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Fluorescen¢ni in situ hybridizace

Buzek. J.

Biofyzikalni Gistav AVCR, Kralovopolska 135,612 65 Brno
tel/fax: 05/41 24 05 00, e-mail: buzek@ibp.cz

Historie a princip metody

Koncem Sedesatych let bylo zjisténo, Ze hybridizaci nukleovych kyselin Ize Gspé$né provadet i
tehdy, je-li cilova nukleova kyselina obsazena ve strukturach cytologického preparatu, naptiklad
v chromozomech (Pardue a Gall 1969). Tim byl poloZen zaklad zcela novému, pfimému zptisobu
mapovani genomu. Prvni znackou, ktera byla pouzivana v sondach nukleovych kyselin, byly izotopy
(*H, C, **S), jejichz vyhodou je vysoka citlivost detekce, nevyhodou v§ak neptesné lokalizovany
signal na chromozémech. Po autoradiografii preparati je nékdy nutno statisticky zhodnotit distribuci
stiibrnych zrn podél chromozomu a teprve na zakladé tohoto hodnoceni Ize rozhodnout o umisténi
dané sekvence (napt. Ambros et al. 1986).

Posléze se preslo na znaceni pomoci jednoduchych organickych molekul (biotin, digoxigenin) a
heteroduplexy DNA v chromozomech se detekovaly pomoci ptisluSnych protilatek nebo jinych
proteinovych ligandi, konjugovanych s molekulami umoziujicimi jejich vizualizaci v mikroskopu. Nejprve
to byly enzymy (peroxidaza, alkalicka fosfataza) préménujici urCity substrat v barevny nerozpustny
produkt. Pravou revoluci zpiisobilo vSak zavedeni fluorescen¢niho znaceni, které s sebou piineslo
tfadu vyhod (Jiang a Gill 1994), napiiklad vyrazné zvysSeni citlivosti nebo moznost uZiti vice sond najednou.
Fluorescenc¢ni znacka (nejcasteji fluorescein, rhodamin nebo novéji napt. cyaninova barviva) muize byt
bud’to ptimo navazana k nukleotidu, napt. dUTP, a inkorporovana do sondy NK (piimé znaceni, napr.
Reader et al. 1994) nebo muiZe byt konjugovana k proteinovému ligandu proti biotinu nebo digoxigeninu.
Podle toho, jaky zvolime postup znaeni a detekce, bude procedura riizné rychla a citliva. Pfimé
znaceni se pouziva tam, kde je Zadouci rychlost (imunodetekce se neprovadi), ale neni tfeba vysoké
citlivosti (znaceni celych chromozomovych sad pomoci genomové in situ hybridizace, Anamthawat-
Jonsson a Reader 1995).

Prii pouziti sondy znacené biotinem nebo digoxigeninem a nasledné detekci signalu pomoci protein-
fluorescencniho konjugatu lze vhodné zvolenou kaskadou reakci dosdhnout vysoké citlivosti.
V poslednich asi tfech letech se diky tomu jiz pomérné ¢asto objevuji prace o detekei velmi kratkych
a unikatnich sekvenci na rostlinnych chromozomech (napt. Hoopen ez al. 1996), ackoli je to mnohem
naro¢néjsi tkol nezli u zivoCicht (rostlinné chromozomy jsou velmi kontrahované a bunécna sténa
Casto ztézuje penetraci proby 1 pozorovani vysledku v mikroskopu). Zptsobti amplifikace signalu je
cela fada. V nasi laboratofi se pouzivame nasledujici postup, jenz vyuziva afinity avidinu k biotinové
znacce (systém firmy Vector, viz t¢Z Blzek et al. 1997).

biotin v DNA heteroduplexu
prvni vrstva avidinu konjugovaného s fluoresceinem

protilatka proti avidinu konjugovana s
biotinem

druha vrstva avidinu konjugovaného s _fluoresceinem
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Fluorescencni znacka je excitovana svétlem rtutové vybojky o takové vinové délce, kterou
propusti prislusny filtr zabudovany v mikroskopu. Emitovanou fluorescenci daného fluorochromu pak
pozorujeme jako signal (fluorescein - zelend fluorescence, rhodamin - ¢ervena fluorescence), DNA
v chromozomech se barvi latkou s odliSnou fluorescenci (DAPI - modra, propidium jodid - Cervenad).

Obecné schéma postupu :

4 N
Rostlinné buriky s jadry v mitoze, meidze Sonda DNA- klonovana sekvence, PCR
nebov interfazi produkt nebo synteticky oligonukleotid
Synchronizace bunééného cyklu a Znaceni sondy
akumulace metafazi
Zhotoveni cytologického preparatu Priprava hybridiza¢ni smési

Denaturace hybridiza¢ni smési a DNA v chromozémech

'

Hybridizace

'

Odmyvani nespecificky navazané sondy

l

Detekce signalu

'

Barveni DNA v chromozémech, montaz kryciho sklicka a pozorovani pod mikroskopem
. J

Poznamky:

Pokusny materidl a priprava prepardtii: Nejrozsitenéjsi je fluorescencni in situ hybridizace
na mitotickych chromozomech. Klasicka metoda jejich pripravy je akumulace metafazi v meristému
kotenovych $picek (napt. ledovou vodou, kolchicinem, monobromnaftalenem atd. ), fixace, macerace
celulazami a pektinazami a roztlak. Tento postup se (s vyjimkou synchronizace a akumulace metafazi)
uziva i pri pripravé preparati meiotickych chromozom z pylovych matetskych bunék. Dokonalejsi
odstranéni bunéénych stén predstavuje metoda izolace mitotickych protoplastd. Spoc¢iva v ptisobeni
celulolytickych enzymii na nefixované kofenové meristémy obsahujici jadra v mitoze. Do izotonického
roztoku se pak uvolni protoplasty, kter¢ se nechaji mirn€ nabotnat ptidanim destilované vody, fixuji se
akapou na preparat. Lze tak docilit velmi ¢istych preparatti s dobie rozprostfenymi metafaznimi figurami,
vhodnych pro riizné ucely (in situ hybridizace-Buzek et al. 1997, in situ nick translace-Vyskot et al.
1993). Preparaty se mohou jesté oSetfit ribonukleazou a proteolytickymi enzymy pro snizeni pozadi a
lepsi penetraci proby. V jistych specifickych ptipadech se pouzivaji pletivove fezy s jednou nebo vice
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vrstvami bunék s intaktnimi, neroztlaCenymi jadry. Tento material se uplatiiuje pfi studiu prostorové
lokalizace DNA sekvenci (repetici, telomer) v interfazi. K vyhodnoceni preparati se obvykle uziva
konfokalni laserovy skenovaci mikroskop (CLSM, Rawlins et al. 1991).

Znaceni sondy: Provadi se vyhradné pomoci kitd od riiznych firem (Amersham, Boehringer),
bud’to extenzi ndhodnych primert pfipojenych k denaturované DNA, nebo nick translaci (vytvori se
jednotetézcovy zlom - nick - v cukrfosfatové kostte DNA a nasledné probiha vyména nukleotida
v daném fetézci). Znacka je vétSinou pfipojena na raménku (C ) k dUTP, kterym se nahrazuje ¢ast
tymidint v nové syntetizované DNA. Do znac¢enych oligonukleotidi se biotin-dUTP vklada jiz pfi jejich
syntéze. Po znaceni je vhodna kontrola inkorporace znateného dUTP, napt. nanesenim nékolika fedéni
sondy na membranu a detekci konjugatem avidin-alkalicka fosfataza nebo anti-digoxigenin-alkalicka
fosfataza. Stupen inkorporace se stanovi pomoci intenzity St€peni chromogenniho substratu (NBT-
BCIP).

Technika fluorescencni in situ hybridizace umoznuje detekovat polohu vice riznych DNA sond
zaroven na jednom preparatu, pokud pouzijeme pro kazdou sondu jinou znacku, napt. fluorescein-
dUTP a rhodamin-dUTP (pfimé znaceni), nebo biotin a digoxigenin-dUTP s ptislusné odliSnymi
detek¢nimi systémy aplikovanymi postupné (nepfimé znaceni). Tato metoda se nazyva multicolour
FISH (viz napt. Jiang a Gill 1994).

Denaturace a hybridizace: Néktefi autori doporucuji spolecnou denaturaci sondy a preparatu
na vyhfivané ploché desticce (napf. upraveny termocykler pro PCR - Heslop-Harrison ez al. 1991).
V nasi laboratofi se nejlépe osvédcila denaturace oddélend. Sonda se denaturuje ve vrouci vodni 1azni
v mikrozkumavce a posléze se rychle zchladi v ledové lazni. Chromozomové preparaty se denaturuji
kratce (cca 1-2 minuty) v 70% formamidu (snizuje T_DNA) pfi cca 70°C. Poté se rychle zchladi ve
vzestupné ethanolové fadé (50, 70, 100 %) pti

-20°C a vysusi se proudem vzduchu. Delsi denaturace pri vyssi teploté by vedla k poskozeni
struktury chromozomu.. Hybridiza¢ni smés obsahuje mimo denaturované DNA sondy jesté nosi¢ovou
DNA (sonikovana denaturovana DNA pripravena ze spermii lososa), formamid, roztok soli (SSC) a
dextransulfat. Po aplikaci hybridizacni smési a kryciho sklika se preparat zaramuje (pouzivame gumové
lepidlo) a necha inkubovat nejcastéji pres noc ve vihké komdrce pti 37°C.

Odmyvani a detekce: Odmyvani nespecificky navazané sondy ve formamidu a SSC je analogické
odmyvani pii membranovych hybridizacich. Pti pouziti kratkého oligonukleotidu jako sondy je tieba
stringenci sniZzit. Pti hybridizaci s pfimo zna¢enou sondou nasleduje po tomto kroku jiZ jen barveni
DNA v chromozémech a pozorovani. Je-li sonda znacena biotinem nebo digoxigeninem, je nutno provest
kaskadu amplifikacnich a vizualiza¢nich reakci. Nejdrive je tieba provést vysyceni povrchu preparatu
(napt. proteiny prislusného séra), aby nedochazelo k nespecifické vazbé danych ligandi a tim ke zvySeni
pozadi. Nékolik desitek mikrolitri roztoku fluorescencné znacené protilatky nebo avidinu v ptislusném
inkuba¢nim pufru se nakape na preparat a inkubace probiha ve vlhké komrce pod kouskem plastikové
folie. Mezi jednotlivymi kroky musi nasledovat diikladné odmyvani v PBS (ve sklenénych kyvetach,
tzv. Coplin jar).

Barveni chromozomaii, montdz a pozorovani: Pro barveni DNA v chromozdémech uzivame
vétSinou roztoku barviv DAPI (DNA specifické) nebo PI (DNA a RNA specifické) v komeréné
vyrabéném meédiu (Vectashield, Vector, VB), které snizuje zhaSeni fluorescence pii pozorovani. Po
aplikaci n¢kolika desitek mikrolitri roztoku se piilozi kryci skli¢ko, preparat se zaramuje a po cca 15
minutach je pfipraven k pozorovani. K vyhodnoceni preparatii uzivame fluorescenc¢ni mikroskop
Olympus AX-70 a vybrana jadra nebo mitozy bud’ fotografujeme (na citlivy film o0 400 ISO) nebo
¢astéji snimame CCD kamerou ptipojenou k pocitaci. K vytvoreni obrazki pak uzivame systému analyzy
obrazu ISIS (MetaSystems, SRN), vyvinutého specialné pro cytogeneticke ucely. Obrazky se daji
fotografovat z obrazovky nebo tisknout na specialni barevné tiskarné (napt. Mitsubishi CP-D1E).

Podé&kovani: Tato prace byla finanéné podporovana grantem 521/96/1717 GA CR.
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Detekce repetitivnich DNA sekvenci na chromozomech Melandrium
album metodou fluorescenéni in situ hybridizace

Buzek. J., Siroky, J., Riha, K., Vyskot, B.

Biofyzikalni ustav AVCR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
tel/fax: 05/41 24 05 00, e-mail: buzek@ibp.cz

Modelovy dvoudomy druh knotovka bila (Melandrium album, syn. Silene latifolia) je
charakteristicky dobre rozliSitelnymi pohlavnimi chromozomy (konstituce XY v sam¢ich a XX v samicich
burikach). Chromozomy M. album byly studovany pomoci fluorescencni in situ hybridizace (FISH)
s riznymi DNA sondami: vnitinim EcoRI fragmentem z 25S-rDNA rajcete (2478 bp), Sesti
netranskribovanymi repetitivnimi sekvencemi (ziskanymi DOP-PCR amplifikaci DNA zizolovaného
X chromozomu, 208-750 bp) a se syntetickym oligonukleotidem (TTTAGGG), homolognim
s telomerovou repetitivni sekvenci Arabidopsis thaliana. Hybridizacni signaly X-repetitivnich sekvenci
byly lokalizovany v konstitutivnim heterochromatinu (pozitivnich C-prouzcich) v distalnich,
subtelomerovych oblastech chromozdémovych ramen. 25S-rDNA byla lokalizovana na autozomech
5,7,9 a 10 a netranskribované repetice na vét§iné autozomii i na obou pohlavnich chromozémech X
a'Y. Ackoli byly netranskribované repetitivni sekvence izolovany z chromozému X, zadna z nich nebyla
pro tento chromozom specificka. Hybridiza¢ni signal repetitivnich sekvenci na chromozomu Y se
vyskytoval pouze v heterochromatinovém bloku na konci jednoho ramene. Pomoci analyzy meiotickych
bivalentli v pylovych matetskych burikach bylo zjisténo parovani této oblasti s homolognim tusekem
chromozomu X, coz umoznilo ztotoznit ji s diive jiz klasicky lokalizovanou pseudoautozomalni oblasti.
Signaly po in situ hybridizaci s telomerové specifickym oligonukleotidem byly patrné jako body na
koncich chromatid. Tyto body byly riizn€ intenzivni, ptipadné se nevyskytovaly viibec. Variabilita sily
signalu byla sledovana u nékterych vybranych chromozomt (X, Y, autozomy 1 a 7) na vice metafézich,
avSak zadné pravidelné se vyskytujici rozdily v intenzit€ signalti nebyly nalezeny. Zminéna riizna intenzita
u M. album je asi 2-4 kb, coz ptedstavuje témét dolni limit detekce nejcitlivéjSich FISH technik u
rostlinnych chromozom.

Podékovani: Uvedené vysledky byly ziskany pfi feseni grantu A5004601 GAAV CR.
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Analyza struktury DNA a chromatinu

Fajkus. J.

Biofyzikalni tstav AVCR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno.
tel: 05/41 51 71 99, fax: 05/41 21 12 93, e-mail: fajkus@ibp.cz

Vyznamnou charakteristikou sekvenci DNA je jejich pravdépodobna konformace v prostoru (tvar
osy dvojSroubovice DNA, DNA curvature) a nukleozomova struktura ( urceni ¢asti sekvence, ktera
tvoii komplex s dieriovymi histony, a ¢asti, ktera tvoii spojovnik (linker) mezi nukleozomy, a je relativné
pristupna (nucleosome positioning).

Obe tyto charakteristiky vyznamné zavisi na primarni sekvenci DNA a byly vysloveny domnénky,
7e praveé ony predstavuji strukturni kod skryty v primarni sekvenci DNA.

V soucasné dob¢ mame k dispozici pocitacové programy umoziujici predikci ohybti v DNA
(software Curvature) i polohu nukleozomt (software Nucleosome) piimo ze zadané sekvence DNA.
Oba programy nam byly laskavé poskytnuty partnerskym pracovistém (Prof. E. Trifonov, Weizmann
Inst. Sci., Israel). Program Curvature je zalozen na “wedge” modelu zaktiveni DNA, podle né¢hoz
vysledna deformace osy je vektorovym souctem piispévkl mezi kazdymi dvéma sousednimi pary
bazi. Program Nucleosome predikuje polohu nukleozomu z ohybatelnosti (bendability) sekvence,
ktera je dana charakteristickym rozlozenim dinukleotidu, predevSim AAaTT.

Experimentalné 1ze ohyby v DNA lokalizovat a kvantifikovat pomoci ligacniho-cykliza¢niho testu
(uvelmi kratkych sekvenci, zjistuje se pocet opakovani dané sekvence, které je jiz schopno uzavieni
do kruhu) a univerzalnéj$i permutacni analyza. Pfi ni se pfipravi dimer dané sekvence, z néhoz se
vyStépuji restrikénimi enzymy v riiznych mistech stejné dlouhé, avsak vzajemné permutovang, monomery.
Mobilita t€chto monomert v polyakrylamidovém gelu za nizké teploty je pak maximalni u monomeru,
unéhoz ke Stépeni doslo uvnitt ohybu, a minimalni u monomeru, ktery ma ohyb lokalizovan ve svém
stredu.

V dosavadnich experimentech bylo dosazeno velmi dobré shody experimentu s predikeci.

Polohu nukleozému miizeme analyzovat ze dvou hledisek: tzv. rotacni usazent, které urcuje, které
nukleotidy dané sekvence jsou (priblizné s 10,5 bp periodicitou) obraceny smérem ke komplexu histon,
kolem nichz se DNA oviji, a které naopak vy¢nivaji smérem do okoli - ty jsou pak dostupnéjsi Stépeni
nebo modifikaci (napt. Sté€peni DNazou I). Translacni polohou nukleozomu se rozumi piesné uréeni
pocatku a konce té ¢asti sekvence, ktera je navinuta na histonovou dien. Je ziejme, Ze jednomu rota¢nimu
usazeni miize vyhovovat vice translacnich poloh, vzajemné se liSicich o jeden a vice zaviti dvojSroubovice
DNA. Dosti asto se realn€ vyskytuje nékolik transla¢nich poloh nukleozému, napt. na riiznych kopiich
jednoho typu repetitivni sekvence. Translacni polohu nukleozému je mozno urcit priblizng (=10 bp)
pomoci restrikéniho Stépeni mononukleozomove, resp. diefiové frakce DNA, extrahované z chromatinu
Stépeného Mikrokokovou nukleazou ($tépi v iseku mezi nukleozomy) soucasné s Exonukleazou I11
(provede degradaci mezinukleozomové DNA od jejiho 3 konce azk mistujejiho vstupu do nukleozomu).
previsu DNA, zbyvajiciho po Exolll-$tépeni pomoci Mung Bean nebo S1 nukledzy. Z kontrolni
elektroforézy sady nukleazovych stépeni miizeme prostrednictvim blotovani a hybridizace stanovit periodu
fazovani nukleozomu na zkoumané sekvenci - ta zavisi na délce spojovnikové DNA mezi nukleozomy.
Mononukleozomova, resp. dietiova frakce (délka cca 146 bp) ziskana z preparativni polyakrylamidové
nebo agar6zové elektroforézy vybraného nukleazového Stépent je dale Stépena paralelné alespon dvéma
restrikénimi enzymy, nasleduje separace fragmentti na 6-8 % polyakrylamidovém gelu, blotting a
hybridizace se zna¢enou sondou pro zkoumanou sekvenci. Velikost hybridizujicich fragmentt pak udava
polohu restrikéniho mista vzhledem k hranicim nukleozomoveé DNA. Piesnéjsi urceni translacni polohy
nukleozému se provede pomoci extenze primeru, umisténého uvnitt nukleozomové DNA, opét na
templatu dienové frakce DNA. Pritom je pouzit bud’ koncove znaceny primer, nebo [a-*?P]-dNTP.
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K ukonceni syntézy dojde zakonité na konci templatového fragmentu. Pfesnou polohu terminace ur¢ime
porovnanim se sekvenac¢nimi reakcemi ve kterych byl pouzit stejny primer, soubéZné nanesenymi na
stejném sekvenacnim gelu. Je vhodné vysledek ovéfit na druhém vlakné v opacném smeéru, druhou
hranici Ize vSak i vypocitat diky konzervativni délce dienové DNA (146 bp). I v tomto piipad¢€ existuje
dobra shoda predikce a experimentu, odchylky byly zjistény jen v posunu transla¢ni polohy o + 1
otaCku DNA v ramci stejné rotacni polohy nukleozoému.

Naroky na vybaveni laboratote: termostat, aparatury pro agarézovou, polyakrylamidovou a sekvena¢ni
elektroforézu, termocykler, UV trasiluminator.

Chemikalie: kromé béZnych jde predevsim o vySe zminéné enzymy, primery a kit pro sekvenovani a
cyklickou extenzi primert (napi. Circum Vent thermal cycle sequencing kit -NEB), zna¢ené ANTP.
Financ¢ni a Casovéa narocnost: analyza ohybu na cca 200 bp sekvenci: obnasi ptipravu, event. klonovani
dimeru v usporadani “hlava k pat¢”, jeho restrik¢ni St€peni na zakladé znamé sekvence, PAGE za
konstantni nizké teploty (<20 °C), grafické vyhodnoceni retardace, kontrolni PAGE za konstantni
zvySené teploty (50 °C) pfi niZ je vliv ohybu potlacen.

Celkem 2-4 tydny, 30.000 K¢ za material.

analyza chromatinové struktury vcetné presné translacni polohy nukleozémii na 200 bp sekvenci:
4 tydny, 40.000 K¢ za material.

Uskali a tipy: pfi permutaéni analyze je bezpodmine&né nutné dodrZeni konstantni teploty pii PAGE.
Lze analyzovat sekvence v délkovém rozmezi ptiblizn€ 60-400 bp, podminkou je pfitomnost vhodné
rozmisténych restrikénich mist. Cim krat3i je analyzovana sekvence, tim koncentrovangjsi nebo hust&ji
zesitovany polyakrylamid je nutno pouzit. Pii analyze struktury chromatinu je tfeba nalézt vhodny
postup pripravy bunécnych jader nebo chromatinu (bez nespecifické degradace DNA) , nukledzové
Stépeni provadét v souboru alespon Ctyf reakci liSicich se mnozstvim Mikrokokové nukleazy nebo
dobou $tépent, kazda z reakci musi obsahovat dostateCné mnozstvi materialu pro nasledné experimenty
(110 mg). V pribéhu ptipravy jader a nukleazového §tépeni je tfeba zabranit degradaci proteint
prostiednictvim inhibitort proteinaz (napt. PMSF). Predbézné restrik¢ni stanoveni hranic nukleozomové
DNA umoziiuje pii extenzi primert odlisit nespecifické terminacni signaly od vice skute¢nych, rtizné
zastoupenych poloh nukleozému na dané sekvenci.
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Mapovani S-metylcytosiniit pomoci hydrogensiri¢itanového
genomového sekvenovani

Fulnedek J.

Biofyzikalni ustav Akademie V&d Ceské Republiky, Kralovopolska 135,612 65 Brno, Ceska Republika
tel: (0420)05/41 51 71 75, fax: (0420) 05/41 21 12 93, e-mail fulnecek@ibp.cz

1.Podstata metody

Hydrogensifi¢itanové genomové sekvenovani ma ve srovnani s diive pouzivanymi metodami dvé
zakladni vyhody:

a) Poskytuje informace o rozmisténi S-metylcytosinti (5-mC) v celé délce studovaného tiseku
DNA.

b) Vysoka citlivost PCR kroku umoziiuje analysovat metylaci DNA v nékolika desitkach bungk.

Metoda je zaloZena na chemickeé reakci, pfi niz na jednoretézcové DNA dochazi pomoci HSO
k hydrolytické deaminaci cytosinti na uracily, kdezto 5-mC nereaguje.

V prvnim kroku reakce, sulfonaci, interaguje hydrogensiti¢itanovy anion s dvojnou vazbou mezi 5
a 6 uhlikem cytosinu a tvoii se sulfonat cytosinu na 6 uhliku. Tento krok je reversibilni a pomalej$iu
oligonukleotidii nez u nukleotidl. Reakce ptima probiha pii nizkém pH. Ve druhém kroku reakce,
hydrolytické deaminaci, se ve vodném prostiedi deaminuje aminoskupina na 4 uhliku a vznika sulfonat
uracilu. Tento krok je nevratny a je katalysovan basickymi latkami, sific¢itanovymi, hydrogensitiCitanovymi
nebo acetatovymi anionty, a probiha pii pH niz§im nez 7. V poslednim kroku reakce se sulfonat uracilu
alkalicky desulfonuje na uracil.

Plvodné komplementarni vlakna se po reakci stanou nekomplementarnimi a proto se déle analysuji
samostatné pomoci PCR. K t€émto vzajemné nekomplementarnim vlakniim se navrhnou Ctyfi
oligonukleotidové primery umoziujici amplifikovat obé vlakna studovaného useku DNA. Na 5 konci
primert se nachazi cilové sekvence pro restrikéni endonukleasy vhodné pro klonovani do béznych
plasmidovych vektorti. Naklonované PCR produkty se poté sekvenuji. Na sekvenacnich gelech vSechny
prouzky odpovidajici cytosinu znamenaji ptitomnost 5-mC v piivodni genomoveé DNA.

2.Shrnuti zakladnich praktickych postupi
A)Co je potieba v laboratofti (chemikalie, pfistroje, atd.)

Metodu Ize provést v bézné laboratoii molekularni biologie, je tteba PCR-cyklér, elektroforeticka
zafizeni pro agarosové a akrylamidové gely, sekvenator a syntetizér primerti (formou sluzby).

Jako reakeni ¢inidlo se pouziva hydrogensificitan sodny (SIGMA S-8890 sodium bisulfite), coz je
obvykle smés asi 1:1 hydrogensifi¢itanu sodného NaHSO, a disifi¢itanu sodného Na,S O, (HS,0,
=HSO,+80,). Pouzije se n€kolik restrik¢nich endonukleas na Stépeni genomoveé DNA a upravu PCR
produktt pied ligaci. Jsou zapotiebi také kolonky “QIAprep Spin Miniprep Kit” (Quiagen) nebo
podobné, ligasa, kompetentni buriky (Stratagene), oligonukleotidové primery, sekvenovani Ize provést
pomoci kitu “Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit (USB) a a[32]P-dATP.

B)Pracovni postup

Isolovana rostlinna nebo zivo€isna genomova DNA se nastépi restrikéni endonukledsou, ktera
nemé cilové misto ve studovaném tseku. Stépena DNA, po inkubaci s Rnasou A a poté s Proteinasou
K, se ptecisti fenolovou a chloroformovou extrakci.

Nejdrive se 2 mg takto ptipravené DNA v 90 ml destilované vody zdenaturuje pfidanim 10 ml
cerstveé pripraveného 3 M NaOH a inkubaci 15 minut pii 37°C. Tésné pred pouzitim se piipravi
nasyceny roztok (pfi 20°C) hydrogensificitanu sodného, asi 3.6 M (5.29 g v 10 ml H O). pH 4.8 - 5.0

.....
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aupravovat jeho pH opatrné v zazatkované zkumavce s minimalnim provzdusnénim tak, aby byl roztok
co nejvice nasycen SO, (SO,+2H O=HSO, + H,O", bublinky plynu pod vrstvou oleje po inkubaci).
1 000 ml 3.6 M roztoku hydrogensifi¢itanu a 5.8 ml ¢erstvého 10 mM hydrochinonu se prida
k denaturované DNA. Roztok se opatrné promicha a ihned ptevrstvi 150 ml mineralniho oleje, po 16
ti hodinové inkubaci pii 55°C ve tmé se vzorky odeberou bez oleje a dialysuji ve tmé pii 4°C v a)3X2
litrech 0.5 mM hydrochinonu/5 mM octanu sodném pH 5.2 po jedné hoding, b)3X2 litrech 0.5 mM
octanu sodném pH 5.2 po jedné hoding, ¢)3X2 litrech destilované vody po jedné hodin¢ a 1X2 litrech
destilované vody pies noc. Poté se objem vzorku snizi lyofilizaci na 100-200 ml a DNA se isoluje
z roztoku pomoci kitu “QIAprep Spin Miniprep Kit” (Quiagen), kolonky se promyji promyvacim
roztokem, 80% ethanolem a vysusi se na vzduchu. DNA se rozpusti v 3X30 ml redestilované vody.
Desulfonace se provede piidanim 11 ml ¢erstvé pripraveného roztoku 3 M NaOH a inkubaci 15 minut
pti 37°C. Roztok se poté neutralizuje pfiddnim octanu amonného pH 7 na koncentraci 3 M, DNA se
precipituje ethanolem, vysusi, rozpusti v 100 ml TE pufru a uchova pii -20°C.

Nasleduje PCR, ve které se amplifikuji transkribujici se a netranskribujici se vldkna studovaného
useku DNA odd¢€len¢ pomoci dvou navrzenych dvojic oligonukleotidovych primerd, které obsahuyji
cilova mista restrikénich endonukleas pro snazsi ligaci. Pouzije se asi 4 ml templatové DNA v 50 ml
smési (50 mM KCI, 10 mM TRIS-HCI pH 9.0, 0.14% TRITON X-100, 5 mM MgCl, 0.4 mM
dNTP a 0.5 mM primery). Po denaturaci 5 min. pti 96°C se amplifikuje pomoci 1.5U 7aqg DNA
polymerasy (Promega) v 35 cyklech, ve kterych je teplota denaturace 94°C 20 s, teplota nasednuti
primerti zavisi na jejich sekvenci a teplota polymerace 72°C 20 s.

Teplota nasedani primert by se méla zvolit takova, aby produkt vznikal selektivné na DNA
modifikované hydrogensificitanem a nevznikal na ptivodni genomové DNA.

Konce produktu se pred ligaci upravi sestfizenim pomoci restrikénich endonukleas, produkt se
precisti elektroforésou a isolaci z gelu a liguje se do predem pripraveného plasmidového vektoru. Poté
se transformuje do kompetentnich E. coli bun€k (Stratagene), plasmidova DNA se isoluje a insert se
sekvenuje pomoci “Sequenase Version 2.0 DNA Sequencing Kit” (USB) a a[32]P-dATP.

C)Vyhodnoceni experimentalnich dat

Je tieba sekvenovat alespon 5 zastupcti naklonovaného PCR produktu.

Ze sekvenci prectenych z autoradiogrami sekvenac¢nich gelt se zjisti presné polohy 5-mC, nebot’
tam, kde se vyskytne cytosin byl ptivodné 5-mC. Vyhodnocuje se zvlast netranskribujici se a tanskribujici
se vlakno studovaného tiseku DNA.

3.Zhodnoceni finan¢ni a ¢asové naro¢nosti

Provést metodu neni pfili§ financn& narocné (hydrogensiticitan sodny 100g asi 700 K¢,
oligonukleotidovy primer asi 90 K¢&/basi, 7ag DNA polymerasa asi 15 K¢/U, T4 DNA ligasa asi 13
K¢&/U, restrikéni endonukleasy asi 0.17-35 K¢&/U, jedna isolace DNA na kolonce 50 K¢, sekvenacni
kit pro radioaktivni znaceni 120 K¢/reakei, a[32]P-dATP asi 70 K&/reakei, kit pro automaticky
sekvenator asi 300 K¢/reakci a dalsi laboratorni material).

Pokud vSechno probiha v poradku a nestane se béhem postupu zadna chyba, tak je metodu
mozné provést béhem jednoho mésice (priprava a modifikace ptipravené DNA hydrogensificitanem
trva asi jeden tyden, PCR, iprava produkti, jejich ligace a transformace trva také asi jeden tyden,
kultivace bakterii, isolace plasmidové DNA a zjisténi pfitomnosti insertu trva také asi jeden tyden a
sekvenace také tyden).

Mohou se vsak vyskytnout problémy se ziskanim PCR produktu a pot¢ je nutné pouzit jiné
oligonukleotidové primery nebo zopakovat modifikaci hydrogensifi¢itanem, ale zkuSeny pracovnik,
ktery by tuto metodu chtél pouzit, by ji mél zvladnout béhem tii mésicti, maximalné ptil roku.
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4. Uskali metody

Metoda je zalozena na konverzi vSech cytosinii na uracily v jednofetézcové DNA
hydrogensiti¢itanem. Zde tkvi nebezpeci ziskani artefaktli v pozitivnim smyslu (5-mC se vyskytne i tam,
kde nent pritomen). Béhem konverze musi byt DNA stale denaturovand, nesmi tedy dochazet k renaturaci.
K renaturaci doslo tehdy, pokud se nalezne delsi usek DNA obsahujici 5-mC bez preruseni cytosiny.

Jedna se o béznou chemickou reakci, ktera je vzdy v ur€ité rovnovaze a i kdyz se snazime o co
nejvetsi konverzi a docilime toho, Ze 99.99% cytosinti se zménilo na uracily, zbylé ptivodni molekuly se
mohou selektivné amplifikovat v PCR, pokud se pouziji nevhodné navrzené oligonukleotidové primery.

Vsechna tato tskali se daji bez problému ovérit pouzitim plasmidové DNA s insertem totozné
sekvence studovaného tiseku DNA a se znamou pozici 5-mC, po metylaci in vitro (viz. 5), nevyhoda
je ale vtom, ze se spravnost vysledkl overi az po poslednim kroku metody - sekvenovani.

Dalsi neptijemnost je v tom, Zze DNA je pomérné dlouho vystavena pH kolem 5 a mtize dochazet
k depurinaci a tudiz ke znehodnoceni DNA jako templatu PCR. Proto je vhodné vybirat si ke studiu
useky kratké, maximalné do 300 bp, aby nedoslo k problémuim pii ziskavani PCR produktu.

5. Tipy a triky

Kontrola spravnosti provedené reakce se provede tak, ze se modifikace genomové DNA provede
paralern¢ s modifikaci linearisované plasmidové DNA nesouci insert stejné sekvence jako je analysovany
usek. Piitom se pouzije takové mnozstvi plasmidu a nosi¢ové DNA aby se zachovalo mnozstvi celkové
DNA v reakci a mnozstvi plasmidového insertu odpovidalo zastoupeni této sekvence v genomové
DNA. Je mozné plasmidovou DNA pouzit bez 5S-mC nebo ji pied modifikaci in vitro metylovat pomoci
Msp 1, Hpa Il nebo Sss I metylas. Takto simuluje pouzita kontrola co do mnozstvi a délek fragmentt
pouzitou genomovou DNA, a tak Ize ovéfit spravnost vysledk.

K zabranéni renaturace Ize béhem reakce s hydrogensiric¢itanem zvySovat teplotu v pulsech na
90°C nebo lze reakci provest v 50% roztoku mocoviny.

Velice zalezi na pouzitych oligonukleotidovych primerech. Mély by se navrhnout tak, aby co nejvice
odpovidaly modifikované DNA a li$ily se od ptivodni DNA, coz znamena, Ze by m¢ly obsahovat co
nejvice zménénych mist cytosintl. Pokud se predpoklada pritomnost 5-mC, lze zvolit takové primery,
které ““si vybiraji” bud’ metylované nebo nemetylované zastupce studované sekvence DNA. Tento
pristup umoznuje analysovat jednotlivé zastupce genoveé rodiny s riiznym stupném metylace. Dal$i moznost
Jje pouziti primert, které “’si nevybiraji”. Ziskaji se zkouskou a vybérem po amplifikaci smési modifikované
DNA anemodifikované DNA v poméru 1:1, pfi¢emZz vhodné primery tyto sekvence amplifikuji nezavisle
a vysledny pomér molekul po amplifikaci a sekvenovani je opét 1:1.

Existuje cela fada zjednoduSenych verzi s obejitim sekvenovani (pouziji se primery, které nasedaji
jen na takovou modifikovanou DNA, kde bud’ ptivodné byl a nebo nebyl 5-mC; modifikovana DNA
se inkubuje s restriktasou s cilovym mistem v oblasi mezi primery, pokud se jeji cilové misto nezménilo,
tak se DNA §tépi, nevznikne PCR produkt a tak cytosin v cilovém misté restriktasy byl metylovany),
ale tyto metody maji celou fadu technickych problémi a navic se zabyvaji jen ur¢itymi misty. Existuje
také moznost obejiti klonovani sekvenovanim PCR produktu, coz se neda doporucit, nebot’ tento
zpusob je zalozen na vyhodnoceni intenzity prouzkt (plochy piki) a je ziejmé, ze polymerasa pouzita
pfi sekvenovani se nezastavuje na vSech mistech stejné Casto, navic pokud je v draze C jen nékolik
prouzkti.

Cela procedura, i véetné isolace genomoveé DNA, denaturace, modifikace hydrogensifi¢itanem,
PCR, se da provést s pouzitim LMP-agarosy a ma fadu vyhod. Jednak je mozn¢ analysu provést s
minimalnimi ztratami DNA, zabranit renaturaci, poSkozeni DNA a tak je mozn¢ ziskat PCR produkt i
z delSich usektt modifikované DNA.

6. Srovnani s alternativnimi metodami

Ke studiu 5-mC se vétSinou pouziva isoschisomert restriktas, které jsou bud’ citlivé a nebo necitlivé
k 5-mC v jejich cilové sekvenci. Tato metoda je nenarocna, levna a rychla, ale dokéaze analysovat 5-
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mC jen v ur¢itych mistech v urcitych sekvencich. Je zaloZena na Stépeni genomové DNA témito
restriktasami, elektroforése v agarosovém gelu, pfenosem na membranu a hybridisaci s oznacenym
specifickym tisekem DNA.

Ke studiu 5-mC v delsich usecich se pouziva klasické genomové sekvenovani s pouzitim chemickych
¢inidel, ktera odlisn€ modifikuji cytosiny a 5-mC. Zmodifikovana DNA se poté $té€pi piperidinem,
rozdéli se sekvenacni elektroforésou, pfenese na membranu a hybridisuje s ozna¢enym specifickym
usekem DNA. Tato metoda ma celou fadu nevyhod, je velice naro¢na a pracna a nedosahuje zdaleka
takové citlivosti a pfesnosti.

Celkové zastoupeni 5S-mC v DNA lze urcit pomoci HPLC, neposkytuje vSak zadné informace o
jejich poloze.
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Zpusoby isolace transla¢né aktivni a neaktivni RNA
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1. O co jde

Molekuly RNA nepluji v cytoplasmé osamoceng €i 1épe feceno nahg, ale jsou po celou dobu své
existence obklopeny mnozstvim bilkovin na né navazanych, je chranicich a vyrazné€ ovliviiujicich jejich
zivotni drahu. Takto vzniklé ribonukleoproteinové Castice, kratce RNP, maji mimo své funkce
charakteristickou molekulovou hmotnost danou druhy a mnozstvim bilkovin asociovanych s molekulou
RNA.

Pravé na rozdilné molekulové hmotnosti translacné aktivnich a neaktivnich RNP je zalozena
metoda jejich separace. Translatné neaktivni mRNA se v burikach nachazeji ve formé volnych RNP,
které jsou leh¢i nez ribonukleoproteinové komplexy, na nichZ probiha translace, znamé polysomy (Spirin
aNemer 1965). Aby nebyla situace tak jednoducha, ne na vSech polysomech musi v daném okamziku
dochazet k translaci, nékteré mohou byt transla¢né neaktivni. Tyto struktury byly popsany zejména ve
stresovych podminkéch (Crosby a Vayda 1991, Davies 1993) a jedna z moznosti, jak je rozpoznat,
bude diskutovana nize.

Na pocatku isolace se oba typy RNP komplexti, volné RNP i polysomy, nachdzeji ve smési a k
jejich oddéleni dochazi béhem centrifugace diky jejich odliSnym sedimentacnim charakteristikdm. Bézné
se pouzivaji dva typy separaci, a to centrifugace postmitochondrialniho supernatantu pres sacharosovy
polstarek €i v linearnim sacharosovém gradientu. Pii centrifugaci ptes sacharosovy polstarek oddélime
ob¢ populace RNA tak, Ze za konkrétnich podminek sedimentuji pouze polysomy, zatimco volné RNP
setrvavaji v supernatantu. Pomoci centrifugace v sacharosovém gradientu ziskame tzv. polysomalni
profil, tj. distribuci ribonukleoproteinovych komplexti podle hmotnosti a pro dalsi isolaci vétsi mnozstvi
frakei.

2. Co potirebujeme

Pti separaci vystacime s béznymi chemikaliemi, laboratornim sklem a porcelanem. Jedinym
omezenim je fakt, ze veSkeré pouzité pomiicky musi byt prosty RNas, jak nas pouci v kazdém
molekularné biologickém manualu (Sambrook et al. 1989). V praxi to znamena, Ze laboratorni sklo a
porcelan pred pouzitim peceme 3 hodiny ve 200°C, mén¢ odoIné pomticky autoklavujeme nebo povarime
v 70% ethanolu. Roztoky, u nichZ je to mozné, pied autoklavovanim osetiime DMDC (Fluka). Roztoky
obsahuyjici Tris oSetfovat DMDC nemiiZzeme, piipravime je tedy Cerstvé ve sterilni vodé i nadobi.

Jediné specialni vybaveni, bez néhoz se neobejdeme, jsou centrifugacni zkumavky a rotory. Pro
polstarkovou metodu potrebujeme rotor Beckman 75Ti a odpovidajici zkumavky Beckman (#355630),
pfi separaci v sacharosovém gradientu uzijeme rotor Beckman NVT 90 a zkumavky Beckman OptiSeal
(#362185).

3. Jak to udélime

Prvnim krokem obou popisovanych metod je pfiprava postmitochondrialniho supernatantu.
Nejprve homogenisujeme piiblizné 100 mg rostlinné tkan€ v homogenisacnim pufru (sacharosa, Tris-
Cl, KCI, MgOAc, EGTA, PTE, B-merkaptoethanol) v tekutém dusiku ve sterilni tfeci misce s tlouckem
a prevedeme do centrifuga¢ni zkumavky. Poté je nutno nechat vzorek odpocinout 15 minut na ledu.
Desetiminutovou centrifugaci pti 300 g odstranime t€zké bunécné soucasti a po dalsi desetiminutove
centrifugaci supernatantu pii 20 000 g ziskame kyzeny postmitochondrialni supernatant.

3.1 Separace pomoci sacharosového polstiarku
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Je-li naSim cilem centrifugace pies sacharosovy polstarek, prevrstvime postmitochondrialni
supernatant pies predem pripraveny polstarek 60% sacharosy v pufru KTM (Tris-Cl, KCI, MgOAc,
EGTA, PTE, 3-merkaptoethanol) a hodinu centrifugujeme pti 320 000 g. Pellet je tvoren polysomalni
frakci, zatimco supernatant musime znovu centrifugovat pies noc za stejnych podminek, abychom
sedimentovali i frakci volnych RNP.

Po uvedené separaci nejcastéji nasleduje isolace celkové RNA z obou frakci (Chomczynski a
Sacchi 1987). Pellet rozpustime ve vzorkovém pufru (guanidinium thiokyanat, citrat sodny, 53-
merkaptoethanol), roztok okyselime pfidanim NaOAc a extrahujeme smési fenol/chloroform/
isoamylalkohol. Celkovou RNA ptitomnou ve vodné fazi precipitujeme pomoci 2-propanolu,
sedimentujeme a po proplachnuti 75% ethanolem rozpustime v destilované vodé. Z celkové RNA
muzeme pomoci afinitni chromatografie precistit mRNA (Promega 1992a). Principem metody je
hybridisace poly(A) fetézc molekul mRNA k oligo(dT) fetézciim navazanym na pevny paramagneticky
nosi¢ (Whitesides et al. 1983). Magnetickych vlastnosti nosicti se vyuziva pii promyvani a eluci mRNA.

Jiz mimo ramec této kapitoly patii dalsi pouziti isolované RNA. Informacni obsah kazdé frakce
mRNA a rozdily mezi nimi je lze zjistit po provedeni in vitro translace v heterolognim systému z krali¢ich
retikulocytti (Promega 1992b). Pritomnost konkrétnich transkriptti mize byt odhalena pomoci Northern
blot hybridisace ¢i RNase protection assay.

Uc¢inime jedinou vyjimku a podrobngji popiSeme metodu run-off translace polysomu bez predchozi
isolace RNA (Vayda 1995), nebot’ tento postup nam umozni rozeznat mRNA aktivné translatované in
vivo od polysomalnich messengerti t.¢. translacné inaktivnich (viz. vySe). Obecné, ptiin vitro translaci
smichame nebuné¢ny transla¢ni systém, vyrobeny na basi lysatu z krali¢ich retikulocyti (Promega,
#1.4960), s nami dodanou mRNA a radioaktivné zna¢enymi aminokyselinami a nechame prob&éhout
translacni reakci. Tak ziskame radioaktivné znacené bilkoviny syntetisované de novo na zaklad¢€ matric
nasi mRNA. Zjistujeme jednak inkorporaci, tedy mnozstvi nové vytvorenych polypeptidii a jednak
spektrum bilkovin na elektroforese, tedy informac¢ni obsah vnesené mRNA. V naSem ptipadé vychazime
z bodu, kdy jsme po prvni centrifugaci pii 320 000 g sedimentovali polysomy. Tyto rozpustime ve
sterilni destilované vod¢ a ¢ast z nich pouzijeme namisto roztoku celkové RNA nebo mRNA pii michani
reak¢ni smési. Tim vneseme do ptivodné heterologniho transla¢niho systému mimo molekul RNA ina
n¢ navazang bilkoviny regulyjici jejich translaci, imz vytvorime systém semihomologni, ktery piesnéji
odrazi situaci v nami zkoumang tkani.

Z obou sediment, polysomalniho i tvofeného frakci volnych RNP, mtizeme také isolovat a
analysovat bilkoviny (Madjar 1994).

3.2 Separace v sacharosovém gradientu

Hodlame-li rozdé¢lit ribonukleoproteinové komplexy podle jejich hmotnosti v linearnim
sacharosovém gradientu, prevrstvime postmitochondrialni supernatant pfes pfedem pripraveny gradient
10-60% sacharosy v centrifugacnich zkumavkach. Gradient ziskame naplnénim jedné poloviny objemu
zkumavky 60% roztokem sacharosy v gradientovém pufru (Tris-CI, KCI, MgOAc, DTT, PTE, B-
merkaptoethanol) a jeho prevrstvenim stejnym objemem 10% roztoku sacharosy v gradientovém pufiu.
Zkumavku poté uzavieme, velice opatrné prevratime na bok a nechame sacharosu v lednici difundovat
po dobu 3 hodin potfebnou k utvoieni linearniho gradientu (Davies a Abe 1995). Vzorky poté
centrifugujeme 3 hodiny pti 100 000 g. Nasledné rozebereme gradient (BioRad, Econo System), na
zapisovaci ziskame kvantitativni vyhodnoceni distribuce ribonukleoproteind v jednotlivych vrstvach
gradientu a nasbirame frakce. Z jednotlivych frakci mizeme podobné jako v predeslém piipadé isolovat
RNA (Chomczynski a Sacchi 1987, Promega 1992a), ¢i bilkoviny (Madjar 1994).

4. Jak zjistime, co jsme udélali

Prvni podminkou uspéchu je presné kvantifikovat isolovanou RNA. Spektrofotometrické métent
absorbance roztoku RNA pii 260 nm, bézné uzivané pro celkovou RNA se v pfipadé¢ mRNA ukazuje
byti nedostate¢nym. Diivodem je maly vytézek, s tim souvisejici nedostacujici rozliSovaci schopnost
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spektrofotometru a zejména jiny pomér mezi mRNA a celkovou RNA v ziskanych frakcich. Mnohem
presnéjsi je odhadnout mnozstvi mRNA dot blot hybridisaci s oligo(dT) nebo oligo(rU) probou a
porovnanim se standardem o zndmé koncentraci.

Spektra bilkovin syntetisvanych pfi in vitro translaci zviditelnime pomoci SDS-PAGE (Obr. 1).

Takto mame moznost porovnat informac¢ni obsah jednotlivych populaci RNA.

T osmr Obr1
= Spektrum bilkovin syntetisova-nych in
i vitro v heterolognim translaénim
i lj systému na zaklad¢ matrice mRNA
1 obsazené ve frakci volnych RNP
- s (RNP), v polysomalni frakci (PS)a v
semihomolognim systému s pouzitim
celych polysomii (pol). Jako vychozi
a material byl pouzit nezraly pyl tabaku
= Nl

(Nicotiana tabacum).
RNP PS  pol

Druhy obrazek nam ukazuje zapis distribuce RNP ¢astic v linearnim sacharosovém gradientu.
Peaky odpovidaji zvySené koncentraci komplexti obsahujicich RNA v jednotlivych vrstvach gradientu.

.....

5. Mame na to?

Ve srovnani s jinymi molekularne biologickymi postupy nepatii popisované metody k financné
nejnarocnéjSim. Nejnakladngjsi polozku predstavuji centrifugacni zkumavky, firmou Beckman patfi¢ng
ohodnocené. To plati pochopiteln€ pouze v piipadé, Ze neni nutno pfedem investovat do rotoru nebo
nedej boze do centrifugy. Jeden ¢lovék miize bez problémii zpracovat Ctyfi vzorky najednou a cely

60% sacharosa 10% Obr.2
Polysomalni profil ziskany ze stadia 3
nezralého pylu tabdku (Nicotiana
tabacum). Distribuce

g ribonukleoproteinovych ¢astic byla
b zjistovana v linearnim gradientu 10-60%
sacharosy.
(PS-polysomy, MS-monoso-my, RNP-
volné RNP)

PS MS RNP

protokol je Ize zvladnout za jeden den v ptipadé sacharosovych gradientt ¢i za dva dny, pouzivame-li
polstarkovou metodu.

6. Ceho bychom se méli vyvarovat

Polysomy jsou velice citlivé na pritomnost RNas, vyssi teplotu, koncentraci soli a maji tendenci
se Casem rozpadat. Proto je nutné drzet vzorky neustale na ledu a minimalisovat dobu mezi jednotlivymi
kroky. Za samozdiejmost povazujeme prisné dodrzovani prostredi prostého RNas, bez néhoz nemiizeme
ocekavat uspokojivé vysledky.

Jinak jsme pfi pouzivani popsanych metod nenalezli vaznéjSich uskali. Pouze povazujeme za
vhodné upozornit na nutnost ditkkladné homogenisace vzorku s tekutym dusikem a nasledné dodrzeni
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Jjeho priblizné patnactiminutového odpocinuti na ledu, kdy dochazi k uvoliiovani ribonukleoproteinovych
Castic z bunécnych struktur.

Literatuta:

Chomczynski P. a Sacchi N. (1987): Anal. Biochem., 162, 156-159.

Crosby J.S. a Vayda M.E. (1991): Plant Cell 3, 1013-1023.

Davies E. (1993): Seminars Cell. Biol. 4, 139-147.

Davies E. aAbe S. (1995): Methods Cell. Biol., 50,209-222.

Madjar J.J. (1994): Cell Biology: A Laboratory Handbook, pp 657-661.

Promega (1992a): PolyATract mRNA isolation systems. Technical manual, #TMO021.

Promega (1992b): Rabbit reticulocyte lysate system, Technical manual, #TM232.

Sambrook J., Fritsch E.F. a Maniatis T. (1989): Molecular cloning. A laboratory manual. Cold Spring
Harbor, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Spirin A.S. a Nemer M. (1965): Science 150, 214.

Vayda M.E. (1995): Methods Cell Biol., 50, 349-359.

Whitesides G.M., Kazlauskas R.J. a Josephson L. (1983): Trends Biochem. Sci. 1, 144-148.

84



Molekularné-genetické pfistupy ke studiu rostlinné buriky

Syntéza a purifikace oligonukleotidii

Konecna, H.

Laboratof molekularni fyziologie rostlin, Pfirodovédecka fakulta MU, Kotlaiska 2, 611 37 Brno
tel: 05/41 1293 71, fax: 05/41 12 93 72, e-mail: hanak@sci.muni.cz

Pokrok v mnoha oblastech molekularni biologie by nebyl mozny bez existence automatickych
syntetizatorti oligonukleotidui. Jejich produkty maji nespocet aplikaci, zejména v oblasti rekombinantni
DNA (PCR, sekvenovani, konstrukce duplexti, hybridizacni proby, mistné cilena mutageneza aj.).
Analoga oligonukleotidii jsou intenzivné studovana jako potencialni protirakovinna a antivirova léciva.
Miligramova mnozstvi oligonukleotidii vyZaduji strukturalni rentgenove analyzy a NMR spektroskopicka
studia.

DNA je chemicky syntetizovana obracené nez in vivo, tedy od 3" k 5" konci. Cyklickym procesem,
ktery se odviji od 3 ‘terminalni baze zakotvené na kolonce nebo membrang, jsou postupné piipojovany
jednotlivé monomery podle zadané sekvence. Cely cyklus se sklada z ptipojeni aktivovaného monomeru
k rostoucimu fetézci, deaktivace nezreagovanych 5 'koncti, oxidace labilniho tfivalentniho fosforu na
pentavalentni a odblokovani ochranné skupiny na 5 'konci. Tim je fetézec pfipraven na dalsi cyklus,
ktery se opakuje tak dlouho, az je zadana sekvence kompletni. Pak je produkt odstépen z pevné faze
a podroben finalni deprotekci obvykle pies noc.

Kwvalitni syntéza probiha s uc¢innosti 98 - 99% na jeden cyklus, coz pro bézny 20-mer znamena,
7e o¢ekavany oligonukleotid bude ve vysledném produktu tvofit 67 - 82 %. Béhem syntézy se
spektrofotometricky nebo konduktometricky sleduji odsté€pené tritylove skupiny, které funguji jako
markery U€innosti pfipojeni nasledujici baze. Vytézek syntézy se stanovuje merenim absorbance pri
260 nm. Kvalita oligonukleotidu se nej¢astéji kontroluje elektroforeticky (PAGE nebo kapilarni
elektroforéza), chromatograficky, event. se vyuziva hmotnostni spektrometrie.

Surovy produkt po syntéze obsahuje nejenom ocekavany oligonukleotid, ale také jisté procento
kratSich nedosyntetizovanych fetézci, minoritni frakci delSich fetézcti, amonné soli, benzamid,
isobutyramid a stopova mnozstvi dalSich organickych latek. Koncentrace nezadoucich latek vzdy zavisi
na kvalité syntézy a délce oligonukleotidu. Kvalitni produkt bézné délky nepotiebuje pro vétsSinu
dalsich aplikaci zadné dodatecné Cisténi. Kazda purifikace zvySuje naklady a uzivatel vzdy musi vzit v
uvahu prislu$nou aplikaci. Pro sekvenovani a PCR mohou byt obvykle pouzity surové primery majici
80% Cistotu, event. primery po odsoleni. Odstranéni nizkomolekularnich nec€istot se provadi etanolovou
precipitaci nebo gelovou filtraci na kolonce Sephadexu G-25. Pokud je pro nékteré aplikace nutné
odstranit kratSi nedosyntetizované fetézce (napt. pro antisense hybridizace), pouziva se purifikace na
OPC (Oligonucleotide Purification Cartridge). Finan¢né nejnarocnéj$im zptisobem ¢isténi je HPLC.

Natrhu je fada vysoce efektivnich syntetizatort, které ¢asto pracuji v rezimu nékolika syntéz
béZzicich soucasné. V tomto oboru se zejména angazuji firmy Perkin-Elmer, PerSeptive Biosystems,
Pharmacia, Beckman a Cruachem. Bézny lyofilizovany oligonukleotid 1ze dokoncit ve 24 hodinach.
Existuji 1 specialni (drazsi) postupy, jak zkratit postsyntetické procesy, aby mohl byt oligonukleotid
dokoncen béhem nekolika hodin po zadani. Syntetizatory umoziuji syntézu nejriznéjSich modifikaci
oligonukleotidii - fosforothioaty, znac¢eni biotinem, fluorescencnimi znackami, uziti inosinu, degenerované
oligonukleotidy, amino derivaty uzivané pro postsyntetické derivatizace oligonukleotidu (pfipojeni
digoxigeninu aj). VEtSina syntetizatort je schopna syntetizovat krome DNA téZ RNA, produkt je vSak
nékolikanasobné drazsi nez DNA. Pouze syntetizator Expedite 8909 firmy PerSeptive Biosystems
umoziuje navic i syntézu PNA (Peptide Nucleic Acid). To je nova skupina informac¢nich molekul, které
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obsahuji neutralni, peptidu podobny fetézec s bazemi dovolujicimi hybridizaci s komplementarni DNA
nebo RNA.

Praktické rady pro uzivatele:

Rozsah syntézy (scale), kterou zadavate, neni finalni koncentrace budouciho oligonukleotidu. Je
to koncentrace 3" baze, zakotvené na kolonce ¢i membrang. Skutecny vytézek zavisi na kvalit€ syntézy,
délce oligonukleotidu, sekvenci a pouzité purifikacni metodé. Koncentrace surového produktu stanovena
meéfenim absorbance pii 260 nm zahrnuje i pfitomné necistoty, je proto pouze piiblizna. Presné;si
odecet je mozny po odsoleni. Kazdy syntetizator umoziuje vybér z nékolika koncentra¢nich rozsahd,
nas Expedite napt. nabizi pro DNA 50 nmol, 200 nmol, 1 m mol a 15 mmol syntézu. Pozadujete-li
purifikaci na OPC kolonce, musi byt oligonukleotid syntetizovan s posledni tritylovou skupinou
ponechanou na 5 ’konci. Na zaklad¢€ hydrofobicity teto skupiny se pak na reverzni fazi zachyti pouze
kompletni produkt, vSechny ostatni necistoty jsou odmyty. Tento typ purifikace nelze, na rozdil od
gelove filtrace a etanolového sraZeni, provést dodatecné. Stejné to plati pro HPLC Cisténi na reverzni
fazi.

Degenerované pozice v oligonukleotidu je mozné navrhnout jako kombinaci bazi v prislusné
pozici, nebo pouzit 2" deoxyinosinu, ktery ma nizkou, ale nestejnou vaznost k ostatnim bazim. Lze t¢Z
vyuzit univerzalniho nukleosidu, ktery nehybridizuje se Zadnou ze Ctyt bazi.

Pocitacové programy jako Oligo (National Biosciences), Primer Designer (Scientific and
Educational Software), Primer Detective (Clontech Laboratories) vam pomohou vybrat optimalni
primer pro vasi konkrétni aplikaci. Hlavni zasady pro navrhovani PCR primeru: sekvence unikatni pro
danou oblast, nejdilezitéjsi je 3’ konec. Na 3" konec zarad'te jeden az dva G/C nukleotidy, které zajisti
kvalitni “annealing”. Vyberte primer s ndhodnou distribuci bazi, s obsahem GC obdobnym jako ve
fragmentu, ktery ma byt amplifikovan. Nepouzivejte fady purind nebo pyrimidint jdoucich za sebou.
Vyhnéte se primertim se stabilnimi sekundarnimi strukturami, zvlasté na 3 konci. Zvlasté se vyhnéte
primertim, kter¢ tvori “hairpins” a jsou vzajemné komplementarni. Nespoléhejte slepé na pocita¢. Primery,
které jsou programem zavrzeny jako nepouzitelné, nékdy funguji a tzv. dobi'e navrzené primery obcas
nefunguyji.

Literatura:
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Pharmacia
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Analyza rostlinného genomu pomoci pulzni gelové elektroforézy

Kovarik A.

Biofyzikalni tstav AVCR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
tel: 05/41 51 71 78, fax: 05/42 21 12 93, e-mail: kovarik@ibp.cz

Teoreticky princip pulzni gelové elektroforézy (PFGE)

Pulzni elektroforéza je analytickd metoda, pomoci niz Ize analyzovat velké tiseky DNA o délce
50-5000 kb. Nejcastéji pouzivana konvenéni agardzova elektroforéza je v nejjednodussim usporadani
schopna separovat molekuly o velikosti 0.2 - 20 kb. Molekuly nad 20 kb pii konvencni elektroforéze
zaujimaji piblizné stejnou konformaci (maji srovnatelny gyracni polomér) a tudiz migruji stejnou rychlosti.
Vysledkem je ztrata délivosti gelu a rozmazany obraz heterogenni, malo rozdélené populace molekul.
V roce 1984 Cantor a Schwarz pfisli s revolu¢ni myslenkou pouZit pro separaci dlouhych tisekti DNA
elektroforézu s dvémi elektrickymi poli orientovanymi kolmo na sebe. Elektricka pole se navzajem
periodicky zapinaji a vypinaji, coz indukuje reorientaci kazdé molekuly DNAv gelu. Rychlost reorientace
ve smeru noveho pole je zavisla na velikosti molekuly, piicemz plati, ze ¢im je vétsi velikost (délka
DNA v kb) tim pomalejsi je jeji reorientace pravdépodobné vlivem stérickych interakei s agarézovou
matrici. Cas ztraveny orientaci molekuly ve sméru nového pole je rozhodujicim parametrem pro separaci
molekul DNA v PFGE. Na molekularni trovni je pohyb DNA v gelu ’plazivy” a pfipomina klikatou
¢aru. Ponévadz vSak velikost a ¢as sepnuti obou elektrickych poli jsou shodné vysledna celkova draha
DNA fragment je piima.

Kritické parametry PFGE

1. Uniformita elektrického pole. Vlivem nehomogenity elektrického pole dochdzi k nerovnomémé migraci
molekul a poktiveni drahy.

2. Délka ¢asovych pulzi. Variaci délky elektrickych pulzi 1ze dosahnout optimalniho rozdéleni molekul
v pozadované oblasti délek. U vétSiny komerc¢nich systému je délka pulzl programovatelna.

3. Pomér délek elektrickych pulzi v obou polich.

4. Vektor elektrického pole. Usporadani elektrod v podéiném sméru urcuje thel, pod kterym se molekuly
DNA reorientuji. Jako optimalni bylo zjisténo stfidani 60 a 120° v CHEF systému.

5. Relativni intenzita obou poli. Vy§§im napétim lze zkratit urychlit pohyb molekul a tim i zkratit dobu
béhu elektroforézy, avsak vzrlistaji pozadavky na chlazeni systému.

Technické zabezpeceni

Elektroforetickd aparatura predstavuje nejdilezité;si ¢ast zafizeni nezbytného pro uskute¢néni
elektroforézy.

Technicke usporadani elektrod PFGE prodélalo béhem uplynulych let znacny vyvoj a v soucasné
dobé je z literatury znamo az 7 rliznych systému. V béznych laboratofich vSak pievladaji systémy
FIGE (Field Inversion Gel Electrophoresis) a CHEF (Clamped Homogeneous Electric Field
Electrophoresis). Systém FIGE periodicky piepina elektrické pole v jednom sméru, takze se molekuly
orientuji o 180° pfi kazdém prepnuti:

Systém FIGE je schopen separovat fragmenty v rozmezi 20-700 kb, cozZ postacuje pro znacnou
¢ast genomovych analyz. Cena zafizeni je rovné€z vyrazné nizsi (az 3 X) neZ u ostatnich systému a

predstavuje investici ca. 120 000 K¢&. Systém CHEF zejména ve spojeni s pocitacem fizenymi pulzy
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prestavuje nejdokonalejsi usporadani umoziujici v optimalnich podminkach separaci molekul az do 5
Mb. Systém je slozen z celkem 24 elektrod a jimi vytvoiené vektoroveé elektricke pole stridavé orientuje
molekuly 0 60° resp. 120°. Nejbéznéji pouzivany je systém CHEF-DRII-III firmy Biorad v cené ca
200 000 K¢. Pocitatem fizenym CHEF-MAPPER systém je az 3x drazsi.

Pulzni elektroforéza se obvykle provadi pii teplotach 12-16°C, a proto je nezbytné elektroforeticky
pufr recirkulovat pes chladici 1azen nebo kryostat. Pro fluorescencni detekci fragmenti DNA (pomoci
ethidium bromidu) je zapotrebi transiluminator.

Priprava vzorka pro PFGE

Vzhledem k tomu, ze velikost analyzovanych fragmentt se bézné pohybuje od 50 - 1000 kb, je
tieba pfi pripravé DNA dbat na to aby pripravena DNA byla nejméné 1000 kb dlouha. Pri klasickych
postupech izolace DNA zpravidla délka DNA molekul nepresahuje 50-100 kb. Zkracovani je zptisobeno
mechanickym poskozenim vlivem stfiznych sil, plisobici v roztoku napiiklad pfi michani. Proto se pti
1izolaci vysokomolekularni DNA vyhybame manipulaci v roztoku a celou proceduru purifikace provadime
v agarozovych bloccich, které zabranuji mechanickému poskozeni. VSechny kroky jsou provadény v
prostiedi vysoké koncentrace EDTA, ktera inhibuje vétSinu bunéénych nukleolytickych enzymi.
Vychozim materialem jsou nejlépe izolované protoplasty (buiiky zbavené celulozové stény) nebo
izolovana jadra v mnozstvi ca 2 x 10° bunék na jeden blocek. K suspensi protoplastii v koncentraci 4
x 107 bunék/ ml piidame stejny objem 1.5% nizkotuhnouci agar6zy v 0.4M manitolu zahtaté na 50°C,
opatrné rozmichame a suspensi zalijeme od formy. Formu poté umistime do lednicky, kde agardza
ztuhne. Po zatuhnuti agar6zové blocky se vzorky opatrné vyjmeme a preneseme do zkumavky s predem
pfipravenym roztokem obsahujicim Proteasu-K (400 ug/ml), 1% laurylsarkosin, 0.5 M EDTA. Blocky
inkubujeme pii 37°C pres noc. Poté vyménime lyza¢ni roztok a inkubaci opakujeme. Po 48-ti hodinové
deproteinaci by vzorky jiz nemély byt zelené - coZ je dliikaz, Ze doslo k lyze protoplastti a uvolnéni
chlorofylu. Proteasu-K poté inaktivujeme 1mM PMSF a blocky uchovavame v 0.5M EDTA pii 4°C.
Velmi Cisté preparaty vysokomolekularni DNA jsou stabilni i nékolik let.

Manipulace DNA v agaro6zovych blo¢cich

Prakticky vétSina DNA analyz vyuziva restrikénich endonukleaz. Enzymova manipulace DNA v
agarozovych bloccich je zpravidla mnohem obtiznéjsi nez v roztoku a obecné vyzaduje vyssi koncentrace
enzymu. Rovnéz ne vSechny enzymy jsou schopny pracovat v prostiedi agarozy a jejich seznam je
mozno nalézt napriklad v katalogu firmy NEB. Pro totalni Stépeni vysokomolekularni DNA restrikénimi
enzymy je zapotiebi alespon 5 nasobn¢ vyssi aktivity enzymu nez pri St€peni stejného mnozstvi DNA v
roztoku, coZ celou proceduru vyrazné prodrazuje. Vzhledem k labilité nékterych enzymi doporucujeme
opakovangé Stépeni dvéma davkami enzymu. Pred pridanim enzymu agarézovy blocek preinkubujeme
opakovang (2 x 30 min) s restrikénim pufrem. Na jedno §t€peni pouzijeme zhruba 50-100 jednotek
enzymu, coZ predstavuje finan¢ni zatizeni ca 100-200 K¢. Enzym se po $t€peni DNA inaktivuje pomoci
EDTA ablocek se umisti do komiirky gelu a eventuelné zalije nizkotuhnouci agarozou v elektroforetickém
pufru.
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Vyhodnoceni prubéhu elektroforézy

Vlastni elektroforeticka separace probiha nejcastéji po dobu alespori 16 hod, jsou vSak popsany
béhy 148 hod. Diilezitou otdzkou je programovani pulzniho zdroje. Pulzni zdroj napéti naprogramujeme
tak, aby se postupné pulzni ¢asy prodluzovaly, pricemz plati ¢im delsi fragmenty pozadujeme separovat,
tim delsi pulzni ¢as nastavime. Napriklad pro separaci molekul 50-800 kb na CHEF-DRII systému
volime na pocatku 10 sekundové pulzy, na konci béhu 60s. Jako elektroforeticky pufr se nejcasteji
pouziva Tris-boratovy puftr, pH 8.0 (0.045 M Tris-borat, 0:001 M EDTA) a je vhodné si tento jeSte
pred vlastnim béhem predchladit na 12-16 °C. Napéti pfivadéné na elektrody se pohybuje v rozmezi
160-200 V. Po skonceni béhu gel barvime roztokem ethidium bromidu (1 ug/ml H O) a prouzky DNA
vizualizujeme pomoci UV svétla. V pripad¢, Ze pripravena DNA je intaktni, pohybuje se jako prouzek
v zon€ komprese t.j. v oblasti limitniho d€leni elektroforetického systému (obvykle >800 kb). Gel 1ze
poté blotovat na nylonovou membranu a provést molekularni hybridizaci se specifickou sondou. Jako
standarty pro porovnani délek pouzivame ligované konkatemery faga 1 (50-1000 kb), pro vétsi délky
pak chromozomy Sacharomyces cerevisiae (225-2500 kb).

Uskali metody

Pt pouziti komerc¢nich elektroforetickych aparatur zpravidla odpadaji problémy spojené s vlastni
elektroforézou. NejcastéjSim uskalim byva priprava vysokomolekularni DNA. Pripravena DNA ma
casto nasledujici nedostatky, které znemoziuji jeji dalsi analyzu: 1. DNA neni intaktni, ale je jiz
degradovand na nizkomolekuldarni fragmenty. Na gelu se takovy vzorek projevi jako Smouha smérem
k €elu gelu. Znamena to, Ze béhem piipravy nebo €asto jiz v samém vychozim materialu doslo k
mechanickému nebo nukleolytickému $t€peni DNA. Doporucujeme proto pii piiprave protoplastt
vychdzet z mladych listd, ze svétlych ¢asti kalusi a suspensich kultur v exponencialni fazi rastu. Ve
starSich nebo nekrotickych tkanich byva DNA casto poSkozena. Doba inkubace tkan¢ v
protoplastovacim roztoku by méla byt co nejkratsi - pro deproteinaci ¢asto postacuje jen ¢astecna
degradace celulosové stény. 2. DNA neni Stépitelnd restrikcnimi enzymy. Pro kontrolu Stepitelnosti
doporu¢ujeme zaradit Stipani enzymy, které poskytuji kratké restrikéni fragmenty (v priméru < 5 kb).
Na gelu by tato draha neméla obsahovat Zadnou viditelnou stopu DNA, nebot’ kratké fragmenty vymigruji
z gelu. Pokud DNA neni dobre §tépitelna pouzijeme vétsi mnozstvi enzymti Proteasy, eventuelné Celulasy
pro dokonalejsi purifikaci. RovnéZ je tfeba dbat na diisledné odstranéni EDTA ze vzorku.

Aplikace PFGE

PFGE je unikatni, vysoce citliva metoda urena pro separaci vysokomolekularni DNA. Poskytuje
informace o vzajemné poloze gent, repetitivnich sekvenci v Gisecich, které jsou prilis velké pro detailni
sekvenovani nukleotidd nebo naopak pfili§ malé pro analyzu pomoci hybridizace in situ. Spojenim
sekvenacnich technik, pulzni gelove elektroforézy a hybridizace in situ Ize dosdhnout piesné charakterizace
genovych oblasti na chromozomu. Z tohoto diivodu se vSechny tfi metody uplatiuji ve velkych
komplexnich projektech, jako je mapovani genomti riiznych biologickych druht. Praktického vyuziti se
PFGE dockala v rostlinné aplikované genetice, kdy pomoci restrik¢nich polymorfismti Ize charakterizovat
ptibuzné biologické druhy nebo jednotlivé kultivary hospodaisky vyznamnych 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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ZkuSenosti s genetickym analyzatorem ABI PRISM 310

Nejedla. E.

Laboratoi molekularni fyziologie rostlin, Prirodovédecka fakulta MU, Kotlaiska 2, 61137 Brno
tel: 05/41 1293 71, fax: 05/41 12 93 72, e-mail: nejedla@sci.muni.cz

Geneticky analyzator ABI PRISM 310 firmy Perkin- Elmer, divize Applied Biosystems byl
na trhuveden vroce 1995. V soucasnosti je to jediny piistroj, ktery umoziuje provadét i menSim
laboratoiim plné automatizovanou sekvena¢ni a fragmentacni analyzu DNA. Analyzator pracuje na
principu elektroforetického déleni fragmentti ve velmi tenké kapilare naplnéné specialnim polymerem.
Je vybaven automatickym davkovacem na 48 (resp.96) vzorku. Pro kazdy vzorek je kapilara naplnéna
Cerstvym polymerem, poté je automaticky nanesen presny objem vzorku. Tento postup zarucuje vysokou
reprodukovatelnost analyz a zaroven se snizuje pracnost, protoze odpada potieba nalévani geli. Material
areagencie se vyuziji jen pro dany pocet vzorkli. Sekvenovani probiha podle Sangerovy metody.
Analyza je zaloZena na patentovaném procesu ABI PRISM - detekce vicebarevné fluorescence ze
znacenych primert, terminatort (ddTNP) nabo inkorporovanych nukleotidi (dUTP, dCTP) po excitaci
argonovym laserem (excitacni spektrum 488 - 514 nm). Detekce emitovaného zafeni je provadéna
pomoci citlivého CCD chipu s maximalni citlivosti ve spektralnim pasmu 525 - 650 nm. Pti jediném
prichodu kapilarou je proto mozné pii sekvenovani stanovit potadi vSech Ctyt bazi, nebo pfi analyze
fragment® analyzovat 3 vzorky sou¢asné (3 vzorky + délkovy standard). Rizeni celého procesu i
zpracovani dat probiha soucasne za pouziti vykonného pocitace Apple Power Macintosh a specialniho
software.

Spravna priprava vzorku je prvnim pfedpokladem tspé$ného sekvenovani. Ackoliv existuji
rizné (levngjsi) postupy, jak ziskat Cistou DNA, pro fluorescencni sekvenovani je nejvhodnéjsi izolace
DNA pomoci produktli firmy Qiagen nebo alkalickou lyzou s PEG precipitaci. Sekvenovat 1ze
plazmidovou DNA a PCR produkty. U PCR produktii je nutné pied sekvenovanim velmi peclivé
odstranit vSechny zbytky primertia dNTP, protoze by se zménily sloZeni reak¢éni smési a znaceni by
neprobehlo!

Dalsim dulezitym faktorem je spravné urceni koncentrace DNA (nejlépe pomoci
spetrofluorimetrické metody, protoZe stanoveni z gelu neni prili§ presné) a volba spravné sekvenacni
strategie. Doporucené koncentrace templatti: 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..

Nekteré typy templatii (zejména GC, resp. AT - rich, templaty s dlouhou homopolymerni sekvenci
, templaty s dlouhymi repeaty nebo templaty, které tvoti sekundarni struktury) jsou obecné htire
sekvenovatelné a je nutno upravovat sekvenacni strategii.

Priprava znacenych fragmentii probiha pomoci cyklického (PCR) sekvenovani a to bud’
za pouziti znac¢enych primera nebo terminatori. Znaceni probiha za pouziti ready-reaction cycle
sequencing kits , které¢ obsahuji AmpliTaq DNA polymerazu FS, smés d/ddNTP a puft ve stabilnim
sloZent, kter¢ zarucuje pohodlnou praci a reprodukovatelnost metody. Po skonceni PCR sekvenovani
je nutné vzniklé fragmenty presrazet a odstranit vSechny nezreagované slozky kitu. Tento krok je dilezity
zejména pri praci se znatenymi terminatory. DNA se pak rozpusti v TSR (Template supression reagent),
provede se zavérecna denaturace a vzorek se vlozi do analyzatoru.

Cely postup pripravy znacenych fragmentti probiha podle protokolu optimalizovaného firmou
Perkin Elmer. Trva 3,5 - 4 hodiny, vlastni analyza vzorku (600 bazi) 2,75 hod., pro krat$i PCR
produkty asi 90 minut (pfi pfesnosti sekvenovani 98,5 %).

Softwarové zpracovani dat trva pouze necelou minutu!

Niklady na 1 analyzu : pfiblizné 500 K¢&.

Vyhody: odpada naro¢né nalévani gelli, reagencie se spotfebovavaji pouze pro dany pocet
vzorki, automaticke provadéni operaci zarucuje stale stejné podminky pro vSechny analyzy (¢imz se
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zvySuje reprodukovatelnost stanoveni), pristroj miZe pracovat pies noc bez dozoru, takze se efektivné
vyuziva i nejcenngjsi deviza - tj. Cas!!!

Literatura:

The Qiagen Guide to Template Purification and DNA Sequencing - mozno objednat u firmy Qiagen
Jako FREE Literature

ABI PRISM 310 - User’s manual Perkin - Elmer

DNA Sequencing - Chemistry guide Perkin - Elmer

ABI PRISM ™ Dye Primer Cycle Sequencing Ready Reaction Kit - Protocol

ABIPRISM ™ Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit - Protocol

ostatni firemni literatura Perkin - Elmer

91



Methods in Plant Sciences

Metody transformace rostlin pomoci agrobacteria

Pavingerova. D.

Ustav molekularni biologie rostlin AVCR, Brani$ovska 31, 370 05 Ceské Budgjovice
tel.: 038/777 55 05, fax: 038/414 75, e-mail: daniela@umbr.cas.cz

Principem vSech metod transformace rostlinnych pletiv pomoci agrobacteria je zabezpecit kontakt
poranénych rostlinnych bunék s buitkami baktérie rodu Agrobacterium, coz odstartuje prenos T-
DNA do rostlinného genomu. K tomuto uéelu byla vyvinuta fada metod, z nichz se na pracovisti UMBR
nejcasteji pouzivaji tii: diskova metoda, transformace semen a infiltrace.

Diskova metoda:

Metoda transformace listovych diskti predstavuje idealni kombinaci vysoké transformacni frekvence
se snadnou a rychlou selekci regenerovanych transformantt. Poprvé ji popsal Horschetal. (1985)a
postupné byla modifikovana v mnoha laboratofich tak, Ze je pouzitelna na jakoukoli ¢ast rostliny (koten,
hypokotyl, internodia, stonkové segmenty atd).

Metoda je velmi jednoducha a nevyzaduje Zadné speciadlni vybaveni. Zvolenou ¢ast in vitro
kultivované rostliny rozstfihame na segmenty asi 1 cm dlouhé, u listli na ter¢iky asi 5X5 mm, a ty
ponotime do piipravené bakterialni suspenze tak, aby vSechny fezné plochy pfisly s touto suspenzi do
styku. Po urcité dobé kokultivace ¢asti rostliny s baktériemi se transformované segmenty prenesou na
médium, které eliminuje rist baktérii, umoznuje proliferaci jen transformovanym buiikdm a navozuje
kalogenezi s naslednou regeneraci stonkd.

Jak pripravit bakteriilni suspenzi?

Baktérie kultivujeme pies noc v LK médiu (Langley and Kado, 1972) na tfepacce ve tmé pii
28°C. Pred vlastni transformaci je vhodné baktérie stocit (2 minuty pii 10000 rpm), supernatant odstranit
a baktérie rozfedit ve stejném mnozstvi 10 mM MgSQO,. Je rovné€Z mozné pfimo nafedit bakterialni
suspenzi stejnym mnozstvim tekutého kultivacniho média (napt. MS). Nedoporucuji pouzivat bakterialni
suspenzi piimo bez ptedchoziho fedéni, jelikoz miize v nékterych pripadech plisobit na rostlinna pletiva
toxicky.

Jakou ¢ast rostliny pouzit?

Pro transformaci pouzivame tu ¢ast rostliny, ze které spolehlivé umime ziskat v podminkach in
vitro dostatecny pocet regeneranti. Vyhodné je zajistit jednobunécny plivod regenerované rostliny,
napt. vyuzitim somatické embryogeneze a pod.

Jak dlouha kokultivace?

VyzkouSena optimalni doba kokultivace bakterialni suspenze s rostlinnymi segmenty je 15 - 30
minut. Po této dobé se transformované casti rostliny pfenesou na nékteré zakladni agarové médium
(napt. MS) bez antibiotik, kde se ponechaji 24 - 48 hod. Pti 24 hod kultivaci neni nutné osuseni
segment filtracnim papirem, jak se ¢asto uvadi. U nékteré¢ho rostlinného materialu je mozné nahradit
kultivaci na agarovém médiu kultivaci v tekutém médiu (segmenty se tfepou 24 hod pfi laboratorni
teplote). Az po této dobé se aplikuji antibiotika pro vyhubeni baktérii a selek¢ni Cinidla.

Jak eliminovat baktérie?

Baktérie eliminujeme pomoci vhodného antibiotika (podle pouzitého kmene agrobacteria), které
pridavame do kultivaéniho média. Antibiotikum neklavujeme, pouzivame sterilizaci filtrem nebo
autosterilizaci (antibitikum rozpustime ve sterilni vodg ve sterilni kadince a nechame 2 - 3 hodiny stat).
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Na médiu s antibiotikem kultivujeme rostliny i nékolik mésicti, aby eliminace baktérii byla dokonala.
Casto je vhodné pouzit smés dvou antibiotik.

Nejbéznéji pouzivana antibiotika nejcastéji pouzivana koncentrace
Ticarcillin (Ticarpen) 500 mg/l
Carbenicillin 500 mg/l
Vancomycin 500 mg/1
Cefotaxime (Claforan) 200 mg/1
Augmentin 300 mg/l
Timentin 300 mg/l

Jak stanovit koncentraci selek¢éniho antibiotika?

K selekei se v soucasné dobé vyuziva predevsim gen pro neomycinfosfotransferazu II (nprll),
ktery vnasi do rostlin rezistenci ke kanamycinu a gen pro hygromycinfosfotransferazu (/pr), ktery
navozuje rezistenci k hygromycinu. Ponévadz tato antibiotika maji zabranit riistu netransformovanych
rostlin, musime nejprve otestovat, na jakou koncentraci antibiotika dané rostliny reaguji. To snadno
zjistime kultivaci kontrolnich rostlin na médiu s koncetracni fadou prislusného antibiotika. Vyznamnym
a Casto rozhodujicim znakem byva fakt, zda rostlina kofeni, i nikoli. Je si vSak tfeba uvédomit, ze
koncentrace antibitika pouZita pro selekci regenerovanych rostlin, nemusi souhlasit s koncentraci
aplikovanou tésné po transformaci rostlinnych segmenti. Ta se ¢asto musi snizit, pfipadné Giplné€ vynechat,
aantibiotikum vyuzit az pro selekci regenerovanych rostlin. Zde neexistuje jednotny navod, koncentraci
selek¢niho antibiotika je u kazdého rostlinného druhu nutné vyzkouset. Rozdily se mohou vyskytnout i
mezi odriidami téhoz druhu.

Transformace semen:

Tuto zajimavou metodu transformace zavedli v roce 1987 Feldmann a Marks u Arabidopsis
thaliana. Semena A. thaliana se nechaji v 50 ml vody predklicit (tfepat pfi laboratorni teploté) po
dobu 12 - 16 hod. Poté se k nim pfidaji 3 ml pfes noc narostlé bakterialni suspense a spole¢né se
kultivuji dalSich 24 hod. Po této dobé se semena nékolikrat proplachnou vodou a vyseji na perlit
provlhéeny zivnym roztokem. Ziskané rostliny se oznacuji jako T1 generace. U T2 generace provadime
selekci na prisluSném antibiotiku.

Vyhody:

1) Moznost ziskani velkého poctu transgennich rostlin pfi praci v nesterilnich podminkach.

2) Neni nutna eliminace baktérii pomoci antibiotik (finan¢ni ptinos).

3) Nedochazi k tvorbé kalusu, ¢imz je vyloucena somaklonalni variabilita.

Nevyhody:

1) Velka variabilita vysledk.

2) Metoda zatim pouzitelna pouze u Arabidopsis thaliana.

Infiltrace:

Jedna se o0 novou metodu transformace, kterou publikoval Bechtold et al. v roce 1993 a stejné
jako predchozi metoda se ispéSné pouziva zatim jen u Arabidopsis thaliana. Spociva v transportu
bakterialnich bun¢k do rostlinnych pletiv vlivem podtlaku. Rostliny ve stadiu kveteni, kdy se jiz zaCinaji
objevovat prvni plody se ponofi (oto¢enim kvétinace) do infiltracniho média. Infiltrace probiha ve
vakuu (10* Pa) po dobu 15 - 20 min. Rostliny se pak oplachnou pod tekouci vodou a nechaji odkvést.
T2 semena se vysévaji na selekéni médium.

Predpoklada se, ze baktérie proniknou do vodivych pletiv rostliny, kterymi se dostanou az k
meristémum kvétnich zakladu, kde se miize T-DNA zaclenit do genomu gamet. Vyhodou této metody
je rovnéz vylouceni somaklonalni variability.
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Ptiprava infiltratniho média: Bakterialni suspenzi (OD = 1,2) sto¢ime a fedime do 1/3 ptivodniho
objemu tekutym MS médiem s 5% sacharézou a s 10 mg/l BAP. Uvadi se, Ze ve dvou litrech bakteridlni
suspenze je mozné infiltrovat 100 - 500 rostlin.
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Cilena a nahodna mutageneze DNA v podminkach in vitro.
Priklady a pouziti

Rotrekl, V.

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

Laboratorni technika prosla v poslednich desetiletich obdobim bourlive revoluce, jejimz vysledkem
jsou pristroje, které nam umoznuji studovat vztah struktury a funkce DNA a proteint. Existuji dva
sméry, kterymi je mozné k tomuto studiu pfistupovat. Je mozné indukovat iz vivo ndhodné mutace a
izolovat nasledné jedince s ur¢itym fenotypem a studovat na molekularni irovni zmény, které k danému
fenotypu vedly. V opacném sméru se pak da vnést bud’ nahodna nebo fizena mutace do urcitého
useku DNA in vitro a studovat bud’ zmény ve struktuie proteinu kddovaného timto isekem DNA
nebo piimo vliv této mutace na organizmus po zpétném vneseni DNA do organizmu. Diky tomu, Ze se
ve druhém uvedeném pristupu da do jisté miry vynechat zavére¢ny krok studia in vivo, a ze tento
pfistup umoziuje studium zmén ptimo na molekularni urovni (struktura a funkce proteinti kodovanych
DNA nesouci mutaci), tési se tato technika v posledni dobé ve svété velké obliby.

Mistné fizend mutageneze je technika, s jejiz pomoci miZzeme vnaset, deletovat ¢i zaménovat
nukleotidy v ramci ndm znamého segmentu DNA. Na rozdil od jinych technik mutageneze, kde jsou
vysledkem vétSinou velka mnoZzstvi nejriiznéjSich mutantd, respektuje mistné fizena mutageneze (alespoii
vétSinou) nazor experimentatora na polohu a strukturu mutované DNA. Vzhledem k piesnosti jakou
1ze od této techniky ocekavat, 1ze ji vyuzivat ke specifické zméng individualnich kodonti aminokyselin v
ramci kodujicich usekti DNA, nebo k vnaseni definovanych mutaci majicich regulacni funkci. Mistné
fizena mutageneze tak mohla vnést v mnohych piipadech svétlo a poznani do naseho chapani vztahti
struktury a funkce proteinti. V jinych ptipadech tak mohla byt vyuzita ke konstrukci novych vektort, ¢i
chimernich genti. Pres zdanlivou dokonalost této techniky je si vSak tfeba uvédomit take jeji omezeni.
Proteiny jsou nesmirné komplexni struktury a mnohdy by bylo tfeba pfili§ mnoho jednotlivych mutant(i
k porozuméni konkrétni funkce konkrétni oblasti proteinu. Jinymi slovy, ke srozumitelnému vykladu
vysledku mutageneze je také tfeba velké predstavivosti autora které, jak minulost jiz ukazala, neni vzdy
dostatek.

V soucasné dobé existuje cela fada variaci a technik, které je mozné pouzit k mistné fizené
mutageneze. VSechny tyto techniky maji v§ak spole¢ného jmenovatele. Je to oligonukleotid nesouci
mutaci, ktery nam umoznuje zavedeni mutace. Tento oligonukleotid, ktery je az na limitovany pocet
pozménénych bazi komplementarni, hybridizuje k jednotetézcové templatové DNA. In vitro je poté
dosyntetizovan komplementarni fetézec s pouzitim uvedeného oligonukleotidu jako primeru. V tuto
chvili je mozné odtusit existenci nékolika principt, kde je mozna aplikace vySe uvedeného principu.
Mutaci nesouci oligonukleotid (primer) je mozné pouzit k PCR amplifikaci nami pozadovaného useku
DNA. Ten pak miize byt naptiklad pouzit k tzv. kazetové mutageneze. Pti této technice je vyuzito
rozpoznavacich sekvenci restrikénich endonukledz na koncich mutovaného useku DNA. Cely tsek je
pak mozné pouzit jako kazetu, ktera se zaméni za homologni isek DNA divokého typu. Jinym velmi
uziteCnym ptikladem techniky vyuzivajici vySe zminéného principu je pouziti vektoru, ktery je schopen
existovat jak v jednotetézcove, tak ve dvojtetézcové formé DNA. DNA, ktera ma byt pozménéna, je
naklonovana do tohoto vektoru. Oligonukleotid nesouci mutaci je pouzit opét jako primer, tentokrate
vsak k syntéze komplementarniho fetézce. Tento fetézec je dale zacelen pomoci ligazy. Dvojtetézcova
molekula DNA je nasledné amplifikovana in vivo, nej¢astéji s pouzitim bakterialniho hostitelského
kmene E.coli. Plivodné byla tato metoda popsana s pouzitim vektoru M13. V soucasné dob¢ jsou
vSak komer¢né dostupné vektory kombinujici vyhodné vlastnosti klasickych plazmidi a fagové DNA.
Tyto vektory jsou znamy jako fagemidy, z nichZ snad nejzndméj$im (avSak zdaleka ne jediny ) piikladem
je pBluescript.
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Jejasné, ze vysledkem popsanych mutageneznich postupti bude vzdy smés ptivodni nezmutované
DNA s jeji mutovanou formou. Proto jejich vysledkem bylo mozné dosahnout v idealnim piipadé
padesatiprocentni ucinnosti metody. Vzhledem k faktu, Ze v realnych podminkach je prakticky nemozné
takového vysledku dosahnout byla vynalezena cela fada modifikaci uvedenych postupti vedoucich ke
zvySeni jejich Gicinnosti. Piikladem nam muize byt T.A. Kunkelem popsana modifikace poskytujici velmi
silnou selekci proti templatovému fetézci neobsahujicimu mutaci' 2. Metoda je zalozena na syntéze
templatové DNA v bakterialnim kmenu £. coli obsahujicim mutace dut a ung’ . Tato bakterie je deficitni
v enzymové aktivit¢ enzymt dUTPazy a uracil-N-glykozylazy. V disledku téchto mutaci se zvySuje
pravdépodobnost zabudovani uracilu na misto thyminu do nascentniho fetézce DNA. Jednofetézcovy
temlat je z syntetizovan s pouzitim pomocného faga, odvozeného z fagaM13* . Syntéza komplementarniho
fetézce nesouciho mutaci nasledné probiha in vitro za standardnich podminek tak, aby nascentni fetézec
neobsahoval Zadny uracil. Takova hybridni molekula je posléze amplifikovana v normalnim kmenu
E.coli, coz vede k degradaci fetézce obsahujiciho uracil. Vysledkem celého procesu je tedy DNA
nesouci mutaci, v idealnim piipadé bez kontaminaci DNA mutaci neobsahuyjici. Jinym prikladem systému
selekce feté¢zce DNA nesouciho mutaci (opét komeréné dostupnym) je pouZiti vektoru, obsahujiciho
bodovou mutaci v oblasti b-laktamazové rezistence proti antibiotiku. V priibéhu hybridizace mutaci
nesouciho oligonukleotidu je sou¢asné hybridizovan i oligonukleotid komplementarni s piivodni sekvenci
divokého typu b-laktamazové rezistence. Se zavedenim nami pozadované mutace je tedy v tomto
systému mozné oCekavat vzrist rezistence vici antibiotiku. Selek¢ni tlak je tedy vyvijen pomoci antibiotik
pii amplifikaci DNA v E.coli® .

Navzdory existenci modifikaci piivodni metodiky mistné fizené mutageneze je vSak nutné pfiznat,
7e pouze malo pripadi se svoji ucinnosti vy$plha nad padesat procent. Velmi dilezitym krokem je
proto pti provadéni fizené mutageneze ucinny skrining. K vyhodnoceni vysledku mame z praktického
hlediska tfi pristupy. Nejjednodussi a nejrychlejsi metodou je restriktazova analyza. Pii navrhovani
oligonukleotidu je v nékterych piipadech mozné zavést ¢i vymazat soucasné se zavedenim mutace také
rozpoznavaci sekvenci restrikéni endonukleazy. Ovéfeni zavedeni mutace pak spociva v analyze St€pt
nami vytvorené DNA. Tato metoda je velmi vyhodna piedevsim proto, Ze je mozné analyzovat velkou
skupinu potencialnich mutantti. Pfes snadnost provedeni a ekonomi¢nost metody ji mnohdy neni mozné
aplikovat. V takovychto pripadech mame k dispozici dalsi velmi jednoduchou metodu. K jejimu
provedeni potfebujeme dalsi oligonukleotid, ktery je homologni bud’ s ptivodni molekulou divokého
typu, nebo s mutantem. 3’-konec tohoto oligonukleotidu musi pak byt v misté, které bylo podrobeno
mutaci. Paklize poté pouzijeme tento oligonukleotid k amplifikaci iseku DNA pomoci PCR, zélezi
vysledek amplifikace na komplementarité€ 3'-konce oligonukleotidu a templatové molekuly® . Tento
postup nam opét umoznuje analyzovat velké mnozstvi mutantli a navic mnohdy je mozné pouzit k
amplifikaci ptimo bakterialni kolonii, bez nutnosti izolovat DNA. Ani tato metoda vSak neni aplikovatelna
vzdy. Ne kazda kombinace bazi poskytuje pfi aplikaci této metody spolehlivy vysledek. Proto je v
mnohych pripadech nutné pristoupit k metod¢ sice trochu t€Zkopadné, zato vSak velmi ptesné, jakou
je sekvenace useku DNA obsahujiciho mutaci. Omezenimi této metody jsou jeji finan¢ni narocnost a
mensi kapacita tykajici se mnozstvi vyhodnocenych mutantl (ve srovnani se dvéma piedchozimi
metodami).

Jelikoz naSe znalosti o vztazich struktury a funkce regulacnich tisekti DNA a proteinti nejsou
zdaleka ucelené, neni mozné abychom vzdy mohli predpoveédét jaka zména struktury by mohla mit za
vysledek nami pozadovanou zménu funkce. Pro tento piipad byly vyvinuty a zdokonaleny metodiky
nahodné mutageneze. Vysledkem aplikace této techniky je knihovna mutantu, s riizné (vice mén¢é
nahodné) pozménénou strukturou DNA. Existuje cela fada technik (zahrnujicich pfedevsim rizna
mutagenni chemicka €inidla) poskytujici v rizné mife (spiSe ne)kompletni knihovnu mutantd. Velmi
dobré vysledky byly dosazeny s pomoci enzymoveé metody’ . Prvnim krokem této metody je hybridizace
DNA s oligonukleotidem pod mistem uréenym k mutageneze. Druhym krokem je in vitro syntéza
komplementarniho fetézce za rizné limitujicich podminek jednotlivych ANTP. V pribéhu této ¢asti
experimentu je vyrobena sada vSech moznych 3 -konct (prodluzujiciho se primeru) v iseku DNA,
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ktery chceme mutovat. V dal§im kroku dochazi k zavedeni tfi nespravnych bazi na 3'-konec kazdé
sady oligonukleotidd za podminek ve kterych neprobiha kontrola ¢teni. Poslednim krokem je
zkompletovani fetézce do formy, ktera mize podstoupit dalsi selekci a amplifikaci. Selekce proti
nezmutovanému (templatovému) fet€zci miize probihat Kunkelovou metodou (viz vyse). Na zavér je
vSak ti'eba si uvédomit, jednu z hlavnich limitaci této techniky. K GispéSnému pouziti a interpretaci této
techniky v ramci experimentu je nutné mit k dispozici G€inny skriningovy, respektive selekéni mechanizmus
s jehoZ pomoci miiZzeme vybrat nami poZzadovaného mutanta.
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Vnaseni gent do rostlin prostfednictvim agrobakterialnich vektori

Riha K.

Biofyzikalni Gistav AVCR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
tel/fax: 05/41 24 05 00, e-mail: riha@ibp.cz

Genové upravené rostliny se uplatiiuji nejen v zakladnim vyzkumu, ale v poslednich nékolika
letech se transgenoze rostlin stale vice pouziva pro Slechténi novych odriid hospodarskych plodin.
S prohlubujicimi se znalostmi molekularnich mechanismii fyziologickych a vyvojovych procesti rostlin
se zvySuje 1 pocet znak, které je mozné pomoci transgenoze cilené upravovat ¢i ménit. Proto také
vyvstava potieba zvladnout proces transformace nejen u nékolika modelovych rostlin, ale také u celé
tfady druht a kultivarti zemédélsky vyznamnych plodin. Bylo vytvofeno mnoho postupti umoziujicich
zaclenéni cizorodé DNA do rostlinného genomu, téméft vSechny vsak lze rozdglit do dvou zakladnich
skupin. Prvni skupina metod vyuziva piimé introdukce DNA do bungk, jejichz membrany, popiipadé
bunécné stény, byly pfechodné naruseny bud’ mechanicky (mikroinjekce, particle bombardment,
silikonova vlakna), elektrickym pulsem (elektroporace), ¢i chemickymi ¢inidly (polyetylénglykol). Druhou
moznosti je vyuzit bakterii rodu Agrobacterium, kter¢ jsou schopné konjugovat s rostlinnymi burikami
a vnaSet do nich ¢ast své DNA.

Princip prenosu DNA do rostlin pomoci agrobakterii

Pldni bakterie A. tumefaciens zptisobuje v misté napadeni rostlin tvorbu kalusovitych nadord,
tzv. crown galls. Béhem infekce se prenasi ¢ast 7i plazmidu nazyvana T-DNA do rostlinného genomu.
T-DNA je ohrani¢ena kratkymi repeticemi. Obsahuje geny pro syntézu metabolitt, které vyzivuji bakterie,
a dale pak onkogeny (onc) kodujici tvorbu auxinti a cytokinint. To zptisobuje hormonalni disbalanci
v napadenych buiikach a vede ke vzniku crown galls. Pfenos T-DNA do rostlinné buriky zajist'uji geny
virulence (vir), kter¢ se také nachédzeji na 7i-plazmidu. Vir operon je aktivovan chemickymi latkami -
acetosyringony , které se uvoliiuji z poranénych bunécnych stén rostlin. Vazbou acetosyringonu na
membranovy receptor VirA dochazi k aktivaci transkripcniho faktoru VirG, jenz spousti piepis ostatnich
vir gentl. Po aktivaci dochédzi k nastépeni hrani¢nich sekvenci T-DNA a uvolnéni jednotetézcového T-
vlakna. Na tomto procesu se podileji proteiny VirD2, VirD1 a VirC, pfi¢emz VirD2 zlstava kovalentné
navazany na 5’ konec T-fetézce a nese signaly pro smérovani do rostlinného jadra. Jednotetézcova T-
DNA je stabilizovana proteiny VirE2, které ji chrani pred rostlinnymi nukleazami. T-DNA je z bakterialni
do rostlinn¢ burky transferovana proteinovym kanalem, ktery je tvofen produkty genti virB. Zatimco
prenos bakterialni DNA do rostlinné buriky je pIné fizen bakterialnimi geny, integrace T-DNA do
rostlinného genomu je s nejvetsi pravdépodobnosti zprostfedkovavana reparacnimi mechanismy
hostitelské buniky. Zda se, ze T-DNA se preferencné za¢lenuje do transkribujicich se oblasti genomu
ilegitimni rekombinaci.

Pro ptenos DNA z agrobakterii do rostlin jsou dulezité¢ dvé oblasti 7i-plazmidu:hrani¢ni sekvence
vymezujici T-DNA a vir geny. Bylo zji§téno, Ze transformacni uc¢innost neni nijak ovlivnéna, jsou-li
deletovany onc geny a nachazi-li se T-DNA na jiném plazmidu nez vir geny. Na zaklad¢ té€chto poznatkii
byly vyvinuty dva typy vektort: (a) kointegrativni vektory, které nesou na 7i plazmidu modifikovanou
T-DNA bez onc genti a do které se transgeny zaclenuji homologni rekombinaci. (b) binarni vektory,
coz jsou relativné malé plazmidy nesouci upravenou T-DNA, do které jsou transgeny klonovany v E.
coliapoté je cely plazmid prenesen do vhodného agrobakterialniho kmene, jenz obsahuje 7i plazmid
s upravenou nebo UpIné deletovanou T-DNA. Pro snadnéj$i manipulovatelnost a vétsi univerzalnost se
ve vétSin€ laboratofi pouzivaji vektory binarni.
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Metoda kokultivace listovych diski

Nejrozsitengjsi metodou transformace rostlin je tzv. kokultivace listovych diskt. Pti této metodé
se rostlinné explantaty kokultivuji s agrobakterialnim vektorem nesoucim v T-DNA gen selektovatelny
v rostlindch, poté se explantaty prenesou na médium, které umoziuje regeneraci a obsahuje latku
umoziujici selekcei transformantti. Agrobakterium se nakultivuje v tekutém médiu (napt. YEB, LB),
pripravené explantaty se na nékolik minut ponofi do bakterialni suspenze a poté pfenesou na misky
s kokultivacnim médiem - tim je “rostlinné”” médium, vétSinou bez fytohormont. Nasleduje nékolikadenni
kokultivace, pfi niz je nutné kontrolovat, zda agrobakterium pfilis nepiertista. Odstranéni bakterii po
kokultivaci je asi technicky nejobtiznéjsi krok celé¢ metody. VéEtSinou nestaci pouhé preneseni explantatti
na médium s antibiotiky, ktera eliminuji riist agrobakterii (cefotaxim, vancomycin). Dtlezité je nékolikrat
dikladné omyt explantaty ve vodg, osusit na filtraénim papife a potom teprve prenést na médium, jez
obsahuje fytohormony pro regeneraci rostlin, antibiotikum pro selekci transformantti a antibiotikum
potlacujici riist agrobakterii. Tento postup je velice ucinny pii transformaci snadno regenerujicich rostlin
citlivych k agrobakterialni infekci - napt. rostlin ¢eledi Solanaceae. Mnoho rostlinnych druht je vSak
malo citlivych k agrobakteridlni infekci a cely transformacni protokol je tfeba krok za krokem
optimalizovat.

Optimalizace metody

Stojime-li pfed ukolem transformovat druh nebo kultivar, u kterého doposud nebyl vypracovan
transformacni protokol a rozhodneme se pouzit metodu kokultivace listovych diskd, je nezbytné najit
vhodné podminky pro t¢innou regeneraci celych rostlin. U vétSiny druht se vyuziva indukce prytd, a to
bud’ pfimo nebo pres stadium kalusu. Velice ucinnym se zda byt postup, pii némz se po kokultivaci
nejdive indukuje tvorba kofenti a z téchto po selekci nasleduje regenerace celych rostlin. Koreny jsou
vice citlivé k selekénim antibiotikiim, coZ snizuje chimérizmus a mnozstvi netransformovanych
regenerantl, jenz unikly selekci (Zhan et al., 1997). Jako selek¢ni markery se nejcastéji pouzivaji
neomycin fosfotransferaza (rezistence ke kanamycinu), hygromycin fosfotransferaza (rezistence vici
hygromycinu) nebo fosfinotricin acetyltransferaza (rezistence k fosfinotricinu). Jelikoz rizné druhy maji
odlisnou rezistenci viici vyse uvedenym latkam, je nutné zjistit koncentraci selek¢niho ¢inidla vhodnou
pro selekci transgennich rostlin - pfili§ nizk4 koncentrace dovoluje regenerovat i netransformovanym
rostlinam, zatimco pfili§ vysoka koncentrace brzdi i rist transformantti. Vedle selektovatelnych gent je
vyhodné zaclenit do T-DNA 1 geny reportérové, jejichz expresi Ize snadno sledovat jak kvantitativng,
tak 1 histochemicky. NejrozsifenéjSim reportérovym genem u rostlin je uidA gen kodujici beta-
glukuronidazu. Pomoci substratu X-Gluc je mozné histochemicky detekovat expresi transgenu jiz nékolik
dni po kokultivaci. Mista exprese transgenu na explantatu reprezentuji jednotlive transformacni udalosti,
a tak se da predbézn¢ vyhodnotit u¢innost transformace, aniz by bylo nutné ¢ekat nékolik mésicti na
tvorbu rezistentnich kalusii nebo regenerujicich prytt. Takto je mozné relativné rychle testovat vliv
riznych faktorti na i€innost transformace a v kratké dob¢ optimalizovat cely transformacni postup pro
dany rostlinny druh. Timto zptisobem byly naptiklad nalezeny optimalni podminky pro transgenozi u
hrachu a karafiatu (de Kathen a Jacobsen, 1995; van Altvorst et al., 1995).

Prvnim krokem pii optimalizaci metody by mél byt vybér agrobakterialniho kmene virulentniho
pro transformovanou rostlinu. Rozsah virulence ur¢itého kmene je determinovan geny na 7i-plazmidu.
Byla odvozena cela fada odzbrojenych vektort, které se lisi v typu 7i-plazmidu (GV3101, LBA4404,
EHA101, GV2206). Jsou dvé moznosti jak vybrat nejvhodné;jsi kmen pro transformaci dané rostliny:
bud’ se explantaty kokultivuji s divoky kmenem a sleduje se tvorba crown galli, nebo se pouzije
odzbrojeny kmen nesouci binarni vektor s #id4 genem a detekuje se exprese transgenu. Nejenom
virulence agrobakteridlniho vektoru, ale i kompetence rostlinnych bunék rozhoduje o uspéchu
transgenoze. Typ explantatu je do zna¢né miry predurcen jeho schopnosti regenerace: hypokotyly se
pouzivaji u brukve (Mukhopadhyay et al., 1992), kofenové¢ explantaty u husenicku (Clarke et al.,
1992), korunni platky se osvédCily u karafiatu (Luetal.,1991). Bylo zjisténo, Ze kompetenci bunék je
mozném zvySsit pridanim auxinu do kokultivacniho média (de Kathe a Jacobsen, 1995). Frekvenci
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transformace ovliviiuje mnoho dalsich faktort, jako je délka kokultivace, hustota bakterialni suspenze,
pridavek acetosyringonu nebo stari a fyziologicky stav rostliny. U n¢kterych rostlin méné senzitivnich
k agrobakterialni infekci miize nalezeni optimalnich podminek vyrazné zvysit efektivnost transgenoze.

Jiné metody vyuzivajici agrobakteriilniho pirenosu DNA

Nevyhodou metody kokultivace listovych diskii je nutnost regenerace trnsformantti v podminkach
invitro. Ne vSechny rostlinné druhy jsou schopny in vitro regenerace a Casto take tento krok vede
k somaklondlni variabilité. Proto byla u Arabidopsis thaliana vypracovana metoda in planta
transformace pomoci agrobakterii. Principem je inokulace bakterii na poranéna mista nebo infiltrace
bakterialni suspenze do celych rostlin. F1 generace takto transformovanych rostlin je vystavena
selek¢nimu antibiotiku a prezivajici rostliny by mély nést integrovanou T-DNA (Bechtold et al., 1993;
Katavic etal., 1994). Agrobakterialni vektory jsou velice uc¢inné pri transformaci dvoudéloznych rostlin,
zatimco jednodé€lozné rostliny jsou k agrobakterialni infekci odoInéjsi. Zde se uplatiiuje tzv. biolisticka
metoda (particle bombardment), pfi nizZ se DNA vaZze na mikroskopické castecky zlata, které jsou
vstrelovany do rostlinnych pletiv. Dochézi k integraci cizorodé DNA do rostlinného genomu a poté je
mozné izolovat transgenni rostliny. Nevyhodou je, Ze transformanty ¢asto nesou vice kopii transgenti a
dochéazi k jejich nestabilni expresi. Hansen a Chilton (1996) spojili vyhody biolistické a agrobakterialni
metody: do bunék tabaku vstielili selek¢ni gen umistény mezi hrani¢ni sekvence T-DNA a soucasné
plazmid nesouci agrobakterialni geny virD1 a virD2 tizené promotorem CaMV35S. Byl zde vyuzit
biolisticky transfer DNA do bunék a k zaclenéni cizorodé DNA doslo stejnym zptisobem jako po
agrobakterialni infekci.
Tato prace byla vypracovana v ramci projektt GACR (521/96/1717) a GAAV CR (A5004601).
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Izolace transgennich bunécnych linii u modelové dvoudomé rostliny
Melandrium album

Riha. K., Hladilova, R., Vyskot, B.

Biofyzikalni Gistav AVCR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno
tel/fax: 05/41 24 05 00, e-mail: rtha@ibp.cz

Knotovka bila (Melandrium album, syn. Silene latifolia, Celed’ Caryophyllaceae) je oblibenym
dvoudomym modelem ke studiu determinace pohlavi i struktury a funkce heteromorfnich pohlavnich
chromozomii. Z hlediska schopnosti regenerace in vitro i transgenoze vSak patii mezi vyrazné
rekalcitrantni rostlinné druhy. Cilem této prace bylo proto: (a) vypracovat podminky k regeneraci rostlin
z riiznych typu explantatii samicich i samcich rostlin odlisného stupné ploidie, (b) izolovat kotfenove
bunécné linie typu hairy-roots k cytologickym tceltim a (c¢) vnést do rostlin reportérové transgeny,
které by slouzily ke sledovani genové exprese v semenném potomstvu v zavislosti na pohlavi vychoziho
rodice (gameticky imprinting). Z fady testovanych ekotypti naseho i zahrani¢niho ptivodu se tispésna
regenerace z explantatii zdatila pouze u samicich genotypti ptivodem z Francie a Belgie (ziskany laskavosti
prof. I. Negrutia). Fragmenty fapikd, listovych cepeli a kofent, extirpované z rejuvenilizovanych
axenickych kultur, vyvarely Cetné regeneranty na agarovych médiich typu BS s nizkymi koncentracemi
NAA a BAP. Tyto genotypy (diploidni, triploidni a tetraploidni) byly dale vyuzity k transformacnim
studiim kokultivaci s agrobaktériemi. Nékolik onkogennich kment Agrobacterium rhizogenes bylo
pouzito k izolaci kultur hairy-roots, které jsou idealnim materialem k ptipraveé mitotickych protoplastti
a analyze pohlavnich chromozomu. Z fady testovanych kment A. rhizogenes se podatilo ptipravit
stabilni kofenové kultury prostfednictvim kmeni A R II a AR12. Na bezhormonovém médiu B5
regenerovaly koteny predevsim z fragmentti listovych cepeli. Frekvence tvorby hairy-root kultur vSak
album prokazala jejich vysokou stabilitu u vSech typt ploidie (samici linie 27, 3n a 4n, samci linie 2n a
3n). Korenové a listové explantaty odvozené z axenickych kultur vyselektované diploidni samici rostliny
byly kokultivovany s odzbrojenym kmenem A. tumefaciens AGLO (nesoucim reportérovy gen gus s
intronem) a selektovany na médiu s kanamycinem. Histochemicke analyzy regenerujicich kultur s pomoci
substratu X-gluc prokazaly expresi vneseného transgenu. V obou typech experimentt (infekce 4.
rhizogenes a A. tumefaciens) aplikace acetosyringonu zvySovala frekvenci transformaci.

Podgkovani: Tento vyzkum byl provadén za finanéni podpory GACR (521/96/1717).
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Klonovani diferencialné exprimovanych mRNA
na modelu indukce mikrosporové embryogenese repky (B. napus L.)

Smykal, P

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

Identifikace diferencialné exprimovanych mRNA je velmi ¢asto pouzivany postup, pro studium
molekularnich mechanismui daného biologického systému. Rozdily ve fenotypu bunék popt. pletiv , jak
anatomicke tak funkéni jsou na molekularni Grovni ureny zménami v genove expresi.

Termin diferencidlni zahrnuje jednak prostorové tak casové zmeény v genove expresi tj. mezi
riznymi pletivy, riznymi vyvojovymi stadii, nebo béhem riznych fysiologickych podminek.

Pro porozumnéni diferencialni genové exprese daného biologického systému, je dilezité urcit
jaky podil tvofi a na jaké urovni citlivosti dané metody budou diferencidlné exprimované mRNA
identifikovany. Pro vhodnost zvolené metody je proto nutné znat, zda-li a v jaké mite identifikuje celé
spektrum abundantnich a vzacnych mRNA. Parametr abundance urcuje pocet klonti pottebnych k
vyhledavani v cDNA knihovnach a ten je dale ovlivnén zvolenou hladinou pravdépodobnosti. Pomoci
saturaCnich akinetickych studii bylo zjiSténo, Ze jednotlivé typy bunek exprimuji 20 - 30 000 riiznych
druhii RNA, z nichz 99% je vzacnych. Téchto 99% ptedstavuje pouze 50% z celkového mnozstvi
mRNA, proto zbyvajicich 50% ptedstavuje pomérné maly pocet (cca 300) abundantnich mRNA.
Optimalni metoda musi identifikovat diferencialn€ exprimované mRNA nezavisle na jejim zastoupeni.
Uspé&$nost metody zavisi proto na zvoleni vhodnych dostateéng odlignych experimentalnich systémt.

Vyhledavani geni na zikladé homologie K jiz existujicm genim/proteinim z jinych
organismtl. Je mozné postupovat pomoci vyhledavani v cDNA knihovnach pomoci DNA hybridiza¢nich
sond popf. v expresnich knihovnach pomoci existujicich protilatek. V soucasnosti je velmi popularni
PCR postup pomoci vhodné zvolenych primert.

Hlavni pozomost vénuji vyhledavani novych genti popt. pro komplexni charakterizaci biologickych
systému. Na zacatku je nutné si uvédomit, jaké mnozstvi definovaného materialu budeme mit k dispozici,
jakou hladinu citlivosti zvolené metody budeme pozadovat a jak komplexné budeme dany systém chtit
(Sambrook etal., 1989). cDNA knihovna zhotovena z jednoho typu pletiva nebo bunék je prohledavana
pomoci znacenych sond z jiného typu pletiv nebo bunék. Autoradiograficky signal kazdé kolonie pak
predstavuje zastoupeni odpovidajici sekvence v dané tkani. Pomoci oznac¢enych cDNA sond celkové
mRNA je mozné detekovat jednotlivou mRNA piedstavujici kolem 0,1% v populaci. Citlivost této
metody je mozné zvySit pouzitim subtrahovanych cDNA sond. Timto zptisobem je mozné detekovat
jednotlivou mRNA predstavujici 0,005% z celkové populace.

Klasicka subtrakéni hybridizace (Duguid a Dinauer, 1990, Sargent a David, 1983, Sambrook
etal., 1989) je zaloZena na srovnani dvou mRNA populaci, z nichZ jedna piedstavuje tester ( mRNA
pletiva jehoZ exprese nas zajima) a druhd jenz je v prebytku piedstavuje driver (mRNA pletiv jenz
chceme eliminovat). Z isolavané mRNA testeru se ziska pomoci reverzni traskripce ss-cDNA ataje v
roztoku hybridizovana s 10 - 30 nasobnym piebytkem driver mRNA. Reverzni transkripce je nutna
pro ziskani komplementarniho fetézce a piebytek driveru pro ucinné vychytani spole¢nych mRNA.
Nezhybridizovana ss-cDNA je pomoci hydroxyapatitové chromatografie oddélena od DNA-RNA
hybridl a pouzita pro syntézu ds-cDNA s ndslednym naklonovanim do vhodného vektoru. Ziska se
subtrahovana ¢cDNA knihovna, nebo se radioaktivné/neradioaktivné oznaci a pouzije jako
subtrahovana cDNA sonda. Existuje elegantnéj$i moznost vyuzivajici afinity streptavidinu k biotinu a
magnetickych ¢astic ( firma Dynal).

Touto technikou je mozné obohatit transkripty, jez nds zajimayji, priblizné 10 krat a nasledné tak
snizit pocet prohledavanych klont. Nevyhodou této metody je velké mnozstvi potiebného vychoziho
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materialu, piiblizn€ 5 mg polyA mRNA, vyssi pravdépodobnost vyhledani abundantnéjSich mRNA a
jejijednosmeérnost tj. detekce pritomnych, chybéjicich mRNA - typu ano, ne.

Elektronicka subtrakce (Adamsetal., 1993, Franco etal., 1995, Itoh etal., 1994, Okubo et
al., 1992), zahrnujici rozsitenou sériovou analyzu genové exprese (SAGE), predstavuje metodu jenz je
vyuzivana pouze velkymi laboratoremi, vybavenymi automatickymi sekvenatory. Spociva totiz v
sekvenovani nahodné vybranych cDNA klonti (fadové nékolika tisicti) a ve srovnani jejich Cetnosti s
jinou cDNA knihovnou. Pomoci modifikované metodiky bylo takto identifikovano nékolik desitek tisic
EST - expressed sequence tags. U vSech zminénych metod nasleduje ovéieni diferencialni exprese
pomoci RNA blotu, jenz obvykle predstavuje Casoveé nejnarocnéjsi cast, ale nezbytnou pro vylouceni
faleSnych positivii. Pro zachyceni vzacnych sekvenci s 95% pravdépodobnosti je nutné analyzovat 120
000 az 500 000 klonti v zavislosti na komplexité systému. Technika SAGE (serial analysis of gene
expression) vyuzivajici restrikce ziskanych cDNA a ligace do jednoho fetezce, zredukuje tento pocet,
ale stale je Casove a pracovné piili§ naro¢na (Velculescu et al., 1995).

Nedavno zavedené techniky diferencialniho PCR - differential display PCR ( Liang, Pardee,
1992) a velmi ptibuzna technika ndhodné primerovaného PCR - RNA arbitrary primed PCR (Wetsh,
etal., 1992)jsou zaloZeny na piepisu isolované celkové RNA popi. mRNA pomoci specifickych
primert a nasledné sady PCR reakci s ndhodnymi primery. Primery jsou zvoleny tak, aby byla
amplifikovana pouze ¢ast cDNA, ktera je radioaktivné oznacena a nasledné rozliSena pomoci gelové
elektroforézy.

Existuje mnoho modifikaci zakladni metodologie:

1. Odlisnost v délce a typu pouzitych PCR primert, nej¢astéji byly pouzivany kratké decamery, které
jsou nejcasté)Sim zdrojem nespecifickych PCR fragmentt, vzhledem k nizké teplot€ nasednuti na templat.
Proto se preslo k uzivani delSich 20merd.

Celkova RNA reverzné prepsana pomoci oligo dT primeru a nasledné amplifikovana poskytuje pouze
3’-UTR. Pti pouziti mRNA prepsané pomoci smési ndhodnych hexamer je vétsi pravdépodobnost
ziskani kodujici sekvence.

2. Vzhledem k citlivosti PCR je tieba zbavit RNA pritomnych zbytkii genomové DNA, nejlépe pomoci
DNazy 1.

3. Stringentnosti PCR reakce v zavisloti na délce pouzitych primert. Volbou primerti je mozné zacilit
PCR reakei k isolaci specifickych transkriptt urcitych genovych rodin, pot. homologu.

4. Velmi dilezity je typ enzymu pro PCR, nej¢astéji rizné druhy Taq polymeraz, nejvice doporucovany
prubé¢hu PCR.

5. Nejvétsi odlisnosti jsou pak ve zptisobu separace a detekce ziskanych PCR fragmentt. Pivodni
metoda vyuziva sekvenacni gel a radioaktivni znaceni, nevyhodou je vsak prilis vysoka citlivost, projevujici
se velkym poctem faleSnych positivil a obtiznost vyfiznuti daného fragmentu na zakladé autoradioagramu.
Proto v jednodussich verzich se vyuziva agarozové elektroforézy a fluorescencni detekce pomoci EtBr
nebo citlivejSich barviv, popr. pfenos digoxigeninem znacenych fragmenti na membranu s naslednou
detekci pomoci protilatek.

Vzhledem k moznosti dlouhodobého uchovani a prfimé vizualizace fragmenttl je nejzajimavejsi vyuziti
citlivého barveni DNA stfibrem.

Existuje mnozstvi podobnych technik, ale doporucuji postup pouzivanou firmou Promega ve spojeni s
vyuzitim specidlnich folii firmy FMC (Gel Bond PAGE + AcrylAide), umoznujici polymerizaci
polyakrylamidového gelu k této folii s velmi snadnou manipulaci. Osvéd€ilo se mi jednodussi usporadani
formatu proteinovych elektroforéz.

6. Atraktivni je vyuZiti magnetickych afinitnich ¢astic (Dynal), umoziujici praci s mnohem mensim
mnozstvim materialu a optimalizaci vSech enzymatickych krokt, vzhledem ke snadnéj$imu prenosu.
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Nejduilezit€jsi je opét ovéfeni exprese pomoci RNA blotu. Tato analyza je materialové a Casoveé

o 24

délkove stejnych DNA fragmentt, popt. nebyla potvrzena diferencialni exprese.

Hlavni vvhody DD-PCR:

1. Velmi malé mnozstvi potfebného vychoziho materialu, fadové nékolik nanogrami mRNA popf. 1
mg celkové RNA.

2. Unikatni moznost srovnani nékolika vzorki najednou, limitujici je pouze kapacita gelu.

3. Teoreticka zavislost pouze na sekvenci primeru a ne na abundanci danych mRNA.

4. Moznost detekce up - down regulovanych gentl.

Hlavni nevyhody DD-PCR:

1. Pomérné vysoky pocet faleSnych positivi.

2. Deklarovana systematicnost studia genové exprese je dosazitelna pouze za cenu vysokého poctu
PCR reakci a naslednych gelt.

3. Pritomnost vice fragmenti v jednom PCR fragmentu detekovaném na gelu ztéZuje nasledné ovéreni
exprese.

4. Diskutovatelna detekovatelnost nizce abundantnich transkriptd.

5. Kratka délka naklonovanych fragmentti, v ptipadé originalni metodiky ptedstavujici pouze nekodujici
3" konec.

6. Diskutovatelna je rovnéz snadnost a reprodukovatelnost provedeni postupu. Byla demonstrovana
zavislost na mnozstvi vychoziho materialu a tedy na abundanci RNA.

Doporuceni :

- pouzivat jako vychozi materidl isolovanou mRNA a piepisovat ji pomoci smési nahodnych hexamert
pomoci reverzni transkriptazy postradajici Rnazovou H aktivitu ( napt. SuperScript II, BRL ),
nebot’ takto je mozné ziskat delSi cDNA s vétsi pravdépodobnosti kodujici sekvence.

- jako dalsi krok je nutné odstranit RNA templat pomoci Rnazy H, tento krok doporucuji provést v
kazdém pripade.

- pouzity typ PCR enzymu je velmidulezity, doporucuji neSetiit a pouzit napt. Stoffel fragment (Perkin-
Elmer), Expand High Fidelity (Boehringer).

- pouzivat nejlépe 20mery pro PCR reakci, umoziujici nasednuti pii teploté 55°C.

- pouzit nejdrive jeden méng stringentni PCR krok, 95°C 1min, 45-50°C 5 min., 72°C 2min., a
nasledné 30 cyklti 95°C 1min., 55°C 1 min., 72°C 1min.

- pfi daném usporadani je mozné amplifikovat fragmenty o délce 0,5 - 2 kbp (5-30 fragmentti v
zavislosti na pouzitém primeru) s naslednym rozliSenim na 5% Gel Bond PAGE a detekci pomoci
stribra.

Zavérem bych se chtél zminit 0 nové metodice subtrakéni hybridizace vyuzivajici PCR technologie.
Tato technologie byla vyvinuta n¢kolika autory ( Diatchenko et al., 1996, Gurskayaetal., 1996 ) ana
trh uvedena v kompletni formé PCR-Select cDNA Subtraction Kitu firmou Clontech.
Metoda spociva v syntéze cDNA dvou populaci testeru a driveru, pric¢emz driver miiZe byt slozen
z n¢kolika riznych pletiv, jejichz mRNA chceme ve vzorku testeru eliminovat. Prepsané ds - cDNA
Jsou enzymaticky Stépeny pomoci Rsa I, pro ziskani kratSich 1épe amplifikovatelnych a klonovatelnych
zatupenych fragmentl. Populace testerové cDNA je rozdélena do dvou frakci, jimz jsou naligovany
odlisné adaptory. Poté jsou provedeny dvé nasledné hybridizace za prebytku driverové cDNA.
Koncentrace vysoce a nizce abundantnich cDNA jsou tak normalizovany a zastoupeni ss-cDNA je
vyznamné¢ zvySeno. Béhem druhé hybridizace jsou tyto hybridiza¢ni mixy spojeny bez denaturace a
poté je pridana denaturovana cDNA driveru. Béhem tohoto kroku tak vzniknou nové molekuly ds-
cDNA testeru majici riizné adaptory na koncich. BEhem PCR molekuly driveru nemajici odpovidaji
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sekvence adaptorti nejsou amplifikovany viibec, molekuly testeru majici jen jeden typ adaptoru na
jednom svém konci jsou amplifikovamy pouze linearng€, molekuly testeru majici stejny typ adaptoru na
obou svych koncich jsou sice amplifikovany , ale nasledné diky efektu suprese (Siebert et al., 1995,
U.S. patent # 5,565,340), kdy se vytvori forma vlasenky vzhledem ke stejné koncové sekvenci a
zamezi se tak amplifikaci, pouze molekuly testeru majici po hybridizaci dva rizné adaptory na svych
koncich jsou amplifikovany exponencidlné.

Béhem sekundarniho PCR, pouzitim nested primerti je dale eliminovano pozadi a dale obohaceny
diferencialn¢ exprimované cDNA. Takto ziskané fragmenty je mozné piimo klonovat do vhodného
vektoru nebo je zaroven pouzit jako hybridizacni sondu pro vyhledavani v takto vytvoiené popr. jinych
DNA knihovnach.

Pro presnost a eliminaci faleSnych positivli se doporucuje provést paralelni reverzni subtrakci,
kdy jsou zaménény tlohy testeru a driveru. Vybrané klony je vhodné usporadat v 96 jamkovém formatu
na duplikaty filtru a provést jednu hybridizaci s forward (positivn€) a druhou s reverse (negativng)
subtrahovanou sondou. Pot¢ je jiz mozné pristoupit k ovéreni exprese pomoci Nothern blotu.

Metoda umoziiuje :

1. pouzit malé mnozstvi vychoziho materialu, v optimalnim piipad¢ je tfeba 0,5 - 2 mg mRNA, popf.. je
mozné pii nedostatku vhodného materialu provézt PCR amplifikaci.

2. Uginng& obohatit frakei nizce exprimovanych mRNA.

3. Neni tfeba provadét fyzickou separaci ss- a ds-cDNA molekul, jenz vede k jisté ztrat€ ¢asti populace.

4. Tato metoda je velmi rychla, v optimalnim provedeni je tfeba jen 2-3 dnii pro naklonovani a spole¢né
s hybridizaci je mozné béhem jednoho tydne znat vysledek.
P1i pouziti ptivodniho kitu firmy Clontech, je mozna priibéZna kontrola vSech kroku postupu vzhledem
k pouziti kontrolniho setu.

5. Umoznuje provadét rovnéz vyhledavani down-regulovanych gend, vzhledem k provedeni reverzni
subtrakce.
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Pomémé novou oblasti molekularni biologie je vyuziti analyzy DNA v rostlinné taxonomii a evolu¢ni
biologii. Druha polovina osmdesatych let pfinesla pokrok v laboratornich metodikach, a tak byl spInén
zakladni pozadavek - analyza velkého mnozstvi vzorkii v rozumném ¢ase. Rozséhlého vyuziti se dockal
revoluéni objev polymerazové fetézové reakce. Rada komer&né dostupnych chemikalii, enzym a tzv.
kita (reak¢nich souprav) zpristupnila molekularné biologické techniky i terénnim piirodovédctim.

Historicky starsi jsou prace vyuzivajici porovnani restrikénich map €i prosté jen souboru restrikénich
fragmentd daného tiseku genomu u dvou rtiznych jedincti. Tyto postupy jsou zaloZzeny na DNA:DNA
hybridizaci (Southernova metoda). Potfebujeme specifické sondy - naklonované useky sledovaného
génomu. Tyto sondy musi byt vybrany tak, aby cilova mista byla dostate¢né polymortni a aby hybridizace
byla jednoznacna. Ke znaceni sond se zpravidla pouZziva radioizotopi, a tak je nutna radioizotopova
laboratot. Proto se RFLP (restriction fragment length polymorphism) uplatnil zejména pfi studiu
ekonomicky vyznamnych plodin - kukufice, pSenice, ryze, tabaku, rajcat. Vitané zjednoduseni prineslo
vyuziti nespecifickych sond - ndhodné vybranych usekti DNA, zpravidla kratSich. Tyto sondy miizeme
pouzit i u rostlin, u nichz nemame k dispozici znalost jakékoliv sekvence. Empiricky byly nalezeny
takové sondy, které davaji rozumné vysledky u vétsSiny rostlin. Piikladem je 15 nukleotidd dlouhy Gsek
faga M 13.Tento bakteriofag ovSem s rostlinami nema nic spolecného. Kratké nespecifické sondy jsou
zpravidla protéjSkem stfedné repetitivnich sekvenci - tzv. minisateliti. Cilovych mist je v génomu mnoho,
a tak je vysledkem tohoto typu DNA analyzy “Zebticek™ podobajici se ¢arkovému kddu na zbozi v
samoobsluze. ProtoZe repetitivni sekvence jsou velmi proménlivé, miize byt “Zebficek™ individualné
specificky, miize charakterizovat jedince podobné jako oznacuje konkrétniho ¢loveka otisk prstu.
Proto hovotime o DNA fingerprintingu.

Moznost odliSeni morfologicky zcela shodnych jedincti nabizi terénni biologii nepreberné mnozstvi
aplikaci. Miizeme stanovit otcovstvi vajicek v ptacim hnizdg, rozlisit jednotliva mycelia prorustajici
trouchnivéjici pafez, stopovat historii Sifeni rostlinnéch druhti. Ochrané piirody pomaha znalost genetické
variability ohrozeného druhu. Jen zdanlivé futuristicka, ve skutecnosti zhavé aktualni, je moznost
identifikace uniklych transgenti.

Objev PCR (polymerazova fetézova reakce) na sklonku osmdesatych let vnesl do rozvoje DNA
fingerprintingu neocekavanou dvnamiku. Naro¢né techniky se velmi zjednodusily a staly se dostupné i
pracovistim napt. muzejniho typu (v Némecku). Podstata PCR spociva v selektivnim namnozeni
vybraného mista v génomu. Potfebujeme znat sekvenci bezprostiedné sousednich mist a dle této
informace si nechat nasyntetizovat homologni primery. Tyto primery poslouZi jako oc¢ka termorezistentni
DNA polymeraze, ktera zadany usek opakované replikuje. Vysledek replikace se pak stava matrici
nasledujiciho cyklu, a tak zadany tisek DNA pfibyva exponencialni rychlosti. PCR probiha v
termocykleru, ktery ¢asove presné definovanymi zménami teplot reakei idi.

Analogii klasického DNA fingerprintingu se stal PCR fingerprinting, vyuzivajici kratkych ndhodnych
primert. Jakakoliv znalost sekvenci studovaného organismu neni rovnéz nutna. Timto kratkym primerem
miize byt tfeba vySe zminény oligonukleotid odvozeny od M 13. Zvlastnim ptipadem PCR fingerprintingu,
ktery si od svého objevu v roce 1991 ziskal nesmirnou popularitu, je RAPD (random amplification of
polymorphic DNA). Jak tomu béva, zprvu vystupovaly do poptedi vyhody tohoto piistupu, pozdéji se
pocalo upozoriiovat na riizna tskali. Nejvétsi vyhodou je jednoduchost. K provedeni RAPD analyz
potfebujeme pouze termocykler, oby¢ejnou horizontalni elektroforetickou aparaturu, agarézu,
transiluminator, a fotoaparat (osvédcil se stary vyfazeny Pentacon na svitkoveé filmy). Z chemikalii je
nejdilezitéj$i Taq polymeraza, dostupna nyni z eskych zdrojt za nizsi ceny. RAPD metodika pouzivy
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jediny primer (nikoliv dva riizné, jak je tomu u klasické PCR), dlouhy deset nukleotidi. Teplota piisednuti
primeru je nizsi, dovoluje méné specifickou hybridizaci. Pocet replika¢nich cyklt je naopak vyssi nezu
klasické PCR. Vysledkem takového postupu je, Ze nékteré fragmenty DNA zreplikujeme témér u
Jakéhokoliv studovaného organismu. Naopak se velkym problémem stava mira reprodukovatelnosti, a
to v téZe laboratoii. Mezi riiznymi laboratofemi nejsou RAPD “Zebticky” reprodukovatelné viibec,
muZeme porovnavat jen interpretace. Na fadé€ obrazki z nasi laboratote je dokumentovana zavislost
vysledkti RAPD na koncentraci hoi¢iku, primeru a DNA, dale na Cistoté vioZzené DNA, typu DNA
polymerazy a teploté prisednuti primerti (annealing). Vyznamnym ¢initelem je pouzity termocykler (toto

Obr.1. Dva ruzni jedinci dubu pyfitého (Quercus pubescens). RAPD analyza byla provedena postupné tfemi
primery (OPA-02, 0PA-03, OPA-04) ve tfech provedenich. Zcela vpravo standard molekulovych vah pBR 322/Alu.

ukazano neni, protoZze mame jenom jeden). Naopak obr. 1 ukazuje.Ze pies vSechny obtize 1ze dosahnout
rozumné reprodukovatelnosti vysledkti a rozdily v RAPD “Zebriccich™ odrazeji riiznost dvou genomul.

V nasi laboratofi uzivame RAPD k identifikaci klonti tfi druhti trav z krkonosské louky pro potieby
ekologti, dale se RAPD osvédcily pii porovnavani riznych apomiktickych populaci jestiabnikii a ke
studiu vnitro- a mezipopulac¢ni variability u pomnének. Pro posuzovani fylogenetické ptibuznosti ¢i
dokonce ke konstrukci vyvojovych diagrami se RAPD pfilis nehodi. Odhaluji variabilitu na prilis§ nizké
taxonomické trovni. Pro tyto potfeby bude nutno sdhnout k jinym variantam PCR. Rozsitené je v
posledni dob¢ pouziti univerzalnich primerd replikujicich vhodné useky DNA. NamnozZené fragmenty
DNA se nasledné §té€pi vhodnymi restrikénimi enzymy.

Molekularni biologie v§ak nemusi slouZit jen popisu evolu¢nich udalosti, miZe pfinést ne¢ekana
odhaleni tykajici se podstaty evoluce génomu. Poslednich pét let prinasi prekvapiva zjisténi o pritomnosti
velkého mnozstvi neaktivnich retropozomu u rostlin. Tyto derivaty retrovirti se ve vétSim rozsahu u
rostlin nepiedpokladaly. Ukazuje se vSak, Ze jsou odpovédné za velkou délku a extrémné vysokou
proménlivost rostlinné mitochondrialni DNA. Nase znalosti jsou dosud omezeny na laboratorni modely.
Studium vhodnych rostlin nasbiranych v terénu miiZe objasnit pfipadnou roli retropozomu v evoluci
rostlin i jako mediatorti horizontalniho prenosu genetické informace.

Prace je umoznéna diky podpote grantt 202/94/0660 GACR a A6005602/1996 GA AV CR.
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