
157

Od dat k informaci: klonování in silico
FATIMA CVRÈKOVÁ, MAREK ELIÁ�

Pøírodovìdecká fakulta UK, Katedra fyziologie rostlin, Vinièná 5, 128 44 Praha 2,
tel.: 219 53 179, email: fatima@natur.cuni.cz

Problém dat a informace
Dramatický nárùst mno�ství dostupných primárních i anotovaných sekvenèních dat

(tab.1) pøiná�í kvalitativnì nový problém rozli�ování relevantních a zajímavých infor-
mací v pøívalu experimentálních údajù. K interpretaci obsahu databází lze pøistupovat
mnoha zpùsoby, a tomuto tématu jsou vìnovány rozsáhlé monografie (napø. Kanehisa
2000).

Zde se pokusím nastínit nìkteré cesty vyu�ití sekvenèních informací pøi vyhledává-
ní, pøedbì�né charakterizaci a klonování rostlinných genù na základì znalosti
analogických genù jiných organismù. V pøedná�ce bude tento postup dokumentován
konkrétními pøíklady identifikace a charakterizace homologù forminù u Arabidopsis
thaliana (Cvrèková 2000) a identifikace a analýzy rostlinných genù kódujících pravdì-
podobné nové formy fosfolipasy D (M. Eliá�, nepublikované výsledky).

Tab.1: Vybrané veøejnì pøístupné databáze sekvenèních dat na Internetu

Hardwarové a softwarové pøedpoklady
Nutností je poèítaè pøipojený pevnou linkou k internetu. Zde zmiòované postupy

zvládne i postar�í Pentium na 166 MHz s 32 MB RAM, vybavené Windows 95, i kdy�
lep�í poèítaè je samozøejmì výhodou.

Ceny softwarových balíkù pro analýzu sekvenèních dat zpravidla pøesahují 100 000
Kè. V souèasnosti v�ak lze po registraci zdarma vyu�ívat software GCG (Womble 2000)
pod Unixem, instalovaný na Biofyzikálním ústavu v Brnì. Zaèáteèník vstupující do
svìta genomiky ale mù�e k základní manipulaci s datovými soubory i k pokroèilej�ím
úkolùm, jako je vytváøení a vyhodnocování alignmentù (viz dále) vyu�ít také øady vol-
nì dostupných programù (tab.2).
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Tab. 2: Volnì dostupné programy pro práci se sekvenèními daty
*operaèní systém: www = program pracuje na vzdáleném poèítaèi a je dostupný prostøednictvím standardních
prohlí�eèù pro rùzné operaèní systémy; jiné - program ke sta�ení a instalaci na vlastním poèítaèi

Strategie vyhledávání sekvencí v databázích
Sekvence známých genù lze nejsnáze získat na základì publikovaného èísla zázna-

mu v databázi (Accession No.) nebo vyhledáváním pomocí klíèových slov (dostupné
z domovské stránky vìt�iny databází). Pøíbuzné, dosud necharakterizované geny v da-
tabázích sekvencí organismu, o který se zajímáme, lze identifikovat nìkolika zpùsoby:

Rùzné varianty programù BLAST (Gish  a States 1993, Altschul et al. 1997) a FASTA
(Pearson 2000) umo�òují pou�ít vybranou aminokyselinovou èi nukleotidovou
sekvenci jako sondu (query) k prohledávání databází; mo�né jsou v�echny kom-
binace typu sondy a typu databáze (Tab.3). Souèástí výstupu programu jsou sta-
tistické parametry charakterizující míru pøíbuznosti - pravdìpodobnost náhodné-
ho výskytu stejnì blízce podobné sekvence P(N) èi oèekávaný poèet sekvencí se
stejnou mírou podobnosti E ve zkoumané databázi.

Databáze NCBI Entrez nabízí automaticky generované seznamy pøíbuzných sek-
vencí (related sequences); statistickou významnost pøíbuznosti je nutno ovìøit
napø. stanovením P(N), s jakým BLAST s novì nalezenou sekvencí jako�to son-
dou identifikuje sekvenci, od ní� jsme vy�li.

Známe-li krátký evoluènì konzervovaný sekvenèní motiv charakterizující tøeba ak-
tivní místo enzymu (pattern), mù�eme vyu�ít programù PatternFind nebo PatMatch.
Rovnì� zde je tøeba ovìøit statistickou významnost výsledku (tab.3).

Analýza sekvencí: identifikace kódujících oblastí a charakterizace
predikovaných proteinù

Uvedenými metodami mù�eme najít jak geny ji� známé (na kterých zpravidla nìkdo
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intenzivnì pracuje), tak i veskrze neznámé, nanejvý� anotované jako �pøedpokládané
kódující sekvence�.  Pokud nalezená sekvece nemá anotaci urèující pøedpokládané hra-
nice transkriptù, exonù, intronù a otevøených ètecích rámcù, nebo pokud (zpravidla
automaticky generovanou) anotaci chcete ovìøit,  lze pou�ít nìkterý z programù uvede-
ných v Tab.4. Spolehlivost predikce hranic exonù a intronù a otevøených ètecích rámcù
je v�ak v�dy omezená, míru dùvìryhodnosti výsledkù lze odhadnout porovnáním ales-
poò 2 metod. Nìkdy lze pøedpokládanou strukturu mRNA potvrdit porovnáním se sek-
vencemi EST (expressed sequence tags), které rovnì� poskytují informace o expresi
studovaného genu.

V predikované aminokyselinové sekvenci se vyplatí pátrat po pøítomnosti dal�ích
evoluènì konzervovaných domén èi speciálních strukturních motivù (napø. transmem-
bránových úsekù), které se mohou objevovat ve znaènì pøekvapivých kontextech. Lze
k tomu pou�ít napø. programu SMART (Schultz et al., 1998) èi nìkterého z ostatních
nástrojù uvedených v tab.4.

Tab. 3: Vybrané servery pro vyhledávání pøíbuzných sekvencí

Tab. 4: Vybrané servery pro analýzu nukleotidových a proteinových sekvencí

Souèástí charakterizace nalezených genù by mìla být podrobná charakterizace nale-
zených evoluènì konzervovaných domén, pokud mo�no vèetnì vytvoøení alignmentu.
K tomuto úèelu lze vyu�ít jak automatizované metody, jako je BLAST pro 2 sekvence
èi Clustal (Thompson et al. 1997), tak i manuální postup s asistencí programu MACAW
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(Schuler et al. 1991). (V posledním pøípadì je vskutku radno prostudovat on-line nápo-
vìdu, kde najdete dùle�itá varování týkající se situací, v nich� se nedá vìøit statistic-
kým odhadùm dodávaným programem.) Odkazy na tyto nástroje jsou v tab.2 a 3.

Dùkladnìj�í fylogenetická analýza predikovaných sekvencí (vytváøení dendrogra-
mù) pøekraèuje rámec této práce, zájemce odkazuji na manuály programu PHYLIP
(Felsenstein 1989; tab.2) a na jinde publikovaný podrobný návod (Cvrèková 2000).

Od sekvence k DNA: tipy pro klonování
Se v�eobecným zavedením metody PCR se významnì usnadnila izolace úsekù DNA

(a� u� genomové èi cDNA) se známou sekvencí. Na identifikaci potenciálních genù
mù�e proto snadno navázat jejich klonování - zejména klonování cDNA. Rozbor pou-
�ívaných metod pøekraèuje rámec tohoto pøíspìvku, dovoluji si v�ak upozornit na tøi
zajímavé mo�nosti:

Nejjednodu��í je �klonování po�tou� (cloning by mail). Øadu èásteènì sekvenova-
ných EST klonù Arabidopsis lze získat za únosný manipulaèní poplatek ze sbírky
AIMS (Scholl a Kim 1995).

Z postupù zalo�ených na PCR stojí za to pøipomenout rùzné varianty RT-PCR
(viz napø. (Martin-Parras a Zerial 1995).

Za pozornost stojí i vyu�ití PCR ke screenování postupnì se zmen�ujících frakcí
komplexních cDNA knihoven v plasmidových nebo fágových vektorech
(Bockmann et al. 1998).
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AIMS - Arabidopsis information management system (http://aims.cps.msu.edu/aims/) - databáze linií
Arabidopsis a klonù

Celera Genomics (http://www.celera.com/) - soukromá firma, která sekvenovala genom èlovìka a
octomilky...

Èeský národní uzel ICBnetu (http://ICCBnet.ibp.cz/Services.html) - pøístup k GCG softwaru
ExPASy Molecular Biology Server (http://www.expasy.ch/) - server �výcarského institutu pro

bioinformatiku s nástroji pro analýzu sekvencí a øadou odkazù na dal�í u�iteèné stránky
Genome Biology (http://www.genomebiology.com/) - internetový èasopis vìnovaný analýzám

genomù - originální práce zdarma, pøehledné èlánky placené
TIGR - The Institute of Genome Research (http://www.tigr.org/) - kromì databází té� øada dal�ích

odkazù

Vyu�ití soustavy in vitro transkripce, translace a ko-translace
VÌRA ÈAPKOVÁ

Ústav Experimentální botaniky AV ÈR, Rozvojová 135, Praha 6, 165 02,
tel.: 203 90 452, email: capkova@ueb.cas.cz

Jednotlivé fáze ontogenese bývají charakterizovány spektry specifických bílko-
vin èi spektry specificky aktivovaných genù. Oba typy analýz jsou v souèasnosti meto-
dicky snadnou zále�itostí. Problémem ale zùstává pøiøazení bílkoviny a odpovídající-
ho, kodujícího genu. Navíc je tøeba poèítat s mo�ností èasového posunu syntézy mRNA
a syntézy bílkovin. Pøi nejmen�ím gametogenese a první fáze klíèení semen jsou proce-
sy kde se plnì uplatòuje  translaèní regulace genové exprese, kdy výsledkem transkrip-
ce jsou skladované typy mRNA a k syntéze bílkovin dochází pozdìji, a� po aktivaci
tìchto transkriptù. Vzhledem k tomu, �e znaèná èást bílkovin objevujících se bì-
hem ontogenese je N-glykosylována, je mo�no k identifikaci bílkovina-gen pou�ít kom-
binaci tunikamycinu, inhibitoru prvního stupnì N-glykosylace a spojené trankripce/
translace/glykosylace in vitro.

V první èásti pokusu je rostlinný materiál inkubován se 14C-smìsí aminokyselin a
to paralelnì za pøítomnosti i nepøítomnosti tunikamycinu. Inhibitor blokuje vazbu oli-
gosacharidového øetìzce na dolichol  a tím zabraòuje ko-translaènímu navázání glyka-
nu (Elbein 1987), tak�e bílkovina zùstává v nascentní podobì, s ní��í molekulovou
hmotností. Rozdìlení de novo syntetizovaných bílkovin na SDS-PAGE (Laemmli 1970)
a následná fluorografie  (Bonner and Laskey 1974) dovolují identifikovat nascentní a
plnì posttranslaènì modifikované typy bílkovin. Tím se  vydìlí vysoce glykosylované
bílkovin  (Èapková et al. 1997)  a sekvenèní analýza specifických transkriptù uká�e
typy které mají vy��í poèet potenciálních glykosylaèních míst, uká�e pravdìpodobné
kandidáty na kodující mRNA. Vybrané typy mRNA jsou pou�ity do druhé èásti pokusu,
pro in vitro trankripci/translaci a glykosylaci (systém firmy Promega). Pøesnì podle
protokolu je nasyntetizována mRNA a je vyu�ita pro translaci in vitro na králièích reti-
kulocytech a takto vytvoøená bílkovina je dále glykosylována na mikrosomálních mem-
bránách psích pankreasù. Bílkoviny rozdìleny na SDS-PAGE a fluorograficky zvidi-
telnìny ukazují jak nascentní podobu, tak glykosylovanou formu a po doplnìní in vitro
systému tunikamycinem i neglykosylované formy. Porovnáním prvního a druhého kro-
ku je mo�no identifikovat gen kodující bílkovinu syntetizovanou v urèité fázi ontoge-
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nese a navíc èasovì lokalizovat expresi transkriptu a pøíslu�né bílkoviny (�torchová
et al. 1994, Wittink et al. 2000).

Obr. 1. Fluorogramy bílkovinných produktù in vitro transkripce/translace a glykosylace pylovì specifického
genu npt303. 1: in vitro translace celkové RNA izolované z pylových láèek po 24 hodinách kultivace, 2:
in vitro transkripce genu ntp303 a následná translace in vitro, 3: in vitro transkripce, translace a glykosylace,
4,5,6: toté� jako 3, ale s pøidáním 0,1, 0,2 a 0,5 ug  tunikamycinu, 7: kontrola bez RNA, 8: 14C-30´ znaèení
nekovalentnì vázaných  bílkovin  pylových láèek po 24 hodinách  kultivace.
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Jak se vypoøádat s problémy pøi hydrogensiøièitanovém
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 Úvod
A� do roku 1992, kdy byl vyvinut zcela nový postup stanovení 5-methylcytosinù

(5-mC) v DNA (Frommer et al. 1992; McDonald a Kay 1997), pou�ívané metody ne-
dovolily v uspokojivé míøe detailnì urèit pozice 5-mC v DNA vy��ích organismù. Do té
doby existovala øada rùzných metod, které v�ak neposkytovaly dostateènì pøesné a
podrobné výsledky, vedoucí k zásadnímu pokroku ve studiu methylace DNA. Av�ak
ani genomové sekvenování s pou�itím hydrogensiøièitanu nelze pova�ovat za v�e øe�í-
cí metodu. I kdy� je princip metody geniálnì jednoduchý, postup je pomìrnì pracný a
navíc hrozí získání fale�ných výsledkù. Abychom obdr�eli správné a pøesné výsledky,
je nutné provést øadu kontrolních pokusù. Tyto pokusy se provádí paralelnì s vlastním
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stanovením, a proto zvy�ují nároènost na èas i materiál. Navíc je výsledek kontrolních
pokusù znám a� na samém konci celého postupu.

Tento èlánek se zabývá právì mo�nostmi vzniku fale�ných výsledkù, pou�itím vhod-
ných postupù, které je minimalizují a navr�ením kontrolních experimentù, je� slou�í
jako svìdci pochodù, odehrávajících se bìhem procedury. Pøitom vychází z bohatých
osobních zku�eností z pou�ívání této metody od jejího zavedení na na�em pracovi�ti
v roce 1996 a� dodnes.

 Podstata metody
Touto metodou lze zjistit pøesné pozice 5-mC v krat�ím úseku  jednoho vlákna DNA.

Je mo�né analyzovat tøeba èást unikátního genu pouze z nìkolika desítek bunìk.
Metoda je zalo�ena na chemické reakci, pøi ní� na jednoøetìzcové DNA dochází

pomocí HSO3
- k hydrolytické deaminaci cytosinù na uracily, kde�to 5-mC nereagují

(Wang et al. 1980; obr. 1).
(V prvním kroku reakce, sulfonaci, interaguje hydrogensiøièitanový anion s dvojnou

vazbou mezi 5 a 6 uhlíkem cytosinu a tvoøí se sulfonát cytosinu na 6 uhlíku. Tento krok
je reversibilní a pomalej�í u jednoøetìzcové DNA ne� u nukleotidù. Reakce pøímá pro-
bíhá pøi nízkém pH. Ve druhém kroku reakce, hydrolytické deaminaci, se ve vodném
prostøedí deaminuje aminoskupina na 4 uhlíku a vzniká sulfonát uracilu. Tento krok je
nevratný a je katalyzován bazickými látkami, siøièitanovými, hydrogensiøièitanovými
nebo acetátovými anionty, a probíhá pøi pH ni��ím ne� 7. Poslední krok reakce, alkalic-
ká desulfonace, je vlastnì zpìtná reakce sulfonace, probíhající v alkalickém prostøedí a
produktem je uracil. Aèkoli 5-mC mù�e s hydrogensiøièitanem také reagovat, reakce je
velice pomalá a podmínky reakce dávají pøednost vzniku 5-mC ne� jeho deaminaèní-
mu produktu tyminu.)

Obr. 1. Reakèní mechanizmus pøevedení cytosinových zbytkù na uracilové zbytky v DNA pøi proceduøe
hydrogensiøièitanového sekvenování viz. text.

Pùvodnì komplementární vlákna se po reakci stanou nekomplementárními, a proto
se dále analyzují samostatnì. Podle reakcí zmìnìné sekvence studovaného úseku DNA
se ke ka�dému vláknu navrhnou dva oligonukleotidové primery se zabudovanými cílo-
vými místy pro restrikèní endonukleásy pro zjednodu�ení  následující ligace a transfor-
mace. Po isolaci plasmidové DNA se insertovaný úsek sekvenuje. V�echny pùvodní
cytosiny, pøemìnìné hydrogensiøièitanem na uracily, jsou v PCR amplifikovány jako
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thyminy, pouze methylcytosiny, které s hydrogensiøièitanem nereagují, jako cytosiny.
Základní postup je schematicky znázornìn na obrázku 2.

Pracovní postup
Isolovaná rostlinná nebo �ivoèi�ná genomová DNA se fragmentuje restrikèní endo-

nukleasou, která nemá cílové místo ve studovaném úseku. Fragmentovaná DNA, po
inkubaci s RNasou A a poté s proteinasou K, se pøeèistí fenolovou a chloroformovou
extrakcí.

Nejdøíve se 2 mg takto pøipravené DNA v 90 ml destilované vody denaturují pøidá-
ním 10 ml èerstvì pøipraveného 3 M NaOH a inkubací 15 minut pøi 37°C. Tìsnì pøed
pou�itím se pøipraví roztok 10 mM hydrochinonu a nasycený roztok (pøi 20°C) hydro-
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Obr.2. Schematické vyjádøení postupu pøi hydrogensiøièitanovém genomovém sekvenování viz. text. 
Methylcytosin je oznaèen jako MC.
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gensiøièitanu sodného(SIGMA S-8890 sodium bisulfite, co� je obvykle smìs asi
1:1 hydrogensiøièitanu sodného NaHSO3 a disiøièitanu sodného Na2S2O5 (HS2O5

-=HSO3
-

+SO2)), asi 3.6 M (5.29 g v 10 ml H2O). pH 4.8 - 5.0 roztoku hydrogensiøièitanu se
upraví pomocí 10 M NaOH. Je velice dùle�ité hydrogensiøièitan rozpou�tìt a upravo-
vat jeho pH opatrnì v zazátkované zkumavce s minimálním provzdu�nìním tak, aby
byl roztok co nejvíce nasycen SO2 (SO2+2H2O=HSO3

- +  H3O
+  bublinky plynu pod

vrstvou oleje po inkubaci). 1000 ml 3.6 M roztoku hydrogensiøièitanu a 58 ml 10 mM
hydrochinonu se pøidá k denaturované DNA  (koneèná koncentrace 3.1 M a 0.5 mM).
Roztok se opatrnì promíchá a ihned pøevrství 150 ml minerálního oleje, po 16 ti hodi-
nové inkubaci pøi 55°C ve tmì se vzorky odeberou bez oleje a dialyzují ve tmì pøi 4°C
v a)3x2 litrech 0.5 mM hydrochinonu/5 mM octanu sodném pH 5.2 po jedné hodinì,
b)3x2 litrech 0.5 mM octanu sodném pH 5.2  po jedné hodinì, c)3x2 litrech destilované
vody po jedné hodinì a 1x2 litrech destilované vody pøes noc. Poté se objem vzorku
sní�í lyofilizací na 100-200 ml a DNA se isoluje z roztoku pomocí kitu �QIAprep Spin
Miniprep Kit� (Qiagen), DNA se rozpustí v 3x30 ml redestilované vody. Desulfonace
se provede pøidáním 11 ml èerstvì pøipraveného roztoku 3 M NaOH a inkubací 15 mi-
nut pøi 37°C. Roztok se poté neutralizuje pøidáním octanu amonného pH 7 na koncen-
traci 3 M, DNA se precipituje ethanolem, vysu�í, rozpustí v 100 ml TE pufru a uchová
pøi -20°C. Následuje PCR, ve které se amplifikují vrchní a spodní vlákna studovaného
úseku DNA oddìlenì pomocí dvou navr�ených dvojic oligonukleotidových primerù,
které obsahují cílová místa restrikèních endonukleas pro snaz�í ligaci. Pou�ijí se asi
4 ml templátové DNA v 50 ml smìsi (50 mM KCl, 10 mM TRIS-HCl pH 9.0, 0.14%
TRITON X-100, 5 mM MgCl2, 0.4 mM dNTP a 0.5 mM primery). Po denaturaci 5 min.
pøi 96°C se amplifikuje  pomocí 1.5U Taq DNA polymerasy (Promega) v 35 cyklech,
ve kterých je teplota denaturace 94°C 20 s, teplota nasednutí primerù závisí na jejich
sekvenci a teplota polymerace 72°C 20 s. Teplota nasedání primerù by se mìla zvolit
taková, aby produkt vznikal selektivnì na DNA modifikované hydrogensiøièitanem a
nevznikal na pùvodní genomové DNA.

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

Ze sekvencí pøeètených z autoradiogramù sekvenaèních gelù se zjistí pøesné polohy
5-mC, nebo� tam, kde se vyskytne cytosin byl pùvodnì 5-mC. Vyhodnocuje se zvlá��
vrchní a spodní vlákno studovaného úseku DNA.

 Úskalí metody
Metoda je zalo�ena na konversi v�ech cytosinù na uracily v jednoøetìzcové DNA

hydrogensiøièitanem. Existuje zde nebezpeèí získání fale�nì pozitivních signálù (5-mC
se deteguje i tam, kde není pøítomen) minimálnì ze dvou dùvodù.

Za prvé jde o to, aby modifikovaná DNA byla bìhem konverse stále denaturovaná a
nedocházelo tedy k renaturaci. V podezøení, �e do�lo k renaturaci nebo �e vùbec nedo-
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�lo k denaturaci, nese ka�dý del�í úsek DNA, kde byly detekovány pouze 5-mC bez
pøeru�ení cytosiny (Rother et al. 1995).

Za druhé je modifikace hydrogensiøièitanem bì�ná chemická reakce, která je v�dy
v urèité rovnováze a i kdy� se sna�íme o co nejvìt�í konversi a docílíme toho, �e 99.99%
cytosinù se zmìnilo na uracily, zbylé pùvodní molekuly se mohou selektivnì amplifi-
kovat v PCR, pokud se pou�ijí nevhodnì navr�ené oligonukleotidové primery (Warnecke
et al. 1997).

S druhým bodem souvisí problém kvantifikace methylaèního stavu jednotlivých sek-
venèních motivù DNA. Obdr�ené hodnoty nemusí odpovídat skuteènosti, proto�e bylo
pou�ito PCR, ve které mohlo dojít k výbìru nìkterých templátových vláken DNA (tem-
pláty se v tomto pøípadì mohou významnì li�it v CG obsahu a tím pádem i v Tm).

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

Øe�ení
Kontrola, zda nedochází k fale�nì pozitivním výsledkùm, se provádí pou�itím plas-

midové DNA s insertem toto�né sekvence studovaného úseku DNA v paralelním expe-
rimentu. Plasmidová DNA je linearizovaná a ve smìsi s nosièovou DNA v takovém
mno�ství, aby se pokud mo�no co nejvíce blí�ila vlastnostem genomové DNA. Ovìøe-
ní správné modifikace a také zda nedo�lo k výbìru pøi PCR docílíme pou�itím plasmi-
dové DNA bez 5-mC a in vitro methylované pomocí Msp I, Hpa II nebo Sss I methylás
(známá pozice 5-mC) v pomìru 1:1.

Nevýhoda spoèívá v tom, �e se správnost výsledkù ovìøí a� po posledním kroku
procedury - sekvenování.

Zabránit renaturaci lze bìhem reakce s hydrogensiøièitanem zvy�ováním teploty ka�dé
tøi hodiny v pìtiminutových pulsech na 90°C nebo lze reakci provést v 50% roztoku
moèoviny, co� nijak reakci neovlivní (Grigg 1996). Velice zále�í na pou�itých oligo-
nukleotidových primerech. Mìly by se navrhnout tak, aby co nejvíce odpovídaly modi-
fikované DNA a li�ily se od pùvodní DNA, co� znamená, �e by mìly obsahovat co
nejvíce zmìnìných míst cytosinù. Pokud se pøedpokládá pøítomnost 5-mC, lze zvolit
takové primery, které �si vybírají� buï methylované nebo nemethylované zástupce stu-
dované sekvence DNA (Herman et al. 1996) (nìkolik kopií genu li�ících se transkrip-
èní aktivitou a tak pravdìpodobnì rozmístìním 5-mC, geny v rùzných tkáních kde se
pøepisují nebo nepøepisují, dvì alely imprintovaného genu v diploidním genomu). Dal�í
mo�ností je pou�ití primerù, které �si nevybírají�. Získají se zkou�kou a výbìrem po
amplifikaci smìsi modifikované DNA a nemodifikované DNA v pomìru 1:1, pøièem�
vhodné primery tyto sekvence amplifikují nezávisle a výsledný pomìr molekul po am-
plifikaci a sekvenování je opìt 1:1 (Warnecke et al. 1997). Existuje celá øada zjednodu-
�ených verzí sekvenování (pou�ijí se primery, které nasedají jen na takovou modifiko-
vanou DNA, kde buï  pùvodnì byl a nebo nebyl 5-mC (Herman et al. 1996); modifiko-
vaná DNA se inkubuje s restriktasou s cílovým místem v oblasti mezi primery, pokud
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se její cílové místo nezmìnilo, tak se DNA �tìpí, nevznikne PCR produkt a tak cytosin
v cílovém místì restriktasy byl methylovaný), ale tyto metody mají celou øadu technic-
kých problémù a navíc se zabývají jen urèitými místy. Existuje také mo�nost obejítí
klonování sekvenováním PCR produktu (Pogribny et al. 1995; Oakeley a Jost 1996),
co� se nedá doporuèit, nebo� tento zpùsob je zalo�en na statistickém vyhodnocení
intenzity prou�kù (plochy píkù) v bìzích C a T a je zøejmé, �e polymerasa pou�itá pøi
sekvenování se nezastavuje na v�ech místech stejnì èasto, navíc pokud je v dráze C jen
nìkolik prou�kù.
Celá procedura, i vèetnì isolace genomové DNA, denaturace, modifikace hydrogensi-
øièitanem, PCR, se dá provést s pou�itím LMP-agarosy a má øadu výhod. Jednak je
mo�né analýzu provést s minimálními ztrátami DNA, zabránit renaturaci, po�kození
DNA a tak je mo�né získat PCR produkt i z del�ích úsekù modifikované DNA (Olek
et al. 1996).

Závìr
I kdy� není snadné a levné udìlat správnou analýzu methylaèního stavu by� jen

krat�ího úseku DNA, pøedkládaná metoda znamenala zlom v této oblasti výzkumu a
poskytla øadu zajímavých výsledkù ve svìtì i v na�í laboratoøi (Fulneèek et al. 1998;
Fulneèek 1998).

Pou�ívání metody hydrogensiøièitanového genomového sekvenování pro získávání originálních
experimentálních výsledkù je v souèasné dobì podporováno prostøedky z grantù GAÈR 204/99/
D001 a 204/98/0191.
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Podstata metody
       Retardaèní analýza se pou�ívá k detekci pøímých interakcí proteinù s nukleovými
kyselinami. Po smíchání proteinù s DNA (RNA) jsou vzniklé komplexy oddìleny od
volné nukleové kyseliny gelovou elektroforesou. Vazbou proteinu na DNA vznikne
nukleoproteinový komplex, který má odli�nou elektroforetickou mobilitu ne� volná
DNA a ve vìt�inì pøípadù je jeho pohyblivost v gelu ni��í. Výjimkou jsou pouze cirku-
lární molekuly DNA, jejich� DNA-proteinové komplexy se mohou pohybovat rychleji.
       Separace komplexù od volné DNA v gelu závisí na øadì faktorù, které musí být
urèeny experimentálnì pro konkrétní pøípad. Mezi faktory, které ovlivòují elektrofore-
tickou mobilitu nukleoproteinových komplexù, patøí molekulová hmotnost proteinu a
nukleové kyseliny, iontová síla a pH elektroforetického pufru, hustota gelu a teplota.
Jakým zpùsobem modifikace tìchto parametrù ovlivòuje mobilitu DNA-proteinových
komplexù, bylo publikováno M. Friedem (1989). Podstatou retardaèní analýzy je oddì-
lení volné DNA od nukleoproteinového komplexu pøi vstupu do gelové matrix. Puto-
vání volné DNA v gelu není proteiny ovlivnìno na rozdíl od mobility DNA v komplexu
s proteinem. Gelová matrix napomáhá stabilizaci komplexù (Fried a Crothers 1981)
tím, �e omezuje difusi proteinù od DNA pøi reverzibilní disociaci a reasociaci komple-
xù v gelu (Revzin et al. 1986). Ale i v pøípadì, �e se nukleoproteinový komplex bìhem
elekroforesy rozpadne, nemù�e jeho DNA slo�ka dostihnout  DNA, která byla volná ji�
na startu.
      V okam�iku naná�ení na gel dojde ke �zmrazení� rovnováhy mezi vázanou a vol-
nou DNA. Vzhledem k této skuteènosti je mo�né urèit mno�ství volné a vázané DNA,
co� jsou údaje potøebné jak pro stanovení rovnová�né konstanty vazby proteinu na
DNA, tak kinetiky interakce analýzou vzorkù v rùzných èasových intervalech po smí-
chání DNA s proteinem (Shanblatt a Revzin 1984, Lobell a Schleif 1990). Aèkoliv
retardaèní analýza dává mo�nost kvantitativního urèení síly nukleoproteinové interak-
ce, je to pouze pøibli�ný údaj (Carey 1991). Dùle�itým parametrem je doba, za kterou
komplex vputuje po nanesení do gelu. Je �ádoucí, aby tato doba byla minimální (Fried
a Crothers 1984).
       Jestli�e má substrátová DNA pouze jedno specifické vazebné místo pro protein,
mìla by retardaèní analýza odhalit pouze jeden retardovaný prou�ek odpovídající
DNAproteinovému komplexu. Kromì oddìlení vázané a volné DNA mohou být na
retardaèním gelu rozli�eny nukleoproteinové komplexy s rùznou stechiometrií. Na jed-
nu molekulu DNA se mù�e vázat více molekul proteinu. Na gelu se v takovém pøípadì
objevuje série prou�kù DNA s progresivnì se sni�ující elektroforetickou mobilitou.
Stechiometrie ka�dého komplexu mù�e být urèena, jeliko� zmìna mobility jednoho
komplexu vùèi následujícímu komplexu je obvykle v pomìru ke zmìnì molekulové
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hmotnosti zpùsobené navázáním dal�í molekuly proteinu. Pøesnìj�í, ale technicky ná-
roènìj�í, je urèení stechiometrie komplexù radioaktivním znaèením proteinu (14C) a
substrátové DNA (32P). V tomto pøípadì se dá mìøit molární pomìr pøímo u ka�dého
prou�ku(Carey 1988). Jednou z hlavních výhod této metody oproti jiným metodám je
schopnost retardaèní analýzy rozli�it komplexy s rùznou stechiometrií tvoøené jedním
proteinem od komplexù vzniklých vazbou rùzných proteinù na substrátovou DNA. Navíc
retardaèní analýza umo�òuje rozli�it komplexy se stejnou stechiometrií ale li�ící se
konformací DNA.

Shrnutí základních praktických postupù
Pùvodní retardaèní analýza
        Retardaèní analýza byla zavedena pøed dvaceti lety a od té doby se pou�ívá ke
studiu interakcí proteinù s nukleovými kyselinami jen s malými modifikacemi pùvodní
metody (Garner a Revzin 1981).
Substrátová DNA obsahující vazebné místo je koncovì znaèena 32P.  Vzniklé nukleo-
proteinové komplexy jsou od volné DNA oddìleny na polyakrylamidovém gelu a polo-
ha DNA je urèena autoradiografií.
Retardaèní analýza spojená s horizontální agarosovou elektroforesou
       V pøípadì vzniku velkých nukleoproteinových komplexù je vhodnìj�í pou�ívat
agarosovou elektroforesu (Berman et al. 1987). Dosáhne se tak lep�ího rozli�ení dí-
ky vìt�í velikosti pórù. Horizontální uspoøádání umo�òuje studovat vazbu velkých pro-
teinù i na krátké substrátové molekuly DNA. Vzorky jsou naná�eny do støedu gelu a
bìhem elektroforesy se mohou pohybovat pozitivnì nabité DNA-proteinové komplexy
opaèným smìrem ne� volná DNA. Mù�eme studovat vazbu proteinu na pøirozenì dlou-
hou substrátovou DNA bez potøeby kompenzace pozitivního náboje vázaného proteinu
(Froelich-Ammon et al. 1998). Pou�ití agarosového gelu je výhodné i ze zdravotního a
ekonomického hlediska.
Neradioaktivní varianty retardaèní analýzy
       Pøi retardaèní analýze se doporuèuje pou�ívat nízké koncentrace substrátové DNA,
ni��í ne� mù�e být detegováno ethidiumbromidem. Z toho pramení �iroké pou�ití radio-
aktivnì znaèených substrátových DNA. To ale s sebou nese zdravotní rizika a kompli-
kace práce. Vadí hlavnì krátký poloèas rozpadu isotopù a fragmentace øetìzcù DNA
u silnì znaèených vzorkù. S rozvojem neradioaktivních metod detekce se naskýtá mo�-
nost dostateènì citlivé detekce i bez pou�ití radioaktivního znaèení. Dnes se pou�ívají
pro detekci DNA v gelu tøi základní zpùsoby - barvení  gelu fluorescenèními barvami,
znaèení substrátové DNA fluorescenèními znaèkami a pou�ití sekundárního detekèní-
ho systému, který je fluorescenèní nebo chemiluminiscenèní. Nová generace fluores-
cenèních barev je a� 20-krát citlivìj�í ne� ethidiumbromid (Tuma et al. 1999). Napø.pøi
obarvení gelu barvivem SYBR Gold se detekèní limit pohybuje mezi 2-10 fmol/prou�ek
(Tuma et al. 1999 ), co� mù�e v nìkterých pøípadech staèit. Vy��í citlivosti dosáhneme
pou�itím sekundárního detekèního protokolu, kdy je substrátová DNA znaèena bioti-
nem. Po separaci volné DNA od nukleoproteinového komplexu v gelu je nutný pøenos
na pozitivnì nabitou membránu. K detekci se vyu�ívá streptavidin-fosfatasový chemi-
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niluminiscenèní detekèní systém. V tomto pøípadì detekèní limit je 0,001 fmol/prou�ek,
a to díky amplifikaci signálu (Rodgers et al.  2000).

Pracovní postup
Pøíprava a výbìr substrátové DNA
       Jestli�e má být zkoumána vazba proteinu na potenciální vazebnou sekvenci, je
nutné si nejprve pøipravit substrátovou DNA o vhodné délce, která obsahuje vazebné
místo. Neexistuje �ádná obecná minimální délka substrátové DNA. Podmínkou je, aby
substrátová DNA obsahovala celé vazebné místo. Minimální délku musíme urèit expe-
rimentálnì pro konkrétní pøípad. Syntetické oligonukleotidy pou�ívané jako substráto-
vá DNA musí být purifikované na HPLC anebo denaturaèní elektroforesou. Naopak
obecná maximální délka substrátové DNA je asi 500 bp. Je-li délka DNA vìt�í ne� 500
bp, projeví se vazba jedné molekuly proteinu pouze malým posunem. Pou�ití del�í
substrátové DNA je opodstatnìné pøi studiu DNA-proteinových interakcí, pøi kterých
se více proteinù vá�e na skupinu vazebných míst. Del�í DNA fragmenty (100-500 bp)
jsou pøipravovány restrikèním �tìpením nebo PCR na plasmidových vektorech. Frag-
menty DNA pro retardaèní analýzu musí být vyèi�tìny elektroforesou
v polyakrylamidovém gelu. Pøi jejich pøípravì restrikèním �tìpením je výhodné pou�í-
vat takové enzymy, které tvoøí 5´-pøesahy. To usnadòuje jejich radioaktivní znaèení,
nebo� tyto pøesahy mohou být doplnìny Klenowovým fragmentem DNA polymerasy I
v pøítomnosti a-[32P] dNTP a ostatních dNTP. Oligonukleotidy pou�ívané jako sondy
pøi retardaèní analýze se znaèí  g-[32P]ATP pomocí polynukleotidkinasy. Znaèená DNA
musí být oddìlena od volných radioaktivních dNTP. Dnes se pou�ívají k tomuto úèelu
komerèní kolonky a kity. Pro neradioaktivní detekci si necháme biotinylované oligo-
nukleotidy syntetizovat, zatímco dlouhé DNA fragmenty si mù�eme pøipravit sami po-
mocí znaèících kitù.

Volba kompetitorové DNA
       Pøi ka�dé retardaèní analýze se kromì substrátové DNA pøidává do vzorku i

nespecifická neznaèená kompetitorová DNA, která by nemìla obsahovat ani jedinou
kopii specifického vazebného místa. Úlohu kompetitorové DNA mù�e plnit DNA fá-
ga l a mnoho plasmidù. V poslední dobì se hlavnì pou�ívají nepøirozené polynukleoti-
dy poly d(I-C). Mno�ství kompetitorové DNA, které je nutné pøidat do vzorku, aby
byly v�echny nespecifické interakce vysyceny, závisí na specifitì studované interakce.
Velký nadbytek kompetitorové DNA mù�e zpùsobit disociaci specifického komplexu,
proto�e souèet afinit v�ech nespecifických vazebných míst je vìt�í ne� afinita specific-
kého vazebného místa (McGhee a von Hippel 1972). Jiným testem specifity vazby
proteinu k urèité sekvenci DNA je pou�ití DNA fragmentù, které se li�í od pùvodního
fragmentu v 1 nebo 2 bp  (Carey 1988). Konkrétní experimenty vy�adují specifické
úpravy DNA fragmentù. Napøíklad studium ohybu DNA pøi vazbì proteinu vy�aduje
sérii fragmentù o stejné délce, které se navzájem li�í polohou vazebného místa. Podob-
nì pøi studiu vazby jediného proteinu souèasnì do dvou vzdálených míst na DNA je
tøeba si pøipravit sérii DNA fragmentù s rùznì dlouhými úseky mezi vazebnými místy
(Kramer et al. 1988).
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Tvorba kompexu
Vlastní tvorbì komplexu pøedchází preinkubace DNA-vazebných proteinù

s kompetitorovou DNA ve vazebném pufru. Jeho slo�ení ovlivòuje tvorbu komplexu.
Hlavními faktory jsou iontová síla pufru (konc. NaCl, KCl) a pøítomnost divalentních
kationtù jako je Mg2+. Objem pøidávaných proteinù by nemìl pøekroèit 10 % objemu
reakèní smìsi. Po preinkubaci se pøidá minimální mno�ství znaèené substrátové DNA
(0,1-5 ng) a vzorek se inkubuje 10-20 min na ledu nebo pøi laboratorní teplotì. Násle-
duje okam�ité nanesení vzorku na gel.

Elektroforesa
       Nedoporuèuje se míchat vzorky s naná�ecím pufrem, aby se negativnì neovlivnila
tvorba komplexù. Glycerol pøítomný ve vzorku vìt�inou postaèí k úspì�nému nanesení
na gel. Bromfenolová modø se naná�í oddìlenì. Polyakrylamidová i agarosová elektro-
foresa se provádí pøi 40°C. Do elektroforetického pufru se pøidává 2-merkaptoethanol,
popø. Mg2+. Hoøeènaté ionty mohou být pøítomny také v gelu. Pro agarosovou elektro-
foresu se pou�ívá 1-2 % gel. Pøi PAGE se hustota gelu pohybuje v rozmezí 4-6 %
(pomìr akrylamid/ bisacrylamid  29/1 a� 47/1). Dùle�itá je rychlá penetrace vzorku do
gelu, proto se na prvních 5 minut vkládá na elektrody vy��í napìtí, které se následnì
sní�í na 10 V/cm.

Detekce
       V pøípadì pùvodní retardaèní analýzy se gel po fixaci vysu�í a poloha DNA se urèí
autoradiografií. Pøi pou�ití agarosové elektroforesy event. neradioaktivní detekci je nutný
pøenos DNA na membránu. Neradioaktivní detekce DNA na membránì se provádí pro-
mytím membrány roztokem s detergentem a roztokem blokujícím nespecifickou vazbu
streptavidinu. Potom se na biotinylovanou DNA navá�e streptavidin s kovalentnì vá-
zanou alkalickou fosfatasou. Po odstranìní nenavázaného konjugátu se zahájí chemilu-
miniscenèní reakce pøidáním substrátu.

Úskalí metody
Nespecifita vazby
       Objevení jediného retardovaného prou�ku na gelu nemusí nutnì znamenat tvorbu
specifického komplexu. Jedním z testù specificity, který by mìl vylouèit vznik nespeci-
fických komplexù, je pøidání neznaèené kompetitorové DNA do reakce (Garner a Revzin
1981). Zbývající prou�ky by mohly pøedstavovat specifické komplexy, ale i to je potøe-
ba ovìøit pøidáváním neznaèené substrátové DNA ke vzorku. Postupné mizení retardo-
vaného prou�ku pøi této titraci dokazuje specifitu nukleoproteinového komplexu. Pou-
�ití dostateèného mno�ství kompetitorové DNA skýtá mo�nost vyhledat proteiny, které
jsou schopné se specificky vázat na substrátovou DNA, pøímo z hrubých jaderných
extraktù (Strauss a Varshavsky 1984).
Pou�ití pøíli� krátké substrátové DNA
       Pøi pou�ití pøíli� krátké substrátové DNA hrozí, �e u vzniklého nukleoproteinové-
ho komplexu pøevá�í kladný náboj proteinu a komplex se bude pohybovat opaèným
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Konstrukce èásteèné chomosomovì-specifické knihovny �
optimalizace metody
PAVEL HANÁÈEK, LADISLAV HAVEL, IVO ÜBERALL

Ústav botaniky a fyziologie rostlin MZLU, Zemìdìlská 1, 613 00 Brno,
tel.: 05/451 33 343, email: hanacek@mendelu.cz

Abstrakt
Konstrukce knihovny byla provedena podle metodiky Macas a kol. Výchozí postup

byl modifikován a zjednodu�en. Rekombinantní DNA-knihovna byla skonstruována
z chromosomu 1 smrku ztepilého (Picea abies L. (Karst.)) separovaného pomocí flow
sorteru v laboratoøi ÚEB AV ÈR. Jako výchozí materiál pro knihovnu bylo pou�ito
1000 chromozomù jejich� DNA byla amplifikována pomocí DOP PCR s primerem
E6-MW (5´-CCG AGA ATT CNN NNN NAT GTG G-3´� kde N = A, G, C nebo T;

smìrem ne� volná DNA. Pøi vertikálním uspoøádání PAGE je nutné substrátovou DNA
prodlou�it, aby kompenzovala kladný náboj proteinu, zatímco jsou-li komplexy sepa-
rovány horizontální agarózovou elektroforézou s naná�ením vzorkù do støedu gelu, �ádná
kompenzace není nutná.

Citlivost detekce
       Pøi detekci komplexù musíme mít na pamìti, �e nukleoproteinový komplex se ne-
barví v gelu tak dobøe jako volná DNA. Také pøi sekundární detekci mù�e protein brá-
nit vazbì streptavidinu na biotin, zvlá�tì je-li substrátová DNA krátká.

Podìkování: Tato práce byla podpoøena grantem M�MT VS97032.
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KONSTRUKCE ÈÁSTEÈNÉ CHOMOSOMOVÌ-SPECIFICKÉ KNIHOVNY

podtr�ená sekvence je restrikèní místo pro EcoRI). Purifikace DOP PCR fragmentù
DNA byla znaènì zjednodu�ena pou�itím gelové filtrace (Sepharose CL-6B). DOP PCR
fragmenty byly �tìpeny pøíslu�ným restrikèním enzymem (EcoRI). Po následné purifi-
kaci, opìt s pou�itím gelové filtrace, byly tyto fragmenty DNA chromosomu 1 klono-
vány v defosforylovaném plasmidu pBluescript II SK+. Plasmidovými konstrukty byly
transformovány elektroporací kompetentní buòky Escherichia coli (kmen Top 10). Bylo
získáno 2 x 105 transformovaných klonù E. coli. Náhodnì bylo vybráno 192 klonù,
jejich� plazmidová DNA byla pou�ita jako templát pro PCR s primery T3 a T7.
Od prùmìrné velikosti vzniklých produktù PCR bylo odeèteno 175 bp (velikost
polylinkru), tak byla urèena prùmìrná velikost insertu - 487 bp.

Obr. 1. DOP-PCR produkty DNA chromosomu 1 smrku ztepilého. M - velikostní marker (1 Kb DNA Ladder
(Life Technologies)); 1 - chromosom 1.

Obr. 2. Velikostní distribuce klonovaných fragmentù DNA � náhodný vzorek z knihovny. Inserty byly amplifi-
kovány pomocí PCR s primery T3 a T7. M - velikostní marker (1 Kb DNA Ladder (Life Technologies));
0 - bez DNA (negativní kontrola).
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Metody identifikace sekvenènì specifických mutantù
Arabidopsis thaliana
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Biologie rostlin pro�ívá v souèasnosti velký rozmach témìø ve v�ech disciplínách od
environmentální fyziologie a fyziologie stresu a� po vývojovou a bunìènou biologii.
Rychlý rùst stupnì porozumìní biologickým procesùm u rostlin je podmínìn ve znaèné
míøe dostupností pøístupù funkèní genomiky u nìkolika modelových objektù, napø.
Arabidopsis thaliana. Aplikace funkèní genomiky pak umo�òuje velmi efektivní ana-
lýzu molekulárnì genetické podmínìnosti øady biologických procesù. Jedním z klíèo-
vých pøístupù funkèní genomiky je reversní genetika.

Podstatou reverznì genetického pøístupu je identifikace sekvenènì specifických
mutantù, umozòujících zpìtné (reverzní) studium fenotypové manifestace absence bio-
logické aktivity studovaných sekvencí (genù) v definovaných fyziologických podmín-
kách pøípadnì stádiích vývoje rostlin. Základním metodickým prvkem je skrínink kniho-
ven inserèních mutantù metodami vyu�ívajícími polymerasové øetìzové reakce (PCR).
V souèasné dobì nejpou�ívanìj�ími jsou (i) trojrozmìrný skrínink, provádìný pøímo
metodou PCR, zalo�ený na znalosti sekvence insertu a inserènì mutované sekvence a
(ii) hybridizace sekvenènì specifické sondy s filtry nesoucími imobilizované produkty
sady inversnich PCR odpovídajících jednotlivým inserèním lokusùm ve vý�e uvede-
ných knihovnách. Oba tyto pøístupy byly pou�ity k identifikaci inzerèní mutace v genu
kódujícím domnìlý receptor cytokininù, CKI1 (Kakimoto, 1996). Na�e zku�enosti ze
skríninkù nìkolika knihoven ukazují, �e kritickým parametrem pro jejich úspì�nost
jsou pøedev�ím vlastnosti oligonukleotidù pou�itých jako primery v PCR. Prokázalo
se, �e vhodnost oligonukleotidù pro PCR lze se znaènou mírou spolehlivosti stanovit
s vyu�itím poèítaèového programu OLIGO® 4.06.  První inzerèní mutaci v CKI1 genu
jsme identifikovali trojrozmìrným skríningem knihovny mutantù vytvoøené vnesením
autonomního kukuøièného transposonu En-1 do populace Arabidopsis thaliana (Wissman
et al., 1998). Následnì jsme provedli molekulární lokalizaci inserce a genetickou
kosegregaèní analýzu. Pro potvrzení pøíèinné souvislosti nalezeného fenotypu s insercí
En-1 v CKI1 genu jsme vyu�ili genetické nestability En-1 transposonu v inserèním
lokusu. Identifikovali a charakterizovali jsme jak tichou mutaci vedoucí k reversi ke
standardnímu typu, tak novou stabilní mutaci, která zpùsobuje ztrátu funkènosti genu
zmìnou ètecího rámce. V souèasnosti dokonèujeme analýzu expresního profilu genu
CKI1 a jeho funkèních projevù.

Uvedené vyu�ití funkèní genomiky spolu s (i) metodami studia globálních zmìn
exprese genomu s vyu�itím mikroèipových technologií a (ii) komplementární charak-
terizace zmìn proteomu v prùbìhu vývojových procesù nebo v reakci na zmìny vnitø-
ních i vnìj�ích fyziologických faktorù bude hrát zásadní roli pøi studiu øady význam-
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ných biologických fenomenù. Úspì�nost etablování tìchto pøístupù v na�ich laborato-
øích bude zásadním zpùsobem spolupodmiòovat udr�ení dobrého jména èeské biologie
rostlin.
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Studium acetylace histonù molekulárnì�biologickými
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Acetylace nukleosomálních histonù je pova�ována za jev bezprostøednì související
s transkripèní aktivitou (Grunstein 1997). Pøesný mechanismus, jakým transkripci ovliv-
òuje, v�ak není dosud zcela objasnìn. Nejnovìj�í studie naznaèují, �e acetylace histonù
se zøejmì podílejí na zmìnách struktury chromatinu (Turner 1999). Acetylaci podléhají
e-aminoskupiny lysinových zbytkù na N-terminálních koncích v�ech typù histonù nuk-
leosomového jádra. Poèet acetylovatelných míst je u jednotlivých histonù odli�ný.
Acetylace sni�uje pozitivní náboj histonù, proto se isoformy s rùzným poètem naváza-
ných acetátù navzájem li�í svým elektrickým nábojem. Této skuteènosti se vyu�ívá pro
jejich separaci na gelech. Podrobnìj�í informace o celkové úrovni acetylace studova-
ného biologického materiálu lze získat imunodetekcí histonových izoforem po pøenosu
proteinù z gelu na membránu. Pro prokázání pøímé souvislosti acetylace a transkripèní
aktivity urèitého genu se jeví velmi slibnou nedávno zavedená metoda  imunoprecipita-
ce chromatinu (Crane�Robinson a Wolffe 1998).

U rostlin byla problematika acetylací histonù studována jak molekulárnì-biologic-
kými analýzami  (Waterborg 1992, Georgieva et al. 1991) tak i imunocytologickými
metodami (Belyaev et al. 1998, Bù�ek et al. 1998). Technika imunoprecipitace chroma-
tinu je u rostlinných studií teprve v poèátcích.

Pøíprava histonù z rostlinných pletiv
Prvním krokem pøi izolaci histonù je homogenizace materiálu. V na�í laboratoøi

materiál pøedchlazujeme tekutým dusíkem a následnì drtíme ve tøecí misce. Z takto
homogenizovaného materiálu izolujeme bunìèná jádra (Dolferus 1991). Histony jsou
pak extrahovány do 0,4N HCl. Vzhledem k tomu, �e se pøi homogenizaci uvolòuje
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z rostlinných bunìk velké mno�ství katabolických enzymù (napø. proteas) a fenolic-
kých látek, je nutno proteiny izolovat v co nejkrat�í dobì, pracovat  pøi nízkých teplo-
tách a do pou�ívaných pufrù zahrnout látky zabraòující degradaci proteinù jako je PMSF
(fenylmethylsulfonylfluorid) a merkaptoethanol. Pro zachování acetylovaných isofo-
rem je v prùbìhu izolace kritické pou�ití inhibitoru histondeacetylas (butyrátu sodné-
ho).

Separace acetylovaných histonù na AUT-gelech
Pro separaci proteinù podle jejich pøirozeného elektrického náboje se pou�ívá kyse-

lých gelù s moèovinou. V pøípadì, �e  gel obsahuje i triton X-100 (jde o tzv. AUT-gely,
acid�urea�triton), podílí se na separaci proteinù i jejich schopnost vázat se na tento
neiontový detergent. Podrobné informace o slo�ení AUT- gelù lze získat  z práce Wiley
et al. 1999.

Potøebná délka vertikálních deskových AUT-gelù je alespoò 16 cm, pro velmi dobré
rozli�ení jednotlivých acetylovaných isoforem se pou�ívají a� 30 cm gely. Vertikální
elektroforesy s chladícím systémem nabízí  firmy  Hoefer nebo Bio-Rad. Proteiny lze
na gelu zviditelnit nejjednodu�eji pomocí barvení Coomassie blue-R250 nebo
Sypro Ruby (Molecular Probes, USA). Pro detailnìj�í studium kinetiky acetylací a pøe-
dev�ím k lokalizaci jednotlivých acetylovaných lysinù je v�ak nezbytné pou�ití speci-
fických protilátek.

Pøenos proteinù na membránu (western blot) a imunodetekce histonù
Proteiny se pøená�ejí na nitrocelulosovou membránu (Hybond C extra, Amersham) elek-

trickými bloty. Rychlého pøenosu docílíme pou�itím polomokré aparatury (BioRad). Èaso-
vì nároènìj�í, ale kvantitativnìj�í, je pøenos na klasických mokrých blotech (BioRad, Hoefer).

Histony navázané na membránì se inkubují s primární a posléze sekundární protilát-
kou. Na na�em pracovi�ti provádíme imunodetekci izoforem histonù H4. Primární pro-
tilátky jsou polyklonálního pùvodu a jsou specifické k jednotlivým acetylovaným lysi-
nùm histonu H4. Tyto protilátky jsou v souèasné dobì ji� komerènì dostupné, napø.
u firmy Upstate Biotechnology Inc. (Lake Placid, USA) nebo Serotec (Birmingham,
UK). Sekundární protilátka je obvykle znaèena peroxidasou, která je poté zviditelòová-
na chemoluminiscencí (ECL substrát, Amersham) na RTG filmu.

Imunoprecipitace chromatinu (CHIP assay)
Výchozím pøedpokladem pro pou�ití této metody je pøístup k speciálnì purifikova-

ným protilátkám. Jejich komerèní dostupnost je prozatím limitována. Vazba protilátek
specifických k jednotlivým acetylovaným isoformám rozdìluje chromatin na acetylo-
vanou a neacetylovanou frakci. Na základì výsledkù imunoprecipitace pak mù�eme
rozhodnout, zda se studovaná sekvence DNA (gen) nachází v acetylované èásti chro-
matinu èi nikoliv. Lze tak pøímo studovat souvislost mezi acetylací histonù a transkripèní
aktivitou urèitého genu.

Vstupní chromatin se pro imunoprecipitaci pøipravuje z izolovaných bunìèných ja-
der. K jádrùm se pøidává mikrokokální nukleasa, její� mno�ství a dobu pùsobení je
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nutné optimalizovat tak, aby byl chromatin na�tìpen na mononukleosomy a� oligonuk-
leosomy. K takto pøipravenému chromatinu se pøidávají specifické protilátky a smìs se
inkubuje. Vzniklé imunokonjugáty jsou imobilizovány na agarosových kulièkách a od-
dìleny centrifugací od nevázaného chromatinu. Vázaná frakce obsahuje nukleosomy
se specificky acetylovanými histony. V supernatantu zùstává po centrifugaci nevázaná
neacetylovaná frakce. Z obou frakcí pak lze bì�nými metodami izolovat DNA a tuto
podrobit dal�í analýze (hybridizace se specifickými DNA sondami, PCR detekce).
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Plakátové sdìlení pøedstavuje pùvodní metodu pro rychlou a jednoduchou isolaci
nativních mediátorových ribonukleoproteinových èástic (mRNP) metodou magnetické
separace. K isolaci obecných i genovì specifických mRNP z postmitochondriálního
supernatantu je pou�ito paramagnetických èástic  s asociovaným streptavidinem spolu
s biotinylovanými deoxyribonukleotidovými sondami. Byla testována úèinnost dvou
biotinylovaných sond pøi isolaci mRNP z cytoplasmatických extraktù z nezralého pylu
tabáku (Nicotiana tabacum L., cv. Samsun); sondy oligo(dT) a ntp303. Oligo(dT) son-
da pøedstavuje 25-mer deoxythymidinù a byla pou�ita pro nespecifickou isolaci obec-
ných mRNP pøítomných v extraktu. Genovì specifická sonda ntp303 je 25-mer kom-
plementární k sekvenci uvnitø kódující oblasti mRNA pylovì specifického genu ntp303
(Weterings et al., 1992, �torchová et al., 1994). Princip metody je schematicky znázor-
nìn na obr. 1. Po navázání sondy k cílové mRNA byly oligodeoxyribonukleotidové
sondy s asociovanými ribonukleoproteinovými komplexy polapeny paramagnetickými
èásticemi za úèasti streptavidinu a koncentrovány v magnetickém poli. Po odstranìní
nespecificky navázáných proteinù bìhem nìkolika promývacích krokù byly bílkoviny
tvoøící mRNP uvolnìny povaøením vzorkù v naná�ecím pufru pro SDS-PAGE a analy-
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zovány pomocí elektroforesy (Laemmli, 1970) a western blot imunodetekce RNA va-
zebných bílkovin.

Právì popsaná metoda pøedstavuje alternativní pøístup k isolaci mRNP èástic, je rychlá
a obzvlá�tì vhodná pøi pøedpokládané následné práci s bílkovinnou slo�kou uvedených
komplexù. Postup, pøi nìm� dochází v jediném kroku k výraznému nabohacení ribo-
nukleoproteinových èástic ve vzorku mù�e být s výhodou pou�it k zesílení detekce
málo zastoupených mRNA vazebných bílkovin pomocí UV øetìzení a �northwestern�
detekce èi k pøímé identifikaci a biochemické charakterisaci bílkovin interagujících
s RNA, a to nejen mRNA; zále�í jen na vhodném výbìru sondy.
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Obr. 1. Schematické znázornìní magnetické separace ribonukleoproteinových èástic.
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Metodické aspekty studia methylací DNA a acetylací histonù
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 Úvod
První pylová mitosa u krytosemenných rostlin, pøi které dochází ke vzniku vysoce

kondenzovaného jádra buòky generativní a dekondezovaného jádra buòky vegetativní,
je pøíkladem výrazné diferenciace struktury chromatinu. Jeliko� se vegetativní a gene-
rativní jádro velmi li�í i v expresi jednotlivých genù, pøedstavuje pyl vhodný modelový
systém pro studium mechanismù øízení genové exprese na úrovni chromatinu. V sou-
èasné dobì jsou z tìchto mechanismù nejvíce studovány metylace DNA a acetylace
N-terminálních lysinù v nukleosomálních histonech. Pro vlastní studium pylu má zá-
sadní význam volba modelového druhu. Kriteria pro tento výbìr závisejí na tom, zda se
rozhodneme zkoumat zmìny nastávající na úrovni celých jader nebo na úrovni jednot-
livých genù. Zmìny na úrovni jednotlivých genù je nutno analyzovat molekulárnì bio-
logickým metodami, ale pro studium celkových zmìn na úrovni jader je nejvýhodnìj�í
pou�ití imunocytochemických pøístupù.

 Imunocytochemické metody
U této skupiny metod je výhodné si zvolit modelový objekt, který umo�òuje snad-

nou izolaci pylových protoplastù (viz Shivanna a Rangaswamy 1992). Tento po�ada-
vek splòují zejména druhy z èeledi Liliaceae vyznaèující se unikolpátními pylovými
zrny. Nejstudovanìj�ím modelovým objektem z imunocytochemického hlediska je druh
Lilium longiflorum, který je charakteristický také znaènou velikostí pylových zrn a
láèek. Pro studium acetylací histonù v pylových zrnech je zøejmì nevyhnutelné pou�ití
pylových protoplastù, proto�e se jedná o málo odolné epitopy, které by byly pou�itím
kyselé fixace degradovány. Preparáty jsou z pylových protoplastù pøipravovány pomo-
cí cytocentrifugace za souèasného fixaèního pùsobení formaldehydu (Hladilová et al.
1998). Následná permeabilizace preparátù je zaji�tìna pùsobením methanolu a Tritonu
X-100. Detekci epitopù je nejlépe provádìt pomocí nepøímé imunofluorescence
(Hladilová et al. 1998). Pro studium methylací DNA v pylových zrnech není nezbytnì
nutné vyu�ití pylových protoplastù, ale je mo�no rovnì� pøipravovat roztlakové prepa-
ráty. Roztlaky lze nejlépe provádìt ve 45% kyselinì octové. Pøimra�ením vzorkù na
poly-L-lysinovaná skla a následným odstranìním krycích skel je mo�no získat vhodné
preparáty. Kvalita preparátù získaných z cytocentrifugovaných protoplastù je ov�em
obvykle lep�í. V obou pøípadech je nutno zpøístupnit epitopy DNA dal�í permeabilizací
za pou�ití pepsinu, chloroformu, éteru, acetonu a kyseliny chlorovodíkové, která záro-
veò slou�í ke kyselé denaturaci. Pro zkoumání pylových láèek se nám nejvíce osvìdèil
postup zalo�ený na fixaci a permeabilizaci láèek v  suspenzi (Zhang et al. 1995), nikoli
na podlo�ním skle. Láèky jsou postupnì fixovány a permeabilizovány na speciálním
sítku vytvoøeném z nylonové sítky s póry 50 µm umístìném do zkumavky. Permeabili-
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zace pomocí celulasy se provádí a� po formaldehydové fixaci. V pøípadì studia histonù
provádíme i imunodetekce v  suspenzi. Pro studium methylací je nutno chromatin jader
dále opracovat a pro tento úèel pøemís�ujeme èásteènì permeabilizované láèky na
poly-L-lysinovaná skla. V suspenzi je rovnì� mo�né permeabilizovat i celé mikrospo-
ry. Postup je obdobný jako u láèek, ale pro manipulaci s mikrosporami pou�íváme cen-
trifugaci. Pøi studiu methylací DNA je nutno pou�ít dal�í permeabilizaci na podlo�ních
sklech, ale u histonových epitopù je opìt vhodné provádìt i imunodetekci ve zkumavce.
Pro pozorování a dokumentaci je u objektù, které jsou dostateènì ploché (napø.
cytospinovaná jádra) efektivnìj�í dát pøednost klasickému epifluorescenènímu mikro-
skopu pøed konfokálním. Konfokální mikroskop je ov�em velmi u�iteèný v pøípadì
prostorových objektù, napø. pøi studiu mikrospor. Vyhodnocování provádíme pomocí
analýzy obrazu, jako je napø. ISIS (Metasystems). Detailnìj�í popis imunocytochemic-
kých postupù pøi studiu pylu lze nalézt v práci Janou�ka et al. (2000).

Molekulárnì biologické metody
Po�adavky na zkoumaný modelový objekt pro studia methylaèního stavu konkrétní-

ho genu jsou zcela odli�né ne� pro imunocytochemii. Dùle�itá je pøedev�ím mo�nost
izolace dostateèného mno�ství DNA s relativnì malým obsahem repetitivních sekven-
cí. Hlavní modelový objekt rostlinné molekulární biologie Arabidopsis thaliana nepo-
skytuje bohu�el dostatek pylu a druhy, které jsou velmi výhodné pro imunocytochemic-
ká studia, jako je napø. L. longiflorum tomuto po�adavku také nevyhovují, jeliko� obsa-
hují rozsáhle zastoupenou frakci repetitivních sekvencí. Výhodné je volit kompromis
v podobì druhù se støednì velkými genomy, které jsou dobrými donory pylu, jako jsou
napø. Nicotiana tabacum èi jiné druhy z èeledi Solanaceae. Vhodné je i pou�ití dvoudo-
mé rostliny Silene latifolia (Caryophylaceae). Tento druh je rovnì� uspokojivým dono-
rem pylu se støední velikostí genomu a navíc se postupnì stává zdrojem pohlavnì spe-
cificky exprimovaných sekvencí DNA vèetnì genù exprimovaných pøi vývinu pylu.
Jinak èasto pou�ívaná metoda zalo�ená na pou�ití  methylaènì citlivých restrikèních
endonukleas a Southernovì pøenosu má u pylu velmi omezené pou�ití vzhledem k velké
spotøebì DNA pøi studiu unikátních sekvencí. Studium methylace v repetitivních sek-
vencích touto metodou ov�em mù�e na rozdíl od cytochemického pøístupu poskytnout
informaci o místech methylace cytosinu, je� podléhají zmìnám (CG, CNG èi asymet-
rická cílová místa). Mnohem výhodnìj�í pro studium unikátních sekvencí je metoda
genomového sekvenování zalo�ená na modifikaci DNA hydrogensiøièitanem sodným,
která vyu�ívá skuteènosti, �e nemethylované cytosiny jsou nejdøíve pøemìnìny na ura-
cil a následnì (po PCR) na thymin. Jeliko� se jedná o metodu zalo�enou na PCR, umo�-
òuje pracovat s mnohem men�ím mno�stvím DNA. Pro pøípravu DNA se nám nejvíce
osvìdèilo pou�ití DNasy Plant Mini kitu od firmy Qiagen. Pylová zrna pro izolaci vy-
mýváme ze zralých pra�níkù pomocí hexanu. Po vysu�ení provádíme homogenizaci
v tekutém dusíku, kvalitu homogenizace zkontrolujeme pod binokulární lupou. Pylové
láèky nehomogenizujeme, ale vyu�íváme jejich citlivosti k detergentùm. Jeliko� pylo-
vé láèky pøedstavují masu o velkém objemu s relativnì malým obsahem DNA, prová-
díme první extrakci a pøeèistìní podle Dellaporty et al. (1983) ve vìt�ím objemu. Pøesrá-
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�enou DNA dále purifikujeme pomocí DNasy Plant Mini kitu. Výtì�ky DNA jsou ob-
vykle malé, tj. nìkolik stovek nanogramù z 300 ml pylové suspenze. Tento problém
øe�íme pou�itím metody hydrogensiøièitanové modifikace DNA imobilizované v agarose
(Oleg et al. 1996). Ihned po denaturaci jsou ke vzorku pøidány dva objemy 2% agarosy
tuhnoucí pøi nízké teplotì a napipetováním do zkumavky s pøedchlazeným  minerálním
olejem získáme agarosové kulièky obsahující denaturovanou DNA, která je následnì
podrobena modifikaci. Pou�ití agarosy nejen brání renaturaci DNA, která musí být pro
modifikaci zcela denaturovaná, ale také umo�òuje snadnou manipulaci se vzorkem a
sní�ení ztrát templátu. Ze 100 ng templátové DNA je mo�no získat dostatek PCR pro-
duktù pro klonování a následnou analýzu pomocí sekvenování.

 Zhodnocení metod
Oba pøístupy jsou velmi dùle�ité pro studium methylací DNA a acetylací histonù

u rostlin. Imunocytochemické metody jsou relativnì málo finanènì nároèné a umo�òu-
jí snadno získat informaci o celkovém methylaèním stavu DNA v rùzných typech jader
bez nutnosti jejich separace. Vy�adují ov�em zpravidla optimalizaci pro ka�dý nový
zkoumaný druh. Metoda genomového sekvenování je finanènì i èasovì nároènìj�í,
umo�òuje v�ak získat poznatky o úloze methylací DNA v expresi jednotlivých genù.
Tyto poznatky jsou pro posouzení biologické role methylací DNA nepostradatelné, ne-
bo� zmìny odehrávající se na úrovni jednotlivých genù nemusí nutnì korelovat se zmì-
nami celkového methylaèního stavu genomu.

Podìkování: Tato práce byla podporována Grantovou agenturou ÈR (521/98/P061).
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 INTRODUCTION
The first large DNA fragment cloning system  was based on yeast artificial chromo-

some, YAC, (Burke et al. 1987) which allows cloning  of DNA fragments up to 1Mb.
However, several difficulties of YACs have limited the utility of YAC libraries, inclu-
ding their high level of chimerism, insert instability and difficulty of purifying cloned
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insert DNA. It has led to a development of alternative systems using bacteria as the
host. Bacterial  artificial chromosome (BAC) system has been developed (Shizuya et al.
1992) based on E. coli fertility plasmid (F-factor). Another system using P1-derived
artificial chromosome (PAC) has been constructed (Pierce et al. 1992) combining the
features of the bacteriophage P1 and the F-factor-based systems. Both BAC and PAC
are capable of cloning and stably maintaining of DNA fragments larger than 300 kb in
E.coli. Major advantages of BACs and PACs include lower level of chimerism, high
stability in the host cells and the facility and speed of insert DNA purification.

        There are  two widely used BAC vectors - pBeloBAC11 and pECBAC1. Both
vectors carry the chloramphenicol resistance gene and the lacZ gene with cloning sites
for colony color selection. Cloning sites are flanked by recognition sites for rare-cutting
NotI restrictase allowing release of the insert from recombinants. In addition, binary
vectors were developed for Agrobacterium-mediated plant transformation. The most
commonly used binary vector is BIBAC2. All BAC vectors have a unique copy per cell
what has been widely accepted to ensure their stability.

 MAJOR STEPS IN CONSTRUCTION OF BAC LIBRARY
  Successful cloning of large DNA fragments (100-300 kb) is critically dependent on

the integrity of the  DNA to be cloned. Two basic methods are used for isolation of very
high molecular weight DNA (also called megabase-sized DNA) from plants. The pro-
toplast method yields megabase-sized DNA of high quality with a minimal breakage,
but it is more expensive and laborious than alternative nuclei method. The protoplast
method must be optimized for a given plant species while the nuclei method is more
universal and results in lower amounts of contaminant chloroplast DNA. Protoplasts or
nuclei must first be embedded in agarose plugs or microbeads. Agarose acts as a solid
porous matrix which allows diffusion of various reagents for protoplast or nuclear ly-
sis, DNA purification and subsequent manipulation (e.g. restrictase cleavage) while
preventing the isolated DNA from being sheared. To obtain DNA of desired size range,
the embedded DNA is fragmented by a physical shearing or by a partial digestion with
restrictases. The physical shearing yields a more random distribution of DNA frag-
ments but needs subsequent manipulation (repairing the ends) which lowers the yields
of clonable DNA. The reproducible partial digestion of high molecular weight DNA
by restrictases (6-bp cutters like e.g. HindIII) is achieved by varying the time of diges-
tion, concentration of the enzyme or Mg2+ cofactor. After partial digestion, the DNA is
size-selected to obtain desired range of fragment length using pulse-field gel electro-
phoresis (PFGE). Two subsequent size-selections are often performed to remove the
smaller DNA fragments that can compete more effectively with the larger fragments
for vector ends. Fragments 100-300 kb in length are mostly used for ligation. Before
ligation DNA fragments are released from agarose by gelase (or agarase) treatment or
by electroelution. The enzymatic digestion of agarose is straightforward but includes
the heating step (agarose melting) causing breakage of DNA. On the other hand the
electroelution gives DNA of  better quality  resulting in a higher efficiency of BAC
cloning (Strong et al. 1997). Genomic DNA is ligated with restrictase digested and
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CONSTRUCTION OF PLANT BAC LIBRARIES

dephosphorylated vector and then transferred into E. coli. Electroporation has proved
to be the most efficient transformation method thus far. After transformation, recombi-
nant clones (white colonies) are picked manually or robotically (e.g. Q-bot, Genetix, or
Biomek 2000 Robotics Workstation, Beckman) into 384-well microtiter plates contai-
ning a culture medium. The library is stored at -80oC to be ready for screening using
hybridization or PCR.

ANALYSIS OF BAC LIBRARY
The quality of BAC library is usually tested by determining: (1) average insert size,

(2) average number of clones hybridizing with single-copy DNA probes and (3) content
of chloroplast DNA. To determine the average insert size, BAC DNA is isolated from
random recombinant clones, digested with NotI to free the insert and then sized by
PFGE. It is recommended to determine average insert size for every ligation during the
library construction. Genome coverage of the library is determined by screening with
single copy markers by hybridization or PCR. For hybridization, BAC clones are spot-
ted onto the nylon membranes using a multitasking robot. The chloroplast DNA con-
tent in the BAC library is estimated by hybridizing with labeled chloroplast DNA.

SIZE OF BAC LIBRARY
Similarly as in any other genomic library, the number of BAC clones needed to get a

target gene depends on the genome size and the length of average clone insert. The
number of clones in the library is determined using the following equation:
N=ln(1-P)/ln(1-L/G) where, N = number of clones in library, P = probability to get the
target gene, L = length of average insert in bp, G = haploid genome size in bp. This
equation is based on homogenous distribution assumption despite, in practice, the col-
lection of clones is often not randomly distributed. In general, 99% coverage represents
4-5 haploid genome equivalents. BAC libraries with 4-20x genome coverage are usual-
ly used for construction of complete physical maps or whole genome sequencing.

      A number of plant BAC libraries have been constructed including Arabidopsis,
rice, barley and tomato. The growing list of available BAC libraries is on Internet
(�http://hbz.tamu.edu� or �http://www.genome.clemson.edu�).

APPLICATIONS OF BAC LIBRARIES
BAC libraries are used for all kind of modern structural, functional and evolutionary

genomics research. They are important tools for physical mapping, positional cloning
and genome sequencing, especially in the whole genome sequencing projects of com-
plex eukaryotic genomes.

     Recent studies show that BACs are also a promising  tool for physical mapping of
genomes  using fluorescent in situ hybridization (FISH). In plants, FISH is not reliable
with classical vectors containing less than 10 kb of single-copy DNA. Recently, BAC
clones harbouring about 100 kb inserts have been successfully used as probes in FISH
(Lapitan et al. 1997). Repeated DNA sequences  present in BAC clones can be suppres-
sed during hybridization allowing to detect single-copy sequences. FISH with BACs
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was used not only for localization of single-copy genes to chromosomes but also to
compare a gene order in related species (Zwick et al. 1998). Because the gene order is
often highly conserved along chromosomes, probes generated in one species can be
used for mapping in another species. It can accelerate the genome mapping projects
especially when BAC libraries of species with small genomes are used to identify syn-
tenous chromosomal regions in related plant species with larger genomes (Keller and
Feuillet 2000).
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Vyu�ití rRNA genù pro detekci cizorodé DNA ve vzorku
ALE� KOVAØÍK1 A JIØÍ MAYER2

1Biofyzikální ústav AV ÈR, Královopolská 135, 621 65 Brno,
 tel.: 05/415 17 178, email: kovarik@ibp.cz;
2II. Interní klinika FN MU v Brnì-Bohunicích, Jihlavská  20, 639 00 Brno

Bude prezentována univerzální PCR metoda pro stanovení velmi malých mno�ství
DNA v biologickém materiálu. Strategie pøí výbìru cílové sekvence vychází ze znaè-
ného objemu známých nukleotidových sekvencí genù kodujících ribosomální RNA (18S
rDNA). Bude pøedvedena ukázka vyhledávání sekvenèních dat, porovnání sekvenè-
ních homologií a výbìru oligonukleotidových primerù pomocí GCG package sofware.
Na pøíkladu amplifikace genu pro18S rRNA bude demonstrována detekce DNA patho-
genní houby C. albicans odpovídající 10-100 buòkám v 200 ml krve. Vyu�ití 18S rDNA
pro evoluèní studia bude ukázáno na pøíkladu odhalení rodièovských allel rRNA genù
v amfidiploidním genomu N. tabacum.

Podstata metody
V praxi se èasto setkáváme s po�adavkem odhalit pøítomnost malého mno�ství bu-

nìk cizorodého organismu (napøíklad pathogenu) v biologickém materiálu. Ideálním
pøístupem k øe�ení tohoto problému je detekce specifické DNA pomocí polymerasové
øetìzové reakce (PCR). Kromì znaèné citlivosti a specifiènosti výhodou metod zalo�e-
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Obr. 1. Obecná struktura jednotky 18S-5.8S-25S rRNA genu. Obdélníky jsou znázornìny evoluè-
nì konzervované úseky, èarami pak evoluènì divergentní úseky intergenových (IGS) a intrageno-
vých (ITS) sekvencí. TSS � poèátek transkripce rRNA operónu. �ipkami jsou znázornìny páry
primerù pro PCR.

ných na detekci genomu je schopnost odhalení �stopy DNA�  v dobì, kdy ve zkouma-
ném vzorku ji� �ivý organismus není pøítomen. Pøi zahájení  projektu je zpravidla za-
potøebí øe�it otázky spojené s výbìrem cílové sekvence DNA, která je dána informací
o nukleotidovém slo�ení zkoumaného genomu. Aèkoliv kompletní sekvenèní údaje jsou
zatím známy jen pro nìkolik málo modelových organismù, existují skupiny genù, které
ji� byly sekvenovány u znaèného poètu biologických druhù.  Mezi tyto patøí geny kó-
dující ribosomální 18S-5.8S-25S rRNA, jejich� sekvence jsou známy pro více ne� stovku
organismù. Tyto sekvence promìnlivé délky 10-20 kb obsahují na jedné stranì úseky,
které jsou znaènì evoluènì konzervovány, na stranì druhé se zde vyskytují druhovì
specifické motivy (Obr. 1). Tyto vlastnosti rRNA genù (rDNA) znaènì ulehèují výbìr
primerù pro PCR nebo pro pøípadné klonování (Obr. 2). rRNA geny bývají navíc

v genomu pøítomny v nìkolikatisícových kopiích, co� výraznì zvy�uje úèinnost PCR
amplifikace pøi malých mno�stvích vzorku.

Shrnutí základních praktických postupù :
· Výbìr vhodného amplikonu (Obr. 2). Porovnání homologie 18S rRNA genù (napø.

C. albicans v H. sapiens) (Podprogram Homology search/pairwise comparison/
Best fit). Selekce druhovì-specifických motivù. Navr�ení oligonukleotidových
primerù pro rDNA C. albicans

· Optimalizace extrakce DNA z klinického materiálu
1. DNA byla  izolovaná ze 100 µl  nesrá�livé krve.
2. Poru�ení bunìèné stìny: vzorek krve byl preinkubován  s  lytikasou   (10  µg/mL)  pro  lep�í

degradaci  bunìèné  stìny  Candida albicans.
3. Deproteinaci vzorku  jsem  provedli  pøidáním  5  µ  20%  SDS  a  10  ml proteasyK  (20 mg/ml).

Deproteinace probíhala  16 hodin  pøi 52 °C. Poté  byl vzorek  naøedìn na objem 400  µl dest.
vodou, ke  kterému následnì bylo pøidáno 400 µl smìsi  fenol-chloroformisoamylalkohol
(25:24:1) (pøi vy��ím  obsahu proteinù  byla extrakce  opakována). Odebraná vodní fáze
byla  dále  smíchána  se  stejnìm objemem smìsi chlorofom-isoamylalkohol  (24:1).

4. Po  poslední extrakci byla DNA precipitována z vodní fáze pøidáním 3 objemù ethanolu (pøes
noc,  -20 °C).  Pro kvantitativní  precipitaci jsme pøidávali 5 ml  0,25%  lineárního   polyakry-
lamidu.  Precipitát  jsme odstøedili a  promyli 70% ethanolem a  po vysu�ení rozpustili v 20 µl
destilované vody.

VYU�ITÍ RRNA GENÙ PRO DETEKCI CIZORODÉ DNA VE VZORKU
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Obr. 2.  Postup pøi výbìru primerù pro PCR. Èíslo sekvence v databázi lze nejjednodu�eji vyhledat pomocí
internetu napøíklad na adrese http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.  Èíslo sekvence pak uplatníme pøi stahování dat
ve vhodném formátu pro GCG package Wisconsin software, který je speciálním unixovským programem pro
analýzu nukleových kyselin.  Podprogram SEQLAB, který je podporován X-WINDOWS, umo�òuje u�ivatel-
sky pøíjemné prostøedí.  Pro stahování sekvencí jsme pou�ili pøíkaz  �add sequence from��,  pro porovnání
sekvenèních homologií 18S rDNA pak pøíkazy �pairwise comparison �� �best fit alignment�.

· Optimalizace amplifikaèní reakce
Polymerasová   øetìzová  reakce  probíhala v  50 µl  objemu na cykleru Perkin Elmer (USA).
Amplifikaèní smìs obsahovala 20ml naøedìné DNA  a 30 µl amplifikaèního pufru  (1.5 µl 20 mM
C1F  primer  (5�-ACTTTCGATGGTAGGATAG-3�),  1.5  µl  20  mM C1R primer
(5�-TGATCATCTTCGATCCCCTA-3�) (Makimura et al., 1994, Mayer et al., 1998),   5  ml
10 x Taq  pufr (Boehringer), 2 ul 50mM MgCl2, 2 ul 10 mM dNTP (Boehringer), 18  ml   H2O).
Koncentrace  primerù (MWG,  Nìmecko)  byla stanovena spektroskopicky  pøi 260 nm. Zásobní
20 mM roztok byl skladován  pøi -20 °C.  Smìs byla v  0.5 mL tenkostìnných mikrozkumavkách
pøevrstvena  minerálním olejem a  zahøáta na 94°C po dobu 10 min. Poté bylo ke smìsi pøidáno
1.5 jednotky enzymu Taq polymerázy (Boehringer). Amplifikace probíhala za následujících pod-
mínek : 35 cyklù (94°C - 20 s, 55°C - 60 s, 72°C -120  s). Pøibli�nì  20 ml  PCR produktu bylo
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analyzováno v gelové  elektroforese. Separace  fragmentù probíhala  v 1% agaróze  v TAE  pufru
(40  mM Tris-acetát,  1mM EDTA), který obsahoval  ethidium  bromid  v  koncentraci  1  mg/mL.
Po 2 hodinách   elektroforesy  pøi   60V   byly  DNA  fragmenty fluorescenènì detegovány  na
transiluminátoru (310 nm). Jako velikostní standarty  byly pou�ity restrikèní  fragmenty plasmi-
du pUC19 (BstNI). Molekulární hybridizace byla provedena na Nylonové membránì
s radioaktivnì znaèenou sondou 18S rDNA S. cerevisiae.

· Stanovení citlivosti PCR metody.
Po�adavek na citlivost stanovení mù�e odpovídat jedné cílové molekule mezi
104 -105  nehomologními DNA molekulami. V na�em pøípadì byla citlivost sta-
novena pomocí øedìní DNA na 1-10 pg DNA odpovídající pøibli�nì 10-100 buò-
kám C. albicans (Mayer et al., 1998)

· Vyhodnocení experimentálních dat.
Bývá zpravidla jednoduché a funguje na principu je signál/není signál. Jako pozi-
tivní signál se pova�uje detekce fragmentu odpovídající délky po gelové elektro-
forese. Hybridizaèní signály vyhodnocujeme pomocí autoradiografie, fluorogra-
fie, FosforImageru nebo visuálnì v pøípadì pou�ití neradioaktivních metod.

Laboratorní vybavení:
Bì�né laboratorní pøístroje jako je stolní centrifuga, thermostaty, vodní lázeò, PCR

cyklér, gelová elektroforesa, UV transiluminátor, (hybridizaèní pec, laboratoø pro práci
s radiaktivitou). Poèítaè s napojením na GenEMBL databáze. Software umo�òující
kvalitní porovnávání nukleotidových sekvencí a databázovou re�er�i (GCG package,
Dnasis)

Zhodnocení finanèní a èasové nároènosti
Pro velmi citlivé stanovení cizorodé DNA je tøeba poèítat s cca 72 hodin. Lze v�ak

zpracovávat souèasnì více vzorkù. Odhad finanèních nákladù na jeden vzorek je nízký
a pohybuje se v rozmezí 20-50 Kè. S molekulární hybridizací je�tì 48-72 hodin navíc a
rovnì� finanèní nároènost mù�e vzrùst a� desetinásobnì.

Tipy a triky
Pozornost je tøeba vìnovat zejména vhodnému výbìru primerù. Poèítaèové progra-

my pro analýzu DNA ji� mají podprogramy umo�òující optimální selekci primerù v dané
sekvenci. Základní parametry primerù jako je jejich délka, obsah GC, teplota tání lze
i bez programù kalkulovat pomocí jednoduchých vzorcù (Sambrook et al.,1989). Vzhle-
dem ke známé  vlastnosti Taq polymerasy nestejnomìrnì amplifikovat DNA sekvence
rùzného nukleotidového slo�ení, bývá výbìr amplikonu znaènì kritický. Na zaèátku
experimentu je vhodné otestovat kombinaci nìkolika oligonukleotidù a posléze vybrat
ty z nich, které poskytují specifický signál pøi maximálním øedìní templátové DNA.
Pøi zavádìní metody je vhodné urèit nukleotidovou sekvenci získaného PCR produktu,
nebo se alespoò pøesvìdèit o jeho specifitì restrikèním �tìpením.

VYU�ITÍ RRNA GENÙ PRO DETEKCI CIZORODÉ DNA VE VZORKU



188

Fyzická lokalizace DNA sekvencí na rostlinných
chromosomech metodou PRINS
MARIE KUBALÁKOVÁ, JAN VRÁNA, JARMILA ÈÍHALÍKOVÁ, MARTIN LYSÁK, JAROSLAV DOLE�EL

Ústav experimentální botaniky, Laboratoø cytogenetiky a prùtokové cytometrie, Sokolovská 6,
77 200 Olomouc, tel.: 522 85 21, email: mariek@aix.upol.cz

Pro fyzickou lokalizaci repetitivních sekvencí i jednotlivých genù na chromosomech
se tradiènì pou�ívá fluorescenèní in situ hybridizace FISH (Landegent et al. 1985).
V roce 1989 vyvinul Koch se spolupracovníky (Koch et al. 1989) alternativní metodu,
kterou nazvali PRINS (Primed In Situ labelling). Princip metody spoèívá v nasednutí
primerù na denaturovanou chromosomovou DNA a v tvorbì nového úseku pomocí
DNA polymerasy. Reakèní smìs musí obsahovat jeden nebo více znaèených nukleoti-
dù. Znaèeny mohou být buï fluorescenènì, díky tomu je mo�né okam�itì po ukonèení
reakce pozorovat místo syntézy DNA pomocí fluorescenèního mikrospou nebo je také
mo�né pou�ívat nukleotidy znaèené digoxigeninem nebo avidinem. V tomto pøípadì je
reakèní produkt nutné detegovat pomocí fluorescenènì znaèené protilátky. Na rozdíl
od FISH tedy není pro PRINS nutné pøipravovat znaèené sondy. Proto�e jsou sondy
(primery) neznaèené, je mo�né je pou�ívat ve vy��ích koncentracích ne� v pøípadì FISH
a tak dosáhnout vysoké citlivosti. Dal�í zvý�ení citlivost umo�òuje tzv. �cycling-PRINS�.
Tato metoda, kterou poprvé pou�ili Gosden et al. (1991), spoèívá v opakování reakè-
ních cyklù (denaturace, nasednutí primeru a syntéza) stejnì jako v pøípadì PCR reakce.

Pomocí PRINS èi C-PRINS lze lokalizovat sekvence DNA na roztlakových prepará-
tech, na preparátech pøipravených nakápáváním izolovaných protoplastù nebo je mo�-
né pou�ít chromosomy tøídìné pomocí flow cytometru. Materiál pou�itý pro pøípravu
roztlakových a protoplastových preparátù by mìl obsahovat dostateèné mno�ství bu-
nìk nacházejících se v metafázi.  Pro daný úsek DNA, který chceme lokalizovat si
navrhneme primery. Cyklovanou C-PRINS reakci provádíme na cycleru s nástavcem
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pro mikroskopická sklíèka. Výsledek reakce pozorujeme ve fluorescenèním mikrosko-
pu, chromosomy si zviditelníme fluorochromem DAPI nebo PI.

Pracovní postup
Není tøeba �ádné pøedbì�né opracování preparátu jako je tomu v pøípadì FISH.

Na mikroskopické sklíèko nalepíme okolo chromosomù speciální samolepící rámeèek
(MJ Research nebo Hybaid), nakápneme reakèní smìs, pøilepíme plastové víèko, které
se dodává s rámeèkem. Provedeme reakci, která se skládá u PRINS z denaturace pøi
91-94°C po dobu 1-5 minut, nasednutí primerù pøi teplotì 50-60°C po dobu 15 minut a
syntézy nového znaèeného úseku DNA pomocí polymerasy pøi teplotì 72°C po dobu
30-60 minut. Pøi C-PRINS reakci se teploty zkracují na 1 minutu i ménì a provede se
10-60 cyklù. S ka�dým cyklem se intenzita fluorescence na lokalizovaných úsecích
zvý�í. Nakonec reakci zastavíme pomocí pufru s NaCl pøi 70°C, 3x promyjeme pufrem
a podbarvíme pøíslu�ným fluorochromem. Preparát zavøeme do montovacího media
Vectashield a pøilepíme krycí sklíèko.

Vyhodnocení experimentálních dat
Pozorování na fluorescenèním mikroskopu provádíme buï ve filtrech pro jednotli-

vé fluorochromy, obrázky snímáme kamerou a skládáme v poèítaèi nebo pou�ijeme
dvojité filtry a exponujeme na citlivý Kodak Ektapress Multi film (100-1000 ASA).

Zhodnocení finanèní a èasové nároènosti
Na 1 mikroskopické sklíèko  se pou�ívá 25 nebo 50 µl reakèní smìsi, ve které nej-

dra��í slo�ka jsou znaèené nukleotidy a DNA polymerasa. Pøi cyklované reakci je mo�-
no pou�ít koncentraci  2 µM fluorescenènì znaèeného nukleotidu, kde�to u necyklova-
né se pou�ívá a� 8 µM. V na�ich experimentech se osvìdèila Finzyme polymerasa,
která je velmi levná. Samolepící rámeèek je druhá finanènì nároèná polo�ka.

Pro lokalizace dlouhých repetic napø. FokI u bobu staèí 1 cyklus, který spolu
s promytím  a  navázáním fluorochromu trvá asi 30-40 minut. Cyklovaná reakce, podle
poètu cyklù a délky jednotlivých teplotních krokù, trvá asi 3 hodiny. Klasická FISH
reakce trvá obvykle 2 dny.

Úskalí metody
Podmínkou dobrého probìhnutí reakce je pøíprava kvalitních preparátù, pokud mo�-

no s co nejmen�ím pøekrytím chromosomù cytoplasmou. Taky je tøeba zabránit po�ko-
zení chromosomù nukleasami, proto�e vytvoøené niky jsou pøi reakci pøíèinou nespeci-
fického znaèení chromosomù. Optimální podmínky reakce je zapotøebí stanovit pro
ka�dý druh zvlá�t. Velmi dùle�ité je stáøí preparátù a pomìr znaèeného a neznaèeného
nukleotidu.

Srovnání s alternativními metodami
Pro FISH reakci potøebujeme namno�it a izolovat sondu z plasmidu a naznaèit ji

nebo znát primery a vyrobit znaèenou sondu pomocí PCR, kde�to u PRINS reakce

FYZICKÁ LOKALIZACE DNA SEKVENCÍ NA ROSTLINNÝCH CHROMOSOMECH METODOU PRINS
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Jedním z pøístupù k lokalizaci a studiu struktury heterochromatinu je pou�ití spe-
cifických protilátek vùèi DNA nebo proteinovým epitopùm. Jejich distribuce v interfá-
zním jádøe odrá�í strukturu a funkci chromatinu. Jedním z nejdùle�itìj�ích pøedpokla-
dù pro takovéto studie je pøíprava cytologických preparátù, které svou kvalitou musí
splòovat nároèné po�adavky imunocytochemických metod. Jedná se zejména o zacho-
vání pùvodní organizace jádra, usnadnìní penetrace protilátek a samozøejmì zachování
sledovaných epitopù.  Pøi studiu rostlinných jader je nutné dbát zejména na dùsledné
odstranìní bunìèné stìny, která znesnadòuje pronikání protilátek a vyznaèuje se silnou
autofluorescencí.  Øe�ením tohoto problému je pøíprava mikrotomových øezù nebo
odstranìní bunìèných stìn pùsobením enzymatických roztokù obsahujících celulasu a
pektinasu.

K nejzajímavìj�ím modelùm rostlinné cytologenetiky patøí Rumex acetosa (��ovík
kyselý). Samièí rostliny tohoto druhu mají 14 (karyotyp 12A+XX) a samèí 15 chromo-
zómù (12A+XY1Y2). Pohlaví rostlin je urèeno na základì pomìru poètu chromosomù
X a sad autosomù, podobnì jako u drozofily. Chromosomy Y nejsou pro vznik samèího
pohlaví nezbytné, ale jsou zodpovìdné za vývoj fertilního pylu z mikrosporocytù. Vel-
mi zajímavým poznatkem je jejich heterochromatický charakter (Váòa 1972). Recentní
údaje prokázaly, �e jde zøejmì o heterochromatin konstitutivní, nebo� v chromosomech
Y do�lo evoluènì k akumulaci specifických repetitivních sekvencí (Shibata et al. 1999).
Tyto chromosomy perzistují v interfázních jádrech jako tzv. chromocentra. Zejména
jejich výskyt nabízí tento druh k analýze struktury interfázních jader.

Proto�e chromocentra se vyskytují v jádrech izolovaných pouze z nìkterých ple-
tiv samèích rostlin, bylo pro studium struktury interfázních jader rodu Rumex nutné
vypracovat metodiku jejich pøípravy z diferencovaných pletiv. Jako vhodný zdroj jader

pou�íváme neznaèené primery a  znaèené nukleotidy v reakèní smìsi. Pou�ití neznaèe-
ných primerù dovoluje zvý�it jejich koncentraci asi 10krát a tím zvý�it i citlivost reak-
ce. Ka�ký cyklus zvy�uje intenzitu signálu asi o 20 %, co� umo�òuje i detekci jednotli-
vých genù (Shi 1996).
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byly vybrány listy z rostlin se známým pohlavím. Metoda zalo�ená na pøípravì proto-
plastù se ukázala jako nevhodná, proto�e docházelo k inhibici pùsobení enzymù (prav-
dìpodobnì pùsobením sekundárních metabolitù pøítomných v listech R. acetosa). Bylo
proto tøeba vypracovat postup, který by vedl k izolaci jader jinou cestou ne� s pou�itím
enzymatických smìsí. Ukázalo se, �e jádra lze v dostateèném poètu i kvalitì získat
mechanickým rozbitím bunìk. V prvním kroku jsou listy rozsekány �iletkou, pøièem�
dochází k uvolòování jader do izolaèního pufru. Tento pufr obsahuje látky, které zaji�-
�ují ochranu jejich struktury jader (spermidin) a zároveò obsahuje Triton-X-100, který
selektivnì lyzuje biomembrány obklopující napø. chloroplasty, tak�e dochází k uvolòo-
vání chlorofylu, ale nedochází k poru�ení integrity jaderné membrány. V�echny ostatní
kroky je  nutné provádìt na ledové lázni. Pufr  s uvolnìnými jádry je odebrán pipetou a
dvakrát pøecezen pøes mlynáøské hedvábí (velikost pórù 100 µm). Jaderná suspenze je
poté pøenesena do centrifugaèní kyvety a sedimentována v chlazené centrifuze 10 minut
pøi 800 g. Supernatant je opìt odebrán a sediment resuspendován v  izolaèním pufru,
poté následuje dal�í centrifugace. Tento krok je opakován, dokud má sediment zelenou
barvu. (Pøítomný chlorofyl dává v mikroskopu silnou èervenou autofluorescenci, co�
znemo�òuje vyhodnocení preparátù.) V dal�ím postupu je nutné zvolit specifické stra-
tegie pro studium jednotlivých epitopù. Pro studium DNA epitopù (napø. 5-methylcyto-
sin) mù�e být pou�ita kyselá fixace, která výbornì permeabilizuje bunìèný materiál.
Proto je po poslední centrifugaci supernatant odebrán, sediment resuspendován a fixo-
vám ve Farmerovì fixá�i (ethanol : kyselina octová, 3:1). Takto pøipravená jádra jsou
kapána na oèi�tìná podlo�ní skla. Pro studium proteinových epitopù (napø. acetylova-
ných histonù) je nutné pou�ít neextrakèní fixaci, která by je nepo�kozovala èi zcela
neodstraòovala. Osvìdèilo se naná�ení jader na skla metodou cytocentrifugace ve form-
aldehydové fixá�i (Hladilová et al. 1998). Sediment je resuspendován v pufru a do
cytocentrifugaèního komínku je napipetováno asi 100 ml jaderné suspenze a 500 ml
formaldehydové fixá�e. Následuje centrifugace 10 minut pøi 500 g. Preparáty jsou ihned
ponoøeny do vychlazeného methanolu ke zvý�ení permeability. Takto pøipravené pre-
paráty mohou být ihned pou�ity  pro protilátkové reakce nebo krátkodobì skladovány
v  50% glycerolu v chladnièce.

Dal�ím krokem je imunodetekce na preparátech pøipravených vý�e uvedeným
zpùsobem. Empiricky je nutné stanovit zejména koncentraci a také dobu pùsobení pri-
mární protilátky. Pøi vy��ích koncentracích jsou celá jádra silnì znaèená a rozdíly mezi
euchromatinovými a heterochromatinovými oblastmi by nebyly patrné. Jako nejvhod-
nìj�í se ukázala inkubace po dobu nejménì 24 hodin, aby protilátka mìla mo�nost
proniknout do vnitøních struktur jádra. Pøi takto dlouhé inkubaci je v�ak nutné prepará-
ty chránit pøed vyschnutím krycím sklem a zarámováním gumovým lepidlem.

Pro analýzu methylace DNA byla pou�ita specifická my�í monoklonální protilát-
ka vùèi 5-methylcytozinu (Podesta et al. 1993). DNA je v heterochromatických oblas-
tech výraznì methylována (Lewis a Bird 1991). Proto lze na základì distribuce
5-methylcytozinu charakterizovat strukturu interfázních jader. Zjistili jsme, �e hetero-
chromatické bloky se u samèích i samièích jader nacházejí zejména na okrajích jádra a
�e mezi samèími a samièími jádry v�ak nejsou výraznìj�í rozdíly. Odli�né výsledky
pøinesly reakce s králièí polyklonální protilátkou rozpoznávající acetylovaný lysin

IMUNODETEKCE HETEROCHROMATINU V INTERFÁZNÍCH JÁDRECH
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Úvod
Technologie DNA microarrays vznikla z potøeby úèinnìj�í analýzy vysoce komplex-

ních genomù �ivoèichù a rostlin. Podobnì jako metody Southern nebo Northern blot-
tingu je zalo�ena na hybridizaci nukleových kyselin, av�ak na rozdíl od konvenèních
postupù dovoluje analyzovat øádovì a� desetitisíce sekvencí najednou. Toho je dosa�e-
no imobilizací DNA sond ve vysoké hustotì na pevných (nejèastìji sklenìných) nosi-
èích. Dal�í zvlá�tností je, �e pro hybridizaci na microarrays se vyu�ívá pøevá�nì fluo-
rescenèního znaèení, co� umo�òuje hybridizovat souèasnì nìkolik vzorkù znaèených
rùznì barevnými fluorochromy. Jednotlivé elementy arrays jsou tvoøeny buï del�ími
fragmenty DNA nebo krátkými oligonukleotidy a v terminologii microarrays jsou ozna-
èovány jako sondy (probes), zatímco znaèená DNA nebo RNA pøítomná v hybridizaè-

v N-terminální pozici 5 histonu H4 (Turner et al. 1989). Na jádrech izolovaných ze
samièích rostlin protilátka reagovala zejména s euchromatinovými úseky, které jsou
transkripènì aktivní, a tedy mají vy��í obsah acetylovaných histonù H4. V heterochro-
matických oblastech byl signál výraznì slab�í. Na preparátech pøipravených ze sam-
èích rostlin se asi v 15% pøípadù vyskytovala jádra, ve kterých se nacházela dvì peri-
ferní vysoce kondenzovaná tìlíska, která s protilátkou nereagovala. Je zøejmé, �e by se
mohlo jednat o pøe�ívající chromozomy Y: tento závìr je�tì bude ovìøen pomocí fluo-
rescenèní in situ hybridizace s Y-specickou DNA sondou. V obou pøípadech (detekce
5-methylcytosinu resp. acetylovaných histonù H4) byla visualizace signálù provádìna
s pomocí anti-my�í resp. anti-králièí protilátky znaèené FITC a preparáty byly vyhod-
nocovány ve fluorescenèním (Olympus Provis) nebo konfokálním (Nikon) mikroskopu.

Tato metoda pøípravy interfázních jader z diferencovaných rostlinných pletiv a
jejich následné imunochemické analýzy se zdá být velmi vhodná pro studium jejich
vnitøní struktury. Na rozdíl od metod pøípravy pletivových øezù nebo izolace protoplas-
tù je velmi nenároèná na pøístrojové vybavení, a také finanèní náklady nejsou (s výjim-
kou nákupu protilátek) nijak vysoké.

Podìkování: Tato práce byla finanènì podporována Grantovou agenturou AV ÈR (A5004901).
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ním roztoku se nazývá target (v tomto pojednání bude oznaèována jako vzorek). Tato
terminologie je z hlediska klasických hybridizací (kde se sondou rozumí znaèená
DNA/RNA) ponìkud matoucí, av�ak v souèasné dobì je ji� v�eobecnì zavedená a
pou�ívaná.

Metody pøípravy DNA arrays
Imobilizace dlouhých fragmentù DNA

Pou�ívá se pro sondy tvoøené fragmenty cDNA, ESTs, pøíp. i vìt�ími klony (BAC,
YAC). DNA je naná�ena robotickými manipulátory na speciálnì upravená mikrosko-
pická sklíèka (silanizovaná nebo pota�ená poly-lysinem), na která je následnì pøichy-
cena chemicky nebo pomocí UV záøení. Proces naná�ení sond vìt�inou vyu�ívá kovo-
vých hrotù s vyøíznutými drá�kami, do kterých je roztok DNA nasáván kapilárními
silami; po dotyku hrotu se sklíèkem se vytváøejí nanolitrové kapièky pøedstavující jed-
notlivé elementy arrays. Tyto elementy mají po zaschnutí a zafixování prùmìr kolem
100-150 µm. Pøi 300 µm rozestupech elementù mù�e microarray velikosti mikrosko-
pického sklíèka pojmout a� 15 tisíc sond.

Fotolitografická technika
Spoèívá v syntéze oligonukleotidù pøímo na sklíèku s vyu�itím reagencií citlivých

na svìtlo. Syntéza zaèíná na syntetických linkerech, pøichycených na sklíèko a chránì-
ných fotoreaktivními chemickými skupinami. Pokud jsou úèinkem svìtla aktivovány,
mohou být linkery v následujícím kroku prodlou�eny o dal�í nukleotid, který je opìt
blokován fotoreaktivní skupinou. Jeliko� syntéza probíhá jen v ozáøených èástech sklíèka,
lze aplikací fotolitografických masek, které stíní nebo naopak odkrývají jednotlivé ele-
menty, dosáhnout syntézy rùzných sekvencí v jednotlivých elementech arraye. Takto
pøipravené arraye jsou vìt�inou oznaèované jako DNA èipy a bì�nì obsahují a� 300
tisíc elementù na plo�e nìkolika cm2 (experimentální verze DNA èipù ji� obsahují i pøes
milión sond).

Pøíprava arrays pomocí poèítaèových tiskáren
Tato metoda se stejnì jako pøedchozí pou�ívá k de novo syntéze oligonukleotidù,

av�ak reagencie jsou dopravovány na array pomocí upravených piezoelektrických nebo
termálních inkoustových tiskáren.

Ostatní metody
Kromì vý�e uvedených metod existuje øada postupù, které z nich vycházejí nebo

jsou jejich kombinací (napø. naná�ení polyakrylamidových bloèkù, na nì� jsou fixová-
ny oligonukleotidy), a navíc jsou vyvíjeny i zcela originální techniky, jako je napø.
syntéza oligonukleotidových èipù pomocí hydrodynamické fokusace reagencií. Zvlá�t-
ní kategorií jsou arrays pøipravované naná�ením sond nebo kultivací bakteriálních ko-
lonií na �klasických� hybridizaèních membránách. I kdy� lze pomocí speciálních ma-
nipulátorù naná�et vzorky s velkou pøesností i na tyto nosièe, jejich vlastnosti (rozpíje-
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ní vzorkù, nerovnomìrný povrch) negativnì ovlivòují maximální hustotu a zpracování
takto pøipravených arrays.

Metodika experimentù
Pro hybridizaci na microarrays jsou vzorky nejèastìji znaèeny enzymatickou inkor-

porací dNTPs konjugovaných s vybranými fluorochromy (velmi èasto se pou�ívají
Cye3-dUTP a Cye5-dUTP, které mají dobøe oddìlená excitaèní a emisní spektra, vyka-
zují relativnì vysokou úèinnost inkorporace a dobrou fotostabilitu). V pøípadì analýzy
mRNA se znaèení provádí bìhem reversní transkripce s vyu�itím oligo-dT jako prime-
ru; pro znaèení DNA se pou�ívají bì�né postupy (random priming, PCR). Samotná
hybridizace probíhá ve velmi malých objemech (øádovì desítek mikrolitrù), tak�e kon-
centrace znaèené DNA je vysoká a hybridizace má rychlou reakèní kinetiku. Hybridi-
zaèní pufry a podmínky vycházejí z metodik, pou�ívaných pøi hybridizacích na mem-
bránách. Hybridizaèní signály jsou detegovány pomocí speciálních skenerù, které exci-
tují jednotlivé fluorochromy a zaznamenávají intenzitu fluorescence. Výstupem bývá
16-bitový TIFF obrázek, který je následnì analyzován speciálními programy, schopný-
mi lokalizovat jednotlivé elementy arrays a vypoèítat celkovou intenzitu signálu po
odeètení fluorescence pozadí. V souèasné dobì existuje nìkolik integrovaných softwa-
rových systémù, umo�òujících management dat a sledování jednotlivých sond (ele-
mentù arrays) od okam�iku jejich pøípravy a naná�ení na array a� po výsledky hybridi-
zací. Dal�í programy jsou vyvíjeny za úèelem efektivní analýzy dat (�data mining�).

Aplikace
Monitorování genové exprese

Mo�nost provádìt hybridizaci se dvìma nebo více rùznì znaèenými vzorky zároveò
se výraznì uplatòuje pøi studiu genové exprese. Populace mRNA z kontrolního a srov-
návaného vzorku (jiný typ pletiva, jiné experimentální podmínky, apod.) jsou znaèeny
vybranými fluorochromy, smíchány a hybridizovány souèasnì na jednu array, èím�
jsou zaruèeny naprosto stejné podmínky hybridizace i vyhodnocení. Jako sondy jsou na
array naná�eny klony cDNA nebo ESTs, v pøípadì DNA èipù jsou syntetizovány oligo-
nukleotidy podle sekvencí známých genù. Velkou výhodou je, �e lze sledovat hladinu
exprese velkého poètu genù v závislosti na pou�itých experimentálních podmínkách a
tím kromì identifikace tìch, jejich� exprese se zmìnila, i usuzovat na jejich mo�né
vazby a regulaèní dráhy. Tak byly napø. charakterizovány nìkteré metabolické dráhy
kvasinek (s vyu�itím arrays obsahujících v�ech 6200 známých nebo pøedpokládaných
genù S. cerevisiae).

Detekce mutací
DNA èipy mohou být konstruovány tak, �e obsahují øady oligonukleotidù, jejich�

sekvence se èásteènì pøekrývají a odpovídají sekvenci urèitého genu. Ka�dý oligonuk-
leotid je na èipu ve ètyøech variantách, li�ících se jednou bazí v centrální èásti oligo-
nukleotidu. Hybridizací znaèeného fragmentu, získaného napø. PCR amplifikací dané-
ho genu lze zjistit, zda ve své sekvenci obsahuje bodové mutace a pokud ano, tak jaké.

J. MACAS
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Tohoto postupu se vyu�ívá i ke konstrukci nové generace genetických map, zalo�ených
na polymorfismu jednotlivých nukleotidù (singlenucleotide polymorphisms - SNPs).

Sekvenování
Pro sekvenování pomocí hybridizace se pou�ívají podobné èipy jako pro detekci

mutací, av�ak obsahující v�echny permutace bazí pro oligonukleotid dané délky nebo
jeho èást. Sekvence se pak rekonstruuje pomocí slo�itých poèítaèových algoritmù na
základì hybridizaèních signálù z oligonukleotidù se vzájemnì se pøekrývajícími sek-
vencemi. Pøesto�e jde o velmi perspektivní metodu, je pro její �ir�í vyu�ití tøeba vyøe�it
nìkteré principiální problémy spojené napø. se sekvenováním repetitivních sekvencí.

Analýza genomù
V poslední dobì se zaèínají objevovat metody vyu�ívající DNA arrays i èipù pro

analýzu zastoupení jednotlivých typù sekvencí v komplexních genomech eukaryot.
Pøíkladem mù�e být mezidruhová srovnávací analýza skupin repetitivní DNA, pøi kte-
ré jsou klony tìchto repetic naneseny na microarray a postupnì hybridizovány se zna-
èenou genomickou DNA jednotlivých druhù.

Závìr
Vzhledem k mo�nostem, které vyu�ití DNA microarrays nabízí pro základní i apli-

kovaný výzkum, a k pøekotnému vývoji nových technologií je nemo�né postihnout
v�echny aspekty této metody v jediném pøehledu. Pøípadné zájemce o podrobnìj�í in-
formace proto odkazuji na pøehled literatury a odkazù na WWW stránce Laboratoøe
molekulární cytogenetiky UMBR (http://www.umbr.cas.cz/806_www/arrays/
arrays.htm).

V. PAÈES

Genomics: Strategies and Methods
VÁCLAV PAÈES

Institute of Molecular Genetics AV ÈR and Center for Molecular Genetics, V�CHT Praha,
CZ16637 Prague, Czech Republic
Phone: (420-20) 201 83 541, email: vpaces@img.cas.cz

One of the major advances of molecular genetics in recent years is the development
of methods for DNA sequencing. These methods became so efficient that determinati-
on of the complete DNA sequence of even very complex organisms is now possible.
This development led to the establishment of a new branch of biology � genomics.

Genomics consists of three major stages: sequencing of a genome, complex analysis
of the obtained nucleotide sequence by bioinformatics tools, and experimental assign-
ment of functions to individual genes and regulatory elements (functional genomics).
The ultimate goal of genomics is to completely describe metabolism and internal ne-
tworks of organisms, and their evolution.

There are two major strategies applied in genome sequencing. The more conservati-
ve one is based on careful mapping of restriction sites in DNA. DNA is then fragmen-
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ted by partial digestion with selected restriction enzymes and fragments of appropriate
lengths are inserted into a suitable vector. In bacterial genome projects often cosmid
vectors are used. These vectors accommodate DNA fragments of 35 to 40 kb. The
clones are then analyzed for presence of restriction sites and cosmid encyclopedia is
created where overlaps of individual cosmids are established. In the genome projects of
more complex organisms with larger genomes, e.g. divided to several chromosomes,
vectors accommodating larger DNA fragments are used (often BACs or YACs).

Individual clones are then further fragmented and the resulting smaller DNA frag-
ments are subcloned with specialized sequencing vectors such as M13-derived or
pUB-derived vectors. These subclones are sequenced and the final complete nucleotide
sequence is then assembled. This assembly is based on the presence of the mapped
restriction sites and on overlapping sequences in the case of random fragmentation
(e.g. by sonication) or by partial digestion with frequently cutting restriction enzymes.

This �ordered� strategy is rather elaborate but it has the advantage of constant con-
trol over the growing sequence information: the researchers always know which part of
the genome they is working on.

The other strategy (the so called �shotgun strategy�) is based on random fragmenta-
tion of the whole genome or chromosome. The fragments are inserted directly to a
sequencing vector and they are sequenced. The assembly of the final nucleotide se-
quence is based on the sequence overlaps. With this strategy fast accumulation of the
sequence data is achieved from the very beginning of the project. At first no contigs are
generated but at the later stages long contigs are assembled from the primary data.
At the stage when approximately 80 to 90 % of the nucleotide sequence is determined
and is present is several long contigs further sequencing of the random fragments yields
redundant information. At this stage sequencing of selected restriction fragments or
PCR generated DNA or the primer-walking strategy are necessary.

These two major large-scale DNA sequencing strategies have each their advantages
and disadvantages. The major advantage of the �shotgun� strategy is fast data acquisi-
tion. This strategy is used by large laboratories. The �ordered� strategy has the advanta-
ge of the later functional analysis of the genome in question because individual clones
containing complete genes can be deleted from the genome or subjected to further
experimentation.

The methods used for DNA sequencing belong to common arsenal of any good mo-
lecular biology laboratory. The Sanger dideoxy method is generally used with fluores-
cent rather then radioactive labels. Often the cycling sequencing based on the polyme-
rase chain reaction (PCR) is used.

Genome projects heavily depend on good and efficient software. This is fundamen-
tal not only for data assembly but also for analysis of the DNA sequence. This analysis
starts with the search for individual genes and regulatory elements and continues with
variety of predictions and comparisons with the database entries. Bioinformatics tools
are the bottleneck of the present genomics with extremely high potential for improve-
ment and exploitation.

Even in the simplest genomes (Table 1) 20 to 30% of the genes have unknown func-
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tion. Deletion or inactivation of these genes is one way how to analyze these functions.
However, this is a difficult task especially with genes vital for the organism.

Extremely efficient genome analysis is now being achieved by the so called serial
analysis of gene expression (SAGE). This method is based on sequence analysis of
cDNA ends derived from mRNA expressed in studied tissues. Thus profiles of expres-
sed genes are obtained. Another method of genome analysis is using biochips consi-
sting of microarrays of genes or oligonucleotides which hybridize to messenger RNAs
expressed under various conditions. This leads to identification and characterization of
proteins present in cells and determination of changes in the protein profiles e.g. in
development and differentiation.

Genomics is a field of biology that undoubtedly will strongly influence life of men in
the next Century.

This work was supported by grant  VS96074 of the Ministry of Education Youth and Sports.

Tab. 1. Completed Genome Projects

Category Species Genome size (Mb) Genes

Actinobacteria Mycobacterium tuberculosis 4,4 4,397
Chlamydia Chlamydia pneumoniae 1,1 1,000

Chlamydia trachomatis 1,0 937
Cyanobacteria Synechocystis sp. PCC6803 3,6 3,215
Gram-positive bacteria Bacillus subtilis 4,2 4,221

Mycobacterium tuberculosis 4,4 4,000
Mycoplasma genitalium 0,5 503
Mycoplasma pneumoniae 0,8 707
Uroplasma urealyticum 0,7 640

Oxygen-reducing bacteria Aquifex aeolicus 1,5 1,572
Proteobacteria Campylobacter jejuni 1,6 1700

Escherichia coli 4,6 4,397
Haemophilus influenzae 1,8 1,791
Helicobacter pylori 1,7 1,609
Neisseria meningitidis 2,3 2,158
Rickettsia prowazekii 1,1 834

Radioresistant bacteria Deinococcus radiodurans 3,2 3,000
Spirochete Borrelia burgdorferi 0,9 1,279

Treponema pallidum 1,1 1,082
Archaea Aeropyrum pernix 1,7 2,000

Archaeoglobus fulgidus 2,2 2,456
Methanobacterium thermoautotrophicum1,7 1,914
Methanococcus jannaschii 1,6 1,813
Pyrococcus horicoshii 1,7 2,027
Thermotoga maritima 1,8 1,877

Fungi Saccharomyces cerevisiae 12 6,548
(16 chromosomes)

GENOMICS: STRATEGIES AND METHODS
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Praktické vyu�ití mikrosatelitových markerù pøi sledování
genetické variability populací
MARKÉTA POSPÍ�KOVÁ

Výzkumný ústav Silva Taroucy pro krajinu a okrasné zahradnictví, Kvìtnové námìstí,
252 43 Prùhonice, tel.: 02/677 50 038, email: pospiskova@vuoz.cz

V pøíspìvku je krátce shrnuta podstata metody detekce mikrosatelitù vèetnì základ-
ních praktických postupù pøi jejich analýze. Struènì je zmínìna mo�nost vyhodnocení
získaných experimentálních dat a jejich dal�ího vyu�ití pøi sledování populací.

Pøi studiu populací se stále èastìji vyu�ívají metody zalo�ené na analýze DNA. Roz-
díly na úrovni DNA (DNA polymorfismus) nejsou oproti morfologickým znakùm ovliv-
nìny tak významnì podmínkami prostøedí a jsou zdrojem velkého poètu znakù. Pro
stanovení rozdílù v DNA byla vyvinuta øada metod. Mikrosatelitové markery (také SSR
� simple sequence repeats) (Tautz 1989) patøí mezi metody lokusové (sleduje se jen
urèité, pøedem definované místo v genomu) a amplifikaèní (fragment DNA je namno-
�en pomocí polymerasové øetìzové reakce - PCR). Jsou nároèné na pøípravu a vývoj
metody, proto�e nejprve je nutné nalézt vhodné polymorfní mikrosatelitové oblasti
v DNA daného organismu a stanovit jejich sekvence, dal�í praktické vyu�ití je pak ji�
snadné. Výsledky jsou dobøe reprodukovatelné i mezi rùznými laboratoøemi (na rozdíl
od jiných metod, napø. RAPD � random amplified polymorphic DNA). Mikrosatelity
jsou krátká tandemová opakování charakterizovaná krátkými motivy (2 � 6 bp) v poètu
5 � 40 opakujících se jednotek. Celková délka lokusu obvykle nepøesahuje 100 bp.
U rostlin jsou ménì èasté ne� u �ivoèichù (mikrosatelit del�í ne� 20 bp se v genomu
rostlin vyskytuje na ka�dých 23,3 kb, u �ivoèichù na ka�dých 6 kb) (Koblí�ková 1998).
Nacházejí se v kódujících i nekódujících oblastech genomu v�ech eukaryot a nìkterých
prokaryot, jejich funkce je zatím nejasná. Nejèastìj�í jsou dinukleotidové mikrosatelity
(u rostlin pøeva�uje motiv AT, napø. u èlovìka AC/GT) (Beckman a Weber 1992).
Mikrosatelitové lokusy mají kodominantní charakter a umo�òují tak snadné odli�ení
homo- a heterozygoty v daném lokusu. Vyznaèují se vysokým stupnìm polymorfismu,
který je dán rozdílem v poètu opakujících se jednotek (byly nalezeny lokusy s 10 � 20
rùznými alelami). Poèet opakování základního motivu se ve srovnání s frekvencí geno-
vých mutací relativnì rychle mìní, pøíèinou je zøejmì klouzání DNA polymerasy bì-
hem replikace (Tautz a Schlötterer 1994). Nìkteré mikrosatelitové lokusy nalezené u
jednoho druhu lze s úspìchem amplifikovat i u druhu pøíbuzného nebo vzdálenìj�ího

Schizosaccharomyces pombe
Nematode Caenorhabditis elegans 97 19,000

(6 chromosomes)
Insect Drosophila melanogaster 137 13,500

(6 chromosomes)
Human Homo sapiens 3000 70,000

(23 chromosomes)

M. POSPÍ�KOVÁ
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(primery pro tyto mikrosatelity jsou tzv. heterologní). Zále�í na tom, v jak konzervova-
né oblasti genomu se daný mikrosatelitový lokus nachází (Koblí�ková 1998).

Detekce délkového polymorfismu v ji� popsaném mikrosatelitu je pomìrnì jedno-
duchá. Nejprve je tøeba izolovat DNA z rostlinného materiálu, pøièem� na její kvalitu a
mno�ství nejsou kladeny �ádné zvlá�tní nároky (výhoda oproti jiným metodám, napø.
RFLP � restriction fragment length polymorphism a AFLP � amplified fragment length
polymorphism). Pak se pomocí PCR amplifikuje úsek DNA obsahující mikrosatelitový
lokus. Tento in vitro proces simuluje proces replikace probíhající in vivo. Reakèní smìs
obsahuje genomovou DNA jedince, termostabilní DNA polymerasu (enzym pochází
z nìkterých thermostabilních organismù a pøipojuje volné nukleotidy do prodlu�ující-
ho se novì vznikajícího øetìzce podle vzoru), smìs nukleotidù dATP, dCTP, dGTP a dTTP
(stavební kameny pro nové vlákno DNA), 2 primery (krátké oligonukleotidy � obvykle
kolem 20 bp, které jsou komplementární k sekvenci DNA obklopující daný mikrosate-
lit). Bìhem PCR v prùbìhu ka�dého cyklu (celkem asi 25 � 30 cyklù) dochází pøi zmì-
nì teploty v thermocykleru postupnì k denaturaci DNA, nasedání primerù na komple-
mentární úseky DNA a prodlu�ování øetìzcù DNA polymerasou. Po 30 cyklech je am-
plifikovaný fragment teoreticky namno�en asi 109 krát (230). V praxi je v�ak výtì�ek
reakce men�í. I tak lze po ukonèení reakce pùvodnì vlo�enou templátovou DNA zane-
dbat a pøedpokládat, �e reakèní smìs obsahuje pouze hledaný fragment DNA. Namno-
�ené fragmenty DNA se následnì porovnávají podle velikosti elektroforetickým rozdì-
lením na agarosovém nebo polyakrylamidovém gelu.Výsledky lze fotografovat a ar-
chivovat. K analýze mikrosatelitù lze s úspìchem vyu�ít také rùzné typy automatic-
kých sekvenátorù, napø. genetický analyzátor ABI PRISM 310 firmy Perkin-Elmer.
V na�í laboratoøi pou�íváme sekvenaèní polyakrylamidové gely barvené støíbrem (obr. 1),
které dovolují rozdìlit fragmenty li�ící se a� o 1 bázi. Proto�e k jednoznaèné charakte-
rizaci jedince není jeden mikrosatelitový lokus dostateènì informativní, je tøeba hod-
notit  5 � 10 lokusù.

Obr.1. Analýza 34 jedincù topolu èerného (Populus nigra) z Polabí, mikrosatelit WPMS05 s motivem (GT)n.
U 90 jedincù topolu èerného bylo nalezeno celkem 10 alel, velikost alel se pohybovala v rozsahu 265 �305 bp;
4 dráhy zcela vlevo standard molekulových hmotností.

Pro zpracování experimentálních dat získaných analýzou mikrosatelitù existuje øada
poèítaèových programù (pøehled uvádìjí napø. Luikart a England 1999), které lze vyu-
�ít pro stanovení nejrùznìj�ích parametrù populace. Je mo�né sledovat genetickou vzdá-
lenost populací, genetickou diversitu uvnitø populací a mezi populacemi, heterozygosi-
tu, èetnost jednotlivých alel a tok genù, stupeò inbreedingu a genetický posun bìhem
disperzivního procesu, efektivní velikost populace. Na na�em pracovi�ti budeme vyu-
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�ívat program POPGENE (http://www.ualberta.ca/~fyeh/fyeh/), urèený pro hodnocení
genetické variability pøirozených populací.
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Zjednodu�ené postupy pøípravy vzorkù pro PCR a RT PCR
PAVEL RY�ÁNEK, MILOSLAV ZOUHAR, JANA DOUBKOVÁ A JIBAN KUMAR KUNDU*
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Podstata metody
Metody detekce patogenù a �kùdcù rostlin PCR resp. RT PCR pøevy�ují ostatní me-

tody detekce svou citlivostí, av�ak v klasickém provedení pøi extrakci nukleové kyseli-
ny ze vzorku jsou také vìt�inou èasovì i pracovnì nároènìj�í. Tím je motivována snaha
vyhnout se vlastní extrakci nukleových kyselin a pou�ívat v dal�ím postupu víceménì
neupravených extraktù (Wetzel et al., 1991 a 1992, Mulholland et al., 1996, Zouhar
et al., 2000), pøípadnì se mù�e pou�ít nejdøíve vychytání viru pomocí protilátek a ná-
slednì se extrahuje NA (Nolasco et al., 1993, Wetzel et al., 1992, James, 1999). V na�í
laboratoøi pracujeme se tøemi rùznými skupinami organismù. Nejvìt�í skupinou jsou
rostlinné RNA viry s nejrùznìj�í stavbou èástic: isometrické (virus nekrosy tabáku, TNV),
tyèinkovité (virus �luté nekrotické �ilkovitosti øepy - BNYVV, pùdou pøenosný virus
øepy - BSBV a Q virus øepy - BVQ) i vláknité (virus �loutenky øepy - BYV, virus
vrásèitosti kmene jablonì - ASPV). Dal�í skupinou organismù jsou háïátka: háïátko
bramborové Globodera pallida a G. rostochiensis a rod Meloidogyne. Tøetí skupinou
jsou pùdní organizmy Polymyxa betae a P. graminis z øí�e Protozoa.

Pracovní postup
a) viry

K extrakci jsou pou�ívány mladé i star�í listy,  bulvy a koøeny cukrovky,  zemina
a m�ice jako vektoøi daného viru.

a1) klasická fenol-chloroformová extrakce a následné vysrá�ení RNA octanem
sodným a etanolem.

a2) pou�ití extrakèní soupravy na bázi afinitivní vazby RNA na kolonu dle návo-
du výrobce.

a3) hrubý homogenát z rostlin se pou�ije pøímo k reversní transkripci buï
s pøedchozím zahøátím nebo bez zahøátí  a buï s pøídavkem Tritonu nebo bez
Tritonu.

P. RY�ÁNEK et al.
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a4) IC-RT PCR s vychytáním virových èástic z hrubého homogenátu pomocí pro-
tilátek na pevné bázi a následná transkripce jako v bodì a3.

b) háïátka
b1) klasická extrakce viz a1.
b2) pou�ití hrubého homogenátu z cyst nebo jedincù pøímo do PCR.
b3) extrakce DNA z pùdy extrakèním pufrem a následné èi�tìní pomocí polyethy-

lenglykolu.
c) Polymyxa betae a P. graminis

c1) klasická extrakce z homogenátu.
c2) uvolnìní DNA z trvalých spor nìkolika cykly mra�ení v tekutém dusíku a

zahøívání ve vodní lázni.

Co je tøeba v laboratoøi
Vzhledem k tomu, �e se jedná o zjednodu�ené metody, je i vybavení jednodu��í:

alternativnì centrifuga na eppendorfky (ale není nezbytnì nutná), vodní nebo suchá
lázeò, pøípadnì pøímo  thermocykler, Triton X-100, EDTA, Tris  a dal�í bì�né chemiká-
lie pro molekulární biologii, PCR a RT PCR, pro IC-RT PCR je�tì mikrotitraèní  desky
a protilátky.

Vyhodnocení dat
Vyhodnocení úspì�nosti extrakèního postupu se provádí pøímo v PCR èi RT PCR na

øedících øadách vzorku.
a) klasická fenol-chloroformová extrakce obvykle funguje velmi dobøe. Nevýhodou

je zde èasová nároènost, pracnost a práce se zdraví �kodlivými chemikáliemi.
Výjimkou, pokud jde o výsledky, mohou být koøeny rostlin, které mohou být
v dùsledku infekce silnì nekrotizované a potom se z nich kopurifikují také inhi-
bitory reverzní transkripce èi PCR.

b) Extrakce RNA pomocí soupravy Qiagen je z hlediska bezpeènosti práce urèitým
pøínosem, je rychlej�í ne� klasická extrakce, ale také finanènì nároènìj�í. Pøi pøe-
tí�ení kolonky je výtì�ek nízký. Hodí se i na extrakci RNA z pùdy (TNV).

c) Pou�ití hrubého extraktu k reversní transkripci nebo PCR je ve vìt�inì pøípadù
mo�né a výsledky jsou stejnì dobré, ne-li lep�í ne� u klasické extrakce. Výjimku
mohou opìt tvoøit nekrotizované koøeny a dosud se tento postup nedaøí ani u ASPV.
Obvykle je nutné extrakt z rostlin dostateènì zøedit, proto�e v málo naøedìných
extraktech jsou pravdìpodobnì inhibitory reversní transkripce èi PCR. Zahøátí
extraktu na 60 � 70 °C pøed transkripcí má obvykle negativní vliv u BYV. Pøidání
1 % Tritonu do extraktu se naopak projeví pozitivnì. U háïátek je tøeba
k homogenizaci pou�ít TE nebo TNE, nikoliv èistou vodu.

d) IC-RT PCR se hodí pøedev�ím tam, kde je tøeba se zbavit pøípadných inhibitorù
reversní transkripce èi PCR, tj. pøi extrakcích z koøenù nebo pùdy. Nevýhodou je
zde èasová nároènost, pøi zkrácení doby vychytávání èástic se mù�e znaènì sní�it
i citlivost metody. Ne v�dy  jsou také k dispozici pøíslu�né protilátky (ASPV).

e) Uvolnìní DNA z trvalých spor Polymyxa betae a P. graminis pomocí cyklù mra-
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�ení a zahøívání se ukázalo jako velmi efektivní a v souèasnosti je zkou�eno i na
jiném pracovi�ti pro získání DNA z trvalých spor Synchytrium endobioticum.

Finanèní a èasová nároènost
Finanènì nejnároènìj�í  je extrakce NA pomocí kitù, kde se cena 1 vzorku pohybuje

okolo 200, - Kè.
Klasická fenol-chloroformová extrakce vychází v závislosti na pou�itých chemiká-

liích cca na koruny a� desítky korun (èeské chemikálie p.a. x speciální chemikálie RNase/
DNase free). IC-RT PCR vychází cenovì obdobnì jako klasická extrakce v závislosti
na pou�itých protilátkách. Èasovì je tato metoda nejnároènìj�í.

Pou�ití hrubých homogenátù je, pokud pomineme minimální cenu extrakèních puf-
rù, zcela zdarma. Také èasovì je tato metoda nejvýhodnìj�í.

Tipy
Nelze pou�ít jednu univerzální metodu pro v�echny organizmy, ale v�dy se vyplatí

pokusit se alespoò o pou�ití zjednodu�ených protokolù. Leckdy toti� funguje i to, co by
teoreticky fungovat nemìlo.
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Úvod
Dnes jsou databáze plné sekvenaèních dat o genomech mnoha organismù. Interpre-

tace této primární informace se tak stává stì�ejním úkolem pro dal�í výzkum. Co v�echno
kóduje sled basí a jaké procesy mù�e ovlivòovat, to jsou jen jedny z mnoha øe�ených
otázek, na které mù�e dát odpovìï experiment.
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METODY STUDIA STRUKTURY CHROMATINU

V naprosté vìt�inì procesù metabolismu genetického materiálu vystupuje DNA
ve formì komplexu s proteiny, který se nazývá chromatin. Základní jednotkou stavby
chromatinu jsou nukleosomy - komplexy DNA s døeòovými histony, které jsou spojeny
krat�ími úseky DNA (linkery). Poloha nukleosomù na sekvenci mù�eme analyzovat ze
dvou hledisek � tzv. rotaèní a translaèní usazení. Rotaèní usazení oznaèuje base, které
se díky periodicitì 10,5bp/otáèku DNA v�dy ocitnou na pøivrácené/odvrácené stranì
vzhledem k histonovému oktameru a jsou tak rùznì dostupné �tìpení nebo modifikaci.
Translaèní polohou se rozumí pøesnì ohranièená oblast DNA, která je navinuta na his-
tonovou døeò. Znamená to také, �e jedné rotaèní poloze mù�e pøíslu�et nìkolik poloh
translaèních.

Vhodným modelem pro studium polohy nukleosomù jsou repetitivní sekvence, vy-
skytující se u vy��ích organismù v hojné míøe,  které mají èasto délku jednotky odpoví-
dající délce mono- a dinukleosomù (Schmidt a Heslop-Harrison 1998), a o nich� se
pøedpokládá, �e by tak mohly pøedstavovat jakýsi sbalovací kód chromatinu (Vogt 1990).
Biologicky významná funkce byla nukleosomùm pøiøazena v regulaèních oblastech
nìkterých genù, kde jejich pevné umístìní na sekvenci ovlivòuje transkripci (Davey
et al. 1995; McPherson et al. 1993). V souèasnosti existují i programy, které na základì
sekvenèních charakteristik (Mengeritsky a Trifonov 1983) pøedpovídají s urèitou ne-
pøesností polohu nukleosomu.

Pracovní postupy
Translaèní polohu nukleosomù lze pøibli�nì urèit pomocí restrikèního �tìpení mono-

nukleosomové DNA získané ze �tìpení chromatinu mikrokokovou nukleasou , která �tì-
pí DNA mezi nukleosomy, souèasnì doplnìné degradací mezinukleosomové DNA po-
mocí Exonukleasy III. Po ukonèení reakce a deproteinaci následuje extrakce DNA a �tì-
pení zbývajících jednovláknových pøesahù S1 nukleasou. Z agarosové elektroforesy pak
lze stanovit periodu fázování nukleozómù na zkoumané sekvenci. Mononukleosomální
DNA získaná z preparativní polyakrylamidové elektroforesy pak mù�e být �tìpena para-
lelnì pomocí vybraných restrikèních enzymù (Thoma 1992) a fragmenty oddìleny na
6-8% polyakrylamidovém gelu. Následuje blotting a hybridizace se znaèenou sondou pro
zkoumanou sekvenci. Na základì znalosti cílových míst pro restriktasy lze urèit hranice
nukleosomové DNA.

Pøesnìj�í urèení polohy nukleosomu lze provést pomocí prodlou�ení primeru
(Thoma 1992), který má místo uvnitø nukleosomu, na mononukleosomální DNA. Pro
reakci lze pou�ít buï koncovì znaèený primer, nebo [alfa-32P]-dNTP. Extenze probíhá
a� na konec templátu, vzniklé produkty lze snadno identifikovat porovnáním
se sekvenaèními reakcemi na známé DNA a urèit tak pøesnou polohu terminaèního signá-
lu. Pro urèení druhého konce nukleozómu mù�eme zvolit primery z obou øetìzcù DNA,
nebo hranici dopoèítat díky konzervativní délce døeòové èástice (146bp).

Dal�í z metod, které lze pou�ít pro urèení polohy nukleosomu je klonování nukleoso-
mální DNA. Vy�aduje opracování frakcí DNA z preparativní polyakrylamidové elektro-
foresy pomocí alkalické fosfatasy, zarovnání na tupé konce T4 DNA polymerasou a dopl-
nìní fosfátových zbytkù polynukleotidkinasou (Widlund et al. 1997). Po ligaci do vhod-
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ného vektoru a transformaci bunìk je nutno identifikovat kolonie obsahující zkoumanou
sekvenci. Detekci pak mù�eme provést pomocí hybridizace otisku misky na membránì
se znaèenou sondou. Následuje pak izolace DNA z pozitivních kolonií a sekvenování.

Kombinací popsaných metod lze získat velmi pøesnou informaci o poloze nukleosomu
odpovídající situaci v organismu, stejnì tak je mo�no tyto metody pou�ít pro vyhodnoce-
ní polohy nukleosomù v rekonstituèních experimentech.

Nároky na vybavení laboratoøe a materiál (kromì bì�ných chemikálií a pøístrojù) -
hybridizaèní pec, aparatury pro elektroforesy (agarosová, polyakrylamidová, pøíp. sekve-
naèní), thermocykler, kit pro sekvenování a polymerasa pro primer extenzi (je vhodné
pou�ít thermostabilní enzym a cyklickou extenzi),  mikrokoková nukleasa, exonukleasa
III, S1 nukleasa, restrikèní enzymy a enzymy pro klonování (T4 DNA ligasa, T4 DNA
polymerasa, polynukleotidkinasa, alkalická fosfatasa).

Finanèní nároènost � podle pou�itých metod 40-60 000 Kè za materiál.
Tipy a úskalí - pro analýzu fragmentù restrikèního �tìpení mononukleosomální DNA

lze jako znaèenou sondu pou�ít také primery, které pak hybridizují pouze s nìkterými
fragmenty restrikèního �tìpení a umo�ní tak lep�í orientaci. Poskytne-li restrikèní �tìpení
informaci o pevné pozici nukleosomu a máme-li k dispozici DNA z kvalitnì �tìpeného
chromatinu lze pro primer extenzi pou�ít vedle mononukleosomální DNA také dinukleo-
somální frakci nebo dokonce vzorek celého �tìpení. Signály z tìchto bìhù by se nemìly
li�it, pouze by mìly poskynout dal�í informaci o del�ích fragmentech, které je mo�no
porovnat s výsledky získanými pomocí primeru z druhého øetìzce. Klonování je dobrou
metodou pro vysoce repetitivní sekvence, také mo�no provést pro mono i dinukleosomál-
ní DNA.
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DNA knihovny dlouhých insertù jsou nepostradatelné pøi analýze genomù rostlin a
�ivoèichù. Pou�ívá se jich k izolaci genù, genetických markerù a pøi vytváøení fyzic-
kých map a jejich integraci s mapami genetickými. Celý postup je zalo�en na pøípravì
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KONSTRUKCE DNA KNIHOVEN DLOUHÝCH INSERTÙ KLONOVANÝCH VE VEKTORU BAC

vysokomolekulární DNA (105-106 bp), která se po parciálním �tìpení liguje do BAC
vektoru (umìlého bakteriálního chromosomu) a transformuje do bakterií.

Úspì�nou konstrukci knihovny lze v podstatì zvládnout s pou�itím bì�nì komerènì
dostupných chemikálií a enzymù, pøíslu�ného BAC vektoru a elektrokompetentních
bunìk (Escherichia coli DH10). Laboratoø by mìla být vybavena základními pøístroji
pou�ívanými v molekurární biologii (centrifuga, PCR cycler nebo chlazená vodní lá-
zeò, flow box, hluboko mrazící box, vyhøívaná tøepací lázeò, klasická gelová elektrofo-
resa a dále zaøízení pro  pulsní gelovou elektroforesu-PFGE a elektroporátor). Jak pro
konstrukci, tak následné zpracování knihovny je výhodné pou�ívat robotizované zaøí-
zení.

Pracovní postup
1. Izolace vysokomolekulární DNA z jader

� izolace jader a jejich purifikace  na sacharosovém gradientu nebo pomocí prùto-
kové cytometrie

� smíchání jader s nízko tuhnoucí agarosou (LMA) a odlití bloèkù
� inkubace agarových bloèkù v lyzaèním pufru s proteinasou
� parciální �tìpení vysokomolekulární DNA restrikèní endonukleasou
� velikostní selekce fragmentù DNA (100-300 kbp) pomocí pulsní elektroforesy
� izolace DNA z gelu

2. Pøíprava BAC vektoru
� izolace BAC vektoru z bakterií
� �tìpení pøíslu�nou restrikèní endonukleasou
� defosforylace vektoru

3. Ligace vysokomolekulární DNA do defosforylovaného BAC vektoru
4. Transformace ligaèního produktu do bakterií E. coli DH10 elektroporací a

 vysetí bunìk na selekèní medium
5. Výbìr a uskladnìní rekombinantních klonù

Hodnocení kvality knihovny
Spoèítá se poèet rekombinantních klonù a zjistí prùmìrná velikost insertù DNA.

Fragmenty DNA obsa�ené v knihovnì by mìly nìkolikanásobnì pokrývat velikost ge-
nomu.

Nároènost metody
Po optimalizaci metody, která je zpravidla dosti èasovì nároèná, je mo�né úspì�nì

konstruovat knihovnu  za dva týdny. Metoda vy�aduje pomìrnì nákladné pøístrojové
vybavení.

Kritické body
Velice nároèné je pøipravit kvalitní, dobøe fragmentovanou vysokomolekulární DNA.

Pro vysokou úèinnost ligace a následné transformace je potøeba kvalitní, èistý a defos-
forylovaný vektor.
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Kritickým krokem je úèinná ligace vysokomolekulární DNA.

Tipy a triky
1. Pøi izolaci vysokomolekulární DNA pou�ívat vysoké pH v�ech roztokù, aby se

sní�ila aktivita nukleas.
2. U rostlin s vysokým obsahem polyfenolických látek v listech izolovat jádra

z koøenových �pièek.
3. Ligaèní pomìr vektoru a vysokomolekulární DNA

Srovnání metod:
Podobné spektrum vyu�ití jako DNA knihovny klonované ve vektoru BAC mají

knihovny klonované vektorem YAC. Tyto vektory jsou schopné nést del�í fragmenty,
ale projevuje se u nich ni��í úèinnost transformace a významná míra chimerismu. Jed-
noznaènì se proto dnes upøednostòuje systém s BAC vektorem.V kosmidových knihov-
nách nelze klonovat inzerty del�í 50 kbp, proto nejsou vhodné pro fyzické mapování.

Odkazy na web:
http://www.genome.clemson.edu/protocols2new.html
http://hbz.tamu.edu/cgi-bin/htmlassembly?manual-2
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Aplikace transgenních technologií u rostlin je v souèasné dobì zvy�ována dostup-
ností �irokého spektra promotorù li�ících se ve schopnostech regulovat doèasnou a
trvalou expresi transgenu. K navození doèasné exprese transgenù jsou vyu�ívány jak
endogenní rostlinné promotory tak nìkolik nedávno popsaných chimerických promo-
torù regulovatelných specifickými chemickými induktory. Patøí mezi nì napøíklad pro-
motory indukovatelné  antibiotikem tetracyklinem, steroidem dexamethasonem, mìï-
natými ionty nebo ethanolem. Spojením nového transkripèního aktivaèního systému
umo�òujícího aktivaci transkripce vneseného genu teprve po zkøí�ení definovaných
reporterových a aktivátorových linií rostlin s chemicky indukovatelným expresním sys-
témem je mo�né docílit regulovatelné exprese libovolného transgenu v definovaných
èasoprostorových obrazcích.

Novì vyvinutý transkripèní aktivaèní systém pOp/LhG4 pro regulovanou genovou
expresi v transgenních rostlinách se skládá ze dvou slo�ek: (1) reporteru kódujícího
gen zájmu umístìného pod kontrolu chimerického pOp promotoru obsahujícího lac
operátory klonované pøed TATA box a (2) aktivátoru exprimujícího pod kontrolou sil-
ného promotoru CaMV 35S z viru mozaiky kvìtáku chimerický transkripèní faktor
LhG4, který specificky rozpoznává pOp promotor. Tento faktor se skládá z transkripèní
aktivaèní domény Gal4 z kvasinek a vazebné domény LacI z represoru bakterií vá�ící
se na lac operátory. K aktivaci genu zájmu dojde teprve po zkøí�ení reporterových a
aktivátorových linií rostlin.

Vý�e uvedený systém byl zdokonalen pøidáním tøetí domény (GR) do aktivátorové-
ho konstruktu. GR doména pochází z krysího receptoru glukokortikoidù, kde je místem
vazby steroidù. Pokud není pøíslu�ný steroid (napø. dexamethason) pøítomen, aktivátor
je zachycen komplexem heat-shock proteinù HSP90 a stává se neaktivním. Vazba dexa-
methasonu zpùsobí uvolnìní HSP90 komplexu a dojde k navázání aktivátoru na pOp
promotor. Poté mù�e dojít k transkripci genu zájmu z tohoto promotoru.

Stupeò exprese transgenu a exprese samotná mù�e být regulována kombinací pøí-
slu�ného genu s vhodným promotorem. Chemicky indukovatelné promotory se nejvíce
uplatòují v pøípadech, kdy produkt vneseného genu ovlivòuje rùst, regeneraci a repro-
dukci rostlin. V tìchto pøípadech jsou rostliny regenerovány pokud je promotor neak-
tivní a následné analýzy jsou provádìny teprve po aktivaci exprese transgenu. Dal�ím
pøíkladem vyu�ití je exprese transgenu v rùzných fázích vývoje rostlin, rozli�ení pri-
márních a sekundárních efektù, analýzy primárních efektù pøed spu�tìním homeosta-
tických mechanismù rostlin, sledování pøímé korelace mezi indukcí transgenu a zmì-

M. �ÁMALOVÁ



208

Produkce rostlinného enzymu v bakteriálních expresních
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Východiska
Komplexní analýza biologicky významných bílkovin èasto vy�aduje taková mno�-

ství homogenního preparátu, který není dostupný klasickou purifikací z biologického

nìným fenotypem. Chemicky indukovatelné expresní systémy jsou také èasto kombi-
novány s tkáòovì specifickými promotory, exprese genu je tak omezena na dané pleti-
vo a daný èas.

Pro chemický induktor transkripce vneseného transgenu je nezbytné, aby byl vysoce
specifický pro daný promotor, neovlivòoval expresi ostatních genù ani jiné bunìèné
funkce a nebyl toxický pro rostlinu. Pro pøípadné aplikace v polních pokusech a rostlin-
né produkci je dùle�ité, aby nebyl toxický pro okolí. Dexamethason splòuje vý�e uve-
dené po�adavky pro práci  v tkáòových kulturách a pøi kultivacích ve skleníku. Dexa-
methason je mo�né aplikovat pøidáním do agarového média tkáòových kultur, do vod-
ních kultur nebo zaléváním rostlin v zeminì, byla popsána také lokální aplikace na listy
a kvìty v�e v øádové koncentraci 1 � 10 mM. Dexamethason dodává firma Sigma, cena
za 1g je 295,2 DM.

Transformací prostøednictvím A. tumefaciens byly získány reporterové linie rostlin
tabáku (Nicotiana tabacum). Jako gen zájmu byl pou�it ipt gen kódující isopentenyl-
transferasu � enzym katalyzující první krok biosyntézy cytokininù. Dal�ím, kontrolním
genem byl GUS gen kódující b-glukuronidasu. Tyto reporterové linie byly retransfor-
movány aktivátorovými konstrukty a byl získán dostateèný poèet nezávislých transfor-
mantù nesoucích ji� zmínìný transkripèní aktivaèní systém. Primární transformanti
budou v nejbli��í dobì podrobeni Northern blot analýzám. Získaná semena generace
F1 budou pou�ita pro dal�í experimenty.

Podìkování: Tento výzkum je provádìn za finanèní podpory M�MT (VS96096) a GA AV ÈR
(IAA5004001).
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PRODUKCE ROSTLINNÉHO ENZYMU V BAKTERIÁLNÍCH EXPRESNÍCH SYSTÉMECH

materiálu. Izolace komplementární DNA (cDNA) studovaného proteinu umo�òuje jeho
produkci v heterologních systémech. Nejèastìji pou�ívanou a metodicky nejjednodu��í
je exprese v buòkách Escherichia coli. V souèasné dobì je dostupná øada expresních
vektorù, které obsahují mnohoèetná klonovací místa pro snadnou inserci cDNA. Vý-
znamným obohacením expresní technologie se stala technika fúzních proteinù. Studo-
vaný protein je mo�né na úrovni cDNA upravit tak, aby na nìkterém z jeho koncù byla
pøítomna nová funkèní doména. Doménu mù�e pøedstavovat krátký umìlý peptid nebo
pøirozený protein. Její úlohou je nejèastìji usnadnit purifikaci rekombinantního protei-
nu nìkterou z technik afinitní chromatografie.

Pøíklad u�ití
Kukuøièná b-glukosidasa Zm-p60.1 hydrolyzuje cytokinin-O- a N3-glukosidy za vzni-

ku volných basí a je tak významným prvkem regulace hladiny cytokininù v rostlinì.
cDNA Zm-p60.1 (1) byla klonována do plasmidu pRSET A tak, aby N-konec exprimo-
vaného proteinu obsahoval sekvenci �esti histidinových zbytkù (2). Transkripce je zde
pod kontrolou T7 promotoru, který je specificky rozeznáván vysoce aktivní T7 poly-
merasou. Jako hostitel byl pou�it kmen BL21(DE3)pLysS E. coli. Analýza exprese
prokázala nadprodukci rekombinantního enzymu, souèasnì v�ak bylo pøibli�nì 80%
produkované bílkoviny nalezeno v inklusních tìlíscích. Pro nativní purifikaci proteinu
byla pou�ita metallochelataèní afinitní chromatografie, která vyu�ívá afinity fusované
hexahistidinové domény k imobilizovaným iontùm pøechodných kovù. Výsledkem byl
vysoce èistý bílkovinný preparát, který vykázal stejné strukturní a katalytické vlastnos-
ti jako pøirozený enzym izolovaný z koleoptilí Zea mays (3).

U nìkterých mutantních forem Zm.p60.1 dosahovalo zastoupení nerozpustné frakce
rekombinantního proteinu a� 100% (4) a znemo�òovalo tak biochemickou analýzu
mutantu. Fúsní technologie se ukázala být jedním z mo�ných zpùsobù øe�ení. cDNA
Zm-p60.1 standardního typu byla klonována do plasmidu pThioHis A za úèelem trans-
laèní fúze Zm-p60.1 a modifikovaného thioredoxinu z E. coli (5). Transkripce probíhá
pøirozenou bakteriální RNA polymerasou pod kontrolou hybridního tac promotoru. Jako
hostitel byl pou�it kmen JM109 E. coli. Byl pozorován výrazný nárùst zastoupení roz-
pustné frakce enzymu, které dosahovalo 80%. Fusního partnera lze úèinnì odstranit
øízenou proteolýzou, analýza fusního proteinu v�ak neprokázala vliv thioredoxinové
domény na strukturnì-funkèní charakteristiku rekombinantní b-glukosidasy. Efekt pro-
teinové fuse na profil exprese døíve málo rozpustných mutantních forem je nyní studo-
ván. Modifikace pøirozeného thioredoxinu místnì øízenou mutagenesí umo�òuje puri-
fikaci fusního proteinu metalochelataèní afinitní chromatografií a sni�uje tak nároky
na speciální afinitní sorbenty.

Finanèní nároènost
Molekulárnì-biologické techniky jsou finanènì nároèné. Nìkteré vhodné vektory

jsou dostupné pouze v komplexních kitech a jejich cena dosahuje desítek tisíc Kè. Ne-
zbytným pøedpokladem je rovnì� standardní pøístrojové vybavení pracovi�tì pro práci
s DNA a proteiny.
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Polymerasová øetìzová reakce (PCR) se stala zøejmì nejpou�ívanìj�í metodou sou-
èasné molekulární biologie. Díky velké citlivosti umo�òuje detekci pouhých nìkolika
molekul DNA. Citlivost se èasto dále kombinuje s dodateènou specifitou hybridizaè-
ních technik, napøíklad blotù, nebo hybridizací oligonukleotidù.

S rozvojem polymerasové øetìzové reakce se stala velmi aktuální a �ádanou také
mo�nost vyu�ít PCR nebo RT-PCR pro kvantifikaci relativnì malého poètu molekul
nukleových kyselin, napøíklad pøi analýze genové exprese z velmi malého mno�ství
RNA (dokonce na úrovni jediné buòky). Tento pøístup toti� umo�òuje provádìt v jednom
experimentu analýzu velkého poètu vzorkù nebo pøípadnì velkého poètu genù a to

Výhody proteinových fusí
- jednoduchá detekce exprese s pou�itím komerèních protilátek pøipravených proti

fusované doménì
- unifikace purifikaèní strategie (rùzné rekombinantní proteiny a jejich mutanty se

stejným fusním partnerem lze izolovat na jednom typu matrice s malými úprava-
mi postupu)

- pozitivní vliv charakteristik fusovaného proteinu na vlastnosti studované bílkovi-
ny (zvý�ení rozpustnosti, vliv na korektní skládání rekombinantního proteinu apod.)

Komplikace
- komplementární DNA je nezbytnou podmínkou
- posttranslaèní modifikace eukaryontních proteinù jsou v bakteriální buòce silnì

omezeny
- problémem mù�e být i správné rozpoznání eukaryontního proteinu bakteriálními

chaperony, které nemusí být øe�itelné fusní metodikou

Podìkování:Práce byla podpoøena granty M�MT VS96096 a LN00A081.
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ve velkém rozsahu koncentrací. Takováto pru�nost je nedosa�itelná tradièními meto-
dami (Northern bloty, dot bloty, hybridization protection assay atd.).

Kvùli komplexnosti faktorù ovlivòujících PCR, ale bohu�el kvantitativní analýza
pøíslu�ných vzorkù po skonèení PCR nevede ke spolehlivým výsledkùm. Dochází na-
pøíklad k tomu, �e po 40 amplifikaèních cyklech obsahuje vzorek s vìt�ím poètem vstup-
ních molekul templátu ménì amplifikovaných molekul, ne� vzorek s výraznì ni��ím
poètem vstupních molekul templátu. Pøesnìj�í je kinetický pøístup, kdy se zji��uje ki-
netika nárùstu poètu amplifikovaných molekul. Po objevení se nových pøístrojù, které
tuto techniku výraznì zjednodu�ily, se kvantitativní PCR (pøípadnì RT-PCR) v reál-
ném èase stává dal�í metodou, která se bì�nì pou�ívá v molekulárnì biologických la-
boratoøích.

Pøístrojem pro kvantitativní PCR je napøíklad LightCycler firmy Roche Molecular
Biochemicals. Principy jeho èinnosti jsou obdobné s pøístroji jiných výrobcù
(Perkin-Elmer, BioRad, Corbett Research).

Popis a princip èinnosti LightCycleru
LightCycler je unikátní kombinací rychlého teplotního cyklátoru pro polymeraso-

vou øetìzovou reakci a mikrofluorimetru, která umo�òuje flexibilní on-line, real-time
detekci reakèní kinetiky. Dùle�itým rysem tohoto pøístroje je skuteènost, �e k amplifikaci
a analýze dochází ve stejném reakèním prostoru. LightCycler je mo�né pou�ít pro:

- rychlou kvantitativní analýzu vstupního poètu molekul templátu pomocí PCR; pro
kvantifikaci se vyu�ívá výhodnìj�í kinetický pøístup místo vyhodnocení reakce a�
po jejím skonèení.
- tzv. analýzu hybridizaèních køivek, pou�itelnou pro identifikace/charakterizace PCR
produktù nebo pro mutaèní analýzu.

Pro typické ohøívání a ochlazování vzorkù pøi PCR se pou�ívá vzduch, který má
velmi malou teplotní kapacitu. Vlastní (RT) PCR reakce probíhá ve speciálních sklenì-
ných kapilárách s vysokým pomìrem objem/povrch. Spojením obou faktorù je mo�né
mìnit velmi rychle teplotu reakèní smìsi (a� 20 °C/sec). LightCycler je tak jedním
z nejrychlej�ích teplotních cyklátorù � 30 cyklù PCR je mo�né provést (v závislosti na
dané reakci) za ménì ne� 20 minut. Sklenìná kapilára pùsobí jako optický prvek po-
dobný sklenìnému vláknu - záøení aplikované na �pièku kapiláry je rozvedeno po ce-
lém objemu kapiláry a uvnitø kapiláry excitované fluorescenèní záøení je mo�né mìøit
na �pièce. Bì�ný reakèní objem je 20 µl.

Kapiláry jsou umístìné v karuselu s 32 pozicemi, který mù�e být vyjmut a naplnìn
vzorky mimo pøístroj. To také znamená, �e je mo�né karusel snadno èistit a desinfiko-
vat.

Fluorimetr pou�ívá jako zdroj svìtla LED diodu s dlouhou �ivotností a bez nárokù
na údr�bu. Excitaèní svìtlo se filtruje na pøíslu�nou vlnovou délku a zamìøí soustavou
èoèek na �pièku kapiláry. Emitované fluorescenèní záøení vzorku je zkoncentrované
stejnou soustavou èoèek a po prùchodu pøes systém zrcadel a filtrù zmìøené. Pou�ité
filtry umo�òují mìøit fluorescenci pøi tøech vlnových délkách � 530, 640 a 710 nm.
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Tyto vlnové délky byly navr�eny tak, aby docházelo k co nejmen�ímu spektrálnímu
ovlivòování pøi pou�ití tøí fluorescenèních barev v jedné reakci (pøesah je dále elimino-
ván pomocí tzv. kompenzaèních souborù). Pou�ívají se pro mìøení fluorescence fluo-
resceinu a SYBR Green I (530 nm) a fluorescenèních barev LightCycler Red 640 a
705. Proto�e se fluorescein standardnì pou�ívá jako donorové fluorescenèní barvivo
(viz dále) mù�e se provádìt multiplex PCR se dvìma rùznými templáty nebo zji��ovat
dvì rùzné mutace (viz dále).

Data je mo�né mìøit:
- jedenkrát za cyklus (v závislosti na pou�ívaném zpùsobu detekce buï pøi nasedá-
ní primerù nebo na konci prodlu�ování øetìzce)

- kontinuálnì u jednoho vzorku pøi analýze hybridizaèních køivek (viz dále)
- v�echny vzorky kontinuálnì (s frekvencí závislou na poètu vzorkù)
- postupnì v definovaných teplotních intervalech

Ovládání pøístroje a získávání dat
LightCycler se dodává s poèítaèem a pøíslu�ným ovládacím software. Bìhem jed-

notlivých cyklù je PCR reakce monitorována mìøením fluorescence a namìøené vý-
sledky jsou okam�itì (po ka�dém mìøení) zobrazovány na monitoru. Signál je mìøen
v�dy po pøesném nastavení vzájemné pozice dané kapiláry proti optické jednotce. Doba
mìøení je asi 20 msec a v�ech 32 vzorkù se promìøí za asi 5 vteøin. Získaná data se
pou�ijí pøi následné analýze (kvantifikaci, detekci mutací). V pøípadì potøeby se do
daného PCR profilu mù�e pøidat krok, kterým se provede analýza hybridizaèních køi-
vek (viz dále).

Pou�ívané metody a protokoly
Pøi pou�ití LightCycleru se sleduje zvy�ování koncentrace cílové DNA mìøením

fluorescence. Pou�ívají se dva odli�né pøístupy. Pøi obou se do reakèní smìsi pøed vlastní
amplifikací pøidají jak jednotlivé komponenty pro PCR (nukleotidy, enzym, primery,
templát) tak fluorescenèní barvivo (barviva).

Metoda vyu�ívající SYBR® Green I
Jedná se o fluorescenèní barvivo obdobné známému ethidiumbromidu, ale s vy��í

citlivostí. Vá�e se pøednostnì na dvouøetìzcovou DNA a pøi navázání na dsDNA zmìní
své vlastnosti tak, �e je schopné po excitaci emitovat fluorescenèní záøení. Velikost
tohoto záøení u daného vzorku je úmìrná poètu navázaných molekul SYBR Green I a
tedy i koncentraci dsDNA. Signál se mù�e mìøit buï jedenkrát za cyklus (typicky na
konci elongace) nebo kontinuálnì. Proto�e se barvivo vá�e na jakoukoliv dsDNA (jak
na specifické produkty, tak na nespecifické úseky, napøíklad na dimery primerù), je
mo�né ovìøit analýzou hybridizaèních køivek pøítomnost pøípadných nespecifit
(viz. dále).

Metoda vyu�ívající hybridizaèní sondy s pøenosem rezonanèní fluorescenèní
energie (FRET � Fluorescence Resonance Energy Transfer)



213

Obr. 1. Minimální fluorescence SYBR Green I v roztoku se zvý�í po navázání na DNA

Vy�aduje-li se specifiètìj�í detekce, mù�e se specifický produkt detegovat tzv. hyb-
ridizaèními sondami. Sondy jsou navr�ené tak, aby byly komplementární k urèitému
úseku mezi amplifikaèními primery. Na 3�konec jedné sondy je navázána donorová
fluorescenèní barva (typicky fluorescein) a na 5�konec druhé sondy akceptorová fluo-
rescenèní barva (zpravidla fluorescenèní barviva oznaèené jako LightCycler Red 640
nebo LightCycler Red 705). Bìhem FRET procesu donorové fluorescenèní barvivo
excitované excitaèním záøením emituje svìtlo, které slou�í jako excitaèní záøení pro
druhou (akceptorovou) fluorescenèní barvu. Akceptorová fluorescenèní barva emituje
svìtlo odli�né vlnové délky, které se po prùchodu pøíslu�ným filtrem zmìøí. K pøenosu
energie dochází pouze tehdy, jsou-li obì sondy v tìsné blízkosti � proto musí být navr-
�ené tak, aby mezera mezi nimi po hybridizaci s templátem nebyla vìt�í ne� 5 nukleo-
tidù. Velikost FRET signálu (fluorescence) je úmìrná mno�ství specifického DNA pro-
duktu vyu�itelného pro hybridizaci specifických sond. Ty se dostanou do potøebné (malé)
vzdálenosti pouze po nasednutí na cílovou DNA � v roztoku k FRET pøenosu
nedochází.

Obr. 2. K FRET procesu mù�e dojít pouze pøi malé vzdálenosti obou fluorescenèních barev, tedy po navázání
na amplifikovanou DNA.

FRET princip pou�ívají i tzv. hydrolyzaèní sondy (známé pod názvem TaqMan),
které je mo�né také pøi práci s LightCyclerem pou�ít.

Principiálnì je mo�né vyu�ít LightCycler pro dva odli�né typy kvantifikací:
- absolutní kvantifikaci, kdy se stanovuje mno�ství vstupního templátu v reakci

v absolutních hodnotách porovnáním se standardy (pomocí kalibraèní køivky)
- relativní kvantifikaci, kdy se koncentrace vstupního templátu vyjádøí jako pomìrná

hodnota vzta�ením k obsahu vhodného house-keeping genu.

Princip analýzy hybridizaèních køivek
Analýzu hybridizaèních køivek je mo�né pou�ít pro kontrolu amplikonù vzniklých

KVANTITATIVNÍ PCR (RT-PCR) POMOCÍ PØÍSTROJE LIGHTCYCLER
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pøi PCR nebo (pøi pou�ití hybridizaèních sond) také pro detekci mutací.
Denaturací DNA se rozumí pøechod dvou�roubovicové DNA na volné polynukleoti-

dové øetìzce, ke kterému dochází pøi uvolnìní vodíkových vazeb mezi basemi. Toho je
mo�né dosáhnout napøíklad zvý�ením teploty. Pøi pomalém zahøívání roztoku se obje-
vují a postupnì zvìt�ují denaturované (tedy rozvolnìné) úseky. Pøi urèité teplotì se
právì polovina DNA nachází v dvou�roubovicové konformaci. Tato teplota odpovídá
inflexnímu bodu sigmoidní denaturaèní køivky a oznaèuje se jako teplota tání (Tm).
Teplota tání dané molekuly závisí zejména na obsahu GC basí � se zvy�ujícím se za-
stoupením GC stoupá teplota tání. Tohoto faktu vyu�ívá LightCycler pro identifikaci
produktù.

Pøi pou�ití SYBR Green I se reakèní smìs v kapilárách pomalu zahøívá a souèasnì
se kontinuálnì mìøí hodnota fluorescence. S rozvolòováním dvouøetìzcové DNA do-
chází k uvolòování SYBR Green I a k poklesu hodnot namìøené fluorescence. Pro snad-
nìj�í analýzu výsledkù obslu�ný software automaticky spoèítá zápornou derivaci vý-
sledné køivky -(dF/dT) � inflexní bod se tak stane vrcholem píku. Pak je mo�né snadno
rozli�it fragmenty s rùznou Tm a zjistit, jestli dochází k tvorbì nespecifických produk-
tù.

Pøi pou�ití stejného principu ve spojení s hybridizaèními sondami je mo�né snadno
detegovat nìkteré mutace. Nutným pøedpokladem je, aby mutace byla v místì, kde na-
sedá jedna z hybridizaèních sond. U nemutovaného templátu je shoda mezi tímto tem-
plátem a sondou 100%. Je-li pøítomná v amplifikovaném templátu mutace, chybné pá-
rování se projeví sní�ením teploty Tm a po pøíslu�ném matematickém zpracování  (dF/dT)
posunem pøíslu�ného píku do oblasti ni��ích teplot. Výsledky mutaèní analýzy je tak
mo�né získat s LightCyclerem bìhem 30 minut po zahájení PCR a to bez otevøení kapi-
lár.

Obr. è. 3.: Analýza hybridizaèních køivek odhalí pøípadné
nespecifické produkty.
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Obr. 4. Pomocí analýzy hybridizaèních køivek je mo�né detegovat mutace. Mutace se díky sní�ené Tm projeví
posunem výsledného píku do oblasti ni��ích teplot.

Podrobnìj�í informace o systému LightCycler a kvantitativní PCR mù�ete nalézt na Internetové
adrese

http://biochem.roche.com/lightcycler

Imunohistochemický pøístup k øe�ení molekulárnì-
biologických problémù
JITKA �LÙVOVÁ

Laboratoø vývojové genetiky rostlin, Biofyzikální ústav AV ÈR, Královopolská 135, 612 65 Brno,
tel.: 05/415 17 203, email: jitka@ibp.cz

Úvod
�Klasický� molekulárnì-biologický pøístup pou�ívaný pøi stanovování pøítomnosti

urèité látky v organizmu spoèívá v homogenizaci materiálu a v separaci a vyhodnocení
obsahu sledované látky. Takto lze bìhem pomìrnì krátkého èasového intervalu získat
informace o velkém poètu vzorkù, av�ak získané výsledky poskytují pomìrnì malou
informaci o tkáòovì nebo bunìènì specifické pøítomnosti dané látky. Pro pøesnou loka-
lizaci pøítomnosti mnohých látek v organismech je z tohoto hlediska nejvhodnìj�í pou-
�ití imunohistochemie, která vyu�ívá mikrotomové øezy, na nì� jsou obvykle apliková-
ny protilátky schopné specificky detegovat stanovovanou látku. Tato metoda je tudí�
schopná poskytnout informace o lokalizaci i mno�ství studované látky. Metodika spo-
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èívá ve fixaci rostlinného materiálu, pøípravì mikrotomových øezù, poté zpravidla ná-
sleduje postfixaèní opracování preparátù, aplikace primární protilátky interagující se
stanovovaným epitopem, vìt�inou následovaná aplikací znaèené sekundární protilátky
(Southgate a Trejdosiewicz 1997).

Fixace materiálu
Prvním z klíèových bodù imunohistochemických metod je vhodná fixace materiálu.

Vzorky po fixaci by mìly splòovat nìkolik základních po�adavkù - pøednì je to zacho-
vání pùvodní histologické struktury, dále musí zùstat zachována antigenita studova-
ných epitopù a v neposlední øadì musí fixá� spolu s dal�ími postfixaèními kroky umo�-
nit reprodukovatelnou penetraci protilátek (Jeppesen 1994). Pro studium omezené sku-
piny epitopù mù�e být pou�ita kyselá fixace (jako napø. Carnoyova nebo Farmerova
fixá�), která výraznì permeabilizuje rostlinný materiál, av�ak není vhodná ke studiu
vìt�iny proteinových epitopù. Proto se v tìchto pøípadech vìt�inou nahrazuje aplikací
formaldehydu nebo glutaraldehydu.

Tlou��ka øezù a postfixace
Pronikání protilátek není limitováno pouze zpùsobem fixace vzorku, ale také tlou��-

kou mikrotomového øezu. Reprodukovatelná penetrace protilátek do celého øezu se
zpravidla sluèuje s tlou��kou do 10 µm. Penetraci protilátek lze výraznì zlep�it postfi-
xaèním opracováním preparátù. Pro postfixaèní procedury platí stejné podmínky jako
pro vlastní fixaci - tj. musí být zachovány morfologické struktury a nesmí být poru�ena
antigenita epitopu. Vzhledem k tomu je vìt�inou pøijatelné pouze pùsobení detergentù
jako jsou napø. Tween 20 nebo Triton X-100. Kromì toho lze pomìrnì èasto s úspì-
chem pou�ít chloroformu, diethyléteru, acetonu a/nebo pøedchlazeného methanolu, které
kromì permeabilizace také z preparátu odstraòují chlorofyl. Pronikání protilátek je mo�né
zlep�it také krátkým pùsobením celulas a pektinas. V pøípadì detekce neproteinových
epitopù je rovnì� mo�né aplikovat proteolytické enzymy, jejich� pou�ití se èasto proje-
ví  výrazným sní�ením nespecifického pozadí. Pro imunodetekci DNA-epitopù je nut-
ná denaturace DNA, kterou je nejlep�í provádìt za pou�ití 2N HCl (�lùvová a Vyskot
2000).

Blokáda nespecifických vazeb protilátek a vazba primární protilátky
Dal�í redukce nespecifického pozadí je mo�no dosáhnout blokováním mo�ných ne-

specifických vazeb protilátek, které se zpravidla provádí pomocí BSA (telecí sérum
albumin) s pøídavkem detergentu (napø. Tween 20). Primární protilátka bývá vìt�inou
aplikována v blokovacím roztoku pøi laboratorní teplotì nebo pøi 4°C. Koncentraci
i dobu aplikace protilátky je nutno empiricky stanovit.

Detekce vazby primární protilátky
Detekce vazby primární protilátky se vìt�inou provádí aplikací znaèené sekundární

protilátky  schopné rozpoznat imunoglobuliny �ivoèi�ného druhu pou�itého pro tvorbu
primární protilátky. Tato metoda má dvì výhody: jednak dochází k amplifikaci signálu,
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co� výraznì zvy�uje citlivost detekce, a také sni�uje finanèní náklady na výzkum, pro-
to�e se tak obchází nutnost konjugovat v�echny protilátky se znaèkami. Znaèení proti-
látek mù�e být v principu trojího druhu: signální enzym, èástice koloidního zlata nebo
fluorescenèní znaèka. Pou�ití protilátek znaèených enzymy nebo koloidním zlatem má
sice výhodu v mo�nosti vyhodnocení preparátù pomocí svìtelného mikroskopu, je v�ak
nároèné na zku�enosti experimentátora. V na�em experimentálním systému se nejlépe
osvìdèilo fluorescenèní znaèení, proto�e na rozdíl od zbývajících dvou technik posky-
tuje mo�nost znaèení vìt�ího poètu odli�ných epitopù na jednom preparátu.

Zhodnocení metody
Nevýhodou imunohistochemie je nutnost provádìní velkého mno�ství kontrolních

experimentù. Kromì ovìøení specifity primární protilátky, kterou nelze provádìt histo-
chemicky, se jedná zejména o kontrolu nespecifického pozadí (kdy nedochází k aplika-
ci primární protilátky), kontrolu nespecifické vazby sekundární protilátky (kdy je apli-
kována pouze sekundární protilátka),  kontrolu penetrace primární protilátky (je apli-
kována protilátka proti podobnému epitopu, av�ak s homogenní distribucí ve zkouma-
ném materiálu; detekce je provádìna sekundární protilátkou) a kontrolu mo�né nespe-
cifické vazby primární protilátky (kdy je aplikováno preimunní sérum �ivoèicha, který
slou�il pro výrobu primární protilátky, a detekce je provedena sekundární protilátkou).
Dal�í nevýhodou je velká èasová nároènost na zavedení metodiky, proto�e v�echny
kroky je nutno empiricky optimalizovat. S výjimkou nákupu protilátek a samozøejmì
i kvalitního mikrotomu (v na�í laboratoøi se velmi dobøe osvìdèil kryomikrotom Leica
1800) se v�ak jedná o metodu relativnì levnou, která navíc poskytuje informace, je�
není mo�no získat pomocí jiných pøístupù.
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