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Izolace RNA treSné

Souhrn

Tématem bakalaiské prace je izolace RNA tfesné. StézZejni tezi je pro mne sepsani
literarni reSerSe na toto téma. Uvodni &asti prace vénuji pozornost obecnému zakotveni
Vv podobé¢ kapitol, které priblizuji témata RNA a stru¢ny popis objektu zkoumani — tfesSné ptaci
(Prunus avium). TieSen ptaci je soucasti tzv. uslechtilych listnact. Vyzkumy tfeSné ptaci se
zabyvaji nedostate¢nym mnozstvim kvalitniho sadebniho materialu, potiebného ke $lechténi
novych odrid. Nejvétsi pozornost je vénovana metodam izolace RNA, jejich porovnavanim a
naslednym analyzam jiz izolované RNA. V préci je popséno pét metod nejvice pouzivanych
k izolaci RNA: fenol-chloroformova, adsorpce na silikat, CTAB, TRIzol, magneticka
separace a moznost pouziti komeréné prodavanych kitt.

Fenol-chloroformova metoda rozdéluje lyzat se smési fenolu, chloroformu a
izoamylalkoholu na dvé faze, horni vodnou, ve které jsou obsazeny nukleové kyseliny a dolni
organickou.

Adsorpce na silikat vyuziva vlastnosti nukleovych kyselin vazat se na povrch z oxidu
kfemicitého v pfitomnosti chaotropnich soli.

CTAB metoda zahrnuje pouziti extrakéniho pufru s CTAB, ktery vytvafi sraZzeninu
s nukleovymi kyselinami. Peleta je poté resuspendovana v DEPC-vodé.

TRIzol metoda pouziva kombinaci guanidin thiokyanat-fenol-chloroform. Podobné
jako fenol-chloroformova metoda vytvaii sraZeninu, ale puisobenim guanidin thiokyanatu,
horni faze obsahuje pouze RNA.

Pfi magnetické separaci se nukleové kyseliny navdzi na povrch magnetizovanych
castic.

K naslednym genetickym analyzdm, které mohou detekovat a kvantifikovat
izolovanou RNA, mohou byt pouzity analyzy RT-PCR, elektroforéza, microarray a
hybridiza¢ni metody northern blot a dot-blot.

Bakalaiska prace je kompilacniho charakteru, a proto je koncipovédna jako literarni
resSerSe informujici o vySe zminénych tématech. Kromé vlastnich stru¢nych hodnoceni, neni

V praci ucelena védecka, potazmo vyzkumna cast.

Kli¢ova slova: Prunus avium, tfesen, nukleové kyseliny, extrakce a analyzy RNA



Ribonucleic acids extraction in sweet cherry

Summary

This bachelor thesis deals with the Isolaton RNA in sweet cherries. The turning point
was the literature review on this topic. First chapters mentions the problemes of studying two
main topics, which are RNA and a description of cherry (Prunus avium). Sweet cherry is a
part of Noble hardwoods. Researches of sweet cherries can deal with an insufficient amount
of quality planting material needed to breed new varieties. The biggest attention has given to
the methods of RNA isolation, their comparison and analysis of already isolated RNA. The
work describes five methods most commonly used for the isolation of RNA by phenol-
chloroform, adsorption to silica, CTAB, TRIzol, magnetic separation and the using
commercially marketed Kits.

Phenol-chloroform method divides the lysate with a mixture of phenol, chloroform
and isoamylalcohol in two phases, an upper aqueous, that includes the nucleic acids and lower
organic.

Adsorption on silica using properties of nucleic acids bind to the surface of the silica
in the presence of chaotropic salts.

CTAB method involves the use of extraction buffer with CTAB, which forms a
precipitate with the nucleic acids. The pellet is then resuspended in DEPC-water.

TRIzol method uses a combination of guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform.
Like the phenol-chloroform method produces a precipitate, but treatment with guanidine
thiocyanate, upper phase contained only RNA.

During the magnetic separation are the nucleic acids bound to the surface of the
magnetized particles.

Subsequent genetic analysis that can detect and quantify the isolated RNA may be
used in RT-PCR analysis, electrophoresis, and microarray hybridization methods northern
blot and dot blot.

Bachelor thesis has written as a compilation literature review to inform the about

mentioned topics. Any own research part is not here, because of the compilation character.

Keywords: Prunus avium, sweet cherry, nucleic acids, extraction and analysis of ribonucleic

acids
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1 Uvod

Ribonukleova kyselina byvala dlouhou dobu ve stinu nositelky genetické informace
DNA. Tato diilezita molekula byla poprvé popsana na zacatku 20. stoleti chemiky, ktefi si
uvédomili chemické rozdily mezi DNA a RNA. Pfelomovym bodem pro intenzivngjsi
studium RNA byla sedesata 1éta 20. stoleti. V té dob¢ zavedl Francis Crick pojem ,,centralni
dogma*“, jez popisuje tok informace v zivych organismech ve sméru DNA — RNA — protein.

S ptibyvajicimi vyzkumy bylo objeveno vice druhtit RNA, véetné jejich funkci. Kromé
ttech zakladnich, kterymi jsou mRNA, tRNA a rRNA, i druhy nekodujicich RNA, napftiklad
mikroRNA, siRNA. Mezi funkce nepatii pouze piepis genetické informace do mRNA a jeji
pteklad z potadi nukleotidi v mRNA do potfadi aminokyselin v polypeptidickém fetézci, ale 1
funkce katalytickdPro dalSi zkouméani RNA je nutné ziskavat vzorky vysoce kvalitni a Cisté
pusobenim RNaz. Nastésti jsou stile vytvareny nové a lepsi metody pro izolaci RNA.
V dnes$ni dobé je mozné i zakoupeni jiz ptipravenych souprav urCenych k izolaci RNA
S pfesné popsanym postupem.

Izolace RNA u ovocnych dievin, tedy i tfeSné ptaci, je ztizena pritomnosti vysokého
obsahu polyfenolti a polysacharidi. Z tohoto divodu vzniklo mnoho rozli¢nych variant
metod, uzptsobenych piimo pro vyzkum ovocnych drevin.

Pravé metody izolace RNA a nasledné analyzy s ohledem na pouZiti u tfeSné ptaci jsou

pfedmétem této bakalarské prace.



2 Cil prace

Cilem prace je zpracovani literarni reSerSe, kterd se bude vénovat Shromazd’ovani
informaci o metodach, pouzivanych K izolaci ribonukleové kyseliny s ohledem na pouziti u
ovocnych dievin, v tomto ptipad¢ tie$né ptaci (Prunus avium). S navaznosti na popis metod,
které mohou byt vyuzity pro analyzu izolované¢ RNA.

Mezi cile prace patii také kritické zhodnoceni metod izolace i analyzy RNA a popis

vvvvv



3 Literarni reSerse

3.1 TreSen ptaci

Prunus avium (L.) Syn.: Cerasus avium (L.) Moench, Prunus cerasus L. var. avium
L., Cerasus nigra Mill.), patfici do ¢eledé Rosaceae — razovité (Jaskova, 2008), je opadavy
strom dortstajici vysky aZz dvacet pét metrti (Cervenka et Ciganova, 1989). V Ceské
republice je tato ovocna dievina povazovana za domaci. Péstovana je v mnoha odridach a

nalezneme ji také jako plan¢ rostouci.

3.1.1 Celed’ Rosaceae

Pocetné Celed’ Rosaceae — rizovité — zahrnujici vytrvalé byliny, kefe a stromy, patii
pod tiidu Rosopsida (vyssi dvoudélozné) do fadu Rosales (rizotvaré). V soucasné dobé se
¢leni na tfi podceledi, kterymi jsou rizovité, jablonovité a mandlofiovité. Diive byla délena do
Styf podéeledi. Ctvrtou podéeledi byli tavolnikovité.

Zastupci celedi Rosaceae jsou rozsifeni po celém svété. Celkove tato ¢eled’ zahrnuje
pies dva a pul tisice druht pfiblizné v devadesati rodech — devatenact rodu a piiblizn€ dvé sté
druhil je zastoupeno v pivodni ¢eské kvétené. Nejvice druht tvofi ostruziniky, mochny a rize
a z dfevin jsou to jabloné a hru$né (Hejny et Slavik, 1997).

Prunus avium, ktera je predmétem této bakalarské prace, patii do podceledi
mandlonovitych (Amygdaloideae), rodu Prunus. Rod Prunus zahrnuje spole¢né s Prunus
avium druhy, jako jsou Prunus spinosa (trnka obecna), Prunus domestica (slivon $vestka),
Prunus cerasus (tieSeii viset), Prunus armeniaca (meruiika obecnd) Prunus percisa
(broskvoni obecna) a dalsi (Novak et. Skalicky, 2012). Mnoho druhit zrodu Prunus je
diploidnich, to znamena, Ze obsahuje dvé sady chromozomu (2n = 16), nékteré druhy jsou

tetraploidni (4n = 32) (Chrtek, 1992).

3.1.2 Prunus avium

TreSen ptaci se doziva v€ku osmdesati az devadesati let, v tomto v€ku byvd kmen
Siroky 1 vice nez padesat centimetri. Své dospé€losti dosahuje ve dvaceti az dvaceti péti letech
veku, do ctyficatého roku se vyznacuje rychlym rastem, ktery kon¢i ve véku padesati az

Sedesati let.
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Kofenovy systém Prunus avium je kulovity az kuzelovity, hlavni kofen je silny,
postranni kofeny cetné a bohaté vétvené. Koruna je vejcitd. Mlada tfesenn ptaci ma kiru
hladkou, cervenohnédou, ve stafi vSak Sedohnédou a odlupujici se Vtenkych pasech ¢i
Vv Supinach (Jaskova, 2008).

Vétve jsou vzptimené. Mladsi vétvicky jsou silné, lesklé, cervenohnédé, casto
popelavé (odumielé buniky), starsi vétvicky jsou tmavohnédé, také lesklg, ale s prstencovité se
odlupujici klrou, s pficnymi lenticelami. Postranni vétvicky byvaji kratké, krouzkovangé,
uzlovité (Cervenka et Ciganova, 1989).

Kvétni pupeny jsou zaokrouhlené, cervenohnédé a jejich délka je Sest az osm
milimetrd. Casto byva nékolik pupenti pohromadé. S mnoha malymi, vpiedu zaokrouhlenymi
pupenovymi Supinami, které jsou lepkavé. Listové pupeny ma tieSen ptaci zaSpicatélé, mensi
neZ pupeny kvétni (Cervenka et Ciganova, 1989).

Listy maji licni stranu matnou a lysou (pouze ojedin€le se mizou vyskytovat
trichomy), na rubu jsou svétlejsi. Rapiky jsou aZ ¢étyfi centimetry dlouhé, s jednou az dvéma
hnédymi zlazkami. Cepel listu he obvejéita az elipticka, vrchol listu je protazeny do $picky,
ktera je po okrajich pilovitd (Martinovsky et Pozdéna, 1987).

Bil¢ kvéty (vzacné nartzovélé) jsou péticetné a po dvou az Sesti usporadany
v kvétenstvi (zdanlivé okoliky), na kratkych brachyblastech (Jaskova, 2008). Kvéty se
objevuji rané, pied olisténim v dubnu az kvétnu. (Vondracek, 1979). Kvéty a plody se vytvaii
pfevazné na dvouletém a tiiletém dieve.

Plodem planych druhti jsou peckovice malé, Cervené barvy, dozravajici v cervenci.
Maji nahotklou chut’ a jsou nejedlé. OvSem u kulturnich odriid jsou plody vétsi, mohou byt
jeden az jeden a pul centimetru velké. Barva plodi kulturnich odrud je nejcastéji Gervena, ale
mohou se vyskytovat i oranzové az téméf ¢erné plody (Martinovsky et Pozdéna, 1987). Pecka
treSné ptaci je velkd, svétlé barvy, okrouhld. SloZena je ze zdfevnatélého endokarpu, ktery

uzavira jedno semeno (Fér, 1994).

3.1.3 Biochemické vlastnosti

Plody tfe$né jsou tvofeny z osmdesati procent vodou, zbyvajici suSinu tvoii cukry
(sachardza, fruktoza a galaktdza), bilkoviny, lipidy a popeloviny. Obsahuji také vitaminy
skupiny C, B, E a A. Z mineralnich latek naptiklad obsahuji vapnik, fosfor, draslik, zelezo,
siru a hot¢ik. Energeticka hodnota je 2680 kJ.kg™ (Kopec, 1998).

11



3.1.4 Ekologie

V Ceské republice je rozsifena hojnd, zejména v teplejsich oblastech a v niz§ich
oblastech mezofytika. Na chranénych mistech dokéze riist i ve vyssich nadmotskych vyskach
(Jaskova, 2008).

Kulturni odriidy jsou nejcastéji péstovany na chranénych stanovistich teplejSich oblasti
na svazéitych padach jizni &i zapadni expozice. Casto namrzaji a trpi klejotokem, pokud jsou
pestovany v udolich, na rovinach a vlhkych mistech — v obdobi poupat a kvéti trpi jarnimi
mraziky. Na suchych stanovistich se tfeSnim také nedafi — Spatné rostou a jejich plody jsou

malé (Vondracek, 1979).

3.1.5 RozmnozZovani

Bézné se tiesné rozmnozuji pohlavné, jsou piedevsim hmyzosnubné (entomogamni),
hlavnimi opylovaci jsou véel. Semena s oblibou roznaseji i ptaci a drobni savci. Vyznacuji se
cizosprasnosti (alogamie) — nemohou byt oplodnény vlastim pylem (Sus et Blazek, 2002).
Jedinou samosprasnou odriidou tfesné je Stela. Uplatituje se vSak i nepohlavni rozmnoZzovani,
v ptirodé kofenovymi vyhonky (Dzhangaliev et al., 2003) a ve Slechtitelské praxi vegetativni
mnoZeni roubovanim, oCkovanim a zakofenovanim fizkt kvili zachovani odrad (Ferkl,

1958).

3.1.6 Vyskyt

TteSen ptaci je rozSifena v celé Evropé, kromé nejjiznéjSich oblasti. Roste i ve Stfedni
Asii, na Kavkazu, v Malé Asii a v severozapadni Africe. Historickym centrem rozsifeni tfesné
je pravdépodobné pravé oblast mezi Syrii, Malou Asii a Kavkazem, odkud se do Evropy
dostala zfejmé pii prvnich etapach introdukce dievin. Prvni u$lechtilé odridy vznikly jiz ve
starov€éké Persii. NejstarS$i zaznamenanad zminka o tfeSni je pravdépodobné z prvniho stoleti
pted nasim letopoctem a to ve starych fimskych spisech (Kudrna, 1987).

V Ceské republice je dle Chrtka (1992) tieSei ptadi rozsifena hojné, nejvice
v teplej$ich oblastech a nizsich polohach. Stfedni Cechy, Ceské stiedohoii a jizni Morava jsou
hlavnimi produk¢nimi oblastmi.

Vyskytuje se v kiovinatych stranich, mezich a remizcich. Mizeme ji najit také podél

komunikaci a ve svétlych listnatych lesich. Nachazi se ve spoleCenstvech svazti Quercion
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pubescenti — petraeae a Prunion spinosae a je diagnostickym druhem svazu Carpinion
(Jaskova, 2008).

MiizZe najit uplatnéni i v parcich, vétSinou vSak dostavaji prednost ozdobn¢jsi druhy,
jakymi jsou naptiklad plnokvété kultivary. Proto ma vétSi vyznam ve volné krajiné —

remizky, biokoridory (Fér, 1994).

3.1.7 Odruady

Plané maloplodé tiesn€, tzv. ptacnice, jsou varietou avium. Kulturné péstované
velkoplodé tfeSné rozdélujeme dle tuhosti duzniny. Nejtuzsi duzninu maji takzvané chrupky
(varieta juliana), mékkou duzninu srdcovky (varieta duracina) a duzninu tuhou az polotuhou
maji ¢asné zrajici polochrupky (Hejny et Slavik, 1992).

Dalsim déleni tfesni je podle barvy jejich slupky. Jsou znamé ¢erné odridy s tmavou
slupkou, pestré se zlutocervenou slupkou a svétlé se zlutou slupkou (Sus et Blazek, 2002).

Vyse zminéné skupiny jsou oznacovany jako variety ¢i poddruhy.

3.1.7.1 Nejcasteji péstované odrudy

Aranka, KareSova, Kastanka, Rivan a Rychlice patfi mezi nejcastéji péstované odridy
srdcovek. Oblibenymi odrudy chrupek jsou Granat, Halka, Hedelfingelska (tmava chrupka),
Horka, Kordia, Napoleonova (pestrd chrupka), Téchlovan, Van — tmava chrupka a Vilma.
Péstovanou polochrupkou je napiiklad Burlat. Nejrangjsi odridou, zrajici jiz v prvnim
tiesnovém tydnu, je Rivan. Naopak nejpozdé&ji zrajici odridou tfe$né je Vilma (Sus et Blazek,

2002).

3.1.8 Vyuziti tieSné ptaci

TteSen ptaci je ovocny strom, péstovany predevsim pro plody s prospésnymi latkami,
jako jsou napfiiklad vitaminy C a A, mineralni latky a cukry. Plody se daji konzumovat
cerstvé nebo konzervované a zpracovavaji se v potravinaiském primyslu — vyroba §t'av, vin,
destilatd (Ferkl, 1958).

Nenahraditelné jsou tfesné v lidovém léc€itelstvi, ve kterém se zuzitkuji listy, kvéty 1

plody. Dulezité zastoupeni maji mezi medonosnymi rostlinami.
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Vyuziti ma i plan€ rostouci Prunus avium, ktera se pouziva jako podnoz nejen pro
kulturné péstované odrudy tiesni, ale také pro visn¢ a sladkovisné (Chrtek, 1992).

Russel (2003) upozornuje na vyznam tfesné jako nejdilezitéjsi dieviny pro dievarsky
prumysl z ¢eledi Rosaceae. Tvrdé dievo Prunus avium patii mezi velmi cenéné pro svou
vyraznou kresbu. Jadro je zlutohnédé az Cervenohnédé, zato bélova Cast je smetanova az
nartizoveld. Dievo netrpi houbovymi chorobami, coz také zvysuje jeho cenu. Tresen ptaci je

Casto pouzivana na zalesnovani zeméd¢lské pudy.

3.1.9 Noble Hardwoods

Prunus avium je fazena mezi ,,uslechtilé listnace*, neboli Noble Hardwoods. Zvysena
pozornost tzv. uSlechtilym listnd€liim je vénovdna ptfedev§im z divodu snahy rozsifit
biodiverzitu lesnich ekosystému a zisku cenného dieva, kterym by byl omezen dovoz dieva
z tropickych oblasti (Kobliha et Janecek, 2001a). V Evropé¢ se ,,uslechtilym listnac¢im® vénuje
predev$im program EUFORGEN (European Forest Genetic Resources Programme),
sdruzujici odborniky z jejich ¢lenskych zemi. Cilem EUFORGEN je podpora zachovani
genetickych lesnich zdroji a jejich spravné vyuzivani vramci trvale udrzitelného
obhospodarovani lestt v Evrop¢ (EUFORGEN).

Problémem je vSak nedostatecné mnozstvi kvalitniho sadebniho materidlu a proto se
mu vénuje mnoho genetickych vyzkumnych programu. Naptiklad ve Francii nedostatek osiva

zpusobil nekontrolovany pienos semen (Kobliha et Janecek, 2001a).

3.1.10 Slechténi a vyzkum tie¥né ptadi

3.1.10.1Slechténi

Slechténi probiha, dokud nejsou splnény $lechtitelské cile. U tfesné ptaéi jsou cilem
genotypy stromil s kvalitnim dfevem, vhodného tvaru kmene, vysokymi pfirtistky a také
stromy odolné abiotickym 1 biotickym nepfiznivym faktorim. Zahrnuje Slechténi samotné,
testovani a rozmnozovani vhodnych potomstev (Paule, 1992). V Evropé se nejvice
Slechtitelskému vyzkumu tfesné vénuje Francie a Némecko (Kobliha et Janecek, 2001a).

V Ceské republice probihaji od 90. let programy na zachranu a reprodukci genovych

vvvvv

zalesiiovani nelesnich piid probiha v projektu Lesnické fakulty Ceské zemé&délské univerzity
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v Praze - NAZV EP 7138 ,Slechténi a péstovani tiein& ptadi (Prunus avium L.) v CR®
(Kobliha et Janecek, 2001Db).
V ramci zachovani genetickych zdrojt tiesn€, jsou zakladany semenné sady a klonové

sady (Kobliha et Janecek, 2001a).

3.1.10.2Vyzkum

Geneticky vyzkum je zaméfen na testovani Slechtitelského materidlu, vykazujici
vhodny fenotyp. Genotyp je vyhodnocen prostiednictvim testovani potomstev, jez vzniklo
z generativniho €1 vegetativniho rozmnozovani. Pfi generativnim rozmnoZovani je
Slechtitelsky materidl rozmnoZovan semeny. Vegetativni rozmnozovani zahrnuje mnozeni
roubovanim, fizkovanim a rozmnozovani in vitro (Kobliha et Janecek, 2001a).

Vyzkum genofondu tiesné s cilem ziskat nové genotypy, jez by byly produktivngjsi,
odolngj§i k abiotickym 1 biotickym stresim, zménam klimatu, vyuzivaji molekularné
genetické metody (Kobliha et Janecek, 2001b), které vychazi z izolace nukleovych kyselin.

Tato prace je zamétena na problematiku izolace ribonukleové kyseliny.

3.2 RNA

3.2.1 Popis RNA

Ribonukleova kyselina je slozena ze ¢tyf typt nukleotidi adeninu (A), cytosinu (C),
guaninu (G) a uracilu (U). Uracil nahrazuje metylovany analog thymin, ktery se vyskytuje
v DNA. Jednotlivé nukleotidy se liSi dusikatymi bazemi. Cytosin a uracil patii mezi
pyrimidinové baze s jednim heterocyklem a adenin s guaninem mezi purinové baze se dvéma
heterocykly. Dale RNA obsahuje cukernou slozku ribozu, ktera ma navic na rozdil od
deoxyribozy (v DNA) 2" hydroxylovou skupinu, a fosfatovou skupinu. Vsechny tyto slozky —
dusikatd baze, ribdza, fosfatovad skupina — tvofi nukleotid. Zminéné nepatrné rozdily
V chemickém slozeni mezi RNA a DNA znamenaji zmény ve vlastnostech téchto nukleovych
kyselin a to hlavné zvySenou reaktivitu RNA, jeji labilitu v alkalickém prostiedi nebo
napiiklad senzitivita k nukleolytickym enzymim. A pravé tato vyssi reaktivita ovliviiuje jeji
katalytické funkce. Funkéni vyjimecnost RNA je ddna schopnosti plnit ulohu informacni

(jako genom) i vykonnou (jako fenotyp) (Alberts et al., 2008; Zdrazil, 2007).
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Obr. 1 — Nukleotidy RNA (Pievzato z http://www.vedakolemnas.cz/miranda2/m2/sys/galerie-

download/vkn 19web.pdf?0.5278496608656893).

~i _
T.h/ { guanin
I

s
NZ NH,

3.2.2 Struktura RNA

DNA, stejné jako RNA, ma schopnost tvorit Watsonovu a Crickovu dvousroubovici,
ktera ma antiparaleln¢ uspofddané komplementarni fetézce. OvSem intramolekularni
usporddani RNA je vétSinou jen castecné dvousSroubovicové, tedy jednofetézcové s urcitym
mnozstvim vlasenkovych struktur s riizn€ dlouhou dvouvldknovou casti a jednovlaknovou
smyckou. Uspofadani molekul neboli konformace RNA dvousroubovice je vzdy forma A (2’
-OH skupina ribozy se nevejde do jiné). RNA ma také znacnou flexibilitu vSech jejich
molekul a proto je schopna tvofit sekundérni a tercialni struktury, velmi znama je napiiklad
struktura jetelového listu a obracen¢ho pismene L u tRNA (Snustad et Simmons, 2009;
Zdrazil, 2007).

Je dokazané, ze kromé zndmych nukleotidovych par, ma sekundarni struktura RNA

schopnost obsahovat az 27 neobvyklych part se dvéma vodikovymi vazbami, jako naptiklad
G-U, A-C, A-A, G-G, A-G, U-U nebo U-C (Zdrazil, 2007).
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Z toho vyplyvd, Ze molekuly RNA mohou tvofit nejen stabilni struktury podobné
DNA a plnit tak odpovidajici genetickou funkei, ale i vysoce flexibilni a slozit¢ konformace,

které piipominaji struktury proteint (Alberts et al., 2008; Zdrazil, 2007).

3.2.3 Funkce RNA
3.2.3.1 Centralni dogma
Ribonukleova kyselina je soucasti centralniho dogmatu molekularni biologie,

popisujici prenos genetickych informaci uchovavanych v DNA transkripci do RNA a translaci

RNA do proteint (Snustad et Simmons, 2009).

transcription translation
SN ~ A
AN A AN - N .
DMA MRMNA

protein

Obr. 2 — Centralni dogma (Pievzato z http://www.atdbio.com/content/14/Transcription-Translation-

and-Replication)

3.2.3.1.1 Transkripce

Transkripce je piepis genetické informace do RNA. Nejdiive se pfi transkripci tvori
tvz. pre-messenger RNA (pre-mRNA). Pre-mRNA je upravena pro dosazeni pozadované
molekuly mRNA v procesu nazyvaném splicing neboli sestiih RNA. Pfi transkripci se do
mRNA piepise cely gen, tedy exony 1 introny. Exony na rozdil od intronii obsahuji informaci
o poradi aminokyselin Vv polypeptidickém fetézci. Diky sestfihu se odstrani z molekuly
introny a ponechaji se pouze exony, které tvofi funkéni mRNA (Snustad et Simmons, 2009).

Pro pribéh transkripce je dilezitd ptitomnost enzymi katalyzujici transkripci. Na
rozdil u prokaryoty (s jednou RNA-polymerazou) maji eukaryoty tfi RNA-polymérazy: I, Il a
I1l. RNA-polymeraza I se nachazi v jadérku a katalyzuje syntézu ribozomovych RNA (kromé
5S RNA). RNA-polymeraza II se vyskytuje v jadre, kde piepisuje jaderné geny, kodujici
proteiny. Také RNA-polymeraza III je v jadfe a katalyzuje syntézu molekul tRNA, molekul
5S rRNA a malych jadernych RNA. VSechny tfi druhy RNA-polymeraz potiebuji k zahdjeni
syntézy RNA pomoc transkripcnich faktorii (proteiny). Nejdiive dochazi k rozvolnéni DNA a

uvolnéni jednoho fetézce slouziciho jako matrice (templéatu) pro syntézu komplementarniho
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.....

elongace fetézce RNA, dokud RNA polymeraza nenarazi na terminacni sekvenci (Alberts et

al., 2008).

3.2.3.1.2 Translace
Pti translaci se genetické informace prekladaji z potadi nukleotidi v mRNA do poradi

aminokyselin v polypeptidickém fetézci. Translace probiha za tcasti rRNA. Aminokyseliny
do mista syntézy (ribozomi) pienaseji tRNA, kazda aminokyselina ma svoji specifickou
tRNA. Kodony neboli triplety — tfi za sebou jdouci baze mRNA - udéavaji druh
aminokyseliny, pro syntézu jsou dulezité i start a stop kodony. Ke kazdému kodonu je
komplementarni antikodon, coz jsou tii za sebou jdouci baze tRNA. Pravé na tRNA zavisi
translace mRNA do proteinu, protoze pouze tRNA je schopna rozpoznat a sparovat (diky
funkci enzymi nazyvanych aminoacyl-tRNA-synthetasy) se jednou ¢asti s kodonem v mRNA
a jinou ¢asti vazat aminokyselinu (Snustad et Simmons, 2009).

Translace probiha na ribozomech, obsahujicich Ctyfi vazebna mista — jedno pro
mRNA a tfi pro tRNA (E-misto, A-misto a P-misto). Kazdy ribozom je tvofen velkou
podjednotkou, katalyzujici vznik peptidové vazby mezi polypeptidovym fetézcem a
aminokyselinou, a malou podjednotkou, zodpovidajici za nasednuti tRNA na kodon mRNA
(Alberts et al., 2008; Snustad et Simmons, 2009).

Prubéh translace lze rozdélit do nékolika fazi — iniciace, elongace a terminace.

......
rrrrrr
.....
.....

.....

prodluzovani fetézce, navazanim druhé tRNA saminokyselinou do A-mista (Snustad et
Simmons, 2009).

Prodluzovani fetézce probihd za neustalého opakovani tiikrokového cyklu: aminoacyl-
tRNA se navdze do A-mista, nasledné¢ vznikne nova peptidovd vazba mezi novou
aminokyselinou a peptidovym fetézcem a nakonec se ribozom posune o tfi nukleotidy podél
mRNA, tim uvolni tRNA bez navazané aminokyseliny z E-mista a z A-mista se pienese do P-

mista. Do uvolnéného A-mista se ihned miize navéazat jind tRNA s pfipojeno
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aminokyselinou. Cely proces se opakuje, dokud ribozom nenarazi na terminacni neboli stop-
kodon, ¢imz za¢ne posledni faze translace — terminace (Alberts et al., 2008).

Stop-kodonu neni pfirazena aminokyselina, misto aminokyseliny se na tRNA navaze
molekula vody a uvolni konec hotového polypeptidového fetézce z tRNA v P-misté (Alberts
et al., 2008).

3.2.3.2 Funkce katalyticka

Ribonukleové kyseliny nejenomze plni jiz zminénou funkci pfi pienosu a piekladani
genetickych informaci, ale mohou vykondvat naptiklad jeSt¢ funkci Kkatalytickou.
Katalyzatory jsou latky, urychlujici chemickou reakci a z reakce vychdzi nezménény. RNA
s touto funkci nesou nazev ribozymy (Moravkova et Forstova, 2008).

RNA také funguji jako primery neboli oligonukleotidova ocka pti replikaci RNA. A
dokonce miize byt ribonukleova kyselina 1 nositelem genetické informace, jak je tomu u

mnoha virt (Moravkova et Forstova, 2008).

3.2.3.2.1 Ribozymy
Ribozymy byly objeveny v roce 1982 v laboratofi Thomase Czecha (University of

Colorado), kde spole¢né se svym tymem objevil, Ze intron prvoka Tetrahymena thermophila
je schopen in vitro samosestiihu z prekurzoru rRNA bez ptitomnosti proteinu. Tim bylo
zpochybnéno tvrzeni o vyhradnim plisobeni proteinti jako biologickych katalyzatorti (Tekewe
et al., 2012). Vroce 1989 byli za tuto praci Thomas Czech a Sidney Altman ocenéni
Nobelovou cenou (Snustad et Simmons, 2009). Jedna se o enzymy nukleovych kyselin,
katalyzujici chemické reakce, podobné jako enzymy bilkovin. Nachazeji se v ribozomech, kde
se podili na tvorbé bilkovinného fetézce. Vyzkum ribozymil je zajimavy piedevSim pro
moznou dilezZitou roli pfi sestfihu RNA a syntéze tRNA. Také by mohly byt klicovym
dikazem v teorii ,,RNA svéta“ (Lilley, 2003).

Ribozymy mohou byt rozdéleny do dvou skupin, na zaklad¢ jejich velikosti a
reak¢niho mechanismu, na malé a velké ribozymy. Malé ribozymy maji délku od 30 do 150
nukleotidii, zatimco velké ribozymy jsou dlouhé nékolik stovek az 3000 nukleotidd (Tekewe
etal., 2012).
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3.2.4 Druhy RNA

3.2.4.1 Zékladni druhy RNA

Z vyse uvedeného textu vyplyva, ze v buiice existuji tfi zakladni tradi¢ni druhy RNA.
Mediatorova RNA (mRNA — anglicky messenger RNA), ktera pfenasi genetickou informaci
z DNA do ribozomu, tvoii pouze 1 - 5 procent celkové RNA. V eukaryotickych bunkach je
mRNA vyrabéna v bunééném jadie (Alberts et al., 2008; Snustad et Simmons, 2009).

Dale transferova RNA (tRNA), kterd zajistuje pienos spravnych aminokyselin do
nové vznikajiciho fetézce, podili se tedy na proteosyntéze, se sklada se ze 70 az 90 nukleotidu

(Alberts et al., 2008; Snustad et Simmons, 2009).

Tretim a zaroven nejhojnéjsim drunem RNA je rRNA, tedy ribozomalni. V bunééné
RNA je obsaZena piiblizné v osmdesati procentech. Vyskytuje se v ribozomech, kde tvoii
jejich jadro. Rozeznavaji kodony mRNA a podili se také na tvorbé peptidové vazby. Jedna se
o stavebni slozku ribozomalnich podjednotek (Zdrazil, 2007). RRNA slouzi ke spravné
orientaci tRNA a na nich navazanych aminokyselin. Také je hlavnim cinitelem katalyzujici

syntézu proteinl (Snustad et Simmons, 2009).

3.2.4.2 Nekodujici druhy RNA

K témto zadkladnim druhim se fadi, ponékud nové€, nekddujici RNA, které maji
dulezitou ulohu pfi regulaénich procesech (translaci, transkripci). Nekodujici RNA se dale
rozdéluji na dlouhé nekodujici RNA (IncRNA — z anglického long non-coding RNA) s délkou
vice nez 200 nukleotid a kratké nekodujici RNA. Kratké nekodujici RNA se rozdé€luji na
kratké jaderné a jadérkové RNA (snRNA z anglického short nuclear a sSnoRNA z anglického
short nucleolar RNA), mikro RNA (miRNA) a kratké interferujici RNA (siRNA z anglického
short interfering RNA) (Snustad et Simmons, 2009; Stan¢k, 2015).

SnRNA jsou strukturni slozkou jadernych struktur tzv. spliceozomt, vysStépujici
introny (Jonak, 2007). Jsou tedy nezbytné pro sestiih pre-mRNA. Podobnou funkci maji i
snoRNA, ale plni ji u rRNA — jsou nezbytné pro vyzravani rRNA a tvorbu ribozému.
(Snustad et Simmons, 2009; Stan¢k, 2015).

MiRNA a siRNA plni témét identickou funkci — nasednuti na cilovou molekulu mRNA a
umlceni jejiho prepisu do bilkoviny, 1isi se vSak ve zptisobu vzniku. Jsou dlouhé pouze dvacet
jedna az dvacet Ctyfi nukleotidii (Jondk, 2007). VSechny popsané typy RNA vznikaji

transkripci, ale pouze MRNA podléha translaci (Snustad et Simmons, 2009).
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3.2.5 Stabilizace RNA

Ribonukleova kyselina se stava nestabilni v okamziku odbéru vzorku — je dulezité
okamzit¢ zmrazeni v tekutém dusiku a ulozeni pfi teploté¢ -80 °C. Vhodné je pouziti
stabiliza¢nich roztokt — naptiklad RNAlater (Ambion, The RNA Company).

RNAlater je stabiliza¢ni cinidlo, eliminujici nutnost vzorky ihned zpracovat ci
zamrazit v tekutém dusiku. Diky RNAlater Ize vzorek uchovavat stabilni po del$i dobu — az
Ctyti tydny pfi teploté 2 — 8 °C, az sedm dni pfi teploté 18 — 25 °C ¢i jeden den pfi teploté az
37 °C. Vzorek lze v ¢inidle také archivovat, teplota vS§ak musi byt -20 °C nebo -80 °C (pro
delsi archivaci). Pied archivaci musi byt vzorek nejdiive ptes noc inkubovan pfi teploté 2 — 8
°C a poté ptenesen do teploty archivace. Takto uchovanou rotlinnou tkan lze rozmrazit a
znovu zamrazit az dvacetkrat bez vlivu na jakost ¢i vynos RNA (Ambion, The RNA

Company).

3.2.6 Vyzkum RNA

3.2.6.1 Vyzkum RNA v Ceské republice

Ceskych védct, zabyvajicich se vyzkumem RNA, je pom&mé mnoho. Dokonce i
Grantovéa agentura CR grantové podpotila vytvoreni Centra pro RNA biologii. V roce 2003
zalozil Dr. Martin PospiSek védeckou konferenci ,,RNA klub*“. Na této konferenci se
kazdorocné védci, ktefi studuji RNA, schazeji. V dnesni dobé€ na této konferenci prezentuji

své vysledky i védci z okolnich zemi (Stan€k, 2015).

3.2.6.2 Vyzkum RNA ve svéte

Ribonukleové kyselina je predmétem zkoumani mnoha védeckych skupin a fada védci
byla za sviij vyzkum ocenéna Nobelovou cenou — napiiklad A. R. Todd za vyzkum struktury a
syntézy nukleosidi a nukleotidli (1957), déle za rozlusténi genetického kodu R. W. Holley, H.
G. Khorana a M. W. Nirenberg (1968), W. Gilbert za objev sekvenacni metody DNA (1980).
Védec W. Gilbert (1986) navrhl dokonce koncept ,,RNA svéta“ jako mozného pocatku zivych
organizmu na Zemi (Stan¢k, 2015).

Gilbertova (1986) teorie ,,RNA svéta“ vychazi z poznatku, ze RNA je schopna stejné
jako DNA uchovavat a pfedavat genetickou informaci a také katalyzovat rizné chemické

reakce. ,,RNA svét“ jsou tedy hypoteticka skupina prehistorickych bunék, ve kterych

21



ribonukleové kyseliny piedavaji genetickou informaci a katalyzuji chemické reakce, jez jsou
nezbytné pro zivot. Pokud by bylo toto tvrzeni dokazano, vyfeSila by se ddvna otdzka, zda
byla nejdiive slepice ¢i vejce — tedy DNA nebo bilkoviny. Uchovavani genetické informace
se preneslo z RNA na DNA (DNA je chemicky stabiln€jsi a tim vhodnéjsi) a proteiny
ptevzaly bunécné funkce, vcetné té katalytické, pro které se 1épe hodi. Klicovou molekulou
pro fungovani svéta RNA je molekula ribonukleové kyseliny, katalyzujici syntézu RNA,

schopna sama sebe kopirovat a zaroven vyrabét jiné RNA.

3.3 lzolace RNA

Izolovat mtizeme celkovou (neboli totalni) RNA nebo pouze mRNA. Celkova RNA je
V podstaté roztok vSech typi RNA, zakladnich (MRNA, rRNA, tRNA) a kratkych RNA.
Obsahuje také kontaminujici DNA, ale 1ze se ji zbavit plisobenim DNazy. 1zolace RNA je
RNA z riznych tkani se 1isi v obsahu polysacharidi a sekundarnich metabolitti. Meisel et al.
(2005), potvrzuje, Ze ovocné stromy, tedy i tfeSen, obsahuji tyto latky ve velkém mnoZstvi.

Pfitom kvalita a integrita RNA je velice dulezitd pro mnoho studii v rostlinné molekularni

biologii (Gambino et al., 2008).

3.3.1 Pravidla pro uspéSnou izolaci RNA

Pro zdarnou izolaci RNA musi byt dodrZzovano nékolik nasledujicich pravidel. Prvnim
z nich je pouzivani sterilnich rukavic (Bioline Ltd., The PCR Company, 2011).

Extrakci RNA nezjednodusuji ani RNazy, coz jsou odolné enzymy, které $tépi RNA,
proto musime veSkery pouzivany materidl a vodné roztoky, té€chto enzymi zbavit. K tomu
muzeme pouZit inhibitory RNéz, naptiklad DEPC a chaotropni soli - gauanidin isiothiokyanat
(GITC). Proti pasobeni RNaz musime vzorky RNA chranit i po izolaci a to skladovanim pfi
teplotach -70 °C (Sambrook et Russell, 2001).

Pouzivame vodu osetienou DEPC, protoze diethyl pyrokarbonat (DEPC) modifikuje
zbytky histidinu v bilkovinach a tim inaktivuje RNazy. Obvykle se pouziva 0,1% roztok
DEPC. Ve vodnych roztocich se DEPC rozklada na CO: a etanol. Lze jej inaktivovat
autoklavovanim, protoze i malé mnozstvi DEPC, které ziistane v roztoku, muze inaktivovat
biochemické reakce a modifikovat RNA. 1 ml DEPC vystaci na 1 litr roztoku (Sambrook et
Russell, 2001).
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Dekontaminace je dal$im pravidlem. Pro inaktivaci RN4az lze zaruvzdorné sklo péct
pti teploté 180 °C az nékolik hodin a materiadly z polykarbonatu ¢i polystyrénu miizeme
dekontaminovat 15 minutovym namocenim do 3% peroxidu vodiku a nasledné oplachnout
vodou, ktera je bez RNaz (Bioline Ltd., The PCR Company, 2011).

Vzdy se musime ujistit, aby vSechny komer¢né zakoupena cinidla a chemikalie
zarucCovaly, ze jsou bez RN4az. Pred pouzitim lze doporucit testovani kazdé sarze.

Také se doporucuje pouzivani jednorazovych plastovych nadob, které mohou vyrazné
snizit riziko kontaminace vzorkd, nebo Vv ptipadé¢ kontaminace alespoi minimalizuji Sifeni

(Bioline Ltd., The PCR Company, 2011).

3.3.2 lzolace RNA z ovocnych dievin

Extrakci RNA z ovocnych stromil, ztéZzuje vysoké mnozstvi obsazenych polyfenolt a
polysacharidti, proto vétsina konvencnich metod v zisku RNA vysoké kvality a Cistoty
selhala. Z toho divodu je dnes mozné najit mnoho modifikaci existujicich metod (Hu et al.,
2002).

Polysacharidy se spolusrazeji s proteiny a vytvafi srazeniny, jeZ jsou opétovné tézko
rozpustné. Nejcastéji jsou odstranény vyuzitim CTAB. Polyfenoly, které jsou snadno
oxidovatelné, se spolusrazi s proteiny a nukleovymi kyselinami. Nukleové kyseliny se tak
stavaji nerozpustné. Polyfenoly je mozné odstranit pfidanim PVP k extrakénimu pufru
(Salzman et al., 1999).

Hu et al. (2002) pouzili k extrakci RNA z ovocnych dievin modifikovanou CTAB
metodu a naslednou analyzu provedli RT-PCR a northern blot analyzou.

Izolaci RNA z rostlinnych tkani s vysokym obsahem polyfenolii a polysacharidu se
zabyval napfiklad Vasanthaiah et al. (2008), konkrétné u révy vinné (Vitis vinifera). Pouzili
vlastni metodu zahrnujici vysokou koncentraci nerozpustného PVP a predehratého
extrakéniho pufru. MnoZstvi izolované RNA bylo stanoveno métfenim absorbance 230, 260 a
280 nm ve vod¢ a integritu RNA elektroforézou na agar6zovém gelu.

Izolaci RNA zbroskvoni se zabyvali Meisel et al. (2005). Vyuzili fenol-
chloroformovou metodu a metodu guanidium thiokyanat-fenol-chloroformovou metodu. Pro
analyzu RNA zvolili RT-PCR.
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3.4 Metody izolace RNA

3.4.1 Lyza bunék

Vsechny nize popsané metody maji spolecny zacatek — jako prvni musi byt nukleové
kyseliny (v nasem ptipadé RNA) uvolnény z bunécného obsahu. Postup, kterym provedeme
lyzu bunék, musi byt dostatecné ucinny, aby doslo k naruseni vychoziho vzorku, ov§em ne na
tolik, aby zni¢il nukleovou kyselinu. Proto volime mezi mechanickym poskozenim buiky ¢i
SetrnéjSimi zplsoby - fyzikdlné, chemicky ¢i enzymaticky (Grard et al., 2007).

Mechanické poskozeni poskozuje bunku za pomoci fyzikalnich sil - proces je
ozna¢ovan jako homogenizace. Zkoumany vzorek lze roziezat skalpelem nebo rozemlit ve
vortexu pomoci kulicek. Takovy postup muize byt velice ¢asov€ ndrocny, pii zpracovani
vétsiho mnozstvi vzorku (Geciova et al., 2002).

Mezi fyzikélni lyzu bunék patii osmoticky Sok, kdy je builka vystavéna vysokému
osmotickému tlaku. Chemické naruseni bun€k vyuziva permeabilitu bunééné membrany a
enzymaticka 1yza bun€k enzymaticky nepatrné rozméliiuje proteiny (Geciova et al., 2002).

Konvenéni metody pro izolaci RNA obvykle zahrnuji pouziti lyzacnich roztokl s
detergenty, jako jsou dodecylsiran sodny (SDS) nebo cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB),
denatura¢nich organickych rozpoustédel — fenol ¢i chloroform, redukénich cCinidel — f-
merkaptoethanol a dithiotreitol, nebo denatura¢nich ¢inidel (chaotropnich soli) — guanidin

thiokyanat (Gambino et al., 2008).

3.4.2 Typy metod izolace RNA

3.4.2.1 Fenol-chloroformova izolace

Nejznaméjsi metodou pro izolaci nukleovych kyselin je fenol-chloroformova extrakce.
Metoda je zalozena na praci Kirbyho z roku 1956. Fenol-chloroformova izolace ponechava
nukleové kyseliny rozpusténé v pufru (vodné prostiedi), zatimco jsou ostatni slozky lyzatu
odstranény. Lyzat bunék je promichan se smési fenolu, chloroformu a izoamylalkoholu
(ptipadné lze pouzit pouze roztok fenolu). Aby byla metoda Gi¢inna pro izolaci RNA, musi mit
fenol pH 5-6 a vyssi teplotu. Smés se rozdéli na dvé faze, dolni chloroformovou a horni
vodnou, stane se tak diky chloroformu, organickému rozpoustédlu, které se nemisi S vodnym
roztokem lyzatu. Néslednym protiepavanim dochdzi k miseni obou fazi a fenol srazi proteiny

pfitomné ve vodném lyzatu. Po skonceni protfepavani piejde fenol do chloroformové faze,
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protoze piidany izoamylalkohol zvysuje rozpustnost fenolu v chloroformu. Po dokonceni
protfepani, je roztok odstfedén pro dokonalé oddéleni fazi a na jejich rozhrani se obvykle
objevi prstenec srazenych proteint, ktery ma bilou barvu. Poté je horni faze, ktera obsahuje
nukleové kyseliny, pfenesena do nové Cisté zkumavky. Aby proteiny byly odstranény
dokonale, musi byt extrakci zopakovana opétovnym pfidanim smési fenol-chloroform-
izoamylalkoholu a protfepavat, dokud se na rozhrani nepfestane objevovat jiz zminény
prstenec s vysrazenymi proteiny. ProtoZe izolujeme rostlinné bunky, je nutné odstranit i
polysacharidy extrakci s CTAB. Poslednim krokem fenol-chloroformové metody je dalsi
extrakce, pouze se smési chloroformu s izoamylalkoholem (v poméru 24:1), z divodu
odstranéni stop fenolu (Sambrook et Russell, 2006; Zumbo, 2012).

Vysrazet nukleové kyseliny z pfecisténého vodného roztoku, mlZeme piidanim
koncentrovaného etanolu, kdy se po odstfedéni objevi pelet (mléné zbarveny sediment) na
dné zkumavky. Uginnost srazeni zvy3uji soli — u izolace RNA se jedna o soli guanidinové -
které se srazeji s nukleovymi kyselinami a ddvaji peletu bilé¢ zbarveni. Soli je poté nutno
odmyt 70% etanolem. Po odsati supernatantu, mizeme c¢isté nukleové kyseliny rozpustit ve
vodé nebo ve vodném pufru. Abychom ziskali pouze RNA z nukleovych kyselin, odstranime
DNA za pomoci DNéz (Sambrook et Russell, 2006).

Fenol-chloroformova metoda je bohuzel velmi ¢asové naro¢na, pracna a vyzaduje
mnoho spotiebniho materialu, proto je pouziti této tradi¢ni metody na Ustupu a byva
nahrazovdna pouzitim speciadlnich kolonek, jejichZz matrix na sebe navaze RNA
z pripraveného lyzatu, a dalSimi komeréné dostupnymi produkty (Burdychova et Sladkova,

2007).

3.4.2.2 Adsorpéni metoda

Adsorpéni metoda, jak uvadi Melzak (1996), vyuziva vlastnost nukleovych kyselin
vazat se na povrchy z SiOz (oxidu kfemicitého), tedy skla, v pfitomnosti chaotropnich soli.
Mezi chaotropni soli patii jodid sodny (Nal), guanidin thiokyanat a guanidin hydrochlorid.
Tyto soli se spolecné se suspenzi silikdtovych c¢astic pridaji k roztoku, ktery obsahuje
zlyzovany bunécny obsah. Silikatové Casti se vazi k RNA (tuto vazbu muzeme usnadnit
protfepavanim), zatimco ostatni slouceniny zustavaji v roztoku. Lze je snadno odstranit —
centrifugaci nebo sedimentaci. Roztok nad casticemi se nésledné odsaje a supernatant

proplachne novou davkou pufru s chaotropnimi solemi. RNA, kterd je ptecisténd, se lze
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snadno uvolnit pfidanim vody ¢i vodné pufru — tentokrat bez obsahu chaotropnich soli. Po
odstfedéni na dné zlistanou jiz jen samotné ¢astice a nad nimi ¢isty roztok RNA.

Adsorp¢ni metoda je velice oblibena pro jeji rychlost a jednoduchost, i proto jsou na
této metodé zaloZzeny komercni soupravy (kity). Z této metody také vychazi izolace
kolonkovou metodou, pfi které nejdiive probéhne lyze bunck, nasleduje vysrazeni RNA
etanolem a navadzani na kiemikovou membranu kolony. Déle se navdzand RNA promyva.
Poslednim krokem je eluce — uvolnéni promyté RNA z kolony do zkumavky (Melzak et al.,
1996).

3.4.2.3 Izolace RNA za pouziti CTAB

V roce 1993 vytvoiil Chang se svym kolektivem protokol, vyuzivajici extrakéni pufr s
cetrimoniumbromidem (téz cetyltrimethylamoniumbromid) neboli CTAB. Tato metoda po
homogenizaci materialu zahrnuje inkubaci s extrakénim roztokem CTAB pfi teploté 65 — 68
°C. Extrakéni roztok obsahuje detergent CTAB, ktery porusi membrany, denaturuje proteiny a
uvolnuje proteiny; dale pufr udrzujici optimalni pH 8 — 9; soli uvolnujici proteiny, udrzujici
polysacharidy v rozpustné formé a vysolujici PCR inhibitory; reduk¢ni cinidla —
merkaptoethanol — blokujici oxidaéni procesy, které vedou k destrukci nukleovych kyselin;
chelatacni ¢inidla (EDTA), kterd blokuji dvojmocné ionty kovii a mlze obsahovat i1 dalsi
slozky, jako naptiklad PVP, ktery odstraiiuje polyfenoly. Dal§im krokem této metody je
pridavek roztoku chloroform-isoamylalkohol, jez zptisobi vysrazeni polysacharidy a proteiny,
také rozpusti tuky a oddéli od sebe faze, které se objevi az po centrifugaci. Centrifugace
nasleduje po 5 minutové inkubaci a jejim vysledkem je supernatant neboli vodna faze
s extrahovanymi nukleovymi kyselinami (tuto fazi odpipetujeme a dale s ni pracujeme), faze
S vysrazenymi proteiny a polysacharidy a jako posledni organicka faze. Ze supernatantu,
pfenesen¢ho do nové zkumavky, vysraZime nukleové kyseliny etanolem nebo izopropanolem
(nejlépe ponechat pies noc) a nasledné izolujeme precipitat nukleovych kyselin centrifugact.
Nukleové kyseliny poté vysusime. Ziskany odparek se rozpousti ve vhodném roztoku.

Bohuzel klasicky postup byl velice ¢asové narocny, a proto vzniklo mnoho modifikaci
toho protokolu se snahou postup urychlit. Jeden z téchto upravenych protokolti naptiklad
vytvotil Gambino et al. (2005), tim bylo umoznéno izolovat RNA v pouhych tfech hodinach.
Navic je mozné izolovat RNA z riznych druht dievin, véetné tieSn€. Postup je nasledovny. V
mikrocentrifugaéni zkumavce zahiejeme extrakéni pufr — obsahujici CTAB, PVP, Tris,

EDTA a B-merkaptoethamol, ptidame vzorek, ze kterého chceme izolovat RNA, inkubujeme,
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poté se prida chloroform sizoamylalkoholem vpoméru 24:1 a vSe se centrifuguje.
Odebereme supernatant a provedeme druhou extrakci s chloroform-izoamylalkoholem.
Supernatant preneseme do nové zkumavky, pfiddme chlorid lithny ve smési s ethanolem,
ktery se pouziva pro srazeni RNA, a smés znovu inkubujeme. Po centrifugaci se objevi peleta
nukleovych kyselin, kterou resuspendujeme v SSTE pufru a vSe se spole¢né s piidanym
predehiatym chloroform-isoamylalkoholem centrifuguje. Supernatant je opét pfenesen do
nové zkumavky, kde se po pfiddni studené¢ho izopropanolu vysrazi RNA. Naposledy
centrifugujeme a peletu promyjeme se 70% ethanolem, vysusime a resuspendujeme v DEPC-
vod¢. Vétsina protokolll popisuje obdobny postup, ale 1isi se naptiklad v obsahu latek tvotici

extrak¢ni pufr nebo dobé ¢i teploté centrifugace.

3.4.2.4 TRIzol single step metoda

Metodu, ktera pouziva kombinaci guanidin thiokyanat-fenol-chloroform, vytvofili
Chomczynski et Sacchi (1987). Do té doby byla nejpouzivanéjsi metodou izolace na zakladée
guanidinium thiokyanatu, ktera ov§em vyzadovala dlouhé hodiny ultracentrifugaci s roztokem
chloridu cesného. Guanidin thiokyanat poskytuje metodé vyhodu v podobé deaktivace RNaz
V prub¢hu procesu izolace.

Podobné jako tomu bylo u izolace pomoci fenol-chloroformu, je prvnim krokem lyza
bunék, ovSem tentokrat je v lyzacnim roztoku obsazen guanidin thiokyanat a fenol. K lyzatu
se pfida chloroform a vSe se diikkladné protfepe. Zminéna denaturacni Cinidla (guanidin
thiokyanat, fenol a chloroform) zpisobi oddéleni proteinii od nukleovych kyselin, avSak az
centrifugace rozd¢li roztok na tfi faze. Horni vodnou obsahujici RNA, mezifazi s DNA a
dolni fazi organickou s denaturovanymi proteiny. RNA z horni vodné faze musi byt odebrana
velice opatrn€, aby nebyla kontaminovana s mezifazi, poté je precipitovana a oplachovana

alkoholy (Chomczynski et Sacchi, 1987).

3.4.2.5 Magneticka separace

Magneticka separace je provadéna za pouZiti magnetizovanych ¢astic — MPs —
na jejich povrch (s podobnymi vlastnostmi jako silikat) se navazi nukleové kyseliny a
nasledné se oddé€li od zbytku smési. Tato metoda ma tii ¢asti: promyti — imobilizace — eluce.
Nejdiive jsou magnetizované Castice promyty, aby doslo k oddé€leni od roztoku, ve kterém

byly uchovany a imobilizuji se — pfidanim k roztoku nukleovych kyselin. Imobilizace je
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nedulezitéj$i ¢ast metody, dochéazi kizolaci nukleovych kyselin, pevnym navazanim na
Castice — na zaklad¢ afinity NK k latce na povrchu magnetizovanych castic. Imobilizace
probiha v opakujicich se cyklech tfepani a centrifugace. Poté se znovu promyji, ¢imz se
odstrani kontaminanty, a pfida se elu¢ni roztok. Pii eluci se roztok s nukleovymi kyselinami
zahiiva a pusobenim teploty a pH elu¢niho roztoku, se nukleové kyseliny uvolni z ¢astic.
Pisobenim vnéjsiho magnetického pole, jsou poté magnetizované castice prichyceny ke
sténam zkumavky a roztok, ktery jiz obsahuje pouze nukleové kyseliny, se pfenese do nové

zkumavky (VI¢novska et al., 2012).

3.4.2.6 RNA extrakéni kity a TRIsure™

Izolovat RNA nemusime pouze tradi¢nimi metodami, v dneSni dobé je mnoho
komeréné nabizenych souprav pro extrakci RNA.

Jedna se o RNA extrakéni soupravy neboli kity, které mohou byt manudlni nebo
zalozené na technologii membranovych kolon. K dispozici jsou také automatické izolatory, ke
kterym jsou dodany i kompatibilni extrakéni kity, fungujici bud’ na principu vyuziti
magnetickych ¢astic, ale i membranovych kolon. Pro kazdy typ materialu je dostupny
ptislusny izola¢ni protokol. (Bioline Ltd., 2011). Naptiklad jednim z kiti, ktery lze pouzit
pro izolaci RNA jak z ¢erstvych rostlinnych tkani, tak i zmrazenych, je ISOLATE Plant RNA
Mini Kit od vyrobce Bioline. Tento kit je vytvofen pro rychlou a efektivni izolaci extrémné
Cisté celkové RNA z riiznych tkani rostlin (listy, ktira, kofeny apod.) (Bioline Ltd., 2011).

TRIsure™ (Bioline) je ¢inidlo, udrzujici integritu extrahované RNA, zatimco narusuje
bunku a nasledné rozpousti buné¢né komponenty. Postup je popsan v protokolu od vyrobce,
ktery slibuje, Ze izolovand RNA je vysoce kvalitni s vybornou c¢istotou a koncentraci. Bez

nutnosti dal$ich Gprav a Cisténi, je ihned pfipravena k dal§imu pouziti (Bioline Ltd., 2011).

3.4.3 Skladovani izolované RNA

Pokud bychom pracné izolovanou RNA skladovali nevhodnym zpiisobem, RNA by
degradovala a nebyla by pouzitelnd pro néasledné analyzy. Rozhodujici je plisobeni RNaz,
teplota a doba uchovavani RNA. Bilek (2008) pfi svém vyzkumu zjistil, Ze neni vyznamny
rozdil degradace RNA, ktera byla uchovavana ve vod¢ oSetiené DEPC ¢1 RNA prosté vodé.

Degradovatelnost RNA je také ovlivnéna vlivem Casu a pisobenim teploty. Bylo

zjisténo, Zze RNA uchovévana pii teploté 20 °C zcela degraduje po jednom tydnu. Pokud byl
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izolovany vzorek uchovavan pii teplot¢ 5 °C, degradace probihala pozvolnéji — Vv prvnim
tydnu byla pouze nepatrnd, ovSem v dalSich tydnech jiz byla vyrazn¢jsi. NejidedlnéjSimi
teplotami pro skladovani vyizolované RNA jsou teploty mezi -20 °C az -70 °C, pfi kterych
RNA degraduje i po n¢kolika tydnech pouze nepatrné (Sedlackova et al., 2009). Neni tedy
zasadni rozdil mezi skladovanim vzorkt izolované RNA v lednici nebo mrazaku (Bilek et al.,
2008).

3.4.4 Hodnoceni kvality RNA

Spektrofotometrie se pouziva pro kvalifikaci vycisténé celkové RNA pomoci
spektrofotometru métici absorpci zafeni pti vinovych délkach 230, 260 a 280 nm (Gasic et al.,
2004). Soucasné byva ¢asto pouzivan typ spektrofotometru nazyvany ,,NanoDrop*. Tento typ
piistroje dokaze analyzovat vzorek ve velikosti 0,5 az 2 pl. Vyuziva k tomu opticky kabel, na
jehoz konec je napipetovan vzorek a pomoci druhého optického kabelu se vytvori kontakt se
vzorkem, jako zdroj svétla slouZzi pulsni xenonova lampa. Pfistroj pak analyzuje svétlo, které

prochazi vzorkem (NanoDrop).

3.5 Analyzy RNA

3.5.1 RT-PCR analyza (Reverse transcription-polymerase chain reaction)

Modifikované polymerdzova fetézova reakce spojend s reverzni transkripci vychazi ze
zékladni polymerazové fetézové reakce (PCR), nej€astéji probihajici ve tiikolovych cyklech,
zahrnujici denaturaci, pfipojeni primert a syntézu. Metoda bude popsana nize (Bartliikova et

Paulik, 2005).

3.5.1.1 Zakladni polymerazova fetézova reakce

Zakladni PCR musi obsahovat vzorek DNA se zkoumanym vzorkem, syntetické
oligonukleotidy, smés viech deoxynukleotidtrifosfati, Mg?" ionty, Taq polymerdzu a PCR
pufr. VSe zacina ptipravou syntetickych oligonukleotidi (primery), slouzici jako zaklad pro
tvorbu novych vldken a to tim, Ze specificky hybridizuji na obou koncich cilového tseku
DNA. V dnesni dob¢ dokazi syntetizovat primery o pozadované sekvenci automatizované
ptistroje bez vétSich finan¢nich nakladi. Prvni fazi PCR je tepelna denaturace (pii teploté 95

°C) vzorku DNA, kterou vzniknou dva jednoduché fetézce. Poté co teplota vzorku klesne k 50
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— 60 °C, dochazi k nasednuti primerii na komplementarni 3" konce cilové DNA (Bartinkova
et Paulik, 2005). Termostabilni DNA polymeraza dale katalyzuje syntézu novych vlaken,
Casto se pouziva takzvand Taq polymeraza - jedna se o DNA polymerazu izolovanou
z bakterie Thermus aquaticus (Saiki et al., 1988). Diky tomuto enzymu se prodluzuji vlakna
DNA smérem od obou primert (od 5" konce ke 3” konci). Aby doslo k denaturaci nové
vytvotenych DNA duplext, je nutno zkumavku s PCR reakei po dokonceni syntézy obou
vldken zahtéat na 95 °C a cely cyklus mtize zacit znovu. Kazdym dal§im cyklem denaturace a
syntézy, se pocet kopii useku mezi nasedlymi primery zdvojnasobi. OvSem logaritmicky roste
pouze mnozstvi kopii pozadované sekvence DNA, ostatni Useky vychozi DNA se
neamplifikuji (Saiki et al., 1988).

Modifikaci klasické PCR je také tzv. real-time PCR, kterd ma vyhodu v rychlosti a
vysoké citlivosti, diky tomu je vhodna k testovani velkého mnoZzstvi vzorkil. Zaznam

amplifikace je zaloZeny na principu fluorescence.

3.5.1.2 Reverzné-transkriptdzova PCR

Reverzné-transkiptdzova PCR na rozdil od PCR dokaze detekovat mRNA. Pii této
metod¢ je nejdiive mRNA piepsdna do cDNA za pomoci reverzni transkriptdzy ziskané
naptiklad z MLV (Molonyho virus mysi leukemie) nebo AMV (virus ptaci myeloblastdzy),
ktera je inaktivovana po skonéeni syntézy prvniho vlakna ¢cDNA. Useky DNA potiebné
k analyze, dale mnozime pomoci klasické polymerazové fetdzové reakce (Smarda et al.,
2005).

Bartinkova et Paulik (2005) tvrdi, Ze cely postup také mize byt zjednodusSen
provedenim reverzni transkripce a PCR V jedné reakci. To za ur¢itych podminek umoziuje jiz
vyse zminénd Taq polymerdza, majici krom&€ DNA polymerazové 1 aktivitu reverzné-
transkriptazovou (Saiki et al., 1988).

Jako primery u RT-PCR mohou byt pouzity specifické oligonukleotidy, smés
nahodnych oligonukleotidii ¢i oligo(dT) primer, navazujici se na poly(A) terminalni Cast
molekuly mRNA — tim umoziuje syntézu cDNA ve sméru od 5" k 3" konci (Bartirnkova et
Paulik, 2005).

RT-PCR byla pouzita pii analyze dvouvlaknové RNA Prunus avium s ptiznaky stem
pitting viru (Zhang et al., 1998).
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3.5.1.3 Reverzni transkripce nasledovana kvantitativni PCR

RT-qPCR neboli reverzni transkripce nésledovana kvantitativni polymerazovou
fetézovou reakci, je modifikaci RT-PCR analyzy, kterou lze vyuzit i u kratkych RNA. Pii této
analyze je pouzivan termocykler se zafizenim méfici fluorescencni zafeni po kazdém cyklu
PCR. Pravé fluorescen¢ni barviva a sondy, se pouzivaji pfi sledovani noveé syntetizovanych
vldken DNA. Z kiivek, které jsou vystupem RT-qgPCR a ukazuji nartist mnozstvi PCR
produktu v Case, lze stanovit absolutni kvantifikaci ptivodni mnozstvi sledované RNA nebo
relativni kvantifikaci, kdy je stanovovand RNA vyjadiena jako relativni pomér k mnoZzstvi
referen¢niho genu (Bustin et al., 2005).

RT-qPCR vyuzili napiiklad Zhu et al. (2015) pfi vyzkumu pupent Prunus

pseudocerasus pii dormanci.

3.5.2 Elektroforéza

Elektroforéza, jez je ustfedni metodou molekuldrni biologie, se pouziva pro oddéleni
nukleovych kyselin a proteind, které se od sebe 1isi velikosti nebo naboji. Elektroforéza je
zaloZena na skute€nosti, ze se v roztoku molekuly biopolymerh pohybuji rychlosti zavisejici
na pomeéru jejich naboje a hmotnosti (molekula s vétsim nébojem se v elektrickém poli bude
pohybovat rychleji, nez molekula s menSim nabojem, 1 pfesto zZe budou mit stejnou hmotnost
a tvar). Nukleové kyseliny obsahuji fosfatové skupiny, udélujici jim zaporny ndboj, proto se
Vv gelu pohybuji od katody k anodé€. Bez ohledu na velikost, maji nukleové kyseliny témét
stejny pom&r naboje a hmotnosti. Proto by nebylo mozZné rozdélit nukleové kyseliny podle
velikosti pii elektroforéze probihajici pouze v roztoku. Ztoho duvodu se pouzivaji pii
elektroforéze gely — agar6zové €i polyakrylamidové, vytvarejici molekularni sito s kanalky,
umoznujicimi pohyb délenych molekul. Pomoci gelové elektroforézy je mozné rozlisit
fragmenty, které se od sebe liSi o pouhd procenta své délky (Kuthan, 2009).

Gel je nejcastéji odlivany do ptipravené formy s hiebinkem, po kterém zustavaji jamky — do
nichZ jsou po vyjmuti nanaseny vzorky s nukleovymi kyselinami, a po vyjmuti je umistén do
elektroforetické vany a zalit elektroforetickym pufrem.

Samotny gel se sklada z agardzy nebo polyakrylamidu. Kazdy z nich mé specifické
vlastnosti vhodné pro konkrétni tikoly. Castéji se miZeme setkat s elektroforézou na

agardzovém gelu (Sambrook et Russell, 2001).
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Agar6za je polysacharid extrahovany z motskych fas. Koncentrace, ve které se
obvykle pouziva, je 0,5 az 2% - ¢im vyssi je koncentrace agarozy, tim je gel tuzsi. Vyhodou
agardzovych gell je snadna ptiprava — smichanim agar6zového prasku s pufratnim roztokem
a roztavit zahfivanim. Agarozové gely dokazi separovat Siroké spektrum nukleovych kyselin,
ale jejich nevyhodou je mala rozliSovaci schopnost. Jednotlivé frakce se daji zobrazit pod UV
svétlem, pokud do agardézového gelu pred skoncenim elekrotroforézy piidame ethidium
bromid (Sambrook et Russell, 2001).

Zatimco polyakrylamid je sesitovany polymer akrylamidu. Délka polymernich fetézca
je dana koncentraci pouzitého akrylamidu, coz je obvykle 3,5 az 20%. Ptiprava
probihat bez ptitomnosti vzdusného kysliku, ktery jinak proces inhibuje. Dalsi nevyhodou je
toxicita akrylamidu, jeZ je silny neurotoxin. I pfes to, ze je polyakrylamidovy gel povazovan
za netoxicky, mély by se pouzivat rukavice z divodu mozné piitomnosti volného akrylamidu.
Vyhodou akrylamidovych geli je vysokd rozliSovaci schopnost, i kdyz na rozdil od
agarozovych geli dokazi separovat pouze maly rozsah nukleovych kyselin (Sambrook et
Russell, 2001). Po provedeni elektroforézy lze detekovat konkrétni molekuly ribonukleové
kyseliny northernovym pfenosem.

Gelova elektroforéza byla pouzita k analyze RNA izolované z listli tfesné ptaci,
broskvoné obecné, hrusné obecné a jabloné obecné v protokolu Gambina et al. (2008) a

nasledné také k northern blot analyze.

3.5.3 Northern blot

Analyza northern blot (neboli northernovy ptenos) pattici mezi hybridiza¢ni metody,
umoznuje analyzovat expresi geni, sledovat pfitomnost ¢i nepfitomnost vybranych
transkriptti ¢i studovat alternativni sestfih mRNA. Vychazi z techniky Southern blot, kterou
pro vyhledavani pfibuznych sekvenci u DNA vyvinul Edward Southern v roce 1975, ktera
byla modifikovana pro pfenos ribonukleovych kyselin. Autoti metody northern blot ukryli do
nazvu Spetku humoru — jak je popsano vySe, vychdzi tato metoda ze Southernova pienosu
(,,J1Zni* pfenos), proto pojmenovali pfenos pracujici s RNA ,;severni®, tedy northern blot. Pro
velky uspéch této slovni hiicky, se metoda pro pienos proteinli na membranu pojmenovala
»zapadni® - western blot (Kuthan, 2009).

Provadi se po agarézové elektroforéze, ale jedna se o alternativu detekce oproti

barveni ethidium bromidem. Separovand RNA je pifenesena na membranu, napiiklad
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nylonovou ¢i nitrocelulézovou. Prenos se uskuteéni béznym kapilarnim zplsobem -
pfiloZenim membrany na gel, vyuzitim vakua nebo elektropfenosu. Na membranu je nutno
ribonukleovou kyselinu ireverzibilné imobilizovat, toho docilime vysusenim ¢i UV svétlem.
Nasledn¢ probihd hybridizace za pouziti hybridizacniho roztoku s pfidanymi chemicky ci
radioaktivné znacenymi sondami, vSe se pies noc inkubuje, po inkubaci se roztok znici a je
pfidan promyvaci roztok. Diky promyvacimu roztoku se z membrany odmyji nespecificky
navazané sondy. Zatimco sondy navazané na membrané vizualizujeme — tim Ze membranu
exponujeme na rentgenovy film. Tato detekce hybridizované sondy poskytne specificky vzor
prouzki, které odpovidaji restrikénim fragmentim obsahujicim komplementarni sekvenci
Kk pouzité sodné (Trayhurn, 1996).

Northern blot pouzil Sasaki et al. (2011) pfi analyze listh infikovanych ALSV u

jabloni a hrus$ni.

3.5.4 Dot-blot

Dot-blot metoda je v podstaté¢ zjednoduSena northern blot analyza. Na rozdil od
northern blot analyzy, se pfi dot-blotu neprovadi gelova elektroforéza - vyhodou je tedy mensi
Casova naroc¢nost. Pro detekci je vyuzivana specifickd vazba mezi antigenem a protilatkou.
Membrana s navazanymi nukleovymi kyselinami je ponofena do roztoku s protilatkami
(VI¢novska et al., 2014).

Dot blot analyza nalezla uplatnéni naptiklad pii S genotyping a S screening s vyuzitim
SFB genového polymorfismu u japonskych $vestek a tfesni ptacich podle Kitashiba et al.
(2008).

3.5.5 Microarray

Technologii microarrays poprvé piedstavil Patrick Brown a jeho kolegové v roce
1995. Prvni microarray neboli RNA Cipy byly vytvofeny za pouZiti cDNA odvozené od
produkti polymerdzové ftetézové reakce PCR. Pouzivanim terminu RNA mikroCipy
odkazujeme na pouZiti pfi méteni trovné RNA, zatimco DNA mikro€ipy udavaji sekvenci
nebo troven DNA. RNA microarrays, vyuzivajici se pii analyze genové exprese a
kvantifikaci mRNA, jsou soubory mikroskopickych poli¢ek se sondami navazanymi na pevny
povrch. Kazdy fragment cDNA, pfedstavujici individudlni gen, je imobilizovan na podlozni

skli¢ko, potazené DNA-vézajici chemikalii jako je napfiklad aminosilan. Toto poli¢ko miize
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byt tisknuto jako cely genom mikroCipii nebo se zaméfenim na konkrétni sekci gent
(Khademhosseini et al., 2011).
Microarray je kliCovou analyzou v protokolu Lee et al. (2007), kde je vyuzita

k vyhodnoceni genové exprese u jabloni, konkrétné u odrady Fuji.
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4 Hodnoceni metod pouzivanych k extrakci a analyze RNA

Fenol-chloroformova metoda patii mezi tradi¢ni metody, je vSak ¢asové naro¢na a
velmi pracna. Nehodi se pro extrakci RNA ze vzorkii v malém mnozstvi (naptiklad roztok o
objemu 10 pl), jelikoz pro provedeni této metody je spotiebovano velké mnozstvi vstupniho
materialu. Casto také dochazi ke kontaminaci mezi jednotlivymi vzorky, obavam se, Ze tim je
sniZzena vyuzitelnost této metody oproti ostatnim metodam.

Metoda adsorpce na silikat nevyzaduje specidlni vybaveni laboratofe. Vyhodou je také
jednoduchost, rychlost a pohodlnost této metody. V dnesni dobé se na principu této metody
zakladaji komercni soupravy pro izolaci ribonukleové kyseliny.

Klasicka extrak¢éni metoda pouzivajici CTAB byla velice ¢asové narocna a pracnd,
proto vzniklo mnoho modifikaci, které extrakci vyznamné urychlily. Popisovand modifikace
dle Gambina (2008) byla usp&$na. RNA, vyizolovana za méné nez tii hodiny, byla bez
proteintl, polysacharidi a polyfenold. Degradace RNA béhem extrakce byla pouze velmi mala
nebo zadna.

Metoda, kterou vytvofili Chomczynski a Sacchi, vyuzivajici guanidium thiokynat-
fenol-chloroformu. Diky guanidium thiokyanatu je oproti tradi¢ni chloroformové metodé
pouzivani organickych rozpoustédel, na druhou stranu patii tato metoda k levnéjSim
variantam. Také tato metoda je pouZivana pro vyrobu komer¢nich kit, ¢imz se redukuje
prace s nebezpeénymi ¢inidly. Metoda se osvédcila pro analyzy northern blot a dot-blot.

Magneticka separace je velice piesna metoda izolace RNA., u které je malé riziko

vzéajemné kontaminace vzorkd. Také je zakladem pro komer¢ni kity k izolaci RNA.

RT-PCR dokaze detekovat a kvantifikovat, na rozdil od klasické PCR, mRNA. RT-
PCR je nejcitlivéjsi metoda, schopna detekovat mRNA z jedné buniky. RT-PCR byla pouZita
pii analyze dvouvlaknové RNA Prunus avium s ptiznaky stem pitting viru v protokolu od
Zhang et al. (1998).

Elektroforéza  stanovuje integritu  izolované RNA na agarézovém i
polyakrylamidovém gelu. Castgji je pouzivany gel garézovy, vyhodu ma ve snadné piipravé a
schopnosti separace Sirokého spektra nukleovych kyselin. Jeho nevyhodou je mala rozliSovaci

wewvr

Nevyhody polyakrylamidového gelu jsou v toxicité akrylamidu (silny neurotoxin) a
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schopnosti separovat pouze maly rozsah nukleovych kyselin. Vyhodou akrylamidovych geli
je vSak vysokd rozliSovaci schopnost. Gelova elektroforéza byla uspésné pouzita k analyze
RNA izolované z listi tfeSn¢ ptaci v protokolu Gambina et al. (2008) a nasledné také k
northern blot analyze.

Northern blot patii mezi hybridizac¢ni analyzy a je pouzivana k detekci a kvantifikaci
mRNA stejné jako RT-PCR, ovSem neni tak citliva.

Dot-blot analyza je zjednoduseny northern blot. Vynechanim elektroforézy je, dle
mého nazoru, analyza zna¢né urychlena a vyhodou dot-blot je tedy mensi ¢asova naro¢nost.

Microarray mohou byt zaméfeny na cely genom ¢i pouze na konkrétni sekci gend.
Jejich vyhodou je moznost provadét vice analyz najednou. Microarray pouzil Lee et al. (2007)
pii hodnoceni genové exprese u jabloni. Zda se, Ze microarray budou mit v budoucnu velké

zastoupeni mezi analyzami RNA.

36



5 Zavér

Cilem mé prace bylo vypracovat literarni resersi, vénujici se metodam izolace RNA a
jejich nasledné analyzy s ptihlédnutim k problematice pouziti u tieSné ptaci.

Bylo zjisténo, ze izolace RNA tie$né je dulezita pro zachovani a reprodukci genovych
zdrojii tfeSn¢ ptaci, kterd je soucasti tzv. uslechtilych listnact. Vyzkumy tieSné ptaci se
zabyvaji nedostate¢nym mnozstvim kvalitniho sadebniho materialu, potiebného ke $lechténi
novych odrid.

Izolace RNA tfeSn¢ je komplikovana obsahem polyfenoli a polysacharida,
vyskytujicich se u ovocnych dievin v hojné mife. Polyfenoly je mozné odstranit ptidavkem
PVP do extrakéniho pufru, zatimco polysacharidy pouzitim CTAB. Pfi volbé metody izolace
RNA by méla byt tato skute¢nost zohlednéna.

Analyzy izolované RNA jsou popsany v samostatné kapitole. Ke kazdé analyze je
struéné¢ uvedeno, v jakych piipadech byla pouzita pii analyze u ¢eledi Rosaceae.

V budoucnu by mohla byt prace rozsifena o nové poznatky, tykajicich se modifikaci

metod a analyz k izolaci RNA.
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7 Seznam pouzitych zkratek

A
ALSV
AMV

C

cDNA
CTAB
DEPC
DNA

G

GITC
InNcRNA
miRNA
MLV
MRNA
PCR
pre-mRNA
PVP
RNA
rRNA
RT-PCR
RT-gPCR
SDS
SFB
SiRNA
SnoRNA
SnRNA
Tris
TRIzol
tRNA

U

adenin

apple latent spherical virus

virus pta¢i myeloblastozy

cytosin

komplementarni DNA / synteticka deoxyribonukleova kyselina
cetyltrimethylamoniumbromid

diethyl pyrokarbonat

deoxyribonukleova kyselina

guanin

gauanidin isothiokyanat

long non-coding RNA / dlouha nekddujici RNA
mikro RNA

Molonyho virus mysi leukemie
mediatorova/messenger RNA

polymerazova fetézova reakce

pre-messenger RNA

polyvinylpyrrolidon

ribonukleova kyselina

ribozomalni RNA

polymerazova fetézova reakce spojena s reverzni transkripci

reverzni transkripce nasledovana kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci

dodecylsiran sodny

S-haplotype-specific F-box gene

short interfering RNA / kratka interferujici RNA
short nucleolar RNA / kratka jadérkova RNA
short nuclear RNA / kratkd jaderna RNA
tris(hydroxymethyl)aminomethan

guanidin thiokyanat-fenol-chloroformova metoda
transferovda RNA

uracil
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Nukleotidy RNA —str. 16
Centralni dogma — str. 17
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