Mapovani genomu

Mapovani genomu je metoda, kterou ziskdvdme co nejpresnéjsi predstavu o genovych mapéach. Zakladem
mapovani je zjisténi poétu chromozomu, polohy genti na danych chromozomech a v jakém pofadi jsou geny
umistény (vzdalenost gent). Zjistovani presné sekvence je mozné pomoci metod mapovani genomu a sekvenovani
genomu.

Jednim z hlavnich Gkold IékaFské genetiky je identifikovat geny, urdit jejich funkci a odhalit zmény, které
zpusobuji onemocnéni - nezbytnym predpokladem k tomu je pravé mapovani gend.

K mapovani lidského genomu jsou vyuzivany dvé metody:

= genetické mapovani
= vyuziva frekvenci meiotickych crossing-overu k odhadu vzdalenosti mezi lokusy

= fyzické mapovani
= vyuziva cytogenetické a molekularné genetické techniky k presné lokalizaci na chromosomu

Mapovani genomu

Pocet chromozomU jsme schopni zjistit béZznymi metodami cytogenetického vysetreni karyotypu. Pro stanoveni
poradi a vzdalenosti gend se vyuziva zakonl genové vazby a tfibodového pokusu.

2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Genova vazba.
£ Podrobnéjsi informace naleznete na strance Tribodovy pokus.

Mezi dalSi metody mapovani patfi napfiklad metoda hybridomové a mapovéni pomoci sond.

Hybridomova metoda

Drive byla vyuzivana, v dnesni dobé se od ni spiSe upousti. Metoda je prilis zdlouhava a vyZaduje zkuSenosti.
Uspé&&né pokusy byly u hybrid& mysi a lidskych bunék. Byly vybirany mysi linie s deficitem ur&itého enzymu, jehoz
funkci u potomstva zcela prebiral odpovidajici lidsky gen. Tito hybridé méli tendenci k eliminaci lidskych
chromozom. Vyhodnoceni probihalo ve sledovani pFitomnosti produktu daného chromozomu. Pokud v

bunice zbyl pouze jeden lidsky chromozom a byl pritomen i jeho produkt, gen byl lokalizovan pravé na tento
chromozom.

Touto metodou se podarilo lokalizovat genovy komplex HLA systému ¢lovéka dle jeho antigennich produktd a
translokace do distalni ¢asti p-raménka chromozomu 6.

Metoda mapovani pomoci sond

Pokud zndme proteinovy produkt néjakého genu, mizeme vyzkouset molekuldrni sondu. Sestavime sekvenci
nukleotid@, které kéduji frekvenci zkoumaného genu a mlzeme zkusit vzajemnou hybridizaci.

V modifikaci DNA-RNA je pouzito vldkno mRNA, oznacené radioaktivnim izotopem. Bdze oznacend izotopem se
hybridizuje s ¢asti DNA, kde je odpovédny strukturni gen.

Metody sekvenovani

Pro urceni presné sekvence nukleotidd v DNA byly vytvoreny Sangerova a Maxam & Gilbertova metoda. V dnesni
dobé se vice vyuzivd metoda Sangerova.

Sangerova metoda

Vyuziva specialni vlastnosti specialnich nukleotidl - 2', 3' dideoxyribonukleotidtrifosfatd (ddATP, ddCTP, ddGTP a
ddTTP), na jejichz konec nem{ze byt navazan dalsi nukleotid.

Namnozime jednovldknovou DNA, priddme DNA polymerdzu, pfislusné primery a dostatek
deoxyribonukleotidtrifosfatd (dATP, dCTP, dGTP a dTTP) (pro syntézu) a urcité mnozstvi dalsiho typu
dideoxyribonukleotidtrifosfatu (napr. ddATP). Primery nasednou na jednovldknovou DNA a polymerdza doplhuje
sekvenci druhého vldkna. Pfi doplfiovani dATP do retézce je urcitd pravdépodobnost, ze doplini ddATP, jejimz
zarazenim ukonci polymeraci. Takovy produkt bude koncit adeninem. V pfipadé, Ze bude reakce probihat s
ddCTP, ddGTP a ddTTP, ziskdme smés oligonukleotidl zakoncenych pfislusnou béazi.

Nasledné provedeme elektroforézu dané smési. Hodnoceni elektroforézy provadime odspodu a vyhodnocujeme
sekvenci DNA.

£ Podrobnéjsi informace naleznete na strance Polymerazova retézova reakce.
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£ Podrobnéjsi informace naleznete na strance Sekvenovani DNA.

Maxam & Gilbertova

Vyuziva specifického chemického stépeni DNA za urcitymi nukleotidy namisto polymeracni reakce. Vyhodnoceni
probiha elektroforeticky, stejné jako u metody Sangerovy.

Vysledky mapovani

Pomoci znalosti pfesnych sekvenci jsme schopni zjistit pvod nemoci. Gen, ktery dané postizeni zpCsobuje
vyradime z funkce cilenou mutaci.

Z etickych divodil nelze provadét takové pokusy na ¢lovéku!.
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Pomaha urdit ' presné umisténi gend v sekvenci DNA. Vzdalenosti
mezi geny jsou vyjadreny v parech bazi. Tato metoda vyuziva technik cytogenetickych
a molekularné genetickych.
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