tvofit
sekundérni struktury ovliviiujici jeji elek-
troforetickou pohyblivost, je nutné pouzit
tzv. denaturac¢ni elektroforézu. Jako vhod-
né denaturac¢ni ¢inidla se pouzivaji for-
mamid ¢i dimethylsulfoxid (DMSO0). Kromé
a je nutné dtisledné ji chranit pfed ucin-
kem vsudyptitomnych RN4z (enzymu §té-
picich RNA). Pfed hybridizaci se sondou
neni nutné RNA na membrané denatu-
rovat, protoze je jednovldknova a tudiz
schopna véazat jednovlaknovou DNA ¢i
RNA sondu.

Pozornému ¢tenédfi mozna neunikl maly
rozdil v pfekladech nazvid hybridizacnich
technik (Southerntiv pfenos, ,,northerno-
vy“ pfenos). Tento rozdil je ndzornym pii-
kladem toho, Ze i ve ,,vazné“ védé miize
byt ukryta $§petka humoru. ProtoZe pii ,.jiz-
nim“ pfenosu (Southern blot) se pracuje
s DNA, nazvali autofi metodu pfenosu
RNA ,,severni“ (northern blot). Tato slovni
h#icka méla velky taspéch, takZze obdobna
metoda pro pfenos proteinti na membra-
nu nese nazev ,,zapadni“ (western blot).
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