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Shrnuti

Protoplasty jsou vhodnym modelem pro studium &oé dediferenciace a nasledného
reprogramovani. Toto téma je intenzivizkoumano u buik ZivociSnych. OvSem
reprogramovani ziv@Snych buik je obtizné a potyka se s mnoha problémy.
Dediferenciace ifedpoklada, ze terminardiferencované hiky neztraceji jejich vyvojové
schopnosti a vlivem ditych podminek (n€psgji stres) jsou schopny dosahnout stavu
pluripotence, tj. stavu podobného kmenovymikam, gedtim, nez se vydaji na novou
drahu (diferenciace, proliferace, smrt). Tato pramevnava izné aspekty rostlinnych a
Zivocisnych burk vzhledem k jejich dediferenciaci a reprogramovdediferenciace je
provazena reorganizaci chromatinu, zahrnujici jele&ondenzaci, coZz je v této praci
ovéteno pomoci metody FISH, sondami hybridizujicimnaerepetice SAT | a 5S rDNA v

jadrech protoplagtokurky Cucumis sativus L.).



Summary

Protoplasts are suitable model for study of celluadifferentiation and subsequent
reprogramming. This topic is intensively studiedaimmal cells. However reprogramming
of animal cells is difficult and many problems hasaurred. Dedifferentiation embodies
the idea that differentiated cells don‘t lose thdevelopmental capacities and, under
certain conditions (commonly stress), are capablacquiring a state of pluripotence, a
stem cell-like state, before assuming a new fafée(dntiation, proliferation, death). This
work compares different aspects of animal and plaeelis in relation to their
dedifferentiation and reprogramming. Dedifferentiatis accompanied by reorganisation
of chromatin, including its decondensation, whishn this work proved by FISH, using
probes hybridising SAT | and 5S rDNA repeat seqasnin nuclei of protoplasts of

cucumber Cucumis sativus L.).
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1 Cile prace

Cilem prace je shromazdit a zpracovat literatukaji¢i se cytogenetiky protoplastovych
kultur rostlin. ReSerSe se zabyva&ami organizace chromatinu v ldném jade bthem
diferenciace a reprogramovani protoplastovych ékuma rovéZz bude tyto zrény

porovnavat se s@asnou Urovni znalosti reprogamovani duhivociSnych.

Praktickacast zahrnuje izolaci a kultivaci protoplastkurky seté Cucumis sativus L.),
piipravu prob pro metodu FISH (fluorescennesitu hybridisation) a samotné provedeni
této metody. Vysledky FISH analyzy jader protoplashaji ukazat dekondenzaci
repetetivnich sekvenci erstw izolovanych protoplast (0 hodin po izolaci) a jejich

zpstnou rekondenzaci v zavislosti na ddtultivace a kultivanich podminkach.



2 Uvod

Je znamo, Ze diferencované rostlinnékyuneztraceji st vyvojovy potencial Bhem
normalniho vyvoje. ¥tSina rostlinnych butk maze dosahnout Zp svého stavu
pluripotentnosti, podolinjako si jej udrzuji bikky meristematické. Po izolaci z rostlinného
pletiva a nasledné kultivaci, maji moznost dedifeovat, vstoupit znovu do b&mého
cyklu, proliferovat, regenerovat rostlinné orgafiydokonce dat vzniku novym rostlinam
(Takebe et al., 1971, Orgj et al., 2009). Jednim z nejlepSidlikjadi dediferenciace je
protoplastizace. Naproti tomu u ziisnych bugk je situace mnohem komplikovgai.
Metody, jeZ maji vést k dediferenciaci Blrterminalrg diferencovanych a navodit u nich
stav podobny hikam kmenovym maji velice malé procento &smsti. Bmito metodami
jsou napiklad prenos jadra diferencovanéiiy do oocytu s urle odstranym jadrem

nebo genos ukitych retroviralnich geindo genomu bitky hostitelské (Grafi, 2009).

Tato prace popisuje zmy, jimiz projde chromatin rostlinnych bén pii protoplastizaci.
Zarover popisuje obecné vlastnosti chromatinového vlalamgenetické modifikace a
snazi se fblizit organizaci chromatinu v interfaznim jé&d Také se snaZi srovnat
vlastnosti busk rostlinnych a ZivéiSnych ve vztahu k ziskani pluripotence. Praktickst
mé& metodou FISH @it dekondenzaci repetetivnich sekvenci SAT | a BSIA pfi

izolaci protoplast a jejich zgtnou rekondenzacitpnasledné kultivaci.
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3 Souéasny stav reSené problematiky

3.1 Protoplast
Protoplast je rostlinna lka zbavena buiné stny pomoci lytickych enzyf

V souwasnosti je protoplastizace jednou z hlavnich mgtadstudium rostlinnych bihk

z hlediska cytologického, fyziologického a molekuni@o. Uplaténi najde vSak i
nagiklad @i Slechéni rostlin, zejména ip somatické hybridizaci, ip niz se pouziva
metody elektroflze protopldstnebo chemické fluze zacasti fuzogen. Z jednoho
jediného protoplastu je mozné regenerovat celodlimaspomoci kultivace v médiich
obsahujicichirstové hormony (Takebe et al., 1971).

Trendem poslednich let je vyzkum dediferetisiah pochod, které se odehravajitip
protoplastizaci a nasledna diferenciace, spiSe rediferenciace,fipkultivaci téchto

protoplash, souvislost se znovuziskanim totipotence a s diaraci heterochromatinu.

3. 2 Somaticka variabilita rostlin a jeji zvySeni  protoplastizaci
Izolace protoplast a jejich nasledna kultivace srojici k tvort® novych rostlin je

nejenom pro bku samotnou, ale i pro jeji genom stresujici seudt€chto podminkach
dochazi k reorganizaci chromatinu vyssitddu. Rovez dochazi ke zegmam v primarni
organizaci genomu — sekvenci. Tyto &m jsou ¢asto asociovany s cytologickymi
abnormalitami jako je z#ma ploidie bugk, prestavby chromozétn a zlomy
v dvousroubovici DNA vedouci Kienym aberacim (translokace, inverze delece a iagerc
Zarover maze dojit k aktivaci transpozéra retrotranspozdrn coZz nize vést k mutacim,
vloZi-li se tyto elementy do oblasti kédujicich fgiay (Grafi, 2009). Proto se i rostliny
odvozené in vitro kultur mohou liSit jedna od druhé, coz v kontexumén genomu

ozna&ujeme terminem somaticka variabilita.

3. 3 Pluripotentni bu nAky Zivo €éich t
Moznost dediferenciovat |ze zacitych podminek vyvolat i u somatickych hiknsavdé.

Prikladem toho mohou bytienosy jader ze somatickych kndo oocyl s untle
odstragnymi jadry, které davaji vzniknout Bkdm podobnym zygotam a néslédn
Zijicimu potomstvu - kloiim. OvSem oproti rostlinnym kkam je tu mnohem mensi

procento usgsnosti (Grafi, 2009). iXina nevelké usfgnosti zatim neni zcela znama.
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Védci se piklangji k tomu, Ze na vié je nespravna epigeneticka regulace, spiSe nez
genetické odchylky zapsané vipdi bazi (Rideout et al., 2001).

3. 4 Chromatin
Bunééné jadro je tvieno z 30 az 40 % chromatinem. Chromatin jedgmovlaknem DNA a

proteiny. V zavislosti na stupni kondenzace jejlile na vysoce kondenzovany
heterochromatin a dekondenzovany euchromatin, keegyistupny transkripci. Zakladni

struktura chromatinu je nétwené vlakno o gméru 11 nm, které je dale skladano do
kompaktrgjSich struktur o prméru 30 nm, 120 nm a 240 nm.

3. 4.1 Euchromatin
Euchromatin pedstavuje dekondenzovanotast chromatinu. Je bohaty na geny

a transkrigné aktivni.

3. 4. 2 Heterochromatin
Heterochromatin @dime na konstitutivni, obsahujici hlavigeneticky neaktivni oblasti, a

fakultativni, ktery je neaktivni pouze vditych buré¢nych liniich, zatimco v jinych je
aktivné exprimovan. Heterochromatin se nachazi hiavntelomerickych oblastech a
v oblasti centromery, heterochromatinem jeifidad i cely neaktivnhi chromozom X savc
(Park a Kuroda, 2001, Reik et al., 2001). U roggirmozno heterochromatin nalézt navic
v oblasti organizatoru jadérké,v B chromozomech (Fransz et al., 2000).

Velkym zdrojem informaci o strukite a funkci heterochromatinu jsou geny, které koduji
proteiny a jejichz sekvence je ungish v oblasti heterochromatinu (shrnuto v Avramova,
2007).

3.5 Heterochromatin jako marker bun é¢éné diferenciace
Diferencované btky maji charakteristickou Urosieexprese geha tomu odpovida stav

kondenzace chromatinu. Ni@dad u jader mezofylovych bgh lista Arabidopsis thaliana
se z¥tSuji chromocentra, tudiz se zvySuje podil hetexmolatinu, Bhem vyvoje a starnuti
listu (Tessadori et al., 2004, Mathieu et al., 2003

Dediferenciace jader mezofylovych kin Cucumis sativus, ktera je doprovazena

dekondenzaci heterochromatinu, vedla k totalnimumizgni (resp. rozvokmi)
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chromocenter &Siny jader (Ontkj et al., 2008). Stejny jev je popsan u izolaaqplast
mezofylovych busk Arabidopsis thaliana (Tessadori et al., 2007). dienim relativniho
obsahu heterochromatinu (ROH) vzhledem k celkoe8gDNA obarvené DAPI do&p
Ondrej et al. (2008) téz k dalsim zajimavym vyshaak ROH jader mezofylovych bgk
Cucumis sativus odpovida 5 — 20 %, ihned po protoplastizaci sgisrd 0 — 5 % (koreluje
s celkovou dekondenzaci heterochromatinu). Dalffiviei tchto protoplast v médiu
s vysokym obsahem mannitolu a snizenim osmolautyl$ dnech vedlo k ROH 15 —
20 %. Buiky v této kultde zZistaly ve stadiu malych kalispo 4 tydnech kultivace.
Naproti tomu protoplasty kultivované v médiu s rizkobsahem mannitolu a snizenim
osmolarity hned prvni den kultivace (po vyiteni buréné stny) vykazovaly pi méieni
ROH ve stejnéntase hodnoty mezi 10 — 15 %, které jsou &&motoZzné s hodnotami
zjisttnymi u somatickych embryCucumis sativus. Bunky z této kultury tveéily po

4 tydnech kultivace proembrya. Snizeni osmolantgchpo vytvéeni buéné sény tedy

zabranilo pekondenzovani chromatinu pozorovanému v druhémumédi

3. 6 Dekondenzace chromatinu
Dekondenzace chromatinu je jednim z hlavnich afpbkieéné dediferenciace. Byla

zdokumentovana u tabaku (Zhao et al., 20@tgbidopsis (Tessadori et al., 2007) a
okurky (Ondej et al.,, 2009). Je provazena relaxaci centrohgic repetetivnich
sekvenci, repetic kddujicich rDNA (Tessadori et 2007) a subtelomerickych satelitnich
sekvenci (Onij et al., 2009). Otazkouugtavd, do jaké miry z&ni dekondenzace
chromatinu expresni profil protoplastDoposud je zndmo, Ze zvySena exprese se tyka
gemni zapojenych do vystavby bé&mé stny a geid, jejichz produkty jsou nezbytné pro
burg¢ny cyklus. Dekondenzovana chromocentra, u nicllekendenzace projevi nejvice,
jsou navic tém¥ bez jakychkoli getn (Avramova, 2002). Dekondenzovany
heterochromatin si také ponechava své specifickgerptické znaky (Tessadori et al.,
2007). Vysledky Zhao et al. (2001) popisujiedyo solg nasledujici faze dekondenzace
chromatinu u protoplastodvozenych z mezofylovych béktabaku pedchazejici vstupu
do S faze butného cyklu.

3. 6.1 Prvni faze dekondenzace chromatinu
Prvni faze dekondenzace chromatinu byla zaznanagmded po izolaci protopldst Tato

faze znai prechod z GO do G1 faze bitmého cyklu a je nezavisla naitemnosti
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ubiquitinu i fistovych hormofi cytokininu a auxinu. Jetechodnou fazi nutnou pro
aktivaci ger, jejichZ produkty jsou péebné pro biikku, aby mohla se mohla diferencovat
do jinych tym bungénych linii (Zhao et al., 2001).

3. 6. 2 Druha faze dekondenzace chromatinu
Druha faze znsci prechod do S faze je uz na vySe uvedenych faktoréeisla. Bez

piitomnosti rostlinnych hormdain protoplasty sr&uji do procesu podobnému kgné
smrti znameé u zivsSnych buk. Nutnost pitomnosti ubiqutinu byla otestovana kultivaci
protoplast v médiu s inhibitorem ubiqutinytaiho protedzového systéemu MG132, v jeho
piitomnosti protoplastyistaly v G1 fazi. Pokud byl MG13igan ve fazi, kdy jiz ékteré
protoplasty dosahly S faze (48 hodin po izolagy) Wtéto kultue nasleda zjisten i vyskyt
protoplash v G2 fazi, ale Zzadné v S fazili na prechod z S do G2 faze tento inhibitor vliv
nema, stejtijako nema zadny efekt na vyskyt prvni faze dekomdee chromatinu (Zhao
et al., 2001).

3. 7 Rekondenzace chromatinu
NejvétSi miry rozvolgni heterochromatinu je dosazeno hned po izolacit&loodinach po

izolaci je mozné sledovat reorganizaci chromocenfiemdnd se o postupny proces,
repetetivni sekvence kondenzuji jedna po drulkénz tvai now vznikajici
chromocentrum (Tessadori et al., 2007). Toto postugkladani naziaje odliSné
vlastnosti heterochromatinu tfoi rizné specifické typy repetic, neni vSak jasné, ktery
molekularni mechanismus je odgdwny za tuto posloupnost kondenzace repetic.

3. 7.1 Stupe n rekondenzace repetic je spojen s oxidativnim stres em
Spoleénym znakemin vitro kultur je produkce volnych kyslikatych radikah jejich

nasledné hroma&di. Rozsah jejich Skodlivého cinku je zavisly na efektivit
antioxidativnich mechanisim Oxidativni stres rive vést aZz k bugné smrti stejnym
zpisobem jako najklad hypersenzitivni reakce po napadeni patogenApiikace
kyseliny askorbové (antioxidant) na kultva meédium urychlila rekondenzaci
repetetivnich sekvenci a formovani chromocentejv&t& mira dekondenzace chromatinu
také koreluje s nejvysSi koncentraci volnych kyslkh radikal. V témze okamziku (0 —

24 hodin po izolaci) byly také zji&ty nejnizSi Grové exprese geh antioxidativnich
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enzymi askorbat peroxidazy a katalazy, coz némj@ Ze ochranny antioxidativni systém
buiky je v tuto chvili vypnut vlivem dekondezace chatinu. Expreseéthto geri u
protoplast kultivovanych bez kyseliny askorbové se postupmySovala v zavislosti na
kultivacnim ¢ase a dosahla Uro¥srovnatelné s arovni zjitou v listech po 72 hodinach
kultivace. U protoplastkultivovanych s kyselinou askorbovou Urévexpresedchto geri
piesahla Urove zjiSttnou v listech po 48 hodinach kultivace, vyslednyedastatek"
volnych kyslikatych radikal ved! k sniZzeni exprese dgeaskorbat peroxidazy a katalazy
72 hodin po kultivaci (Oni@j et al., 2010).

3. 8 Vy3Si Fad organizace chromatinu

3. 8.1 Pozice chromatinu je zavisla na genové exp resi
Oblasti s vysokou genovou expresi, tzv. RIDGE (gliakého Regions of increased gene

expression) jsou umisty prevazmie blize centru butného jadra, naopak oblasti anti-
RIDGE s nizkou genovou expresi je mozno nalézt eafepii jadra, blizko jaderné
membrany (pro ilustraci viz obrazek 1). Anti-RIDGE maji také v @méru 1,4x
kompaktrgjsi strukturu chromatinu a v 3d prostoru jadra egbkulovity tvar. Tyto znaky
jsou konzervativni a vyskytuji se u lgnych linii nezavisle na stadiu bimého cyklu
(krom¢ mitdzy a meiozy), saiasné genové expresi a karyotypu (Goetze et al.7)200
Pozice oblasti s pmérnou genovou expresi jeda@na sousedstvim s oblastmi RIDGE nebo
anti-RIDGE.

Obrazek ¢. 1. _ Jaderna membrans
Pozice RIDGE a anti-
RIDGE vzhledem — B i P
k jaderné membrén TR AT ¥
- | o :"P

Aktivné transkribované R L
oblasti (s velkou
genovou hustotou) maji
tendenci byt uprostd
burg¢ného jadra.

Chromatinové vliakno

Upraveno dle Goetze ' riu;in:_;e
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3. 8. 2 U rostlin je organizujicim elementem chrom  0zo6mu chromocentrum
Vyskyt chromocenter byl pozorovan u mnoha rostlaingiruhii, ale napiklad také u mysi.

U c¢lovéka chromocentra pozorovana nebyla. Chromocentratavsgs hlavie
z centromerického a pericentromerického chromapnoto jsou také intenziwbarvitelna
DAPI a snadno sledovatelnd vecéminém mikroskopu. Krogh nekédujici DNA a
transpozén obsahuji téZ inaktivni geny kédujici rRNA. Z chroretra vybihaji smiky
transkribovaného euchromatinu (Tessadori et aQ420

3. 8. 3 Ruzicova struktura (rosette-like structure)
Kazdy chromozomArabidopsis miZze formovat strukturu fpominajici fizici, jejimz

sttedem je vysoce kondenzovany pericentromericky belwomatin, ze kterého vybihaji
smyeky nekondenzovaného euchromatinu trangkdp aktivnich oblasti
(Fransz et al., 2002). StejnotZicovitou strukturu je mozno pozorovat u mysSi. $duca
mySich lymfocytech ukazaly, Ze transkmp aktivni geny jsou umi&hy dale od
pericentromerického heterochromatinu, zatimco tpégeny v diferenctaim stavu, kde
nejsou exprimovany, jsou stéasti heterochromatinu chromocentra (van Driel an$za
2004). Euchromatinové sritlyy se tedy odvijejici zmenSuji v zavislosti na transkéimp
aktivit¢ germi na nich umisinych. VySe uvedené modely takée@pokladaji struktury,
které fyzicky gipojuji smycky k chromocentirm. Jednou z takovychto struktur je sekvence
organizatoru jadérka na chromozomu Arabidopsis (Fransz et al., 2002). DalSi podobné
sekvence zatim ustavaji neobjeveny. Lidské chromozomy se édhtmysSich nebo
chromozond Arabidopsis v tomto aspektu liSi tim, Ze tkiovelky patet &€chto malych

razicovitych struktur. TatouZicovit4 struktura je u rostlin rozvaina protoplastizaci.

3. 8. 4 Struktura Rabl
Rostliny s velkym genomem, jako pSenice, Zitaibule, které maji i mnohen¥isi obsah

heterochromatinu oprofirabidopsis, maji i typické uspiadani chromozotnv interfaznim
jadre. Toto usprAdani bylo nazvano struktura Rabl po jeho objavi@driu Rablovi
(1885). U rostlin s timto uspéddanim je mozné pozorovat veéwiném mikroskopu
chromozomy s centromerami shrom&igimi na jedné stranjadra a s telomerami na

strart opa&né. Na zaklagl téchto pozorovani také vyslovil mySlenku, Ze chrommoygo
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Vv jadie zabiraji ufité vymezené oblasti. Zesréni této hypotézy jfinesli v 80. letech 20.
stoleti bratti Cremerové.

3. 9 Chromozdémova teritoria
Chromozdémy v interfaznich jadrech rostlin i Ziadht zabiraji vymezené domény nazvané

chromozomova teritoria (Cremer a Cremer., 2001yo@ozémova teritoria byla poprvé
objevena jiz na ifelomu 70. a 80. let dvacatého stoleti (Zorn et1#79, Cremer et al.,
1982), ol skupiny vyzkumnilt pfi objevu vyuZili oz@ovani interfaznich jader UV
paprsky a nasledné studium regaiah proces. To, Ze byly poSkozeny jenckteré

chromozomy je vedlo k mySlence, Ze po mitéze nedé&ozuji zcela, i v interfaznim
jadie si chromozomy uchovavajidilou miru kompaktnosti a zabiraji v 3d prostorurgad

vymezenou oblast. Tyto oblasti nazvali chromozomtevigoria (CT).

3.9.1 Pozice CT
Ackoli pozice CT uvnit jadra ziv@isnych bugk neni peva fixovana, neni ani zcela

nahodna. CT obsahujici velké mnoZstviig@ou umistna blize seedu jadra a geneticky
chuda CT jsou blize jaderné periferii. Chromozoéragtiin jsou podob# jako Zivaiisné
uspdadany do CT. Na rozdil od savcCT Arabidopsis jsou vSak uvnitjadra umistna
nahodr (krom¢ homolognich sekvenci NOR chromozibr@ a 4, které jsou spojeny
s jadérkem, ve vice nez 90 % jader je totiZz jenedm) (Péinka et al., 2004).

U Arabidopsis je tedy parovani homolognich chromozapiSe vyjimkou nez pravidlem.
Naproti tomu uDrosophila melanogaster bylo pozorovano parovani homotog 60-90 %
jader. Toto srovnaridrosophila a Arabidopsis poukazuje na to, Ze podobnost ve velikosti
genomu, organizaci sekvenci ac¢fpo chromozém nemusi vést k identické organizaci

chromozomovych teritorii (Renka et al., 2004).

3. 9.2 Transkrip éné aktivni oblasti mohou tvo Fit smy €ky
Byly pozorovany transkriné velice aktivni oblasti, které se nachazely mimtasbjejich

vlastniho chromozomového teritoria, jedna se o &wyydlouhé az &kolik megabazi
(van Driel a Fransz, 2004).iiRladem niize byt lokus MHC (z anglického major
histocompatibility complex) na lidském chromozomktery je pozorovatethvytlatovan

ze svého chromozémoveého teritoria potom, co je Ekmrese aktivovana interferonem-
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(Volpi et al., 2000). Tato dekondenzacieja¢ neni ovliviena @imo transkripci, ale
vazbou silného transkipiho aktivatoru na promotorgdhto sekvenci, protoze sika je
zformovana jest pred z&atkem samotné transkripce (Tumbar et al., 1999%0 Synyky
se pravdpodobre misi s chromatinem dalSich chromozZdnStejné struktury jako u
lidskych burk, byly pozorovany i u rostlin, kde tyto siky zainaji a kowi na
chromocentrech. Zajimavosti je, Ze fiklad u Arabidopsis se mohou tyto oblasti
formovat do jedné sntky o velikosti 2 - 3 Mbp nebo do¢kolika smyek menSich
(Fransz et al., 2002). Celkdvze vSak konstatovat, Zze chromozomy rostlin i éava@ji

z tohoto pohledu podobnou strukturu.
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3. 10 Model interchromatinovych domén
Model prosazovany Thomasem Cremerem. Podle tohottelm, chromozomova teritoria

i chromatinové domény (napp a g raménko chromozému) vykazuji velice malebm
Zaddnou miru miseni (Cremer et al., 2000). CT jsotostpro¥ oddleny
interchromatinovymi doménami (ICD). ICD ttiosit mezerc¢i kanélki, které umo#u;ji
piistup proteidm transkrigni masinérie k chromatinu. Tento model je podpongva
zjisténimi, Ze aktivé transkribované geny se nachazeji na okraji CTipat inaktivni
geny jsou umishy uvnit CT, bez moZznostiifstupu k transkrignimu aparatu (shrnuji
Branco a Pombo, 2006a). Schématicky je model zikresobrazki. 2.

Obrazek ¢. 2: Model interchromatinovych domén

nuclear T
envelope ’.f*""" chromosome
N territory
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smyka chromatinu vysouvajici se ze svého CT
vzacna chromozomova interakce

ouhwhpE

Upraveno dle Branco a
Pombo
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3. 11 Model interchromozomalni sit &

Navzdory dive pedkladanému modelu, Branco a Pombo (2006b) jasokazali uzitim
metody Cryo-FISH (velice citliva metodia situ hybridizace na tenkych zmrazenych
fezech buek za stringentnich podminek), Ze CT se misi a nenz&polu interaguji. Na
z&klad porovnani s frekvenci translokaci téz diisfk ndzoru, Ze pr&y toto miseni
v interfazi je picinou chromozémovych zlofna translokaci, coz samepme nevyluiuje

vznik dvouvlaknovych zlor jinym zpisobem (Aten et al., 2004). Schématicky je model
zakreslen v obrazku 3.

Obrazek €. 3: Model interchromozomalni it
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3.11. 1 Dekondenzace chromatinu zvySuje frekvenci miseni CT

Porovnanim intenzity miseni chromozomovych tetlit@iarovni jejich kompaktnosti
(hustoty vyjadené v pétu pab bazi na jednotku objemu CT) u lidskych lymfacye
zZjistilo, Ze mén kondenzovana CT vykazujétsi miru vzajemného promichani (Branco a
Pombo, 2006b). Chromatin, ktery po protoplastizaesivrié dekondenzuje, by tedydn
také vykazovat &S3i miru miseni a tim padem ét8i procento translokaci. VysSi qed
amitotickych aleni pi kultivaci protoplasi kratce po jejich izolaci koreluje s touto

myslenkou.

3. 12 Epigeneticka regulace
Epigenetickou regulaci rozumime modifikac&didné informace, které nejsou zapsany

v paradi bazi DNA. Regulace zapinani a vypinanud®hmem Kistu a vyvoje organismu je
podrobena této regulaci. Odrazi se na stupni karaenchromatinu i na expresnim profilu
burgk (Jenuwein a Allis, 2001).

3.12.1 Metylace DNA
Metylace DNA hraje dllezitou roli @i epigenetické represi genové expresé&tsSwha hust

metylovanych sekvenci se nachézi u rostlin v obtdsbmocenter (Fransz et al., 2002,
Probst et al., 2003). Otazkouistdva, zda je metylace DNAfipinou zformovani
heterochromatinovych domén nebo je jejim prostyrslattkem. FISH analyza mutént
ddml-2 a metl-1, kteri vykazuji az o 30 % nizZSi Urokremetylace a maji mala
chromocentra (Vong et al., 1993), prokazala, Z&esni objemu heterochromatinu je
zpisobeno femisténim pericentromerickych sekvenci (ne-transpézordale od
chromocenter. Toto nazfige, Ze lokalizaceéthto sekvenci jgizena metylaci DNA.
Naproti tomu velké tandemové repetice a transpozonystaly v oblastech
heterochromatinu redukovanych chromocente$tSV dekondenzace byla pozorovana u
mutantaddml-5, ktery vykazuje ¥tSi redukci metylace (Probst et al., 2003), zdd-|&H
analyza prokazala dekondenzaci pericentromerickiyjcbentromerickych sekvenci a
sekvenci organizatoru jadérka.

Zmeénu chromatinu po demetylaci provazi i reaktivatieelrepresovanych géra aktivace
transpozo6n. Napriklad region tvéeny rékolika transgeny vznesenymi dwabidopsis, jez

koduji hygromycin fosforyltransferazu (HPT), jedelito rostlinach kondenzovan a tvo
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mal& neo-chromocentra, v mutantddml-5 je tento transgen reaktivovan a regiorgmi

se nachéazi dekondenzovéan (Scheid. et al., 1998sPebal., 2003).

Zvlastnosti je, Ze maldast jader u vySe popsanych mutaArabidopsis stale vykazuje
jaderny fenotyp jako wild-type rostliny (Scheid at, 1998). Prd tomu tak je, éstava
otdzkou. Hypotéza je takova, Zeéehto buikach je hypometylace DNA kompenzovéana

jinym, zatim neznamym, mechanismem.

3.12. 2 Modifikace histon G
Kovalentni modifikace histan jsou charakteristickym znakem epigenetické regulac

Jejich konce mohou byt, mimo jiné, metylovany, goetany ¢i fosforylovany. V literatie

je mozno narazit na termin ,histonovy kéd“ (shrnlghuwein a Allis, 2001).

Acetylace histofi je obecg spojovana s transkripci a replikaci DNA. Wrjeene a bobu je
acetylace histonu H4 spojena s replikaci (J&gava et al., 2000), podobiako je tomu

u sav@. Naproti tomu LArabidopsis jsou histony acetylované ve stejnych pozicichirflys

a 12) vzdy pozorovany v genbvhustém euchromatinu (Jagéhova et al.,, 2003).
Acetylace histofi na stejnych pozicich ma tedy wznych organisr rizny vyznam, coz
naznguje, Ze tento histonovy kodike byt druhow specificky (shrnuje Tessadori et al.,
2004).

V eukaryotnich organismech, od kvasinek po sawangtylace histonu H3 v lysinu 9
(H3meK9) povazovana za zasadni pro organizacidwtersmatinu, naproti tomu metylace
histonu H3 v lysinu 4 (H3meK4) je vzdy spojena angkrigné aktivnimi oblastmi
euchromatinu (Soppe et al., 2002). Stejni Aufopsali i roli dimetylace H3K9
v umitovani ged. DalSi ztady nezodpotzenych otazek je vztah mezi metylaci H3K9 a
methylaci DNA. V uéitych organismech je metylace DNA zavisla na mefyféstonu H3,
neba’ bez gitomnosti @islusné metyltransferazy (KYP2) neni metylovandmsH3, coz
vyusti ve ztratu metylace DNA (shrnuje Tessadoriaket 2004). Opéna situace byla
popsana Arabidopsis, kde mutantiddml a metl s niZzSi arovni metylace DNA vykazuji
zarovei snizenou metylaci H3K9 (Soppe et al., 2002) v kasiti s mutanterArabidopsis
kyp2 defektnim v genu pro H3 metyltransferazu, kterymidi urové metylace H3K9, ale
metylace DNA v chromocentreclistava na urovni srovnatelné s wild-type (Jéakava

et al., 2003). Tato data nazn@, Ze uArabidopsis methylace DNA‘idi metylaci histon.
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3. 13 Proteinové jaderné leSeni
Bylo zjiStno, ze filamentarni proteiny nejsotitpmny jen v cytoplazi ale i v bugéném

jadre. Strukturni a funini role jaderného leSeni zatim nebyla zcela objesiMcDonald
et al.,, 2006). Bylo v8ak nalezeno vice nez 130Cipkych domén chromatinového
vlakna, které se vazi k jaderné lan{Guelen et al., 2008).

Nize jsou uvedeny filamentarni proteiny, které jgapojeny v konstrukci tohoto leSeni a
dva postupy vedouci k rozruSeniésiéchto proteiti uvnitt jader Ziv@isnych burk za

Ucelem sledovani zém ve struktile chromozomovych teritorii.

3.13.1 LaminyAacC
Zivogisné buiky maji pod jadernou membranou vrstvu zvanou jaéamina. Je ti@na

intermediarnimi filamenty laminy. RozliSujeme lamitypu A (sem pat laminy A a C
vznikajici z jednoho transkriptu, pouze alternaiinrsestihem) a laminy typu B. U rostlin
nebyla lamina pozorovana, nebyl Zji$tani Zadny typ lamin Laminy A a C vazi krogh
jaderného aktinu i emerin. Emerin je zase schomnyazat na protein BAF (barrier-to-
autointegration factor), ktery se vazéinpo na DNA. Laminy jsou takto tedy némo
spojeny s dvouSroubovici DNA. Utlumenim g@emro expresi lamiéa A/C pomoci
specifickych siRNA doSlo k rozruSeni jaderné lamifbsenci lamii A/C doSlo k
rozruSeni na laminu vazané vrstvy emerinu, coz dglkadilezitost lamirei pro ukotveni
emerinu v blizkosti jaderné periferie. JelikoZ le @merin pes BAF spojen s DNA, doslo i
ke znméndm v prostorové organizaci chromatinu. RozruSaniiny provazelo zmenseni
objemu a plochy CT. Tato zma byla nejdramati¢jSi u CT, ktera maji nejvice spojeni
s laminou pes emerin. Nejmén zasahnuta byla CT, obsahujici h&dtranskrigné
aktivnich ge a tudiz nachazejici se v blizkostiestu bugcného jadra, s minimem
kontakti s jadernou laminou (Omnej et al., 2008).

3. 13. 2 Jaderny aktin
Jaderny aktin byl pozorovan v j&v monomerni i polymerni forn Kratka aktinova

filamenta se podokinako emerin vazi na laminy Ajli tvoti dalSi spojnik mezi jadernou
periferii a chromatinem. Cytochalasin D je znamojakhibitor polymerace aktinu. Jeho
aplikace na bitky zmeni jak strukturu cytoplazmy, tak strukturu Baného jadra. Zhruba
20 % jaderného aktinu je v jd piitomno v polymerizovaném stavu. Také rozruSeni

tohoto proteinového leSeni ma vliv na strukturu ©froti utlumeni exprese gé&rpro
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syntézu lamif A/C, vedla aplikace cytochalasinu D k rozwaih struktury CT, tedy
k zvétSeni jejich objemu i povrchu a nejvice markantylaliato zné¢na u CT s nejtSim
poétem aktivré transkribovanych geén(Ondej et al., 2008). Pozorované &ny vsak
mohou ve velké ni¢ souviset s depolymerizaci cytoplazmatického aktin
Depolymerizace aktinu také vyrazovlivni genovou expresi (McDonald et al. 2006). U
jader rostlinnych butk byl nuklearni aktin pozorovan zejména v akdivranskribovanych
doménach a v jadérku (na periferii jadérka a v foroismezi fibrilarnimi centry a denznimi
fibrilarnimi  komponenty), ovSem i v mistech s thamgsci nesouvisejicich (Cajalova
teliska, interchromatinovy prostor). Postupna exteakern¢ koncentrovanymi roztoky soli
prokazala fitomnost rkolika forem jaderného aktinu &anou rozpustnosti. Aktin
v polymerni forn¢ u rostlin zatim pozorovan nebyl, jaderny aktintlinsse nebarvi
faloidinem, jez se vaze pouze na vlakna aktinuidedz sedm podjednotek. Rostliny téz
postradaji homology aktin-vazajicich proteijako jsou emerin¢i laminy u jader buék
zivocicha (Cruz et al., 2008).

3.14 Zména exprese v zavislosti na reorganizaci chromatinu
Terminalré diferencované hiky maji svou danou genovou expresi, jiz sectieatedy ani

neprochazi bustnym cyklem. Byvaji proto také nazyvany replikativeenescentni. Tuto
replikativni senescenci mohou samy nad sebaikywstavit, aby zabranily malignimu
poskozeni tkani, pokud maji iy poSkozenou DNA (zlomy, poSkozené telomery atle).
ustavena a udrzovdna pomoci dvou metabolickych .d@ke vyuZivaji nédory
potlaujicich proteii, jedna protein p53, druha pRb (retinoblastomovyotein).
replikativni senescence vyuziva reorganizaci chtomaaDraha pRb je aktivovana pomoci
proteinu pl6, jehoZz exprese je indukovana stresovigktory, jako je overexprese
onkogeri ¢i suboptimalni podminky kultivace. Aktivni (represi) forma pRb je
fosforylovana, defosforylaci se stava neaktivnim.

Specifické mechanismy, jak nastoli 16/pRb replik@tisenescenci nejsou znamy. AvSak
jisté je, Ze tato senescence je vysledkem reorgemizchromatinu. Replikati¥n
senescemi buiky vytvori domény heterochromatinu. Vznikchto domén se shoduje
s pRB-dependentni heterochromatinickou represi,dardujicich cykliny a dalSi pozitivni
regulatory buscného cyklu. Mnoho zthto represovanych génje cilem E2F
transkrignich faktofi, z nichz rkteré jsou pemenény na transkripni represory, kdyz

24



vytvori komplex s pRb. Zajimave je, Ze jakmile je z&ia draha pRb, ndsledné zamezeni
proliferace nerdize byt zvraceno naslednym utlumenim exprese pilthaktivaci pRb.
TakZe jakmile jednou pRb ustanovi represivni hetemmmatin na E2F cilovych genech (a
mozna i jinych lokusech), udrzovanichto utlumenych heterochromatinovych hiok
nevyzaduje aktivitu pl6 nebo pRb. To wyduje pozorovanou stabilitu zamezeni
proliferace. Drdha pRb je nezbytna pro transkriputlumeni &chto lokusi, avsak jeji role

v indukci buri¢né exprese v senescenci je zatim neznama. Komp&b/E2F jsou
vétSinou represivni, igdpoklada se, Ze tedy namistinge stimulace exprese dgertlumi
represor d&chto gefi. Je zajimavé, Ze spousta gerkteré jsou up-regulované v
replikativné senescentnich hkiach, jsou umighy ve viaknu DNA fyzicky za sebou. To
nazn#&uje, Ze reorganizace chromatinuaze byt zodpo¥dna i za zvySenou expresi
v senescentnich hkach, v €chto gipadech vSak pomoci rozveim struktury chromatinu

na otevensjSi (euchromatinovou) strukturu (shrnuje Campiéi®).

3. 14. 1 Aktivace E2F-kontrolovanych gen
Experimenty na protoplastech tabaku dokéazaly, aifetenciace rostlinnych bk je

spojena s fosforylaci pRb. Exprese E2F spolu s wgsk hypofosforylované formy pRb
v diferencovanych listovych lilkach naznéuje, Ze tyto proteiny mohou spolupracovat
v utlumeni gef kontrolovanych E2F. Dva geny rostlin kontrolovaB2F jsou down-
regulovany v diferencovanych tkach listi. Tyto geny nevykazuji vyznamou expresi
v protoplastech 0 hodin po izolaci, ale jsou updtegany az v protoplastech 72 hodin po
izolaci (pred vstupem do S faze), coz se shoduje s fosforgRbi Shromafovani dalSich
experimentalnich dat nazhge, Ze pechod od diferenciace k proliferaci fezen pRb.
Inaktivace pRb (fosforylaci, overexpresi virovycimkogeri, cyklinem D/Cdk) vede
diferencované hiky k (znovu)vstupu do S faze. Faktor pRb funguijkojanolekularni
spin& mezi diferenciaci a proliferaci a (alegp@st&ne) tak ¢ini skrze interakci s rodinou
E2F transkripnich faktofi. Ty reguluji expresitiznych gefi zapojenych v DNA replikaci

a piichodu buséného cyklu. E2F regulované geny jsou v diferencgghnbuikach
kontrolovany (utlumeny) na udrovni chromatinu hetdm@matinizaci. Jejich aktivace
béhem buiéné dediferenciace se objevuje postupBtanou se dekondenzovanymi, ale
jes€ ne aktivovanymi (0 hodin po izolaci), transkuig se aktivuji az fed vstupem do
S faze sotasrt s fosforylaci pRb (Williams et al., 2003).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material
Semena Cucumis sativus L. (d¢da Marketer, SEMO Ltd., Smrzic€eskéa republika).

4.2 Seznam pouzitych roztok 0 a médii
CTAB: 20 g cetyltrimethylamonnium bromidu; 10 g polyviogrrolidonu; 1 litr

destilované vody.

PGly: 0,0272 g KHPQOy; 0,101 g KNQ; 1,1176 g CaG| 0,246 g MgS®@ * 7 H;0;
0,00016 g KI; 0,000025 g CuC* 5 H,O; 11,15 g glycinu; 18,016 g glukodzy;
0,5857 g MES; 65,58 g manitolu; 1 litr destilovarogly; pH 5,8; sterilizovano filtraci.
20% sachar6za: 200 g sacharozy; 1 litr destilované vody; pH 5gierilizovano
autoklavovanim.

Enzymaticky roztok PGly: 0,5 g celulazy Onozuka (Duchefa Biochemie); 0,15 g
macerozymu R-10 (Duchefa Biochemie); 50 ml PGly;58t sterilizovano filtraci.

5% FBS: 5 ml fetal bovine serum; 10 ml 10x PBS; 1 ml 1%vwazidu sodného; 85 ml
destilované vody.

50% formamid: 35 ml formamidu; 7 ml 20x SSC; 28 ml destilovawoély;, pH 7.

10x PBS:80 g NaCl; 2 g KCI; 7,6 g NBPO4 * 2 HO; 2g KH,PQy; 1 litr destilované
vody; pH 7,5.

5x TBE: 54 g Tris-HCI; 27,5 g HB® 20 ml 0,5 M EDTA (disodna u
ethylendiaminteraoctové kyseliny); 1 litr destiloéavody; pH 8.

20x SSC:175,3 g NaCl; 88,2 g citrat sodny * 2@t 1 litr destilované vody; pH 7.

Triton: 0,25 ml TritonX-100; 0,25 g saponinu; 50 ml 1x PBAH 7.

Mastermix: 0,4 g dextransulfatu; 0,8 ml destilované voeypiefiltrovat; pidat 200l
20x SSC a doplnit destilovanou vodou do 2 ml.

Ostatni chemikalie: HCI; chloroform : izoamylalkohol (po#n 24:1); 3M octan sodny;
izopropanol; agaréza (elektroforeticka); fixazthamol:kyselina octova (3:1); 70% a 96%
ethanol; glycerol; 4',6-diamidino-2-fenylindole ([PA); ethidium bromid; EDTA (disodna
sul ethylendiaminteraoctoveé kyseliny).
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Komeréni kity: FastStart PCR Master (Roche); PCR DIG Probe Sgigth&t (Roche);
Biotin-Nick Translation Mix (Roche).

Ca-agar: 2,22 g CaCGl 154 g sacharézy; 10 g agaru (Duchefa); 1 littilesné vody.
Alginat: 10 g alginatu sodnéhd;405 g Murashige a Skoog média (Duchefa Biochemie)
154 g sachardzy; 1 litr destilované vody.

LCM1 médium: Gamborg B5 médium (Duchefa); 0,9 g inositolu; @,0§ kyseliny
askorboveé; 0,008 g glycinu; 0,02 g glutaminu; 0,1kasein hydrolyzatu; 0,586 g
morfolinethansulfonové kyseliny (MES); 70 g manitollO g sachardzy; 5 g glukdzy;
0,001 g NAA; 0,0005 g 2,4-D; 0,0005 g BAP; 0,004lgninu; 0,02 g prolinu; 1 litr
destilované vody; pH 5,8; sterilizovano filtracigieaujon a Branchard, 1992).

LCM2 médium: Gamborg B5 médium (Duchefa); 0,9 g inositolu; 0,0pXyseliny
askorboveé; 0,008 g glycinu; 0,02 g glutaminu; 0,1kasein hydrolyzatu; 0,586 g
morfolinethansulfonové kyseliny (MES); 70 g manitollO g sacharézy; 5 g glukdzy;
0,00075 g BAP; 0,004 g alaninu; 0,01 g prolinu;itt testilované vody; pH 5,8;

sterilizovano filtraci (Ganapol et al., 1999).

OK médium: 4,405 g Murashige a Skoog média (Duchefa Biochgm2® g sachardzy;
8 g agaru; 0,1 mg IBA; 0,1 mg BAP; 1 litr destiloavody; pH 5,8; sterilizovano

autoklavovanim (Onej a Navréatilova, 2000).

4. 3 Vybaveni laborato fe

Chlazena centrifuga 5804 R (Eppendorf), centrif&igd 5D (Eppendorf), cytologicka
centrifuga, XP cycler (Bioer), Translumindtor UVDM (Herolab) s digitalnim
fotoaparatem Kodak 290, fluores¢an mikroskop (Olympus BX 60) s CCD kamerou
(Cool Snap, Photometrics), &elny mikroskop, biologicky termostat BT120, autok|
laminarni box, digesto elektroforetickd aparatura, spektrofotometr Naopd(Thermo
Fisher Scientific), mikrovinna trouba, vodni l&zetermoblok, mrazika, lednéka,
analytické vahy, vahy, magnetické michadlo, pH m#&steurovy pipety, Petriho misky,
parafilm, mikrozkumavky, PCR mikrozkumavky, davkovanikropipety, sterilni Sgky,

ochranné rukavice, kahan, skalpel, pinzeta, podlaXmnyci skla.
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4. 4 Péstovani pokusnych rostlin
SeminkaCucumis Sativus L. (cv. Marketer, SEMO Smrzice Ltd., CZ) byla wmslizovana

v 2,5% roztoku chloraminu po dobu 20 minut a nasldayla vysazena do Petriho misek
na vlhky filtratni papir. Po nakdeni (5 dni v inkubatoruipteplo€ 25 °C ve tni) byla
seminka pesazena na OK médium do plastovych tboky byly umisény do ristové
mistnosti s reZimem 16 hodin&l/ 8 hodin tma o sitelné intenzié 32-36 umol/n’s a
teplot 22 °C na 14 dni.

4.5 lzolace a kultivace protoplast U
Apikalni mladé listky byly zrostlin o8hany rizkami a nasekany sterilizovanym

skalpelem v enzymatickém roztoku obsahujicim 1%ztoto celulazy Onozuka R-10 a
0,25% roztok macerozymu R-10 a takto ponechany gimi dl8 hodin v inkubatorufip

25 °C. Tato hruba protoplastova suspenze bigéiljpovana pes uhelonové sitko 72m

s naslednym promytim 2 ml roztoku PGly. Poté zérrgovana pi 80g (=800 ot/min) po
dobu 5 minut. Supernatant byl odsttana sediment resuspendovan ve 4 ml 20%
sachardzy, fevrstven 2 ml PGly tak, aby nedoSlo k promichaniowhvrstev a
zcentrifugovan $ 80g 5 minut. Flotujici protoplasty na rozhranioabkapalin byly
odebrany pasteurovou pipetou, resuspendovany vEBGh a centrifugovany za stejnych

podminek. Déle byly protoplasty kultivovanydaiwa zgisoby.

4.5.1 Kultivace v tekutém médiu
Supernatant byl odstram a sediment resuspendovan v 2 ml média LCM1 astaépenze

pienesena pasteurovou pipetou do Petriho misek. lyzayis€ny parafilmem a umishy
do inkubatoru (25 °C, ve &) po dvou dnech bylyipmistny do mistové komory. Po
14 dnech byl do kazdé Petriho miskyddn 1 ml LCM2 média.

4. 5. 2 Kultivace v alginatu
Supernatant byl odstram a sediment resuspendovan ve vychladlém roztogunau

(alginat byl gevaen v mikrovinné trou pied pouzitim vSak musel vychladnout na cca
30 °C) a pasteurovou pipetou ve férmalych kapek fenesen na Petriho misku s vrstvou
Ca agaru. Po ztuhnuti byly jednotlivé kapkigmeseny do kultivaich lahviek a zality
5ml LCM1 média a umishy do inkubatoru (25 °C, ve &) po dvou dnech byly
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piemistny do fistové komory. Po 14 dnech bylo z kazdé kultinidahvicky odebrano 2,5
ml LCM1 média a nahrazeno 2,5 ml média LCM2.

4. 6 lzolace DNA
Ve treci misce bylo v tekutém dusiku pomoci dlew rozeteno 200 mg list Cucumis

sativus L. Do ftreci misky byl napipetovan 1 ml CTAB obohaceny o p2
2-merkaptoethanolu o teptot65 °C. Roztok zteci misky byl napipetovan do 2ml
mikrozkumavky a inkubovan 1,5 hodinyipg5 °C v termobloku. Po inkubaci bylo
k roztoku gidano 600ul smési chloroform : izoamylalkohol (po#én 24:1) a po promichani
byl roztok centrifugovan 15 min v chlazené cent@u4 °C) @i 11 000 otékach/min,
naslede byl tento krok je&t jednou zopakovan se supernatantem. Po centrifundoi

k supernatantuimlano 60ul 3M octanu sodného a 5@dizopropanolu. Po promichani byl
roztok inkubovan $ -20 °C v mraznice ges noc. Druhy den rano byl roztok
centrifugovan 30 min v chlazené centrifuze (4 °G) fpl1l 000 otékach/min. Po
centrifugaci byl supernatant odstéana ke srazenin DNA bylo pridano 200ul 70%
ethanolu a roztok byl @b centrifugovan 15 min v chlazené centrifuze (4 pg)11 000
ota&kdch/min. Po centrifugaci byl etanol slit a srazeDBIA se nechala vysusit.
K vysusené DNA bylo fidano 200ul sterilni vody. Koncentrace DNA byla stanovena

pomoci pistroje Nanodrop. Nakonec byl vzorek v mikrozkumeazamrazen na -20 °C.

4.7 Priprava sond
Pro lokalizaci sekvenci bylytpraveny 2 sondy. Jedna hybridizujici na sateligmietice

typu | (v blizkosti telomery) (GenBank access. X03769), druha hybridizujici na 5S
rDNA.

4. 7.1 Priprava sondy SAT |
Sonda byla pipravena PCR amplifikaci genomické DN2ucumis sativus L. s pouzitim

primeri forvard: 5 CTGGGTGGCCTCATTTTG3’ a reverse:
5-GACCTTTGGCACCGTTGT3 . Podminky PCR reakce a slozeni teaksmesi popisuji
tabulky ¢. 1 a 2. Produkt byl pomoci kitu pro biotin-niclarislaci oznén biotinem,
jednotlivé slozky byly napipetovany dle tabulky 3, mikrozkumavka byla umista do

termocykléru nastaveného na 15 °C na 90 minut, gt do mikrozkumavky
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pripipetovano 0,5ul EDTA na zastaveni Stipani DNA a takto ponech&fominut [Fi
65 °C. Vysledny nick-rozgthany vzorek byl fe¢iStén vysrazenim pomoci octanu sodného
o kone&né koncentraci 0,3M. Poté byl do mikrozkumavky ké&au objemu jidan
dvojnasobny objem 96% ethanolu a mikrozkumavka t#masna 30 minut do mrazikiy.
Nasledr byl vzorek centrifugovan na chlazené centrifuz€@} i 11 000 otékach/min
po dobu 30 minut. Supernatant byl slit a vzorégvpstven 50% formamidem (pH=7) na

konenou koncentraci sondy 50 ndy/

Tabulka ¢. 1: SloZeni PCR mixu proifpravu SAT | sondy
Reakni slozky Objem ]
FastStart PCR master mix 25

Forward primer (c=0,aM) 0,5
Reverse primer (c=0,3M) 0,5
Sterilni destilovana voda 23

Genomicka DNA o koncentraci 200 pg/
Celkovy reakni objem

0,5
50

Tabulka ¢. 2:

Casovy a teplotni profil PCR reakce priggpavu SAT | sondy

1 cyklus | Pdateeni denaturace 95 °C 4 min
Denaturace 95°C 30s

35 cykii | Hybridizace primei (annealing) 55°C 45s
ProdluZzovani primeér (extension) 72°C 45s

1 cyklus | Koneéné prodlouZeni primér 72°C| 7 min

Tabulka ¢. 3:

SloZeni NICK-transkéniho mixu pro pipravu SAT | sondy

Reakéni sloZky Objem ]
1 ug amplifikované DNA 5
NICK kit 4
Sterilni destilovana voda 11
Celkovy reakni objem 20
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4. 7.2 Priprava sondy na 5S rDNA
Sonda byla fipravena PCR amplifikaci genomické DNBicumis sativus L. pomoci kitu s

DIG-zna&enymi nukleotidy s primery forvard: $SATCCCATCAGAACTCG3  a reverse:
5 -GGTGCTTTAGTGCTGGTAT3" (Koo a kol., 2002). Podminky PCR reakce a sloze

realkeni snesi popisuji tabulky. 4 a 5.

Tabulka ¢. 4:

SloZeni PCR mixu proifpravu sondy na 5S rDNA

Reakni slozky Objem ]
PCR DIG probe synthesis mix 5
Forward primer (c=0,3M) 0,5
Reverse primer (c=0,3M) 0,5
PCR reakni pufr 5
Enzymaticky mix 0,75
Sterilni destilovana voda 37,75
Genomicka DNA o koncentraci 200 pg/ 0,5
Celkovy reakni objem 50

Tabulka €. 5:

Casovy a teplotni profil PCR reakce piggpavu sondy na 5S rDNA

1 cyklus | Pd&ateeni denaturace 95 °C 4 min
Denaturace 95 °C 30s
35 cykii | Hybridizace primek (annealing) 55 °C 1 min
ProdluZzovani primeér (extension) 72 °C 45 s
1 cyklus | Konéné prodlouZeni primér 72 °C 10 min

4. 8 Provedeni FISH
Protoplasty ihned po izolaci a protoplasty kultimoe 72 hodin po izolaci byly zafixovany

roztokem ethanol:kyselina octova v pémn 3:1. Poté byly nakapany pasteurovou pipetou
na vymrazena podlozni sékia a vysusSeny. Nasledyla skitka inkubovana v digestio

proces je popsan v tabuleeb.

Tabulka ¢. 6: Inkubace bu&k pied vlastni hybridizaci sondy

0,1M HCI 1 minutu
Triton 8 minut
1x PBS 5 minut
1x PBS 5 minut
1x PBS 5 minut
50% formamid, pH 7 30 minut




Do mikrozkumavky byly napipetovany sondy, mnogstvzavislosti na koncentraci 50 —
100 ng sondy na jedno podlozni gkb (odpovida 2 - 4u) a formamid, o celkovém
objemu 5pul a doplreny 5ul mastermixu (20% dextransulfat, 2x SSC, Roche) do
koneiného objemu 1@l reakéni snesi na jedno podlozni skko.

Sondy byly denaturovany v termoblokié B0 °C 10 minut, poté ihned umisy na led,
aby se zabranilo renaturaci. Na jedno podlozZnicleslibylo napipetovano 1Qul
denaturované sondy aigikryto krycim skkékem. To bylo oblepeno lepidlem a vSe
umis€no do termocykléru na 78 °C po dobu 1,5 mindgsg@. Nasledovala inkubacegs
noc @i 37 °C.

Druhy den byla podlozni skla inkubovana ve vodmhigi 45 °C podle tabulky. 7.

Tabulka ¢. 7: Inkubace ped aplikaci protilatek

50% formamid 15 minut
2x SSC 5 minut
2x SSC 5 minut

Po inkubaci bylo na kazdé sklo napipetovano 3005% FBS, kwli vyblokovani
nespecifickych vazebnych mist a ponechano 30 miniut pokojové teplat. Do
mikrozkumavky bylo napipetovano 5% FBS a protilatkgnjugované s fluorescemi
znakou v mnoZstvi odpovidajici pm podloZznich skel denych k analyze, na jedno
podlozni sklo 10Qul FBS s 0,5ul kazdé protilatky. Roztok 5% FBS s protilatkamildoy
nutné uchovavat ve tn kvili photobleachingu fluorochroin konjugovanych

s protilatkami. Na podlozni skla byl nanesen rozqkotilatkami a ponechan inkubaci ve
tmé 1 hodinu pi pokojové teplat. Po inkubaci byla skla proplachnutétat v 2x SSC.
Nakonec bylo na vzorek napipetovano flI,50ztoku DAPI v mounting médiu Vectashield

(Vector Laboratories) o koncentraci 2 mg/ml, k \alizaci chromatinu.

4.9 Detekce v mikroskopu
Snimky byly pdizeny CCD kamerou spojenou s fluoreseggm mikroskopem Olympus

BX60 pomoci programu Cool Snap (Photometrics), knéeuprava byla provedena

v programu GIMP 2.06 (http://www.gimp.cz).
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5 Vysledky

Donorovym pletivem pro izolaci protoplasbyly étrnactidenni listkyn vitro péstovanych
rostlin Cucumis sativus. Déleni burgk odvozenych z protoplastbylo mozné pozorovat
5 dni po izolaci. Regenerace novych rostlin dosazesbylo (ovSem to ani nebylo cilem
experimentu). ¥tSi miru dleni bylo mozné pozorovat v tekutém LCM médiuiku
kultivované v alginatu seétlly méné (obrazeke. 4). Vzhledem k nakméjSimu provedeni
lze jako vhodwjSi pro kultivaci protoplagt okurky ozngit metodu Kkultivace v
tekutém LCM médiu. Dekondenzaci chromatinu po iziolnaslednou rekondenzaci Ize

pozorovat na obrazkt 5.

Obrazek ¢. 4: Délici se protoplasty

Rozdil veetnosti @leni je markantni a hovbove prospch uziti tekutého LCM média pro
kultivaci protoplasi okurky (B), mira dleni burgk kultivovanych v alginatu byla

podstatd niz8i (A). Vtekutém médiu bylo mozno po 14 dnepbzorovat vznik

mikrokalusi, z nichZ vznikaly kalusy, bylo dosazeno i regecenaproembrya.
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Obrazek €. 5: Dekondenzace a rekondenzace chromatinu

0 hodin po izolaci 48 hodin po izolaci

Jadro (DAPI)

SAT | (FITC)

5S rDNA (Red-X)

Ihned po izolaci je mozné pozorovat vymizeni chroemter (A), ktera se Zmaji
postup® znovu objevovat po 48 hodinach kultivace (B). NaZoje téZz rekondenzace
satelitni repetice SAT | (D). Sekvence pro 5S rDNKéndenzuji v pozgSich fazich
kultivace (E a F).
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6 Diskuse

Byla pozorovana dekondenzace chromatinu reprezéngovozvolinim chromocenter a
dekondenzaci repetetivnich sekvenci. Postupnostndeizace repetic je ve skod
s vysledky, které zvejnil Tessadori et al. (2007)Arabidopsis, kde u vSech zkoumanych
jader satelitni repetice kondenzovalyiveé nez 5S rDNA, nasledovany kratkymi
rozptylenymi repeticemi a transpozény, které vykaiy rozptylené signaly dokonce 5 dni
po kultivaci. 45S rDNA uArabidopsis zistala po protoplastizaci dokonce v ngirn
kondenzovaném stavu, také jako prvni rekondenaoviaito vysledky nas\cuji tomu,
Ze postupnost rekondenzace zavisi na délce repeéjmelsi kondenzuiji nejrychlefidici
mechanismus tohoto procesu vSak neni znam.

Znovuformovani chromocenter je pomalejSi proce<, jegich dekondenzace. ét8ina
burgk pii kultivaci proSla mitdézou, ktera je provazena kenzaci chromozoétnbéhem
metafaze. Tato kondenzace vSak nevedla k navraceeiricentromerického
heterochromatinu k normalni arovni (Tessadori t2407).

Jednou z hlavnich otazek, jez si klade teoretidst této prace je, ptaostlinné buky

snaseji reprogramovani lepe, nealuzivocisne.

Rostliny jsou Zivotaschopné i s polyploidni sadlabmomozona ¢i v ptipac, Ze rektery
chromozom chybici prebyva (aneuploidni konstituce).¢fBem dediferenciace projde
chromatin drastickymi zgmami. U rostlin po rekondenzaci a &Spé kultivaci vedou tyto
zmeny ke zvySeni somatické variability a k jinym geymiim. U ZivatiSnych bugk rovnéz
dochézi k aktivaci transpozin které, pokud jsou nasleginvmezéeny do oblasti
kodujicich proteiny mohou vést k mutacim, &am v epigenetickych markerech, ale i
k naruSeni pozic chromozémovych teritorii, kterdujss/ jadrech ZivéisSnych buwgk, na
rozdil od rostlinnych jader, uméita nendhodh Tato organizace CT v j&l ZivatiSné
buiky brani zn¢nam v ploidii¢i poctu chromozém — takové genetické variabiliznameé

u rostlin, a tyto zrény jsou u Zivdichu zpravidla letalni (Grafi, 2009).
DalSim vyznamnym rozdilem, co se&eypozice CT ZivéiSnych bugk, je jejich ukotveni

k jaderné lami& pomoci specifickych sekvenci (QGeglet al., 2009, Guelen et al., 2008),

jaderna lamina tedy fde byt podstatnym organizujicim elementem &Smych burk.
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U rostlin také zatim nebyla prokazardt@mnost polymerniho jaderného aktinu (Cruz et
al., 2008, McDonald et al., 2006).

Parovani homolognich chromozére u rostlin téz spise dilem nahody, nez pravidlem
Arabidopsis se paruji pouze homologni sekvence NOR chromézénma 4. Zivgisné
bunky i v tomto aspektu vykazuji vy$Si miru organizatad. u Drosophila melanogaster
dosahuje parovani homolognich chromoadnpriméru 60 az 90 % u zkoumanych jader
(Petinka et al., 2004)gili dalsi ,nendhodny” prvek jaderné architekturywdaiisnych

bunsk.
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7 Zaver

Dediferenciace rostlinnych bék béhem protoplastizace je provazena strukturnimi
zménami chromatinu. Tyto zémy jsou pozorovatelné diky fluorescemn mikroskopii a
jsou zdokumentované u ¢ékolika rostlinnych drufi. Kultivace bugk vzniklych

Z protoplasi v pritomnosti rostlinnych hormdn miaZze veést kregeneraci rostlinnych
organi i celych novych rostlin s po¥mé vysokou UspsSnosti v porovnani s hkami
ZivocisSnymi. Chromatin v jadrech Zi¢@nych bugk vykazuje ¥tSi miru organizovanosti.
At uz se jedna o nenahodnost pozice chromozémoviitbriie jejich uchyceni k jaderné
laminé pomoci specifickych sekvenci &itpmnost polymerizovaného jaderného aktiiu,
daleko ¥tSi mira parovani homolognich sekvenci i celyctasibl Poznatky shromaake

v této praci nazralji, Ze tato organizace jeul@zita pro spravné fungovani zuisné

buiky a jeji poruSeni vede ke abnormalnimu vyv&jhto burk, zpravidla kogici letalre.
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8 Seznam pouzitych zkratek

BAF
CT
CTAB
DAPI
FBS
FISH
ICD
pRb
RIDGE

ROH

Faktor zabraujici autointegraci (angl. barrier-to-autointegratfactor)
Chromozémove teritorium (angl. chromosome teryit
Cetyltrimethylamonium bromid

4,6 —diamidino-2-fenylindol

Zarodeéné howzi sérum (angl. fetal bovine serum)

Fluorescetni in situ hybridizace (angl. fluorescensce in situ hybritisg
Interchromatinova doména (angl. interchromatimain)
Retinoblastomovy faktor

Oblast s vysokou genovou expresi (angl. regidncreased gene
expression)

Relativni obsah heterochromatinu
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