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vyhody

nevyhody

TLC moznost soucasné analyzy vice vzorki
nizka spotfeba rozpoustédel
nizké naklady
jednoduché provedeni

nizsi rozliSeni

pracnost

manipulace s nebezpecnymi chemikaliemi
vy$$i odchylka méfenych hodnot

HPLC  vysoké rozliSen
nizka odchylka métenych hodnot
automatizace
2 - 3 krat rychlejsi nez TLC

drahé ptistrojové vybaveni
potieba kvalifikovanych pracovnikt

Zavér

Vzhledem k tomu, Ze za rozhodujici faktor pokladdme schopnost rychlého a rutinniho
méieni velkého pocétu vzorkli s vysokou piesnosti a spolehlivosti, upfednostiujeme pro

stanoveni aktivity CKX metodu HPLC.
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Stabilni exprese rostlinného transgenu je kritickym parametrem pro praktické vyuziti
geneticky modifikovanych rostlin. Je znamo, ze rozdily v expresi transgenu u jednotli
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STUDIUM TRANSGENNI RNA

vych transformantli jsou az fadové a Casto pozorovanym jevem je Uplné umlceni vnese-
ného genu.

Exprese transgenu se méfi na trovni RNA i proteinu a pravé metody analyzy RNA
jsou velice vymluvné z hlediska poskytnuti informace o zptisobu, jakym byl transgen
umlcen. V zasad¢€ Ize rozlisit umlceni exprese genu na transkripéni trovni, na posttran-
skripéni Girovni, na transla¢ni a posttranslacni urovni.

V piipadé transkripéniho umlceni je promotor daného genu neaktivni, nevznika tedy
zadny transkript. Posttranskripéné umlcené geny jsou exprimovany normalné, vznikly
transkript je ale nestabilni, je degradovan a nedochazi k jeho translaci. V piipadé post-
translacni regulace je RNA spravné transkribovana, je stabilni, ale proteinovy produkt je
rychle degradovan.

Tento Clanek je zaméfen predevsim na popis metod umoziujicich odliSit regulaci na
urovni transkripni a posttranskripéni. Rovnovaznou hladinu mRNA je mozZno studovat
nékolika metodami, z nichz nejrozsitené;si je zfejme metoda ,,northern® hybridizace, dale
wprimer extension®, ,,RNase protection a kvantitativni RT-PCR. Tyto metody poskytuji
informaci o mnozstvi stabilniho transkriptu v buice, nejsou vSak schopny odlisit situaci,
kdy je nedostatek (pfipadn¢ absence) transkriptu zptisoben inaktivitou promotoru (regula-
ce na transkripcni tirovni) nebo nizkou stabilitou transkriptu (regulace na posttranskripcni
urovni). Metodou, kterd umoznuje stanoveni iniciace transkripce a jejiz vysledek neni
ovlivnén stabilitou transkriptu, je metoda ,,nuclear run-on* (viz dale). Pokud transkribo-
vana Cast transgenu obsahuje intron, lze tuto sekvenci vyuzit pro analyzu primarniho tran-
skriptu pomoci RT-PCR. Vyznamnou metodou studia regulace exprese genl na obou
urovnich je analyza siRNA (malé interferujici RNA).

Nuclear run-on
Teoreticky tvod

Metoda nuclear run-on umoziuje stanoveni frekvence iniciace transkripce a jeji vysle-
dek neni zavisly na stabilité transkriptu.

Objektem analyzy jsou obvykle bunky vykazujici rozdilnou rovnovaznou hladinu
mRNA nebo studovaného proteinového produktu. Jadra bunék jsou inkubovana s radio-
aktivng znatenym prekursorem RNA (obvykle **P-UTP - nukleotid obsahuje atom fosforu
32p, ktery emituje zafeni beta). Pfedpoklada se, 7e béhem inkubace nedochazi k iniciaci
novych transkriptdl, radioaktivné znaceny nukleotid je inkorporovan do transkriptd, je-
jichz syntéza byla zapocata pfed zmrazenim bunék. Pocet vznikajicich transkriptd existu-
jicich v okamziku zamrazeni bunék je umérny frekvenci iniciace transkripce na studova-
ném genu. Znacena RNA je izolovana a pouzita jako hybridizani sonda, pfi ¢emZ na
membrané jsou imobilizovany konstrukty DNA obsahujici studované geny. Intenzita
signalu po hybridizaci je pak pfiblizn¢ umérna mnozstvi vznikajiciho transkriptu.

Provedeni

Vlastni metoda se sklada ze tii fazi: izolace jader, znaceni vznikajicich molekul RNA
pomoci radioaktivniho prekursoru a hybridizace radioaktivni sondy RNA s cilovou sek-
venci DNA imobilizovanou na membrang.
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Ptiprava jader

Metodou run-on byla studovana jadra izolovana z transgenni rostliny HelLo2, ktera
vykazuje vysokou hladinu reporterového enzymu neomycinfosfotransferasy (NPTII)
a zrostlin HeLol a HeLolE, u nichZ je mnozstvi proteinového produktu na hranici de-
tekénich moznosti (viz dale). Jadra byla izolovana metodou popsanou v praci van Blo-
kland et al. (1994). Mladé tabakové listy byly homogenizovany v tekutém dusiku a re-
suspendovany v extrakénim pufru (10 mM NaCl, 10 mM 2-(N-morpholino)ethansulfono-
va kyselina, pH 6,0, 5 mM EDTA, 0,15 M spermidin, 20 mM B-merkaptoethanol, 0,6 %
Triton X-100, 0,25 M sacharosa). Jadra byla purifikovana v hustotnim gradientu Percollu®
(Sigma,USA), rozsuspendovana v 1,2 ml skladovaciho pufru (12 mM Tris-HCI, 100 mM
(NH4)2SO04, 10 mM MgCl,, 5 mM B-merkaptoethanol) a skladovana v 50 % glycerolu
pti -70 °C.

Run-on

Pro vlastni run-on bylo pouzito 800 ul suspenze jader ve skladovacim pufru ditkladné
promytych, aby byl z preparatu odstranén glycerol. Reakce byla startovana ptidavkem
smesi nukleosidtrifosfatd (vysledna koncentrace 0,5 mM pro CTP, GTP a ATP) a 100 pCi
[a-**P] UTP (6000 Ci mmol”, ICN Biomedicals, Irvine, CA) a po 30 minutach inkubace
pfi 27°C zastavena roztokem sodiumdodecalsulfatu - SDS (vyslednd koncentrace
v reakéni smési 3 %). Ze vzorku byla odstranéna DNA $tépenim deoxyribonukleasou I
apo extrakci fenolem byla RNA precipitovana ethanolem. Sediment byl rozpustén ve
100 pl sterilni vody a pouzit jako sonda pro hybridizaci. Pro kontrolu kvality sondy je
vhodné pro kazdou reakci stanovit mnozstvi inkorporovaného radioaktivniho prekursoru,
které ma odpovidat 100 000 - 1 000 000 cpm.

Ptiprava membrany a hybridizace

Plasmidy nesouci prislusné inzerty (gen nptll, (neomycinfosfotransferasa II) geny
rbcS (mala podjednotka ribulosobisfosfatkarboxylasy/oxygenasy) a SSTDNA (gen pro ribo-
somalni 5S rRNA jako pozitivni kontroly) a plasmid pBluescript jako negativni kontrola
byly linearizovany, denaturovany a pfeneseny na nylonovou membranu (Hybond XL,
Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK). Vlastni hybridizace probihala v ULTRAhyb
pufru (Ambion, Austin, TX) pii 42 °C, 48 hodin. Membrany byly odmyvany v 1xSSPE
(standard saline phosphate/EDTA, 0,18 M NaCl, 10 mM NaPi, pH 7,7, 0,1 mM EDTA)
+ 0,1 % SDS, 15 minut pfi pokojové teploté a 30 minut pii 60 °C. Membrany byly pies
noc exponovany a hybridiza¢ni signal vizualizovan na PhosphoFluorimager, STORM
(Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA).

Pouziti metody run-on pri studiu exprese transgenu

Transgenni rostliny Nicotiana tabacum HelLol a HeLo2 nesouci gen pro neomycin-
fosfotransferasu Il (npfIl) se vyrazné lisi v expresi transgenni DNA. HeLo2 nese jednu
kopii transgenu (lokus 2) a obsah proteinu NPTII v extraktu z listil je u ni az tisicindsobné
vy$$i ve srovnani s rostlinou HeLol, ktera obsahuje dvé kopie transgenu vzajemné orien-
tované jako obracena repetice (lokus 1) (Van Houdt et al. 2000, Kovaiik et al. 2000).
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Cilem studie bylo zjistit stabilitu umlceni lokusu 1 ve tkanové kultufe. Sledovali jsme
obsah proteinu, hladinu rovnovazné (steady-state) RNA a mnozstvi primarniho transkrip-
tu. Zjistili jsme, Ze béhem dlouhodobé kultivace (24 meésicti) transgenniho tabaku HeLol
v kalusové kultufe a v rostlinach z kalusu regenerovanych (oznac¢enych HeLolE) nedo-
chazi ke zvySeni exprese transgenu na urovni proteinu. Metodou ,,northern blot™ byl po
hybridizaci s DNA genu nptll detegovan signal pouze v pfipad¢ transgenni rostliny
HeL o2, coz svéd¢i o nizké hladiné stabilniho transkriptu v obou liniich HeLol i HeLolE
(obr. 1). Avsak rostliny HeLolE vykazovaly oproti piivodni rostliné HeLol nulovou hla-
dinu primarniho transkriptu nptIl (obr. 2) (Fojtova et al. 2003).
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Obr. 1. ,,Northern* hybridizace. Vzorky RNA byly izolovany pomoci RNase Plant Mini Kit
(Qiagen, Hilden, Némecko). Denaturacni elektroforéza na 1,2 % agarosovém gelu v pfitomnosti
formaldehydu byla provedena podle Qiagen protokolu. Po elektroforéze byl gel 10 minut promy-
van ve vodg, aby se odstranil formaldehyd, 15 minut v 0,05 M NaOH a RNA byla pfes noc bloto-
vana ve 20xSSC (standard saline citrate, 150 mM NaCl, 15 mM Na;-citrat, pH 7,0) na nylonovou
membranu (Amersham, Biosciences, Little Chalfont, UK). Hybridizace s radioaktivné znacenou
sondou (DNA genu npfl) probihala v ULTRAhyb pufru (Ambion, Austin, TX) pti 42°C,
24 hodin. Membrana byla odmyta (2 x 15 minut ve 2xSSC + 0,1 % SDS, 50 °C), hybridiza¢ni
signaly byly vizualizovany pomoci PhosphoFluorlmageru STORM. Jako negativni kontrola byla
pouzita RNA izolovana z netransgenniho tabaku linie SR1.

Praktické poznamky

Pro run-on stanoveni lze imobilizovat na membranu jedno- nebo dvouvlaknovou DNA
obsahujici sekvenci studovaného genu. Delsi fragmenty DNA poskytuji po hybridizaci
silngj$i signal nez fragmenty kratsi, pouziti kratkych fragmentli zase umoznuje detailnéjsi
studium vznikajicich transkriptii asociovanych s riznymi ¢astmi studované genové oblasti.

Nezbytné je pouziti pozitivni a negativni kontroly; jako negativni kontrola se obvykle
pouziva plasmidovy vektor, pozitivni kontrolou byva konstitutivné exprimovany gen,
v ptipad¢ zelenych rostlinnych bunék gen rbcS, u ostatnich typl bunék se pracuje nejcas-
t&ji s f-aktinem.

Bézné se metoda run-on pouziva ke stanoveni transkripcni aktivity vysoce exprimuji-
cich gentl a genovych rodin a i v téchto pfipadech je nutno pracovat s vysokymi davkami
radioaktivity. Pro mén¢ aktivni genové rodiny a jednokopiové geny je obtizné ziskat repro-
dukovatelny signal i pfi pouziti velmi vysoké davky radioaktivné znac¢eného prekursoru.
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Obr. 2. Analyza metodou ,,yun on*. Jako sondy byly pouzity radioaktivn¢ znacené in vitro tran-
skripty pfipravené z jader transgenni tabakové rostliny HeLo2 (neuml¢ena linie s vysokou expresi
reportérového genu nprll) a rostlin HeLol a HeLolE (linie s uml¢enym transgenem). Na nylono-
vou membranu byl imobilizovan plasmidovy konstrukt obsahujici gen nprll, déale konstrukty ne-
souci geny rbcS a SSTDNA jako pozitivni kontroly a linearizovany plasmid pBluescript jako nega-
tivni kontrola. Podminky hybridizace byly obdobné jako v piipadé experimentu na obr. 1. Doba
hybridizace byla prodlouzena na 48 - 72 hodin.

Timto zplisobem jsme prokazali epigenetické prepnuti postranskripéniho umlceni na
transkripéni béhem kultivace transgenni rostliny v tkanové kultufe.

Casté problémy

1. Nizk4 inkorporace radioaktivné zna¢eného nukleotidu do vznikajiciho transkriptu.

Obvyklou pfi¢inou je nekvalitni jaderny preparat. Je dobré zkontrolovat jadra pod
mikroskopem, piipadné pouzit jinou metodu izolace jader. Dal$im problémem muze byt
degradace RNA béhem purifikac¢nich krokl. V tomto pfipadé je nutné celou proceduru
zopakovat, pracovat maximalné Cist¢ a peclivé a pied vlastni hybridizaci provést odhad
inkorporace **P-UTP do RNA pomoci precipitace kyselinou trichloroctovou.
2. Vysoké pozadi na odmytych membranach

Signal pozadi lze eliminovat odmyvanim za piisné€jSich podminek. Existuji specialni
protokoly pro odmyvani run-on membran, obecné lze ale odmyvat podle zasad uplatio-
vanych pro ,,northern‘ hybridizace.

Dalsi pfi¢inou vysokého pozadi mtze byt nedostatecna purifikace RNA; zbytky DNA
a proteint v sondé mohou ovliviiovat vazbu RNA na membrang. V tomto pfipade je moz-
no prodlouzit doby S§té€peni deoxyribonasou I a proteinasou K a samoziejmé pouZivat
cerstvé a zaruCené funkéni enzymy.
3. Slaby nebo nedetegovatelny signal po hybridizaci

Slaby signal ¢asto souvisi s neefektivni hybridizaci, v hor§im pfipadé je odrazem niz-
kého poctu transkriptii. Je mozno testovat rizné hybridizacni a odmyvaci podminky, zvy-
Sit mnozstvi konstruktu DNA imobilizovaného na membrané, pouzit vy$si mnozstvi radi-
oaktivné zna¢eného UTP, snizit objem hybridizacniho roztoku atd.
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Uvod

V molekularni biologii mtlize nastat situace, ze potiebujeme izolovat gen, jehoz funké-
ni homolog (ortholog) byl jiz diive popsan u jiného organismu. Casto k této situaci do-
chazi u projektl zaméfenych na rostliny, kdy nejjednodussim zpisobem feseni je vyuziti
poznatki z zivocisné fiSe, jejiz vyzkum byva zpravidla o krok dale. Nejsnazsi situace je
u Arabidopsis thaliana diky znamé sekvenci jejiho genomu. Zde lze pomérné jednoduse
vyhledat orthologni geny a vyzkum proteomu je u této rostliny nejdale. 4. thaliana vSak
neni reprezentativni pro celou rostlinnou tisi. Existuje fada procesu, které je vhodné stu-
dovat u jinych rostlinnych druhti, naptiklad ty, jez souviseji s produkci zemédélskych
plodin. Studium biologickych procesii u vice rostlinnych modelovych systémti nam po-
muze odkryt slozitost d&jii a upozorni na rozdily, které doplni vSeobecny model zalozeny
na vysledcich studia 4. thaliana.

Je vhodné zvolit rostlinny druh, jehoz genom je ve fazi sekvenovani (http://www.info-
biogen.fr/services/deambulum/english/genomes1.html). V budoucnu ndm pak kompletni
sekvencni data mohou usetfit spoustu prace. Mtizeme hledat piislusné orthology, identifi-
kovat vSechny ¢leny genové rodiny a pseudogeny, studovat regulacni oblasti atd. Rostlin-
ny genom se vSak ¢te velmi dlouho, a proto zminéné vyhody mohou vyvazit dlouhodobé
zkuSenosti s jinou modelovou rostlinou. Navic, jedna-li se o zeméd¢lsky vyznamnou plo-
dinu, mizeme doufat ve snazsi ziskani finan¢nich prostredki.

Ve funk¢éni genomice rostlin se jiz uplatiiuji pristupy reversni genetiky. Nejprve je po-
psan gen apoté se ovéiuje jeho funkce. Lze pouzit nékolik piistupti k izolaci genu.
O konkrétnim postupu se zpravidla rozhoduje na zéklad¢ dostupnych informaci a mate-
ridlu. Pokud chceme studovat jen n€kolik genti, které jsou znamé u jinych organismu, Ize
vyuzit informaci z biologickych databazi pro identifikaci a izolaci ptislusnych cDNA.
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