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Fluorescenèní in situ hybridizace

Bù�ek, J.

Biofyzikální ústav AVÈR, Královopolská  135, 612 65 Brno
tel/fax: 05/41 24 05 00, e-mail: buzek@ibp.cz

Historie a princip metody

Koncem �edesátých let bylo zji�tìno, �e hybridizaci nukleových kyselin lze úspì�nì provádìt i
tehdy, je-li cílová nukleová kyselina obsa�ena ve strukturách cytologického preparátu, napøíklad
v chromozómech (Pardue a Gall 1969). Tím byl polo�en základ zcela novému, pøímému zpùsobu
mapování genomù. První znaèkou, která byla pou�ívána v sondách nukleových kyselin, byly izotopy
(3H, 14C, 35S), jejich� výhodou je vysoká citlivost detekce, nevýhodou v�ak nepøesnì lokalizovaný
signál na chromozómech. Po autoradiografii preparátù je nìkdy nutno statisticky zhodnotit distribuci
støíbrných zrn podél chromozómu a teprve na základì tohoto hodnocení lze rozhodnout o umístìní
dané sekvence (napø. Ambros et al. 1986).

Posléze se pøe�lo na znaèení pomocí jednoduchých organických molekul (biotin, digoxigenin) a
heteroduplexy DNA v chromozómech se detekovaly pomocí pøíslu�ných protilátek nebo jiných
proteinových ligandù, konjugovaných s molekulami umo�òujícími jejich vizualizaci v mikroskopu. Nejprve
to byly enzymy (peroxidáza, alkalická fosfatáza) prìmìòující urèitý substrát v barevný nerozpustný
produkt. Pravou revoluci zpùsobilo v�ak zavedení  fluorescenèního znaèení, které s sebou pøineslo
øadu výhod (Jiang a Gill 1994), napøíklad výrazné zvý�ení citlivosti nebo mo�nost u�ití více sond najednou.
Fluorescenèní znaèka (nejèastìji fluorescein, rhodamin nebo novìji napø. cyaninová barviva) mù�e být
buïto pøímo navázána k nukleotidu, napø. dUTP, a inkorporována do sondy NK (pøímé znaèení, napø.
Reader et al. 1994) nebo mù�e být konjugována k proteinovému ligandu proti biotinu nebo digoxigeninu.
Podle toho, jaký zvolíme postup znaèení a detekce, bude procedura rùznì rychlá a citlivá. Pøímé
znaèení se pou�ívá tam, kde je �ádoucí rychlost (imunodetekce se neprovádí), ale není tøeba vysoké
citlivosti (znaèení celých chromozómových sad pomocí genomové in situ hybridizace, Anamthawat-
Jónsson a Reader 1995).

Pøi pou�ití sondy znaèené biotinem nebo digoxigeninem a následné detekci signálu pomocí protein-
fluorescenèního konjugátu lze vhodnì zvolenou kaskádou reakcí dosáhnout vysoké citlivosti.
V posledních asi tøech letech se díky tomu ji� pomìrnì èasto objevují práce o detekci velmi krátkých
a unikátních sekvencí na rostlinných chromozómech (napø. Hoopen et al. 1996), aèkoli  je to mnohem
nároènìj�í úkol ne�li u �ivoèichù (rostlinné chromozómy jsou velmi kontrahované a bunìèná stìna
èasto ztì�uje penetraci proby i pozorování výsledku v mikroskopu). Zpùsobù amplifikace signálu je
celá øada. V na�í laboratoøi se pou�íváme následující postup, jen� vyu�ívá afinity avidinu k biotinové
znaèce (systém firmy Vector, viz té� Bù�ek et al. 1997).

biotin v DNA heteroduplexu

první vrstva avidinu konjugovaného s fluoresceinem

protilátka proti avidinu konjugovaná s
biotinem

druhá vrstva avidinu konjugovaného s fluoresceinem
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Fluorescenèní znaèka  je excitována svìtlem rtu�ové výbojky o takové vlnové délce, kterou
propustí pøíslu�ný filtr zabudovaný v mikroskopu. Emitovanou fluorescenci daného fluorochromu pak
pozorujeme jako signál (fluorescein - zelená fluorescence, rhodamin - èervená fluorescence), DNA
v chromozómech se barví látkou s odli�nou fluorescencí (DAPI - modrá, propidium jodid - èervená).

Poznámky:

Pokusný materiál a pøíprava preparátù: Nejroz�íøenìj�í je fluorescenèní in situ hybridizace
na mitotických chromozómech. Klasická metoda jejich pøípravy je akumulace metafází v meristému
koøenových �pièek (napø. ledovou vodou, kolchicinem, monobromnaftalenem atd.), fixace, macerace
celulázami a pektinázami a roztlak. Tento postup se (s výjimkou synchronizace a akumulace metafází)
u�ívá i pøi pøípravì preparátù meiotických chromozómù z pylových mateøských bunìk. Dokonalej�í
odstranìní bunìèných stìn pøedstavuje metoda izolace mitotických protoplastù. Spoèívá v pùsobení
celulolytických enzymù na  nefixované koøenové meristémy obsahující jádra v mitóze. Do izotonického
roztoku se pak uvolní protoplasty, které se nechají mírnì nabotnat pøidáním destilované vody, fixují se
a kapou na preparát. Lze tak docílit velmi èistých preparátù s dobøe rozprostøenými metafázními figurami,
vhodných pro rùzné úèely (in situ hybridizace-Bù�ek et al. 1997, in situ nick translace-Vyskot et al.
1993). Preparáty se mohou je�tì o�etøit ribonukleázou a proteolytickými enzymy pro sní�ení pozadí a
lep�í penetraci proby. V jistých specifických pøípadech se pou�ívají pletivové øezy s jednou nebo více

Obecné schéma postupu :

Denaturace hybridizaèní smìsi a DNA v chromozómech

Hybridizace

Odmývání nespecificky navázané sondy

Detekce signálu

Barvení DNA v chromozómech, montá� krycího sklíèka a pozorování pod mikroskopem

Rostlinné buòky s jádry v mitóze, meióze
nebo v  interfázi

Synchronizace bunìèného cyklu a
akumulace metafází

Zhotovení cytologického preparátu

Sonda DNA- klonovaná sekvence, PCR
produkt  nebo syntetický oligonukleotid

 Znaèení sondy

 Pøíprava hybridizaèní smìsi
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vrstvami bunìk s intaktními, neroztlaèenými jádry. Tento materiál se uplatòuje pøi studiu prostorové
lokalizace DNA sekvencí (repeticí, telomer) v interfázi. K vyhodnocení preparátù se obvykle u�ívá
konfokální laserový skenovací mikroskop (CLSM, Rawlins et al. 1991).

Znaèení sondy: Provádí se výhradnì pomocí kitù od rùzných firem (Amersham, Boehringer),
buïto extenzí náhodných primerù pøipojených k denaturované DNA, nebo nick translací (vytvoøí se
jednoøetìzcový zlom - nick - v cukrfosfátové kostøe DNA a následnì probíhá výmìna nukleotidù
v daném øetìzci). Znaèka je vìt�inou pøipojena na raménku (C11) k dUTP, kterým se nahrazuje èást
tymidinù v novì syntetizované DNA. Do znaèených oligonukleotidù se biotin-dUTP vkládá ji� pøi jejich
syntéze. Po znaèení je vhodná kontrola inkorporace znaèeného dUTP, napø. nanesením nìkolika øedìní
sondy na membránu a detekcí konjugátem avidin-alkalická fosfatáza nebo anti-digoxigenin-alkalická
fosfatáza. Stupeò inkorporace se stanoví pomocí intenzity �tìpení chromogenního substrátu (NBT-
BCIP).

Technika fluorescenèní in situ hybridizace umo�òuje  detekovat polohu více rùzných DNA sond
zároveò na jednom preparátu, pokud pou�ijeme pro ka�dou sondu jinou znaèku, napø. fluorescein-
dUTP a rhodamin-dUTP (pøímé znaèení), nebo biotin a digoxigenin-dUTP s pøíslu�nì odli�nými
detekèními systémy aplikovanými postupnì (nepøímé znaèení). Tato metoda se nazývá multicolour
FISH (viz napø. Jiang a Gill 1994).

Denaturace a hybridizace: Nìkteøí autoøi doporuèují spoleènou denaturaci sondy a preparátu
na vyhøívané ploché destièce (napø. upravený termocykler pro PCR - Heslop-Harrison et al. 1991).
V na�í laboratoøi se nejlépe osvìdèila denaturace oddìlená. Sonda se denaturuje ve vroucí vodní lázni
v mikrozkumavce a posléze se rychle zchladí v ledové lázni. Chromozómové preparáty se denaturují
krátce (cca 1-2 minuty) v 70% formamidu (sni�uje Tm DNA) pøi cca 70oC. Poté se rychle zchladí ve
vzestupné ethanolové øadì  (50, 70, 100 %) pøi

-20oC a vysu�í se proudem vzduchu. Del�í denaturace pøi vy��í teplotì by vedla k po�kození
struktury chromozómù. Hybridizaèní smìs obsahuje mimo denaturované DNA sondy je�tì nosièovou
DNA (sonikovaná denaturovaná DNA pøipravená ze spermií lososa), formamid, roztok solí (SSC) a
dextransulfát. Po aplikaci hybridizaèní smìsi a krycího sklíèka se preparát zarámuje (pou�íváme gumové
lepidlo) a nechá inkubovat nejèastìji pøes noc ve vlhké komùrce pøi 37oC.

Odmývání a detekce: Odmývání nespecificky navázané sondy ve formamidu a SSC je analogické
odmývání pøi membránových hybridizacích. Pøi pou�ití krátkého oligonukleotidu jako sondy je tøeba
stringenci sní�it. Pøi hybridizaci s pøímo znaèenou sondou následuje po tomto kroku ji� jen barvení
DNA v chromozómech a pozorování. Je-li sonda znaèena biotinem nebo digoxigeninem, je nutno provést
kaskádu amplifikaèních a vizualizaèních reakcí. Nejdøíve je tøeba provést vysycení povrchu preparátu
(napø. proteiny pøíslu�ného séra), aby nedocházelo k nespecifické vazbì daných ligandù a tím ke zvý�ení
pozadí. Nìkolik desítek mikrolitrù roztoku fluorescenènì znaèené protilátky nebo avidinu v pøíslu�ném
inkubaèním pufru se nakape na preparát a inkubace probíhá  ve vlhké komùrce pod kouskem plastikové
fólie. Mezi jednotlivými kroky musí následovat dùkladné odmývání v PBS (ve sklenìných kyvetách,
tzv. Coplin jar).

Barvení chromozómù, montá� a pozorování: Pro barvení DNA v chromozómech u�íváme
vìt�inou roztoku barviv DAPI (DNA specifické) nebo PI (DNA a RNA specifické) v komerènì
vyrábìném médiu (Vectashield, Vector, VB), které sni�uje zhá�ení fluorescence pøi pozorování. Po
aplikaci nìkolika desítek mikrolitrù roztoku se pøilo�í krycí sklíèko, preparát se zarámuje a po cca 15
minutách je pøipraven k pozorování. K vyhodnocení preparátù u�íváme fluorescenèní mikroskop
Olympus AX-70 a vybraná jádra nebo mitózy buï fotografujeme (na citlivý film o 400 ISO) nebo
èastìji snímáme CCD kamerou pøipojenou k poèítaèi. K vytvoøení obrázkù pak u�íváme systému analýzy
obrazu ISIS (MetaSystems, SRN), vyvinutého speciálnì pro cytogenetické úèely. Obrázky se dají
fotografovat z obrazovky nebo tisknout na speciální barevné tiskárnì (napø. Mitsubishi CP-D1E).

Podìkování: Tato práce byla finanènì podporována grantem 521/96/1717 GA ÈR.
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Detekce repetitivních DNA sekvencí na chromozómech Melandrium
album metodou fluorescenèní in situ hybridizace

Bù�ek, J., �iroký, J., Øíha, K., Vyskot, B.

Biofyzikální ústav AVÈR, Královopolská 135, 612 65 Brno
tel/fax: 05/41 24 05 00, e-mail: buzek@ibp.cz

Modelový dvoudomý druh knotovka bílá (Melandrium album, syn. Silene latifolia) je
charakteristický dobøe rozli�itelnými pohlavními chromozómy (konstituce XY v samèích a XX v samièích
buòkách). Chromozómy M. album byly studovány pomocí fluorescenèní in situ hybridizace (FISH)
s rùznými DNA sondami: vnitøním EcoRI fragmentem z 25S-rDNA rajèete (2478 bp), �esti
netranskribovanými repetitivními sekvencemi (získanými DOP-PCR amplifikací  DNA z izolovaného
X chromozómu, 208-750 bp) a se syntetickým oligonukleotidem (TTTAGGG)5 homologním
s telomerovou repetitivní sekvencí  Arabidopsis thaliana. Hybridizaèní signály X-repetitivních sekvencí
byly lokalizovány v konstitutivním heterochromatinu (pozitivních C-prou�cích) v distálních,
subtelomerových oblastech  chromozómových ramen. 25S-rDNA byla lokalizována na autozómech
5, 7, 9 a 10 a netranskribované repetice na vìt�inì autozómù i na obou pohlavních chromozómech X
a Y. Aèkoli byly netranskribované repetitivní sekvence izolovány z chromozómu X, �ádná z nich nebyla
pro tento chromozóm specifická. Hybridizaèní signál repetitivních sekvencí na chromozómu Y se
vyskytoval pouze v heterochromatinovém bloku na konci jednoho ramene. Pomocí analýzy meiotických
bivalentù v pylových mateøských buòkách bylo zji�tìno párování této oblasti s homologním úsekem
chromozómu X, co� umo�nilo ztoto�nit ji s døíve ji� klasicky lokalizovanou pseudoautozomální oblastí.
Signály po in situ hybridizaci s telomerovì specifickým oligonukleotidem byly patrné jako body na
koncích chromatid. Tyto body byly rùznì intenzívní, pøípadnì se nevyskytovaly vùbec. Variabilita  síly
signálu byla sledována u nìkterých vybraných chromozómù (X, Y, autozómy 1 a 7) na více metafázích,
av�ak �ádné pravidelnì se vyskytující rozdíly v intenzitì signálù nebyly nalezeny. Zmínìná rùzná intenzita
byla tedy zøejmì zapøíèinìna relativní krátkostí cílové sekvence pro FISH. Délka telomerových repetic
u M. album je asi 2-4 kb, co� pøedstavuje témìø dolní limit detekce nejcitlivìj�ích FISH technik u
rostlinných chromozómù.
Podìkování: Uvedené výsledky byly získány pøi øe�ení grantu A5004601 GA AV ÈR.
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Analýza struktury DNA a chromatinu

Fajkus, J.

Biofyzikální ústav AVÈR, Královopolská 135, 612 65 Brno.
tel: 05/41 51 71 99, fax: 05/41 21 12 93, e-mail: fajkus@ibp.cz

Významnou charakteristikou sekvencí DNA je jejich pravdìpodobná konformace v prostoru (tvar
osy dvoj�roubovice DNA, DNA curvature) a nukleozómová struktura ( urèení èásti sekvence, která
tvoøí komplex s døeòovými histony, a èásti, která tvoøí spojovník (linker) mezi nukleozómy, a je relativnì
pøístupná (nucleosome positioning).

Obì tyto charakteristiky významnì závisí na primární sekvenci DNA a byly vysloveny domnìnky,
�e právì ony pøedstavují strukturní kód skrytý v primární sekvenci DNA.

V souèasné dobì máme k dispozici poèítaèové programy umo�òující predikci ohybù v DNA
(software Curvature) i polohu nukleozómù (software Nucleosome) pøímo ze zadané sekvence DNA.
Oba programy nám byly laskavì poskytnuty partnerským pracovi�tìm (Prof. E. Trifonov, Weizmann
Inst. Sci., Israel). Program Curvature je zalo�en na �wedge� modelu zakøivení DNA, podle nìho�
výsledná deformace osy  je vektorovým souètem pøíspìvkù mezi ka�dými dvìma sousedními páry
bází. Program Nucleosome predikuje polohu nukleozómu z ohýbatelnosti (bendability) sekvence,
která je dána charakteristickým rozlo�ením dinukleotidù, pøedev�ím AA a TT.

Experimentálnì lze ohyby v DNA lokalizovat  a kvantifikovat pomocí ligaèního-cyklizaèního testu
(u velmi krátkých sekvencí, zji��uje se poèet opakování dané sekvence, které je ji� schopno uzavøení
do kruhu) a univerzálnìj�í  permutaèní analýza. Pøi ní se pøipraví dimer dané sekvence, z nìho� se
vy�tìpují restrikèními enzymy v rùzných místech stejnì dlouhé, av�ak vzájemnì permutované, monomery.
Mobilita tìchto monomerù v polyakrylamidovém gelu za nízké teploty je pak maximální u monomeru,
u nìho� ke �tìpení do�lo uvnitø ohybu, a minimální u monomeru, který má ohyb lokalizován ve svém
støedu.

V dosavadních experimentech bylo dosa�eno velmi dobré shody experimentu s predikcí.
Polohu nukleozómu mù�eme analyzovat ze dvou hledisek: tzv. rotaèní usazení, které urèuje, které

nukleotidy dané sekvence jsou (pøibli�nì s 10,5 bp periodicitou) obráceny smìrem ke komplexu histonù,
kolem nich� se DNA ovíjí, a které naopak vyènívají smìrem do okolí - ty jsou pak dostupnìj�í �tìpení
nebo modifikaci (napø. �tìpení DNázou I). Translaèní polohou nukleozómu se rozumí pøesné urèení
poèátku a konce té èásti sekvence, která je navinuta na histonovou døeò. Je zøejmé, �e jednomu rotaènímu
usazení mù�e vyhovovat více translaèních poloh, vzájemnì se li�ících o jeden a více závitù dvoj�roubovice
DNA. Dosti èasto se reálnì vyskytuje nìkolik translaèních poloh nukleozómu, napø. na rùzných kopiích
jednoho typu repetitivní sekvence. Translaèní polohu nukleozómu je mo�no urèit pøibli�nì (±10 bp)
pomocí restrikèního �tìpení mononukleozómové, resp. døeòové frakce DNA, extrahované z chromatinu
�tìpeného Mikrokokovou nukleázou (�tìpí v úseku mezi nukleozómy) souèasnì s Exonukleázou III
(provede degradaci  mezinukleozómové DNA od jejího 3´konce a� k místu jejího vstupu do nukleozómu).
Po ukonèení reakce, odbourání proteinù a extrakci DNA následuje je�tì �tìpení jednovláknového
pøevisu DNA, zbývajícího po ExoIII-�tìpení pomocí Mung Bean nebo S1 nukleázy. Z kontrolní
elektroforézy sady nukleázových �tìpení mù�eme prostøednictvím blotování a hybridizace stanovit periodu
fázování nukleozómù na zkoumané sekvenci - ta závisí na délce spojovníkové DNA mezi nukleozómy.
Mononukleozómová, resp. døeòová frakce (délka cca 146 bp) získaná z preparativní polyakrylamidové
nebo agarózové elektroforézy vybraného nukleázového �tìpení je dále �tìpena paralelnì alespoò dvìma
restrikèními enzymy, následuje separace fragmentù na 6-8 % polyakrylamidovém gelu, blotting a
hybridizace se znaèenou sondou pro zkoumanou sekvenci. Velikost hybridizujících fragmentù pak udává
polohu restrikèního místa vzhledem k hranicím nukleozómové DNA. Pøesnìj�í urèení translaèní polohy
nukleozómu se provede pomocí extenze primeru, umístìného uvnitø nukleozómové DNA, opìt na
templátu døeòové frakce DNA. Pøitom je pou�it buï koncovì znaèený primer, nebo  [a-32P]-dNTP.
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K ukonèení syntézy dojde zákonitì na konci templátového fragmentu. Pøesnou polohu terminace urèíme
porovnáním se  sekvenaèními reakcemi ve kterých byl pou�it stejný primer, soubì�nì nanesenými na
stejném sekvenaèním gelu.  Je vhodné výsledek ovìøit na druhém vláknì v opaèném smìru, druhou
hranici lze v�ak i vypoèítat díky konzervativní délce døeòové DNA (146 bp). I v tomto pøípadì existuje
dobrá shoda predikce a experimentu, odchylky byly zji�tìny jen v posunu translaèní polohy o ± 1
otáèku DNA v rámci stejné rotaèní polohy nukleozómu.

Nároky na vybavení laboratoøe: termostat, aparatury pro agarózovou, polyakrylamidovou a sekvenaèní
elektroforézu, termocykler, UV trasiluminátor.
Chemikálie: kromì bì�ných jde pøedev�ím o vý�e zmínìné enzymy, primery a kit pro sekvenování a
cyklickou extenzi primerù (napø. CircumVent thermal cycle sequencing kit -NEB), znaèené dNTP.
Finanèní a èasová nároènost:  analýza ohybu na cca 200 bp sekvenci: obná�í pøípravu, event. klonování
dimeru v uspoøádání �hlava k patì�, jeho restrikèní �tìpení na základì známé sekvence, PAGE za
konstantní nízké teploty (£ 20 °C), grafické vyhodnocení retardace, kontrolní PAGE za konstantní
zvý�ené teploty (50 °C) pøi ní� je vliv ohybu potlaèen.
Celkem 2-4 týdny, 30.000 Kè za materiál.
analýza chromatinové struktury vèetnì pøesné translaèní polohy nukleozómù na 200 bp sekvenci:
4 týdny, 40.000 Kè za materiál.
Úskalí a tipy: pøi permutaèní analýze je bezpodmíneènì nutné dodr�ení konstantní teploty pøi PAGE.
Lze analyzovat sekvence v délkovém rozmezí pøibli�nì 60-400 bp, podmínkou je pøítomnost vhodnì
rozmístìných restrikèních míst. Èím krat�í je analyzovaná sekvence, tím koncentrovanìj�í nebo hustìji
zesí�ovaný polyakrylamid je nutno pou�ít. Pøi analýze struktury chromatinu je tøeba nalézt vhodný
postup pøípravy bunìèných jader nebo chromatinu (bez nespecifické degradace DNA) , nukleázové
�tìpení provádìt v  souboru alespoò ètyø reakcí li�ících se  mno�stvím Mikrokokové nukleázy nebo
dobou �tìpení, ka�dá z reakcí musí obsahovat dostateèné mno�ství materiálu pro následné experimenty
(³10 mg). V prùbìhu pøípravy jader a nukleázového �tìpení je tøeba zabránit degradaci proteinù
prostøednictvím inhibitorù proteináz (napø. PMSF).  Pøedbì�né restrikèní stanovení hranic nukleozómové
DNA umo�òuje pøi extenzi primerù odli�it nespecifické terminaèní signály od více skuteèných, rùznì
zastoupených poloh nukleozómu na dané sekvenci.
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Mapování 5-metylcytosinù pomocí hydrogensiøièitanového
genomového sekvenování

Fulneèek, J.

Biofyzikální ústav Akademie Vìd Èeské Republiky, Královopolská 135, 612 65  Brno, Èeská Republika
tel: (0420) 05/41 51 71 75, fax: (0420) 05/41 21 12 93, e-mail fulnecek@ibp.cz

1.Podstata metody
Hydrogensiøièitanové genomové sekvenování má ve srovnání s døíve pou�ívanými metodami dvì

základní výhody:
a) Poskytuje informace o rozmístìní 5-metylcytosinù (5-mC) v celé délce studovaného úseku

DNA.
b) Vysoká citlivost PCR kroku umo�òuje analysovat metylaci DNA v nìkolika desítkách bunìk.
Metoda je zalo�ena na chemické reakci, pøi ní� na jednoøetìzcové DNA dochází pomocí HSO3

-

k hydrolytické deaminaci cytosinù na uracily, kde�to 5-mC nereaguje.
V prvním kroku reakce, sulfonaci, interaguje hydrogensiøièitanový anion s dvojnou vazbou mezi 5

a 6 uhlíkem cytosinu a tvoøí se sulfonát cytosinu na 6 uhlíku. Tento krok je reversibilní a pomalej�í u
oligonukleotidù ne� u nukleotidù. Reakce pøímá probíhá pøi nízkém pH. Ve druhém kroku reakce,
hydrolytické deaminaci, se ve vodném prostøedí deaminuje aminoskupina na 4 uhlíku a vzniká sulfonát
uracilu. Tento krok je nevratný a je katalysován basickými látkami, siøièitanovými, hydrogensiøièitanovými
nebo acetátovými anionty, a probíhá pøi pH ni��ím ne� 7. V posledním kroku reakce se sulfonát uracilu
alkalicky desulfonuje na uracil.

Pùvodnì komplementární vlákna se po reakci stanou nekomplementárními a proto se dále analysují
samostatnì pomocí PCR. K tìmto vzájemnì nekomplementárním vláknùm se navrhnou ètyøi
oligonukleotidové primery umo�òující amplifikovat obì vlákna studovaného úseku DNA. Na 5� konci
primerù se nachází cílové sekvence pro restrikèní endonukleásy vhodné pro klonování do bì�ných
plasmidových vektorù. Naklonované PCR produkty se poté sekvenují. Na sekvenaèních gelech v�echny
prou�ky odpovídající cytosinu znamenají pøítomnost 5-mC v pùvodní genomové DNA.

2.Shrnutí základních praktických postupù
A)Co je potøeba v laboratoøi (chemikálie, pøístroje, atd.)

Metodu lze provést v bì�né laboratoøi molekulární biologie, je tøeba PCR-cyklér, elektroforetická
zaøízení pro agarosové a akrylamidové gely, sekvenátor a syntetizér primerù (formou slu�by).

Jako reakèní èinidlo se pou�ívá hydrogensiøièitan sodný (SIGMA S-8890 sodium bisulfite), co� je
obvykle smìs asi 1:1 hydrogensiøièitanu sodného NaHSO3 a disiøièitanu sodného Na2S2O5 (HS2O5

-

=HSO3
-+SO2). Pou�ije se nìkolik restrikèních endonukleás na �tìpení genomové DNA a úpravu PCR

produktù pøed ligací. Jsou zapotøebí také kolonky �QIAprep Spin Miniprep Kit� (Quiagen) nebo
podobné, ligása, kompetentní buòky (Stratagene), oligonukleotidové primery, sekvenování lze provést
pomocí kitu �Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit (USB) a  a[32]P-dATP.

B)Pracovní postup
Isolovaná rostlinná nebo �ivoèi�ná genomová DNA se na�tìpí restrikèní endonukleásou, která

nemá cílové místo ve studovaném úseku. �tìpená DNA, po inkubaci s Rnásou A a poté s Proteinásou
K, se pøeèistí fenolovou a chloroformovou extrakcí.

Nejdøíve se 2 mg takto pøipravené DNA v 90 ml destilované vody zdenaturuje pøidáním 10 ml
èerstvì pøipraveného 3 M NaOH a inkubací 15 minut pøi 37°C. Tìsnì pøed pou�itím se pøipraví
nasycený roztok (pøi 20°C) hydrogensiøièitanu sodného, asi 3.6 M (5.29 g v 10 ml H2O). pH 4.8 - 5.0
roztoku hydrogensiøièitanu se upraví pomocí 10 M NaOH. Je velice dùle�ité hydrogensiøièitan rozpou�tìt
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a upravovat jeho pH opatrnì v zazátkované zkumavce s minimálním provzdu�nìním tak, aby byl roztok
co nejvíce nasycen SO2 (SO2+2H2O=HSO3

- +  H3O
+ , bublinky plynu pod vrstvou oleje po inkubaci).

1 000 ml 3.6 M roztoku hydrogensiøièitanu a 5.8 ml èerstvého 10 mM hydrochinonu se pøidá
k denaturované DNA. Roztok se opatrnì promíchá a ihned pøevrství 150 ml minerálního oleje, po 16
ti hodinové inkubaci pøi 55°C ve tmì se vzorky odeberou bez oleje a dialysují ve tmì pøi 4°C v a)3X2
litrech 0.5 mM hydrochinonu/5 mM octanu sodném pH 5.2 po jedné hodinì, b)3X2 litrech 0.5 mM
octanu sodném pH 5.2  po jedné hodinì, c)3X2 litrech destilované vody po jedné hodinì a 1X2 litrech
destilované vody pøes noc. Poté se objem vzorku sní�í lyofilizací na 100-200 ml a DNA se isoluje
z roztoku pomocí kitu �QIAprep Spin Miniprep Kit� (Quiagen), kolonky se promyjí promývacím
roztokem, 80% ethanolem a vysu�í se na vzduchu. DNA se rozpustí v 3X30 ml redestilované vody.
Desulfonace se provede pøidáním 11 ml èerstvì pøipraveného roztoku 3 M NaOH a inkubací 15 minut
pøi 37°C. Roztok se poté neutralizuje pøidáním octanu amonného pH 7 na koncentraci 3 M, DNA se
precipituje ethanolem, vysu�í, rozpustí v 100 ml TE pufru a uchová pøi -20°C.

Následuje PCR, ve které se amplifikují transkribující se a netranskribující se vlákna studovaného
úseku DNA oddìlenì pomocí dvou navr�ených dvojic oligonukleotidových primerù, které obsahují
cílová místa restrikèních endonukleás pro snaz�í ligaci. Pou�ije se asi 4 ml templátové DNA v 50 ml
smìsi (50 mM KCl, 10 mM TRIS-HCl pH 9.0, 0.14% TRITON X-100, 5 mM MgCl2, 0.4 mM
dNTP a 0.5 mM primery). Po denaturaci 5 min. pøi 96°C se amplifikuje  pomocí 1.5U Taq DNA
polymerásy (Promega) v 35 cyklech, ve kterých je teplota denaturace 94°C 20 s, teplota nasednutí
primerù závisí na jejich sekvenci a teplota polymerace 72°C 20 s.

Teplota nasedání primerù by se mìla zvolit taková, aby produkt vznikal selektivnì na DNA
modifikované hydrogensiøièitanem a nevznikal na pùvodní genomové DNA.

Konce produktu se pøed ligací upraví sestøi�ením pomocí restrikèních endonukleás, produkt se
pøeèistí elektroforésou a isolací z gelu a liguje se do pøedem pøipraveného plasmidového vektoru. Poté
se transformuje do kompetentních E. coli bunìk (Stratagene), plasmidová DNA se isoluje a insert se
sekvenuje pomocí �Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit� (USB) a a[32]P-dATP.

C)Vyhodnocení experimentálních dat
Je tøeba sekvenovat alespoò 5 zástupcù naklonovaného PCR produktu.
Ze sekvencí pøeètených z autoradiogramù sekvenaèních gelù se zjistí pøesné polohy 5-mC, nebo�

tam, kde se vyskytne cytosin byl pùvodnì 5-mC. Vyhodnocuje se zvlá�� netranskribující se a tanskribující
se vlákno studovaného úseku DNA.

3.Zhodnocení finanèní a èasové nároènosti
Provést metodu není pøíli� finanènì nároèné (hydrogensiøièitan sodný 100g asi 700 Kè,

oligonukleotidový primer asi 90 Kè/basi, Taq DNA polymerása asi 15 Kè/U, T4 DNA ligasa asi 13
Kè/U, restrikèní endonukleasy asi 0.17-35 Kè/U, jedna isolace DNA na kolonce 50 Kè, sekvenaèní
kit pro radioaktivní znaèení 120 Kè/reakci, a[32]P-dATP asi 70 Kè/reakci, kit pro automatický
sekvenátor asi 300 Kè/reakci a dal�í laboratorní materiál).

Pokud v�echno probíhá v poøádku a nestane se bìhem postupu �ádná chyba, tak je metodu
mo�né provést bìhem jednoho mìsíce (pøíprava a modifikace pøipravené DNA hydrogensiøièitanem
trvá asi jeden týden, PCR, úprava produktù, jejich ligace a transformace trvá také asi jeden týden,
kultivace bakterií, isolace plasmidové DNA a zji�tìní pøítomnosti insertu trvá také asi jeden týden a
sekvenace také týden).

Mohou se v�ak vyskytnout problémy se získáním PCR produktu a poté je nutné pou�ít jiné
oligonukleotidové primery nebo zopakovat modifikaci hydrogensiøièitanem, ale zku�ený pracovník,
který by tuto metodu chtìl pou�ít, by ji mìl zvládnout bìhem tøí mìsícù, maximálnì pùl roku.
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4. Úskalí metody
Metoda je zalo�ena na konverzi v�ech cytosinù na uracily v jednoøetìzcové DNA

hydrogensiøièitanem. Zde tkví nebezpeèí získání artefaktù v pozitivním smyslu (5-mC se vyskytne i tam,
kde není pøítomen). Bìhem konverze musí být DNA stále denaturovaná, nesmí tedy docházet k renaturaci.
K renaturaci do�lo tehdy, pokud se nalezne del�í úsek DNA obsahující 5-mC bez pøeru�ení cytosiny.

Jedná se o bì�nou chemickou reakci, která je v�dy v urèité rovnováze a i kdy� se sna�íme o co
nejvìt�í konverzi a docílíme toho, �e 99.99% cytosinù se zmìnilo na uracily, zbylé pùvodní molekuly se
mohou selektivnì amplifikovat v PCR, pokud se pou�ijí nevhodnì navr�ené oligonukleotidové primery.

V�echna tato úskalí se dají bez problémù ovìøit pou�itím plasmidové DNA s insertem toto�né
sekvence studovaného úseku DNA a se známou pozicí 5-mC, po metylaci in vitro (viz. 5), nevýhoda
je ale v tom, �e se správnost výsledkù ovìøí a� po posledním kroku metody - sekvenování.

Dal�í nepøíjemnost je v tom, �e DNA je pomìrnì dlouho vystavena pH kolem 5 a mù�e docházet
k depurinaci a tudí� ke znehodnocení DNA jako templátu PCR. Proto je vhodné vybírat si ke studiu
úseky krátké, maximálnì do 300 bp, aby nedo�lo k problémùm pøi získávání PCR produktu.

5. Tipy a triky
Kontrola správnosti provedené reakce se provede tak, �e se modifikace genomové DNA provede

paralernì s modifikací linearisované plasmidové DNA nesoucí insert stejné sekvence jako je analysovaný
úsek. Pøitom se pou�ije takové mno�ství plasmidu a nosièové DNA aby se zachovalo mno�ství celkové
DNA v reakci a mno�ství plasmidového insertu odpovídalo zastoupení této sekvence v genomové
DNA. Je mo�né plasmidovou DNA pou�ít bez 5-mC nebo ji pøed modifikací in vitro metylovat pomocí
Msp I, Hpa II nebo Sss I metylás. Takto simuluje pou�itá kontrola co do mno�ství a délek fragmentù
pou�itou genomovou DNA, a tak lze ovìøit správnost výsledkù.

K zabránìní renaturace lze bìhem reakce s hydrogensiøièitanem zvy�ovat teplotu v pulsech na
90°C nebo lze reakci provést v 50% roztoku moèoviny.

Velice zále�í na pou�itých oligonukleotidových primerech. Mìly by se navrhnout tak, aby co nejvíce
odpovídaly modifikované DNA a li�ily se od pùvodní DNA, co� znamená, �e by mìly obsahovat co
nejvíce zmìnìných míst cytosinù. Pokud se pøedpokládá pøítomnost 5-mC, lze zvolit takové primery,
které �si vybírají� buï metylované nebo nemetylované zástupce studované sekvence DNA. Tento
pøístup umo�òuje analysovat jednotlivé zástupce genové rodiny s rùzným stupnìm metylace. Dal�í mo�nost
je pou�ití primerù, které �si nevybírají�. Získají se zkou�kou a výbìrem po amplifikaci smìsi modifikované
DNA a nemodifikované DNA v pomìru 1:1, pøièem� vhodné primery tyto sekvence amplifikují nezávisle
a výsledný pomìr molekul po amplifikaci a sekvenování je opìt 1:1.

Existuje celá øada zjednodu�ených verzí s obejítím sekvenování (pou�ijí se primery, které nasedají
jen na takovou modifikovanou DNA, kde buï  pùvodnì byl a nebo nebyl 5-mC; modifikovaná DNA
se inkubuje s restriktásou s cílovým místem v oblasi mezi primery, pokud se její cílové místo nezmìnilo,
tak se DNA �tìpí, nevznikne PCR produkt a tak cytosin v cílovém místì restriktásy byl metylovaný),
ale tyto metody mají celou øadu technických problémù a navíc se zabývají jen urèitými místy. Existuje
také mo�nost obejítí klonování sekvenováním PCR produktu, co� se nedá doporuèit, nebo� tento
zpùsob je zalo�en na vyhodnocení intenzity prou�kù (plochy píkù) a je zøejmé, �e polymerása pou�itá
pøi sekvenování se nezastavuje na v�ech místech stejnì èasto, navíc pokud je v dráze C jen nìkolik
prou�kù.

Celá procedura, i vèetnì isolace genomové DNA, denaturace, modifikace hydrogensiøièitanem,
PCR, se dá provést s pou�itím LMP-agarosy a má øadu výhod. Jednak je mo�né analýsu provést s
minimálními ztrátami DNA, zabránit renaturaci, po�kození DNA a tak je mo�né získat PCR produkt i
z del�ích úsekù modifikované DNA.

6. Srovnání s alternativními metodami
Ke studiu 5-mC se vìt�inou pou�ívá isoschisomerù restriktás, které jsou buï citlivé a nebo necitlivé

k 5-mC v jejich cílové sekvenci. Tato metoda je nenároèná, levná a rychlá, ale doká�e analysovat 5-
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mC jen v urèitých místech v urèitých sekvencích. Je zalo�ena na �tìpení genomové DNA tìmito
restriktásami, elektroforése v agarosovém gelu, pøenosem na membránu a hybridisací s oznaèeným
specifickým úsekem DNA.

Ke studiu 5-mC v del�ích úsecích se pou�ívá klasické genomové sekvenování s pou�itím chemických
èinidel, která odli�nì modifikují  cytosiny a 5-mC. Zmodifikovaná DNA se poté �tìpí piperidinem,
rozdìlí se sekvenaèní elektroforésou, pøenese na membránu a hybridisuje s oznaèeným specifickým
úsekem DNA. Tato metoda má celou øadu nevýhod, je velice nároèná a pracná a nedosahuje zdaleka
takové citlivosti a pøesnosti.

Celkové zastoupení 5-mC v DNA lze urèit pomocí HPLC, neposkytuje v�ak �ádné informace o
jejich poloze.
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1. O co jde
Molekuly RNA neplují v cytoplasmì osamocené èi lépe øeèeno nahé, ale jsou po celou dobu své

existence obklopeny mno�stvím bílkovin na nì navázaných, je chránících a výraznì ovlivòujících jejich
�ivotní dráhu. Takto vzniklé ribonukleoproteinové èástice, krátce RNP, mají mimo své funkce
charakteristickou molekulovou hmotnost danou druhy a mno�stvím bílkovin asociovaných s molekulou
RNA.

Právì na rozdílné molekulové hmotnosti translaènì aktivních a neaktivních RNP je zalo�ena
metoda jejich separace. Translaènì neaktivní mRNA se v buòkách nacházejí ve formì volných RNP,
které jsou lehèí ne� ribonukleoproteinové komplexy, na nich� probíhá translace, známé polysomy (Spirin
a Nemer 1965). Aby nebyla situace tak jednoduchá, ne na v�ech polysomech musí v daném okam�iku
docházet k translaci, nìkteré mohou být translaènì neaktivní. Tyto struktury byly popsány zejména ve
stresových podmínkách (Crosby a Vayda 1991, Davies 1993) a jedna z mo�ností, jak je rozpoznat,
bude diskutována ní�e.

Na poèátku isolace se oba typy RNP komplexù, volné RNP i polysomy, nacházejí ve smìsi a k
jejich oddìlení dochází bìhem centrifugace díky jejich odli�ným sedimentaèním charakteristikám. Bì�nì
se pou�ívají dva typy separací, a to centrifugace postmitochondriálního supernatantu pøes sacharosový
pol�táøek èi v lineárním sacharosovém gradientu. Pøi centrifugaci pøes sacharosový pol�táøek oddìlíme
obì populace RNA tak, �e za konkrétních podmínek sedimentují pouze polysomy, zatímco volné RNP
setrvávají v supernatantu. Pomocí centrifugace v sacharosovém gradientu získáme tzv. polysomální
profil, t.j. distribuci ribonukleoproteinových komplexù podle hmotnosti a pro dal�í isolaci vìt�í mno�ství
frakcí.

2. Co potøebujeme
Pøi separaci vystaèíme s bì�nými chemikáliemi, laboratorním sklem a porcelánem. Jediným

omezením je fakt, �e ve�keré pou�ité pomùcky musí být prosty RNas, jak nás pouèí v ka�dém
molekulárnì biologickém manuálu (Sambrook et al. 1989). V praxi to znamená, �e laboratorní sklo a
porcelán pøed pou�itím peèeme 3 hodiny ve 200°C, ménì odolné pomùcky autoklávujeme nebo povaøíme
v 70% ethanolu. Roztoky, u nich� je to mo�né, pøed autoklávováním o�etøíme DMDC (Fluka). Roztoky
obsahující Tris o�etøovat DMDC nemù�eme, pøipravíme je tedy èerstvé ve sterilní vodì i nádobí.

Jediné speciální vybavení, bez nìho� se neobejdeme, jsou centrifugaèní zkumavky a rotory. Pro
pol�táøkovou metodu potøebujeme rotor Beckman 75Ti a odpovídající zkumavky Beckman (#355630),
pøi separaci v sacharosovém gradientu u�ijeme rotor Beckman NVT 90 a zkumavky Beckman OptiSeal
(#362185).

3. Jak to udìláme
Prvním krokem obou popisovaných metod je pøíprava postmitochondriálního supernatantu.

Nejprve homogenisujeme pøibli�nì 100 mg rostlinné tkánì v homogenisaèním pufru (sacharosa, Tris-
Cl, KCl, MgOAc, EGTA, PTE, ß-merkaptoethanol) v tekutém dusíku ve sterilní tøecí misce s tlouèkem
a pøevedeme do centrifugaèní zkumavky. Poté je nutno nechat vzorek odpoèinout 15 minut na ledu.
Desetiminutovou centrifugací pøi 300 g odstraníme tì�ké bunìèné souèásti a po dal�í desetiminutové
centrifugací supernatantu pøi 20 000 g získáme ký�ený postmitochondriální supernatant.

3.1 Separace pomocí sacharosového pol�táøku



82

Methods in Plant Sciences

Je-li na�ím cílem centrifugace pøes sacharosový pol�táøek, pøevrstvíme postmitochondriální
supernatant pøes pøedem pøipravený pol�táøek 60% sacharosy v pufru KTM (Tris-Cl, KCl, MgOAc,
EGTA, PTE, ß-merkaptoethanol) a hodinu centrifugujeme pøi 320 000 g. Pellet je tvoøen polysomální
frakcí, zatímco supernatant musíme znovu centrifugovat pøes noc za stejných podmínek, abychom
sedimentovali i frakci volných RNP.

Po uvedené separaci nejèastìji následuje isolace celkové RNA z obou frakcí (Chomczynski a
Sacchi 1987). Pellet rozpustíme ve vzorkovém pufru (guanidinium thiokyanát, citrát sodný, ß-
merkaptoethanol), roztok okyselíme pøidáním NaOAc a extrahujeme smìsí fenol/chloroform/
isoamylalkohol. Celkovou RNA pøítomnou ve vodné fázi precipitujeme pomocí 2-propanolu,
sedimentujeme a po propláchnutí 75% ethanolem rozpustíme v destilované vodì. Z celkové RNA
mù�eme pomocí afinitní chromatografie pøeèistit mRNA (Promega 1992a). Principem metody je
hybridisace poly(A) øetìzcù molekul mRNA k oligo(dT) øetìzcùm navázaným na pevný paramagnetický
nosiè (Whitesides et al. 1983). Magnetických vlastností nosièù se vyu�ívá pøi promývání a eluci mRNA.

Ji� mimo rámec této kapitoly patøí dal�í pou�ití isolované RNA. Informaèní obsah ka�dé frakce
mRNA a rozdíly mezi nimi je lze zjistit po provedení in vitro translace v heterologním systému z králièích
retikulocytù (Promega 1992b). Pøítomnost konkrétních transkriptù mù�e být odhalena pomocí Northern
blot hybridisace èi RNase protection assay.

Uèiníme jedinou výjimku a podrobnìji popí�eme metodu run-off translace polysomù bez pøedchozí
isolace RNA (Vayda 1995), nebo� tento postup nám umo�ní rozeznat mRNA aktivnì translatované in
vivo od polysomálních messengerù t.è. translaènì inaktivních (viz. vý�e). Obecnì, pøi in vitro translaci
smícháme nebunìèný translaèní systém, vyrobený na basi lysátu z králièích retikulocytù (Promega,
#L4960), s námi dodanou mRNA a radioaktivnì znaèenými aminokyselinami a necháme probìhout
translaèní reakci. Tak získáme radioaktivnì znaèené bílkoviny syntetisované de novo na základì matric
na�í mRNA. Zji��ujeme jednak inkorporaci, tedy mno�ství novì vytvoøených polypeptidù a jednak
spektrum bílkovin na elektroforese, tedy informaèní obsah vnesené mRNA. V na�em pøípadì vycházíme
z bodu, kdy jsme po první centrifugaci pøi 320 000 g sedimentovali polysomy. Tyto rozpustíme ve
sterilní destilované vodì a èást z nich pou�ijeme namísto roztoku celkové RNA nebo mRNA pøi míchání
reakèní smìsi. Tím vneseme do pùvodnì heterologního translaèního systému mimo molekul RNA i na
nì navázané bílkoviny regulující jejich translaci, èím� vytvoøíme systém semihomologní, který pøesnìji
odrá�í situaci v námi zkoumané tkáni.

Z obou sedimentù, polysomálního i tvoøeného frakcí volných RNP, mù�eme také isolovat a
analysovat bílkoviny (Madjar 1994).

3.2 Separace v sacharosovém gradientu
Hodláme-li rozdìlit ribonukleoproteinové komplexy podle jejich hmotnosti v lineárním

sacharosovém gradientu, pøevrstvíme postmitochondriální supernatant pøes pøedem pøipravený gradient
10-60% sacharosy v centrifugaèních zkumavkách. Gradient získáme naplnìním jedné poloviny objemu
zkumavky 60% roztokem sacharosy v gradientovém pufru (Tris-Cl, KCl, MgOAc, DTT, PTE, ß-
merkaptoethanol) a jeho pøevrstvením stejným objemem 10% roztoku sacharosy v gradientovém pufru.
Zkumavku poté uzavøeme, velice opatrnì pøevrátíme na bok a necháme sacharosu v lednici difundovat
po dobu 3 hodin potøebnou k utvoøení lineárního gradientu (Davies a Abe 1995). Vzorky poté
centrifugujeme 3 hodiny pøi 100 000 g. Následnì rozebereme gradient (BioRad, Econo System), na
zapisovaèi získáme kvantitativní vyhodnocení distribuce ribonukleoproteinù v jednotlivých vrstvách
gradientu a nasbíráme frakce. Z jednotlivých frakcí mù�eme podobnì jako v pøede�lém pøípadì isolovat
RNA (Chomczynski a Sacchi 1987, Promega 1992a), èi bílkoviny (Madjar 1994).

4. Jak zjistíme, co jsme udìlali
První podmínkou úspìchu je pøesnì kvantifikovat isolovanou RNA. Spektrofotometrické mìøení

absorbance roztoku RNA pøi 260 nm, bì�nì u�ívané pro celkovou RNA se v pøípadì mRNA  ukazuje
býti nedostateèným. Dùvodem je malý výtì�ek, s tím související nedostaèující rozli�ovací schopnost
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spektrofotometru a zejména jiný pomìr mezi mRNA a celkovou RNA v získaných frakcích. Mnohem
pøesnìj�í je odhadnout mno�ství mRNA dot blot hybridisací s oligo(dT) nebo oligo(rU) probou a
porovnáním se standardem o známé koncentraci.

Spektra bílkovin syntetisvaných pøi in vitro translaci zviditelníme pomocí SDS-PAGE (Obr. 1).
Takto máme mo�nost porovnat informaèní obsah jednotlivých populací RNA.

Druhý obrázek nám ukazuje zápis distribuce RNP èástic v lineárním sacharosovém gradientu.
Peaky odpovídají zvý�ené koncentraci komplexù obsahujících RNA v jednotlivých vrstvách gradientu.
Obvykle jsme schopni rozli�it tøi skupiny peakù odpovídající volným RNP, monosomùm a polysomùm.

5. Máme na to?
Ve srovnání s jinými molekulárnì biologickými postupy nepatøí popisované metody k finanènì

nejnároènìj�ím. Nejnákladnìj�í polo�ku pøedstavují centrifugaèní zkumavky, firmou Beckman patøiènì
ohodnocené. To platí pochopitelnì pouze v pøípadì, �e není nutno pøedem investovat do rotoru nebo
nedej bo�e do centrifugy. Jeden èlovìk mù�e bez problémù zpracovat ètyøi vzorky najednou a celý

protokol je lze zvládnout za jeden den v pøípadì sacharosových gradientù èi za dva dny, pou�íváme-li
pol�táøkovou metodu.

6. Èeho bychom se mìli vyvarovat
Polysomy jsou velice citlivé na pøítomnost RNas, vy��í teplotu, koncentraci solí a mají tendenci

se èasem rozpadat. Proto je nutné dr�et vzorky neustále na ledu a minimalisovat dobu mezi jednotlivými
kroky. Za samozdøejmost pova�ujeme pøísné dodr�ování prostøedí prostého RNas, bez nìho� nemù�eme
oèekávat uspokojivé výsledky.

Jinak jsme pøi pou�ívání popsaných metod nenalezli vá�nìj�ích úskalí. Pouze pova�ujeme za
vhodné upozornit na nutnost dùkladné homogenisace vzorku s tekutým dusíkem a následné dodr�ení

Obr. 1
Spektrum bílkovin syntetisova-ných in
vitro v heterologním translaèním
systému na základì matrice mRNA
obsa�ené ve frakci volných RNP
(RNP), v polysomální frakci (PS) a v
semihomologním systému s pou�itím
celých polysomù (pol). Jako výchozí
materiál byl pou�it nezralý pyl tabáku
(Nicotiana tabacum).

Obr. 2
Polysomální profil získaný ze stadia 3
nezralého pylu tabáku (Nicotiana
t a b a c u m ) . D i s t r i b u c e
ribonukleoproteinových èástic byla
zji��ována v lineárním gradientu 10-60%
sacharosy.
(PS-polysomy, MS-monoso-my, RNP-
volné RNP)
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jeho pøibli�nì patnáctiminutového odpoèinutí na ledu, kdy dochází k uvolòování ribonukleoproteinových
èástic z bunìèných struktur.
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Pokrok v mnoha oblastech molekulární biologie by nebyl mo�ný bez existence automatických
syntetizátorù oligonukleotidù. Jejich produkty mají nespoèet aplikací, zejména v oblasti rekombinantní
DNA (PCR, sekvenování, konstrukce duplexù, hybridizaèní próby, místnì cílená mutageneza aj.).
Analoga oligonukleotidù jsou intenzivnì studována jako potenciální protirakovinná a antivirová léèiva.
Miligramová mno�ství oligonukleotidù vy�adují strukturální rentgenové analýzy a NMR spektroskopická
studia.

DNA je chemicky syntetizována obrácenì ne� in vivo, tedy od 3´ k 5´ konci. Cyklickým procesem,
který se odvíjí od 3´terminální báze zakotvené na kolonce nebo membránì, jsou postupnì pøipojovány
jednotlivé monomery podle zadané sekvence. Celý cyklus se skládá z pøipojení  aktivovaného monomeru
k rostoucímu øetìzci, deaktivace nezreagovaných 5´koncù, oxidace labilního tøívalentního fosforu na
pentavalentní a odblokování ochranné skupiny na 5´konci. Tím je øetìzec pøipraven na dal�í cyklus,
který se opakuje tak dlouho, a� je zadaná sekvence kompletní. Pak je produkt od�tìpen z pevné fáze
a podroben finální deprotekci obvykle pøes noc.

Kvalitní syntéza probíhá s úèinností 98 - 99% na jeden cyklus, co�  pro bì�ný 20-mer znamená,
�e oèekávaný oligonukleotid bude ve výsledném produktu tvoøit 67 - 82 %. Bìhem syntézy se
spektrofotometricky nebo konduktometricky sledují od�tìpené tritylové skupiny, které fungují jako
markery úèinnosti pøipojení následující báze. Výtì�ek syntézy se stanovuje mìøením absorbance pøi
260 nm. Kvalita oligonukleotidù se nejèastìji kontroluje elektroforeticky (PAGE nebo kapilární
elektroforéza), chromatograficky, event. se vyu�ívá hmotnostní spektrometrie.

Surový produkt po syntéze obsahuje nejenom oèekávaný oligonukleotid, ale také jisté procento
krat�ích nedosyntetizovaných øetìzcù, minoritní frakci del�ích øetìzcù, amonné soli, benzamid,
isobutyramid a stopová mno�ství dal�ích organických látek. Koncentrace ne�ádoucích látek v�dy závisí
na kvalitì syntézy a délce oligonukleotidu.  Kvalitní produkt bì�né délky nepotøebuje pro vìt�inu
dal�ích aplikací �ádné dodateèné èi�tìní. Ka�dá purifikace zvy�uje náklady a u�ivatel v�dy musí vzít v
úvahu pøíslu�nou aplikaci. Pro sekvenování a PCR mohou být obvykle pou�ity surové primery mající
80% èistotu, event. primery po odsolení. Odstranìní nízkomolekulárních neèistot se provádí etanolovou
precipitací nebo gelovou filtrací na kolonce Sephadexu G-25. Pokud je pro nìkteré aplikace nutné
odstranit krat�í nedosyntetizované øetìzce (napø. pro antisense hybridizace), pou�ívá se purifikace na
OPC (Oligonucleotide Purification Cartridge). Finanènì nejnároènìj�ím zpùsobem èi�tìní je HPLC.

Na trhu je øada vysoce efektivních syntetizátorù, které èasto pracují v re�imu nìkolika syntéz
bì�ících souèasnì.  V tomto oboru se zejména anga�ují firmy Perkin-Elmer, PerSeptive Biosystems,
Pharmacia, Beckman a Cruachem. Bì�ný lyofilizovaný oligonukleotid lze dokonèit ve 24 hodinách.
Existují i speciální (dra��í) postupy, jak zkrátit postsyntetické procesy, aby mohl být oligonukleotid
dokonèen bìhem nìkolika hodin po zadání.  Syntetizátory umo�òují syntézu nejrùznìj�ích modifikací
oligonukleotidù - fosforothioáty, znaèení biotinem, fluorescenèními znaèkami, u�ití inosinu, degenerované
oligonukleotidy, amino deriváty u�ívané pro postsyntetické derivatizace oligonukleotidu (pøipojení
digoxigeninu aj). Vìt�ina syntetizátorù je schopna syntetizovat kromì DNA té� RNA, produkt je v�ak
nìkolikanásobnì dra��í ne� DNA. Pouze syntetizátor Expedite 8909 firmy PerSeptive Biosystems
umo�òuje navíc i syntézu PNA (Peptide Nucleic Acid). To je nová skupina informaèních molekul, které
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obsahují neutrální, peptidu podobný øetìzec s bázemi dovolujícími hybridizaci s komplementární DNA
nebo RNA.

Praktické rady pro u�ivatele:
Rozsah syntézy (scale), kterou zadáváte, není finální koncentrace budoucího oligonukleotidu. Je

to koncentrace 3´ báze, zakotvené na kolonce èi membránì. Skuteèný výtì�ek závisí na kvalitì syntézy,
délce oligonukleotidu, sekvenci a pou�ité purifikaèní metodì. Koncentrace surového produktu stanovená
mìøením absorbance pøi 260 nm zahrnuje i pøítomné neèistoty, je proto pouze pøibli�ná. Pøesnìj�í
odeèet je mo�ný po odsolení. Ka�dý syntetizátor umo�òuje výbìr z nìkolika koncentraèních rozsahù,
ná� Expedite napø. nabízí pro DNA 50 nmol, 200 nmol, 1 m mol a 15 mmol syntézu. Po�adujete-li
purifikaci na OPC kolonce, musí být oligonukleotid syntetizován s poslední tritylovou skupinou
ponechanou na 5´konci. Na základì hydrofobicity teto skupiny se pak na reverzní fázi zachytí pouze
kompletní produkt, v�echny ostatní neèistoty jsou odmyty. Tento typ purifikace nelze, na rozdíl od
gelové filtrace a etanolového srá�ení, provést dodateènì. Stejnì to platí pro HPLC èi�tìní na reverzní
fázi.

Degenerované pozice v oligonukleotidu  je mo�né navrhnout jako kombinaci bazí v pøíslu�né
pozici, nebo pou�ít 2´deoxyinosinu, který má nízkou, ale nestejnou vaznost k ostatním bazím. Lze té�
vyu�ít univerzálního nukleosidu, který nehybridizuje se �ádnou ze ètyø bazí.

Poèítaèové programy jako Oligo (National Biosciences), Primer Designer (Scientific and
Educational Software), Primer Detective (Clontech Laboratories) vám pomohou vybrat optimálni
primer pro va�i konkrétni aplikaci. Hlavní zásady pro navrhování PCR primeru: sekvence unikátní  pro
danou oblast, nejdùle�itìj�í je 3� konec. Na 3´ konec zaøaïte jeden a� dva G/C nukleotidy, které zajistí
kvalitní  �annealing�. Vyberte primer s náhodnou distribucí bazí, s obsahem GC obdobným jako ve
fragmentu, který má být amplifikován. Nepou�ívejte øady purinù nebo pyrimidinù jdoucích za sebou.
Vyhnìte se primerùm se stabilními sekundárními strukturami, zvlá�tì na  3´ konci. Zvlá�tì se vyhnìte
primerùm, které tvoøí �hairpins� a jsou vzájemnì komplementární. Nespoléhejte slepì na poèítaè. Primery,
které jsou programem zavr�eny jako nepou�itelné, nìkdy fungují a tzv. dobøe navr�ené primery obèas
nefungují.

Literatura:
Manuály a aplikaèní protokoly firem PerSeptive Biosystems, Perkin-Elmer, Beckman, Cruachem,

Pharmacia
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Analýza rostlinného genomu pomocí pulzní gelové elektroforézy

Kovaøík, A.

Biofyzikální ústav AVÈR, Královopolská 135, 612 65 Brno
tel: 05/41 51 71 78, fax: 05/42 21 12 93, e-mail: kovarik@ibp.cz

Teoretický princip pulzní gelové elektroforézy (PFGE)

Pulzní elektroforéza je analytická metoda, pomocí ni� lze analyzovat velké úseky DNA o délce
50-5000 kb. Nejèastìji pou�ívaná konvenèní agarózová elektroforéza je v nejjednodu��ím uspoøádání
schopna separovat  molekuly o velikosti 0.2 - 20 kb. Molekuly nad 20 kb pøi konvenèní elektroforéze
zaujímají pøibli�nì stejnou konformaci (mají srovnatelný gyraèní polomìr) a tudí� migrují stejnou rychlostí.
Výsledkem je ztráta  dìlivosti gelu a rozmazaný obraz heterogenní, málo rozdìlené populace molekul.
V roce 1984 Cantor a Schwarz pøi�li s revoluèní my�lenkou pou�ít pro separaci dlouhých úsekù DNA
elektroforézu s dvìmi elektrickými poli orientovanými kolmo na sebe. Elektrická pole se navzájem
periodicky zapínají a vypínají, co� indukuje reorientaci ka�dé molekuly DNA v gelu. Rychlost reorientace
ve smìru nového pole je závislá na velikosti  molekuly, pøièem� platí, �e èím je vìt�í velikost (délka
DNA v kb) tím pomalej�í je její reorientace pravdìpodobnì vlivem stérických interakcí s agarózovou
matricí. Èas ztrávený orientací molekuly ve smìru nového pole je rozhodujícím parametrem pro separaci
molekul DNA v PFGE. Na molekulární úrovni je pohyb DNA v gelu �plazivý� a pøipomíná klikatou
èáru. Ponìvad� v�ak velikost a èas sepnutí obou elektrických polí jsou shodné výsledná celková dráha
DNA fragmentù je pøímá.

Kritické parametry PFGE

1. Uniformita elektrického pole. Vlivem nehomogenity elektrického pole dochází k nerovnomìrné migraci
molekul a pokøivení dráhy.

2. Délka èasových pulzù. Variací délky elektrických pulzù lze dosáhnout optimálního rozdìlení molekul
v po�adované oblasti délek. U vìt�iny komerèních systému je délka pulzù programovatelná.

3. Pomìr délek elektrických pulzù v obou polích.
4. Vektor elektrického pole. Uspoøádání elektrod v podélném smìru urèuje úhel, pod kterým se molekuly

DNA reorientují. Jako optimální bylo zji�tìno støídání 60 a 1200 v CHEF systému.
5. Relativní intenzita obou polí. Vy��ím napìtím lze zkrátit urychlit pohyb molekul a tím i zkrátit dobu

bìhu elektroforézy, av�ak vzrùstají po�adavky na chlazení systému.

Technické zabezpeèení

Elektroforetická aparatura pøedstavuje nejdùle�itìj�í èást zaøízení nezbytného pro uskuteènìní
elektroforézy.

Technické uspoøádání elektrod PFGE prodìlalo bìhem uplynulých let znaèný vývoj a v souèasné
dobì je  z literatury známo a�  7 rùzných systémù. V bì�ných laboratoøích v�ak pøevládají systémy
FIGE (Field Inversion Gel Electrophoresis) a CHEF (Clamped Homogeneous Electric Field
Electrophoresis). Systém FIGE periodicky pøepíná elektrické pole v jednom smìru, tak�e se molekuly
orientují o 180o  pøi ka�dém pøepnutí:

Systém FIGE je schopen separovat fragmenty v rozmezí 20-700 kb, co� postaèuje pro znaènou
èást genomových analýz. Cena zaøízení je rovnì� výraznì ni��í (a� 3 x) ne� u ostatních systému a
pøedstavuje investici ca. 120 000 Kè. Systém CHEF zejména ve spojení s poèítaèem øízenými pulzy
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pøestavuje nejdokonalej�í uspoøádání umo�òujíci v optimálních podmínkách separaci molekul a� do 5
Mb. Systém je slo�en z celkem 24 elektrod a jimi vytvoøené vektorové elektrické pole støídavì orientuje
molekuly o 600 resp. 1200.  Nejbì�nìji pou�ívaný je systém CHEF-DRII-III firmy Biorad v cenì ca
200 000 Kè. Poèítaèem øízeným CHEF-MAPPER systém je a� 3x dra��í.

Pulzní elektroforéza se obvykle provádí pøi teplotách 12-160C, a proto je nezbytné elektroforetický
pufr recirkulovat pøes chladící lázeò nebo kryostat. Pro fluorescenèní detekci fragmentù DNA (pomocí
ethidium bromidu) je zapotøebí transiluminátor.

Pøíprava vzorkù pro PFGE

Vzhledem k tomu, �e velikost analyzovaných fragmentù se bì�nì pohybuje od 50 - 1000 kb, je
tøeba pøi pøípravì DNA dbát na to aby pøipravená DNA byla nejménì 1000 kb dlouhá. Pøi klasických
postupech izolace DNA zpravidla délka DNA molekul nepøesahuje 50-100 kb. Zkracování je zpùsobeno
mechanickým po�kozením vlivem støi�ných sil, pùsobící v roztoku napøíklad pøi míchání. Proto se pøi
izolaci vysokomolekulární DNA vyhýbáme manipulaci v roztoku a celou proceduru purifikace provádíme
v agarózových bloècích, které zabraòují mechanickému po�kození. V�echny kroky jsou provádìny v
prostøedí vysoké koncentrace EDTA, která inhibuje vìt�inu bunìèných nukleolytických enzymù.
Výchozím materiálem jsou nejlépe izolované protoplasty (buòky zbavené celulozové stìny) nebo
izolovaná jádra v mno�ství ca 2 x 106 bunìk na jeden bloèek. K suspensi protoplastù v koncentraci 4
x 107 bunìk/ ml  pøidáme stejný objem 1.5% nízkotuhnoucí agarózy v 0.4M manitolu zahøáté na 500C,
opatrnì rozmícháme a suspensi zalijeme od formy. Formu poté umístíme do lednièky, kde agaróza
ztuhne. Po zatuhnutí agarózové bloèky se vzorky opatrnì vyjmeme a pøeneseme do zkumavky s pøedem
pøipraveným roztokem obsahujícím Proteásu-K (400 ug/ml), 1% laurylsarkosin, 0.5 M EDTA. Bloèky
inkubujeme pøi 370C pøes noc. Poté vymìníme lyzaèní roztok a inkubaci opakujeme. Po 48-ti hodinové
deproteinaci by vzorky ji� nemìly být zelené - co� je dùkaz, �e do�lo  k lýze  protoplastù a uvolnìní
chlorofylu. Proteasu-K poté inaktivujeme 1mM PMSF a bloèky uchováváme v 0.5M EDTA pøi 40C.
Velmi èisté preparáty vysokomolekulární DNA jsou stabilní i nìkolik let.

Manipulace DNA v agarózových bloècích

Prakticky vìt�ina DNA analýz vyu�ívá restrikèních endonukleáz. Enzymová manipulace DNA v
agarózových bloècích je zpravidla mnohem obtí�nìj�í ne�  v roztoku a obecnì vy�aduje vy��í koncentrace
enzymu. Rovnì� ne v�echny enzymy jsou schopny pracovat v prostøedí agarózy a jejich seznam je
mo�no nalézt napøíklad v katalogu firmy NEB. Pro totální �tìpení vysokomolekulární DNA  restrikèními
enzymy je zapotøebí alespoò 5 násobnì vy��í aktivity enzymu ne� pøi �tìpení stejného mno�ství DNA v
roztoku, co� celou proceduru výraznì prodra�uje. Vzhledem k labilitì nìkterých enzymù doporuèujeme
opakované �tìpení dvìma dávkami enzymu. Pøed pøidáním enzymu agarózový bloèek preinkubujeme
opakovanì (2 x 30 min) s restrikèním pufrem. Na jedno �tìpení pou�ijeme zhruba 50-100 jednotek
enzymu, co� pøedstavuje finanèní zatí�ení ca 100-200 Kè.  Enzym se po �tìpení DNA inaktivuje pomocí
EDTA a bloèek se umístí do komùrky gelu a eventuelnì zalije nízkotuhnoucí agarózou v elektroforetickém
pufru.

67$57
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Vyhodnocení prùbìhu elektroforézy

Vlastní elektroforetická separace probíhá nejèastìji po dobu alespoò 16 hod, jsou v�ak popsány
bìhy i 48 hod. Dùle�itou otázkou je programování pulzního zdroje. Pulzní zdroj napìtí naprogramujeme
tak, aby se postupnì pulzní èasy prodlu�ovaly, pøièem� platí èím del�í fragmenty po�adujeme separovat,
tím del�í pulzní èas nastavíme. Napøíklad pro separaci molekul 50-800 kb na CHEF-DRII systému
volíme na poèátku 10 sekundové pulzy, na konci bìhu 60s. Jako elektroforetický pufr se nejèastìji
pou�ívá Tris-borátový pufr, pH 8.0  (0.045 M Tris-borát, 0:001 M EDTA) a je vhodné si tento je�tì
pøed vlastním bìhem  pøedchladit na 12-16 0C.  Napìtí pøivádìné na elektrody se pohybuje v rozmezí
160-200 V. Po skonèení bìhu gel barvíme roztokem ethidium bromidu (1 ug/ml H2O) a prou�ky DNA
vizualizujeme pomocí UV svìtla. V pøípadì, �e pøipravená DNA je intaktní, pohybuje se jako prou�ek
v zónì komprese t.j. v oblasti limitního dìlení elektroforetického systému (obvykle >800 kb). Gel lze
poté blotovat na nylonovou membránu a provést molekulární hybridizaci se specifickou sondou. Jako
standarty pro porovnání délek pou�íváme ligované konkatemery fága l (50-1000 kb), pro vìt�í délky
pak chromozomy Sacharomyces cerevisiae (225-2500 kb).

Úskalí metody

Pøí pou�ití komerèních elektroforetických aparatur zpravidla odpadají problémy spojené s vlastní
elektroforézou. Nejèastìj�ím úskalím bývá pøíprava vysokomolekulární DNA. Pøipravená DNA má
èasto následující nedostatky, které znemo�òují její dal�í analýzu: 1. DNA není intaktní, ale je ji�
degradovaná na nízkomolekulární fragmenty. Na gelu se takový vzorek projeví jako �mouha smìrem
k èelu gelu. Znamená to, �e bìhem pøípravy nebo èasto ji� v samém výchozím materiálu do�lo k
mechanickému nebo nukleolytickému �tìpení DNA. Doporuèujeme proto pøi pøípravì protoplastù
vycházet z mladých listù, ze svìtlých èástí kalusù a suspensích kultur v exponenciální fázi rùstu. Ve
star�ích nebo nekrotických tkáních bývá DNA èasto po�kozena. Doba inkubace tkánì v
protoplastovacím roztoku by mìla být co nejkrat�í - pro deproteinaci èasto postaèuje jen èásteèná
degradace celulosové stìny. 2. DNA není �tìpitelná restrikèními enzymy. Pro kontrolu �tepitelnosti
doporuèujeme zaøadit �típání enzymy, které poskytují krátké restrikèní fragmenty (v prùmìru < 5 kb).
Na gelu by tato dráha nemìla obsahovat �ádnou viditelnou stopu DNA, nebo� krátké fragmenty vymigrují
z gelu. Pokud DNA není dobøe �tìpitelná pou�ijeme vìt�í mno�ství enzymù Proteasy, eventuelnì Celulasy
pro dokonalej�í purifikaci. Rovnì� je tøeba dbát na dùsledné odstranìní EDTA ze vzorku.

Aplikace PFGE

PFGE je unikátní, vysoce citlivá metoda urèená pro separaci vysokomolekulární DNA. Poskytuje
informace o vzájemné poloze genù, repetitivních sekvencí v úsecích, které jsou pøíli� velké pro detailní
sekvenování nukleotidù nebo naopak pøíli� malé pro analýzu pomocí hybridizace in situ. Spojením
sekvenaèních technik, pulzní gelové elektroforézy a hybridizace in situ lze dosáhnout pøesné charakterizace
genových oblastí na chromozomu. Z tohoto dùvodu se v�echny tøi metody uplatòují ve velkých
komplexních projektech, jako je mapování genomù rùzných biologických druhù. Praktického vyu�ití se
PFGE doèkala v rostlinné aplikované genetice, kdy pomocí restrikèních polymorfismù lze charakterizovat
pøíbuzné biologické druhy nebo jednotlivé kultivary hospodáøsky významných plodin.
Literatura:
1. Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning. A Laboratory manual. 2nd

edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press.
2. Birren, B., Lai, E. (1993) Pulsed Field Gel Electrophoresis. A practical guide. Academic Press,

INC. San Diego.
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Zku�enosti s genetickým analyzátorem ABI PRISM 310

Nejedlá, E.

Laboratoø molekulární fyziologie rostlin, Pøírodovìdecká fakulta MU, Kotláøská 2, 61137 Brno
tel: 05/41 12 93 71, fax: 05/41 12 93 72, e-mail: nejedla@sci.muni.cz

Genetický analyzátor ABI PRISM 310  firmy  Perkin- Elmer, divize Applied  Biosystems byl
na trh uveden  v roce 1995. V souèasnosti je to jediný pøístroj,  který umo�òuje provádìt i men�ím
laboratoøím  plnì automatizovanou sekvenaèní a fragmentaèní analýzu DNA. Analyzátor pracuje na
principu elektroforetického dìlení fragmentù ve velmi tenké kapiláøe naplnìné speciálním polymerem.
Je vybaven automatickým dávkovaèem na 48 (resp.96) vzorkù. Pro ka�dý vzorek je kapilára naplnìna
èerstvým polymerem, poté je automaticky nanesen pøesný objem vzorku. Tento postup zaruèuje vysokou
reprodukovatelnost  analýz a zároveò se sni�uje pracnost, proto�e odpadá potøeba nalévání gelù. Materiál
a reagencie se vyu�ijí jen pro daný poèet vzorkù.  Sekvenování  probíhá  podle Sangerovy metody.
Analýza je zalo�ena na patentovaném  procesu ABI  PRISM - detekce vícebarevné fluorescence  ze
znaèených primerù, terminátorù (ddTNP)  nabo inkorporovaných  nukleotidù (dUTP, dCTP) po excitaci
argonovým  laserem (excitaèní spektrum  488 - 514 nm). Detekce emitovaného záøení je provádìna
pomocí  citlivého CCD chipu  s maximální citlivostí ve spektrálním pásmu  525 - 650 nm. Pøi jediném
prùchodu kapilárou je proto mo�né pøi sekvenování  stanovit poøadí v�ech ètyø bazí, nebo pøi analýze
fragmentù analyzovat 3 vzorky souèasnì  (3 vzorky + délkový standard).  Øízení celého procesu i
zpracování dat probíhá souèasnì za pou�ití výkonného poèítaèe Apple  Power Macintosh  a speciálního
software.

Správná pøíprava vzorku je prvním pøedpokladem úspì�ného sekvenování.  Aèkoliv  existují
rùzné (levnìj�í) postupy, jak získat èistou DNA, pro fluorescenèní sekvenování je nejvhodnìj�í izolace
DNA pomocí produktù  firmy Qiagen nebo alkalickou lyzou s PEG precipitací. Sekvenovat lze
plazmidovou DNA  a PCR produkty. U PCR  produktù je nutné pøed sekvenováním velmi peèlivì
odstranit  v�echny zbytky primerù a dNTP, proto�e  by se zmìnily slo�ení reakèní smìsi  a znaèení by
neprobìhlo!

Dal�ím dùle�itým faktorem je správné urèení koncentrace DNA  (nejlépe pomocí
spetrofluorimetrické metody, proto�e stanovení z gelu není pøíli� pøesné)  a volba správné sekvenaèní
strategie. Doporuèené  koncentrace templátù: ssDNA 50-100 ng/ul, 300-600 ng na reakci, ds DNA
100 - 200 ng/ul, 0,6 - 1,2  ug na reakci,  PCR DNA 10 - 30 ng/ul , 60 - 180 ng na reakci..

Nìkteré typy templátù (zejména GC, resp. AT - rich, templáty s dlouhou homopolymerní sekvencí
, templáty s dlouhými repeaty nebo templáty, které tvoøí sekundární struktury) jsou obecnì hùøe
sekvenovatelné a je nutno upravovat sekvenaèní strategii.

Pøíprava znaèených  fragmentù probíhá pomocí cyklického (PCR) sekvenování a to buï
za pou�ití znaèených primerù  nebo terminátorù. Znaèení probíhá za pou�ití ready-reaction cycle
sequencing kits , které obsahují AmpliTaq DNA polymerázu FS,  smìs d/ddNTP a pufr ve stabilním
slo�ení, které zaruèuje pohodlnou práci a reprodukovatelnost metody. Po skonèení  PCR  sekvenování
je nutné vzniklé fragmenty pøesrá�et a odstranit v�echny nezreagované slo�ky kitu. Tento krok je dùle�itý
zejména pøi práci se znaèenými terminátory. DNA se pak rozpustí v TSR (Template supression  reagent),
provede se závìreèná denaturace a vzorek se vlo�í do analyzátoru.

Celý postup pøípravy znaèených fragmentù probíhá podle  protokolu optimalizovaného firmou
Perkin Elmer. Trvá 3,5 - 4 hodiny, vlastní analýza vzorku  (600 bazí)  2,75 hod., pro krat�í PCR
produkty  asi 90 minut (pøi pøesnosti sekvenování 98,5 %).

Softwarové zpracování dat trvá pouze necelou minutu!
Náklady na  1 analýzu : pøibli�nì 500 Kè.
Výhody: odpadá nároèné nalévání gelù,  reagencie se spotøebovávají pouze pro daný poèet

vzorkù, automatické provádìní operací zaruèuje stále stejné podmínky pro v�echny analýzy (èím� se
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zvy�uje reprodukovatelnost stanovení),  pøístroj mù�e pracovat pøes noc bez dozoru, tak�e  se efektivnì
vyu�ívá i nejcennìj�í deviza - tj. èas!!!

Literatura:
The Qiagen Guide to Template Purification  and DNA Sequencing - mo�no objednat  u firmy Qiagen

jako FREE Literature
ABI  PRISM 310 - User´s  manual Perkin - Elmer
DNA Sequencing - Chemistry guide Perkin - Elmer
ABI PRISM TM Dye Primer Cycle Sequencing Ready Reaction Kit - Protocol
ABI PRISM TM   Dye Terminator Cycle Sequencing  Ready Reaction Kit - Protocol
ostatní firemní literatura Perkin - Elmer
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Metody transformace rostlin pomocí agrobacteria

Pavingerová, D.

Ústav molekulární biologie rostlin AVÈR, Brani�ovská 31, 370 05 Èeské Budìjovice
tel.: 038/777 55 05, fax: 038/414 75, e-mail: daniela@umbr.cas.cz

Principem v�ech metod transformace rostlinných pletiv pomocí agrobacteria je zabezpeèit kontakt
poranìných rostlinných bunìk s buòkami baktérie rodu Agrobacterium, co� odstartuje pøenos T-
DNA do rostlinného genomu. K tomuto úèelu byla vyvinuta øada metod, z nich� se na pracovi�ti ÚMBR
nejèastìji pou�ívají tøi: disková metoda, transformace semen a infiltrace.

Disková metoda:
Metoda transformace listových diskù pøedstavuje ideální kombinaci vysoké transformaèní frekvence

se snadnou a rychlou selekcí regenerovaných transformantù. Poprvé ji popsal  Horsch et al. (1985) a
postupnì byla modifikována v mnoha laboratoøích tak, �e je pou�itelná na jakoukoli èást rostliny (koøen,
hypokotyl, internodia, stonkové segmenty atd).

Metoda je velmi jednoduchá a nevy�aduje �ádné speciální vybavení. Zvolenou èást in vitro
kultivované rostliny rozstøíháme na segmenty asi 1 cm dlouhé, u listù na terèíky asi 5x5 mm, a ty
ponoøíme do pøipravené bakteriální suspenze tak, aby v�echny øezné plochy pøi�ly s touto suspenzí do
styku. Po urèité dobì kokultivace èástí rostliny s baktériemi se transformované segmenty pøenesou na
médium, které eliminuje rùst baktérií, umo�òuje proliferaci jen transformovaným buòkám a navozuje
kalogenezi s následnou regenerací stonkù.

Jak pøipravit bakteriální suspenzi?
Baktérie kultivujeme pøes noc v LK médiu (Langley and Kado, 1972) na tøepaèce ve tmì pøi

28oC. Pøed vlastní transformací je vhodné baktérie stoèit (2 minuty pøi 10000 rpm), supernatant odstranit
a baktérie rozøedit ve stejném mno�ství 10 mM MgSO4. Je rovnì� mo�né pøímo naøedit bakteriální
suspenzi stejným mno�stvím tekutého kultivaèního média (napø. MS). Nedoporuèuji pou�ívat bakteriální
suspenzi pøímo bez pøedchozího øedìní, jeliko� mù�e v nìkterých pøípadech pùsobit na rostlinná pletiva
toxicky.

Jakou èást rostliny pou�ít?
Pro transformaci pou�íváme tu èást rostliny, ze které spolehlivì umíme získat v podmínkách in

vitro dostateèný poèet regenerantù. Výhodné je zajistit jednobunìèný pùvod regenerované rostliny,
napø. vyu�itím somatické embryogeneze a pod.

Jak dlouhá kokultivace?
Vyzkou�ená optimální doba kokultivace bakteriální suspenze s rostlinnými segmenty je 15 - 30

minut. Po této dobì se transformované èásti rostliny pøenesou na nìkteré základní agarové médium
(napø. MS) bez antibiotik, kde se ponechají 24 - 48 hod. Pøi 24 hod kultivaci není nutné osu�ení
segmentù filtraèním papírem, jak se èasto uvádí. U nìkterého rostlinného materiálu je mo�né nahradit
kultivaci na agarovém médiu kultivací v tekutém médiu (segmenty se tøepou 24 hod pøi laboratorní
teplotì). A� po této dobì se aplikují antibiotika pro vyhubení baktérií a selekèní èinidla.

Jak eliminovat baktérie?
Baktérie eliminujeme pomocí vhodného antibiotika (podle pou�itého kmene agrobacteria), které

pøidáváme do kultivaèního média. Antibiotikum neklávujeme, pou�íváme sterilizaci filtrem nebo
autosterilizaci (antibitikum rozpustíme ve sterilní vodì ve sterilní kádince a necháme 2 - 3 hodiny stát).
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Na médiu s antibiotikem kultivujeme rostliny i nìkolik mìsícù, aby eliminace baktérií byla dokonalá.
Èasto je vhodné pou�ít smìs dvou antibiotik.

Nejbì�nìji pou�ívaná antibiotika      nejèastìji pou�ívaná koncentrace

Ticarcillin (Ticarpen) 500 mg/l
Carbenicillin 500 mg/l
Vancomycin 500 mg/l
Cefotaxime (Claforan) 200 mg/l
Augmentin 300 mg/l
Timentin 300 mg/l

Jak stanovit koncentraci selekèního antibiotika?
K selekci se v souèasné dobì vyu�ívá pøedev�ím gen pro neomycinfosfotransferázu II (nptII),

který vná�í do rostlin rezistenci ke kanamycinu a gen pro hygromycinfosfotransferázu (hpt), který
navozuje rezistenci k hygromycinu. Ponìvad� tato antibiotika mají zabránit rùstu netransformovaných
rostlin, musíme nejprve otestovat, na jakou koncentraci antibiotika dané rostliny reagují. To snadno
zjistíme kultivací kontrolních rostlin na médiu s koncetraèní øadou pøíslu�ného antibiotika. Významným
a èasto rozhodujícím znakem bývá fakt, zda rostlina koøení, èi nikoli. Je si v�ak tøeba uvìdomit, �e
koncentrace antibitika pou�itá pro selekci regenerovaných rostlin, nemusí souhlasit s koncentrací
aplikovanou tìsnì po transformaci rostlinných segmentù. Ta se èasto musí sní�it, pøípadnì úplnì vynechat,
a antibiotikum vyu�ít a� pro selekci regenerovaných rostlin. Zde neexistuje jednotný návod, koncentraci
selekèního antibiotika je u ka�dého rostlinného druhu nutné vyzkou�et. Rozdíly se mohou vyskytnout i
mezi odrùdami tého� druhu.

Transformace semen:
Tuto zajímavou metodu transformace zavedli v roce 1987 Feldmann a Marks u Arabidopsis

thaliana. Semena A. thaliana se nechají v 50 ml vody pøedklíèit (tøepat pøi laboratorní teplotì) po
dobu 12 - 16 hod. Poté se k nim pøidají 3 ml pøes noc narostlé bakteriální suspense a spoleènì se
kultivují dal�ích 24 hod. Po této dobì se semena nìkolikrát propláchnou vodou a vysejí na perlit
provlhèený �ivným roztokem. Získané rostliny se oznaèují jako T1 generace. U T2 generace provádíme
selekci na pøíslu�ném antibiotiku.

Výhody:
1) Mo�nost získání velkého poètu transgenních rostlin pøi práci v nesterilních podmínkách.
2) Není nutná eliminace baktérií pomocí antibiotik (finanèní pøínos).
3) Nedochází k tvorbì kalusu, èím� je vylouèena somaklonální variabilita.
Nevýhody:
1) Velká variabilita výsledkù.
2) Metoda zatím pou�itelná pouze u Arabidopsis thaliana.

Infiltrace:
Jedná se o novou metodu transformace, kterou publikoval Bechtold et al. v roce 1993 a stejnì

jako pøedchozí metoda se úspì�nì pou�ívá zatím jen u Arabidopsis thaliana. Spoèívá v transportu
bakteriálních bunìk do rostlinných pletiv vlivem podtlaku. Rostliny ve stádiu kvetení, kdy se ji� zaèínají
objevovat první plody se ponoøí (otoèením kvìtináèe) do infiltraèního média. Infiltrace probíhá ve
vakuu (104 Pa) po dobu 15 - 20 min. Rostliny se pak opláchnou pod tekoucí vodou a nechají odkvést.
T2 semena se vysévají na selekèní médium.

Pøedpokládá se, �e baktérie proniknou do vodivých pletiv rostliny, kterými se dostanou a� k
meristémùm kvìtních základù, kde se mù�e T-DNA zaèlenit do genomu gamet. Výhodou této metody
je rovnì� vylouèení somaklonální variability.
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Pøíprava infiltraèního média:  Bakteriální suspenzi (OD = 1,2) stoèíme a øedíme do 1/3 pùvodního
objemu tekutým MS médiem s 5% sacharózou a s 10 mg/l BAP. Uvádí se, �e ve dvou litrech bakteriální
suspenze je mo�né infiltrovat 100 - 500 rostlin.
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Cílená a náhodná mutageneze DNA v podmínkách in vitro.
Pøíklady a pou�ití

Rotrekl, V.

Katedra biochemie, Pøíodovìdecká fakulta MU, Kotláøská 2, 611 37 Brno
tel: 05/41 32 13 74, e-mail: rotrekl@chemi.muni.cz

Laboratorní technika pro�la v posledních desetiletích obdobím bouølivé revoluce, jejím� výsledkem
jsou pøístroje, které nám umo�òují studovat vztah struktury a funkce DNA a proteinù. Existují dva
smìry, kterými je mo�né k tomuto studiu pøistupovat. Je mo�né indukovat in vivo náhodné mutace a
izolovat následnì jedince s urèitým fenotypem a studovat na molekulární úrovni zmìny, které k danému
fenotypu vedly. V opaèném smìru se pak dá vnést buï náhodná nebo øízená mutace do  urèitého
úseku DNA in vitro a studovat buï zmìny ve struktuøe proteinu kódovaného tímto úsekem DNA
nebo pøímo vliv této mutace na organizmus po zpìtném vnesení DNA do organizmu. Díky tomu, �e se
ve druhém uvedeném pøístupu dá do jisté míry vynechat závìreèný krok studia in vivo, a �e tento
pøístup umo�òuje studium zmìn pøímo na molekulární úrovni (struktura a funkce proteinù kódovaných
DNA nesoucí mutaci), tì�í se tato technika v poslední dobì ve svìtì velké obliby.

Místnì øízená mutageneze je technika, s její� pomocí mù�eme vná�et, deletovat èi zamìòovat
nukleotidy v rámci nám známého segmentu DNA. Na rozdíl od jiných technik mutageneze, kde jsou
výsledkem vìt�inou velká mno�ství nejrùznìj�ích mutantù, respektuje místnì øízená mutageneze (alespoò
vìt�inou) názor experimentátora na polohu a strukturu mutované DNA. Vzhledem k pøesnosti jakou
lze od této techniky oèekávat, lze ji vyu�ívat ke specifické zmìnì individuálních kodonù aminokyselin v
rámci kódujících úsekù DNA, nebo k vná�ení definovaných mutací majících regulaèní funkci. Místnì
øízená mutageneze tak mohla vnést v mnohých pøípadech svìtlo a poznání do na�eho chápání vztahù
struktury a funkce proteinù. V jiných pøípadech tak mohla být vyu�ita ke konstrukci nových vektorù, èi
chimerních genù. Pøes zdánlivou dokonalost této techniky je si v�ak tøeba uvìdomit také její omezení.
Proteiny jsou nesmírnì komplexní struktury a mnohdy by bylo tøeba pøíli� mnoho jednotlivých mutantù
k porozumìní konkrétní funkce konkrétní oblasti proteinu. Jinými slovy, ke srozumitelnému výkladu
výsledku mutageneze je také tøeba velké pøedstavivosti autora které, jak minulost ji� ukázala, není v�dy
dostatek.

 V souèasné dobì existuje celá øada variací a technik, které je mo�né pou�ít k místnì øízené
mutageneze. V�echny tyto techniky mají v�ak spoleèného jmenovatele. Je to oligonukleotid nesoucí
mutaci, který nám umo�òuje zavedení mutace. Tento oligonukleotid, který je a� na limitovaný poèet
pozmìnìných bazí komplementární, hybridizuje k jednoøetìzcové templátové DNA. In vitro je poté
dosyntetizován komplementární øetìzec s pou�itím uvedeného oligonukleotidu jako primeru. V tuto
chvíli je mo�né odtu�it existenci nìkolika  principù, kde je mo�ná aplikace vý�e uvedeného principu.
Mutaci nesoucí oligonukleotid (primer) je mo�né pou�ít k PCR amplifikaci námi po�adovaného úseku
DNA. Ten pak mù�e být napøíklad pou�it k tzv. kazetové mutageneze. Pøi této technice je vyu�ito
rozpoznávacích sekvencí restrikèních endonukleáz na koncích mutovaného úseku DNA. Celý úsek je
pak mo�né pou�ít jako kazetu, která se zamìní za homologní úsek DNA divokého typu. Jiným velmi
u�iteèným pøíkladem techniky vyu�ívající vý�e zmínìného principu je pou�ití vektoru, který je schopen
existovat jak v jednoøetìzcové, tak ve dvojøetìzcové formì DNA. DNA, která má být pozmìnìna, je
naklonována do tohoto vektoru. Oligonukleotid nesoucí mutaci je pou�it opìt jako primer, tentokráte
v�ak k syntéze komplementárního øetìzce. Tento øetìzec je dále zacelen pomocí ligázy. Dvojøetìzcová
molekula DNA je následnì amplifikována in vivo, nejèastìji s pou�itím bakteriálního hostitelského
kmene E.coli. Pùvodnì byla tato metoda popsána s pou�itím vektoru M13. V souèasné dobì jsou
v�ak komerènì dostupné vektory kombinující výhodné vlastnosti klasických plazmidù a fágové DNA.
Tyto vektory jsou známy jako fágemidy, z nich� snad nejznámìj�ím (av�ak zdaleka ne jediný) pøíkladem
je pBluescript.
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Je jasné, �e výsledkem popsaných mutagenezních postupù bude v�dy smìs pùvodní nezmutované
DNA s její mutovanou formou. Proto jejich výsledkem bylo mo�né dosáhnout v ideálním pøípadì
padesátiprocentní úèinnosti metody. Vzhledem k faktu, �e v reálných podmínkách je prakticky nemo�né
takového výsledku dosáhnout byla vynalezena celá øada modifikací uvedených postupù vedoucích ke
zvý�ení jejich úèinnosti. Pøíkladem nám mù�e být T.A. Kunkelem popsaná modifikace poskytující velmi
silnou selekci proti templátovému øetìzci neobsahujícímu mutaci1 ,2 . Metoda je zalo�ena na syntéze
templátové DNA v bakteriálním kmenu E.coli obsahujícím mutace dut a ung3 .Tato bakterie je deficitní
v enzymové aktivitì enzymù dUTPázy a uracil-N-glykozylázy. V dùsledku tìchto mutací se zvy�uje
pravdìpodobnost zabudování uracilu na místo thyminu do nascentního øetìzce DNA. Jednoøetìzcový
temlát je z syntetizován s pou�itím pomocného fága, odvozeného z fága M134 . Syntéza komplementárního
øetìzce nesoucího mutaci následnì probíhá in vitro za standardních podmínek tak, aby nascentní øetìzec
neobsahoval �ádný uracil. Taková hybridní molekula je posléze amplifikována v normálním kmenu
E.coli, co� vede k degradaci øetìzce obsahujícího uracil. Výsledkem celého procesu je tedy DNA
nesoucí mutaci, v ideálním pøípadì bez kontaminací DNA mutaci neobsahující.  Jiným pøíkladem systému
selekce øetìzce DNA nesoucího mutaci (opìt komerènì dostupným) je pou�ití vektoru, obsahujícího
bodovou mutaci v oblasti b-laktamázové rezistence proti antibiotiku. V prùbìhu hybridizace mutaci
nesoucího oligonukleotidu je souèasnì hybridizován i oligonukleotid komplementární s pùvodní sekvencí
divokého typu b-laktamázové rezistence. Se zavedením námi po�adované mutace je tedy v tomto
systému mo�né oèekávat vzrùst rezistence vùèi antibiotiku. Selekèní tlak je tedy vyvíjen pomocí antibiotik
pøi amplifikaci DNA v E.coli5 .

Navzdory existenci modifikací pùvodní metodiky místnì øízené mutageneze je  v�ak nutné pøiznat,
�e pouze málo pøípadù se svojí úèinností vy�plhá nad padesát procent. Velmi dùle�itým krokem je
proto pøi provádìní øízené mutageneze úèinný skríning. K vyhodnocení výsledku máme z praktického
hlediska tøi pøístupy. Nejjednodu��í a nejrychlej�í metodou je restriktázová analýza. Pøi navrhování
oligonukleotidu je v nìkterých pøípadech mo�né zavést èi vymazat souèasnì se zavedením mutace také
rozpoznávací sekvenci restrikèní endonukleázy. Ovìøení zavedení mutace pak spoèívá v analýze �tìpù
námi vytvoøené DNA. Tato metoda je velmi výhodná pøedev�ím proto, �e je mo�né analyzovat velkou
skupinu potenciálních mutantù. Pøes snadnost provedení a ekonomiènost metody ji mnohdy není mo�né
aplikovat. V takovýchto pøípadech máme k dispozici dal�í velmi jednoduchou metodu. K jejímu
provedení potøebujeme dal�í oligonukleotid, který je homologní buï s pùvodní molekulou divokého
typu, nebo s mutantem. 3´-konec tohoto oligonukleotidu musí pak být v místì, které bylo podrobeno
mutaci. Pakli�e poté pou�ijeme tento oligonukleotid k amplifikaci úseku DNA pomocí PCR, zále�í
výsledek amplifikace na komplementaritì 3´-konce oligonukleotidu a templátové molekuly6 . Tento
postup nám opìt umo�òuje analyzovat velké mno�ství mutantù a navíc mnohdy je mo�né pou�ít k
amplifikaci pøímo bakteriální kolonii, bez nutnosti izolovat DNA. Ani tato metoda v�ak není  aplikovatelná
v�dy. Ne ka�dá kombinace bazí poskytuje pøi aplikaci této metody spolehlivý výsledek. Proto je v
mnohých pøípadech nutné pøistoupit k metodì sice trochu tì�kopádné, zato v�ak velmi pøesné, jakou
je sekvenace úseku DNA obsahujícího mutaci. Omezeními této metody jsou její finanèní nároènost a
men�í kapacita týkající se mno�ství vyhodnocených mutantù (ve srovnání se dvìma pøedchozími
metodami).

Jeliko� na�e znalosti o vztazích struktury a funkce regulaèních úsekù DNA a proteinù nejsou
zdaleka ucelené, není mo�né abychom v�dy mohli pøedpovìdìt jaká zmìna struktury by mohla mít za
výsledek námi po�adovanou zmìnu funkce. Pro tento pøípad byly vyvinuty a zdokonaleny metodiky
náhodné mutageneze. Výsledkem aplikace této techniky je knihovna mutantù, s rùznì (více ménì
náhodnì) pozmìnìnou strukturou DNA. Existuje celá øada technik (zahrnujících pøedev�ím rùzná
mutagenní chemická èinidla)  poskytující v rùzné míøe (spí�e ne)kompletní knihovnu mutantù. Velmi
dobré výsledky byly dosa�eny s pomocí enzymové metody7 . Prvním krokem této metody je hybridizace
DNA s oligonukleotidem pod místem urèeným k mutageneze. Druhým krokem je in vitro syntéza
komplementárního øetìzce za rùznì limitujících podmínek jednotlivých dNTP. V prùbìhu této èásti
experimentu je vyrobena sada v�ech mo�ných 3´-koncù (prodlu�ujícího se primeru) v úseku DNA,
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který chceme mutovat. V dal�ím kroku dochází k zavedení tøí nesprávných bazí na 3´-konec ka�dé
sady oligonukleotidù za podmínek ve kterých neprobíhá kontrola ètení. Posledním krokem je
zkompletování øetìzce do formy, která mù�e podstoupit dal�í selekci a amplifikaci. Selekce proti
nezmutovanému (templátovému) øetìzci mù�e probíhat  Kunkelovou metodou (viz vý�e). Na závìr je
v�ak tøeba si uvìdomit, jednu z hlavních limitací této techniky. K úspì�nému pou�ití a interpretaci této
techniky v rámci experimentu je nutné mít k dispozici úèinný skríningový, respektive selekèní mechanizmus
s jeho� pomocí mù�eme vybrat námi po�adovaného mutanta.
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Vná�ení genù do rostlin prostøednictvím agrobakteriálních vektorù

Øíha, K.

Biofyzikální ústav AVÈR, Královopolská 135, 612 65 Brno
tel/fax: 05/41 24 05 00, e-mail: riha@ibp.cz

Genovì upravené rostliny se uplatòují nejen v základním výzkumu, ale v posledních nìkolika
letech se transgenoze rostlin stále více pou�ívá pro �lechtìní nových odrùd hospodáøských plodin.
S prohlubujícími se znalostmi molekulárních mechanismù  fyziologických a vývojových procesù rostlin
se zvy�uje i poèet znakù, které je mo�né pomocí transgenoze cílenì upravovat èi mìnit. Proto také
vyvstává potøeba zvládnout proces transformace nejen u nìkolika modelových rostlin, ale také u celé
øady druhù a kultivarù zemìdìlsky významných plodin. Bylo vytvoøeno mnoho postupù umo�òujících
zaèlenìní cizorodé DNA do rostlinného genomu, témìø v�echny v�ak lze rozdìlit do dvou základních
skupin. První skupina metod vyu�ívá pøímé introdukce DNA do bunìk, jejich� membrány, popøípadì
bunìèné stìny, byly pøechodnì naru�eny buï mechanicky (mikroinjekce, particle bombardment,
silikonová vlákna), elektrickým pulsem (elektroporace), èi chemickými èinidly (polyetylénglykol). Druhou
mo�ností je vyu�ít bakterií rodu Agrobacterium, které jsou schopné konjugovat s rostlinnými buòkami
a vná�et do nich èást své DNA.

Princip pøenosu DNA do rostlin pomocí agrobakterií
Pùdní bakterie A. tumefaciens zpùsobuje v místì napadení rostlin tvorbu kalusovitých nádorù,

tzv. crown galls. Bìhem infekce se pøená�í èást Ti plazmidu nazývaná T-DNA do rostlinného genomu.
T-DNA je ohranièena krátkými repeticemi. Obsahuje geny pro syntézu metabolitù, které vy�ivují bakterie,
a dále pak onkogeny (onc) kódující tvorbu auxinù a cytokininù. To zpùsobuje hormonální disbalanci
v napadených buòkách a vede ke vzniku crown galls. Pøenos T-DNA do rostlinné buòky zaji��ují geny
virulence (vir), které se také nacházejí na Ti-plazmidu. Vir operón je aktivován chemickými látkami -
acetosyringony , které se uvolòují z poranìných bunìèných stìn rostlin. Vazbou acetosyringonu na
membránový receptor VirA  dochází k aktivaci transkripèního faktoru VirG, jen� spou�tí pøepis ostatních
vir genù. Po aktivaci dochází  k na�tìpení hranièních sekvencí T-DNA a uvolnìni jednoøetìzcového T-
vlákna. Na tomto procesu  se podílejí proteiny VirD2, VirD1 a VirC, pøièem� VirD2 zùstává kovalentnì
navázaný na 5´ konec T-øetìzce a nese signály pro smìrování do rostlinného jádra. Jednoøetìzcová T-
DNA je stabilizována proteiny VirE2, které ji chrání pøed rostlinnými nukleázami. T-DNA je z bakteriální
do rostlinné buòky transferována proteinovým kanálem, který je tvoøen produkty genù virB. Zatímco
pøenos bakteriální DNA do rostlinné buòky je plnì øízen bakteriálními geny, integrace T-DNA do
rostlinného genomu je s nejvìt�í pravdìpodobností zprostøedkovávána reparaèními mechanismy
hostitelské buòky. Zdá se, �e T-DNA se preferenènì zaèleòuje do transkribujících se oblastí genomu
ilegitimní rekombinací.

Pro pøenos DNA z agrobakterií do rostlin jsou dùle�ité dvì oblasti Ti-plazmidu:hranièní sekvence
vymezující T-DNA a vir geny. Bylo zji�tìno, �e transformaèní úèinnost není nijak ovlivnìna, jsou-li
deletovány onc geny a nachází-li se T-DNA na jiném plazmidu ne� vir geny. Na základì tìchto poznatkù
byly vyvinuty dva typy vektorù: (a) kointegrativní vektory, které nesou na Ti plazmidu modifikovanou
T-DNA bez onc genù a do které se transgeny zaèleòují homologní rekombinací. (b) binární vektory,
co� jsou relativnì malé plazmidy nesoucí upravenou T-DNA, do které jsou transgeny klonovány v E.
coli a poté je celý plazmid pøenesen do vhodného agrobakteriálního kmene, jen� obsahuje Ti plazmid
s upravenou nebo úplnì deletovanou T-DNA. Pro snadnìj�í manipulovatelnost a vìt�í univerzálnost se
ve vìt�inì laboratoøí pou�ívají vektory binární.
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Metoda kokultivace listových diskù
Nejroz�íøenìj�í metodou transformace rostlin je tzv. kokultivace listových diskù. Pøi této metodì

se rostlinné explantáty kokultivují s agrobakteriálním vektorem nesoucím v T-DNA gen selektovatelný
v rostlinách, poté se explantáty pøenesou na médium, které umo�òuje regeneraci a obsahuje látku
umo�òující selekci transformantù. Agrobakterium se nakultivuje v tekutém médiu  (napø. YEB, LB),
pøipravené explantáty se na nìkolik minut ponoøí do bakteriální suspenze a poté pøenesou na misky
s kokultivaèním médiem - tím je �rostlinné� médium, vìt�inou bez fytohormonù. Následuje nìkolikadenní
kokultivace, pøi ní� je nutné kontrolovat, zda agrobakterium pøíli� nepøerùstá. Odstranìní bakterií po
kokultivaci je asi technicky nejobtí�nìj�í krok celé metody. Vìt�inou nestaèí pouhé pøenesení explantátù
na médium s antibiotiky, která eliminují rùst agrobakterií (cefotaxim, vancomycin). Dùle�ité je nìkolikrát
dùkladnì omýt explantáty ve vodì, osu�it na filtraèním papíøe a potom teprve pøenést na médium, je�
obsahuje fytohormony pro regeneraci rostlin, antibiotikum pro selekci transformantù a antibiotikum
potlaèující rùst agrobakterií. Tento postup je velice úèinný pøi transformaci snadno regenerujících rostlin
citlivých k agrobakteriální infekci - napø. rostlin èeledi Solanaceae. Mnoho rostlinných druhù je v�ak
málo citlivých k agrobakteriální infekci a celý transformaèní protokol je tøeba krok za krokem
optimalizovat.

Optimalizace metody
Stojíme-li pøed úkolem transformovat druh nebo kultivar, u kterého doposud nebyl vypracován

transformaèní protokol a rozhodneme se pou�ít metodu kokultivace listových diskù, je nezbytné najít
vhodné podmínky pro úèinnou regeneraci celých rostlin. U vìt�iny druhù se vyu�ívá indukce prýtù, a to
buï pøímo nebo pøes stádium kalusu. Velice úèinným se zdá být postup, pøi nìm� se po kokultivaci
nejdøíve indukuje tvorba koøenù a z tìchto po selekci následuje regenerace celých rostlin. Koøeny jsou
více citlivé k selekèním antibiotikùm, co� sni�uje chimérizmus a mno�ství netransformovaných
regenerantù, jen� unikly selekci (Zhan et al., 1997). Jako selekèní markery se nejèastìji pou�ívají
neomycin fosfotransferáza (rezistence ke kanamycinu), hygromycin fosfotransferáza (rezistence vùèi
hygromycinu) nebo fosfinotricin acetyltransferáza (rezistence k fosfinotricinu). Jeliko� rùzné druhy mají
odli�nou rezistenci vùèi vý�e uvedeným látkám, je nutné zjistit  koncentraci selekèního èinidla vhodnou
pro selekci transgenních rostlin - pøíli� nízká koncentrace dovoluje regenerovat i netransformovaným
rostlinám, zatímco pøíli� vysoká koncentrace brzdí i rùst transformantù. Vedle selektovatelných genù je
výhodné zaèlenit do T-DNA i geny reportérové, jejich� expresi lze snadno sledovat jak kvantitativnì,
tak i histochemicky. Nejroz�íøenìj�ím reportérovým genem u rostlin je uidA gen kódující beta-
glukuronidázu. Pomocí substrátu X-Gluc je mo�né histochemicky detekovat expresi transgenu ji� nìkolik
dní po kokultivaci. Místa exprese transgenu na explantátu reprezentují jednotlivé transformaèní události,
a tak se dá pøedbì�nì vyhodnotit úèinnost transformace, ani� by bylo nutné èekat nìkolik mìsícù na
tvorbu rezistentních kalusù nebo regenerujících prýtù. Takto je mo�né relativnì rychle testovat vliv
rùzných faktorù na úèinnost transformace a v krátké dobì optimalizovat  celý transformaèní postup pro
daný rostlinný druh. Tímto zpùsobem byly napøíklad nalezeny optimální podmínky pro transgenozi u
hrachu a karafiátu (de Kathen a Jacobsen, 1995; van Altvorst et al., 1995).

Prvním krokem pøi optimalizaci metody by mìl být výbìr agrobakteriálního kmene virulentního
pro transformovanou rostlinu. Rozsah virulence urèitého kmene je determinován geny na Ti-plazmidu.
Byla odvozena celá øada odzbrojených vektorù, které se li�í v typu Ti-plazmidu (GV3101, LBA4404,
EHA101, GV2206). Jsou dvì mo�nosti jak vybrat nejvhodnìj�í kmen pro transformaci dané rostliny:
buï se explantáty kokultivují s divoký kmenem a sleduje se tvorba crown gallù, nebo se pou�ije
odzbrojený kmen nesoucí binární vektor s uidA genem a detekuje se exprese transgenu. Nejenom
virulence agrobakteriálního vektoru, ale i kompetence rostlinných bunìk rozhoduje o úspìchu
transgenoze. Typ explantátu je do znaèné míry pøedurèen jeho schopností regenerace: hypokotyly se
pou�ívají u brukve (Mukhopadhyay et al., 1992), koøenové explantáty u huseníèku (Clarke et al.,
1992), korunní plátky se osvìdèily u karafiátu (Lu et al.,1991). Bylo zji�tìno, �e kompetenci bunìk je
mo�ném zvý�it pøidáním auxinu do kokultivaèního média (de Kathe a Jacobsen, 1995). Frekvenci
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transformace ovlivòuje mnoho dal�ích faktorù, jako je délka kokultivace, hustota bakteriální suspenze,
pøídavek acetosyringonu nebo stáøí a fyziologický stav rostliny. U nìkterých rostlin ménì senzitivních
k agrobakteriální infekci mù�e nalezení optimálních podmínek výraznì zvý�it efektivnost transgenoze.

Jiné metody vyu�ívající agrobakteriálního pøenosu DNA
Nevýhodou metody kokultivace listových diskù je nutnost regenerace trnsformantù v podmínkách

in vitro. Ne v�echny rostlinné druhy jsou schopny  in vitro regenerace a èasto také tento krok vede
k somaklonální variabilitì. Proto byla u Arabidopsis thaliana vypracována metoda in planta
transformace pomocí agrobakterií. Principem je inokulace bakterií na poranìná místa nebo infiltrace
bakteriální suspenze do celých rostlin. F1 generace takto transformovaných rostlin je vystavena
selekènímu antibiotiku a pøe�ívající rostliny by mìly nést integrovanou T-DNA (Bechtold et al., 1993;
Katavic et al., 1994). Agrobakteriální vektory jsou velice úèinné pøi transformaci dvoudìlo�ných rostlin,
zatímco  jednodìlo�né rostliny jsou k agrobakteriální infekci odolnìj�í. Zde se uplatòuje tzv. biolistická
metoda (particle bombardment), pøi ní� se DNA vá�e na mikroskopické èásteèky zlata, které jsou
vstøelovány do rostlinných pletiv. Dochází k integraci cizorodé DNA do rostlinného genomu a poté je
mo�né izolovat transgenní rostliny. Nevýhodou je, �e transformanty èasto nesou více kopií transgenù a
dochází k jejich nestabilní expresi. Hansen a Chilton (1996) spojili výhody biolistické a agrobakteriální
metody: do bunìk tabáku vstøelili selekèní gen umístìný mezi hranièní sekvence T-DNA a souèasnì
plazmid nesoucí agrobakteriální geny virD1 a virD2 øízené promotorem CaMV35S. Byl zde vyu�it
biolistický transfer DNA do bunìk a k zaèlenìní cizorodé DNA do�lo stejným zpùsobem jako po
agrobakteriální infekci.
Tato práce byla vypracovaná v rámci projektù GAÈR (521/96/1717) a GA AV ÈR (A5004601).
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Izolace transgenních bunìèných linií u modelové dvoudomé rostliny
Melandrium album

Øíha, K., Hladilová, R., Vyskot, B.

Biofyzikální ústav AVÈR, Královopolská 135, 612 65 Brno
tel/fax: 05/41 24 05 00, e-mail: riha@ibp.cz

Knotovka bílá (Melandrium album, syn. Silene latifolia, èeleï Caryophyllaceae) je oblíbeným
dvoudomým modelem ke studiu determinace pohlaví i struktury a funkce heteromorfních pohlavních
chromozómù. Z hlediska schopnosti regenerace in vitro i transgenoze v�ak patøí mezi výraznì
rekalcitrantní rostlinné druhy. Cílem této práce bylo proto: (a) vypracovat podmínky k regeneraci rostlin
z rùzných typù explantátù samièích i samèích rostlin odli�ného stupnì ploidie, (b) izolovat koøenové
bunìèné linie typu hairy-roots k cytologickým úèelùm a (c) vnést do rostlin reportérové transgeny,
které by slou�ily ke sledování genové exprese v semenném potomstvu v závislosti na pohlaví výchozího
rodièe (gametický  imprinting). Z øady testovaných ekotypù na�eho i zahranièního pùvodu se úspì�ná
regenerace z explantátù zdaøila pouze u samièích genotypù pùvodem z Francie a Belgie (získány laskavostí
prof. I. Negrutia). Fragmenty øapíkù, listových èepelí a koøenù, extirpované z rejuvenilizovaných
axenických kultur, vyváøely èetné regeneranty na agarových médiích typu B5 s nízkými koncentracemi
NAA a BAP. Tyto genotypy (diploidní, triploidní a tetraploidní) byly dále vyu�ity k transformaèním
studiím kokultivací s agrobaktériemi. Nìkolik onkogenních kmenù Agrobacterium rhizogenes bylo
pou�ito k izolaci kultur hairy-roots, které jsou ideálním materiálem k pøípravì mitotických protoplastù
a analýze pohlavních chromozómù. Z øady testovaných kmenù A. rhizogenes se podaøilo pøipravit
stabilní koøenové kultury prostøednictvím kmenù A4RsII a AR12. Na bezhormonovém médiu B5
regenerovaly koøeny pøedev�ím z fragmentù listových èepelí. Frekvence tvorby hairy-root kultur v�ak
byla výraznì ni��í ne� u kontrolních pokusù s tabákem. Karyologická analýza koøenových kultur M.
album prokázala jejich vysokou stabilitu u v�ech typù ploidie (samièí linie 2n, 3n a 4n, samèí linie 2n a
3n). Koøenové a listové explantáty odvozené z axenických kultur vyselektované diploidní samièí rostliny
byly kokultivovány s odzbrojeným kmenem A. tumefaciens AGLO (nesoucím reportérový gen gus s
intronem) a selektovány na médiu s kanamycinem. Histochemické analýzy regenerujících kultur s pomocí
substrátu X-gluc prokázaly expresi vneseného transgenu. V obou typech experimentù (infekce A.
rhizogenes a A. tumefaciens) aplikace acetosyringonu zvy�ovala frekvenci transformací.

Podìkování: Tento výzkum byl provádìn za finanèní podpory GA ÈR  (521/96/1717).
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Klonování diferenciálnì exprimovaných mRNA
na modelu indukce mikrospórové embryogenese øepky (B. napus L.)

Smýkal, P.

Katedra fysiologie rostlin,  PøF UK,  Vinièná 5, 128 44 Praha
tel: 02/21 95 32 87, fax: 02/21 95 33 06, e-mail: smykal@prfdec.natur.cuni.cz

Identifikace diferenciálnì exprimovaných  mRNA  je velmi èasto pou�ívaný postup, pro studium
molekulárních mechanismù daného biologického systému. Rozdíly ve fenotypu bunìk popø. pletiv , jak
anatomické tak funkèní  jsou na molekulární úrovni urèeny  zmìnami v genové expresi.

Termín diferenciální  zahrnuje jednak prostorové tak èasové zmìny v genové expresi tj. mezi
rùznými pletivy, rùznými vývojovými stádii, nebo bìhem rùzných fysiologických podmínek.

Pro porozumnìní diferenciální genové exprese daného biologického systému, je dùle�ité urèit
jaký podíl tvoøí  a na jaké úrovni citlivosti dané metody budou diferenciálnì exprimované mRNA
identifikovány. Pro vhodnost zvolené metody je proto nutné  znát, zda-li a v jaké míøe identifikuje celé
spektrum abundantních a vzácných mRNA. Parametr abundance urèuje poèet klonù potøebných k
vyhledávání v cDNA knihovnách a ten je dále ovlivnìn zvolenou hladinou pravdìpodobnosti. Pomocí
saturaèních  a kinetických  studií bylo zji�tìno, �e jednotlivé typy bunìk exprimují 20 - 30 000 rùzných
druhù RNA, z nich� 99% je vzácných. Tìchto 99% pøedstavuje pouze 50% z celkového mno�ství
mRNA, proto zbývajících 50% pøedstavuje pomìrnì malý poèet (cca 300) abundantních mRNA.
Optimální metoda musí identifikovat  diferenciálnì exprimované mRNA nezávisle na jejím zastoupení.
Úspì�nost metody závisí proto na zvolení vhodných dostateènì odli�ných experimentálních systémù.

Vyhledávání genù na základì homologie k ji� existujícm genùm/proteinùm z jiných
organismù. Je mo�né postupovat pomocí vyhledávání v cDNA knihovnách pomocí  DNA hybridizaèních
sond popø. v expresních knihovnách pomocí existujících protilátek. V souèasnosti je  velmi populární
PCR postup pomocí vhodnì zvolených primerù.

Hlavní pozornost  vìnuji vyhledávaní nových genù popø. pro komplexní charakterizaci biologických
systémù. Na zaèátku je nutné si uvìdomit, jaké mno�ství definovaného materiálu budeme mít k dispozici,
jakou hladinu citlivosti zvolené metody budeme po�adovat a jak  komplexnì budeme daný systém chtít
popsat. Nejdøíve pou�ívaná, ale nejménì citlivá technika je diferenciální screening cDNA knihoven
(Sambrook et al., 1989).  cDNA knihovna zhotovená z jednoho typu pletiva nebo bunìk je prohledávána
pomocí znaèených sond z jiného typu pletiv nebo bunìk. Autoradiografický signál ka�dé kolonie pak
pøedstavuje zastoupení odpovídající sekvence v dané tkáni. Pomocí oznaèených cDNA sond  celkové
mRNA je mo�né detekovat jednotlivou mRNA pøedstavující kolem 0,1% v populaci. Citlivost této
metody je mo�né zvý�it pou�itím subtrahovaných cDNA sond. Tímto zpùsobem  je mo�né detekovat
jednotlivou mRNA pøedstavující 0,005% z celkové populace.

Klasická subtrakèní hybridizace (Duguid a Dinauer, 1990, Sargent a David, 1983, Sambrook
et al., 1989) je zalo�ena na srovnání dvou mRNA populací, z nich� jedna pøedstavuje tester ( mRNA
pletiva jeho� exprese nás zajímá) a druhá jen� je v pøebytku pøedstavuje driver (mRNA pletiv jen�
chceme eliminovat). Z isolavané mRNA testeru se získá pomocí reverzní traskripce ss-cDNA a ta je v
roztoku hybridizována s 10 - 30 násobným pøebytkem driver mRNA. Reverzní transkripce je nutná
pro získání komplementárního øetìzce a pøebytek driveru pro úèinné vychytání spoleèných mRNA.
Nezhybridizovaná ss-cDNA je pomocí hydroxyapatitové chromatografie oddìlena od DNA-RNA
hybridù a pou�ita pro syntézu ds-cDNA s následným naklonováním do vhodného vektoru. Získá se
subtrahovaná cDNA knihovna, nebo se radioaktivnì/neradioaktivnì oznaèí a pou�ije jako
subtrahovaná cDNA sonda. Existuje elegantnìj�í mo�nost vyu�ívající afinity streptavidinu k biotinu a
magnetických èástic ( firma Dynal).

Touto technikou je mo�né obohatit transkripty, je� nás zajímají, pøibli�nì 10 krát a následnì tak
sní�it poèet prohledávaných klonù. Nevýhodou této metody je velké mno�ství potøebného výchozího
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materiálu, pøibli�nì 5 mg polyA mRNA, vy��í pravdìpodobnost vyhledání abundantnìj�ích mRNA a
její jednosmìrnost  tj. detekce pøítomných, chybìjících mRNA - typu ano, ne.

Elektronická subtrakce (Adams et al., 1993, Franco et al., 1995, Itoh et al., 1994, Okubo et
al., 1992), zahrnující roz�íøenou sériovou analýzu genové exprese (SAGE), pøedstavuje metodu jen� je
vyu�ívána pouze velkými laboratoøemi, vybavenými automatickými sekvenátory. Spoèívá toti� v
sekvenování náhodnì vybraných cDNA klonù (øádovì nìkolika tisícù) a ve srovnání jejich èetností s
jinou cDNA knihovnou. Pomocí modifikované metodiky bylo takto identifikováno nìkolik desitek tisíc
EST - expressed sequence tags. U v�ech  zmínìných metod následuje ovìøení diferenciální exprese
pomocí RNA blotu, jen� obvykle pøedstavuje èasovì nejnároènìj�í èást, ale nezbytnou pro vylouèení
fale�ných positivù. Pro zachycení vzácných sekvencí s 95% pravdìpodobností je nutné analyzovat 120
000 a� 500 000 klonù v závislosti na komplexitì systému. Technika SAGE (serial analysis of gene
expression) vyu�ívající restrikce získaných cDNA a ligace do jednoho øetezce, zredukuje tento poèet,
ale stále je èasovì a pracovnì pøili� nároèná (Velculescu et al., 1995).

Nedávno zavedené techniky diferenciálního PCR - differential display PCR ( Liang, Pardee,
1992) a velmi pøíbuzná technika náhodnì primerovaného PCR - RNA arbitrary primed PCR (Wetsh,
et al., 1992) jsou zalo�eny na pøepisu isolované celkové RNA popø. mRNA pomocí specifických
primerù a následné sady PCR reakcí s náhodnými primery. Primery jsou zvoleny tak, aby byla
amplifikována pouze èást cDNA, která je radioaktivnì oznaèena a následnì rozli�ena pomocí gelové
elektroforézy.

Existuje mnoho modifikací základní metodologie:
1. Odli�nost v délce a typu pou�itých PCR primerù, nejèastìji byly pou�ívány krátké decamery, které
jsou nejèastìj�ím zdrojem nespecifických PCR fragmentù, vzhledem k nízké teplotì nasednutí na templát.
Proto se pøe�lo k u�ívání del�ích  20merù.
Celková RNA reverznì pøepsaná pomocí  oligo dT primeru a následnì amplifikovaná poskytuje pouze
3´-UTR. Pøi pou�ití  mRNA pøepsané pomocí smìsi náhodných hexamerù je vìt�í pravdìpodobnost
získání kódující sekvence.
2. Vzhledem k citlivosti PCR je tøeba zbavit RNA pøítomných zbytkù genomové DNA, nejlépe pomocí
DNázy I.
3. Stringentností PCR reakce v závisloti na délce pou�itých primerù. Volbou primerù je mo�né zacílit
PCR reakci k isolaci specifických transkriptù urèitých genových rodin, poø. homologù.
4. Velmi dùle�itý je typ enzymu pro PCR, nejèastìji rùzné druhy Taq polymeráz, nejvíce doporuèovaný
je Stoffel fragment (Perkin-Elmer), který je procesivnìj�í a ménì citlivý ke koncentraci Mg2+ a optimalizaci
prùbìhu  PCR.
5. Nejvìt�í odli�nosti jsou pak ve zpùsobu separace a detekce získaných PCR fragmentù. Pùvodní
metoda vyu�ívá sekvenaèní gel a radioaktivní znaèení, nevýhodou je v�ak pøili� vysoká citlivost, projevující
se velkým poètem fale�ných positivù a obtí�nost vyøíznutí daného fragmentu na základì autoradioagramu.
Proto v jednodu��ích verzích se vyu�ívá agarózové elektroforézy a fluorescenèní detekce pomocí EtBr
nebo citlivìj�ích barviv, popø. pøenos digoxigeninem znaèených  fragmentù na membránu s následnou
detekcí pomocí protilátek.
Vzhledem k mo�nosti dlouhodobého uchování a pøímé vizualizace fragmentù je nejzajímavìj�í vyu�ití
citlivého barvení DNA støíbrem.
Existuje mno�ství podobných technik, ale doporuèuji postup pou�ívanou firmou Promega ve spojení s
vyu�itím speciálních fólií firmy FMC (Gel Bond PAGE + AcrylAide), umo�nující polymerizaci
polyakrylamidového gelu k této fólii s  velmi snadnou manipulací. Osvìdèilo se mi jednodu��í uspoøádání
formátu proteinových elektroforéz.
6. Atraktivní je vyu�ití magnetických afinitních èástic (Dynal), umo�òující práci s mnohem men�ím
mno�stvím materiálu a optimalizaci v�ech enzymatických krokù, vzhledem ke snadnìj�ímu pøenosu.
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Nejdùle�itìj�í je opìt ovìøení exprese pomocí RNA blotu. Tato analýza je materiálovì a èasovì
nejnároènìj�í. V mnoha pøípadech se ukázalo, �e vyøíznutý a reamplifikovaný fragment obsahoval více
délkovì stejných DNA fragmentù, popø. nebyla potvrzena diferenciální exprese.

Hlavní výhody DD-PCR:
1. Velmi malé mno�ství potøebného výchozího materiálu, øádovì nìkolik nanogramù mRNA popø. 1

mg celkové RNA.
2. Unikátní mo�nost srovnání nìkolika vzorkù najednou, limitující je pouze kapacita gelu.
3. Teoretická závislost pouze na sekvenci primeru a ne na abundanci daných mRNA.
4. Mo�nost detekce up - down regulovaných genù.

Hlavní nevýhody DD-PCR:
1. Pomìrnì vysoký poèet fale�ných positivù.
2. Deklarovaná systematiènost studia genové exprese je dosa�itelná pouze za cenu vysokého poètu

PCR reakcí a následných gelù.
3. Pøítomnost více fragmentù v jednom PCR fragmentu detekovaném na gelu ztì�uje následné ovìøení

exprese.
4. Diskutovatelná detekovatelnost nízce abundantních transkriptù.
5. Krátká délka naklonovaných fragmentù, v pøípadì originální metodiky pøedstavující pouze nekódující

3´ konec.
6. Diskutovatelná je rovnì� snadnost a reprodukovatelnost provedení postupu. Byla demonstrována

závislost na mno�ství výchozího materiálu a tedy na abundanci RNA.

Doporuèení :
- pou�ívat jako výchozí materiál  isolovanou mRNA a pøepisovat ji pomocí smìsi náhodných hexamerù

pomocí  reverzní transkriptázy postrádající  Rnázovou H aktivitu ( napø. SuperScript II, BRL ),
nebo� takto je mo�né získat del�í cDNA s vìt�í pravdìpodobností kódující sekvence.

- jako dal�í krok je nutné odstranit RNA templát pomocí Rnázy H, tento krok doporuèuji provést v
ka�dém pøípadì.

- pou�itý typ PCR enzymu je velmidùle�itý, doporuèuji ne�etøit a pou�ít napø. Stoffel fragment (Perkin-
Elmer), Expand High Fidelity (Boehringer).

- pou�ívat nejlépe 20mery pro PCR reakci, umo�òující  nasednutí pøi teplotì 55°C.
- pou�ít nejdøíve jeden ménì stringentní PCR krok,  95°C 1min, 45-50°C 5 min., 72°C  2min., a

následnì 30 cyklù  95°C 1min., 55°C 1 min., 72°C 1min.
- pøi daném uspoøádáni je mo�né amplifikovat fragmenty o délce 0,5 - 2 kbp (5-30 fragmentù v

závislosti na pou�itém primeru) s následným rozli�ením na 5% Gel Bond PAGE a detekcí pomocí
støíbra.

Závìrem bych se chtìl zmínit o nové metodice subtrakèní hybridizace vyu�ívající PCR technologie.
Tato technologie byla vyvinuta nìkolika autory ( Diatchenko et al., 1996, Gurskaya et al., 1996 ) a na
trh uvedena v kompletní formì PCR-Select cDNA Subtraction Kitu firmou Clontech.

Metoda spoèívá v syntéze cDNA dvou populací testeru a driveru, pøièem� driver mù�e být slo�en
z nìkolika rùzných pletiv, jejich� mRNA chceme ve vzorku testeru eliminovat. Pøepsané ds - cDNA
jsou  enzymaticky �tìpeny pomocí Rsa I, pro získání krat�ích lépe amplifikovatelných a klonovatelných
zatupených fragmentù. Populace testerové cDNA je rozdìlena do dvou frakcí, jim� jsou naligovány
odli�né adaptory. Poté jsou provedeny dvì následné hybridizace za pøebytku driverové cDNA.
Koncentrace vysoce a nízce abundantních cDNA jsou tak normalizovány  a zastoupení ss-cDNA je
významnì zvý�eno. Bìhem druhé hybridizace jsou tyto hybridizaèní mixy spojeny bez denaturace a
poté je pøidána denaturovaná cDNA driveru. Bìhem tohoto kroku tak vzniknou nové molekuly ds-
cDNA testeru mající rùzné adaptory na koncích. Bìhem  PCR molekuly driveru nemající odpovídají



105

Molekulárnì-genetické pøístupy ke studiu rostlinné buòky

sekvence adaptorù nejsou amplifikovány vùbec, molekuly testeru mající jen jeden typ adaptoru na
jednom svém konci jsou amplifikovámy pouze lineárnì, molekuly testeru mající stejný typ adaptoru na
obou svých koncích jsou sice amplifikovány , ale následnì díky efektu suprese (Siebert et al., 1995,
U.S. patent # 5,565,340), kdy se vytvoøí forma vlásenky vzhledem ke stejné koncové sekvenci a
zamezí se tak amplifikaci, pouze molekuly testeru mající po hybridizaci dva rùzné adaptory na svých
koncích jsou amplifikovány exponenciálnì.

Bìhem sekundárního PCR, pou�itím nested primerù je dále eliminováno pozadí a dále obohaceny
diferenciálnì exprimované cDNA. Takto získané fragmenty je mo�né pøímo klonovat do vhodného
vektoru nebo je zároveò pou�ít jako hybridizaèní sondu pro vyhledávání v takto vytvoøené popø. jiných
DNA knihovnách.

Pro pøesnost a eliminaci fale�ných positivù se doporuèuje  provést paralelní reverzní subtrakci,
kdy jsou zamìnìny úlohy testeru a driveru. Vybrané klony je vhodné uspoøádat v 96 jamkovém formátu
na duplikáty filtru a provést jednu hybridizaci s forward (positivnì) a druhou s reverse (negativnì)
subtrahovanou sondou. Poté je ji� mo�né pøistoupit k ovìøení exprese pomocí  Nothern blotu.

Metoda umo�òuje :
1. pou�ít malé mno�ství výchozího materiálu, v optimálním pøípadì je tøeba 0,5 - 2 mg mRNA, popø. je

mo�né pøi nedostatku vhodného materiálu provézt PCR amplifikaci.
2. Úèinnì obohatit frakci nízce exprimovaných mRNA.
3. Není tøeba provádìt fyzickou separaci ss- a ds-cDNA molekul, jen� vede k jisté ztrátì èásti populace.
4. Tato metoda je velmi rychlá, v optimálním provedení je tøeba jen 2-3 dnù pro naklonování a spoleènì

s hybridizací je mo�né bìhem jednoho týdne znát výsledek.
Pøi pou�ití pùvodního kitu firmy Clontech, je mo�ná prùbì�ná kontrola v�ech kroku postupu vzhledem
k pou�ití kontrolního setu.

5. Umo�òuje provádìt  rovnì� vyhledávání down-regulovaných genù, vzhledem k provedení reverzní
subtrakce.
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Analýza DNA v rostlinné taxonomii a ekologii
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Pomìrnì novou oblastí molekulární biologie je vyu�ití analýzy DNA v rostlinné taxonomii a evoluèní
biologii. Druhá polovina osmdesátých let pøinesla pokrok v laboratorních metodikách, a tak byl splnìn
základní po�adavek - analýza velkého mno�ství vzorkù v rozumném èase. Rozsáhlého vyu�ití se doèkal
revoluèní objev polymerázové øetìzové reakce. Øada komerènì dostupných chemikálií, enzymù a tzv.
kitù (reakèních souprav) zpøístupnila molekulárnì biologické techniky i terénním pøírodovìdcùm.

Historicky star�í jsou práce vyu�ívající porovnání restrikèních map èi prostì jen souboru restrikèních
fragmentù daného úseku genomu u dvou rùzných jedincù. Tyto postupy jsou zalo�eny na DNA:DNA
hybridizaci (Southernova metoda). Potøebujeme specifické sondy - naklonované úseky sledovaného
génómu. Tyto sondy musí být vybrány tak, aby cílová místa byla dostateènì polymorfní a aby hybridizace
byla jednoznaèná. Ke znaèení sond se zpravidla pou�ívá radioizotopù, a tak je nutná radioizotopová
laboratoø. Proto se RFLP (restriction fragment length polymorphism) uplatnil zejména pøi studiu
ekonomicky významných plodin - kukuøice, p�enice, rý�e, tabáku, rajèat. Vítané zjednodu�ení pøineslo
vyu�ití nespecifických sond - náhodnì vybraných úsekù DNA, zpravidla krat�ích. Tyto sondy mù�eme
pou�ít i u rostlin, u nich� nemáme k dispozici znalost jakékoliv sekvence. Empiricky byly nalezeny
takové sondy, které dávají rozumné výsledky u vìt�iny rostlin. Pøíkladem je 15 nukleotidù dlouhý úsek
fága M 13.Tento bakteriofág ov�em s rostlinami nemá nic spoleèného. Krátké nespecifické sondy jsou
zpravidla protìj�kem støednì repetitivních sekvencí - tzv. minisatelitù. Cílových míst je v génomu mnoho,
a tak je výsledkem tohoto typu DNA analýzy ��ebøíèek� podobající se èárkovému kódu na zbo�í v
samoobsluze. Proto�e repetitivní sekvence jsou velmi promìnlivé, mù�e být ��ebøíèek� individualnì
specifický, mù�e charakterizovat jedince podobnì jako oznaèuje konkrétního èlovìka otisk prstu.
Proto hovoøíme o DNA fingerprintingu.

Mo�nost odli�ení morfologicky zcela shodných jedincù nabízí terénní biologii nepøeberné mno�ství
aplikací. Mù�eme stanovit otcovství vajíèek v ptaèím hnízdì, rozli�it jednotlivá mycelia prorùstající
trouchnivìjící paøez, stopovat historii �íøení rostlinnìch druhù. Ochranì pøírody pomáhá znalost genetické
variability ohro�eného druhu. Jen zdánlivì futuristická, ve skuteènosti �havì aktuální, je mo�nost
identifikace uniklých transgenù.

Objev PCR (polymerázová øetìzová reakce) na sklonku osmdesátých let vnesl do rozvoje DNA
fingerprintingu neoèekávanou dvnamiku. Nároèné techniky se velmi zjednodu�ily a staly se dostupné i
pracovi�tím napø. muzejního typu (v Nìmecku). Podstata PCR spoèívá v selektivním namno�ení
vybraného místa v génómu. Potøebujeme znát sekvenci bezprostøednì sousedních míst a dle této
informace si nechat nasyntetizovat homologní primery. Tyto primery poslou�í jako oèka termorezistentní
DNA polymeráze, která �ádaný úsek opakovanì replikuje. Výsledek replikace se pak stává matricí
následujícího cyklu, a tak �ádaný úsek DNA pøibývá exponenciální rychlostí. PCR probíhá v
termocykleru, který èasovì pøesnì definovanými zmìnami teplot reakci øídí.

Analogií klasického DNA fingerprintingu se stal PCR fingerprinting, vyu�ívající krátkých náhodných
primerù. Jakákoliv znalost sekvencí studovaného organismu není rovnì� nutná. Tímto krátkým primerem
mù�e být tøeba vý�e zmínìný oligonukleotid odvozený od M 13. Zvlá�tním pøípadem PCR fingerprintingu,
který si od svého objevu v roce 1991 získal nesmírnou popularitu, je RAPD (random amplification of
polymorphic DNA). Jak tomu bìvá, zprvu vystupovaly do popøedí výhody tohoto pøístupu, pozdìji se
poèalo upozoròovat na rùzná úskalí. Nejvìt�í výhodou je jednoduchost. K provedení RAPD analýz
potøebujeme pouze termocykler, obyèejnou horizontální elektroforetickou aparaturu, agarózu,
transiluminátor, a fotoaparát (osvìdèil se starý vyøazený Pentacon na svitkové filmy). Z chemikálií je
nejdùle�itìj�í Taq polymeráza, dostupná nyní z èeských zdrojù za ni��í ceny. RAPD metodika pou�ívý
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jediný primer (nikoliv dva rùzné, jak je tomu u klasické PCR), dlouhý deset nukleotidù. Teplota pøisednutí
primeru je ni��í, dovoluje ménì specifickou hybridizaci. Poèet replikaèních cyklù je naopak vy��í ne� u
klasické PCR. Výsledkem takového postupu je, �e nìkteré fragmenty DNA zreplikujeme témìø u
jakéhokoliv studovaného organismu. Naopak se velkým problémem stává míra reprodukovatelnosti, a
to v té�e laboratoøi. Mezi rùznými laboratoøemi nejsou RAPD ��ebøíèky� reprodukovatelné vùbec,
mù�eme porovnávat jen interpretace. Na øadì obrázkù z na�í laboratoøe je dokumentována závislost
výsledkù RAPD na koncentraci hoøèíku, primeru a DNA, dále na èistotì vlo�ené DNA, typu DNA
polymerázy a teplotì pøisednutí primerù (annealing). Významným èinitelem je pou�itý termocykler (toto

ukázáno není, proto�e máme jenom jeden). Naopak obr.1 ukazuje,�e pøes v�echny obtí�e lze dosáhnout
rozumné reprodukovatelnosti výsledkù a rozdíly v RAPD ��ebøíècích� odrá�ejí rùznost dvou genomù.

V na�í laboratoøi u�íváme RAPD k identifikaci klonù tøí druhù trav z krkono�ské louky pro potøeby
ekologù, dále se RAPD osvìdèily pøi porovnávání rùzných apomiktických populací jestøábníkù a ke
studiu vnitro- a mezipopulaèní variability u pomnìnek. Pro posuzování fylogenetické pøíbuznosti èi
dokonce ke konstrukci vývojových diagramù se RAPD pøíli� nehodí. Odhalují variabilitu na pøíli� nízké
taxonomické úrovni. Pro tyto potøeby bude nutno sáhnout k jiným variantám PCR. Roz�íøené je v
poslední dobì pou�ití univerzálních primerù replikujících vhodné úseky DNA. Namno�ené fragmenty
DNA se následnì �tìpí vhodnými restrikèními enzymy.

Molekulární biologie v�ak nemusí slou�it jen popisu evoluèních událostí, mù�e pøinést neèekaná
odhalení týkající se podstaty evoluce génómu. Posledních pìt let pøiná�í pøekvapivá zji�tìní o pøítomnosti
velkého mno�ství neaktivních retropozomù u rostlin. Tyto deriváty retrovirù se ve vìt�ím rozsahu u
rostlin nepøedpokládaly. Ukazuje se v�ak, �e jsou odpovìdné za velkou délku a extrémnì vysokou
promìnlivost rostlinné mitochondriální DNA. Na�e znalosti jsou dosud omezeny na laboratorní modely.
Studium vhodných rostlin nasbíraných v terénu mù�e objasnit pøípadnou roli retropozomù v evoluci
rostlin i jako mediátorù horizontálního pøenosu genetické informace.
Práce je umo�nìna díky podpoøe grantù 202/94/0660 GAÈR a A6005602/1996 GA AV ÈR.
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Obr.1. Dva rùzní jedinci dubu pýøitého (Quercus pubescens). RAPD analýza byla provedena postupnì tøemi
primery (0PA-02, 0PA-03, 0PA-04) ve tøech provedeních. Zcela vpravo standard molekulových vah pBR 322/Alu.
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