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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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Podstata FeSeni

Na zakladé konzervativnich oblasti aminokyselinovych sekvenci proteini kodovanych
ortholognimi geny riznych organismii miizeme nalézt gen pro podobny protein u jiného
organismu. Pokud je nasim modelovym organismem rostlina zafazena do sekvenacniho
projektu nebo pro ni existuje EST databaze (expressed sequence tags), 1ze k vyhledavani
nukleotidové sekvence genu vyuzit databaze bez nutnosti vlastniho experimentu. K vy-
hledavani nukleotidovych sekvenci na zdkladé znamych aminokyselinovych sekvenci se
pouzivaji napiiklad programy: TFastA, TFastX (GCG WISCONSIN PACKAGE,
http://www.accelrys.com/products/gcg_wisconsin_package/index.html, http://www.iccb-
net.cz/Services.html, http://fasta.bioch.virginia.edu/ nebo fastx3, fasty3, (http://www.
ebiac.uk/fasta33/index.html) nebo tblastn, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLASTY).

Co je potieba v laboratori

Tento ukol lze fesit v laboratofi pro molekularni biologii, vybavené PCR cyklérem
a aparaturami pro horizontalni agarosovou a vertikalni polyakrylamidovou elektroforézu.
Z gelu izolované produkty PCR budou sekvenovany pifimo nebo az po naklonovani do
bakterialniho vektoru. Oligonukleotidy budou zakoupeny. Bude nutné dodrzet zakladni
pravidla pro praci s RNA. Pro izolaci RNA a jeji reversni transkripci 1ze vyuzit komercni
soupravy. 3' RACE postup (rapid amplification of ¢cDNA ends) pro ziskani 3'konce
cDNA je mozné provést i bez soupravy, nekteré 5' RACE postupy lze také provést bez
soupravy, avsak pro izolaci 5'konce cDNA zalozené na vyuziti Cepicky mRNA bude
vhodné soupravu zakoupit (Invitrogen GeneRacer Kit (5) 24 tis. K¢&). Velice dulezita je
moznost a dovednost prohledavat biologické databaze a pracovat se ziskanymi sekven-
cemi.

Pracovni postup

Vyhledani znamych sekvenci a jejich sefazeni za ti€elem zjisténi konzervativnich domén
vhodnych pro navrzeni degenerovanych oligonukleotidi

Pravdépodobnost zachyceni homologniho genu roste s poctem jiz znamych sekvenci,
proto je velice dilezité prohledat biologické databaze a ziskat co nejvice informaci o da-
ném genu. Snazime se ziskat nukleotidové a aminokyselinové sekvence byt i jen ¢astecné
nebo predpokladané a to bakterialni, zivoc¢isné i rostlinné. Nukleotidové sekvence pieve-
deme na aminokyselinové a ty sefadime pod sebe na zakladé¢ homologii s pouzitim pro-
gramu napi. programy Clustal, (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/), PileUp (GCG WIS-
CONSIN PACKAGE, http://www.accelrys.com/products/gcg wisconsin_package/index-
html, http://www.iccbnet.cz/Services.html), apod.

Orthologni proteiny obvykle maji ve své aminokyselinové sekvenci vysoce konzerva-
tivni oblasti obsahujici aminokyseliny, které se aktivné podileji na plnéni funkce proteinu.
Mohou to byt katalyticka centra, domény zabezpecujici vazbu s kofaktory nebo substra-
tem poptipadé s DNA nebo dal$imi funkénimi proteiny v multiproteinovém komplexu.
Porovnanim bakterialnich, zivociSnych a rostlinnych aminokyselinovych sekvenci protei-
nu tyto oblasti zjistime a sekvence z nejblize ptibuznych druhd vyuzijeme pro navrzeni
degenerovanych oligonukleotidii, které jsou poté pouzity pii amplifikaci prvniho vlakna
c¢DNA k zachyceni ¢asti hledané sekvence.
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Navrzeni degenerovanych oligonukleotidt

Navrzeni degenerovanych oligonukleotidd je kriticka ¢ast postupu. Konzervativni ob-
last proteinii (blok) se piepiSe z poradi aminokyselin zpét do poradi nukleotidi podle
genetického kodu, ktery je degenerovany, a proto ziskame sadu nukleotidovych sekvenci
jako vysledek kombinace riznych kodonti jednotlivych aminokyselin. Navrzeny degene-
rovany oligonukleotid je tedy ve skute¢nosti smési oligonukleotidd, ktera obsahuje velice
malo molekul se spravnou sekvenci. Ty jsou vyCerpany v prvnich cyklech amplifikace.
Nadbytkem oligonukleotidli s nespravnou sekvenci dochazi k nespecifické amplifikaci,
ktera je navic podpofena jak nastavenim méné prisnych podminek amplifikace, coz je na
druhou stranu ¢asto nutné pro ziskani neznamého cilového fragmentu, tak pouzitim krat-
kych oligonukleotidii navrZzenych podle kratkych bloki. Proto je casto vysledkem vysoké
pozadi nespecifickych produktii, ve kterém nelze rozeznat spravny fragment.

Jinym pfistupem je pouziti oligonukleotidu s konsensus sekvenci, tedy oligonukleoti-
du, jehoz jednotlivé nukleotidy odpovidaji nejéastéji se vyskytujicim bazim v daném
misté nukleotidovych sekvenci konzervativniho bloku. Ackoli byla tato strategie s tispé-
chem pouzita pro izolaci velice konzervativnich ortholognich genti, je nevhodna pro izo-
laci vzdalen¢ pribuznych gend.

Reseni problémii obou metod spo¢iva v jejich kombinaci ve strategii CODEHOP (con-
sensus-degenerate hybrid oligonucleotide primer) (Rose et al. 1998), ktera byla zpracovana
ijako program (http://blocks. thcre.org/codehop.html). Hybridni oligonukleotid se sklada
z pomérné kratké 3' degenerované aktivni oblasti, ktera je navrzena podle 3 - 4 vysoce kon-
zervativnich aminokyselin a z del$i nedegenerované 5' konsensus oblasti. Zkraceni degene-
rované oblasti na minimum snizi pocet sekvenci vyskytujicich se ve smési. Jeji hybridizace
s templatem je stabilizovana vazbou s nedegenerovanou oblasti, coz umoziuje zvySeni
teploty nasednuti bez dalsiho zvySovani degenerace ve smési. V prvnich cyklech amplifika-
ce naseda 3' oblast oligonukleotidu pfesné, v 5' oblasti se piipadn¢ mohou vyskytnout nepa-
rované nukleotidy, které DNA polymerase nebrani v prodlouzeni fetézce. Diky jednotnosti
sekvence v 5' oblasti nasedaji oligonukleotidy na produkt amplifikace i v dalSich cyklech,
neparované nukleotidy v 3'oblasti dale od konce nemusi branit DNA polymerase
v prodlouZeni fetézce a to v podstaté umozni vyuziti t¢éméi vSech oligonukleotidii.

Timto pfistupem navrhneme oligonukleotidy podle vSech konzervativnich oblasti.

Ptiprava prvniho vlakna cDNA

Prvni vlakno cDNA se pfipravi reversni transkripci celkové RNA nebo mRNA. Je uzi-
te¢né si pripravit nékolik cDNA pouzitim rtiznych primerti napt. oligo (dT), nahodnych
dodekamert nebo hexamert, oligo (dT) prodlouzené o sekvenci dvou primertt podle
3' RACE protokolu viz. dale. Tyto cDNA se totiz li§i vhodnosti pro amplifikaci riznych
oblasti. (Upozoriuji, Ze vSechny oligonukleotidy, potencidln¢ pouzitelné pro reversni
transkripci je nutné rozpoustét v roztocich prostych RNas).

Amplifikace neznamého cilového fragmentu z cDNA pomoci degenerovanych
oligonukleotidii

V fad¢ amplifikaci a naslednych uhnizdénych amplifikaci vyzkousime vSechny vhod-
né kombinace navrzenych degenerovanych oligonukleotidl. (Zde nema vyznam pouzit
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oligo (dT) v kombinaci s degenerovanymi oligonukleotidy, jejich T, se vyrazné lisi,
a proto neziskdme zadné fragmenty). Pokud neobdrzime ani jeden cilovy fragment, na-
vrhneme nové sekvence oligonukleotid. Lze amplifikovat i genomovou DNA. Nedopo-
rucuji ovétovat spravnou funkci degenerovanych oligonukleotidli amplifikaci genomové
DNA nebo cDNA kontrolnich druhti diive nez obdrzime cilovy fragment. Hrozi totiz
nebezpeci, ze dojde ke kontaminaci kontrolnim fragmentem, ktery posléze bude pti¢inou
falesné pozitivnich vysledkd. Délka ziskanych fragmentl cDNA je dostacujicim vodit-
kem. M¢la by souhlasit s pfedpokladanou délkou, uréenou z homolognich aminokyseli-
novych sekvenci proteinti blizkych druhii. Pokud necekdme délku amplifikovaného frag-
mentu vetsi nez kilobazi, je jeho detekce citlivéjsi v polyakrylamidovém gelu, protoze
agarosové gely maji vysoké pozadi vazaného ethidiumbromidu a mala mnozstvi fragmen-
tu by v ném zanikla. Zménou podminek amplifikace, nebo po extrakci fragmentu z gelu
jeho reamplifikaci, popfipadé uhnizdénou amplifikaci s dalsi sadou oligonukleotidi mu-
zeme dosahnout zna¢ného zvyseni mnozstvi ziskaného fragmentu.

Podafi-li se ndm ziskat fragment odpovidajici délky, zjistime jeho sekvenci nukleotidl
a pfevedeme ji do poradi aminokyselin. Absence stop kodonu znamena, Ze se pravdépo-
dobné jedna o kodujici sekvenci. Porovnanim s odpovidajicimi oblastmi ortholognich
proteinti zjistime, zda se nam skutecné podafilo zachytit nového zastupce. Potradi nukleo-
tid na tomto kratkém tseku vyuzijeme pro navrzeni specifickych oligonulkeotidd, které
budou déle pouzity pro zjisténi sekvence na 3' konci, tak ziskame delsi sekvenci a jistotu,
ze se jedna o hledany gen. Poté jiz zbyva jen investovat do odhaleni sekvence na 5' konci
a naklonovani celé cDNA.

3'RACE

Zjisténi sekvence na 3'konci provedeme pomoci 3' RACE (Frohman ef al. 1988).
K tomu neni tfeba kupovat soupravu, staci pouzit cDNA pfipravenou reversni transkripci
celkové RNA nebo mRNA s vyuzitim specialniho del§iho oligo(dT). Ten krom¢é osmnac-
ti T na 3' konci obsahuje na svém 5' konci jesté dalsi sekvenci, v niz jsou slouceny sek-
vence dvou specialnich oligonukleotidi, které spolu se dvéma oligonukleotidy specific-
kymi pro hledany gen slouzi pii amplifikaci a uhnizdéné amplifikaci cDNA sekvence na
3'konci. Sekvenci tohoto oligo(dT) jako idvou specialnich oligonukleotidii zjistime
v navodech pro 3' RACE soupravy naptiklad od firmy Invitrogen a nechame si je pfipra-
vit na zakazku spolecné se dvéma oligonukleotidy specifickymi pro gen. Po amplifikaci,
pfipadné az po uhnizdéné amplifikaci, prislusny fragment sekvenujeme. Timto zplisobem
casto ziskame nekolik rizné dlouhych fragmenti, odpovidajicich 3' konci mRNA sek-
vence. Jedna se o bézny jev zpiisobeny vyskytem né€kolika motivli podobnych klasickému
polyadenyla¢nimu signalu na konci primarniho transkriptu, a proto dochazi k alterna-
tivnimu ptipojovani poly(A) fetézce.

5'RACE

Pro zjisténi sekvence na 5'konci cDNA existuji v zdsadé dvé moznosti. Klasickym
vyhledavanim v cDNA knihovn€ se ndm miize podafit najit kompletni cDNA. Vétsinou
vSak zachytime nékolik rizné dlouhych cDNA bez 5'sekvence a nezbyva nez pouzit
5'RACE. Ta je zaloZena na nékolika pfistupech. Spole¢nost TaKaRa zvolila reversni
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transkripci z genove specifického oligonukleotidu, ktery je piedem fosforylovan na
5'konci (Maruyama et al. 1995). Prvni vlakno cDNA se cirkularizuje T4 RNA ligasou
a nasleduje reversni amplifikace s dal§imi gen specifickymi oligonukleotidy. 5' RACE
systém firmy Invitrogen pouziva terminalni deoxynukleotidyltransferasu, ktera prodlouzi
cDNA pfipravenou z genové specifického primeru o fetézec deoxycytidinmonofosfatii
(Frohman 1990, 1993, Loh 1991). Ten slouzi k nasednuti specialniho oligonukleotidu
obsahujiciho deoxyinosiny pro U¢innéjs$i amplifikaci 5' konce. Avsak pokud dojde k pied-
casnému ukonceni reversni transkripce, vytvoti se zkracené cDNA a sekvenci na 5' konci
stejn€ nezjistime. Tento problém fesi systém soupravy GeneRacer firmy Invitrogen (Ma-
ruyama a Sugano 1994, Volloch et al. 1994, Schaefer 1995). Zde dochazi k amplifikaci
jen kompletnich cDNA, coz je docileno vyuzitim Cepicky na 5'konci mRNA, ktera
ochrani fosfatové skupiny na 5'koncich intaktnich mRNA, zatimco fosfaty na 5' koncich
degradovanych mRNA (bez ¢epicky) jsou odstranény fosfatasou. Po odstranéni ¢epicky na
intaktnich mRNA pomoci kyselé pyrofosfatasy z tabaku zlstava na jejich 5' konci zistava
fosfatova skupina. Ta je nutna pfi ligaci se specialnim RNA oligonukleotidem pomoci
T4 RNA ligasy. Tak ziskame zndmou RNA sekvenci na 5' konci, kterou po reversni tran-
skripci s oligonukleotidem specifickym ke genu vyuZzijeme pro amplifikaci 5' konce cDNA.

Klonovani a sekvenovani kompletni cDNA

V okamziku, kdy zjistime kompletni sekvenci cDNA, naklonujeme cely usek a ové-
fime jeho sekvenci pfectenim nékolika klont z alespon tii nezavislych amplifikaci. Poté
mizeme s klidnym svédomim sekvenci poslat do databazi a zacit s charakterizaci genu
a s fadou dalsich jisté velice zajimavych studii.

Zavér
Pro uspéch je klicové nalezeni prvni kratké specifické sekvence v RT-PCR experi-
mentech. S trochou §tésti by to snad nemélo trvat déle nez pul roku. Pieji hodné zdaru.

V piednasce bych se chtél vénovat ziskanym vysledktim pii identifikaci cDNA tfi
zékladnich typt rostlinnych DNA-(cytosin-5)-methyltransferas u Nicotiana sylvestris.
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