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Uvod

Telomery jsou nukleoproteinové struktury na koncich linearnich eukaryotickych
chromosomt, které mimo jiné chrani chromosomy pied ucinky nukleas nebo pied jejich
vzajemnou fuzi pfi vzniku chromosomalnich zlomt. Jsou tvofeny vysoce konzervativni-
mi repetitivnimi sekvencemi, které jsou specifické pro rizné typy organismu a zaroven
spole¢né pro skupinu organismi (Biessmann a Mason 1994). Typickym zastupcem na
poli rostlinném je Arabidopsis thaliana, jejiz telomery jsou sloZeny ze sedminukleotidové
repetice (TTTAGGG),.

Telomerova DNA je syntetizovana pomoci enzymu zvaného telomerasa, ktery se vaze
na 3’-jednofetézcovy presah chromosomového konce, k némuz piidava dalsi telomerové
repetice. Timto mechanismem fesi eukaryotické buiiky problém replikace konct linear-
nich chromosomil. Telomerasa je ribonukleoproteinova reverzni transkriptasa, skladajici
se ze dvou podjednotek - RNA podjednotky, kterd obsahuje templatovou oblast pro syn-
tézu telomer, a katalytické proteinové podjednotky TERT (telomerase reverse trans-
criptase), pricemz pro jeji enzymatickou ¢innost je nutna pfitomnost obou podjednotek.

Hlavnim rostlinnym telomerovym motivem je repetice (TTTAGGG),, v posledni dob&
byly v genomech nékterych rostlin kromé téchto typickych telomerickych sekvenci po-
psany ijiné typy (napt. lidsky, Tetrahymena) (Sykorova et al. 2003). VétSina téchto po-
znatkll byla dosud ziskavana pomoci Southernovy hybridizace nebo fluorescencni in situ
hybridizace (FISH). Tyto metody nejsou dostateéné piesné k zodpovézeni otazek, jestli
jde o disledky evolu¢niho procesu, zda je v téchto rostlinach pfitomna telomerasa, synte-
tizujici odlisné telomerové sekvence, event. zda se u téchto rostlin nevyskytuje vice telo-
meras vedle sebe. Na tyto otazky Ize odpoveédét pomoci metody TRAP (telomere repeat
amplification protocol) pouzivané pro stanoveni aktivity telomerasy v lidskych bunkach
(Kim et al. 1994). Zatimco v tomto ptipad¢ jde o takika ,rutinni” zalezitost, stanoveni
aktivity telomerasy v rostlinach je variabilnéjsi a stale zde ,,Cihaji” mnoha tskali.

Ackoli je dnes jiz jasné, ze mnohé rostliny s ,,netypickymi” telomerami pouze zaméni-
ly Arabidopsis-typ telomerické sekvence za lidsky typ, stale existuji a objevuji se i dalsi
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rostlinné druhy, u kterych se nevyskytuje rostlinny ani jiny podobny minisatelitni telome-
rovy motiv. Prvni objevenou vyjimkou byla Allium cepa (Pich et al. 1996) a doposud
neni jisté, ¢im jsou tvofeny konce jejich chromosomt ajakym zplisobem feSi konco
veé-replikacni problém.

Hlavnim ukolem plynoucim z téchto poznatkl je zjistit, jestli je v bunkdch Allium
cepa obsazena rostlinna telomerasa nebo jiny typ, ktery by syntetizoval odlisné telomero-
vé sekvence.

Metoda

Stanoveni aktivity telomerasy v rostlinach se provadi pomoci modifikované verze
TRAP (Fitzgerald et al. 1996), ktera byla piivodné vytvofena pro stanoveni aktivity telo-
merasy v lidskych buiikach. Telomerasa nema striktni sekvenéni pozadavky a je schopna
prodluzovat i oligonukleotidy, které nemaji zjevnou homologii s telomerovymi repetice-
mi. Této skute¢nosti se vyuziva pravé v pokusech in vitro, kde se jako substrat pouzivaji
syntetické oligonukleotidy.

V prvni fazi jsou na substratovy netelomericky oligonukleotid telomerasou postupné
prisyntetizovavany telomerové repetice a v druhé se pomoci klasické PCR amplifikuji
produkty pfidanim reversniho primeru s telomerickou sekvenci. Produkty PCR jsou dete-
govany pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy (PAGE), pficemz vznika charak-
teristicky zebftik produktt lisicich se o sedm paru bazi, tedy jednu rostlinnou telomerovou
repetici.

Pristrojové vybaveni

Termocyklér, stolni centrifuga, zatizeni pro polyakrylamidovou gelovou elektroforé-
zu, fluorescenéni detektor, software pro analyzu dat ziskanych z detektoru.

Pracovni postup

Piiprava telomerasového extraktu (Fitzgerald ef al. 1996) z d€livych pletiv rostliny
(kotinky, kotenové $picky..).

Stanoveni koncentrace proteinii (Bradford 1976).

Samotna TRAP se sklada ze dvou krokti: prvni faze - extenze, probiha 45 minut pii 26 °C.

Reakéni smés obsahuje 46 ul TRAP pufru (Fitzgerald ef al. 1996), 10 pmol denaturo-
vaného substratového oligonukleotidu a 5 - 500 ng celkového proteinového extraktu. Po
prvnim kroku se smés zahieje 10 minut na 95 °C a po ochlazeni na 80 °C se piida do kaz-
dé reakce smés obsahujici 2 jednotky termostabilni DNA polymerasy (napt. Dynazyme 11
DNA polymerase (Finnzymes)) a 10 pmol reversniho primeru. Doba této faze je obvykle
umérna poctu PCR rekci - asi 5 az 10 minut. Poté jsou amplifikovany produkty reakce
v 35 cyklech: 95°C/30s, 65°C/30s, 72 °C/30 s ana zaver nasleduje konecna extenze
10 minut pti 72 °C.

Separace produktti probiha pomoci gelové elektroforézy na 12,5 % polyakrylamido-
vém gelu.

Produkty jsou obarveny Sybr Greenem (Molecular Probes) a nasledné méfeny na
STORM PhosphoFluorlmager.
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Vysledky TRAP

V prvni fadé byly provedeny pokusy detegovat rostlinnou telomerasu v Allium cepa.
V klasickém usporadani pokusu s rostlinnym reversnim primerem nebyl ziskan zadny
produkt indikujici pfitomnost telomerasové aktivity v cibuli. Protoze je zndma riizna pre-
ference pro substratové primery telomerasou riznych rostlin (Fitzgerald ef al. 1996), po-
kus byl dale modifikovan pouzitim nékolika riznych substratovych primerti. Po ziskani
dalsich negativnich vysledkd bylo nutné zjistit, jestli cibulovy extrakt neobsahuje inhibi-
tory telomerasy. V pokusu, kdy se sméSoval cibulovy proteinovy extrakt s telomerasa-po-
zitivnim extraktem ze Silene latifolia (viz. obr. 1; Cisla udavaji koncentraci proteinového
extraktu v reakci) bylo prokazano, Zze extrakt cibule telomerasu S. latifolia neinhibuje,
naopak, jeji aktivita mirn€ narGsta.

Protoze nékteré rostlinné genomy neobsahuji pouze rostlinny telomerovy motiv, bylo
nutné rozsitit spektrum vysSetfovanych telomerickych sekvenci. Pouzitim sekvenéné spe-
cifickych reversnich primerd pro rizné typy telomerickych sekvenci (lidsky, Chlamydo-
monas, Tetrahymena) bylo zjisténo, ze v cibulovém extraktu se nenachazi telomerasa,
ktera by syntetizovala telomerovou sekvenci zadného z téchto typii. Otazka mechanismu
replikace koncli chromosomu A/lium cepa tedy zistava stale nezodpovézena.

I ptes to, Ze u Allium cepa nebyla detegovana telomerasova aktivita, diky této ,,anoma-
lii” se podafilo vyzkouset velké mnozstvi substratovych a reversnich primerd, které mo-
hou byt nasledné vyuzity pfi vyzkumu na dalSich rostlindch, predevsim téch, které ve
svém genomu obsahuji nékolik variant telomerovych sekvenci. Dal§im pozitivem je op-
timalizace rostlinné TRAP a minimalizace chyb.

Casova naroénost metody neni vysoké; jedna série stanoveni trva véetné vyhodnoceni
dva dny.

Allium - 5 50 - - 5 50 5 50
Silene - - - 5 50 5 50 50 5
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Obr. 1. Koneény vystup po provedeni rostlinné TRAP - typicky heptanukleotidovy Zebiicek.

Uskali metody

Je dulezité brat zietel na nebezpec¢i kontaminace reakce PCR produkty, které mohou
tvotit faleSné-pozitivni vysledky. Diky negativni kontrole (samotny extrakéni pufr) zata-
zené do kazdé PCR tady, mizeme zjistit zda nedochazi naptiklad k fetézeni primerti.
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Muze dochazet i k falesné negativité¢ v disledku pisobeni inhibitorti telomerasy nebo
degradace proteint, proto je nutné zaradit kromé negativni kontroly do kazdé série stano-
veni 1 pozitivni kontrolu (proteinovy extrakt s telomerasovou aktivitou).

Je nutné pouzivat Spicky s filtrem z diivodu moznych kontaminaci pfedevsim v kroku
pridavani smési polymerasy a reversniho primeru do reakce.

Telomerasovy extrakt je velmi citlivy na teplotu, zejména na opakované zmrazovani
arozmrazovani, po nékolika pouzitich aktivita telomerasy v extraktu klesa, proto je
vhodné rozdélit zasobni roztok do vice alikvotli a z nich potom nafedit n¢kolik pracov-
nich roztokli o pozadované koncentraci proteinti.

Srovnani s alternativnimi metodami

Telomerasu Ize v rostlinach detegovat také piimo (Fajkus et al. 1996), tato metoda ma
ale oproti TRAP vice nevyhod, pfedevsim je pro praktické ucely malo citliva a je nutna
velka spotieba isotopu. Vyhodou je ovsem absence artefaktil, které mohou vzniknout pfi

PCR kroku TRAP.

Aktivita telomerasy metodou TRAP byla také pivodné stanovovana radioaktivng, jeji
neradioaktivni modifikace byla poprvé pouzita BFU AV CR (Riha et al. 1998). Jeji vel-
kou vyhodou je snadna detekce telomerasovych produkti a odpada prace s isotopy.
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