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Od dat k informaci: klonovani in silico
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Problém dat a informace

Dramaticky nértist mnozstvi dostupnych primarnich i anotovanych sekvencnich dat
(tab.1) pfinasi kvalitativné novy problém rozliSovani relevantnich a zajimavych infor-
maci v pfivalu experimentalnich udaji. K interpretaci obsahu databazi 1ze ptistupovat
mnoha zpusoby, a tomuto tématu jsou vénovany rozsahlé monografie (napf. Kanehisa
2000).

Zde se pokusim nastinit nékteré cesty vyuziti sekven¢nich informaci pti vyhledava-
ni, piredbézné charakterizaci a klonovani rostlinnych genu na ziakladé znalosti
analogickych geni jinych organismi. V pirednasce bude tento postup dokumentovan
konkrétnimi priklady identifikace a charakterizace homologt forminti u Arabidopsis
thaliana (Cvrckova 2000) a identifikace a analyzy rostlinnych genti koédujicich pravdé-
podobné nové formy fosfolipasy D (M. Eliés, nepublikované vysledky).

Nazev Adresa Charakteristika
NCBI Entrez http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ DNA a proteinové sekvence + literatura (GenBank,
entrez/ EMBL, DDBJ, SwissProt,PIR, PubMed)
EBI http://www.ebi.ac.uk/ EMBL, GenBank, DDBJ, SwissProt - pristup pres
Databases/ SRS
TAIR http://www.arabidopsis.org/  genom Arabidopsis thaliana, vyhledavaci nastroje
Stanford Genomic http://genome- genom Saccharomyces cerevisiae, odkazy na
Resources www.stanford.edu/ dalsi zdroje
Proteome, Inc. http://www.proteome.com/ porovnani genomu Saccharomyces cerevisiae a
Caenorhabditis elegans
Stanford Human  http://shgc.stanford.edu/ jeden z mnoha vstupl do databaze lidského
Genome Center genomu
TIGR Databases  http://www.tigr.org/tdb/ mikrobialni genomy, ¢ast genomu Arabidopsis a
ryze

Tab.1: Vybrané vetejné ptistupné databdze sekvenc¢nich dat na Internetu

Hardwarové a softwarové predpoklady

Nutnosti je pocita¢ ptfipojeny pevnou linkou k internetu. Zde zmifiované postupy
zvladne i postarsi Pentium na 166 MHz s 32 MB RAM, vybavené Windows 95, i kdyz
lepsi pocitac je samoziejmé vyhodou.

Ceny softwarovych baliki pro analyzu sekven¢nich dat zpravidla piesahuji 100 000
K¢. V soucasnosti vSak 1ze po registraci zdarma vyuzivat software GCG (Womble 2000)
pod Unixem, instalovany na Biofyzikalnim tstavu v Brné. Zacate¢nik vstupujici do
svéta genomiky ale mize k zékladni manipulaci s datovymi soubory i k pokrocilejSim
ukolim, jako je vytvaieni a vyhodnocovani alignmentt (viz déle) vyuzit také fady vol-
n¢ dostupnych programu (tab.2).
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Tab. 2: Voln¢ dostupné programy pro praci se sekvenénimi daty
*operaéni systém: www = program pracuje na vzdaleném pocitaci a je dostupny prostiednictvim standardnich
prohlizect pro rizné opera¢ni systémy; jiné - program ke stazeni a instalaci na vlastnim pocitaci

Nazev Adresa 0s* Charakteristika
BCM Sequence http://dot.imgen.bcm.tmc. WWwW formatovani sekvenci, translace,
Utilities edu:9331/seq-util/ restrik€ni analyza
seq-util.html
ExPASy http://www.expasy.ch/ WWW translace
Translate Tool  tools/dna.html
ClustalW http://www.clustalw.genome. www porovnavani sekvenci a konstrukce
ad.jp/ alignmentu
Clustalw http://www.csc.fi/molbio/ DOS,
progs/clustalw/clustalw.html  Mac
MACAW ftp://ncbi.nim.nih.gov/ Win95+, porovnavani sekvenci a konstrukce
pub/macaw/ Win3.x,  alignmentu s mozZnosti ru¢niho editovani
Mac
PHYLIP http://evolution.genetics. Win95+, komplexni analyza podobnosti a
washington.edu/ Win3.x,  pribuznosti (nejen) sekvenci
phylip.html DOS,
Mac
Boxshade http://www.ch.embnet.org/ WWW, formalni upravy alignmentu pro publikaci
software/BOX_form.htmi Win,
DOS,
Linux
pDRAW32 http://www.crosswinds.net/ Win95+  konstrukce map plasmidu
~acaclone/

Strategie vyhledavani sekvenci v databazich

Sekvence znamych geni 1ze nejsnéaze ziskat na zékladé publikovaného ¢isla zdzna-
mu v databazi (Accession No.) nebo vyhledavanim pomoci klicovych slov (dostupné
z domovské stranky vétSiny databazi). Pfibuzné, dosud necharakterizované geny v da-
tabazich sekvenci organismu, o ktery se zajimame, 1ze identifikovat nékolika zptsoby:

Rzné varianty programtt BLAST (Gish a States 1993, Altschul ez al. 1997) aFASTA
(Pearson 2000) umoziuji pouzit vybranou aminokyselinovou ¢i nukleotidovou
sekvenci jako sondu (query) k prohledavani databazi; mozné jsou vSechny kom-
binace typu sondy a typu databaze (Tab.3). Soucasti vystupu programu jsou sta-
tistické parametry charakterizujici miru ptibuznosti - pravdépodobnost ndhodné-
ho vyskytu stejn¢ blizce podobné sekvence P(N) ¢i o¢ekavany pocet sekvenci se
stejnou mirou podobnosti E ve zkoumané databazi.

Databaze NCBI Entrez nabizi automaticky generované seznamy ptibuznych sek-
venci (related sequences); statistickou vyznamnost pfibuznosti je nutno oveéfit
napt. stanovenim P(N), s jakym BLAST s nov¢ nalezenou sekvenci jakoZto son-
dou identifikuje sekvenci, od niZ jsme vysli.

Zname-li kratky evolu¢né konzervovany sekvencni motiv charakterizujici tfeba ak-
tivni misto enzymu (pattern), mizeme vyuzit programi PatternFind nebo PatMatch.
Rovnéz zde je tieba ovérit statistickou vyznamnost vysledku (tab.3).

Analyza sekvenci: identifikace kédujicich oblasti a charakterizace
predikovanych proteinu

Uvedenymi metodami miizeme najit jak geny jiz znamé (na kterych zpravidla nékdo
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intenzivné pracuje), tak i veskrze neznamé, nanejvys anotované jako ,,predpokladané
kodujici sekvence®. Pokud nalezena sekvece nema anotaci urcujici predpokladané hra-
nice transkriptli, exond, intront a otevienych ctecich ramcu, nebo pokud (zpravidla
automaticky generovanou) anotaci chcete ovétit, 1ze pouzit néktery z programi uvede-
nych v Tab.4. Spolehlivost predikce hranic exonti a intrond a otevienych ¢tecich ramct
je vSak vzdy omezend, miru divéryhodnosti vysledki 1ze odhadnout porovnanim ales-
pon 2 metod. Nékdy 1ze predpokladanou strukturu mRNA potvrdit porovnanim se sek-
vencemi EST (expressed sequence tags), které rovnéz poskytuji informace o expresi
studovaného genu.

V predikované aminokyselinové sekvenci se vyplati patrat po pfitomnosti dalSich
evolu¢né konzervovanych domén ¢i specialnich strukturnich motivii (napf. transmem-
branovych Usekt), které se mohou objevovat ve zna¢né prekvapivych kontextech. Lze
k tomu pouzit napt. programu SMART (Schultz ez al., 1998) ¢i nékterého z ostatnich
nastrojii uvedenych v tab.4.

Tab. 3: Vybrané servery pro vyhledavani ptibuznych sekvenci

Program Databaze Adresa Poznamky

BLAST NCBI Entrez http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLA  také specializované varianty BLASTu,
ST/ moznost sloZit&ji strukturovaného

zadavani

BLAST ruzné http://blast.wustl.edu/

BLAST TAIR http://www.arabidopsis.org/blast/

FASTA EBI http://www.ebi.ac.uk/fasta3/

FASTA TAIR http://www.arabidopsis.org/
cgi-bin/fasta/TAIRfasta.pl

PatternFind SwissProta http://www.isrec.isb-sib.ch/ vyhledavani kratkych, uZivatelsky

dalsi software/PATFND_form.html definovanych peptidovych sekvenci
PatMatch  TAIR http://www.arabidopsis.org/ funkce jako PatternFind, ale jiny

cgi-bin/patmatch/nph-patmatch.pl algoritmus

Tab. 4: Vybrané servery pro analyzu nukleotidovych a proteinovych sekvenci

Nazev Adresa Charakteristika

CBS http://www.cbs.dtu.dk/services/ predikce transkribovanych a kddujicich usekui
DNA, sekre€nich signalu a posttranslacnich
modifikaci proteinu

Webgene http://www.itba.mi.cnr.ittwebgene/  predikce struktury genui - n&kolik rLznych metod

GeneFinder  http://argon.cshl.org/genefinder/ predikce internich kédujicich exontl

SMART http://smart.embl-heidelberg.de/ vyhledavani znamych sekvenénich motivy,

sekre€nich signalu, transmembranovych domén

TopPred http://www.biokemi.su.se/~server/  predikce sekrecnich signalu
toppred2/toppredServer.cgi a transmembranovych sekvenci

ScanProsite  http://www.expasy.ch/tools/ vyhledavani znamych sekvenénich motivu
scnpsite.html z databaze PROSITE

ProfileScan  http://www.isrec.isb-sib.ch/ vyhledavani sekvenénich motivil z PROSITE,
software/PFSCAN_form.html bere v Uvahu "vahu" variabilnich pozic

Soucasti charakterizace nalezenych genti by méla byt podrobna charakterizace nale-
zenych evolu¢né konzervovanych domén, pokud mozno vcetné vytvoieni alignmentu.
K tomuto ucelu lze vyuzit jak automatizované metody, jako je BLAST pro 2 sekvence
¢i Clustal (Thompson et al. 1997), tak i manualni postup s asistenci programu MACAW

159



F. CVRCKOVA, M. ELIAS

(Schuler et al. 1991). (V poslednim piipad¢ je vskutku radno prostudovat on-line napo-
veédu, kde najdete diilezita varovani tykajici se situaci, v nichz se neda véfit statistic-
kym odhadiim dodavanym programem.) Odkazy na tyto nastroje jsou v tab.2 a 3.
Diukladnéjsi fylogeneticka analyza predikovanych sekvenci (vytvafeni dendrogra-
mu) prekracuje ramec této prace, zdjemce odkazuji na manualy programu PHYLIP
(Felsenstein 1989; tab.2) a na jinde publikovany podrobny navod (Cvrckova 2000).

Od sekvence k DNA: tipy pro klonovani

Se vSeobecnym zavedenim metody PCR se vyznamn¢ usnadnila izolace usekti DNA
(at’ uz genomové ¢i cDNA) se zndmou sekvenci. Na identifikaci potencidlnich genti
muZe proto snadno navazat jejich klonovani - zejména klonovani cDNA. Rozbor pou-
zivanych metod piekracuje ramec tohoto prispévku, dovoluji si v§ak upozornit na tfi
zajimavé moznosti:

Nejjednodusii je ,.klonovani podtou* (cloning by mail). Radu &asteéné sekvenova-
nych EST klont Arabidopsis 1ze ziskat za inosny manipulaéni poplatek ze sbirky
AIMS (Scholl a Kim 1995).

7. postupt zalozenych na PCR stoji za to pfipomenout rizné varianty RT-PCR
(viz napft. (Martin-Parras a Zerial 1995).

Za pozornost stoji i vyuziti PCR ke screenovani postupné¢ se zmensujicich frakci
komplexnich cDNA knihoven v plasmidovych nebo fagovych vektorech
(Bockmann et al. 1998).
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Dalsi doporucené odkazy na www
(tyto i vSechny ostatni odkazy v ¢lanku jsou aktudlni na ptelomu ¢ervna a ¢ervence 2000)
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AIMS - Arabidopsis information management system (http://aims.cps.msu.edu/aims/) - databaze linii
Arabidopsis a kloni

Celera Genomics (http://www.celera.com/) - soukroma firma, ktera sekvenovala genom ¢lovéka a
octomilky...

Cesky narodni uzel ICBnetu (http://ICCBnet.ibp.cz/Services.html) - pfistup k GCG softwaru

ExPASy Molecular Biology Server (http://www.expasy.ch/) - server Svycarského institutu pro
bioinformatiku s nastroji pro analyzu sekvenci a fadou odkazi na dalsi uzite¢né stranky

Genome Biology (http://www.genomebiology.com/) - internetovy ¢asopis vénovany analyzam
genoml - originalni prace zdarma, ptehledné ¢lanky placené

TIGR - The Institute of Genome Research (http://www.tigr.org/) - kromé databazi téz fada dalSich
odkazi

Vyuziti soustavy in vitro transkripce, translace a ko-translace

VERA CAPKOVA

Ustav Experimentalni botaniky AV CR, Rozvojova 135, Praha 6, 165 02,
tel.: 203 90 452, email: capkova@ueb.cas.cz

Jednotlivé faze ontogenese byvaji charakterizovany spektry specifickych bilko-
vin ¢i spektry specificky aktivovanych genti. Oba typy analyz jsou v sou¢asnosti meto-
dicky snadnou zélezitosti. Problémem ale zistava ptifazeni bilkoviny a odpovidajici-
ho, kodujiciho genu. Navic je tieba pocitat s moznosti Casového posunu syntézy mRNA
a syntézy bilkovin. Pfi nejmens$im gametogenese a prvni faze kliceni semen jsou proce-
sy kde se plné€ uplatiiuje translacni regulace genové exprese, kdy vysledkem transkrip-
ce jsou skladované typy mRNA a k syntéze bilkovin dochazi pozdé&ji, az po aktivaci
téchto transkriptd. Vzhledem k tomu, Ze znac¢nd cast bilkovin objevujicich se bé-
hem ontogenese je N-glykosylovana, je moZno k identifikaci bilkovina-gen pouZit kom-
binaci tunikamycinu, inhibitoru prvniho stupné N-glykosylace a spojené trankripce/
translace/glykosylace in vitro.

V prvni ¢asti pokusu je rostlinny material inkubovan se '*C-smési aminokyselin a
to paraleln¢ za pfitomnosti i nepfitomnosti tunikamycinu. Inhibitor blokuje vazbu oli-
gosacharidového fetézce na dolichol a tim zabraiiuje ko-translacnimu navéazani glyka-
nu (Elbein 1987), takze bilkovina zlistava v nascentni podobé¢, s niz$i molekulovou
hmotnosti. Rozdéleni de novo syntetizovanych bilkovin na SDS-PAGE (Laemmli 1970)
a nasledna fluorografie (Bonner and Laskey 1974) dovoluji identifikovat nascentni a
plné€ posttranslaéné modifikované typy bilkovin. Tim se vydéli vysoce glykosylované
bilkovin (Capkova et al. 1997) a sekvenéni analyza specifickych transkripti ukaze
typy které maji vyssi pocet potencidlnich glykosyla¢nich mist, ukaze pravdépodobné
kandidaty na kodujici mRNA. Vybrané typy mRNA jsou pouZzity do druhé ¢asti pokusu,
pro in vitro trankripci/translaci a glykosylaci (systém firmy Promega). Pfesné¢ podle
protokolu je nasyntetizovana mRNA a je vyuZita pro translaci in vitro na krali¢ich reti-
kulocytech a takto vytvorend bilkovina je dale glykosylovana na mikrosomalnich mem-
branach psich pankreast. Bilkoviny rozdéleny na SDS-PAGE a fluorograficky zvidi-
telnény ukazuji jak nascentni podobu, tak glykosylovanou formu a po doplnéni in vitro
systému tunikamycinem i neglykosylované formy. Porovnanim prvniho a druhého kro-
ku je mozno identifikovat gen kodujici bilkovinu syntetizovanou v urcité fazi ontoge-
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nese a navic Casové lokalizovat expresi transkriptu a piislusné bilkoviny (Storchova
et al. 1994, Wittink et al. 2000).
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Obr. 1. Fluorogramy bilkovinnych produktti in vitro transkripce/translace a glykosylace pylové specifického
genu npt303. 1: in vitro translace celkové RNA izolované z pylovych la¢ek po 24 hodinach kultivace, 2:

in vitro transkripce genu ntp303 a nasledna translace in vitro, 3: in vitro transkripce, translace a glykosylace,
4,5,6: totéz jako 3, ale s ptidanim 0,1, 0,2 a 0,5 ug tunikamycinu, 7: kontrola bez RNA, 8: '*C-30" znaceni
nekovalentné vazanych bilkovin pylovych la¢ek po 24 hodindch kultivace.
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Jak se vyporadat s problémy pri hydrogensiri¢itanovém
genomovém sekvenovani

JAROSLAV FULNECEK

Biofyzikalni tstav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno,
tel.: 05/415 17 178, email: fulnecek@ibp.cz

Uvod

Az do roku 1992, kdy byl vyvinut zcela novy postup stanoveni 5-methylcytosint
(5-mC) v DNA (Frommer et al. 1992; McDonald a Kay 1997), pouzivané metody ne-
dovolily v uspokojivé mite detailn€ urcit pozice 5-mC v DNA vysSich organismt. Do té
doby existovala fada riznych metod, které vSak neposkytovaly dostatecné piesné a
podrobné vysledky, vedouci k zdsadnimu pokroku ve studiu methylace DNA. AvSak
ani genomové sekvenovani s pouzitim hydrogensifi¢itanu nelze povazovat za vse fesi-
ci metodu. I kdyZ je princip metody genidlné€ jednoduchy, postup je pomérné pracny a
navic hrozi ziskani faleSnych vysledkili. Abychom obdrzeli spravné a ptesné vysledky,
je nutné provést fadu kontrolnich pokust. Tyto pokusy se provadi paralelné s vlastnim
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stanovenim, a proto zvysuji narocnost na ¢as i material. Navic je vysledek kontrolnich
pokust znam aZ na samém konci celého postupu.

Tento ¢lanek se zabyva pravé moznostmi vzniku faleSnych vysledku, pouzitim vhod-
nych postupti, které je minimalizuji a navrzenim kontrolnich experimentq, jez slouzi
jako svédci pochodt, odehravajicich se béhem procedury. Pfitom vychazi z bohatych
osobnich zkuSenosti z pouzivani této metody od jejiho zavedeni na naSem pracovisti
v roce 1996 az dodnes.

Podstata metody

Touto metodou Ize zjistit ptesné pozice 5S-mC v krat$im tiseku jednoho vldkna DNA.
Je mozné analyzovat tfeba ¢ast unikatniho genu pouze z nékolika desitek bunék.

Metoda je zalozena na chemické reakci, pfi niZ na jednotfetézcové DNA dochazi
pomoci HSO," k hydrolytické deaminaci cytosini na uracily, kdeZzto 5-mC nereaguji
(Wang et al. 1980; obr. 1).

(V prvnim kroku reakce, sulfonaci, interaguje hydrogensifti¢itanovy anion s dvojnou
vazbou mezi 5 a 6 uhlikem cytosinu a tvofi se sulfonat cytosinu na 6 uhliku. Tento krok
je reversibilni a pomalejsi u jednotetézcové DNA nez u nukleotidi. Reakce ptima pro-
biha pti nizkém pH. Ve druhém kroku reakce, hydrolytické deaminaci, se ve vodném
prostiedi deaminuje aminoskupina na 4 uhliku a vznika sulfonat uracilu. Tento krok je
nevratny a je katalyzovan bazickymi latkami, sifi¢itanovymi, hydrogensifi¢itanovymi
nebo acetatovymi anionty, a probiha pti pH niZSim nez 7. Posledni krok reakce, alkalic-
ka desulfonace, je vlastné zpétna reakce sulfonace, probihajici v alkalickém prostiedi a
produktem je uracil. Ac¢koli 5-mC muze s hydrogensifi¢itanem také reagovat, reakce je
velice pomala a podminky reakce davaji pfednost vzniku 5-mC neZ jeho deaminacni-
mu produktu tyminu.)

Sulfonace Hydrolyticka deaminace  Alkalicka desulfonace
2 NH, H,0 0 0
N7 HSO,- P! Z OH-

A | FHY AY~ HN HN™

o X OH- 07N"s0, \ 0PN 50,1805 0Py

, H NH+ H H
Cytosin Cytosin *" Uracil Uracil

sulfonat sulfonat

Obr. 1. Reakéni mechanizmus pfevedeni cytosinovych zbytkti na uracilové zbytky v DNA pf#i proceduie
hydrogensiti¢itanového sekvenovani viz. text.

Pivodné komplementarni vldkna se po reakci stanou nekomplementarnimi, a proto
se dale analyzuji samostatné. Podle reakci zménéné sekvence studovaného tiseku DNA
se ke kazdému vlaknu navrhnou dva oligonukleotidové primery se zabudovanymi cilo-
vymi misty pro restrikéni endonukleésy pro zjednoduseni nasledujici ligace a transfor-
mace. Po isolaci plasmidové DNA se insertovany usek sekvenuje. VSechny plivodni
cytosiny, preménéné hydrogensifi¢itanem na uracily, jsou v PCR amplifikovany jako
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thyminy, pouze methylcytosiny, které s hydrogensifiCitanem nereaguji, jako cytosiny.
Z4kladni postup je schematicky zndzornén na obrazku 2.

DNA

a-vladkno 5'-TGAACTACMCG ATGCAATCGG

b-vldkno 3'-ACTTGATGGMC TACGTTAGCC
l Denaturace

a-vladkno 5'-TGAACTACMCG ATGCAATCGG

b-vldkno 3'-ACTTGATGGMC TACGTTAGCC

Hydrogensiri¢itanova reakce
(sulfonace, hydrolyticka deaminace, alkalicka desulfonace)

a-vladkno 5'-TGAAUTAUMCG ATGUAATUGG
b-vldkno 3'-AUTTGATGGYC TAUGTTAGUU
l Polymerazova ret=zova reakce
(amplifikace obou vlaken zvlasr)
a-vlakno 5'-TGAATTATCG ATGTAATTGG
a'- 3'-ACTTAATAGC TACATTAACC

b'- 5'-TAAACTACCG ATACAATCAA
b-vlékno 3'-ATTTGATGGC IATGTTAGTT

Klonovani a sekvenovani jednotlivych molekul

pavodni a-vlakno

a-vlakno po celé procedire
Al[C|G|T A|[CIG|T
- we| | F— c

 — - rem— [-—

Obr.2. Schematické vyjadieni postupu pii hydrogensifi¢itanovém genomovém sekvenovani viz. text.
Methylcytosin je oznacen jako MC.

Pracovni postup

Isolovana rostlinna nebo zivocisna genomova DNA se fragmentuje restrikéni endo-
nukleasou, ktera nema cilové misto ve studovaném tseku. Fragmentovana DNA, po
inkubaci s RNasou A a poté s proteinasou K, se ptecisti fenolovou a chloroformovou
extrakci.

Nejdrive se 2 mg takto pripravené DNA v 90 ml destilované vody denaturuji prida-
nim 10 ml Cerstvé ptipravené¢ho 3 M NaOH a inkubaci 15 minut pti 37°C. Tésn¢ pied
pouzitim se piipravi roztok 10 mM hydrochinonu a nasyceny roztok (pii 20°C) hydro-
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gensifi¢itanu sodného(SIGMA S-8890 sodium bisulfite, coz je obvykle smés asi
1:1 hydrogensifi¢itanu sodného NaHSO, a disifi¢itanu sodného Na S O, (HS,0,=HSO;
+80,)), asi 3.6 M (5.29 g v 10 ml H,O). pH 4.8 - 5.0 roztoku hydrogensifiitanu se
upravi pomoci 10 M NaOH. Je velice dtlezité hydrogensiticitan rozpoustét a upravo-
vat jeho pH opatrn¢ v zazatkované zkumavce s minimalnim provzdu$nénim tak, aby
byl roztok co nejvice nasycen SO, (SO,+2H,0=HSO,” + H,O" bublinky plynu pod
vrstvou oleje po inkubaci). 1000 ml 3.6 M roztoku hydrogensiti¢itanu a 58 ml 10 mM
hydrochinonu se pfida k denaturované DNA (konec¢na koncentrace 3.1 M a 0.5 mM).
Roztok se opatrné promicha a ihned prevrstvi 150 ml mineralniho oleje, po 16 ti hodi-
nové inkubaci pti 55°C ve tmé se vzorky odeberou bez oleje a dialyzuji ve tmé pii 4°C
v a)3x2 litrech 0.5 mM hydrochinonu/5 mM octanu sodném pH 5.2 po jedné hodiné,
b)3x2 litrech 0.5 mM octanu sodném pH 5.2 po jedné hodinég, ¢)3x2 litrech destilované
vody po jedné hodin€ a 1x2 litrech destilované vody pies noc. Poté se objem vzorku
snizi lyofilizaci na 100-200 ml a DNA se isoluje z roztoku pomoci kitu "QIAprep Spin
Miniprep Kit” (Qiagen), DNA se rozpusti v 3x30 ml redestilované vody. Desulfonace
se provede ptidanim 11 ml Cerstvé ptipraven¢ho roztoku 3 M NaOH a inkubaci 15 mi-
nut pii 37°C. Roztok se poté neutralizuje pfidanim octanu amonného pH 7 na koncen-
traci 3 M, DNA se precipituje ethanolem, vysusi, rozpusti v 100 ml TE pufru a uchova
pri -20°C. Nasleduje PCR, ve které se amplifikuji vrchni a spodni vlakna studovaného
useku DNA oddélen¢ pomoci dvou navrZzenych dvojic oligonukleotidovych primerd,
které obsahuji cilova mista restrik¢nich endonukleas pro snazsi ligaci. Pouziji se asi
4 ml templatové DNA v 50 ml smési (50 mM KCI, 10 mM TRIS-HCI pH 9.0, 0.14%
TRITON X-100, 5 mM MgCl,, 0.4 mM dNTP a 0.5 mM primery). Po denaturaci 5 min.
pii 96°C se amplifikuje pomoci 1.5U Taq DNA polymerasy (Promega) v 35 cyklech,
ve kterych je teplota denaturace 94°C 20 s, teplota nasednuti primerti zavisi na jejich
sekvenci a teplota polymerace 72°C 20 s. Teplota nasedani primerd by se méla zvolit
takova, aby produkt vznikal selektivné na DNA modifikované hydrogensiti¢itanem a
nevznikal na pivodni genomové DNA.

Konce produktu se pted ligaci upravi pomoci restrik¢nich endonukleds, produkt se
precisti elektroforesou a isolaci z gelu a liguje se do pfedem piipraveného plasmidové-
ho vektoru. Poté se transformuje do kompetentnich E. coli (Stratagene), plasmidova
DNA se isoluje a insert se sekvenuje pomoci [32]P-dATP a Sequenase Version 2.0
DNA Sequencing Kit” (BioTech).

Ze sekvenci piectenych z autoradiogramu sekvenacnich gelu se zjisti pfesné polohy
5-mC, nebot’ tam, kde se vyskytne cytosin byl ptivodné 5-mC. Vyhodnocuje se zvlast
vrchni a spodni vlakno studovaného tseku DNA.

Uskali metody

Metoda je zalozena na konversi vSech cytosind na uracily v jednofetézcové DNA
hydrogensifi¢itanem. Existuje zde nebezpeci ziskani faleSn¢€ pozitivnich signald (5-mC
se deteguje i tam, kde neni pfitomen) minimaln¢ ze dvou divodu.

Za prvé jde o to, aby modifikovand DNA byla béhem konverse stale denaturovana a
nedochézelo tedy k renaturaci. V podezieni, Ze doslo k renaturaci nebo Ze viibec nedo-
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Slo k denaturaci, nese kazdy delsi isek DNA, kde byly detekovany pouze 5-mC bez
preruseni cytosiny (Rother et al. 1995).

Za druhé je modifikace hydrogensitic¢itanem bézna chemickéa reakce, ktera je vzdy
v urcité rovnovaze a i kdyz se snazime o co nejvetsi konversi a docilime toho, ze 99.99%
cytosind se zmeénilo na uracily, zbylé ptivodni molekuly se mohou selektivné amplifi-
kovat v PCR, pokud se pouZiji nevhodn¢ navrzené oligonukleotidové primery (Warnecke
et al. 1997).

S druhym bodem souvisi problém kvantifikace methyla¢niho stavu jednotlivych sek-
vencnich motivit DNA. ObdrZené hodnoty nemusi odpovidat skute¢nosti, protoze bylo
pouzito PCR, ve které mohlo dojit k vybéru nékterych templatovych vladken DNA (tem-
platy se v tomto piipad€ mohou vyznamné liSit v CG obsahu a tim pademiv T ).

Dalsi neptijemnosti je to, Ze DNA je pomérné dlouho vystavena pH kolem 5 a miize
dochazet k depurinaci a tak ke znehodnoceni DNA jako templatu PCR, proto je vhodné
vybirat si ke studiu tseky kratké, maximaln¢ do 300 bp, aby nedoslo k problémiim pii
ziskavani PCR produktu.

ReSeni

Kontrola, zda nedochazi k falesné pozitivnim vysledkiim, se provadi pouzitim plas-
midové DNA s insertem totozné sekvence studovaného useku DNA v paralelnim expe-
rimentu. Plasmidova DNA je linearizovana a ve smési s nosi¢ovou DNA v takovém
mnozstvi, aby se pokud mozno co nejvice blizila vlastnostem genomové DNA. Ovéie-
ni spravné modifikace a také zda nedoslo k vybéru pti PCR docilime pouZzitim plasmi-
dové DNA bez 5-mC a in vitro methylované pomoci Msp I, Hpa Il nebo Sss I methylés
(znama pozice 5-mC) v poméru 1:1.

Nevyhoda spociva v tom, Ze se spravnost vysledki ovéti az po poslednim kroku
procedury - sekvenovani.

Zabranit renaturaci 1ze béhem reakce s hydrogensific¢itanem zvySovanim teploty kazdé
tfi hodiny v pétiminutovych pulsech na 90°C nebo lze reakci provést v 50% roztoku
mocoviny, coZ nijak reakci neovlivni (Grigg 1996). Velice zalezi na pouzitych oligo-
nukleotidovych primerech. Mély by se navrhnout tak, aby co nejvice odpovidaly modi-
fikované DNA a liSily se od ptivodni DNA, coz znamend, Ze by mély obsahovat co
nejvice zménénych mist cytosinti. Pokud se piedpoklada ptitomnost 5-mC, I1ze zvolit
takové primery, které “’si vybiraji” bud’ methylované nebo nemethylované zastupce stu-
dované sekvence DNA (Herman et al. 1996) (n€kolik kopii genu lisicich se transkrip-
¢ni aktivitou a tak pravdépodobné rozmisténim 5-mC, geny v raznych tkanich kde se
prepisuji nebo neptepisuji, dvé alely imprintovaného genu v diploidnim genomu). Dalsi
moznosti je pouziti primerti, které ”si nevybiraji”. Ziskaji se zkouskou a vybérem po
amplifikaci smési modifikované DNA a nemodifikované DNA v poméru 1:1, pficemz
vhodné primery tyto sekvence amplifikuji nezavisle a vysledny pomér molekul po am-
plifikaci a sekvenovani je opét 1:1 (Warnecke et al. 1997). Existuje cela fada zjednodu-
Senych verzi sekvenovani (pouziji se primery, které nasedaji jen na takovou modifiko-
vanou DNA, kde bud’ piivodné byl a nebo nebyl 5-mC (Herman et al. 1996); modifiko-
vana DNA se inkubuje s restriktasou s cilovym mistem v oblasti mezi primery, pokud
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se jeji cilové misto nezménilo, tak se DNA $tépi, nevznikne PCR produkt a tak cytosin
v cilovém misté restriktasy byl methylovany), ale tyto metody maji celou fadu technic-
kych problémt a navic se zabyvaji jen urcitymi misty. Existuje také moZznost obejiti
klonovani sekvenovanim PCR produktu (Pogribny et al. 1995; Oakeley a Jost 1996),
coz se neda doporucit, nebot’ tento zpusob je zaloZen na statistickém vyhodnoceni
intenzity prouzki (plochy pikti) v bézich C a T a je ziejmé, Ze polymerasa pouzita pii
sekvenovani se nezastavuje na vSech mistech stejné ¢asto, navic pokud je v draze C jen
nekolik prouzka.

Cela procedura, i v€etné isolace genomové DNA, denaturace, modifikace hydrogensi-
fi¢itanem, PCR, se da provést s pouzitim LMP-agarosy a ma fadu vyhod. Jednak je
mozné analyzu provést s minimalnimi ztratami DNA, zabranit renaturaci, poSkozeni
DNA a tak je mozné ziskat PCR produkt i z delSich tsekti modifikované DNA (Olek
et al. 1996).

Zavér

I kdyZ neni snadné a levné udélat spravnou analyzu methyla¢niho stavu byt jen
krat$iho tseku DNA, pfedkladand metoda znamenala zlom v této oblasti vyzkumu a
poskytla fadu zajimavych vysledka ve svéte i v nasi laboratori (Fulnecek et al. 1998;
Fulnecek 1998).

Pouzivani metody hydrogensifi¢itanového genomového sekvenovani pro ziskavani originalnich
experimentalnich vysledki je v soucasné dobé podporovano prostiedky z grantit GACR 204/99/
D001 a204/98/0191.
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Retardacni analyza

JANA FULNECKOVA

Laboratofi analyzy biologicky vyznamnych molekularnich komplexti, Masarykova univerzita v Brné¢,
Kralovopolska 135, 612 65 Brno, tel.: 05/415 17 151, email: fulneckova@ibp.cz

Podstata metody

Retardacni analyza se pouziva k detekci pfimych interakci proteind s nukleovymi
kyselinami. Po smichéani proteini s DNA (RNA) jsou vzniklé komplexy oddéleny od
volné nukleové kyseliny gelovou elektroforesou. Vazbou proteinu na DNA vznikne
nukleoproteinovy komplex, ktery ma odliSnou elektroforetickou mobilitu nez volna
DNA a ve vétSiné pripadu je jeho pohyblivost v gelu niz$i. Vyjimkou jsou pouze cirku-
larni molekuly DNA, jejichz DNA-proteinové komplexy se mohou pohybovat rychleji.

Separace komplext od volné DNA v gelu zavisi na fad¢ faktord, které musi byt
urceny experimentalné pro konkrétni ptipad. Mezi faktory, které ovliviiuji elektrofore-
tickou mobilitu nukleoproteinovych komplexu, patii molekulova hmotnost proteinu a
nukleové kyseliny, iontova sila a pH elektroforetického pufru, hustota gelu a teplota.
Jakym zplisobem modifikace téchto parametrd ovliviiuje mobilitu DNA-proteinovych
komplex, bylo publikovdno M. Friedem (1989). Podstatou retardacni analyzy je oddé-
leni volné DNA od nukleoproteinového komplexu pii vstupu do gelové matrix. Puto-
vani volné DNA v gelu neni proteiny ovlivnéno na rozdil od mobility DNA v komplexu
s proteinem. Gelova matrix napomaha stabilizaci komplexti (Fried a Crothers 1981)
tim, Ze omezuje difusi proteini od DNA pfi reverzibilni disociaci a reasociaci komple-
xu v gelu (Revzin et al. 1986). Ale i v ptipadé€, Ze se nukleoproteinovy komplex béhem
elekroforesy rozpadne, nemiiZe jeho DNA slozka dostihnout DNA, ktera byla volna jiz
na startu.

V okamziku nanéSeni na gel dojde ke “zmrazeni” rovnovahy mezi vdzanou a vol-
nou DNA. Vzhledem k této skute¢nosti je mozné urcit mnozstvi volné a vazané DNA,
coZ jsou udaje pottebné jak pro stanoveni rovnovazné konstanty vazby proteinu na
DNA, tak kinetiky interakce analyzou vzorku v riiznych ¢asovych intervalech po smi-
chani DNA s proteinem (Shanblatt a Revzin 1984, Lobell a Schleif 1990). Ackoliv
retardacni analyza dava moZnost kvantitativniho urceni sily nukleoproteinové interak-
ce, je to pouze ptiblizny tdaj (Carey 1991). DileZitym parametrem je doba, za kterou
komplex vputuje po naneseni do gelu. Je zadouci, aby tato doba byla minimalni (Fried
a Crothers 1984).

Jestlize ma substratova DNA pouze jedno specifické vazebné misto pro protein,
m¢la by retardacni analyza odhalit pouze jeden retardovany prouzek odpovidajici
DNAproteinovému komplexu. Kromé oddéleni vazané a volné DNA mohou byt na
retarda¢nim gelu rozliSeny nukleoproteinové komplexy s riiznou stechiometrii. Na jed-
nu molekulu DNA se miiZe vazat vice molekul proteinu. Na gelu se v takovém piipadé
objevuje série prouzki DNA s progresivné se snizujici elektroforetickou mobilitou.
Stechiometrie kazdého komplexu miiZze byt ur€ena, jelikoZ zména mobility jednoho
komplexu vi¢i nasledujicimu komplexu je obvykle v poméru ke zméné€ molekulové
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hmotnosti zpisobené navazanim dal$i molekuly proteinu. Pfesnéjsi, ale technicky na-
ro¢néjsi, je urceni stechiometrie komplexii radioaktivnim znacenim proteinu (**C) a
substratové DNA (*?P). V tomto ptipadé se da mé&tit molarni pomér piimo u kazdého
prouzku(Carey 1988). Jednou z hlavnich vyhod této metody oproti jinym metodam je
schopnost retarda¢ni analyzy rozliSit komplexy s riznou stechiometrii tvofené jednim
proteinem od komplext vzniklych vazbou riznych proteini na substratovou DNA. Navic
retardacni analyza umoznuje rozliSit komplexy se stejnou stechiometrii ale liSici se
konformaci DNA.

Shrnuti zakladnich praktickych postupu
Puvodni retardacni analyza

Retardacni analyza byla zavedena ptfed dvaceti lety a od té doby se pouziva ke
studiu interakci proteinti s nukleovymi kyselinami jen s malymi modifikacemi ptivodni
metody (Garner a Revzin 1981).
Substratova DNA obsahujici vazebné misto je koncové znac¢ena **P. Vzniklé nukleo-
proteinové komplexy jsou od volné DNA oddéleny na polyakrylamidovém gelu a polo-
ha DNA je uréena autoradiografii.
Retardacni analyza spojena s horizontalni agarosovou elektroforesou

V pripad¢ vzniku velkych nukleoproteinovych komplexa je vhodnéjs$i pouzivat
agarosovou elektroforesu (Berman et al. 1987). Dosahne se tak lepSiho rozliSeni di-
ky vétsi velikosti porti. Horizontalni usporadani umoznuje studovat vazbu velkych pro-
teinll i na kratké substratové molekuly DNA. Vzorky jsou nanaSeny do stiedu gelu a
béhem elektroforesy se mohou pohybovat pozitivné nabité DNA-proteinové komplexy
opa¢nym smérem nez volna DNA. MiZeme studovat vazbu proteinu na prirozené dlou-
hou substratovou DNA bez potieby kompenzace pozitivniho ndboje vazaného proteinu
(Froelich-Ammon et al. 1998). Pouziti agarosového gelu je vyhodné i ze zdravotniho a
ekonomického hlediska.
Neradioaktivni varianty retarda¢ni analyzy

Pti retardacni analyze se doporucuje pouzivat nizké koncentrace substratové DNA,

niz$i nez mize byt detegovano ethidiumbromidem. Z toho prameni Siroké pouziti radio-
aktivné znacCenych substratovych DNA. To ale s sebou nese zdravotni rizika a kompli-
kace prace. Vadi hlavn¢ kratky poloc¢as rozpadu isotopti a fragmentace fet¢zci DNA
u siln€ znacenych vzorki. S rozvojem neradioaktivnich metod detekce se naskyta moz-
nost dostatecné citlivé detekce i bez pouziti radioaktivniho znaceni. Dnes se pouzivaji
pro detekci DNA v gelu tii zdkladni zptsoby - barveni gelu fluorescenénimi barvami,
znaceni substratové DNA fluorescen¢nimi znackami a pouziti sekundarniho detekcni-
ho systému, ktery je fluorescen¢ni nebo chemiluminiscen¢ni. Nova generace fluores-
cencnich barev je az 20-kréat citlivéjsi nez ethidiumbromid (Tuma et al. 1999). Napt.pii
obarveni gelu barvivem SYBR Gold se detek¢ni limit pohybuje mezi 2-10 fmol/prouzek
(Tuma et al. 1999 ), coz muze v nékterych ptipadech stacit. Vyssi citlivosti doséhneme
pouzitim sekundéarniho detekéniho protokolu, kdy je substratova DNA znacena bioti-
nem. Po separaci volné DNA od nukleoproteinového komplexu v gelu je nutny pienos
na pozitivn¢€ nabitou membranu. K detekci se vyuziva streptavidin-fosfatasovy chemi-
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niluminiscenéni detek¢ni systém. V tomto piipad¢ detekéni limit je 0,001 fmol/prouzek,
a to diky amplifikaci signalu (Rodgers et al. 2000).

Pracovni postup
Priprava a vybér substrdtové DNA

Jestlize ma byt zkoumana vazba proteinu na potencidlni vazebnou sekvenci, je
nutné si nejprve piipravit substraitovou DNA o vhodné délce, ktera obsahuje vazebné
misto. Neexistuje Zddna obecna miniméalni délka substratové DNA. Podminkou je, aby
substratovd DNA obsahovala celé vazebné misto. Minimalni délku musime urcit expe-
rimentaln¢ pro konkrétni pripad. Syntetické oligonukleotidy pouzivané jako substrato-
va DNA musi byt purifikované na HPLC anebo denaturacni elektroforesou. Naopak
obecnd maximalni délka substratové DNA je asi 500 bp. Je-li délka DNA vétsinez 500
bp, projevi se vazba jedné molekuly proteinu pouze malym posunem. Pouziti delsi
substratové DNA je opodstatnéné pfi studiu DNA-proteinovych interakci, pti kterych
se vice proteintli vaze na skupinu vazebnych mist. Delsi DNA fragmenty (100-500 bp)
jsou pripravovany restrikénim Stépenim nebo PCR na plasmidovych vektorech. Frag-
menty DNA pro retardaéni analyzu musi byt vycistény elektroforesou
v polyakrylamidovém gelu. Pti jejich ptiprave restrikénim Stépenim je vyhodné pouZi-
vat takové enzymy, které tvoii 5 -presahy. To usnadiuje jejich radioaktivni znacent,
nebot’ tyto presahy mohou byt doplnény Klenowovym fragmentem DNA polymerasy I
v ptitomnosti o-[32P] ANTP a ostatnich ANTP. Oligonukleotidy pouzivané jako sondy
pfiretardacni analyze se znaci y-[32P]ATP pomoci polynukleotidkinasy. Znatena DNA
musi byt oddélena od volnych radioaktivnich dNTP. Dnes se pouZzivaji k tomuto tcelu
komerc¢ni kolonky a kity. Pro neradioaktivni detekci si nechame biotinylované oligo-
nukleotidy syntetizovat, zatimco dlouhé DNA fragmenty si miiZzeme pfipravit sami po-
moci znacicich kiti.

Volba kompetitorové DNA

Pti kazd¢ retardacni analyze se kromé substratové DNA ptidavéa do vzorku i
nespecifickd nezna¢ena kompetitorova DNA, ktera by neméla obsahovat ani jedinou
kopii specifického vazebného mista. Ulohu kompetitorové DNA miiZe plnit DNA fa-
ga |1 amnoho plasmidud. V posledni dob¢ se hlavné pouZzivaji neptirozené polynukleoti-
dy poly d(I-C). Mnozstvi kompetitorové DNA, které je nutné pridat do vzorku, aby
byly vSechny nespecifické interakce vysyceny, zavisi na specifité studované interakce.
Velky nadbytek kompetitorové DNA mize zpiisobit disociaci specifického komplexu,
protoze soucet afinit v§ech nespecifickych vazebnych mist je vétsi nez afinita specific-
kého vazebného mista (McGhee a von Hippel 1972). Jinym testem specifity vazby
proteinu k urcité sekvenci DNA je pouziti DNA fragmenta, které se 1i$i od ptivodniho
fragmentu v 1 nebo 2 bp (Carey 1988). Konkrétni experimenty vyzaduji specifické
upravy DNA fragmentt. Naptiklad studium ohybu DNA pfti vazbé¢ proteinu vyzaduje
sérii fragment o stejné délce, které se navzajem lisi polohou vazebného mista. Podob-
né pii studiu vazby jediného proteinu soucasn¢ do dvou vzdalenych mist na DNA je
tteba si pripravit sérii DNA fragmenti s rizné dlouhymi aseky mezi vazebnymi misty
(Kramer et al. 1988).

170



RETARDACNI ANALYZA

Tvorba kompexu

Vlastni tvorbé komplexu pfedchazi preinkubace DNA-vazebnych proteinta
s kompetitorovou DNA ve vazebném pufru. Jeho sloZeni ovliviiuje tvorbu komplexu.
Hlavnimi faktory jsou iontova sila pufru (konc. NaCl, KCl) a pritomnost divalentnich
kationtd jako je Mg?*. Objem piidavanych proteind by nem¢l prekrocit 10 % objemu
reakéni smési. Po preinkubaci se ptida minimalni mnoZstvi znacené substratové DNA
(0,1-5 ng) a vzorek se inkubuje 10-20 min na ledu nebo pii laboratorni teploté. Nasle-
duje okamzité naneseni vzorku na gel.

Elektroforesa

Nedoporucuje se michat vzorky s nanasecim pufrem, aby se negativné neovlivnila
tvorba komplexii. Glycerol pfitomny ve vzorku vétSinou postaci k uspéSnému naneseni
na gel. Bromfenolova modf se nanasi oddélené. Polyakrylamidova i agarosova elektro-
foresa se provadi pii 40°C. Do elektroforetického pufru se ptidava 2-merkaptoethanol,
popi. Mg*". Hofe¢naté ionty mohou byt pfitomny také v gelu. Pro agarosovou elektro-
foresu se pouziva 1-2 % gel. Pfi PAGE se hustota gelu pohybuje v rozmezi 4-6 %
(pomér akrylamid/ bisacrylamid 29/1 az 47/1). Dtlezit4 je rychla penetrace vzorku do
gelu, proto se na prvnich 5 minut vklada na elektrody vyssi napéti, které se nasledné
snizi na 10 V/cm.

Detekce

V pripad¢ pivodni retardacni analyzy se gel po fixaci vysusi a poloha DNA se urci
autoradiografii. Pfi pouziti agarosové elektroforesy event. neradioaktivni detekci je nutny
prenos DNA na membranu. Neradioaktivni detekce DNA na membrané se provadi pro-
mytim membrany roztokem s detergentem a roztokem blokujicim nespecifickou vazbu
streptavidinu. Potom se na biotinylovanou DNA navéze streptavidin s kovalentn¢ va-
zanou alkalickou fosfatasou. Po odstranéni nenavazaného konjugatu se zahaji chemilu-
miniscen¢ni reakce piidanim substratu.

Uskali metody
Nespecifita vazby

Objeveni jediného retardovaného prouzku na gelu nemusi nutné¢ znamenat tvorbu
specifického komplexu. Jednim z testu specificity, ktery by mél vyloucit vznik nespeci-
fickych komplexi, je ptidani neznacené kompetitorové DNA do reakce (Garner a Revzin
1981). Zbyvajici prouzky by mohly piedstavovat specifické komplexy, ale i to je potie-
ba ovérit pridavanim neznacené substratové DNA ke vzorku. Postupné mizeni retardo-
vaného prouzku pii této titraci dokazuje specifitu nukleoproteinového komplexu. Pou-
ziti dostate¢ného mnoZzstvi kompetitorové DNA skyta moznost vyhledat proteiny, které
jsou schopné se specificky vadzat na substratovou DNA, ptimo z hrubych jadernych
extraktd (Strauss a Varshavsky 1984).
Pouziti prilis kratké substratové DNA

Pti pouziti prili§ kratké substratové DNA hrozi, Ze u vzniklého nukleoproteinové-
ho komplexu prevazi kladny naboj proteinu a komplex se bude pohybovat opacnym
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smérem neZ volna DNA. Pii vertikalnim usporadani PAGE je nutné substratovou DNA
prodlouzit, aby kompenzovala kladny néboj proteinu, zatimco jsou-li komplexy sepa-
rovany horizontalni agar6zovou elektroforézou s nanasenim vzorki do sttedu gelu, zadna
kompenzace neni nutna.

Citlivost detekce

Pti detekci komplextt musime mit na paméti, Ze nukleoproteinovy komplex se ne-
barvi v gelu tak dobfe jako volnd DNA. Také pti sekundarni detekci mize protein bréa-
nit vazbe¢ streptavidinu na biotin, zvlaste je-li substratova DNA kratka.

Podékovani: Tato prace byla podporena grantem MSMT VS97032.
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Konstrukce ¢astecné chomosomové-specifické knihovny —
optimalizace metody

PAVEL HANACEK, LaDisLav HAVEL, Ivo UBERALL

Ustav botaniky a fyziologie rostlin MZLU, Zemé&d&lska 1, 613 00 Brno,
tel.: 05/451 33 343, email: hanacek@mendelu.cz

Abstrakt

Konstrukce knihovny byla provedena podle metodiky Macas a kol. Vychozi postup
byl modifikovan a zjednodusen. Rekombinantni DNA-knihovna byla skonstruovéana
z chromosomu 1 smrku ztepilého (Picea abies L. (Karst.)) separované¢ho pomoci flow
sorteru v laboratofi UEB AV CR. Jako vychozi material pro knihovnu bylo pouZito
1000 chromozom jejichz DNA byla amplifikovana pomoci DOP PCR s primerem
E6-MW (5-CCG AGA ATT CNN NNN NAT GTG G-37, kde N = A, G, C nebo T;
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podtrzena sekvence je restrikéni misto pro EcoRI). Purifikace DOP PCR fragmenti
DNA byla zna¢né zjednodusena pouzitim gelové filtrace (Sepharose CL-6B). DOP PCR
fragmenty byly Stépeny ptislusnym restrikénim enzymem (EcoRI). Po néasledné purifi-
kaci, opét s pouZzitim gelové filtrace, byly tyto fragmenty DNA chromosomu 1 klono-
vany v defosforylovaném plasmidu pBluescript IT SK+. Plasmidovymi konstrukty byly
transformovany elektroporaci kompetentni buiiky Escherichia coli (kmen Top 10). Bylo
ziskéno 2 x 105 transformovanych klont E. coli. Ndhodn¢ bylo vybréno 192 klond,
jejichz plazmidova DNA byla pouzita jako templat pro PCR s primery T3 a T7.
Od primérné velikosti vzniklych produktti PCR bylo odecteno 175 bp (velikost
polylinkru), tak byla ur¢ena priimérna velikost insertu - 487 bp.

M 1

bp

2036 -
1636 -

1018 -

317 -

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

M M 0
200G -

1018 -
87 -

Obr. 2. Velikostni distribuce klonovanych fragmenti DNA — nadhodny vzorek z knihovny. Inserty byly amplifi-
kovany pomoci PCR s primery T3 a T7. M - velikostni marker (1 Kb DNA Ladder (Life Technologies));
0 - bez DNA (negativni kontrola).

Literatura:
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Research 4: 531 — 539

Podékovani: Tato prace byla financné podporovana grantem GV521/96/K117.
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Metody identifikace sekvencné specifickych mutantua
Arabidopsis thaliana
JaNn HEJATKO™®, TANZLER, P., LEXA , M.*, PERNISOVA, M.", PALME, K.© A BRZOBOHATY, B.**

A Laboratof molekularni fyziologie rostlin, PfF MU, Kotlaiska 2, CZ-611 37, Brno, CR
B Biofyzikalni ustav AV CR, Kralovopolska 135, CZ-612 65, Brno, CR
¢ Max-Delbriick-Laboratorium, Carl-von-Linne Weg 10, D-508 29, K6ln, SRN

Biologie rostlin proZiva v soucasnosti velky rozmach téméf ve vSech disciplinach od
environmentélni fyziologie a fyziologie stresu aZ po vyvojovou a bunécnou biologii.
Rychly rust stupné porozuméni biologickym procestim u rostlin je podminén ve zna¢né
mife dostupnosti ptistup funkéni genomiky u nékolika modelovych objektl, napf.
Arabidopsis thaliana. Aplikace funkéni genomiky pak umoziuje velmi efektivni ana-
lyzu molekularné genetické podminénosti fady biologickych procest. Jednim z klico-
vych piistupli funk¢ni genomiky je reversni genetika.

Podstatou reverzné genetického ptistupu je identifikace sekvencné specifickych
mutantll, umoziiujicich zpétné (reverzni) studium fenotypové manifestace absence bio-
logické aktivity studovanych sekvenci (gent) v definovanych fyziologickych podmin-
kach ptipadné stadiich vyvoje rostlin. Zakladnim metodickym prvkem je skrinink kniho-
ven inserénich mutantt metodami vyuzivajicimi polymerasové fetézové reakce (PCR).
V soucasné dobé& nejpouzivangj$imi jsou (i) trojrozmérny skrinink, provadény piimo
metodou PCR, zaloZeny na znalosti sekvence insertu a inser¢né¢ mutované sekvence a
(i1) hybridizace sekvencné specifické sondy s filtry nesoucimi imobilizované produkty
sady inversnich PCR odpovidajicich jednotlivym inser¢nim lokustim ve vyse uvede-
nych knihovnach. Oba tyto ptistupy byly pouzity k identifikaci inzer¢ni mutace v genu
kodujicim domnély receptor cytokininti, CK// (Kakimoto, 1996). Nase zkuSenosti ze
skrininkti n¢kolika knihoven ukazuji, zZe kritickym parametrem pro jejich uspéSnost
jsou predevsim vlastnosti oligonukleotidi pouzitych jako primery v PCR. Prokazalo
se, ze vhodnost oligonukleotidii pro PCR Ize se zna¢nou mirou spolehlivosti stanovit
s vyuzitim poc¢itacového programu OLIGO® 4.06. Prvni inzeréni mutaci v CK/] genu
jsme identifikovali trojrozmérnym skriningem knihovny mutantti vytvofené vnesenim
autonomniho kukuti¢ného transposonu En-1 do populace Arabidopsis thaliana (Wissman
et al., 1998). Nasledn¢ jsme provedli molekularni lokalizaci inserce a genetickou
kosegregacni analyzu. Pro potvrzeni pti¢inné souvislosti nalezeného fenotypu s inserci
En-1 v CKII genu jsme vyuzili genetické nestability En-1 transposonu v inserénim
lokusu. Identifikovali a charakterizovali jsme jak tichou mutaci vedouci k reversi ke
standardnimu typu, tak novou stabilni mutaci, ktera zpisobuje ztratu funkénosti genu
zménou ¢teciho ramcee. V soucasnosti dokoncujeme analyzu expresniho profilu genu
CKII a jeho funk¢nich projevi.

Uvedené vyuziti funkéni genomiky spolu s (i) metodami studia globalnich zmén
exprese genomu s vyuzitim mikrocipovych technologii a (ii) komplementarni charak-
terizace zmén proteomu v pribé¢hu vyvojovych procesti nebo v reakci na zmény vniti-
nich i vn&jSich fyziologickych faktortd bude hrat zasadni roli pii studiu fady vyznam-
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nych biologickych fenoment. Uspé&$nost etablovani téchto p¥istupt v nasich laborato-
fich bude zasadnim zptsobem spolupodminovat udrZzeni dobrého jména ceské biologie
rostlin.

Pod€kovani
Prace byla podporena grantem programu INCO-Copernicus ERB351PL966135 a granty MSMT
VS96096 a LNO0OAOSI.
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Studium acetylace histonii molekuliarné—biologickymi
metodami

JAROMIRA HODURKOVA

Laboratof vyvojové genetiky rostlin, BFU AV CR, 612 65 Brno,
tel.:05/415 17 203, email: mira@ibp.cz

Acetylace nukleosomalnich histonti je povazovana za jev bezprostfedné souvisejici
s transkrip¢ni aktivitou (Grunstein 1997). Pfesny mechanismus, jakym transkripci ovliv-
flyje, vSak neni dosud zcela objasnén. Nejnovéjsi studie naznacuji, Ze acetylace histond
se zifejm¢e podileji na zménach struktury chromatinu (Turner 1999). Acetylaci podléhaji
g-aminoskupiny lysinovych zbytkli na N-terminalnich koncich vSech typu histonid nuk-
leosomového jadra. Pocet acetylovatelnych mist je u jednotlivych histona odlisny.
Acetylace snizuje pozitivni naboj histonti, proto se isoformy s rliznym poctem navaza-
nych acetati navzajem lisi svym elektrickym nabojem. Této skute¢nosti se vyuziva pro
jejich separaci na gelech. Podrobnéjsi informace o celkové arovni acetylace studova-
ného biologického materidlu Ize ziskat imunodetekei histonovych izoforem po ptenosu
proteint z gelu na membranu. Pro prokazani ptimé souvislosti acetylace a transkripéni
aktivity urcitého genu se jevi velmi slibnou neddvno zavedena metoda imunoprecipita-
ce chromatinu (Crane—Robinson a Wolffe 1998).

U rostlin byla problematika acetylaci histonti studovéana jak molekularné-biologic-
kymi analyzami (Waterborg 1992, Georgieva et al. 1991) tak i imunocytologickymi
metodami (Belyaev et al. 1998, Buzek et al. 1998). Technika imunoprecipitace chroma-
tinu je u rostlinnych studii teprve v pocatcich.

Priprava histoni z rostlinnych pletiv

Prvnim krokem pfi izolaci histonli je homogenizace materialu. V nasi laboratofi
material predchlazujeme tekutym dusikem a nésledn¢ drtime ve tieci misce. Z takto
homogenizovaného materialu izolujeme bunécna jadra (Dolferus 1991). Histony jsou
pak extrahovany do 0,4N HCIl. Vzhledem k tomu, Ze se pfi homogenizaci uvoliluje

175



J. HODURKOVA

z rostlinnych bunék velké mnozstvi katabolickych enzymu (napf. proteas) a fenolic-
kych latek, je nutno proteiny izolovat v co nejkrat$i dobé, pracovat pfi nizkych teplo-
tach a do pouzivanych pufrti zahrnout latky zabranujici degradaci proteinti jako je PMSF
(fenylmethylsulfonylfluorid) a merkaptoethanol. Pro zachovani acetylovanych isofo-
rem je v prib&hu izolace kritické pouziti inhibitoru histondeacetylas (butyratu sodné-
ho).

Separace acetylovanych histonii na AUT-gelech

Pro separaci proteint podle jejich ptirozeného elektrického néboje se pouziva kyse-
lych gelti s mocovinou. V piipadé, Ze gel obsahuje i triton X-100 (jde o tzv. AUT-gely,
acid—urea—triton), podili se na separaci proteint i jejich schopnost vazat se na tento
neiontovy detergent. Podrobné informace o slozeni AUT- gelu l1ze ziskat z prace Wiley
et al. 1999.

Pottebna délka vertikalnich deskovych AUT-gela je alesponi 16 cm, pro velmi dobré
rozliSeni jednotlivych acetylovanych isoforem se pouzivaji az 30 cm gely. Vertikalni
elektroforesy s chladicim systémem nabizi firmy Hoefer nebo Bio-Rad. Proteiny Ize
na gelu zviditelnit nejjednoduseji pomoci barveni Coomassie blue-R250 nebo
Sypro Ruby (Molecular Probes, USA). Pro detailn¢jsi studium kinetiky acetylaci a pte-
devsim k lokalizaci jednotlivych acetylovanych lysind je vSak nezbytné pouZiti speci-
fickych protilatek.

Pfenos proteinti na membranu (western blot) a imunodetekce histoni

Proteiny se pfenaseji na nitrocelulosovou membranu (Hybond C extra, Amersham) elek-
trickymi bloty. Rychlého pfenosu docilime pouZitim polomokré aparatury (BioRad). Caso-

Histony navazané na membran¢ se inkubuji s primarni a posléze sekundarni protilat-
kou. Na naSem pracovisti provadime imunodetekci izoforem histontt H4. Primarni pro-
tilatky jsou polyklonalniho ptivodu a jsou specifické k jednotlivym acetylovanym lysi-
ntim histonu H4. Tyto protilatky jsou v soucasné dob¢ jiz komeréné dostupné, napf.
u firmy Upstate Biotechnology Inc. (Lake Placid, USA) nebo Serotec (Birmingham,
UK). Sekundarni protilatka je obvykle znacena peroxidasou, ktera je poté zviditelnova-
na chemoluminiscenci (ECL substrat, Amersham) na RTG filmu.

Imunoprecipitace chromatinu (CHIP assay)

Vychozim piedpokladem pro pouziti této metody je pristup k specidlné purifikova-
nym protilatkam. Jejich komer¢ni dostupnost je prozatim limitovana. Vazba protilatek
specifickych k jednotlivym acetylovanym isoformam rozdéluje chromatin na acetylo-
vanou a neacetylovanou frakci. Na zaklad¢ vysledkli imunoprecipitace pak miizeme
rozhodnout, zda se studovana sekvence DNA (gen) nachazi v acetylované casti chro-
matinu ¢i nikoliv. Lze tak pfimo studovat souvislost mezi acetylaci histont a transkrip&ni
aktivitou urcitého genu.

Vstupni chromatin se pro imunoprecipitaci ptipravuje z izolovanych bunéénych ja-
der. K jadram se pridava mikrokokalni nukleasa, jejiz mnoZstvi a dobu plisobeni je
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nutné optimalizovat tak, aby byl chromatin nastépen na mononukleosomy az oligonuk-
leosomy. K takto pfipravenému chromatinu se ptidavaji specifické protilatky a smés se
inkubuje. Vznikl¢ imunokonjugaty jsou imobilizovany na agarosovych kulickach a od-
déleny centrifugaci od nevazaného chromatinu. Vazana frakce obsahuje nukleosomy
se specificky acetylovanymi histony. V supernatantu zlistava po centrifugaci nevazana
neacetylovand frakce. Z obou frakci pak 1ze béZnymi metodami izolovat DNA a tuto
podrobit dalsi analyze (hybridizace se specifickymi DNA sondami, PCR detekce).

Literatura

Belyaev, N. D., Houben, A., Baranczewski, P., Schubert, I. 1998. - Chromosome Res. 6: 59.

Buzek, J., Riha, K. , Siroky, J., Ebert, I., Greilhuber, J., Vyskot, B. 1998. - Biol. Chem. 379: 1235.

Crane-Robinson, C., Wolffe, A.P. 1998. - Trends Genet. 14: 477.

Dolferus, R. 1991. - In: Negrutiu, 1., Gharti-Chhetri, G.B. (ed.): A Laboratory Guide for Cellular and
Molecular Plant Biology. Birkhauser Verlag, Basel.

Georgieva, E.I., Lopez-Rodas, G., Sendra, R., Grobner, P., Loidl, P. 1991. — J. Biol. Chem. 266:
18751.

Grunstein, M. 1997. - Nature 389: 349.

Turner, B.M. 1999. - Seminars Cell Devel. Biol. 10: 165.

Waterborg, J.H. 1992. - Biochemistry 31: 6211.

Wiley, E.A., Mizzen, C.A., Allis, C.D. 1999. - Meth. Cell. Biol. 62: 379.

Podékovani: Tato prace byla podporovana GA AV CR (A5004901).

Isolace nativnich, genové specifickych
ribonukleoproteinovych ¢astic metodou magnetické separace

Davip HoNys
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Plakatové sdé€leni predstavuje ptivodni metodu pro rychlou a jednoduchou isolaci
nativnich mediatorovych ribonukleoproteinovych ¢astic (mRNP) metodou magnetické
separace. K isolaci obecnych i genové specifickych mRNP z postmitochondridlniho
supernatantu je pouzito paramagnetickych ¢astic s asociovanym streptavidinem spolu
s biotinylovanymi deoxyribonukleotidovymi sondami. Byla testovdna uc¢innost dvou
biotinylovanych sond pfti isolaci mRNP z cytoplasmatickych extraktl z nezralého pylu
tabaku (Nicotiana tabacum L., cv. Samsun); sondy oligo(dT) a ntp303. Oligo(dT) son-
da predstavuje 25-mer deoxythymidint a byla pouZita pro nespecifickou isolaci obec-
nych mRNP pfitomnych v extraktu. Genové specifickd sonda ntp303 je 25-mer kom-
plementarni k sekvenci uvnitt kodujici oblasti mRNA pylové specifického genu ntp303
(Weterings et al., 1992, Storchova et al., 1994). Princip metody je schematicky znazor-
nén na obr. 1. Po navazéani sondy k cilové mRNA byly oligodeoxyribonukleotidové
sondy s asociovanymi ribonukleoproteinovymi komplexy polapeny paramagnetickymi
casticemi za ucasti streptavidinu a koncentrovany v magnetickém poli. Po odstranéni
nespecificky navazanych proteinti béhem nékolika promyvacich kroki byly bilkoviny
tvotici mRNP uvolnény povarenim vzorkl v nanaSecim pufru pro SDS-PAGE a analy-
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zovany pomoci elektroforesy (Laemmli, 1970) a western blot imunodetekce RNA va-
zebnych bilkovin.

Préavé popsana metoda predstavuje alternativni pristup k isolaci mRNP ¢astic, je rychla
a obzvlasté vhodna pfi pfedpokladané nasledné praci s bilkovinnou sloZkou uvedenych
komplext. Postup, pii némZ dochézi v jediném kroku k vyraznému nabohaceni ribo-
nukleoproteinovych ¢astic ve vzorku mize byt s vyhodou pouzit k zesileni detekce
malo zastoupenych mRNA vazebnych bilkovin pomoci UV fetézeni a ,,northwestern*
detekce ¢i k pfimé identifikaci a biochemické charakterisaci bilkovin interagujicich
s RNA, a to nejen mRNA; zaleZi jen na vhodném vybéru sondy.
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Obr. 1. Schematické zndzornéni magnetické separace ribonukleoproteinovych ¢astic.

Literatura

Laemmli, U.K. 1970. — Nature 227:680-685.

Storchova, H., Capkova, V., Tupy, J. 1994. — Planta 192: 441-445.

Weterings, K.A.P., Reijnen, W., Aarssen, R.v., Kortstee, A., Spijkers, J., Herpen, M.M.A.v.,
Schrauwen, J.A.M., Wullems, G.J. 1992 — Plant. Mol. Biol. 18: 1101-1111.

178



B. JANOUSEK

Metodické aspekty studia methylaci DNA a acetylaci histonii
u pylu
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Uvod

Prvni pylova mitosa u krytosemennych rostlin, pfi které dochézi ke vzniku vysoce
kondenzovaného jadra buiiky generativni a dekondezovaného jadra buiiky vegetativni,
je ptikladem vyrazné diferenciace struktury chromatinu. JelikoZ se vegetativni a gene-
rativni jadro velmi li§i i v expresi jednotlivych gend, piedstavuje pyl vhodny modelovy
systém pro studium mechanismu fizeni genové exprese na urovni chromatinu. V sou-
casné dobé€ jsou z téchto mechanismi nejvice studovany metylace DNA a acetylace
N-termindlnich lysinli v nukleosomalnich histonech. Pro vlastni studium pylu ma za-
sadni vyznam volba modelového druhu. Kriteria pro tento vybér zaviseji na tom, zda se
rozhodneme zkoumat zmény nastavajici na irovni celych jader nebo na urovni jednot-
livych genid. Zmény na Grovni jednotlivych geni je nutno analyzovat molekularné bio-
logickym metodami, ale pro studium celkovych zmén na Grovni jader je nejvyhodné&;jsi
pouziti imunocytochemickych ptistupu.

Imunocytochemické metody

U této skupiny metod je vyhodné si zvolit modelovy objekt, ktery umoznuje snad-
nou izolaci pylovych protoplasti (viz Shivanna a Rangaswamy 1992). Tento pozada-
vek spliiuji zejména druhy z Celedi Liliaceae vyznacujici se unikolpatnimi pylovymi
zrny. Nejstudovanéj$im modelovym objektem z imunocytochemického hlediska je druh
Lilium longiflorum, ktery je charakteristicky také znacnou velikosti pylovych zrn a
lacek. Pro studium acetylaci histonil v pylovych zrnech je zfejmé nevyhnutelné pouziti
pylovych protoplastd, protoze se jedna o malo odolné epitopy, které by byly pouZzitim
kyselé fixace degradovany. Preparaty jsou z pylovych protoplastl ptipravovany pomo-
ci cytocentrifugace za soucasného fixacniho pisobeni formaldehydu (Hladilova et al.
1998). Nasledna permeabilizace preparati je zajiSténa plisobenim methanolu a Tritonu
X-100. Detekci epitopll je nejlépe provadét pomoci neptimé imunofluorescence
(Hladilova et al. 1998). Pro studium methylaci DNA v pylovych zrnech neni nezbytné
nutné vyuZiti pylovych protoplasti, ale je mozno rovnéz ptipravovat roztlakové prepa-
raty. Roztlaky 1ze nejlépe provadét ve 45% kyseliné octové. Pfimrazenim vzorkl na
poly-L-lysinovana skla a naslednym odstranénim krycich skel je mozno ziskat vhodné
preparaty. Kvalita preparat ziskanych z cytocentrifugovanych protoplastli je ovSem
obvykle lepsi. V obou piipadech je nutno zptistupnit epitopy DNA dalsi permeabilizaci
za pouziti pepsinu, chloroformu, éteru, acetonu a kyseliny chlorovodikové, ktera zaro-
ven slouzi ke kyselé denaturaci. Pro zkoumani pylovych lacek se ndm nejvice osveédcil
postup zalozeny na fixaci a permeabilizaci lacek v suspenzi (Zhang et al. 1995), nikoli
na podloZznim skle. La¢ky jsou postupné fixovany a permeabilizovany na specidlnim
sitku vytvofeném z nylonové sitky s pory 50 um umisténém do zkumavky. Permeabili-
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zace pomoci celulasy se provadi az po formaldehydové fixaci. V ptipadé studia histont
provadime i imunodetekce v suspenzi. Pro studium methylaci je nutno chromatin jader
dale opracovat a pro tento ucel pfemistujeme ¢asteéné permeabilizované 1acky na
poly-L-lysinovana skla. V suspenzi je rovnéZ mozné permeabilizovat i celé mikrospo-
ry. Postup je obdobny jako u lacek, ale pro manipulaci s mikrosporami pouzivame cen-
trifugaci. Pfi studiu methylaci DNA je nutno pouzit dal§i permeabilizaci na podloZnich
sklech, ale u histonovych epitopt je opét vhodné provadét i imunodetekci ve zkumavcee.
Pro pozorovani a dokumentaci je u objektt, které jsou dostateéné¢ ploché (napf.
cytospinovana jadra) efektivnéjsi dat prednost klasickému epifluorescenénimu mikro-
skopu pred konfokalnim. Konfokalni mikroskop je ovSem velmi uzite¢ny v piipadé¢
prostorovych objektud, napft. pfi studiu mikrospor. Vyhodnocovani provadime pomoci
analyzy obrazu, jako je napft. ISIS (Metasystems). Detailnéjs$i popis imunocytochemic-
kych postupt pii studiu pylu Ize nalézt v praci Janouska et al. (2000).

Molekularné biologické metody

Pozadavky na zkoumany modelovy objekt pro studia methyla¢niho stavu konkrétni-
ho genu jsou zcela odlisné nez pro imunocytochemii. Dulezita je pfedevSim moZnost
izolace dostatecného mnoZzstvi DNA s relativné malym obsahem repetitivnich sekven-
ci. Hlavni modelovy objekt rostlinné molekularni biologie Arabidopsis thaliana nepo-
skytuje bohuzel dostatek pylu a druhy, které jsou velmi vyhodné pro imunocytochemic-
ka studia, jako je napft. L. longiflorum tomuto pozadavku také nevyhovuji, jelikoz obsa-
huji rozséhle zastoupenou frakci repetitivnich sekvenci. Vyhodné je volit kompromis
v podob¢ druhti se stfedné velkymi genomy, které jsou dobrymi donory pylu, jako jsou
napt. Nicotiana tabacum ¢i jiné druhy z Celedi Solanaceae. Vhodné je i pouziti dvoudo-
mé rostliny Silene latifolia (Caryophylaceae). Tento druh je rovnéz uspokojivym dono-
rem pylu se stiedni velikosti genomu a navic se postupné stava zdrojem pohlavné spe-
cificky exprimovanych sekvenci DNA vcetné gent exprimovanych pii vyvinu pylu.
Jinak Casto pouZzivana metoda zaloZena na pouziti methylacné citlivych restrikénich
endonukleas a Southernové pfenosu ma u pylu velmi omezené pouziti vzhledem k velké
spotiebé DNA pfi studiu unikatnich sekvenci. Studium methylace v repetitivnich sek-
vencich touto metodou ov§em miiZe na rozdil od cytochemického pfistupu poskytnout
informaci o mistech methylace cytosinu, jez podléhaji zménam (CG, CNG ¢i asymet-
ricka cilova mista). Mnohem vyhodnéjsi pro studium unikatnich sekvenci je metoda
genomového sekvenovani zalozena na modifikaci DNA hydrogensifi¢itanem sodnym,
ktera vyuziva skute¢nosti, Ze nemethylované cytosiny jsou nejdiive pfemeénény na ura-
cil a nasledné (po PCR) na thymin. Jelikoz se jedna o metodu zaloZenou na PCR, umoz-
fiuje pracovat s mnohem mensim mnozstvim DNA. Pro ptipravu DNA se nam nejvice
osvédcilo pouziti DNasy Plant Mini kitu od firmy Qiagen. Pylova zrna pro izolaci vy-
myvame ze zralych prasniki pomoci hexanu. Po vysuseni provadime homogenizaci
v tekutém dusiku, kvalitu homogenizace zkontrolujeme pod binokularni lupou. Pylové
la¢ky nehomogenizujeme, ale vyuzivame jejich citlivosti k detergentim. JelikoZ pylo-
vé lacky predstavuji masu o velkém objemu s relativné malym obsahem DNA, prova-
dime prvni extrakci a precisténi podle Dellaporty et al. (1983) ve vétsim objemu. Presra-
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Zenou DNA déle purifikujeme pomoci DNasy Plant Mini kitu. VytéZky DNA jsou ob-
vykle malé, tj. nékolik stovek nanogramii z 300 ml pylové suspenze. Tento problém
feSime pouzitim metody hydrogensitic¢itanové modifikace DNA imobilizované v agarose
(Oleg et al. 1996). Ihned po denaturaci jsou ke vzorku ptidany dva objemy 2% agarosy
tuhnouci pfi nizké teploté a napipetovanim do zkumavky s predchlazenym mineralnim
olejem ziskame agarosové kulicky obsahujici denaturovanou DNA, ktera je nasledné
podrobena modifikaci. Pouziti agarosy nejen brani renaturaci DNA, kterd musi byt pro
modifikaci zcela denaturovana, ale také umoziuje snadnou manipulaci se vzorkem a
sniZeni ztrat templatu. Ze 100 ng templatové DNA je mozno ziskat dostatek PCR pro-
duktii pro klonovani a naslednou analyzu pomoci sekvenovani.

Zhodnoceni metod

Oba ptistupy jsou velmi dilezité pro studium methylaci DNA a acetylaci histont
u rostlin. Imunocytochemické metody jsou relativné malo finan¢né narocné a umoziu-
ji snadno ziskat informaci o celkovém methylacnim stavu DNA v riznych typech jader
bez nutnosti jejich separace. Vyzaduji ovSem zpravidla optimalizaci pro kazdy novy
umoziuje vsak ziskat poznatky o tloze methylaci DNA v expresi jednotlivych genti.
Tyto poznatky jsou pro posouzeni biologické role methylaci DNA nepostradatelné, ne-
bot’ zmény odehravajici se na arovni jednotlivych genti nemusi nutné korelovat se zme¢-
nami celkového methyla¢niho stavu genomu.

Podékovani: Tato prace byla podporovana Grantovou agenturou CR (521/98/P061).

Literatura

Dellaporta, S.L., Wood, J., Hicks, J.B. 1983. - Plant Mol. Biol. Reporter 1: 19.

Hladilova, R., éirok}'/, J., Vyskot, B. 1998. - Biotech. Histochem. 73: 150.

Janousek, B., Zlivova, J., Vyskot, B. 2000. - Protoplasma 211: 116.

Oleg, A., Oswald, J., Walter, J. 1996. - Nucl. Acids Res. 24: 5064.

Shivanna, K.R., Rangaswamy, N.S. 1992. - Pollen Biology. Springer Verlag, Berlin.

Zhang, H.-Q., Bohdanovicz, J., Pierson, S.-E., Li, Y.-Q., Tiezzi, A., Cresti, M. 1996. J. Plant.
Res. 108: 269.

Construction of plant BAC libraries
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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 ef al.
1992) based on E. coli fertility plasmid (F-factor). Another system using P1-derived
artificial chromosome (PAC) has been constructed (Pierce ef 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 pECBACI. Both
vectors carry the chloramphenicol resistance gene and the /acZ gene with cloning sites
for colony color selection. Cloning sites are flanked by recognition sites for rare-cutting
Notl 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. HindlIl) is achieved by varying the time of diges-
tion, concentration of the enzyme or Mg?* 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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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 -80°C 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 Norl 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=In(1-P)/n(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 ef 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).

Acknowledgments: I thank Professors Sarah Grant and Boris Vyskot for suggestions on the
manuscript. This work was supported by the Grant Agency of the Czech Republic (No. 521/96/
K117) and NSF-ME grant No. 380 (2000).
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Vyuziti rRNA geniti pro detekci cizorodé DNA ve vzorku
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Bude prezentovana univerzalni PCR metoda pro stanoveni velmi malych mnoZstvi
DNA v biologickém materialu. Strategie pii vybéru cilové sekvence vychazi ze znac-
ného objemu zndmych nukleotidovych sekvenci genti kodujicich ribosomalni RNA (18S
rDNA). Bude pfedvedena ukazka vyhledavani sekvencnich dat, porovnani sekvenc-
nich homologii a vybéru oligonukleotidovych primerd pomoci GCG package sofware.
Na ptikladu amplifikace genu prol18S rRNA bude demonstrovana detekce DNA patho-
genni houby C. albicans odpovidajici 10-100 burikadm v 200 ml krve. Vyuziti 18S rDNA
pro evolu¢ni studia bude ukézéano na ptikladu odhaleni rodicovskych allel rRNA gent
v amfidiploidnim genomu N. fabacum.

Podstata metody

V praxi se Casto setkdvame s pozadavkem odhalit pfitomnost malého mnozZstvi bu-
n€k cizorodého organismu (naptiklad pathogenu) v biologickém materidlu. Idedlnim
pristupem k feSeni tohoto problému je detekce specifické DNA pomoci polymerasové
fetézové reakce (PCR). Kromé zna¢né citlivosti a specifi¢nosti vyhodou metod zaloZe-
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nych na detekci genomu je schopnost odhaleni “stopy DNA*™ v dobé¢, kdy ve zkouma-
ném vzorku jiZ Zivy organismus neni ptitomen. Pfi zahdjeni projektu je zpravidla za-
potiebi fesit otazky spojené s vybérem cilové sekvence DNA, ktera je dana informaci
o nukleotidovém slozeni zkoumaného genomu. Ackoliv kompletni sekvenéni udaje jsou
zatim znamy jen pro nékolik malo modelovych organismd, existuji skupiny gent, které
Jiz byly sekvenovany u zna¢ného poctu biologickych druhli. Mezi tyto patii geny ko-
dujici ribosomalni 18S-5.8S-25S rRNA, jejichz sekvence jsou znamy pro vice nez stovku
organismi. Tyto sekvence proménlivé délky 10-20 kb obsahuji na jedné strané useky,
které jsou znacné evolu¢né konzervovany, na stran¢ druhé se zde vyskytuji druhove
specifické motivy (Obr. 1). Tyto vlastnosti rRNA genti (rDNA) zna¢né ulehcuji vybeér
primerti pro PCR nebo pro pfipadné klonovani (Obr. 2). rRNA geny byvaji navic

TSS

ITS ITS IGS
..... 18500 7. 588 3.3.3.3.325513:3:3:3:3:3i
»> < »> <
nespecificky amplikon druhow specificky amplikon

Obr. 1. Obecna struktura jednotky 18S-5.8S-25S rRNA genu. Obdélniky jsou znazornény evoluc-
né konzervované useky, carami pak evolu¢né divergentni useky intergenovych (IGS) a intrageno-
vych (ITS) sekvenci. TSS — pocatek transkripce rRNA operénu. Sipkami jsou znazornény pary
primerti pro PCR.

v genomu piitomny v nékolikatisicovych kopiich, coz vyrazné zvySuje u¢innost PCR
amplifikace pfi malych mnozstvich vzorku.

Shrnuti zdkladnich praktickych postupii :
Vybér vhodného amplikonu (Obr. 2). Porovnani homologie 18S rRNA gent (napf.
C. albicans v H. sapiens) (Podprogram Homology search/pairwise comparison/
Best fit). Selekce druhoveé-specifickych motivi. Navrzeni oligonukleotidovych
primera pro tDNA C. albicans

Optimalizace extrakce DNA z klinického materialu

1. DNA byla izolovana ze 100 pl nesrazlivé krve.

2. Poruseni bunécné stény: vzorek krve byl preinkubovan s lytikasou (10 pg/mL) pro lepsi
degradaci bunécné stény Candida albicans.

3. Deproteinaci vzorku jsem provedli pfidanim 5 p 20% SDS a 10 ml proteasyK (20 mg/ml).
Deproteinace probihala 16 hodin pii 52 °C. Poté byl vzorek nafedén na objem 400 pl dest.
vodou, ke kterému nasledné bylo pridano 400 pl smési fenol-chloroformisoamylalkohol
(25:24:1) (pti vyssim obsahu proteini byla extrakce opakovana). Odebrana vodni faze
byla dale smichana se stejném objemem smési chlorofom-isoamylalkohol (24:1).

4. Po posledni extrakci byla DNA precipitovana z vodni faze pridanim 3 objemil ethanolu (pies
noc, -20 °C). Pro kvantitativni precipitaci jsme pridavali 5 ml 0,25% linearniho polyakry-
lamidu. Precipitat jsme odstfedilia promyli 70% ethanolem a po vysusSeni rozpustiliv 20 pl
destilované vody.
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Databazova reserse
nukleotidové sekvence

rDNA daného druhu
Sekvence neznama Sekvence zndma,
Identifikace druhovs
specifickych usekn
+ (Homology search)

Databazova reserse
sekvenci rtDNA
p*ibuznych biologickych
druhn

r's “a

Sekvence nezndma Sekvence znama

v v

Klonovani rDNA: Porovnani homologif
p*iprava genomové nukleotidovych sekvenci
knihovny (postaci (GCG package),
plasmidovy vektor), identifikace homolognich
skrining pozitivnich a divergentnich Gsekn
kolonii pomoci DNA

univerzalni proby

odvozené z 5’konce 18S

rDNA. Sekvenovani
pozitivnich klonmn, Syntéza olinukleotidovych primeru

Obr. 2. Postup pii vybéru primert pro PCR. Cislo sekvence v databazi lze nejjednoduseji vyhledat pomoci
internetu napiiklad na adrese http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Cislo sekvence pak uplatnime pfi stahovani dat
ve vhodném formatu pro GCG package Wisconsin software, ktery je specialnim unixovskym programem pro
analyzu nukleovych kyselin. Podprogram SEQLAB, ktery je podporovan X-WINDOWS, umoziiuje uzivatel-
sky ptijemné prostedi. Pro stahovani sekvenci jsme pouzili pfikaz “add sequence from...”, pro porovnani
sekven¢nich homologii 18S rDNA pak ptikazy “pairwise comparison > “best fit alignment*.
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Optimalizace amplifika¢ni reakce

Polymerasova fetézova reakce probihala v 50 pl objemu na cykleru Perkin Elmer (USA).
Amplifika¢ni smés obsahovala 20ml nafedéné DNA a 30 ul amplifika¢niho pufru (1.5 ul 20 mM
C1F primer (5-ACTTTCGATGGTAGGATAG-3’), 1.5 ul 20 mM CIR primer
(5’-TGATCATCTTCGATCCCCTA-3’) (Makimura et al., 1994, Mayer et al., 1998), 5 ml
10 x Taq pufr (Boehringer), 2 ul 50mM MgCI2, 2 ul 10 mM dNTP (Boehringer), 18 ml H,O).
Koncentrace primerd (MWG, Némecko) byla stanovena spektroskopicky pii 260 nm. Zasobni
20 mM roztok byl skladovan pii-20 °C. Smés bylav 0.5 mL tenkosténnych mikrozkumavkach
prevrstvena mineralnim olejem a zahtata na 94°C po dobu 10 min. Poté bylo ke smési ptidano
1.5 jednotky enzymu Taq polymerazy (Boehringer). Amplifikace probihala za nasledujicich pod-
minek : 35 cykld (94°C - 20 s, 55°C - 60 s, 72°C -120 s). Pfiblizn¢ 20 ml PCR produktu bylo
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analyzovano v gelové elektroforese. Separace fragmenti probihala v 1% agaréze v TAE pufru
(40 mM Tris-acetat, ImM EDTA), ktery obsahoval ethidium bromid v koncentraci 1 mg/mL.
Po 2 hodinach elektroforesy pii 60V byly DNA fragmenty fluorescen¢né detegovany na
transiluminatoru (310 nm). Jako velikostni standarty byly pouzity restrikéni fragmenty plasmi-
du pUC19 (BstNI). Molekularni hybridizace byla provedena na Nylonové membrané
s radioaktivné zna¢enou sondou 18S rDNA S. cerevisiae.

Stanoveni citlivosti PCR metody.

Pozadavek na citlivost stanoveni mize odpovidat jedné cilové molekule mezi
104 -105 nehomolognimi DNA molekulami. V nasem piipad¢ byla citlivost sta-
novena pomoci fedéni DNA na 1-10 pg DNA odpovidajici pfiblizn¢ 10-100 buni-
kam C. albicans (Mayer et al., 1998)

Vyhodnoceni experimentalnich dat.

Byva zpravidla jednoduché a funguje na principu je signal/neni signal. Jako pozi-
tivni signal se povazuje detekce fragmentu odpovidajici délky po gelové elektro-
forese. Hybridiza¢ni signaly vyhodnocujeme pomoci autoradiografie, fluorogra-
fie, FosforImageru nebo visudlné v piipad¢ pouziti neradioaktivnich metod.

Laboratorni vybaveni:

BéZné laboratorni pristroje jako je stolni centrifuga, thermostaty, vodni lazen, PCR
cyklér, gelova elektroforesa, UV transiluminator, (hybridizacni pec, laboratoi pro praci
s radiaktivitou). Pocita¢ s napojenim na GenEMBL databaze. Software umoznujici
kvalitni porovnavani nukleotidovych sekvenci a databazovou resersi (GCG package,
Dnasis)

Zhodnoceni finanéni a ¢asové narocnosti

Pro velmi citlivé stanoveni cizorodé DNA je tfeba pocitat s cca 72 hodin. Lze vSak
zpracovavat soucasn¢ vice vzorki. Odhad finan¢nich nékladl na jeden vzorek je nizky
a pohybuje se v rozmezi 20-50 K¢. S molekularni hybridizaci jesté 48-72 hodin navic a
rovnéZ finan¢ni narocnost muze vzrast az desetindsobng¢.

Tipy a triky

Pozornost je tieba vénovat zejména vhodnému vybéru primerd. Pocitacové progra-
my pro analyzu DNA jiZ maji podprogramy umoziujici optimalni selekci primert v dané
sekvenci. Zakladni parametry primeru jako je jejich délka, obsah GC, teplota tani lze
i bez programi kalkulovat pomoci jednoduchych vzorcti (Sambrook et al.,1989). Vzhle-
dem ke znamé vlastnosti Taq polymerasy nestejnomérné amplifikovat DNA sekvence
rizného nukleotidového sloZeni, byva vybér amplikonu zna¢né kriticky. Na zacatku
experimentu je vhodné otestovat kombinaci né¢kolika oligonukleotidii a posléze vybrat
ty z nich, které poskytuji specificky signal pfi maximalnim fedéni templatové DNA.
Pti zavadéni metody je vhodné urcit nukleotidovou sekvenci ziskaného PCR produktu,
nebo se alespon piesveédcit o jeho specifité restrikénim Stépenim.
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Fyzicka lokalizace DNA sekvenci na rostlinnych
chromosomech metodou PRINS
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Ustav experimentalni botaniky, Laboratof cytogenetiky a priitokové cytometrie, Sokolovska 6,
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Pro fyzickou lokalizaci repetitivnich sekvenci i jednotlivych genid na chromosomech
se tradi¢n€ pouziva fluorescencni in situ hybridizace FISH (Landegent et al. 1985).
V roce 1989 vyvinul Koch se spolupracovniky (Koch et al. 1989) alternativni metodu,
kterou nazvali PRINS (Primed In Situ labelling). Princip metody spocivéa v nasednuti
primerli na denaturovanou chromosomovou DNA a v tvorbé nového tseku pomoci
DNA polymerasy. Reakéni smés musi obsahovat jeden nebo vice zna¢enych nukleoti-
da. Znaceny mohou byt bud’ fluorescen¢né, diky tomu je mozné okamzité po ukonceni
reakce pozorovat misto syntézy DNA pomoci fluorescen¢niho mikrospou nebo je také
mozné pouzivat nukleotidy znacené digoxigeninem nebo avidinem. V tomto ptipadé¢ je
reakéni produkt nutné detegovat pomoci fluorescencné znacené protilatky. Na rozdil
od FISH tedy neni pro PRINS nutné ptipravovat zna¢ené sondy. Protoze jsou sondy
(primery) neznacené, je mozné je pouzivat ve vyssich koncentracich nez v ptipadé FISH
a tak dosahnout vysoké citlivosti. Dal$i zvySeni citlivost umoznuje tzv. ,,cycling-PRINS®.
Tato metoda, kterou poprvé pouzili Gosden et al. (1991), spoc¢iva v opakovani reakc-
nich cykld (denaturace, nasednuti primeru a syntéza) stejn¢ jako v ptipadé PCR reakce.

Pomoci PRINS ¢i C-PRINS Ize lokalizovat sekvence DNA na roztlakovych prepara-
tech, na preparatech ptipravenych nakapavanim izolovanych protoplasti nebo je moz-
né pouzit chromosomy tfidéné pomoci flow cytometru. Material pouzity pro piipravu
roztlakovych a protoplastovych preparati by mél obsahovat dostate¢né mnoZstvi bu-
n€k nachézejicich se v metafazi. Pro dany usek DNA, ktery chceme lokalizovat si
navrhneme primery. Cyklovanou C-PRINS reakci provadime na cycleru s nastavcem
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pro mikroskopicka sklicka. Vysledek reakce pozorujeme ve fluorescenénim mikrosko-
pu, chromosomy si zviditelnime fluorochromem DAPI nebo PI.

Pracovni postup

Neni tfeba zadné pfedbéZzné opracovani preparatu jako je tomu v piipadé FISH.
Na mikroskopické sklicko nalepime okolo chromosom1i specidlni samolepici ramecek
(MJ Research nebo Hybaid), nakapneme reakéni smés, prilepime plastové vicko, které
se dodava s rameckem. Provedeme reakci, kterd se sklada u PRINS z denaturace pfi
91-94°C po dobu 1-5 minut, nasednuti primert pii teploté 50-60°C po dobu 15 minut a
syntézy nového znaceného useku DNA pomoci polymerasy pii teploté 72°C po dobu
30-60 minut. Pii C-PRINS reakci se teploty zkracuji na 1 minutu i méné a provede se
10-60 cyklta. S kazdym cyklem se intenzita fluorescence na lokalizovanych usecich
zvy$i. Nakonec reakci zastavime pomoci pufru s NaCl pti 70°C, 3x promyjeme pufrem
a podbarvime pfislusnym fluorochromem. Preparat zavieme do montovaciho media
Vectashield a prilepime kryci skli¢ko.

Vyhodnoceni experimentalnich dat

Pozorovani na fluorescenénim mikroskopu provadime bud’ ve filtrech pro jednotli-
vé fluorochromy, obrazky snimame kamerou a skladame v pocitaci nebo pouzijeme
dvojité filtry a exponujeme na citlivy Kodak Ektapress Multi film (100-1000 ASA).

Zhodnoceni finan¢ni a ¢asové narocnosti

Na 1 mikroskopické sklicko se pouziva 25 nebo 50 pl reakéni smési, ve které nej-
drazsi sloZka jsou znacené nukleotidy a DNA polymerasa. Pfi cyklované reakci je moz-
no pouzit koncentraci 2 uM fluorescenéné zna¢eného nukleotidu, kdezto u necyklova-
né se pouziva az 8 uM. V naSich experimentech se osvédcila Finzyme polymerasa,
ktera je velmi levnd. Samolepici ramecek je druha finanéné naro¢na polozka.

Pro lokalizace dlouhych repetic napt. Fokl u bobu staci 1 cyklus, ktery spolu
s promytim a navazanim fluorochromu trva asi 30-40 minut. Cyklovana reakce, podle
poctu cyklu a délky jednotlivych teplotnich kroki, trvé asi 3 hodiny. Klasicka FISH
reakce trva obvykle 2 dny.

Uskali metody

Podminkou dobrého probéhnuti reakce je priprava kvalitnich preparatd, pokud moz-
no s co nejmensim piekrytim chromosomi cytoplasmou. Taky je tieba zabranit posko-
zeni chromosomu nukleasami, protoZe vytvorené niky jsou pfi reakci pfi¢inou nespeci-
fického znaceni chromosomu. Optimalni podminky reakce je zapottebi stanovit pro
kazdy druh zvlast. Velmi dilezité je stafi preparatii a pomér zna¢eného a neznaceného
nukleotidu.

Srovnani s alternativnimi metodami

Pro FISH reakci potfebujeme namnoZit a izolovat sondu z plasmidu a naznacit ji
nebo znat primery a vyrobit zna¢enou sondu pomoci PCR, kdezto u PRINS reakce

189



M. LENGEROVA

pouzivame neznacené primery a znacené nukleotidy v reak¢ni smési. Pouziti neznace-
nych primert dovoluje zvysit jejich koncentraci asi 10krat a tim zvysit i citlivost reak-
ce. Kazky cyklus zvysuje intenzitu signalu asi 0 20 %, coz umoznuje i detekci jednotli-
vych gent (Shi 1996).
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Imunodetekce heterochromatinu v interfaznich jadrech

MARTINA LENGEROVA
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Jednim z ptistupt k lokalizaci a studiu struktury heterochromatinu je pouZiti spe-
cifickych protilatek viici DNA nebo proteinovym epitoptim. Jejich distribuce v interfa-
da pro takovéto studie je ptiprava cytologickych preparatd, které svou kvalitou musi
spliiovat naro¢né pozadavky imunocytochemickych metod. Jedna se zejména o zacho-
vani plivodni organizace jadra, usnadnéni penetrace protilatek a samoziejmé zachovani
sledovanych epitopd. Pii studiu rostlinnych jader je nutné dbat zejména na disledné
odstranéni bunécné stény, kterd znesnadiiuje pronikdni protilatek a vyznacuje se silnou
autofluorescenci. ReSenim tohoto problému je piiprava mikrotomovych fezi nebo
odstranéni bunéénych stén plisobenim enzymatickych roztokid obsahujicich celulasu a
pektinasu.

K nejzajimavéj$im modelim rostlinné cytologenetiky patii Rumex acetosa (Stovik
kysely). Samici rostliny tohoto druhu maji 14 (karyotyp 12A+XX) a sam¢i 15 chromo-
zomu (12A+XY1Y2). Pohlavi rostlin je ur¢eno na zékladé¢ poméru poctu chromosomt
X a sad autosomu, podobné jako u drozofily. Chromosomy Y nejsou pro vznik sam¢iho
pohlavi nezbytné, ale jsou zodpovédné za vyvoj fertilniho pylu z mikrosporocyti. Vel-
mi zajimavym poznatkem je jejich heterochromaticky charakter (Vana 1972). Recentni
udaje prokazaly, Ze jde zfejmé& o heterochromatin konstitutivni, nebot’ v chromosomech
Y doslo evoluéné k akumulaci specifickych repetitivnich sekvenci (Shibata et al. 1999).
Tyto chromosomy perzistuji v interfaznich jadrech jako tzv. chromocentra. Zejména
jejich vyskyt nabizi tento druh k analyze struktury interfaznich jader.

ProtoZe chromocentra se vyskytuji v jadrech izolovanych pouze z nékterych ple-
tiv sam¢ich rostlin, bylo pro studium struktury interfaznich jader rodu Rumex nutné
vypracovat metodiku jejich ptipravy z diferencovanych pletiv. Jako vhodny zdroj jader
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byly vybrany listy z rostlin se znamym pohlavim. Metoda zaloZené na ptipravée proto-
plastti se ukéazala jako nevhodna, protoze dochazelo k inhibici plisobeni enzymi (prav-
dépodobné plisobenim sekundarnich metabolitii pfitomnych v listech R. acetosa). Bylo
proto tieba vypracovat postup, ktery by vedl k izolaci jader jinou cestou nez s pouzitim
enzymatickych smeési. Ukazalo se, Ze jadra lze v dostatecném poctu i kvalité ziskat
mechanickym rozbitim bunék. V prvnim kroku jsou listy rozsekany Ziletkou, pficemz
dochézi k uvoliiovani jader do izola¢niho pufru. Tento pufr obsahuje latky, které zajis-
t'uji ochranu jejich struktury jader (spermidin) a zaroven obsahuje Triton-X-100, ktery
selektivné lyzuje biomembrany obklopujici napt. chloroplasty, takze dochéazi k uvolno-
vani chlorofylu, ale nedochazi k poruseni integrity jaderné membrany. VSechny ostatni
kroky je nutné provadét na ledové lazni. Pufr s uvolnénymi jadry je odebran pipetou a
dvakrat pfecezen pies mlynaiské hedvabi (velikost porti 100 um). Jaderna suspenze je
poté pfenesena do centrifugacni kyvety a sedimentovana v chlazené centrifuze 10 minut
pii 800 g. Supernatant je opét odebran a sediment resuspendovan v izola¢nim pufru,
poté nasleduje dalsi centrifugace. Tento krok je opakovan, dokud ma sediment zelenou
barvu. (Pfitomny chlorofyl dava v mikroskopu silnou ¢ervenou autofluorescenci, coz
znemoznuje vyhodnoceni preparatii.) V dalSim postupu je nutné zvolit specifické stra-
tegie pro studium jednotlivych epitopt. Pro studium DNA epitopti (napt. 5-methylcyto-
sin) miiZze byt pouzita kyselé fixace, ktera vyborn¢ permeabilizuje bunéény material.
Proto je po posledni centrifugaci supernatant odebran, sediment resuspendovan a fixo-
vam ve Farmerové¢ fixazi (ethanol : kyselina octova, 3:1). Takto pfipravena jadra jsou
kapana na ocisténa podlozni skla. Pro studium proteinovych epitopt (napi. acetylova-
nych histontll) je nutné pouzit neextrakéni fixaci, kterd by je neposkozovala ¢i zcela
neodstranovala. Osvédcilo se nanaSeni jader na skla metodou cytocentrifugace ve form-
aldehydové fixazi (Hladilova et al. 1998). Sediment je resuspendovéan v pufru a do
cytocentrifugacniho kominku je napipetovano asi 100 ml jaderné suspenze a 500 ml
formaldehydové fixaze. Nasleduje centrifugace 10 minut pii 500 g. Preparaty jsou ihned
ponoieny do vychlazeného methanolu ke zvySeni permeability. Takto pfipravené pre-
paraty mohou byt ihned pouZity pro protilatkové reakce nebo kratkodob¢ skladovany
v 50% glycerolu v chladnicce.

Dalsim krokem je imunodetekce na preparatech pfipravenych vyse uvedenym
zpusobem. Empiricky je nutné stanovit zejména koncentraci a také dobu plisobeni pri-
marni protilatky. Pfi vys$sich koncentracich jsou cela jadra siln€ znac¢ena a rozdily mezi
euchromatinovymi a heterochromatinovymi oblastmi by nebyly patrné. Jako nejvhod-
n¢jsi se ukazala inkubace po dobu nejméné 24 hodin, aby protilaitka méla moZnost
proniknout do vnitinich struktur jadra. Pfi takto dlouh¢ inkubaci je vSak nutné prepara-
ty chrénit pfed vyschnutim krycim sklem a zaramovanim gumovym lepidlem.

Pro analyzu methylace DNA byla pouzita specificka mys$i monoklonalni protilat-
ka vici 5S-methylcytozinu (Podesta et al. 1993). DNA je v heterochromatickych oblas-
tech vyrazn¢ methylovana (Lewis a Bird 1991). Proto Ize na zaklad¢ distribuce
5-methylcytozinu charakterizovat strukturu interfaznich jader. Zjistili jsme, Ze hetero-
chromatické bloky se u samc¢ich i samicich jader nachazeji zejména na okrajich jadra a
7e mezi sam¢imi a sami¢imi jadry vSak nejsou vyraznéjsi rozdily. Odlisné vysledky
prinesly reakce s krali¢i polyklonalni protilatkou rozpoznavajici acetylovany lysin
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v N-termindlni pozici 5 histonu H4 (Turner et al. 1989). Na jadrech izolovanych ze
samicich rostlin protilatka reagovala zejména s euchromatinovymi aseky, které jsou
transkripcné aktivni, a tedy maji vyssi obsah acetylovanych histonti H4. V heterochro-
matickych oblastech byl signal vyrazné slabsi. Na preparatech pfipravenych ze sam-
¢ich rostlin se asi v 15% pripada vyskytovala jadra, ve kterych se nachazela dvé peri-
ferni vysoce kondenzovana téliska, kterd s protilatkou nereagovala. Je ziejmé, Ze by se
mohlo jednat o pfeZivajici chromozomy Y: tento zavér jesté bude ovéren pomoci fluo-
rescencni in situ hybridizace s Y-specickou DNA sondou. V obou ptipadech (detekce
5-methylcytosinu resp. acetylovanych histon H4) byla visualizace signali provadéna
s pomoci anti-mysi resp. anti-krali¢i protilatky znacené FITC a preparaty byly vyhod-
nocovany ve fluorescen¢nim (Olympus Provis) nebo konfokalnim (Nikon) mikroskopu.

Tato metoda ptipravy interfaznich jader z diferencovanych rostlinnych pletiv a
jejich nésledné imunochemické analyzy se zda byt velmi vhodna pro studium jejich
vnitini struktury. Na rozdil od metod ptipravy pletivovych fezi nebo izolace protoplas-
td je velmi nenaro¢na na pristrojové vybaveni, a také finan¢ni naklady nejsou (s vyjim-
kou nakupu protilatek) nijak vysoké.

Pod&kovani: Tato prace byla finanéné podporovana Grantovou agenturou AV CR (A5004901).
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DNA microarrays: novy nastroj pro studium struktury a
exprese genomu

JIRi MAcAS

Ustav molekularni biologie rostlin, Braniovska 31, 370 05 Ceské Budgjovice
tel.: 387 775 513, e-mail: macas@umbr.cas.cz

Uvod

Technologie DNA microarrays vznikla z potfeby ucinné;si analyzy vysoce komplex-
nich genomu Zivocichi a rostlin. Podobn¢ jako metody Southern nebo Northern blot-
tingu je zaloZena na hybridizaci nukleovych kyselin, avSak na rozdil od konvenc¢nich
postupti dovoluje analyzovat fadove az desetitisice sekvenci najednou. Toho je dosaze-
no imobilizaci DNA sond ve vysoké hustoté na pevnych (nejcastéji sklenénych) nosi-
¢ich. Dalsi zvlastnosti je, Ze pro hybridizaci na microarrays se vyuziva ptrevazné fluo-
rescen¢niho znaceni, cozZ umoziuje hybridizovat soucasné n€kolik vzorka znacenych
rizné barevnymi fluorochromy. Jednotlivé elementy arrays jsou tvoieny bud’ del$imi
fragmenty DNA nebo kratkymi oligonukleotidy a v terminologii microarrays jsou ozna-
c¢ovany jako sondy (probes), zatimco znacend DNA nebo RNA piitomna v hybridizac-
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nim roztoku se nazyva target (v tomto pojednani bude oznacovana jako vzorek). Tato
terminologie je z hlediska klasickych hybridizaci (kde se sondou rozumi znacena
DNA/RNA) pon¢kud matouci, avSak v soucasné dobé¢ je jiz vSeobecné zavedend a
pouZzivana.

Metody pripravy DNA arrays
Imobilizace dlouhych fragmentit DNA

Pouziva se pro sondy tvoiené fragmenty cDNA, ESTs, pfip. i vétSimi klony (BAC,
YAC). DNA je nanaSena robotickymi manipulatory na specialn¢ upravena mikrosko-
picka sklicka (silanizovana nebo potazena poly-lysinem), na které je nasledné prichy-
cena chemicky nebo pomoci UV zafeni. Proces nanaSeni sond vétSinou vyuziva kovo-
vych hrota s vyfiznutymi drazkami, do kterych je roztok DNA nasavan kapilarnimi
silami; po dotyku hrotu se sklickem se vytvareji nanolitrové kapicky predstavujici jed-
notlivé elementy arrays. Tyto elementy maji po zaschnuti a zafixovani pramér kolem
100-150 pwm. Pti 300 um rozestupech elementd mutize microarray velikosti mikrosko-
pického sklicka pojmout az 15 tisic sond.

Fotolitografickd technika

Spociva v syntéze oligonukleotidii pfimo na sklicku s vyuzitim reagencii citlivych
na svétlo. Syntéza za¢ina na syntetickych linkerech, pfichycenych na skli¢ko a chrané-
nych fotoreaktivnimi chemickymi skupinami. Pokud jsou u¢inkem svétla aktivovany,
mohou byt linkery v nasledujicim kroku prodlouzeny o dalsi nukleotid, ktery je opét
blokovan fotoreaktivni skupinou. Jelikoz syntéza probiha jen v ozéarenych ¢astech sklicka,
1ze aplikaci fotolitografickych masek, které stini nebo naopak odkryvaji jednotlivé ele-
menty, dosahnout syntézy riznych sekvenci v jednotlivych elementech arraye. Takto
pripravené arraye jsou vétSinou oznacované jako DNA Cipy a bézné obsahuji az 300
tisic elementti na ploSe nékolika cm? (experimentalni verze DNA ¢ipti jiz obsahuji i pfes
milion sond).

Priprava arrays pomoci pocitacovych tiskdren

Tato metoda se stejné¢ jako piedchozi pouziva k de novo syntéze oligonukleotidd,
avSak reagencie jsou dopravovany na array pomoci upravenych piezoelektrickych nebo
termalnich inkoustovych tiskaren.

Ostatni metody

Kromé vysSe uvedenych metod existuje fada postupti, které z nich vychazeji nebo
jsou jejich kombinaci (napt. nanaseni polyakrylamidovych bloc¢ku, na néz jsou fixova-
ny oligonukleotidy), a navic jsou vyvijeny i zcela originalni techniky, jako je napf.
syntéza oligonukleotidovych ¢ipti pomoci hydrodynamické fokusace reagencii. Zvlast-
ni kategorii jsou arrays pripravované nanasenim sond nebo kultivaci bakterialnich ko-
lonii na ,klasickych® hybridiza¢nich membranach. I kdyz Ize pomoci specidlnich ma-
nipulatord nanaset vzorky s velkou piesnosti i na tyto nosice, jejich vlastnosti (rozpije-
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ni vzorkd, nerovnomérny povrch) negativné ovliviiuji maximalni hustotu a zpracovani
takto ptipravenych arrays.

Metodika experimenti

Pro hybridizaci na microarrays jsou vzorky nejcastéji znaceny enzymatickou inkor-
poraci dNTPs konjugovanych s vybranymi fluorochromy (velmi casto se pouzivaji
Cye3-dUTP a Cye5-dUTP, které maji dobfe oddélend excitacni a emisni spektra, vyka-
zuji relativné vysokou ucinnost inkorporace a dobrou fotostabilitu). V pfipad¢ analyzy
mRNA se znaceni provadi béhem reversni transkripce s vyuZzitim oligo-dT jako prime-
ru; pro znaceni DNA se pouZivaji bézné postupy (random priming, PCR). Samotna
hybridizace probihé ve velmi malych objemech (fddové desitek mikrolitri1), takze kon-
centrace znacené DNA je vysokd a hybridizace ma rychlou reakéni kinetiku. Hybridi-
zaéni pufry a podminky vychézeji z metodik, pouzivanych pfi hybridizacich na mem-
branach. Hybridiza¢ni signaly jsou detegovany pomoci specialnich skenert, které exci-
tuji jednotlivé fluorochromy a zaznamenavaji intenzitu fluorescence. Vystupem byva
16-bitovy TIFF obrazek, ktery je nasledné analyzovan specidlnimi programy, schopny-
mi lokalizovat jednotlivé elementy arrays a vypocitat celkovou intenzitu signalu po
odecteni fluorescence pozadi. V soucasné dob¢ existuje n€kolik integrovanych softwa-
rovych systémil, umoziujicich management dat a sledovani jednotlivych sond (ele-
mentl arrays) od okamziku jejich ptipravy a nandseni na array az po vysledky hybridi-
zaci. Dalsi programy jsou vyvijeny za u¢elem efektivni analyzy dat (,,data mining®).

Aplikace
Monitorovdni genové exprese

Moznost provadét hybridizaci se dvéma nebo vice rizné znacenymi vzorky zaroven
se vyrazn¢ uplatiiuje pii studiu genové exprese. Populace mRNA z kontrolniho a srov-
navaného vzorku (jiny typ pletiva, jiné experimentalni podminky, apod.) jsou znaceny
vybranymi fluorochromy, smichdny a hybridizovany soucasné na jednu array, ¢imz
jsou zaru¢eny naprosto stejné podminky hybridizace i vyhodnoceni. Jako sondy jsou na
array nanéaseny klony cDNA nebo ESTs, v ptipadé DNA Cipt jsou syntetizovany oligo-
nukleotidy podle sekvenci znamych genti. Velkou vyhodou je, Ze 1ze sledovat hladinu
exprese velkého poctu gentl v zavislosti na pouzitych experimentalnich podminkach a
tim krom¢ identifikace téch, jejichz exprese se zménila, i usuzovat na jejich mozné
vazby a regula¢ni drahy. Tak byly napt. charakterizovany nékteré metabolické drahy
kvasinek (s vyuzitim arrays obsahujicich v§ech 6200 znamych nebo piredpokladanych
genu S. cerevisiae).

Detekce mutaci

DNA ¢ipy mohou byt konstruovany tak, ze obsahuji fady oligonukleotidt, jejichz
sekvence se castecn¢ prekryvaji a odpovidaji sekvenci ur¢itého genu. Kazdy oligonuk-
leotid je na Cipu ve Ctyfech variantach, liSicich se jednou bazi v centralni ¢asti oligo-
nukleotidu. Hybridizaci zna¢eného fragmentu, ziskaného napt. PCR amplifikaci dané-
ho genu lze zjistit, zda ve své sekvenci obsahuje bodové mutace a pokud ano, tak jaké.
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Tohoto postupu se vyuziva i ke konstrukci nové generace genetickych map, zalozenych
na polymorfismu jednotlivych nukleotidt (singlenucleotide polymorphisms - SNPs).

Sekvenovdani

Pro sekvenovani pomoci hybridizace se pouZzivaji podobné Cipy jako pro detekci
mutaci, avSak obsahujici v§echny permutace bazi pro oligonukleotid dané délky nebo
jeho ¢ast. Sekvence se pak rekonstruuje pomoci slozitych pocitacovych algoritmi na
zéklad¢ hybridizac¢nich signalli z oligonukleotidl se vzajemné se piekryvajicimi sek-
vencemi. Piestoze jde o velmi perspektivni metodu, je pro jeji $irSi vyuziti tfeba vyresit
nekteré principidlni problémy spojené napf. se sekvenovanim repetitivnich sekvenci.

Analyza genomii

V posledni dob¢ se zaCinaji objevovat metody vyuZivajici DNA arrays i ¢ipa pro
analyzu zastoupeni jednotlivych typa sekvenci v komplexnich genomech eukaryot.
Ptikladem miize byt mezidruhovéa srovnéavaci analyza skupin repetitivni DNA, pfi kte-
ré jsou klony téchto repetic naneseny na microarray a postupn¢ hybridizovany se zna-
¢enou genomickou DNA jednotlivych druht.

Zavér

Vzhledem k moznostem, které vyuziti DNA microarrays nabizi pro zakladni i apli-
kovany vyzkum, a k piekotnému vyvoji novych technologii je nemozné postihnout
formace proto odkazuji na prehled literatury a odkazti na WWW strance Laboratote
molekularni cytogenetiky UMBR (http://www.umbr.cas.cz/806 www/arrays/
arrays.htm).

Genomics: Strategies and Methods

VAcLav PACES

Institute of Molecular Genetics AV CR and Center for Molecular Genetics, VSCHT 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 4221
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)
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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)

Praktické vyuziti mikrosatelitovych markeru pri sledovani
genetické variability populaci

MARKETA POSPiSKOVA

Vyzkumny ustav Silva Taroucy pro krajinu a okrasné zahradnictvi, Kvétnové namesti,
252 43 Prtihonice, tel.: 02/677 50 038, email: pospiskova@vuoz.cz

V piispévku je kratce shrnuta podstata metody detekce mikrosatelitli véetné zaklad-
nich praktickych postupi pfi jejich analyze. Stru¢né je zminéna moznost vyhodnoceni
ziskanych experimentalnich dat a jejich dalSiho vyuziti pti sledovani populaci.

Pti studiu populaci se stale ¢astéji vyuzivaji metody zalozené na analyze DNA. Roz-
dily na urovni DNA (DNA polymorfismus) nejsou oproti morfologickym znakiim ovliv-
nény tak vyznamné podminkami prostiedi a jsou zdrojem velkého poctu znakt. Pro
stanoveni rozdili v DNA byla vyvinuta fada metod. Mikrosatelitové markery (také SSR
— simple sequence repeats) (Tautz 1989) patii mezi metody lokusové (sleduje se jen
urcité, predem definované misto v genomu) a amplifikacni (fragment DNA je namno-
Zen pomoci polymerasové fetézové reakce - PCR). Jsou naro¢né na piipravu a vyvoj
metody, protoze nejprve je nutné nalézt vhodné polymorfni mikrosatelitové oblasti
v DNA daného organismu a stanovit jejich sekvence, dalsi praktické vyuZiti je pak jiz
snadné. Vysledky jsou dobte reprodukovatelné i mezi riznymi laboratofemi (na rozdil
od jinych metod, napt. RAPD — random amplified polymorphic DNA). Mikrosatelity
jsou kratka tandemové opakovani charakterizovana kratkymi motivy (2 — 6 bp) v poctu
5 — 40 opakujicich se jednotek. Celkova délka lokusu obvykle nepiesahuje 100 bp.
U rostlin jsou méné Casté nez u zivocichll (mikrosatelit delsi nez 20 bp se v genomu
rostlin vyskytuje na kazdych 23,3 kb, u zivo¢icht na kazdych 6 kb) (Koblizkova 1998).
Nachazeji se v kodujicich i nekddujicich oblastech genomu vSech eukaryot a nékterych
(u rostlin pfevazuje motiv AT, napf. u ¢lovéka AC/GT) (Beckman a Weber 1992).
Mikrosatelitové lokusy maji kodominantni charakter a umoziuji tak snadné odliSeni
homo- a heterozygoty v daném lokusu. Vyznacuji se vysokym stupném polymorfismu,
ktery je dan rozdilem v poctu opakujicich se jednotek (byly nalezeny lokusy s 10 — 20
rtiznymi alelami). Pocet opakovani zakladniho motivu se ve srovnani s frekvenci geno-
vych mutaci relativné rychle méni, pfic¢inou je ziejmé klouzani DNA polymerasy bé-
hem replikace (Tautz a Schlotterer 1994). Nékteré mikrosatelitové lokusy nalezené u
jednoho druhu lze s aspéchem amplifikovat i u druhu pfibuzného nebo vzdalenéjsiho
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(primery pro tyto mikrosatelity jsou tzv. heterologni). Zalezi na tom, v jak konzervova-
né oblasti genomu se dany mikrosatelitovy lokus nachazi (Koblizkova 1998).

Detekce délkového polymorfismu v jiz popsaném mikrosatelitu je pomérné jedno-
ducha. Nejprve je tfeba izolovat DNA z rostlinného materialu, pfi¢emz na jeji kvalitu a
mnozstvi nejsou kladeny Zadné zvlastni naroky (vyhoda oproti jinym metodam, napi-.
RFLP — restriction fragment length polymorphism a AFLP — amplified fragment length
polymorphism). Pak se pomoci PCR amplifikuje isek DNA obsahujici mikrosatelitovy
lokus. Tento in vitro proces simuluje proces replikace probihajici in vivo. Reakéni smés
obsahuje genomovou DNA jedince, termostabilni DNA polymerasu (enzym pochézi
z nékterych thermostabilnich organismi a ptipojuje volné nukleotidy do prodluzujici-
ho se nové vznikajiciho fetézce podle vzoru), smes nukleotidi dATP, dCTP, dGTP a dTTP
(stavebni kameny pro nové vlakno DNA), 2 primery (kratké oligonukleotidy — obvykle
kolem 20 bp, které jsou komplementarni k sekvenci DNA obklopujici dany mikrosate-
lit). Behem PCR v pribé¢hu kazdého cyklu (celkem asi 25 — 30 cykla) dochazi pii zmé-
n¢ teploty v thermocykleru postupné k denaturaci DNA, nasedani primerti na komple-
mentarni useky DNA a prodluzovani fetézcit DNA polymerasou. Po 30 cyklech je am-
plifikovany fragment teoreticky namnoZzen asi 109 krat (230). V praxi je vSak vytézek
reakce mensi. | tak 1ze po ukonceni reakce ptivodné vloZenou templatovou DNA zane-
dbat a predpokladat, Ze reakéni smés obsahuje pouze hledany fragment DNA. Namno-
zené fragmenty DNA se nasledné porovnavaji podle velikosti elektroforetickym rozd¢-
lenim na agarosovém nebo polyakrylamidovém gelu.Vysledky lze fotografovat a ar-
chivovat. K analyze mikrosateliti 1ze s aspéchem vyuzit také rizné typy automatic-
kych sekvenatort, napi. geneticky analyzator ABI PRISM 310 firmy Perkin-Elmer.
V nasi laboratofi pouzivame sekvenacni polyakrylamidové gely barvené stiibrem (obr. 1),
které dovoluji rozdélit fragmenty liSici se az o 1 bazi. ProtoZe k jednozna¢né charakte-
rizaci jedince neni jeden mikrosatelitovy lokus dostate¢né informativni, je tieba hod-
notit 5 — 10 lokusu.

Wies | : - . "'.'

= i - i - = ,_" '
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Obr.1. Analyza 34 jedinct topolu €erného (Populus nigra) z Polabi, mikrosatelit WPMSO05 s motivem (GT)n.
U 90 jedincti topolu ¢erného bylo nalezeno celkem 10 alel, velikost alel se pohybovala v rozsahu 265 —305 bp;
4 drahy zcela vlevo standard molekulovych hmotnosti.

Pro zpracovani experimentalnich dat ziskanych analyzou mikrosatelitti existuje fada
pocitacovych programii (piehled uvadéji napt. Luikart a England 1999), které 1ze vyu-
Zit pro stanoveni nejriiznéjsich parametra populace. Je mozné sledovat genetickou vzda-
lenost populaci, genetickou diversitu uvniti populaci a mezi populacemi, heterozygosi-
tu, ¢etnost jednotlivych alel a tok gend, stupeni inbreedingu a geneticky posun béhem
disperzivniho procesu, efektivni velikost populace. Na naSem pracovisti budeme vyu-
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zivat program POPGENE (http://www.ualberta.ca/~fyeh/fyeh/), uréeny pro hodnoceni
genetické variability pfirozenych populaci.
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ZjednodusSené postupy pripravy vzorkiu pro PCR a RT PCR
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Podstata metody

Metody detekce patogent a Skadcti rostlin PCR resp. RT PCR ptevysuji ostatni me-
tody detekce svou citlivosti, avSak v klasickém provedeni pfi extrakci nukleové kyseli-
vyhnout se vlastni extrakci nukleovych kyselin a pouZivat v dal§im postupu viceméné
neupravenych extrakta (Wetzel et al., 1991 a 1992, Mulholland et al., 1996, Zouhar
et al., 2000), pripadné se mize pouzit nejdiive vychytani viru pomoci protilatek a na-
sledn¢ se extrahuje NA (Nolasco et al., 1993, Wetzel et al., 1992, James, 1999). V nasi
laboratofi pracujeme se tfemi rdznymi skupinami organismu. Nejvétsi skupinou jsou
rostlinné RNA viry s nejriznéjsi stavbou ¢astic: isometrické (virus nekrosy tabaku, TNV),
ty¢inkovité (virus zluté nekrotické Zilkovitosti fepy - BNY VYV, ptidou pfenosny virus
fepy - BSBV a Q virus fepy - BVQ) i vlaknité (virus Zloutenky fepy - BYV, virus
vrascitosti kmene jablon¢ - ASPV). Dalsi skupinou organismu jsou had’atka: had’atko
bramborové Globodera pallida a G. rostochiensis a rod Meloidogyne. Tteti skupinou
jsou pudni organizmy Polymyxa betae a P. graminis z tiSe Protozoa.

Pracovni postup
a) viry

K extrakci jsou pouzivany mladé i starsi listy, bulvy a kofeny cukrovky, zemina
a mSice jako vektofi daného viru.

al) klasicka fenol-chloroformovéa extrakce a nasledné vysrazeni RNA octanem
sodnym a etanolem.

a2) pouziti extrakéni soupravy na bazi afinitivni vazby RNA na kolonu dle navo-
du vyrobce.

a3) hruby homogenat z rostlin se pouzije pfimo k reversni transkripci bud’
s pfedchozim zahtatim nebo bez zahiati a bud’ s prfidavkem Tritonu nebo bez
Tritonu.
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a4) IC-RT PCR s vychytanim virovych ¢astic z hrubého homogenatu pomoci pro-
tilatek na pevné bazi a nasledna transkripce jako v bod¢ a3.
b) had’atka
bl) klasicka extrakce viz al.
b2) pouziti hrubého homogenéatu z cyst nebo jedinct piimo do PCR.
b3) extrakce DNA z pudy extrakénim pufrem a nasledné ¢isténi pomoci polyethy-
lenglykolu.
¢) Polymyxa betae a P. graminis
cl) klasicka extrakce z homogenatu.
c2) uvolnéni DNA z trvalych spor n¢kolika cykly mrazeni v tekutém dusiku a
zahtivani ve vodni lazni.

Co je tireba v laboratori

Vzhledem k tomu, Ze se jedna o zjednodusené metody, je i vybaveni jednodussi:
alternativné centrifuga na eppendorfky (ale neni nezbytné nutnd), vodni nebo sucha
lazen, ptipadné pfimo thermocykler, Triton X-100, EDTA, Tris a dal$i béZné chemikéa-
lie pro molekularni biologii, PCR a RT PCR, pro IC-RT PCR jesté mikrotitraéni desky
a protilatky.

Vyhodnoceni dat

Vyhodnoceni uspésnosti extrakéniho postupu se provadi piimo v PCR ¢i RT PCR na

fedicich fadach vzorku.

a) klasicka fenol-chloroformova extrakce obvykle funguje velmi dobie. Nevyhodou
je zde Casova narocnost, pracnost a prace se zdravi Skodlivymi chemikaliemi.
Vyjimkou, pokud jde o vysledky, mohou byt kotfeny rostlin, které mohou byt
v disledku infekce siln€ nekrotizované a potom se z nich kopurifikuji také inhi-
bitory reverzni transkripce ¢i PCR.

b) Extrakce RNA pomoci soupravy Qiagen je z hlediska bezpecnosti prace urcitym
tizeni kolonky je vytéZzek nizky. Hodi se i na extrakci RNA z piudy (TNV).

¢) Pouziti hrubého extraktu k reversni transkripci nebo PCR je ve vétSiné pripadi
mozné a vysledky jsou stejn¢ dobré, ne-li lepsi nez u klasické extrakce. Vyjimku
mohou opé¢t tvorit nekrotizované kofeny a dosud se tento postup nedaii ani u ASPV.
Obvykle je nutné extrakt z rostlin dostatecné ziedit, protoze v malo nafedénych
extraktech jsou pravdépodobn¢ inhibitory reversni transkripce ¢i PCR. Zahtéati
extraktu na 60 — 70 °C pied transkripci ma obvykle negativni vlivu BYV. Pfidani
1 % Tritonu do extraktu se naopak projevi pozitivné. U had’atek je tieba
k homogenizaci pouZzit TE nebo TNE, nikoliv ¢istou vodu.

d) IC-RT PCR se hodi pfedevsim tam, kde je tfeba se zbavit pfipadnych inhibitora
reversni transkripce ¢i PCR, tj. pii extrakcich z kofent nebo pidy. Nevyhodou je
zde ¢asova narocnost, pii zkraceni doby vychytavani ¢astic se mize znacn¢ snizit
i citlivost metody. Ne vzdy jsou také k dispozici prislusné protilatky (ASPV).

e) Uvolnéni DNA z trvalych spor Polymyxa betae a P. graminis pomoci cykli mra-
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Zeni a zahtivani se ukazalo jako velmi efektivni a v soucasnosti je zkouseno i na
jiném pracovisti pro ziskani DNA z trvalych spor Synchytrium endobioticum.

Finan¢ni a ¢asova naroc¢nost

Finan¢né nejnarocnéjsi je extrakce NA pomoci Kitii, kde se cena 1 vzorku pohybuje
okolo 200, - K¢.

Klasicka fenol-chloroformova extrakce vychazi v zavislosti na pouzitych chemika-
liich cca na koruny az desitky korun (¢eské chemikalie p.a. x specidlni chemikalie RNase/
DNase free). IC-RT PCR vychézi cenové obdobné jako klasické extrakce v zavislosti
na pouzitych protilatkach. Casové je tato metoda nejnaro¢ngjsi.

Pouziti hrubych homogenatt je, pokud pomineme minimalni cenu extrakénich puf-

rl, zcela zdarma. Také ¢asové je tato metoda nejvyhodné;jsi.

Tipy

Nelze pouzit jednu univerzalni metodu pro vSechny organizmy, ale vzdy se vyplati
pokusit se alespon o pouziti zjednodusenych protokolti. Leckdy totiz funguje i to, co by
teoreticky fungovat nemélo.
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Uvod

Dnes jsou databaze plné sekvenacnich dat o genomech mnoha organismu. Interpre-
tace této primarni informace se tak stava sté¢Zejnim ukolem pro dalsi vyzkum. Co vSechno
koduje sled basi a jaké procesy muize ovliviiovat, to jsou jen jedny z mnoha feSenych
otazek, na které miize dat odpovéd’ experiment.
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METODY STUDIA STRUKTURY CHROMATINU

V naprosté vétSiné procesd metabolismu genetického materidlu vystupuje DNA
ve formé komplexu s proteiny, ktery se nazyva chromatin. Zakladni jednotkou stavby
chromatinu jsou nukleosomy - komplexy DNA s dfefiovymi histony, které jsou spojeny
kratS$imi useky DNA (linkery). Poloha nukleosomt na sekvenci miiZzeme analyzovat ze
dvou hledisek — tzv. rotacni a translac¢ni usazeni. Rota¢ni usazeni oznacuje base, které
se diky periodicité¢ 10,5bp/otacku DNA vzdy ocitnou na pfivracené/odvracené strané
vzhledem k histonovému oktameru a jsou tak rizné dostupné st€peni nebo modifikaci.
Translacni polohou se rozumi pfesné ohrani¢ena oblast DNA, ktera je navinuta na his-
tonovou dien. Znamena to také, ze jedné rotacni poloze muze prisluSet nékolik poloh
translac¢nich.

Vhodnym modelem pro studium polohy nukleosomu jsou repetitivni sekvence, vy-
skytujici se u vyssich organismi v hojné mife, které maji ¢asto délku jednotky odpovi-
dajici délce mono- a dinukleosomu (Schmidt a Heslop-Harrison 1998), a o nichz se
predpokléada, Ze by tak mohly predstavovat jakysi sbalovaci kod chromatinu (Vogt 1990).
Biologicky vyznamna funkce byla nukleosomim pfifazena v regula¢nich oblastech
nekterych gent, kde jejich pevné umisténi na sekvenci ovliviiuje transkripci (Davey
et al. 1995; McPherson et al. 1993). V soucasnosti existuji i programy, které na zaklad¢
sekvenc¢nich charakteristik (Mengeritsky a Trifonov 1983) ptfedpovidaji s urcitou ne-
presnosti polohu nukleosomu.

Pracovni postupy

Transla¢ni polohu nukleosomti 1ze priblizné urcit pomoci restrikéniho §t€peni mono-
nukleosomové DNA ziskané ze $té€peni chromatinu mikrokokovou nukleasou , ktera $té-
pi DNA mezi nukleosomy, soucasné¢ doplnéné degradaci mezinukleosomové DNA po-
moci Exonukleasy III. Po ukonceni reakce a deproteinaci nasleduje extrakce DNA a $té-
peni zbyvajicich jednovldknovych ptesahti S1 nukleasou. Z agarosové elektroforesy pak
lze stanovit periodu fazovani nukleozomi na zkoumané sekvenci. Mononukleosomalni
DNA ziskana z preparativni polyakrylamidové elektroforesy pak mize byt Stépena para-
leln¢ pomoci vybranych restrikénich enzymut (Thoma 1992) a fragmenty oddé€leny na
6-8% polyakrylamidovém gelu. Nasleduje blotting a hybridizace se znacenou sondou pro
zkoumanou sekvenci. Na zaklad¢ znalosti cilovych mist pro restriktasy lze urcit hranice
nukleosomové DNA.

Ptresnéjsi urceni polohy nukleosomu lze provést pomoci prodlouZzeni primeru
(Thoma 1992), ktery mé misto uvnité nukleosomu, na mononukleosomalni DNA. Pro
reakci Ize pouzit bud’ koncové znaceny primer, nebo [alfa-32P]-dNTP. Extenze probiha
az na konec templatu, vzniklé produkty lze snadno identifikovat porovnanim
se sekvenacnimi reakcemi na znamé DNA a urcit tak presnou polohu termina¢niho signa-
lu. Pro urceni druhého konce nukleozoému miizeme zvolit primery z obou fetézci DNA,
nebo hranici dopocitat diky konzervativni délce dienové Castice (146bp).

Dalsi z metod, které 1ze pouzit pro urceni polohy nukleosomu je klonovéani nukleoso-
malni DNA. VyZaduje opracovani frakci DNA z preparativni polyakrylamidové elektro-
foresy pomoci alkalické fosfatasy, zarovnani na tupé konce T4 DNA polymerasou a dopl-
néni fosfatovych zbytkl polynukleotidkinasou (Widlund et al. 1997). Po ligaci do vhod-
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ného vektoru a transformaci bun¢k je nutno identifikovat kolonie obsahujici zkoumanou
sekvenci. Detekci pak miizeme provést pomoci hybridizace otisku misky na membrané
se znacenou sondou. Nasleduje pak izolace DNA z pozitivnich kolonii a sekvenovani.

Kombinaci popsanych metod Ize ziskat velmi pfesnou informaci o poloze nukleosomu
odpovidajici situaci v organismu, stejné tak je mozno tyto metody pouzit pro vyhodnoce-
ni polohy nukleosomt v rekonstitu¢nich experimentech.

Naroky na vybaveni laboratofe a material (krom¢ béznych chemikalii a pfistroji) -
hybridiza¢ni pec, aparatury pro elektroforesy (agarosova, polyakrylamidova, ptip. sekve-
nacni), thermocykler, kit pro sekvenovani a polymerasa pro primer extenzi (je vhodné
pouzit thermostabilni enzym a cyklickou extenzi), mikrokokova nukleasa, exonukleasa
III, S1 nukleasa, restrikéni enzymy a enzymy pro klonovani (T4 DNA ligasa, T4 DNA
polymerasa, polynukleotidkinasa, alkalicka fosfatasa).

Financ¢ni naro¢nost — podle pouzitych metod 40-60 000 K¢ za material.

Tipy a tskali - pro analyzu fragmentt restrikéniho $tépeni mononukleosomalni DNA
Ize jako znacenou sondu pouzit také primery, které pak hybridizuji pouze s nékterymi
fragmenty restrik¢niho $tépeni a umozni tak lepsi orientaci. Poskytne-li restrik¢ni Stépeni
informaci o pevné pozici nukleosomu a mame-li k dispozici DNA z kvalitn¢ Stépeného
chromatinu lze pro primer extenzi pouZzit vedle mononukleosomalni DNA také dinukleo-
somalni frakci nebo dokonce vzorek celého Stépeni. Signaly z t€chto béht by se nemély
lisit, pouze by mély poskynout dalsi informaci o delSich fragmentech, které je mozno
porovnat s vysledky ziskanymi pomoci primeru z druhého fetézce. Klonovani je dobrou
metodou pro vysoce repetitivni sekvence, také mozno provést pro mono i dinukleosomal-
ni DNA.
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Konstrukce DNA knihoven dlouhych inserti klonovanych ve
vektoru BAC
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DNA knihovny dlouhych insertli jsou nepostradatelné pti analyze genomu rostlin a
zivocCichu. Pouziva se jich k izolaci gend, genetickych markert a pii vytvareni fyzic-
kych map a jejich integraci s mapami genetickymi. Cely postup je zaloZen na ptipraveé
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vysokomolekularni DNA (10°-10° bp), ktera se po parcialnim $§tépeni liguje do BAC
vektoru (umélého bakteridlniho chromosomu) a transformuje do bakterii.

Uspésnou konstrukei knihovny Ize v podstaté zvladnout s pouzitim b&Zné komeréné
dostupnych chemikalii a enzymi, ptisluSného BAC vektoru a elektrokompetentnich
bunék (Escherichia coli DH10). Laboratot by méla byt vybavena zakladnimi pfistroji
pouzivanymi v molekurarni biologii (centrifuga, PCR cycler nebo chlazena vodni 14-
zen, flow box, hluboko mrazici box, vyhiivana tfepaci lazen, klasicka gelova elektrofo-
resa a dale zafizeni pro pulsni gelovou elektroforesu-PFGE a elektroporator). Jak pro
konstrukei, tak nasledné zpracovani knihovny je vyhodné pouzivat robotizované zari-
zeni.

Pracovni postup
1. Izolace vysokomolekularni DNA z jader
* izolace jader a jejich purifikace na sacharosovém gradientu nebo pomoci prito-
kové cytometrie
» smichani jader s nizko tuhnouci agarosou (LMA) a odliti blocku
 inkubace agarovych blockt v lyza¢nim pufru s proteinasou
 parcialni Stépeni vysokomolekularni DNA restrik¢éni endonukleasou
+ velikostni selekce fragmenti DNA (100-300 kbp) pomoci pulsni elektroforesy
* izolace DNA z gelu
2. Ptiprava BAC vektoru
* izolace BAC vektoru z bakterii
* Stépeni prislusnou restrikéni endonukleasou
 defosforylace vektoru
. Ligace vysokomolekularni DNA do defosforylovaného BAC vektoru
4. Transformace liga¢niho produktu do bakterii £. coli DH10 elektroporaci a
vyseti bunék na selekéni medium
5. Vybér a uskladnéni rekombinantnich klont

(98]

Hodnoceni kvality knihovny

Spocita se pocet rekombinantnich klont a zjisti praimérna velikost insertd DNA.
Fragmenty DNA obsaZzené v knihovné by mély nékolikanasobné pokryvat velikost ge-
nomu.

Narocnost metody

Po optimalizaci metody, ktera je zpravidla dosti ¢asoveé naro¢na, je mozné uspesné
konstruovat knihovnu za dva tydny. Metoda vyZaduje pomérn¢ nakladné pristrojové
vybaveni.

Kritické body

Velice naro¢né je pripravit kvalitni, dobfe fragmentovanou vysokomolekularni DNA.
Pro vysokou ucinnost ligace a nasledné transformace je potieba kvalitni, Cisty a defos-
forylovany vektor.
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Kritickym krokem je G¢inna ligace vysokomolekularni DNA.

Tipy a triky
1. Pti izolaci vysokomolekularni DNA pouzivat vysoké pH vSech roztokt, aby se
snizila aktivita nukleas.
2. U rostlin s vysokym obsahem polyfenolickych latek v listech izolovat jadra
z kotenovych Spicek.
3. Liga¢ni pomér vektoru a vysokomolekularni DNA

Srovnani metod:

Podobné spektrum vyuziti jako DNA knihovny klonované ve vektoru BAC maji
knihovny klonované vektorem YAC. Tyto vektory jsou schopné nést delsi fragmenty,
ale projevuje se u nich nizsi a¢innost transformace a vyznamna mira chimerismu. Jed-
noznacné se proto dnes uptfednostnuje systém s BAC vektorem.V kosmidovych knihov-
nach nelze klonovat inzerty delsi 50 kbp, proto nejsou vhodné pro fyzické mapovani.

SCHEMA KONSTRUKCE BAC KNIHOVNY

T HMW DNA v bloé&cich agarézy

! pBeloBAC11 .
'« (75kb)

parcialni $t&peni DNA Hindlll
St&peni Hindlll selekce fragmentu
defosforylace 100 - 300 kb pomoci PFGE
izolace DNA z gelu

\gac /

.. 1
]
.

transformace do E. coli elektroporaci
¢ vyseti na selekéni medium

m modré kolonie nerekombinantni
000

H bilé kolonie rekombinantni

<\

uskladn&ni <€¢—— analyza rekombinantnich klonu

Odkazy na web:
http://www.genome.clemson.edu/protocols2new.html
http://hbz.tamu.edu/cgi-bin/htmlassembly?manual-2
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Regulovatelné systémy exprese transgenu u rostlin
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Aplikace transgennich technologii u rostlin je v soucasné dob¢ zvySovéana dostup-
nosti Sirokého spektra promotora liSicich se ve schopnostech regulovat docasnou a
trvalou expresi transgenu. K navozeni docasné exprese transgend jsou vyuzivany jak
endogenni rostlinné promotory tak nékolik nedavno popsanych chimerickych promo-
tort regulovatelnych specifickymi chemickymi induktory. Patii mezi né naptiklad pro-
motory indukovatelné antibiotikem tetracyklinem, steroidem dexamethasonem, méd’-
natymi ionty nebo ethanolem. Spojenim nového transkripéniho aktiva¢niho systému
umoziujiciho aktivaci transkripce vneseného genu teprve po zkiiZzeni definovanych
reporterovych a aktivatorovych linii rostlin s chemicky indukovatelnym expresnim sys-
témem je mozné docilit regulovatelné exprese libovolného transgenu v definovanych
casoprostorovych obrazcich.

Nové¢ vyvinuty transkripéni aktivaéni systém pOp/LhG4 pro regulovanou genovou
expresi v transgennich rostlinach se sklada ze dvou slozek: (1) reporteru kédujiciho
gen zajmu umisténé¢ho pod kontrolu chimerického pOp promotoru obsahujiciho lac
operatory klonované pired TATA box a (2) aktivatoru exprimujiciho pod kontrolou sil-
ného promotoru CaMV 35S z viru mozaiky kvétaku chimericky transkripéni faktor
LhG4, ktery specificky rozpoznava pOp promotor. Tento faktor se skladé z transkripcni
aktivacni domény Gal4 z kvasinek a vazebné domény Lacl z represoru bakterii vazici
se na lac operatory. K aktivaci genu zajmu dojde teprve po zkfiZeni reporterovych a
aktivatorovych linii rostlin.

Vyse uvedeny systém byl zdokonalen pfidanim tfeti domény (GR) do aktivatorové-
ho konstruktu. GR doména pochazi z krysiho receptoru glukokortikoid, kde je mistem
vazby steroidd. Pokud neni pfislusny steroid (napt. dexamethason) ptitomen, aktivator
je zachycen komplexem heat-shock proteini HSP90 a stava se neaktivnim. Vazba dexa-
methasonu zpusobi uvolnéni HSP90 komplexu a dojde k navazani aktivatoru na pOp
promotor. Poté mize dojit k transkripci genu zdjmu z tohoto promotoru.

Stupen exprese transgenu a exprese samotna miiZze byt regulovana kombinaci pii-
slusného genu s vhodnym promotorem. Chemicky indukovatelné promotory se nejvice
uplatnuji v ptipadech, kdy produkt vneseného genu ovliviiuje rist, regeneraci a repro-
dukei rostlin. V téchto ptipadech jsou rostliny regenerovany pokud je promotor neak-
tivni a nasledné analyzy jsou provadény teprve po aktivaci exprese transgenu. DalSim
prikladem vyuziti je exprese transgenu v riznych fazich vyvoje rostlin, rozliSeni pri-
marnich a sekundérnich efektl, analyzy primérnich efektt pted spusténim homeosta-
tickych mechanismi rostlin, sledovani ptimé korelace mezi indukei transgenu a zmé-
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nénym fenotypem. Chemicky indukovatelné expresni systémy jsou také ¢asto kombi-
novany s tkanove specifickymi promotory, exprese genu je tak omezena na dané pleti-
vo a dany cas.

Pro chemicky induktor transkripce vneseného transgenu je nezbytné, aby byl vysoce
specificky pro dany promotor, neovliviioval expresi ostatnich gent ani jiné bunécéné
funkce a nebyl toxicky pro rostlinu. Pro ptipadné aplikace v polnich pokusech a rostlin-
né produkci je dulezité, aby nebyl toxicky pro okoli. Dexamethason spliiuje vyse uve-
dené pozadavky pro praci v tkanovych kulturach a pfi kultivacich ve skleniku. Dexa-
methason je mozné aplikovat pfidanim do agarového média tkanovych kultur, do vod-
nich kultur nebo zalévanim rostlin v zeminé¢, byla popsana také lokalni aplikace na listy
a kvéty vse v fadové koncentraci 1 — 10 mM. Dexamethason dodéava firma Sigma, cena
za 1gje 295,2 DM.

Transformaci prostfednictvim A. tumefaciens byly ziskany reporterové linie rostlin
tabaku (Nicotiana tabacum). Jako gen zajmu byl pouzit ipt gen kédujici isopentenyl-
transferasu — enzym katalyzujici prvni krok biosyntézy cytokinind. Dal$im, kontrolnim
genem byl GUS gen kddujici B-glukuronidasu. Tyto reporterové linie byly retransfor-
movany aktivatorovymi konstrukty a byl ziskan dostatecny pocet nezavislych transfor-
mantli nesoucich jiz zminény transkripcni aktivacni systém. Primérni transformanti
budou v nejblizsi dobé podrobeni Northern blot analyzdm. Ziskana semena generace
F1 budou pouzita pro dalsi experimenty.

Podékovani: Tento vyzkum je provadén za finanéni podpory MSMT (VS96096) a GA AV CR
(IAA5004001).
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Produkce rostlinného enzymu v bakterialnich expresnich
systémech

JAN ZOUHAR

Laboratotf molekularni fyziologie rostlin, Pfirodovédecka fakulta MU, Kotlai'ska 2, 61137 Brno
tel.: 05/411 29 375, e-mail: zouhar@chemi.muni.cz

Vychodiska
Komplexni analyza biologicky vyznamnych bilkovin ¢asto vyzaduje takova mnoz-
stvi homogenniho preparatu, ktery neni dostupny klasickou purifikaci z biologického
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materialu. [zolace komplementarni DNA (¢cDNA) studovaného proteinu umoziiuje jeho
produkci v heterolognich systémech. Nejcastéji pouzivanou a metodicky nejjednodussi
je exprese v bunikkach Escherichia coli. V soucasné dob¢ je dostupna fada expresnich
vektort, které obsahuji mnohocetna klonovaci mista pro snadnou inserci cDNA. Vy-
znamnym obohacenim expresni technologie se stala technika fiznich proteinti. Studo-
vany protein je mozné na urovni cDNA upravit tak, aby na nékterém z jeho koncti byla
pritomna nova funkéni doména. Doménu miiZe piedstavovat kratky umély peptid nebo
prirozeny protein. Jeji tlohou je nejcastéji usnadnit purifikaci rekombinantniho protei-
nu nékterou z technik afinitni chromatografie.

Piiklad uziti

Kukuti¢na B-glukosidasa Zm-p60.1 hydrolyzuje cytokinin-O- a N3-glukosidy za vzni-
ku volnych basi a je tak vyznamnym prvkem regulace hladiny cytokinint v rostling.
cDNA Zm-p60.1 (1) byla klonovana do plasmidu pRSET A tak, aby N-konec exprimo-
vaného proteinu obsahoval sekvenci Sesti histidinovych zbytki (2). Transkripce je zde
pod kontrolou T7 promotoru, ktery je specificky rozeznavan vysoce aktivni T7 poly-
merasou. Jako hostitel byl pouzit kmen BL21(DE3)pLysS E. coli. Analyza exprese
prokéazala nadprodukci rekombinantniho enzymu, soucasné vsak bylo ptiblizn¢ 80%
produkované bilkoviny nalezeno v inklusnich téliscich. Pro nativni purifikaci proteinu
byla pouzita metallochelatacni afinitni chromatografie, ktera vyuzivéa afinity fusované
hexahistidinové domény k imobilizovanym iontim piechodnych kovi. Vysledkem byl
vysoce Cisty bilkovinny preparat, ktery vykazal stejné strukturni a katalytické vlastnos-
ti jako pfirozeny enzym izolovany z koleoptili Zea mays (3).

U nékterych mutantnich forem Zm.p60.1 dosahovalo zastoupeni nerozpustné frakce
rekombinantniho proteinu az 100% (4) a znemoznovalo tak biochemickou analyzu
mutantu. Fusni technologie se ukazala byt jednim z moznych zptsobt feSeni. cDNA
Zm-p60.1 standardniho typu byla klonovéana do plasmidu pThioHis A za u¢elem trans-
la¢ni fuze Zm-p60.1 a modifikovaného thioredoxinu z E. coli (5). Transkripce probiha
ptirozenou bakterialni RNA polymerasou pod kontrolou hybridniho tac promotoru. Jako
hostitel byl pouzit kmen JM109 E. coli. Byl pozorovan vyrazny narlist zastoupeni roz-
pustné frakce enzymu, které dosahovalo 80%. Fusniho partnera 1ze G¢inné odstranit
fizenou proteolyzou, analyza fusniho proteinu vSak neprokazala vliv thioredoxinové
domény na strukturné-funk¢ni charakteristiku rekombinantni f-glukosidasy. Efekt pro-
teinové fuse na profil exprese diive malo rozpustnych mutantnich forem je nyni studo-
van. Modifikace ptirozeného thioredoxinu mistné fizenou mutagenesi umoznuje puri-
fikaci fusniho proteinu metalochelatacni afinitni chromatografii a snizuje tak naroky
na specialni afinitni sorbenty.

Finanéni naroénost

Molekularné-biologické techniky jsou finanéné naro¢né. Nékteré vhodné vektory
jsou dostupné pouze v komplexnich kitech a jejich cena dosahuje desitek tisic K¢. Ne-
zbytnym ptedpokladem je rovnéZ standardni pristrojové vybaveni pracovisté pro praci
s DNA a proteiny.
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Vyhody proteinovych fusi

- jednoducha detekce exprese s pouzitim komercnich protilatek ptipravenych proti
fusované doméné

- unifikace purifikacni strategie (rizné rekombinantni proteiny a jejich mutanty se
stejnym fusnim partnerem lze izolovat na jednom typu matrice s malymi Gprava-
mi postupu)

- pozitivni vliv charakteristik fusovaného proteinu na vlastnosti studované bilkovi-
ny (zvySeni rozpustnosti, vliv na korektni skladani rekombinantniho proteinu apod.)

Komplikace
- komplementarni DNA je nezbytnou podminkou
- posttranslacni modifikace eukaryontnich proteinti jsou v bakterialni burice silné
omezeny
- problémem muze byt i spravné rozpoznani eukaryontniho proteinu bakterialnimi
chaperony, které nemusi byt fesitelné fusni metodikou

Podékovani:Prace byla podpofena granty MSMT VS96096 a LNOOA0S]1.
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Kvantitativni PCR (RT-PCR) pomoci pristroje LightCycler
PETR ZAK

B.M.-Comp s.r.0.

Polymerasova fetézova reakce (PCR) se stala zfejmé nejpouzivanéjsi metodou sou-
¢asné molekularni biologie. Diky velké citlivosti umoziiuje detekci pouhych nékolika
molekul DNA. Citlivost se Casto dale kombinuje s dodate¢nou specifitou hybridizac-
nich technik, naptiklad blotd, nebo hybridizaci oligonukleotidii.

S rozvojem polymerasové fetézové reakce se stala velmi aktudlni a Zadanou také
moznost vyuzit PCR nebo RT-PCR pro kvantifikaci relativné malého poctu molekul
nukleovych kyselin, napfiklad pifi analyze genové exprese z velmi malého mnozstvi
RNA (dokonce na trovni jediné buiiky). Tento piistup totiz umoziiuje provadét v jednom
experimentu analyzu velkého poctu vzorkii nebo pripadné velkého poctu gent a to
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ve velkém rozsahu koncentraci. Takovato pruznost je nedosazitelna tradi¢nimi meto-
dami (Northern bloty, dot bloty, hybridization protection assay atd.).

Kwvili komplexnosti faktorti ovliviiujicich PCR, ale bohuZzel kvantitativni analyza
prislusnych vzorkt po skon¢eni PCR nevede ke spolehlivym vysledkiim. Dochézi na-
priklad k tomu, Ze po 40 amplifikacnich cyklech obsahuje vzorek s vétSim poctem vstup-
nich molekul templatu mén¢ amplifikovanych molekul, nezZ vzorek s vyrazné niz§im
poctem vstupnich molekul templéatu. Pfesnéjsi je kineticky pristup, kdy se zjist'uje ki-
netika nardstu poctu amplifikovanych molekul. Po objeveni se novych pfistroja, které
tuto techniku vyrazné¢ zjednodusily, se kvantitativni PCR (pfipadné¢ RT-PCR) v real-
ném Case stava dal$i metodou, ktera se bézné pouziva v molekularné biologickych la-
boratofich.

Ptistrojem pro kvantitativni PCR je napfiklad LightCycler firmy Roche Molecular
Biochemicals. Principy jeho ¢innosti jsou obdobné s ptistroji jinych vyrobct
(Perkin-Elmer, BioRad, Corbett Research).

Popis a princip ¢innosti LightCycleru
LightCycler je unikatni kombinaci rychlého teplotniho cyklatoru pro polymeraso-
vou fetézovou reakci a mikrofluorimetru, kterd umoznuje flexibilni on-line, real-time
detekci reak¢ni kinetiky. Dulezitym rysem tohoto pfistroje je skutecnost, Ze k amplifikaci
a analyze dochazi ve stejném reakénim prostoru. LightCycler je mozné pouZit pro:
- rychlou kvantitativni analyzu vstupniho po¢tu molekul templatu pomoci PCR; pro
kvantifikaci se vyuziva vyhodnéjsi kineticky pfistup misto vyhodnoceni reakce az
po jejim skonceni.
- tzv. analyzu hybridiza¢nich k¥ivek, pouzitelnou pro identifikace/charakterizace PCR
produkti nebo pro mutac¢ni analyzu.

Pro typické ohtivani a ochlazovani vzorka pii PCR se pouziva vzduch, ktery ma
velmi malou teplotni kapacitu. Vlastni (RT) PCR reakce probiha ve specialnich sklen¢-
nych kapilarach s vysokym pomérem objem/povrch. Spojenim obou faktort je mozné
meénit velmi rychle teplotu reakéni smeési (az 20 °C/sec). LightCycler je tak jednim
z nejrychlejsich teplotnich cyklatort — 30 cykli PCR je mozné provést (v zavislosti na
dané reakci) za mén¢ nez 20 minut. Sklenéna kapildra plisobi jako opticky prvek po-
dobny sklenénému vlaknu - zafeni aplikované na $picku kapiléry je rozvedeno po ce-
1ém objemu kapilary a uvniti kapilary excitované fluorescencni zareni je mozné méfit
na Spi¢ce. BéZny reak¢ni objem je 20 ul.

Kapilary jsou umisténé v karuselu s 32 pozicemi, ktery miize byt vyjmut a naplnén
vzorky mimo piistroj. To také znamena, Ze je mozné karusel snadno Cistit a desinfiko-
vat.

Fluorimetr pouziva jako zdroj svétla LED diodu s dlouhou Zivotnosti a bez naroku
na udrzbu. Excita¢ni svétlo se filtruje na ptisluSnou vinovou délku a zaméfi soustavou
¢ocek na Spicku kapilary. Emitované fluorescencni zareni vzorku je zkoncentrované
stejnou soustavou ¢ocek a po priichodu pres systém zrcadel a filtrd zmétené. Pouzité
filtry umoziuji méftit fluorescenci pii tiech vinovych délkach — 530, 640 a 710 nm.
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Tyto vlnové délky byly navrzeny tak, aby dochézelo k co nejmensimu spektralnimu
ovliviiovani pii pouziti téi fluorescencnich barev v jedné reakci (piesah je dale elimino-
van pomoci tzv. kompenzacnich souborti). Pouzivaji se pro méfeni fluorescence fluo-
resceinu a SYBR Green I (530 nm) a fluorescen¢nich barev LightCycler Red 640 a
705. Protoze se fluorescein standardné pouziva jako donorové fluorescencni barvivo
(viz dale) mize se provadét multiplex PCR se dvéma riznymi templaty nebo zjistovat
dve rizné mutace (viz dale).
Data je mozné méfit:
- jedenkrat za cyklus (v zavislosti na pouzivaném zpusobu detekce bud’ pti naseda-
ni primerti nebo na konci prodluzovani fetézce)

- kontinualné u jednoho vzorku pfi analyze hybridiza¢nich ktivek (viz déle)

- v§echny vzorky kontinualné (s frekvenci zavislou na poc¢tu vzorki)

- postupné v definovanych teplotnich intervalech

Ovladani pristroje a ziskavani dat

LightCycler se dodava s pocitatem a piislusnym ovladacim software. Béhem jed-
notlivych cykli je PCR reakce monitorovana méfenim fluorescence a naméfené vy-
sledky jsou okamzité (po kazdém méteni) zobrazovany na monitoru. Signal je méfen
vzdy po pfesném nastaveni vzajemné pozice dané kapilary proti optické jednotce. Doba
méieni je asi 20 msec a vSech 32 vzorka se proméii za asi 5 vtefin. Ziskana data se
pouziji pfi nasledné analyze (kvantifikaci, detekci mutaci). V ptipadé potieby se do
daného PCR profilu miize ptidat krok, kterym se provede analyza hybridiza¢nich kfi-
vek (viz dale).

Pouzivané metody a protokoly

Pti pouziti LightCycleru se sleduje zvySovani koncentrace cilové DNA méfenim
fluorescence. Pouzivaji se dva odlisné pristupy. Pti obou se do reakéni smési pied vlastni
amplifikaci pridaji jak jednotlivé komponenty pro PCR (nukleotidy, enzym, primery,
templat) tak fluorescenc¢ni barvivo (barviva).

Metoda vyuzivajici SYBR® Green I

Jedna se o fluorescen¢ni barvivo obdobné zndamému ethidiumbromidu, ale s vyssi
citlivosti. Vaze se pfednostné na dvouretézcovou DNA a pfi navazani na dSDNA zméni
své vlastnosti tak, Ze je schopné po excitaci emitovat fluorescencni zareni. Velikost
tohoto zafeni u daného vzorku je imérna poctu navazanych molekul SYBR Green I a
tedy i koncentraci dsSDNA. Signal se miize méfit bud’ jedenkrat za cyklus (typicky na
konci elongace) nebo kontinudlné. ProtoZe se barvivo vaze na jakoukoliv dsDNA (jak
na specifické produkty, tak na nespecifické tseky, naptiklad na dimery primert), je
mozné oveérit analyzou hybridizacnich kfivek ptitomnost pfipadnych nespecifit
(viz. dale).

Metoda vyuzivajici hybridizac¢ni sondy s prenosem rezonancni fluorescencni
energie (FRET — Fluorescence Resonance Energy Transfer)
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Obr. 1. Minimalni fluorescence SYBR Green I v roztoku se zvysi po navazani na DNA
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Vyzaduje-li se specifi¢téjsi detekce, muze se specificky produkt detegovat tzv. hyb-
ridiza¢nimi sondami. Sondy jsou navrZené tak, aby byly komplementarni k uréitému
useku mezi amplifika¢nimi primery. Na 3’konec jedné sondy je navdzana donorova
fluorescencni barva (typicky fluorescein) a na 5’konec druhé sondy akceptorova fluo-
rescen¢ni barva (zpravidla fluorescencni barviva oznacené jako LightCycler Red 640
nebo LightCycler Red 705). Béhem FRET procesu donorové fluorescencni barvivo
excitované excitatnim zafenim emituje svétlo, které slouZzi jako excitacni zafeni pro
druhou (akceptorovou) fluorescen¢ni barvu. Akceptorova fluorescencni barva emituje
svétlo odlisné vinové délky, které se po prichodu prislusnym filtrem zméfi. K prenosu
energie dochazi pouze tehdy, jsou-li ob¢ sondy v tésné blizkosti — proto musi byt navr-
zené tak, aby mezera mezi nimi po hybridizaci s templatem nebyla vétsi nez 5 nukleo-
tidt. Velikost FRET signéalu (fluorescence) je umérna mnozstvi specifického DNA pro-
duktu vyuzitelného pro hybridizaci specifickych sond. Ty se dostanou do potiebné (malé)
vzdalenosti pouze po nasednuti na cilovou DNA — v roztoku k FRET pfenosu
nedochézi.

@

hv

Obr. 2. K FRET procesu mtize dojit pouze pti malé vzdalenosti obou fluorescen¢nich barev, tedy po navazani
na amplifikovanou DNA.

FRET princip pouzivaji i tzv. hydrolyzacni sondy (zndmé pod nazvem TagMan),
které je mozné také pii praci s LightCyclerem pouzit.

Principialné je mozné vyuzit LightCycler pro dva odlisné typy kvantifikaci:

- absolutni kvantifikaci, kdy se stanovuje mnoZzstvi vstupniho templatu v reakci
v absolutnich hodnotach porovnanim se standardy (pomoci kalibra¢ni kiivky)

- relativni kvantifikaci, kdy se koncentrace vstupniho templatu vyjadii jako pomérna
hodnota vztazenim k obsahu vhodného house-keeping genu.

Princip analyzy hybridiza¢nich krivek
Analyzu hybridiza¢nich kiivek je mozné pouzit pro kontrolu amplikont vzniklych
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pfi PCR nebo (pfi pouziti hybridiza¢nich sond) také pro detekci mutaci.

Denaturaci DNA se rozumi pfechod dvousroubovicové DNA na volné polynukleoti-
dové fetézce, ke kterému dochazi pii uvolnéni vodikovych vazeb mezi basemi. Toho je
mozné dosdhnout naptiklad zvySenim teploty. Pfi pomalém zahfivani roztoku se obje-
vuji a postupné zvétsuji denaturované (tedy rozvolnéné) useky. Pii urcité teploté se
pravé polovina DNA nachézi v dvousroubovicové konformaci. Tato teplota odpovida
inflexnimu bodu sigmoidni denaturacni kfivky a oznaCuje se jako teplota tani (T ).
Teplota tani dané molekuly zavisi zejména na obsahu GC basi — se zvySujicim se za-
stoupenim GC stoupa teplota tani. Tohoto faktu vyuziva LightCycler pro identifikaci
produkta.

Pti pouziti SYBR Green I se reakéni smés v kapilarach pomalu zahiivé a soucasné
se kontinualné méti hodnota fluorescence. S rozvoliiovanim dvoutetézcové DNA do-
chazi k uvoliiovani SYBR Green I a k poklesu hodnot namétené fluorescence. Pro snad-
n¢jsi analyzu vysledki obsluzny software automaticky spocita zapornou derivaci vy-
sledné kiivky -(dF/dT) — inflexni bod se tak stane vrcholem piku. Pak je mozné snadno
rozliSit fragmenty s riznou T _ a zjistit, jestli dochazi k tvorb€ nespecifickych produk-
ta.

1.2 + specificky
pl:'ndukt !

N

nespecifick
0.5 |]I'01:|111{t {produkty)

\

-drAdaT

{14 1

0.0

0 15 20 Ha g
teplota (°C)

Obr. ¢&. 3.: Analyza hybridiza¢nich k¥ivek odhali ptipadné
nespecifické produkty.

Pti pouziti stejného principu ve spojeni s hybridiza¢nimi sondami je mozné snadno
detegovat né¢které mutace. Nutnym predpokladem je, aby mutace byla v misté, kde na-
seda jedna z hybridiza¢nich sond. U nemutovaného templatu je shoda mezi timto tem-
platem a sondou 100%. Je-li pfitomna v amplifikovaném templatu mutace, chybné pa-
rovani se projevi sniZzenim teploty T a po pfisluSném matematickém zpracovani (dF/dT)
posunem piislusného piku do oblasti nizSich teplot. Vysledky mutacni analyzy je tak
mozné ziskat s LightCyclerem béhem 30 minut po zahajeni PCR ato bez otevieni kapi-
lar.
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Podrobnéjsi informace o systému LightCycler a kvantitativni PCR muizete nalézt na Internetové
adrese

http://biochem.roche.com/lightcycler

Imunohistochemicky pristup k FeSeni molekularné-
biologickych problémi

JITKA Z1LUVOVA

Laboratof vyvojové genetiky rostlin, Biofyzikalni ustav AV CR, Kralovopolska 135, 612 65 Brno,
tel.: 05/415 17 203, email: jitka@ibp.cz

Uvod

..Klasicky* molekularné-biologicky pfistup pouzivany pfi stanovovani pfitomnosti
urcité latky v organizmu spociva v homogenizaci materialu a v separaci a vyhodnoceni
obsahu sledované latky. Takto 1ze béhem pomérné kratkého casového intervalu ziskat
informace o velkém poctu vzorki, avSak ziskané vysledky poskytuji pomérné¢ malou
informaci o tkanoveé nebo bunécné specifické pritomnosti dané latky. Pro pfesnou loka-
lizaci ptitomnosti mnohych latek v organismech je z tohoto hlediska nejvhodnéjsi pou-
ziti imunohistochemie, ktera vyuziva mikrotomové fezy, na néz jsou obvykle aplikova-
ny protilatky schopné specificky detegovat stanovovanou latku. Tato metoda je tudiz
schopna poskytnout informace o lokalizaci i mnozstvi studované latky. Metodika spo-
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¢iva ve fixaci rostlinného materidlu, ptipravé mikrotomovych fezl, poté zpravidla na-
sleduje postfixac¢ni opracovani preparatd, aplikace primarni protilatky interagujici se
stanovovanym epitopem, vétSinou nasledovana aplikaci znacené sekundarni protilatky
(Southgate a Trejdosiewicz 1997).

Fixace materialu

Prvnim z klicovych bodli imunohistochemickych metod je vhodna fixace materialu.
Vzorky po fixaci by mély spliiovat nékolik zakladnich pozadavki - pfedné je to zacho-
vani pavodni histologické struktury, dale musi zistat zachovana antigenita studova-
nych epitopti a v neposledni fad¢ musi fixaz spolu s dal$imi postfixaénimi kroky umoz-
nit reprodukovatelnou penetraci protilatek (Jeppesen 1994). Pro studium omezené sku-
piny epitopti mize byt pouzita kysela fixace (jako napt. Carnoyova nebo Farmerova
fixaz), ktera vyrazn¢ permeabilizuje rostlinny material, avSak neni vhodna ke studiu
vetsiny proteinovych epitopu. Proto se v téchto pfipadech vétSinou nahrazuje aplikaci
formaldehydu nebo glutaraldehydu.

Tloust’ka Fezi a postfixace

Pronikani protilatek neni limitovano pouze zpisobem fixace vzorku, ale také tloust’-
kou mikrotomového fezu. Reprodukovatelnd penetrace protilatek do celého fezu se
zpravidla slucuje s tloustkou do 10 um. Penetraci protilatek 1ze vyrazné zlepsit postfi-
xacnim opracovanim preparatii. Pro postfixa¢ni procedury plati stejné podminky jako
pro vlastni fixaci - tj. musi byt zachovany morfologické struktury a nesmi byt poruSena
antigenita epitopu. Vzhledem k tomu je vétSinou pftijatelné pouze pisobeni detergentti
jako jsou napi. Tween 20 nebo Triton X-100. Kromé toho 1ze pomérné¢ ¢asto s uspé-
chem pouzit chloroformu, diethyléteru, acetonu a/nebo ptedchlazeného methanolu, které
kromée permeabilizace také z preparatu odstraiiuji chlorofyl. Pronikéni protilatek je mozné
zlepsit také kratkym plisobenim celulas a pektinas. V ptipadé detekce neproteinovych
epitopu je rovnéZ mozné aplikovat proteolytické enzymy, jejichZ pouZiti se ¢asto proje-
vi vyraznym sniZzenim nespecifického pozadi. Pro imunodetekci DNA-epitoptl je nut-
né denaturace DNA, kterou je nejlepsi provadét za pouziti 2N HCI (Zlavova a Vyskot
2000).

Blokada nespecifickych vazeb protilatek a vazba primarni protilatky

Dalsi redukce nespecifického pozadi je mozno dosdhnout blokovanim moZznych ne-
specifickych vazeb protilatek, které se zpravidla provadi pomoci BSA (teleci sérum
albumin) s pfidavkem detergentu (napt. Tween 20). Primérni protilatka byva vétSinou
aplikovdna v blokovacim roztoku pti laboratorni teploté nebo pii 4°C. Koncentraci
i dobu aplikace protilatky je nutno empiricky stanovit.

Detekce vazby primarni protilatky

Detekce vazby primérni protilatky se vétSinou provadi aplikaci znacené sekundarni
protilatky schopné rozpoznat imunoglobuliny Zivo¢iSného druhu pouZitého pro tvorbu
primarni protilatky. Tato metoda mé dvé vyhody: jednak dochéazi k amplifikaci signalu,
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coz vyrazn¢ zvysuje citlivost detekce, a také snizuje finan¢ni naklady na vyzkum, pro-
toze se tak obchazi nutnost konjugovat vSechny protilatky se znackami. Znaceni proti-
latek muize byt v principu trojiho druhu: signalni enzym, ¢astice koloidniho zlata nebo
fluorescenc¢ni znacka. Pouziti protilatek zna¢enych enzymy nebo koloidnim zlatem méa
sice vyhodu v moznosti vyhodnoceni preparatii pomoci svételného mikroskopu, je vSak
naro¢né na zkusenosti experimentatora. V naSem experimentalnim systému se nejlépe
osvédcilo fluorescencni znaceni, protoze na rozdil od zbyvajicich dvou technik posky-
tuje moznost znaceni vétSiho poc¢tu odlisSnych epitopt na jednom preparatu.

Zhodnoceni metody

Nevyhodou imunohistochemie je nutnost provadéni velkého mnozstvi kontrolnich
experimentli. Kromé ovéfeni specifity primarni protilatky, kterou nelze provadét histo-
chemicky, se jedna zejména o kontrolu nespecifického pozadi (kdy nedochézi k aplika-
ci priméarni protilatky), kontrolu nespecifické vazby sekundarni protilatky (kdy je apli-
kovéna pouze sekundarni protilatka), kontrolu penetrace primarni protilatky (je apli-
kovéna protilatka proti podobnému epitopu, avsak s homogenni distribuci ve zkouma-
ném materialu; detekce je provadéna sekundarni protilatkou) a kontrolu mozné nespe-
cifické vazby primarni protilatky (kdy je aplikovano preimunni sérum zivocicha, ktery
slouzil pro vyrobu primarni protilatky, a detekce je provedena sekundarni protilatkou).
Dalsi nevyhodou je velka ¢asova naro¢nost na zavedeni metodiky, protoze vSechny
kroky je nutno empiricky optimalizovat. S vyjimkou nakupu protilatek a samoziejme
i kvalitniho mikrotomu (v nasi laboratofi se velmi dobie osvéd¢il kryomikrotom Leica
1800) se vsak jedna o metodu relativné levnou, ktera navic poskytuje informace, jez
neni mozno ziskat pomoci jinych ptistupd.

Podékovani: Tato prace byla podporovana grantem GA CR (521/99/0696).
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