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Podstata metody

Jedna z moznosti, jak studovat molekularni strukturu jednotlivych chromosomu je je-
jich separace pro dalsi analyzy od ostatnich chromosomil genomu. Obecné lze uzit bud’
mechanickou mikrodisekci pozadovaného chromosomu, mikrodisekci prostfednictvim
laserového zatizeni nebo pritokovou cytometrii. Pro nase ucely byla zvolena laserova
mikrodisekce, jejiz hlavni vyhodou je uplna kontrola nad disektovanym materidlem
a nevyhodou omezené mnozstvi materialu (chromosomit), jez Ize touto metodou ziskat.
Tuto nevyhodu Ize ovsem prakticky obejit pomoci amplifikaéniho kroku za pouziti dege-
nerovanych oligonukleotidii, DOP-PCR (Telenius et al. 1992). Touto metodou Ize ziskat
soubor fragmentli DNA o velikostech fadové od stovek bazi az po vice jak deset kilobazi
v zavislosti na reakénich podminkach PCR (Kittler ef al. 2002).

Dalsim krokem k analyze ziskanych sekvenci je jejich ligace s vhodnym vektorem
a transformace bakterii legacni smési, ¢imz ziskame chromosomové specifickou knihovnu
fragmentti DNA. Pro dalsi charakterizaci této knihovny je vhodné ji pfenést pomoci robo-
tického zatizeni do mikrotitra¢nich destiCek a nasledné vytvofit array bakteridlnich kolonii
prenesenych definovanym zptisobem na hybridiza¢ni membranu. Po imobilizaci bakterial-
nich klond na membrané lze tuto membranu pouzit k hybridizaci s vhodnou DNA sondou,
k naslednému dohledani hybridizujich klonti a poptipadé jejich sekvenovani a dalsim ana-
lyzam. Roboticka technologie, kterd umoziuje manipulaci s bakteriemi je v tomto piipadé
nezbytna. Pro pokryti celého chromosomu je totiz potfeba tadové desetitisice klont
(v pripadé, ze uvazujeme prumérny chromosom ryze, kterd ma pomérn€ maly genom).

Pokud nechceme provadét podrobnou analyzu chromosomové specifické knihovny,
1ze pouzit DOP-PCR DNA produkt piimo jako komplexni sondu pro FISH (fluorescenéni
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in situ hybridizaci). Timto pfistupem je mozné zjistit globalni zastoupeni sekvenci daného
chromosomu v celém genomu.

V nasi laboratofi byl pro vyse uvedené analyzy zvolen rostlinny dvoudomy model Si-
lene latifolia (knotovka bild), ktery se vyznacuje pfitomnosti pohlavnich chromosomii X
a'Y (usamecka; samicky maji dva chromosomy X), jeZ jsou snadno od sebe i od ostat-
nich autosomu odlisitelné a tudiz vhodné k mikrodisekci. Cela procedura zacina samot-
nou piipravou chromosomi. Bunééné déleni meristému kotenovych Spicek Silene latifo-
lia je synchronizovano apoté zastaveno v metafasi, kdy jsou jednotlivé chromosomy
v kondenzované podob¢. Kofenovy meristém je dale pisobenim enzymi odstranén a izo-
lované protoplasty fixovany (Hladilova et al. 1998). Metafasni protoplasty jsou nakapany
na upravenou polyetylénovou membranu, kterd je umisténa na podloznim sklicku a pro
naslednou mikroskopickou analyzu obarveny (v nasem ptipadé bylo pouzito Giemsovo
barvivo). Takto pripraveny preparat je umistén do inversniho mikroskopu, ktery je spojen
s vlastnim laserovym mikrodisekénim systémem (The PALM MicroLaser system). Po-
moci mikroskopu je dohledan pozadovany chromosom (obr. 1a), ktery je slabym lasero-
vym paprskem (1,5 pJ.puls™) ohraniéen (obr. 1b) a pomoci silngjsiho laserového paprsku
(2 wl.puls™) katapultovan do vicka mikrozkumavky (obr. 1c), kde miize byt sp&snost
procedury mikroskopicky ovéfena (obr. 1d). Pro ti¢ely DOP-PCR je v podstaté¢ mozné
pouzit i jediny chromosom. V nasem piipadé jsme do kazdé mikrozkumavky takto pie-
vedli alespont deset chromosomti, aby v piipadé ¢aste¢ného poskozeni ne€kterych z nich,
napfiklad pfi laserové manipulaci, byla zachovana komplexita vzorku.
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Obr. 1. Laserova mikrodisekce chromosomu Y Silene latifolia. Metafasni chromosomy byly naka-
pany na modifikovanou polyethylenovou membranu a obarveny Giemsou. (a) Po nalezeni chro-
mosomu Y byl (b) tento chromosom pomoci laserového paprsku ohranicen a nasledné (c) katapul-
tovan do (d) pfipraveného vicka mikrozkumavky.

Priprava a vyuZiti chromosomové specifické bakterialni knihovny Silene latifolia

DOP-PCR DNA ptivodem z chromosomu Y byla ligovana s pGEM-T easy vektorem
(Promega) aligacni smési byly transformovany kompetentni bunky Escherichia coli
(kmen DH5a). Bakterie byly vysety na pevné agarové medium a jednotlivé klony robo-
ticky pfeneseny do mikrotitra¢nich destic¢ek (jednotlivé jamky desticky obsahovaly tekuté
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kultivaéni medium s glycerolem). Bakterie byly pies noc inkubovany pti 37 °C a nasledné
zamrazeny (-70 °C). Bakterialni knihovnu Ize v této podobé dlouhodobé skladovat a sou
¢asné¢ kazdy klon ma svoji stalou ,,adresu®. Jednotlivé klony byly pfeneseny roboticky na
hybridizacni membranu (do predem definovanych seskupeni), kde byly imobilizovany
alkalickou lyzi. V nasem ptipad€ bylo na membranu 20 x 20 cm pfeneseno 20 000 klond.
Nasledna hybridiza¢ni analyza byla zaméfena na odhaleni sekvenci specifickych pro
sam¢i chromosom Y. Toho lze dosahnout dvéma naslednymi hybridizacemi, kdy se
nejdiive jako sonda pouzije sam¢i genomickd DNA. Pokud je bakterialni knihovna pfi-
pravena reprezentativn€, ziskdme hybridizaci genomové DNA s riznymi klony signaly
rizné intenzity. Nasledna hybridizace se sami¢i DNA jiz odhali zajimavé klony ve vztahu
k chromosomu Y. Ty, které se sami¢i sondou hybridizuji slab¢, ¢i viibec ne, zatimco se
samci siln€, obsahuji DNA, kterd je akumulovana na chromosomu Y, popfipadé se na
tomto chromosomu vyskytuje unikatné. Izolace takovych DNA sekvenci je zasadni pro
pochopeni evoluce tohoto chromosomu, ale potazmo i pro pochopeni obecnych mecha-
nismi evoluce nerekombinujici DNA vibec. Tato studie mtize byt dale prohloubena po
srovnavaci hybridizaci se sam¢i a sami¢i cDNA, jez by vedla k odhaleni gent specificky
exprimovanych v saméich rostlinach, ¢i k pfimému dohledani konkrétniho genu ¢i sek-
vence v prislusné knihovné.

Obecné pouziti metody

Pokud zaménime samci a sami¢i genom knotovky a chromosom X a Y za zdravou
a rakovinou buiiku, potazmo za standardni a aberantni chromosom, je jasné, Ze tento pfi-
stup ma Sirsi uplatnéni, nez je studium evoluce pohlavnich chromosomi rostlin.

FISH s komplexni DOP-PCR sondou

Pokud nas zajima, jakym zptisobem se DNA daného chromosomu podili na stavbé
ostatnich chromosomt, ¢i jak je distribuovana na chromosomech ptibuzného druhu, je
jednim z nejrychlejsich zplsobd provedeni fluorescencni in situ hybridizace s DOP-PCR
(chromosomové specifickou) sondou.

Tento pfistup je Siroce pouzivan u zivocichii k odhalovani prestaveb genomt béhem
evolucnich procesti (Stanyon et al. 1999; Kubickova et al. 2002). Zvlast vyznamné
uplatnéni nasla tato metoda v klinické cytogenetice, kde Ize timto zptisobem dohledat
typy arozsah aberaci, jez vedou k riznym chorobnym stavim ¢asto spojenych s karci-
nogenesi (Pinkel ef al. 1988). Pievzit vySe zminény pfistup a pouZit ho u rostlinnych dru-
hti se ale neosvédcilo (Fuchs ef al. 2001). Jako hlavni problém je zminiovana vysoka ho-
mogenizace rostlinnych genomt dana jejich Castymi piestavbami béhem evoluce
a vSudypfitomnosti riznych typl repetitivni DNA.

V naSem piipadé jsme pro FISH s chromosomové specifickou DNA jako sondou opét
pouzili DOP-PCR produkty z chromosomu X a Y knotovky bilé. Ponévadz je u knotovky
znamo, Ze se geny nachazeji pouze ve shlucich v oblastech pobliz koncti chromosomu
a zbytek chromosomu je pievazné tvofen repetitivni DNA (Matsunaga et al. 2002), bylo
nutné pro tzv. ,,chromosome painting* vyuzit komplexni DOP-PCR sondu bez odstranéni
této DNA, ¢i jeji suprese béhem hybridizace, jak je obecné provadéno. Podminky hybri-
dizacni reakce (DOP-PCR DNA byla znac¢ena Cy3-dUTP metodou nick-translace) byly

181



R. HOBZA

upraveny tak, aby béhem ni nedochazelo k hybridizacim s oblastmi na chromosomech,
jez nemusi byt zcela komplementéarni se sondou. Ukazalo se, Ze toho lze nejlépe doséh-
nout zkracenim vlastni hybridiza¢ni reakce (fadové desitky minut misto hodin, ¢i desitek
hodin) za sou¢asného snizeni koncentrace sondy v hybridiza¢nim roztoku (fadové nano-
gramy misto stovek nanogramtl). Pfesto se po hybridizaci signal vyskytoval nejenom na
chromosomu, ze kterého byla odvozena sonda, ale také na ostatnich chromosomech. Pou-
ze chromosom puvodu sondy byl ale signalem pokryt homogenné, po celé jeho délce.
Ostatni chromosomy mély distribuovany signal nerovnomérmné a slabéji. Tento vysledek
byl dosazen jak pii pouziti DOP-X, tak DOP-Y sondy a zvolena metoda se tedy ukazuje
jako vhodna pro studium distribuce sekvenci daného chromosomu v ramci rostlinného
genomu.

Uskali a naro¢nost metody

Vyse zminéné piistupy jsou v porovnani s mnozstvim dat, které mizeme ziskat, rela-
tivné Gasové nendroéné, ale zavislé na slozitém piistrojovém vybaveni. Cést nasich expe-
rimentt byla provedena diky technické spolupraci s laboratofi Dr. Dolezela (UEB, Olo-
mouc) a Dr. Rubese (VUVL, Brno).

Pii pfipravé chromosomi je nutné minimalizovat dobu ptisobeni kyseliny octové ve
fixazi. Tato kyselina degraduje DNA, coz se mlize negativné projevit pti DOP-PCR.

Optimalizace DOP-PCR je klicovy krok pro vSechny dalsi experimenty. Pii amplifi-
kaci vznika ¢asto PCR produkt i v negativni kontrole bez templatu. To je dano vzajem-
nym nasedanim degenerovanych oligonukleotidii na sebe béhem reakce. Tento jev, stejné
jako pfipadnou kontaminaci cizorodou DNA Ize odhalit pomoci kontrolni Southernovy
hybridizace DOP-PCR DNA s vlastni genomickou DNA.

Zminénych 20 000 bakteridlnich kloni ptfenesenych na hybridizatni membranu
o velikosti 20 x 20 cm je mnozstvi priblizné na hranici rozliSitelnosti lidskym (autoro-
vym) okem. Pfesto je pro rychlejsi zpracovani 1épe pouzit pocitaové programy na analy-
zu obrazu.

Znaceni DNA pro hybridizaci na membrané bylo provadéno n€kolika zpilisoby, ale
jednoznaéné nejlepsi vysledky byly dosaZeny pii pouZiti radioaktivniho nukleotidu (**P)
a nick-translacni znacici reakce.
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