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Abstrakt 

 

Mezi nejvýznamnější modelové organizmy v oblasti vývojové biologie patří bezesporu 

obojživelník Xenopus tropicalis. Jeho dřívější využití především v embryologickém výzkumu je 

v současnosti vytlačováno studiemi genetického a genomického charakteru. X. tropicalis má 

deset párů chromozómů v diploidním genomu a proto je pro tento typ výzkumu velmi vhodný. 

V posledních deseti letech byl jeho genom osekvenován, několikrát sestaven, vznikla provizorní 

genetická mapa a byla vytvořena i BAC knihovna mnohonásobně pokrývající genom. Přes 

veškeré úsilí se u tohoto druhu doposud nepodařilo sestavit kompletní mapu genomu. Ten i 

nadále zůstává organizován ve formě scaffoldů, které mají často neznámou polohu a i jejich 

sestavení zůstává i nadále sporné. 

Náš výzkum byl zaměřen na kompletaci genomu u druhu Xenopus tropicalis a na nové přístupy, 

které by bylo možné využít i u jiných druhů. Nejprve byla na základě vazebné analýzy a zjištěné 

fyzické polohy markerů sestavena genetická mapa. Ta nebyla zcela kompletní- nezahrnovala 

krátké raménko chromozómu 2 a rovněž 15 cM z p raménka chromozómu 7. Protože bylo 

zaplnění těchto oblastí klasickými metodami velmi obtížné, nebo ještě pravděpodobněji zcela 

nemožné, byla vynalezena nová metoda pro genetické mapování. Ta zahrnuje mikrodisekci 

zvolené oblasti, celogenomovou amplifikaci získané DNA a její osekvenování metodou 

Illumina. Postup mikrodisekce a amplifikace byl využit ve srovnávací studii příbuzných druhů X. 

tropicalis a X. laevis metodou Zoo-FISH, kdy amplifikovaná DNA z druhu X. tropicalis sloužila 

jako sonda a ukázala sekvenční podobnost meiotických kvartetů. 

Ve třetí studii bylo mikrodisektováno, amplifikováno a sekvenováno 15 kopií krátkého raménka 

chr.7. Získaná čtení byla srovnána se současnými verzemi genomu X. tropicalis. K vyříznuté 

oblasti se nejen podařilo přiřadit velké množství sekvencí a genů, ale byly rozpoznány i špatně 

sestavené scaffoldy. Data získaná z tohoto výzkumu byla použitá i pro studii srovnávající rozdíly 

pohlavních chromozómů u tohoto druhu. Mikrodisekce s následnou sekvenací byla pro účely 

genetického mapování použita vůbec poprvé a je zřejmé, že je tento přístup použitelný i u jiných 

živočišných druhů, a to jak s osekvenovaným, tak s neznámým genomem. Metodiku je ovšem 

možné použít i v jiných oblastech, jako je klinická medicína či onkologie. 
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Abstract 

 

The diploid amphibian Xenopus tropicalis represents a significant model organism for studies of 

early development, genes function and evolution. Such techniques as gynogenesis, injection of 

morpholino antisense oligonucleotide into fertilized eggs or transgenesis were established.  In the 

recent ten years, many efforts have been made to complete the sequence information. X. 

tropicalis genome has been sequenced but the completion of its assembly only on the basis of 

sequence data has been impossible. Therefore, our first work was focused on one of approaches 

for a genome completing- genetic mapping. First of all, the genetic map of Xenopus tropicalis 

was established pursuant linkage and physical positions of markers. Since the map contained 

gaps, we developed a new method for genetic mapping based on the next generation sequencing 

of laser microdissected arm. Using Illumina next generation sequencing of fifteen copies of a 

short arm of chromosome 7, we obtained new insights into its genome by localizing previously 

unmapped genes and scaffolds as well as recognizing mislocalized portions of the genome 

assembly. This was the first time laser microdissection and sequencing of specific chromosomal 

regions has been used for the purpose of genome mapping. These data were also used in the 

evolution study of the sex determining area placed on the q arm of chromosome 7, which showed 

that Xenopus tropicalis sex chromosomes contain large pseaudoautosomal areas. Moreover, we 

made Zoo-FISH analysis using X. tropicalis microdissected chromosomes as probes for labeling 

Xenopus laevis chromosomes, which revealed similarity of meiotic quartets even after 65 million 

years of separate evolution. 

Our novel approach for next generation sequencing of microdissected chromosomal area is also 

applicable to species without sequenced genomes or for clinical applications in medical 

cytogenetics and oncology where tissue availability may be limiting. This method is likely to be 

of widespread use in species where individual chromosomes are distinguishable by cytological 

methods. 
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Seznam zkratek 
 

AFLP  Amlified Fragment Lenght Polymorphism 

BAC Bacterial Arteficial Chromosome 

cM centimorgan 

DOP-PCR  Degenerate Oligonucleotide Primed- Polymeraze Chain Reaction 

FACS Fluorescent Activated Flow Cytometry, fluorescenčně aktivovaná průtoková 

cytometrie  

FISH Fluoroesent In Situ Hybridization, fluorescenční in situ hybridizace 

FISH-TSA FISH coupled with Tyramide Signal Amplification, fluorescenční in situ 

hybridizace spojená s tyramidovou amplifikací 

I-PEP  Improved- PEP 

IR Infračervené záření 

ISH In Situ Hybridizace  

LG Linkage Group, vazebná skupina 

LP-DOP-PCR  Long Products DOP-PCR 

MDA Multiple Displacement Amplification 

MPSS Massively Parallel Signature Sequencing 

NGS Next Generation Sequencing, sekvenování nové generace 

PAC P1- derived arteficial chromosome 

PEP Primer Extension Preamplification 

RCD Relative Distance From Centromere, relativní vzdálenost od centromery 

SSLP Simple Sequence Length Polymorphysm 

UV ultrafialové záření 

v.4.1 Kompletace genomu Xenopus tropicalis verze 4.1 

v.7.1 Kompletace genomu Xenopus tropicalis verze 7.1 

WGA Whole genome amplification, celogenomová amplifikace 

WGA3 GenomePlex DNA Reamplificating Kit  

WGA4 GenomePlex Single cell WGA Kit 

Xl (1-18) Chromozóm druhu X. laevis s příslušným číslem 

Xt (1-10) Chromozóm druhu X. tropicalis s příslušným číslem 

YAC Yeast Arteficial Chromosome 

Zoo-FISH mezidruhová Fluoroesenční In Situ Hybridizace 
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1. Literární úvod 

1.1 Úvod 

 

V posledních deseti až patnácti letech se Xenopus tropicalis dostal do popředí zájmu 

nejen buněčných a vývojových biologů, ale také bioinformatiků. Jeho genom byl osekvenován, 

bylo publikováno několik verzí assembly  a rovněž byla vytvořena genetická mapa. V současné 

době je známo a osekvenováno přibližně 50% z celkového množství cDNA a asi 35% genů v 

jeho genomu.  

X. tropicalis je rovněž výborným modelovým organizmem pro studování raného vývoje u 

obratlovců. Je velmi dobře dostupný, produkuje značné množství oocytů a embrya s vnějším 

vývojem jsou dostatečně velká pro snadnou manipulaci. Z tohoto důvodu byla od sedmdesátých 

let xenopí embrya a oocyty důležitým modelem pro výzkum molekulárních podstat formace os, 

indukce embryonálního vývoje, signálních drah v organogenezi a buněčného cyklu.  

Velkou výhodou xenopího modelu je rovněž jeho schopnost produkovat proteiny už 

v raném stádiu vývoje. To bylo využíváno při studiích funkcí jednotlivých proteinů. Po 

mikroinjikace libovolné mRNA bylo možné sledovat over- expresi příslušného genu a přímé 

následky tohoto procesu (Smith and Harland 1991). Podobnou, ovšem opačnou metodou je i 

injikace morpholina- antisense oligonukleotidu, který příslušnou mRNA naopak umlčí (Scacheri 

et al. 2004). Tento systém je možné využít i pro umlčení několika genů v jednom embryu 

(Khokha and Loots 2005) a u druhu X. tropicalis se jedná o nejoblíbenější a nejvyužívanější 

způsob umlčování genů. 

Nezbytnou součástí takových funkčních studií je samozřejmě sekvenční znalost příslušné 

mRNA. V několika posledních letech zaznamenala xenopí komunita významné pokroky 

v různých oblastech genetiky. Jedním z nejvýznamnějších počinů bylo sestavení meiotické mapy 

(Wells et al. 2011) a uspořádání jeho osekvenovaného genomu (assembly v.4.1) (Hellsten et al. 

2010). Za zmínku ovšem stojí i první souhrnné analýzy indukovaných mutací u obojživelníků a 

klonování nových mutací (Abu-Daya et al. 2009), či vytvoření center skladujících xenopí cDNA, 

protilátky, fosmidy či BAC klony, a to jak v Americe, tak v Evropě. 

1.2. Taxonomie 

Taxonomie druhu Xenopus tropicalis a jeho příbuzných druhů z rodu Xenopus je značně 

kontroverzní. Fylogenetickým výzkumem bylo zjištěno, že jsou Xenopus tropicalis a Xenopus 



9 

 

 

epitropicalis příbuznější se druhy Hymenochirus (česky drápatečka) a Pipa (česky pipa 

americká), než s ostatními druhy rodu Xenopus (Poinar and Cannatella 1988).  X. tropicalis sice 

patří do rodu Xenopus, ovšem do podrodu Silurana. Správný název by měl podle tohoto 

výzkumu znít Silurana (a nikoli Xenopus) tropicalis. Výzkumy založené na sekvenčním 

srovnání ribosomální DNA ovšem zase ukázaly bližší příbuznost podrodu Silurana s rodem 

Xenopus (de Sá and Hillis 1990). Ve své práci nicméně i nadále používám jméno Xenopus 

tropicalis, a to jak z historických, tak praktických důvodů. Český ekvivalent jména je Drápatka 

tropická. 

Xenopus tropicalis je v posledních deseti letech ve výzkumu využívaný více, než jeho 

příbuzný a dříve velmi oblíbený modelový organizmus Xenopus laevis. Hlavním důvodem je 

především jeho menší a pouze diploidní genom- X. tropicalis má 20 chromozómů (2n) oproti 36 

(2n) chromozómům u X. laevis (1,7x10
9 

bp oproti 3.1x10
9
 bp). Situace u X. laevis je navíc 

složitější ještě o fakt, že se jedná o alotetraploidní druh (viz níže). Tato vlastnost prakticky 

vyloučila možnost použití X. laevis jakožto modelového organizmu pro genetické analýzy. 

Značnou výhodou X. tropicalis je i jeho menší rozměr, nižší generační interval, větší počet 

oocytů a rovněž je možné využít většinu experimentálních systémů vyvinutých pro X. laevis.  

1.2.1 Xenopus tropicalis 

1.2.1.1 Používané linie 

V současné době existuje pět různých linií X. tropicalis. Pro genetický výzkum jsou 

významné především dvě linie- Nigerian a Ivory coast. Jak napovídá jejich název, jména linií 

jsou shodná s oblastí, kde byli odchyceni původní zakladatelé těchto linií. Tyto dvě linie byly 

použity pro vytvoření vazebné mapy, a to z důvodu jejich malé genetické příbuznosti a tedy i 

snadného hledání polyploidních markerů. 

1.2.1.2 Názvosloví chromozómů 

X. tropicalis má 10 párů chromozómů. Původní názvosloví ze sedmdesátých let bylo 

založeno na poněkud nekonvenčním srovnání délky p a q ramen (Tymowska 1973). Toto 

názvosloví bylo v roce 2010 změněno na tradičnější, kdy jsou chromozómy označeny podle 

velikosti- největší 1, nejmenší má v tomto případě 10 (Khokha et al. 2009). Pouze podobně 

velkým chromozómům 7 a 8 byl přiřazen název na základě poměru p/q ramen, kdy nižší číslo 
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dostal více metacentrický chromozóm. V literatuře je nicméně možné setkat se s oběma typy 

názvosloví. V této práci je používána novější terminologie. 

 

(Tymowska 1973) 1 2 9 3 4 8 5 10 6 7 

(Khokha et al. 2009) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

 

Tabulka 1: Srovnání názvosloví chromozómů podle (Tymowska 1973) a (Khokha et al. 2009). 1-

10: názvy chromozómů  

1.2.1.3 Určení pohlaví 

X. tropicalis má pohlaví určené geneticky. Dlouhou dobu nebylo zřejmé, je-li toto určení 

typu savčího či ptačího (XX/XY nebo ZW/ZZ). Stejně jako další druhy obojživelníků má tento 

druh nerozlišitelné (homomorfní) pohlavní chromozómy. Pravděpodobnou příčinou rozšířenosti 

homomorfních chromozómů je evolučně častá translokace v sex určující oblasti (Schmid et al. 

2010, Evans and Charlesworth 2013). Rovněž je možné, že pohlavní chromozómy u těchto 

druhů mohou rekombinovat ve většině své délky (Stöck et al. 2011). Takové pohlavní 

chromozómy pak mají velké pseudoautozomální oblasti a jejich rekombinace zabraňuje vzniku 

pohlavně odlišných chromozómů. 

Jediný známý gen určující pohlaví u obojživelníků je DM-W. X. tropicalis nicméně tento 

gen postrádá. Přestože byl osekvenovaný genom X. tropicalis samičí (Hellsten et al. 2010), 

nebyla charakterizována oblast určující pohlaví. Ta byla určena až prokázáním vazby 22 AFLP 

(Amlified Fragment Lenght Polymorphism) markerů na samičí pohlaví (Olmstead et al. 2010). 4 

z těchto markerů se 100% vazbou na pohlaví byly umístěny na distálním konci chromozómu 7 

(Wells et al. 2011). Mnoho markerů s vazbou na pohlaví se nicméně nacházelo na malých 

scaffoldech, které nebyly součástí vazebné mapy a jejich poloha byla tudíž neznámá. 

1.2.2 X. laevis 

1.2.2.1 Chromozómy 

Xenopus laevis má 36 chromozómů (2n). Většina z nich může být uspořádána do kvartetů 

podle podobných replikačních profilů (Schmid and Steinlein 1991). Z toho by bylo možné 

usuzovat, že je X. laevis tetraploidní. Na druhou stranu byla ovšem zjištěna nezávislá dědičnost 

duplikovaných genů- funkčně je tedy X. laevis z větší části diploidizován (Graf and Kobel 1991). 



11 

 

 

Tento druh pravděpodobně vznikl křížením, ve kterém byly zachovány oba dva rodičovské 

genomy. Cytologicky je X. laevis popsán jako funkční diploid alotetraploidního původu s 36 

chromozomy a 18 bivalenty. Jeho genom je velký přibližně 3,1x 10
9
 bp (Thiébaud and Fischberg 

1977), což je přibližně dvojnásobná velikost oproti genomu X. tropicalis. 

1.2.2.2 Určení pohlaví 

Stejně jako X. tropicalis má i X. laevis pohlaví určeno geneticky se samičím 

heteromorfním pohlavím (Mikamo and Witschi 1963). Genem určujícím pohlavím je DM-W, 

který má 89% identitu s genem DMRT určujícím pohlaví u ptáků či u medaky (Yoshimoto et al. 

2006). Tento gen vznikl pravděpodobně poté, co se podrod Xenopus oddělil od poddruhu 

Silurana, ale ještě předtím, než došlo k rozlišení druhů X. laevis a X. clivii. Tento gen byl také 

nalezen u oktapoildních druhů X. itombensis a X.vestitus (Bewick et al. 2011). 

1.3 Genomika 

1.3.1 Genetická mapa 

Principiálně existují dva způsoby, kterými je možné vytvořit genetickou mapu. Prvním 

způsobem je tvořena vazebná mapa a s relativní pozicí dvou či více markerů vytvořená na 

základě frekvence rekombinace. Druhým přístupem je fyzické mapování, ve kterém je 

zjišťována skutečná poloha markerů na chromozómech.  

1.3.1.2 Vazebné mapování 

Jak již bylo řečeno, vazebná mapa je charakterizována frekvencí crossing-overu u 

homologních chromozómů. 1% četnost rekombinace odpovídá vazebné vzdálenost 1 

centimorgan (cM). Je-li vzdálenost mezi dvěma lokusy větší než 50cM, jsou děděny nezávisle a 

neexistuje mezi nimi vazba. Takové markery se buď nachází na dvou chromozomech, nebo na 

jednom, ovšem velmi daleko od sebe. Naopak lokusy vazebně velmi blízko u sebe budou téměř 

vždy děděny společně, protože mají velmi malou pravděpodobnost rekombinace. 

Pro tvorbu vazebné mapy jsou používány polymorfní sekvence DNA, které se u jedinců 

v populaci vyskytují v heterozygotním stavu. Původní genetické mapy byly tvořeny na základě 

fenotypových projevů ještě před objevením DNA, ovšem vzhledem k velkému množství 

nekódujících sekvencí v eukaryotickém genomu byly tyto mapy velmi zevrubné, s velkými 
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vzdálenostmi mezi jednotlivými markery. V současné době je jako DNA markery možné použít 

prakticky jakékoli heterozygotní lokusy. 

Značnou výhodou vazebného mapování oproti fyzickému mapování je možnost 

namapovat velké množství markerů najednou. Vytvořená mapa může být velmi podrobná. 

Značnou nevýhodou je ovšem fakt, že mezi vzdáleností v bázích a cM neexistuje lineární vztah. 

Pravděpodobnost rekombinace mezi dvěma markery závisí i na jejich fyzické poloze na 

chromozómu, například v okolí centromery je četnost rekombinací velmi malá. Vazebně se tedy 

mohou dva markery nacházet velmi blízko u sebe, zatímco fyzická vzdálenost je velká. Dalšími 

místy se sníženou rekombinací mohou být pohlavní chromozómy- vazebné mapy vytvořené 

zvlášť u samců a samic jsou u lokusů určujících pohlaví u heterogametického pohlaví významně 

kratší (Kondo et al. 2001). Na pseudoautozomálních oblastech pohlavních chromozómů je 

naopak pravděpodobnost rekombinace vyšší, celkově jsou tedy mapy nerozlišitelných 

pohlavních chromozómů stejně dlouhé.  U druhu Medaka byl tento fakt použit k nalezení 

pohlavních chromozómů (Kondo et al. 2001). 

Při tvorbě vazebné mapy mohou být problematické i ty markery, které se nacházejí na 

dvou či více chromozómech a přesto jsou děděny společně. Takovému jevu se říká vazebná 

nerovnováha a může být způsoben mnoha faktory od genetické vazby, selekce, úrovně 

rekombinace a mutací, genetickým driftem či strukturou populace. Posledním problémem při 

tvoření vazebné mapy může být samotný typ zvolených markerů, respektive jejich 

nerovnoměrné rozmístění v genomu. V hraničním případě může dokonce dojít k nezahrnutí 

některých oblastí do vazebné mapy z důvodu nepřítomnosti zvolených markerů. 

1.3.1.2.1 Vazebná mapa u Xenopus laevis 

Vazebné mapování je u X. laevis vzhledem k jeho dlouhé generační době a 

alotetraploiditě velmi složité. Vazebná mapa tohoto druhu dodnes prakticky neexistuje, ovšem 

vzhledem k významnému postavení tohoto obojživelníka existovala v minulosti snaha o její 

vytvoření. První vazebná mapa obsahovala 29 lokusů na celkem 8 vazebných skupinách (LG, 

Linkage Group) (Graf 1989). Tato mapa byla rozšířena ještě o dvě LG (Graf and Kobel 1991), 

ovšem vzhledem k celkovému počtu chromozómů (18 párů) je zřejmé, že je tento počet 

nedostatečný a i pokrytí lokusy je velmi hrubé. 
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1.3.1.2.2 Vazebná mapa u Xenopus tropicalis 

X. tropicalis se v posledním desetiletí stal velmi významným druhem právě v oblasti 

genetiky a proto je u něj situace v porovnání s X. laevis zcela odlišná. První vazebná mapa 

představovala celkem 53 markerů na 13 vazebných skupinách (Kochan et al. 2003). Počet 

chromozómů tohoto druhu (10 párů) naznačoval, že některé markery segregovaly nezávisle, 

ačkoli by měly být ve vazbě.  

Nejproblematičtější oblastí pro vazebné mapování je centromera. U X. tropicalis se 

podařilo vazebně mapovat všech deset centromerických oblastí (Khokha et al. 2009). Bylo 

k tomu využito gynogenetické křížení, při kterém je zabráněno druhému meiotickému dělení 

sekundárního oocytu. Vzniklé embryo je tedy diploidní, ale obsahuje pouze mateřské geny. 

Markery nacházející se blízko centromery jsou ve velkém procentu homozygotní (Hirsch et al. 

2002).  

Nově vytvořená mapa u druhu Xenopus tropicalis (Wells et al. 2011) je součástí této 

práce a věnuje se jí kapitola 4.1 Genetická mapa. 

1.3.1.3 Fyzická mapa 

Druhý typ mapy zobrazuje fyzickou polohu genu nebo nějaké jiné DNA sekvence na 

chromozomu. V dnešní době je nejvyužívanější technikou mapování pomocí FISH sond 

(Fluorescent In Situ Hybridization). Prvním způsobem fyzického mapování bylo ovšem 

restrikční mapování (Griffin et al. 1974). Nejjednodušším způsobem použití této metody bylo 

štěpení dvěma restrikčními endonukleázami- v jedné sérii pokusů zvlášť, v druhé oběma 

dohromady. Restrikční fragmenty byly následně rozděleny podle velikosti na agarózovém gelu a 

restrikční mapa vznikla seřazením jednotlivých fragmentů. 

Jak již bylo řečeno, v cytogenetickém výzkumu posledních let se využívá především 

fluorescenčních sond, tedy označeného vlákna cDNA, které hybridizuje s komplementární 

sekvencí DNA nebo RNA. Původní technika- In Situ Hybridizace (ISH) (Gall and Pardue 1969) 

využívala sondy značené jinými způsoby- radiačně, koloidním zlatem nebo chromogenními 

značkami spojenými s enzymy.  

Značnou výhodou ISH a FISH technik je nasedání sondy na cílovou sekvenci nacházející 

se přímo v buňkách nebo tkáních. Je tak možné zobrazit skutečnou fyzickou polohu hledaného 

markeru. Na meiotickém či mitotickém profázním jádře je limitní rozlišení metody několik 

megabází, na interfáních chromozómech asi 100Kbp (Jiang and Gill 2006).  
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Naopak nevýhodou této techniky je její pracnost- není možné zobrazit víc než několik 

markerů zároveň a i rozlišení metody je zvláště v případě profázního jádra oproti vazebnému 

mapování poměrně nízké.  

Metody fyzického mapovaní jsou zcela určitě vhodným doplňkem pro vytvoření 

genetické mapy, a to pro opravu chyb. Přestože jsou přístupy vazebného a fyzického mapování 

založeny na zcela jiných principech, pořadí lokusů by mělo být v obou případech stejné. Pokud 

tomu tak není, musí být chyba ve vazebné mapě nebo v sekvenci.  

1.3.1.3.1 FISH sondy 

FISH sondy mohou značit RNA či DNA, pro účely mapování se však využívá sond 

značících DNA přímo v jádře. Sondy mohou být různě specifické a mohou značit jak celý 

chromozóm, tak i pouze jeden gen. Jako sondy mohou sloužit i kosmidové, BAC (Bacterial 

Arteficial Chromosome), PAC (P1- Derived Arteficial Chromosome) či YAC (Yeast Arteficial 

Chromosome) klony. Výhodou mapování těchto větších klonů je možnost namapování velkého 

množství genů zároveň, ovšem je samozřejmě nutné znát jejich sekvenci. Sekvenace a sestavení 

genomu klonu o velikosti 200kb je ovšem oproti sekvenaci a následné assembly celého genomu 

podstatně jednodušší. Nevýhodou velkých sond je častý obsah repetitivních sekvencí, které 

zvyšují nespecifičnost signálu. Problém je možné vyřešit inkubací sondy s frakcí DNA 

obohacenou o repetitivní sekvence, případně s neznačenou kompetitorovou DNA studovaného 

organizmu. 

1.3.1.4 Zoo-FISH 

Zoo FISH je technika pro srovnávací fyzické mapování. Jejím principem je použití DNA 

sond pocházejících z jednoho živočišného druhu na jiný druh (Scherthan et al. 1994). Většinou 

se používá u příbuzných druhů, protože vysoké zastoupení homologních sekvencí značně 

usnadňuje její použití. Nejčastěji jsou používány celochromozómové sondy, případně sondy 

značící nějakou chromozomální část. Metoda Zoo-FISH je používaná především pro evoluční 

studie srovnávající velké oblasti, protože genomickými algoritmy není doposud možné takové 

studie udělat. Značnou výhodou této techniky je i skutečnost, že není nutná znalost sekvence 

studovaných organizmů. 
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1.3.2 Sekvenování 

Sekvenování je postup, kterým je určeno pořadí a typ sekvencí v příslušné DNA 

molekule. Původní metody ze sedmdesátých let byly v posledním desetiletí nahrazeny 

modernějšími postupy, tzv. sekvenováním nové generace (Next Generation Sequencing, NGS), 

které jsou výrazně rychlejší a levnější. Nevýhodou některých typů NGS je ovšem výrazně kratší 

čtení (100-200bp), a u některých velká chybovost (až 15%). Z tohoto důvodu se i nadále využívá 

sekvenování „první generace“ typu Sanger (až 2000bp s méně než 2% chyb). 

1.3.2.1 Chemické sekvenování (Maxam-Gilbert sequencing) 

Nejstarší metoda sekvenace byla vynalezena na přelomu let 1976 a 1977 (Maxam and 

Gilbert 1977). Její princip spočívá v chemickém štěpení řetězce DNA na specifickém místě s 

následnou modifikací radioaktivním izotopem na 5´ konci. Zatímco dnes je pro specifické 

štěpení možné použít restrikční endonukleázy, původně bylo nutné nejprve příslušné nukleotidy 

chemicky modifikovat a následně byla DNA v místě modifikace štěpena působením piperidinu. 

Modifikační reakce byly celkem čtyři- pirimidiny (C+T) byly metylovány hydrazinem, přičemž 

po přidání NaCl byla tato reakce specifická pouze pro cytosin. Puriny byly depurinovány 

působením kyseliny mravenčí a guanin byl metylován dimetyl sulfátem. Rozštěpené fragmenty 

byly rozděleny na elektroforézovém gelu a k zobrazení byla využívána autoradiografie 

značených izotopů.  

Přestože byla tato metoda v roce 1994 modifikována pro snadnější a použití (Boland et al. 

1994), dnes se v podstatě nepoužívá.  

1.3.2.2 Řetězcová metoda (Sanger sequencing) 

Druhá metoda „první generace“ sekvenování byla vynalezena Frederikem Sangerem a až 

do nástupu sekvenačních metod nové generace byla nejdůležitější a nejrozvinutější sekvenační 

technikou na světě (Sanger and Coulson 1975, Sanger et al. 1977). Její princip je založen na 

DNA replikaci, při které jsou do nově vznikajícího řetězce DNA selektivně inkorporovány 

dideoxynukleotidy. Ty postrádají 3´ hydroxylovou skupinu a proto je za nimi polymerační 

reakce zastavena. Sekvenace probíhá ve čtyřech samostatných reakcích vždy s jedním 

příslušným dideoxidem. Protože by čtení v případě úplného nahrazení jednoho ribonukleotidu 

bylo velmi krátké, je příslušný dideoxid do reakce pouze přidán a ribonukleotidy jsou 

v nadbytku. Polymerační reakce tak ve většině případů může dojít až do konce.  
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Původně byly dideoxidy značeny radioaktivně a analýza rozdělení fragmentů podle délky 

probíhala na elektroforézovém gelu. Postupně byla tato modifikace nahrazena fluorescenční 

značkou, která umožnila sekvenování všech čtyř ribonukleotidů v jedné reakci (Smith et al. 

1986).  Rovněž samotný postup sekvenace byl v průběhu let velmi zjednodušen- automatické 

sekvenátory využívající kapilární elektroforézu jsou v dnešní době schopné osekvenovat až 384 

vzorků zároveň.  

Jistou nevýhodou techniky je její neschopnost osekvenovat prvních zhruba 40 nukleotidů 

DNA za primerem. Výhodou jsou naopak poměrně dlouhé sekvenované úseky oproti jiným 

metodám (průměrně 800 bp, ovšem při vhodných podmínkách až 2000 bp) s malou chybovostí. 

Přestože byly vynalezeny novější a modernější techniky sekvenování, zůstává Sanger 

sekvenování nejlepší metodou pro sekvenaci repetitivních oblastí či klonárních inzertů bez 

nutnosti následné assembly. 

1.3.2.3 Sekvenování „nové generace“ (Next Generation Sequencing, NGS) 

NGS technologie jsou komerčně dostupné od roku 2004. Základní princip sekvenace je 

stejný jako v případě Sanger technologie- báze jsou identifikovány pomocí fluorescenčních 

značek zakomponovaných do DNA při její replikaci. Hlavní inovace metod spočívá v paralelním 

sekvenováním velkého množství vzorků najednou, čemuž napovídá i jiný název- high 

throughput sequencing, tedy vysokorychlostní sekvenování. V posledních letech je vývoj těchto 

metod skutečně rapidní- počet čtení, které je možné získat z jedné paralelní reakce, každým 

rokem exponenciálně narůstá. Dnes je počet bází, které je možné získat z jednoho paralelního 

čtení více než 10
12 

(data Illuminy). Nové způsoby sekvenování také výrazně snížily jeho cenu a 

celogenomová sekvenace je v současnosti jen zlomkem ceny původní. V této práci uvádím 

pouze tři typy NGS, kromě první uvedené metody se jedná o nejznámější a nejpoužívanější 

metody vysokorychlostní sekvenace.  

1.3.2.3.1 MPSS (Massively Parallel Signature Sequencing) 

První metoda sekvenování nové generace byla vynalezena v devadesátých letech firmou 

Lynx Therapeutics. Základní princip metody spočíval v ligaci adaptérů a jejich následném čtení 

po čtyřech nukleotidech. Protože byla metoda velmi komplexní, nikdy nebyl vynalezen 

komerčně dostupný sekvenátor, nicméně charakterem čtení zcela určitě náleží 

k vysokorychlostním typům sekvenací (Brenner et al. 2000). 
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1.3.2.3.2 454- pyrosekvenování 

 Prvním komerčně dostupným sekvenátorem nové generace byl 454 Sequencer 20 od 

firmy Roche. Principem metody je paralelní pyrosekvenční reakce (Gharizadeh et al. 2006), 

probíhající ve stovkách tisících kapek obsahující homogenní fragmenty DNA. Každá kapka 

obsahuje průměrně jeden fragment DNA a k její amplifikaci dochází v olejovém roztoku 

v jamkách na destičce (Margulies et al. 2005). DNA se specifickými 454 adaptory je 

denaturována na jednovláknou, následně je amplifikována za inkorporace jednoho z nukleotidů. 

Při reakci dojde k odloučení pyrofosfátu, ten je začleněn do ADP za vzniku ATP a stává se 

funkčním přítomný enzym luciferáza (Froehlich et al. 2011). Ten produkuje viditelné světlo. 

Neinkorporované báze jsou degradovány apyrázou. 

 Délka čtení u 454 sekvenace vzrostla z původních 100-150 bp při 200.000 čtení na 

reakci (20M přečtených bází) na délku jednotlivých čtení až 800 bází a 14G přečtených bází 

(Huse et al. 2007). Nevýhodou metody zůstává poměrně vysoká cena.  

1.3.2.3.3 Illumina (dříve Solexa) sekvenování  

 Druhá metoda NGS sekvenování byla poprvé představena roku 2006. K paralelizaci 

reakcí sekvenátoru Illuminy dochází při in situ amplifikací fragmentů DNA, které jsou spojeny 

s pevně kotvenými adaptorovými sekvencemi. Dochází tak ke vzniku lokálních kolonií DNA, 

tzv. spojených DNA clusterů. Před sekvenováním je DNA knihovna denaturována na 

jednovláknou DNA. Ke zjištění sekvence jsou využívány čtyři typy terminačních bází 

ukončujících amplifikaci DNA. Fluorescenčně značené nukleotidy jsou snímány kamerou. 

Následně jsou značky odmyty a může probíhat další reakční cyklus. Na rozdíl od 

pyrosekvenování probíhá amplifikační reakce postupně- vždy dojde k připojení pouze jednoho 

nukleotidu (Bentley et al. 2008).  

 Původně bylo množství bází získaných z jednoho sekvenování touto technikou zhruba 1 

Gb, ovšem postupným zdokonalováním techniky bylo dosaženo rychlosti čtení až 600Gb za 8 

dní (jedná se o tzv. HiSeq2000 metodu). Chybovost je nižší než 2%. V porovnání s ostatními 

používanými typy je sekvenace Illuminou nejlevnější, předpokládá se, že by v budoucnosti 

mohla celogenomová sekvenace stát méně, než 1.000 $.  

1.3.3 Kompletace genomu (Assembly)  

Poté, co je genom nějakého modelového organizmu osekvenován, je nezbytně nutné ho 

zkompletovat. Sekvenační technologie neumožňují delší čtení než 15.000 bp (NGS sekvenování 



18 

 

 

Pacific Biosciences) (Eid et al. 2009), ve většině případů jsou ovšem jednotlivá čtení kratší- 

zhruba 2000 bází při použití Sanger technologie. U moderních typů sekvenování se délka ještě 

zkracuje- např. Illumina/Solexa má délku čtení maximálně 100-150 bází. Je jasné, že bez genové 

kompletace by orientace v genových sekvencích byla prakticky nemožná.  

Pro sestavování genomů z jednotlivých čtení slouží bioinformatické programy 

vycházející z předpokladu, že se vysoce podobné DNA fragmenty nacházejí v genomu na stejné 

pozici. Sekvenční podobnost slouží jako místo pro spojení jednotlivých fragmentů k sobě a dojde 

k vytvoření větších úseků, kterým se říká contigy.  

Problém mohou při sestavování genomu způsobit stejné či velmi podobné sekvence 

nacházející se v genomu na odlišných místech. Nejproblematičtějšími bývají repetitivní 

sekvence, které jsou identické téměř v celém genomu a mohou být zdrojem stejných nebo velmi 

podobných fragmentů pocházejících z naprosto odlišných míst. Assemblační program může při 

sestavování takové místo chybně vyhodnotit a spojit i zcela nesousedící oblasti. To, jak moc 

bude program ovlivněn, závisí především na délce čtení- pokud je repetitivní oblast kratší, 

k chybnému spojení nedochází.  

Teoreticky by tedy bylo lepší použít co nejdelší čtení, které poskytuje technologie od 

Pacific Biosciencu. Tato technologie je čím dál tím víc využívána u bakteriálních genomů, u 

kterých je většina repetitivních sekvencí kratších než 6kbp. Značnou nevýhodou použití tohoto 

systému je nerovnoměrná délka čtení- zatímco nejdelší mají až 15kbp, většina jich je jen 800 

bází dlouhých. Druhou nevýhodou je vysoká chybovost- až 15% bází je přečteno chybně 

(Wetzel et al. 2011). Důležitým prvkem pro správnou assembly je právě i předpokládaný počet 

chyb v jednotlivých čteních- čím je jich více, tím více musí program tolerovat možné sekvenční 

odchylky mezi spojovanými fragmenty a je tedy i vyšší pravděpodobnost spojení dvou 

nesousedních fragmentů.   

Moderní sekvenační přístupy generují data se dvěma vlastnostmi: orientací a vzdáleností 

mezí jednotlivými bázemi (jedná se o tzv. mate-pair sekvenaci). Právě schopnost analyzovat a 

vyhodnotit tyto informace je nezbytná pro spojení contigů i přes repetitivní sekvence do velmi 

dlouhých scaffoldů. Přestože existuje velké množství assemblačních programů s touto 

schopností, ukazuje se, že pro sestavování do scaffoldů jsou nejlepšími programy ty, které se 

zabývají pouze problémem spojení contigů do velkých celků- tzv. scaffoldery. Existuje jich celá 

řada, v současné době jsou nejvyužívanější např. Bambus (Pop et al. 2004), SOPRA (Dayarian et 

al. 2010) nebo Opera (Gao et al. 2011). Tyto programy jsou úspěšně pravděpodobně kvůli 

využití dat z různých typů sekvencí. 
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Přestože existuje velké množství matematických algoritmů řešících problémy sestavování 

genomu, jsou i nadále nedokonalé a produkují velké množství chyb. Najít takovou chybu je 

ovšem velmi obtížné, především proto, že není známé, jak by měla správně sestavená assembly 

vypadat. Chyby se nenacházejí pouze ve správném seřazení jednotlivých čtení, ale i v sekvenci 

samotné. Zatímco velké chyby je možné najít např. srovnáním s BAC sekvencí nebo přímo 

fyzickým namapování BAC klonu do genomu, najít jednonukleotidové záměny či lokální 

přestavby je prakticky nemožné.  

1.3.3.1 Genom Xenopus tropicalis 

1.3.3.1.1 Verze 4.1 (v.4.1) 

Sekvenace genomu byla u druhu X. tropicalis zahájena Joint Genome Institutem v roce 

2002 a pokračovala až do roku 2010. Získaná čtení byla postupně sestavována do několika verzí 

assembly. Jedna z nejvýznamnějších a dodnes používaných byla assembly verze 4.1, která byla 

zveřejněna v srpnu roku 2005. Přestože existuje i novější verze assembly, je stále používána pro 

přílišnou kontroverzi novější verze 7.1 (viz níže) a rovněž sloužila jako zdroj dat pro sestavení 

aktuální vazebné mapy (Wells et al. 2011). 

K sestavení genomu X. tropicalis byla použita čtení, která jeho genom pokrývala 

přibližně 7,6x. Genom byl zkompletován programem JAZZ assembler (Aparicio et al. 2002) a 

obsahuje 19,501 scaffoldů s celkovou velikostí 1,51Gbp, do kterých je namapováno asi 97,6% 

všech známých cDNA. 272 největších scaffoldů pokrývá svou délkou přibližně polovinu 

genomu.  Tato assembly je ovšem v porovnání s jinými genomy poměrně nekompletní- je 

sestavena zhruba z 175.000 souvislý contigů, které jsou mezi sebou propojeny neznámou 

sekvencí (představuje ji „N“). U některých scaffoldů počet N odpovídá až 25% celkového počtu 

bází. 

1.3.3.1.2 Verze 7.1 (v.7.1) 

Nejnovější verze genomu v7.1 byla představena v roce 2011 a dodnes nebyla oficiálně 

publikována. K jejímu sestavení byl použit program Arachne assembler (Batzoglou et al. 2002), 

dostupná data ze vznikající vazebné mapy (Wells et al. 2011) a rovněž syntenie s kurem 

domácím. Přibližně 70% genomu je obsaženo v deseti velkých superscaffoldech, které 

odpovídají chromozómům s příslušným číslem (Khokha et al. 2009). Rozdíly mezi posledními 

dvěma verzemi assembly ovšem nespočívají jen v sestavení menších scaffoldů z v.4.1. do 
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velkých superscaffoldů ve v.7.1. Data ze syntenií  vedla k rozdělení mnohých scaffoldů ze starší 

verze na části, které se v nové verzi genomu nachází v zcela jiných superscaffoldech, respektive 

chromozómech. Právě kvůli použití syntenií, které nebyly vždy potvrzeny jinými přístupy, je tato 

verze genomu považována za velmi spornou. 

1.3.3.2 Genom Xenopus laevis 

V současné době probíhá sekvenování genomu i u druhu Xenopus laevis a jedná se o 

skutečně celosvětový projekt- spolupracují na něm univerzity z Texasu, Berkeley a Japonska. 

Data nebyla zatím publikována, ale současná verze genomu je dostupná na www.xenbase.org. 

Assembly zatím pokrývá přibližně 2Gbp, ovšem je velmi nedokonalá- celkový počet scaffoldů je 

přibližně 1 milion a navíc jsou vesměs velmi krátké (většinou kolem 10kb).  

1.3.3.3 Zdroje informací 

V posledních letech vzniklo velké množství internetových stránek, jejichž úkolem je 

shromažďovat dostupná data o obou modelových organizmech. Největší množství dat se nachází 

na www.xenbase.org, kde je možné zobrazit obě verze assembly X. tropicalis a nově i X. laevis, 

rovněž se zde nachází databáze cDNA, expresní databáze či informace o BAC knihovně. 

Veškerá data je možné stáhnout v aktuálních bioinformatických formátech.  

Genové prohlížeče druhu X. tropicalis se nachází i na stránkách Joint Genome Institutu 

(http://genome.jgi-psf.org/Xentr4/Xentr4.info.html) či Ensemblu 

(http://www.ensembl.org/Xenopus_tropicalis/).  

1.4 Separace chromozómů 

 Pro oddělení jednotlivých chromozómů od sebe je možné použít dvě zcela odlišné 

techniky- průtokovou cytometrii a mikrodisekci. Výhodou první ze zmíněných metod je možnost 

získání velkého množství chromozómů najednou. Značnou nevýhodou této techniky je ovšem 

její rozlišovací schopnost- pro správné oddělení je nezbytné, aby byl daný chromozóm výrazně 

větší či menší oproti ostatním. Doposud existuje pouze několik protokolů pro získávání 

jednotlivých chromozómů, vesměs u nejpoužívanějších modelových organizmů. 

Rozdělit chromozómy pomocí mikrodisekce je na druhou stranu možné vždy, když jsou 

rozlišitelné pod mikroskopem. Pro vyšší rozlišení je možné využít i různé pruhovací techniky. 

Rovněž je možné vyříznout pouze určitou část chromozómu či dokonce pruh. Zisk z jedné 

mikrodisekce je ovšem velmi malý, většinou se jedná o několik až několik desítek získaných 

http://www.xenbase.org/
http://www.xenbase.org/
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chromozómů. Z tohoto důvodu je pro následnou analýzu většinou nezbytná celogenomová 

amplifikace. 

1.4.1 Mikrodisekce 

Mikrodisekce je metoda sloužící k separaci velmi malých útvarů na úrovni buněk či 

buněčných kompartmentů z řezů tkání či buněčných kultur. Velmi často je využívána v případě, 

kdy je nutné oddělit jednotlivé typy buněk od sebe, např. pro proteinovou či genetickou analýzu. 

Existují dva rozdílné typy mikrodisekcí- starší, při které se využívaly velmi tenké jehly, a 

novější, využívající laserový paprsek (Berns and Floyd 1971).  

1.4.1.2 Laserová mikrodisekce 

Jak již bylo řečeno, při této technice je kombinována světelná mikroskopie s paprskovým 

laserem. Umožňuje izolaci konkrétních buněk a chromozómů z tkání či kultur. Buňky jsou 

naneseny na membránu umožňující snadné odmytí proteinů a zobrazeny pod mikroskopem. Ty, 

které mají být izolovány, jsou z tkání vyříznuty a přeneseny pomocí laserového paprsku. 

Existují dva typy laserové izolace- využívající buď ultrafialové (UV) (Kölble 2000, 

Micke et al. 2005), nebo infračervené paprsky (IR) (Emmert-Buck et al. 1996). Výhodou 

systému využívajícího ultrafialové laserové paprsky je, že nedochází k zahřívání nebo 

zchlazování membrány s buňkami. Rovněž samotný přenos materiálnu je na rozdíl od IR 

systémů nekontaktní- izolované buňky či chromozómy jsou laserovým paprskem katapultovány 

přímo do zkumavky (Ladanyi et al. 2006). V technologii využívající infračervené paprsky je 

před samotným transferem vytvořen komplex polymerů s izolovanými buňkami a proto je 

zvýšena pravděpodobnost kontaminace vzorku jiným materiálem.  Ve forenzním výzkumu se 

proto používá častěji systém s ultrafialovými laserovými paprsky. 

Značným problémem laserové mikrodisekce je malé množství získaného materiálu a 

rovněž jeho degradace při vyřezávání a přenosu. Největší množství DNA lze získat při izolaci 

chromozómů přímo do víčka sběrné mikrozkumavky. Při použití tohoto systému je rovněž 

snížená pravděpodobnost ztráty či degradace DNA, ke které dochází během promývání, eluci a 

přenášení vzorků mezi zkumavkami.  

1.4.2 Průtoková cytometrie 

Metoda je založená na principu oddělení různě nabitých částic v proudu kapaliny pomocí 

laserového paprsku.  V dnešní době patří mezi nejpoužívanější metody průtokové cytometrie 
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fluorescenčně aktivovaná průtoková cytometrie (FACS), využívající fluorescenční značku na 

povrchu oddělované partikule. Pomocí průtokové cytometrie je možné oddělit 10
2
-10

4
 

chromozómů za vteřinu (Doležel et al. 2012). Chromozómy jsou barveny chromozomálně-

specifickým fluorochromem a jsou rozděleny podle intenzity fluorescence. Při prvních pokusech 

na chromozómech křečíka čínského byl použit jako fluorochrom etidium bromid (Grey et al. 

1979), který později nahradil Hoechst 33258 (Carrano et al. 1979). V současné době se využívá 

nejen intenzita, ale i množství fluorescenční barvy podél chromozómu (Bartholdi 1990, Rens et 

al. 1994). 

Průtoková cytometrie chromozómů je využívána především v humánní medicíně. Existují 

protokoly pro jejich rozlišení jak při použití buněčných linií (van den Engh et al. 1984), ale i 

z periferní krve (Matsson and Rydberg 1981) a tkání (Kooi et al. 1984). I přes veškerý výzkum 

se ovšem doposud nepodařilo vyvinout protokoly pro všechny lidské chromozómy: chr. č. 

9,10,11 a 12 zatím není možné získat odděleně. Průtoková cytometrie rostlinných chromozómů 

je shrnuta v (Doležel et al. 2012). 

1.5 Celogenomové amplifikace (Whole Genome Amplification, WGA) 

Množství získaného materiálu při laserové mikrodisekci je velmi malý, většinou je to 

pouze pár buněk či několik chromozómů. Velmi často je proto pro následnou analýzu nezbytná 

celogenomová DNA amplifikace. Tato technika je využívána i v preimplantační diagnostice, kdy 

jako zdroj DNA slouží třeba i jediná buňka.  

1.5.1 PEP (Primer Extension Preamplification) 

PEP je nejstarší celogenomovou amplifikací (Zhang et al. 1992). Jde vlastně o PCR 

reakci, ve které nasedají náhodné primery o délce 15 bází na templátovou DNA při teplotě 37°C. 

V takto nízké teplotě mohou primery nasedat na templát nespecificky a tím se zvyšuje množství 

naamplifikované DNA. Ta je replikována Taq polymerázou při teplotě 55°C. Modifikací této 

metody je I-PEP (Improved- PEP), která využívá krom Taq polymerázy také Pwo polymerázu a 

do každého cyklu je přidán elongační krok při teplotě 68°C (Dietmaier et al. 1999). Oproti 

původnímu typu je I-PEP v celogenomové amplifikaci účinnější, ovšem v dnešní době byly obě 

tyto metody nahrazeny modernějšími postupy.   
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1.5.2 DOP-PCR (Degenerate Oligonucleotide Primed- Polymeraze Chain 

Reaction) 

Metoda DOP-PCR je založena na nesedání částečně degenerovaných primerů, které se 

během nízkoteplotních cyklů váží na mnoha místech v genomu. Specifického anealingu primerů 

je možné dosáhnout zvýšením teploty. Množství templátové DNA může být při DOP-PCR 

v rozmezí 15pg-400 ng, přičemž množství získané DNA je vyšší než při použití techniky PEP 

(Wells et al. 1999, Peng et al. 2007). Hlavní výhodou techniky je možnost produkce 

dostatečného množství DNA pro genovou hybridizaci i z jedné buňky (Wells et al. 2002). Pouze 

částečně zdegenerované primery ovšem příčinou nenáhodné amplifikace DNA, což značně 

ovlivňuje některé molekulárně biologické testy. 

Délka amplifikované DNA je přibližně stejná jako při PEP (Telenius et al. 1992). 

Modifikace DOP-PCR umožňuje i produkci delších amplifikátů (přibližně 0,5- 10 kb dle 

použitého protokolu) (Kittler et al. 2002). Jedná se o LP-DOP-PCR (Long Products DOP-PCR), 

která je založena na exonukleázové funkci Pwo polymerázy a delších časů v cyklech během PCR 

amplifikace.  

Další možnou modifikací DOP-PCR je využití více degenerovaných primerů a 12 

nespecifických amplifikačních cyklů (Bonnette et al. 2009). Pro zvýšení délky amplifikátů jsou 

do reakce přidávány další typy polymeráz. Tato modifikace vede oproti původní metodě k 

produkci delších fragmentů DNA s pokrytím genomu vyšším až o 45%. 

1.5.3 MDA (Multiple Displacement Amplification) 

Třetím přístupem pro celogenomovou amplifikaci je MDA. Jejím principem je annealig 

krátkých, pouze šestinukleotidových primerů na jednovláknou DNA. Při jejich prodlužování 

DNA polymerázou dochází k odštěpování nově vzniklých fragmentů, které mohou rovněž 

sloužit jako templáty, ovšem v opačné orientaci. Při MDA tedy vzniká velké množství kopií 

zdrojové DNA (Lovmar and Syvänen 2006). Jako polymeráza slouží nejčastěji phi fágová 

polymeráza případně Bst DNA polymeráza, která ovšem produkuje větší množství chyb 

(Spits et al. 2006).  

V klinické praxi je MDA amplifikace používána např. v prenatální diagnostice pro 

zjištění některých genetických vad, jako jsou X-vázaný retinoblastom (Lledó et al. 2008) či 

syndrom fragilního chromozómu X (Malcov et al. 2007). MDA je rovněž možné použít pro 

získání velkého množství DNA fragmentů s vysokým pokrytím genomu z jedné spermie (Jiang 

et al. 2005). 
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1.5.4 OmniPlex WGA 

Poslední metoda celogenomové amplifikace využívá teplotní fragmentaci DNA na 

definovanou velikost. Na tyto náhodné fragmenty jsou připojeny sekvence sloužící pro nasednutí 

primerů pro následující amplifikaci. Těmto fragmentům s primery se říká knihovna a může být 

mnohonásobně (třeba i milionkrát) namnožena. Hlavní výhodou této metody je možnost 

současného testování mnoha lokusů v nezávislých PCR reakcích.  

OmniPlex WGA je v současné době jednou z nejpoužívanějších typů celogenomové 

amplifikace a rovněž jsou na jejím principů založeny některé z komerčně dostupných kitů. 

1.5.5 Nevýhody celogenomových amplifikací a jejich srovnání 

Při žádném z typů celogenomových amplifikací se doposud nepodařilo naamplifikovat 

kompletně celý genom. Důvody k tomu jsou zřejmé- templátové DNA je velmi malé množství, a 

tamůže být po některých typech izolace i poškozená. Další příčinou je metodika samotná. I když 

jsou primery velmi krátké a často degenerované, některé fragmenty jsou oproti jiným množeny 

častěji. Často také dochází ke ztrátě alel či mikrosatelitů používaných v různých studiích.  

Studie (Höckner et al. 2009) ukázala, že z dostupných metod má největší množství 

amplifikovaných mikrosatelitů komerčně dostupný kit GenomePlex Single Cell Kit firmy 

Sigma-Aldrich, využívající metodu OmniPlex WGA. V této studii sloužily jako zdroj DNA 

mikrodisektované chromozómy a byly porovnávány všechny čtyři typy celogenomové 

amplifikace.  

1.6 Bioinformatika 

Bioinformatika je v současnosti nedílnou částí biologických analýz. Především neustálý 

nárůst počtu sekvencí získaných ze sekvenací nové generace vede k nezbytnosti využití 

bioinformatických metod pro třídění a vyhodnocení dat. Existuje mnoho volně dostupných i 

komerčně prodávaných programů, ty ovšem neumí řešit všechny problémy současně. Pro 

bioinformatika je z tohoto důvodu velmi často nutná alespoň elementární znalost nějakého 

programovacího jazyka, který mu umožní upravit si program přesně pro své účely.  

1.6.1 Algoritmy pro vyhodnocování dat ze sekvenací  

Pro vyhodnocení dat ze sekvenací existuje nepřeberné množství algoritmů a rovněž je 

možné naprogramovat si nějaký svůj vlastní. Vzhledem k množství dat získaných především z 

NGS sekvenací je ovšem naprosto nezbytné, aby takové programy pracovaly co nejúsporněji, tj. 
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aby byly co nejlépe přizpůsobené konkrétnímu problému. Velmi často jsou výstupem z NGS 

sekvenací desítky až stovky miliónů krátkých sekvencí, které je nutné buď spojit (assemblovat), 

anebo srovnat s assembly již existující. Při použití nevhodného softwaru by taková operace 

mohla trvat týdny až měsíce, a to i při použití velmi výkonného počítače. 

Mezi nejpoužívanější algoritmy pro aligning čtení do genomu patří SOAP2 (Li et al. 

2008b), Bowtie (Langmead et al. 2009), BWA (Li et al. 2008a), MAQ 

(http://maq.sourceforge.net) a Novoalign (www.novocraft.com). Kromě algoritmu MAQ je u 

všech nutné nejprve vytvořit indexovaný referenční genom, se kterým jsou následně jednotlivá 

čtení srovnávána. Každý z těchto programů používá jiný systém pro vyhledávání zásahů, 

Novoalign má od ostatních i odlišný způsob vytváření indexu. Výhodou algoritmů SOAP2, 

Bowtie a Novoalign je rovněž možnost zvolit maximální počet nepřesných zásahů oproti 

referenčnímu genomu. Testování těchto programů nicméně ukázalo, že při použití kvalitních 

sekvencí mezi nimi v podstatě neexistuje rozdíl a všechny tyto programy fungují stejně dobře 

(Yu et al. 2012). Nejpoužívanějším algoritmem je v současné době pravděpodobně Bowtie, který 

je neustále vyvíjen a především je spojen s dalším nepřeberným množstvím programů pro 

srovnávání sekvencí nejen s DNA, ale i m- RNA a genů, a dále i s programy na vytváření 

scaffoldů, assembly, a rovněž mnoha dalšími (http://bowtie-bio.sourceforge.net/). 

1.6.2 Datové formáty pro zaznamenání sekvence 

Různé programy požívají různé formáty dat. Většinou se jedná o zjednodušené zapsání 

sekvence, orientace a jejích dalších vlastností. Jedna přečtená sekvence se často nachází na 

jednom řádku, případně je od ostatních sekvencí oddělena jiným způsobem (např. specifickým 

znakem). Mezi nejznámější formáty patří FASTA, případně FASTQ. Každý program používá 

trochu jiný datový formát a velmi často je nezbytné tyto formáty mezi sebou převádět. Existuje 

jich poměrně velké množství a i některé internetové databáze mají svoje vlastní formáty. 

Univerzální formát nebyl zatím vytvořen. Z tohoto důvodu se budu zabývat pouze nejznámějšími 

formáty a uvedu je spíše pro ilustraci. 

1.6.2.1 FASTA 

Nejjednodušší a nejpoužívanější formát, ve kterém každá sekvence začíná „>“, následuje 

název, případně popis a na dalším řádku je uvedena samotná sekvence. Tento formát je využíván 

v internetových vyhledávačích, případně jako výstup ze Sanger sequencing. 

http://maq.sourceforge.net/
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1.6.2.2 FATSQ 

Tímto formátem je kromě sekvence zaznamenávána rovněž kvalita sekvence při výstupu 

ze sekvenace. Sekvence začíná „@“, názvem, na dalším řádku je samotná sekvence a na třetím 

řádku je zaznamenána kvalita sekvence, kterou je možné vyhodnotit v některých programech. 

1.6.2.3 Další formáty databází 

Velké množství datových formátů využívá systém jedna sekvence-jeden řádek. Každý 

řádek obsahuje krom sekvence různé množství informací, které jsou od sebe odděleny mezerou  

či tabulátorem. V každém formátu je počet jednotlivých informací pevně daný, a pokud není tato 

informace známá, je místo ní zobrazena tečka. Jednotlivé formáty si jsou vesměs velmi podobné- 

pro zjednodušení bude podrobně popsán pouze jeden. Krom formátu BED existují i formáty 

BAM, SAM, MySQL, GFF a mnoho dalších. V těchto formátech jsou uloženy informace o 

známých, již srovnaných sekvencích a může se jednat jak o sekvence DNA, RNA i proteinové 

sekvence.  

1.6.2.3.1 BED formát 

Tento formát obsahuje tři povinné položky, zbylých devět je dobrovolných. Je používán 

některými zobrazovacími softwary, např. programem GenomeBrowse. Jednotlivé položky jsou 

od sebe oddělení tabulátorem a na jednom řádku se vždy nachází informace o jedné sekvenci.  

Jedná se o následující položky: 

1. Scaffold či chromozóm, na kterém se sekvence nachází 

2. První pozice sekvence (Start) 

3. Poslední pozice sekvence (End) 

4. Jméno 

5. Skóre 

6. Vlákno- „+“ nebo „-“ 

7. Druhý start- např. start kodón 

8. Druhý konec- např. stop kodón 

9. ItemRGB- barva v zobrazovacím programu 

10. Počet bloků- počet exonů v jedné BED linii 

11. Velikost bloků, které jsou mezi sebou odděleny středníkem 

12. Začátky jednotlivých bloků 
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1.6.3 Základní programovací jazyky používané v bioinformatice 

Pro bioinformatiku je vhodný jakýkoli programovací jazyk. Vzhledem k tomu, že 

biologové většinou nejsou programátoři, je víc než vhodné, aby byl jazyk co nejjednodušší a 

nejpřehlednější. V současné době patří mezi nejpoužívanější skriptovací jazyky PERL, 

PYTHON a případně trochu komplikovanější Java. Dalším používaným jazykem, především pro 

řešení statistických problémů, je R. Rovněž je vhodná znalost některého Unixového (Linux, 

BDS, Solaris) operačního systému.  

1.6.3.1 PERL 

Jedná se o pravděpodobně nejpoužívanější jazyk v bioinformatice. Byl vyvinut v roce 

1987 Larym Wallem a jeho hlavní výhodou je jednoduchost, flexibilita a rovněž snadná instalace 

modulů. Je volně dostupný na www.perl.org. Pro jeho interpretaci je nezbytné mít nainstalovaný 

další program, tzv. interpeter. Pro bioinformační účely bylo vytvořeno velké množství modulů, 

které je možné stáhnout si z internetu. Souhrnně se tato modifikace PERLU jmenuje BioPERL 

(www.bioperl.org). I mnoho dalších bioinformačních programů používá PERL, například 

GBrowse (http://gmod.org/wiki/GBrowse), který je běžně používaný na mnoha stránkách pro 

zobrazení assembly, genů a sekvence. 

1.6.3.2 PYTHON 

Druhý nejpoužívanější jazyk, který má na rozdíl od PERLu pevně danou skladbu. 

Z tohoto důvodu je doporučován pro začátečníky. Na druhou stranu u něj neexistuje tak velké 

množství modulů jako u PERLu a rovněž jejich instalace je složitější, protože neexistuje 

centrální úložiště, ze kterého by bylo možné tyto moduly stáhnout. Stejně jako PERL je i 

PYTHON volně dostupný (www.python.org). 

  

http://www.perl.org/
http://www.bioperl.org/
http://gmod.org/wiki/GBrowse
http://www.python.org/
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2. Cíle práce 

 

Hlavním cílem práce bylo nalézt nové metody pro genetické mapování u modelového organizmu 

Xenopus tropicalis. 

 

Cíle jednotlivých studií byly následující: 

 

 Sestavení genetické mapy druhu Xenopus tropicalis se zaměřením na fyzické mapování 

genů ve vybraných scaffoldech pro přiřazení jednotlivých LG k chromozómům a zjištění 

jejich orientace 

 

 Optimalizace laserové mikrodisekce chromozómů X. tropicalis, celogenomové 

amplifikace a jejich použití pro Zoo-FISH značení chromozómů Xenopus laevis 

 

 Identifikace scaffoldů a genů na krátkém raménku chromozómu 7 novým postupem 

využívajícím mikrodisekci příslušné chromozomální oblasti a její sekvenování metodou 

Illumina 

 

 Charakterizace rozdílů pohlavních chromozómů u X. tropicalis s využitím dat získaných 

sekvenací mikrodisektovaného p raménka chromozómu 7 
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3. Výsledky    
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4. Shrnutí výsledků a diskuze 

4.1 Genetická mapa  

Nově vytvořená genetická mapa X. tropicalis má dvě části- vazebnou mapu a fyzickou 

mapu tvořenou FISH markery vytvořenou v naší laboratoři. Vazebná mapa vycházela z assembly 

4.1 a s každým mapovaným markerem byla do vazebné mapy přidána délka celého scaffoldu, ve 

kterém se nacházel.  

Vazebná mapa byla vytvořena z celkem 2886 SSLP (Simple Sequence Length 

Polymorphysm) markerů. Původně byly tyto markery vyhledávány ve starší verzi assembly 

v.2.0, nicméně do následné analýzy byly zahrnuty pouze takové, které měly unikátní sekvenci 

v assembly v.4.1. Polymorfní markery byly hledány mezi jedinci kmenů Ivory coast a Nigerian 

Strains. Experimentálním zpětným křížením bylo získáno 190 jedinců, u kterých byl zjišťován 

výskyt jednotlivých polymorfií. Vazebná analýza provedená programem JoinMap3 vedla 

k vytvoření celkem 10 velkých a 4 menších vazebných skupin. Každá vazebná skupina 

obsahovala 103-506 markerů a jejich délka byla 77-138 centimorganů. 4 menší vazebné skupiny 

celkem zahrnovaly 54 markerů (6 až 29 na skupinu) a byly 6-40 cM dlouhé. Celková délka 

vazebné mapy představovala 1345,9 cM, zahrnovala 758 z největších cca 1300 scaffoldů 

s velikostí přes 100.000 bp a pokrývala minimálně 62% genomu Xenopus tropicalis (přibližně 

1,055Gb). 

Průměrná vzdálenost mezi markery činila u jednotlivých vazebných skupin 0,27-0,75.   

1cM odpovídal průměrně vzdálenosti 581 kb, nicméně tato hodnota velmi kolísala (od 4kb/cM 

do 3000kb/cM). Především v oblasti centromer byla tato hodnota velmi vysoká, nicméně i 

některé scaffoldy nacházející se ve velké vzdálenosti od centromery měly tuto hodnotu 

zvýšenou.  

Přiřazení jednotlivých vazebných skupin k chromozómům, jejich orientace a rovněž 

poloha čtyř malých LG byla zjištěna technikou Fluorescenční In Situ Hybridizace spojené 

s tyramidovou amplifikací (FISH-TSA) (Krylov et al. 2007). Jednotlivé markery byly vyhledány 

ve scaffoldech v databázích Ensembl (www.ensembl.org/Xenopus_tropicalis) a GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Celkem byla zjištěna poloha 69 cDNA markerů o minimální 

délce 900bp. Pozice jednotlivých sond na chromozómech byla vyjádřena jako poměr jeho 

vzdálenosti od centromery a celkovou délkou příslušného raménka (RCD, Relative Distance 

From Centromere). Pro každý marker byla zjištěna poloha v alespoň šesti různých mitózách.  

http://www.ensembl.org/Xenopus_tropicalis
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Pro každou vazebnou skupinu bylo náhodně vybráno několik markerů, které vždy 

mapovaly do jednoho chromozómu. Jejich pořadí rovněž umožnilo zjistit orientaci jednotlivých 

LG (p-q či q-p).  

Malé vazebné skupiny byly metodou FISH-TSA přiřazeny k chromozómům 3, 5 a dvě do 

chromozómu 8. Porovnáním vazebné a fyzické mapy bylo zjištěno, že jsou všechny 

chromozómy pokryty vazebnými markery po celé své délce. Jedinou výjimkou je krátké 

raménko chr.2, který neobsahuje žádný vazebný marker a první marker příslušné LG se nachází 

na centromeře. Krátké raménko chr.2 tedy není součástí vazebné mapy. Pravděpodobným 

důvodem nemožnosti zahrnout tuto oblast do vazebné mapy mohl být nízký až nulový obsah 

polymorfních SSLP markerů, a s tím i změněná rekombinační frekvence v této oblasti. V době 

vydání výše uvedeného článku existovalo velké podezření, že se v této oblasti nachází gen 

určující pohlaví. Studie (Mácha et al. 2012) navíc poukázala na velkou syntenii chr. 2 u X. 

tropicalis s lidským chromozómem X. Poloha sex určující oblasti byla později určena na 

krátkém raménku chromozómu 7 (Olmstead et al. 2010), kde se ve vazebné mapě nacházela 

poměrně velká (15cM) oblast bez jediného markeru. 

 

Tabulka 1: přiřazení jednotlivých vazebných skupin k chromozómům 

Zjištěná poloha některých markerů neodpovídala assembly v.4.1 a tím vypovídala o její 

možné chybnosti. U celkem 45 scaffoldů byla zjištěna poloha několika markerů ve dvou a více 

vazebných skupinách. 27 scaffoldů bylo v té době nově vznikající assembly v.5.0 rozděleno na 

více částí. U zbylých scaffoldů nebyl jejich chimerismus potvrzen.  

Vytvořená vazebná mapa se stala důležitým nástrojem pro genetické i genomické studie u 

Xenopus tropicalis, potvrdila assembly v.4.1 (Hellsten et al. 2010) a rovněž sloužila jako 

důležitý zdroj informací pro nově vzniklou assembly v.7.1.  

Vazebná skupina 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Orientace LG q-p p-q p-q p-q q-p q-p p-q p-q q-p q-p 

Chromozóm 

(Tymowska 1973) 
1 2 9 3 4 8 5 10 6 7 

Chromozóm 

(Khokha et al. 2009) 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
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4.2 Příprava malovacích sond druhu X. tropicalis z mikrodisektovaných 

chromozómů a rekonstrukce tetraploidního karyotypu X. laevis 

metodou Zoo-FISH 
 

K oddělení příbuzných druhů Xenopus tropicalis a Xenopus laevis došlo přibližně před 

padesáti až šedesáti milióny let (Evans et al. 2004). I přes tento velmi dlouhý časový úsek je při 

použití mezidruhové hybridizační sondy (Zoo-FISH) stále možné zjistit velkou podobnost mezi 

jejich chromozómy a rovněž je možné potvrdit tetraploidní původ druhu Xenopus laevis.  

Pro studii příbuznosti metodou Zoo-FISH byly z primární testikulární buněčné kultury X. 

tropicalis získány metafázní chromozómy. Fixované buňky byly nakapány na polyethylén- 

naftalovou membránu, nabarveny Giemsou a mikrodisektovány PALM MicroLaser systémem, 

který byl spojen s invertovaným mikroskopem. Od každého chromozómu bylo vyříznuto 

přibližně 15 kopií.  

Malovací sondy byly připraveny dvěma odlišnými způsoby. Prvním byla celogenomová 

amplifikace za použití GenomePlex Single cell WGA (WGA4) kitu s následným značením 20ng 

amplifikačního produktu Dig-11-dUTP za pomoci GenomePlex DNA Reamplifikačního Kitu 

(WGA3). Druhým způsobem byly dvě po sobě jdoucí DOP-PCR s Dig-11-dUTP (Kubickova et 

al. 2002). Tento postup se nakonec ukázal jako neúspěšný. Následná hybridizace testovací sondy 

z chromozómu X. tropicalis (Xt) 9 na Xt kulturu vedla k označení pouze malé oblasti, a to v 

sekundárním přerušení příslušného chromozómu. Při použití sond vyrobených prvním postupem 

došlo naopak k označení téměř celých příslušných chromozómů, nicméně ani v tomto případě 

nebyl nabarvený celý chromozóm. Důvodem mohl být zvýšený obsah repetitivních sekvencí na 

chromozómu 9, které byly následně inhibovány kompetitorovou DNA. 

 Sondy z chromozómů Xt 1, Xt 3, Xt 5, Xt 6, Xt 7, Xt 8 a Xt 10 vždy značily vždy pouze 

příslušný Xt chromozóm. Sondy z chromozómů Xt 2 a Xt 4 bohužel nespecificky značily i další 

chromozomální oblasti a nebyly z tohoto důvodu dále zahrnuty do studie. Pravděpodobným 

důvodem bylo přimíchání nesprávného chromozómu do mikrodisekce, což bylo zapříčiněno 

obtížným rozpoznáním těchto chromozómů. Pro možnou mikrodisekci těchto dvou chromozómů 

bude nezbytně nutné jejich předchozí bandování. 

Po otestování specifity byly jednotlivé Xt sondy hybridizovány s chromozomy Xenopus 

laevis (Xl) získaných ze splenocytů. Xt 1, Xt 5, Xt 6 a Xt 8 značily chromozomální kvartety 

druhu Xenopus laevis (viz tabulka). Nejkomplikovanější situace nastala v případě barvení 

chromozómem Xt 7, který značil celý kvartet Xl 7a Xl 10, dále satelitní oblast Xl 12 a krom toho 

byly označeny menší oblasti na mnoha dalších chromozómech.  
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Xenopus 

tropicalis (Xt) 

1 3 5 6 7 8 9 10 

Xenopus 

laevis (Xl) 

chr1+ 

chr 2 

qchr 

12+ chr 

16 

chr 13+ 

chr 17 

chr 6+ 

chr 9 

chr 7+ 

chr 10+ 

satelit 

chr 12+ 

p13 

chr 11+ 

chr 14 

1/2q 

chr 15+ 

1/2q 

chr 18 

Pericentri-

cké oblasti 

chr.14+chr

18 

Tabulka 2: Přiřazení příslušných chromozómů podle Zoo-FISH. (Xt) Xenopus tropicalis, (Xl) 

Xenopus laevis, (1-10,1-18) označení chromozómu 

 

Poměrně malá označená oblast na Xl chromozómech při použití sondy Xt9 může být 

způsobena stejným důvodem, jako při značení Xt chromozómů- tedy vysokým obsahem repetic a 

jejich inhibici kompetitorem.  Možným důvodem může být i to, že chromozómy u X. laevis 

postrádají sekundární konstrikci vyskytující se na Xt9. 

Naše výsledky získané ze Zoo-FISH pokusů podporují pravdivost teorie vzniku Xenopus 

laevis ze dvou diploidních druhů (2n=20), u kterých došlo předešlými nerecipročními 

přestavbami k translokaci jednoho z chromozómů na jiný chromozómy (Schmid and Steinlein 

1991). Vzniklé druhy tak měly 18 (2n) chromozómů, a jejich křížení dalo vzniknout novému 

druhu s 36 chromozómy. S největší pravděpodobností podstoupil tyto přestavby Xt 10, který se 

nevyskytuje u žádného z příbuzných druhů.  Sonda Xt10 značila pericentrické oblasti Xl 14+Xl 

18, což svědčí o přestavbách proběhlých na těchto chromozómech. Tyto chromozómy jsou 

rovněž značeny sondami z Xt 8 a Xt 9, pravděpodobně tedy došlo v evoluci k translokaci Xt10 

na tyto dva chromozómy.  

Dvě sondy (Xt 1 a Xt 6) barvící chromozomální kvartety odpovídaly studii o rekonstrukci 

tetraploidního karyotypu u Xenopus laevis s replikačním pruhováním (Schmid and Steinlein 

1991). Bohužel se nepodařilo získat sondy z chromozómů Xt 2 a Xt 4, které by na základě 

dalších výzkumů (Tlapakova et al. 2005, Krylov et al. 2007) značily Xl 3+Xl 8, respektive Xl 4+ 

Xl 5.  

Tímto výzkumem byla zavedena mikrodisekce chromozómů u druhu Xenopus tropicalis 

a rovněž byl nalezen nejvhodnější typ celogenomové amplifikace pro následné použití jak při 

výrobě paintovacích sond, tak i pro další molekulárně biologické postupy. 
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4.3 Efektivní vysokorychlostní sekvenace laserově mikrodisektovaného 

chromozomálního ramene 

 

Genová assembly představuje u každého modelového organizmu důležitý nástroj pro 

zjišťování genových funkcí či pro evoluční studie. U modelového organizmu Xenopus tropicalis 

existují v současné době dvě verze assembly (v.4.1 a v.7.1), ovšem ani jedna z těchto dvou verzí 

plně nepokrývá jeho deset chromozómů. Hlavním důvodem je velké množství repetic v genomu 

a tudíž i neschopnost assemblačních programů spojit jednotlivé scaffoldy do větších celků. 

V novější verzi assembly (v.7.1) byly spojeny současné poznatky z nové genetické mapy (Wells 

et al. 2011) a syntenií s kuřetem, a vzniklá assembly obsahuje 10 velkých scaffoldů 

odpovídajících deseti chromozómům. I v této verzi je ovšem velké množství scaffoldů 

nepřiřazených- v anglické terminologii se jim říká „orphan scaffolds“. Dalším důvodem 

nemožnosti dokončit assembly je i nedokonalost vazebné mapy. Ta obsahuje dvě velké oblasti 

zcela bez markerů- celé dlouhé raménko chromozómu 2 a 15 cM na distálním konci krátkého 

raménka chromozómu 7. Již pouhým porovnáním v.7.1 a fyzické mapy krátkého raménka chr.2 

je možné zjistit, že jsou sice jednotlivé geny přiřazeny správně do chromozómu (pravděpodobně 

na základě syntenie), nicméně jejich pořadí si neodpovídá. Je tedy zřejmé, že pro dokončení 

genetické mapy a i pro dokončení assembly je nutné použít další, novější postupy. 

V naší studii jsme se věnovali krátkému raménku chromozómu 7, kde se pravděpodobně 

nachází gen určující pohlaví (Olmstead et al. 2010). Tento chromozóm je snadno rozpoznatelný 

pod mikroskopem, a to díky sekundární restrikci nacházející se blízko centromery na jeho 

dlouhém raménku. Ve spolupráci s Veterinárním ústavem v Brně bylo mikrodisektováno 15 

kopií krátkého raménka chromozómu 7 za použití PALM MicroLaser systému (P.A.L.M. 

GmbH, Bernried, Germany), který byl spojen s invertovaným mikroskopem. Z důvodu možné 

ztráty části chromozómu při vyřezávání laserovým paprskem byl řez veden nad sekundární 

restrikcí na dlouhém raménku chr.7. Jako zdroj chromozómů sloužila primární testikulární 

buněčná kultura X. tropicalis. 

Vzhledem k velmi malému množství získaného materiálu byla získaná DNA 

amplifikována dvěma amplifikačními kity- WGA4 GenomePlex Single Cell Kit (Sigma-Aldrich) 

a následně WGA3 (GenomePlex WGA Reamplification Kit, Sigma-Aldrich). Tento systém se 

nám osvědčil v předchozí studii (Krylov et al. 2010). Průměrná délka amplifikovaných 

fragmentů činila 500-600bp. 

Získaná DNA byla sekvenována NGS systémem Illumina, a to ve spolupráci s MRC 

National Institute for Medical Research v Londýně. Výsledkem bylo získáno přibližně 35 
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miliónů přečtených sekvencí o délce 80 bází. Ty byly bioinformačními metodami namapovány 

algoritmem Bowtie s maximálně dvěma odchylkami v sekvenci do obou verzí assembly (v.4.1 a 

v.7.1). Poloha zásahů do genomu byla zobrazena pomocí programu GBrowse. Získané sekvence 

byly rovněž srovnány se známými mRNA X. tropicalis. 

Do starší verze assembly (v.4.1) se podařilo unikátně namapovat 3.900.340 Illumina 

čtení. Pro každý scaffold ležící na genetické mapě chromozómu 7 byl spočítán poměr množství 

zásahů vzhledem k jeho délce. Všechny scaffoldy namapované fyzicky metodou FISH-TSA do p 

raménka chr.7 měly tento poměr vysoký (více než 29 zásahů/kb), stejně jako většina scaffoldů ve 

vazebné mapě s příslušnou polohou. Tento poměr rapidně klesl v oblasti centromery (69cM). 

Fyzicky namapovaný scaffold 297, ležící přibližně v oblasti řezu těsně pod centromerou se 17 

zásahy/kb byl určen jako hraniční. Všechny scaffoldy s menším počtem zásahu byly brány jako 

falešně pozitivní. Jednalo se o 6,3% z celkového počtu zásahů. 

 67% zásahů mapovalo do scaffoldů nacházejících se v genetické mapě na p ramenu 

chr.7, 3,5% do scaffoldů namapovaných do jiných oblastí než 7p a 22,5% do scaffoldů bez 

známé polohy. Předpokládáme, že vzhledem k vysokému poměru počtu zásahů na kb jsou 

scaffoldy z obou těchto skupin rovněž umístěny v mikrodisektované oblasti chromozómu 7. 

Poloha veškerých zásahů v jednotlivých scaffoldech byla zobrazena pomocí programu 

GBrowse. Přibližně 15% ze všech scaffoldů s polohou na 7p bylo pokryto zásahy nerovnoměrně 

a vyskytovaly se v nich velké oblasti (přes 100kb) bez jediného zásahu. Vzhledem k tomu, že se 

v těchto nepokrytých oblastech nacházejí geny a že se tedy nejedná o velké repetitivní oblasti, 

kam by nemohly zásahy mapovat unikátně, předpokládáme, že jsou tyto scaffoldy hybridní, tj. že 

se jejich nepokryté části nacházejí v jiných oblastech, než 7p. Tato domněnka byla potvrzena i 

fyzickým mapováním genů ze scaffoldů 75, 266 a 270. Z každého scaffoldu byl vybrán jeden 

gen z oblasti s velkým množstvím zásahů a jeden z oblasti bez zásahů. Zatímco geny z pokryté 

oblasti vždy mapovaly do krátkého raménka chr.7, ty z části bez zásahů mapovaly do jiných 

chromozómů. 

V případě assembly 7.1 mapovalo do superscaffoldu 7 přibližně 80% zásahů, a to 

většinou do oblasti 0-60Mb odpovídající krátkému raménku. V 7p se nacházelo několik oblastí 

zcela bez zásahů a naopak v ostatních velkých chromozómech a i 7q se vyskytovaly oblasti 

s velkým pokrytím, svědčících o špatně sestavené assembly v7.1. Rovněž se nám podařilo 

přiřadit 14 menších scaffoldů bez známé polohy ke krátkému raménku chr.7. 

Touto studií byla v naší laboratoři vyvinuta nová metoda pro sekvenování a mapování 

mikrodisektovaných částí chromozómů. V porovnání s dřívější podobnou studií, kde byly 

mikrodisektovaná chromozomální raménka amplifikována pomocí DOP-PCR a sekvenována 
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454- NGS technologií bylo získáno 30.000x víc čtení a 10.000x více jich unikátně mapovalo do 

genomu. Podobných výsledků jako našich bylo dosaženo doposud pouze při sekvenování 

chromozómů získaných pomocí průtokové cytometrie (Hernandez et al. 2012). 

Metodu sekvenování mikrodisektovaných chromozómů a jejich částí lze zcela jistě použít 

nejen pro ověřování genetické mapy či assembly, ale i pro zjišťování polohy genů 

v chromozómech u organizmů s neosekvenovaným  genomem. Další aplikace techniky by mohla 

být v libovolném výzkum vyžadující molekulární analýzu z velmi malého množství buněk, jako 

je klinická cytogenetika, onkologie a prenatální diagnostika. Hlavní výhodou tohoto systému je 

možnost rozpoznání mikrodisektovaného chromozómu pod mikroskopem, která je v porovnání 

s průtokovou cytometrií výrazně snadnější.  

4.4 Velké pseudoautosomální oblasti na pohlavních chromozómech žáby 

Silurana (Xenopus) tropicalis 

Xenopus tropicalis má homomorfní, tedy nerozpoznatelné pohlavní chromozómy. U 

velkého množství druhů došlo u pohlavních chromozómů k jejich rozlišení, a to snížením 

rekombinace mezi jejími nehomologními částmi s následným hromaděním mutací, inverzemi, 

delecemi či naopak insercemi DNA v jejich blízkosti (Charlesworth 1991). Právě postupným 

hromaděním rozdílů mezi chromozómy a s tím spojeným zvětšováním nehomologních oblastí 

mohou v evoluci vzniknout odlišné chromozómy. U druhu X. tropicalis se tak nestalo. 

Pravděpodobnou příčinou byla mnohonásobná, více než 32 násobná, změna pohlavních 

chromozómů (Schmid et al. 2010, Evans and Charlesworth 2013). Dalším důvodem mohla být 

opakovaná rekombinace mezi pohlavními chromozómy po celé jejich délce. Takové 

chromozómy obsahují velké pseudoautozomální oblasti, které homologní rekombinaci 

nezabraňují (Stöck et al. 2011). 

Přestože má X. tropicalis osekvenovaný genom (Hellsten et al. 2010), nebyla u něj po 

sekvenaci charakterizována oblast určující pohlaví. (Olmstead et al. 2010) nalezli 22 markerů se 

silnou vazbou na pohlaví a podle vazebné mapy (Wells et al. 2011) leží některé z těchto markerů 

na distálním raménku p ramena chromozómu 7, v blízkosti 15cM oblasti, která neobsahuje 

jediný vazebně mapovaný marker. 

Cílem naší práce bylo blíže charakterizovat oblast se silnou vazbou k pohlaví. K tomu 

byla použita NGS technologie Illumina vyhledávající SNP markery, tzv. „RAD tags“, a to 

celkem u čtyř samců a čtyřech samic. Základním předpokladem studie bylo, že do genomu bude 

mapovat větší množství sekvencí získaných sekvenací ze samičí DNA, protože současná 
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assembly byla sestavena genetického materiálnu pocházejícího z tohoto pohlaví. Navíc je samice 

heterogametním pohlavím, samec by tedy měl některé ze sekvencí postrádat. Tento předpoklad 

se bohužel nepodařilo prokázat, v obou případech byl do genomu namapován přibližně stejný 

poměr NGS čtení (87,8-90,8% u samic oproti 85-90,8% u samců). Absolutní počet 

namapovaných čtení se sice u odlišných pohlaví lišil, ovšem průměrně bylo namapováno u samic 

o 1,1-3,3% víc čtení do každého z deseti chromozómů, s 2,5% u chromozómu 7, což nesvědčilo 

o větší odchylce u pohlavního chromozómu. 

Ani NGS sekvenování krátkého raménka chromozómu 7 nepřineslo signifikantní 

výsledky. Mikrodisektované chromozómy byly samčí a toto pohlaví by mělo scaffoldy se silnou 

vazbou na pohlaví postrádat. To se ovšem prokázalo pouze u dvou ze dvanácti scaffoldů ze 

studie (Olmstead et al. 2010). Jednalo se o scaffoldy 662 a 278 z assembly v.7.1.  V jednom 

z těchto scaffoldů by se tedy mohl nacházet gen určující pohlaví. Zvláštní ovšem je, že se oproti 

našemu předpokladu na samčích chromozómech vyskytovaly všechny ostatní scaffoldy se silnou 

vazbou na pohlaví. 

  Mezi samci a samicemi nebyly nalezeny významné rozdíly ani v sekvencích jednotlivých 

markerů použitých ve studii (Olmstead et al. 2010), a žádná z frekvenčních odlišností nebyla 

fixována u samičího pohlaví. Na druhou stranu se v současných verzích assembly nachází pouze 

asi 80% ze všech bází a sekvenování mikrodisektovaného raménka krátkého raménka chr 7. 

prokázala, že se ve verzi v.7.1 nachází na krátkém raménku chromozómu 7 několik oblastí, které 

jsou sestaveny špatně, nebo vůbec. Je tedy možné, že se gen určující pohlaví nachází v částech 

genomu, o kterých nemáme žádné informace.  

Celkově naše výsledky nasvědčují, že je oblast určující pohlaví na p raménku chr.7 velmi 

malá a rozdíly pohlavních chromozómů jsou minimální. Tento výsledek je shodný se studií (Uno 

et al. 2008), ve které se nepodařilo bandovacími technikami nalézt rozdíly mezi samčími a 

samičími chromozómy u X. tropicalis. Přesná poloha genu určujícího pohlaví zůstává i nadále 

nejasná. Navíc není známý ani přesný způsob, jakým je pohlaví určeno. Např. u druhu Danio 

renio se ukazuje, že má pohlaví určené sice geneticky, ovšem větším množstvím genů 

nacházejících se na různých chromozómech (Anderson et al., 2012). O obdobnou 

komplikovanou situaci by se mohlo jednat i u druhu X. tropicalis. 
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5. Závěr 

 

Veškeré studie zahrnuté v této dizertační práci se týkaly genetiky u Xenopus tropicalis. 

V první studii byla sestavená genetická mapa, která se stala velmi důležitým zdrojem informací 

pro veškeré následující genetické, genomické, ale i cytologické a evoluční výzkumy. Mapu byla 

tvořena ze dvou celků- vazebné mapy, která obsahovala 2886 vazebně mapovaných markerů, a 

mapy fyzické. Ta byla vytvořena v naší laboratoři a její součástí bylo 69 genů s fyzicky zjištěnou 

polohou. Propojením obou přístupů se podařilo přiřadit všech deset velkých a čtyři malé vazebné 

skupiny k jednotlivým chromozómům a zjistit jejich orientaci. Přestože se jedná o nejlepší 

doposud vytvořenou mapu u tohoto druhu, její součástí není krátké raménko chromozómu 2 a 

rovněž obsahovala mezeru na 15 distálních centimorganech krátkého raménka chromozómu 7. 

Toto místo vykazovalo ve studii (Olmstead et al. 2010) velmi silnou vazbu na pohlaví a jeho 

vazebné mapování je velmi obtížné.  

V rámci další studie se nám podařilo vyvinout novou metodu, kterou se nám podařilo ke 

krátkému raménku chromozómu 7 přiřadit přes 200 nových scaffoldů z assembly v.4.1, nalézt 

chybně přiřazené scaffoldy a rovněž poukázat na chybnost sestavení u přibližně 15% scaffoldů 

v této verzi genomu. Chyby byly touto metodou nalezeny i u novější verze (v.7.1). Základním 

principem nově vyvinutého přístupu je mikrodisekce  přibližně patnácti zvolených 

chromozomálních oblastí a následující dvojitá celogenomová amplifikace získané DNA kity 

WGA4 a WGA3. Získaný materiál je osekvenován metodou Illumina, jednotlivá čtení jsou 

bioinformatickými přístupy mapována do genomu a zásahy do něj jsou graficky zobrazeny. U 

špatně sestavených scaffoldů je pokryta zásahy pouze jeho část, u správně sestavených jsou 

zásahy rozmístěny rovnoměrně. Přístup spojující  mikrodisekci, amplifikaci a sekvenaci byla pro 

genetické mapování použita poprvé a i samotná metodika byla oproti dříve používaným 

postupům značně vylepšena. Počet jednotlivých čtení až 3000x převyšoval počet čtení získaných 

v podobné studii u myši. Je zřejmé, že je možné tuto metodu použít u libovolného druhu, 

jediným limitujícím faktorem je možnost rozeznat jednotlivé chromozómy pod mikroskopem. 

Při sestavování výše uvedeného protokolu jsme vycházeli z naší předchozí studie 

srovnávající cytologickými metodami chromozómy druhů X. tropicalis a X. laevis. V této studii 

byly mikrodisektovány chromozómy z buněčné linie druhu X. tropicalis. Získaná DNA byla 

amplifikována dvěma metodami- dvěma po sobě jdoucími DOP-PCR a  celogenomovou 

amplifikací kity WGA4+WGA3. Druhá amplifikace u obou metod zároveň sloužila k označení 

DNA pomocí Dig-11-dUTP . Z výše uvedených postupů se první (DOP-PCR) ukázal jako zcela 

nevhodný, protože sonda značila příslušný chromozóm nedostatečně. Druhou technikou se nám 
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podařilo vyrobit sondy pro všechny chromozómy X. tropicalis, s výjimkou chr.2 a 4. V jejich 

případě došlo k chybě při mikrodisekci, při které byly vyřezávané chromozómy namíchány 

s jinými. Sondy z ostatních chromozómů byly použity k značení chromozómů X. laevis. Touto 

studií jsme zjistili, že jsou chromozómy X. tropicalis č. 1, 5, 6 a 8 sekvenčně velmi podobné s 

příslušnými kvartety u X. laevis. Rovněž jsme poukázali na fakt, že v evoluci došlo ke vzniku 

dvou druhů po translokaci chromozómu Xt 10 na dva jiné chromozómy (pravděpodobně Xt8 a 

Xt9). Tyto druhy se křížily za vzniku nového druhu s 36 chromozómy. 

I poslední studie byla evolučního charakteru a týkala se pohlavních chromozómů. Pomocí 

metody RAD tags a rovněž dat získaných ze sekvenace mikrodisektovaných p ramének 

chromozómu 7 jsme zjistili, že pohlavní rozdíly jsou u tohoto chromozómu minimální. 

Pravděpodobným důvodem je mnohonásobná translokace genu určujícího pohlaví, ke které u 

obojživelníků často dochází. Crossing-over probíhá prakticky po celé jejich délce a proto jsou 

pohlavní rozdíly mezi nimi minimální. Jediné větší rozdíly byly nalezeny u scaffoldů 278 a 662 

z assembly v.7.1, které se nenacházely na mikrodisektovaných krátkých raménkách chr.7 ze 

samčích buněk. Protože data z assembly pocházely ze samice, která je heterogametním 

pohlavím, je možné, že se na jednom z těchto scaffoldů nachází gen určující pohlaví. 

Veškeré nově vynalezené techniky z výše uvedených studií je možné použít i u dalších 

modelových organizmů. Jediným předpokladem je rozpoznatelnost jednotlivých chromozómů 

pod mikroskopem. Protože je genom X. tropicalis sestaven pouze částečně a obsahuje velké 

množství repetitivních sekvencí, lze předpokládat, že u jiných modelových organizmů (myš, 

kuře) by počet výsledných zásahů mohl být vyšší, než v případě tohoto obojživelníka. Značnou 

výhodou metody je potřeba pouze malého množství vstupního materiálu pro mikrodisekci, která 

umožňuje její využití i pro klinické studie v onkologii či prenatální diagnostice. 
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