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ABSTRAKT

Protoplastové kultury se vyznacuji tim, Ze maji schopnost obnovit pluripotenci b&hem
diferenciace. Béhem tohoto dé&je se méni organizace jaderného genomu na turovni genetické i
epigenetické. Regeneracni potencial protoplasti zavisi predevS§im na druhu a genotypu
rostliny a na pouzitém explantatu a jeho stafi.

Pomoci specifickych protilatek byly pozorovany epigenetické zmény (metylace DNA,
fosforylace, acetylace, dimetylace histontl) jadernych genomu protoplasti okurky seté
(Cucumis sativus L.) kultivovanych v 0 hodin, 24 hodin, 48 hodin a 72 hodin po izolaci a
jaderného genomu izolovaného z listu téhoz druhu. Namétfené hodnoty byly mezi sebou

porovnavany.

Klicova slova: Protoplasty, chromatin, nukleozom, DNA metylace, DNA hydroxymetylace,

modifikace histonti, RNA interference



Sikova, P.:Global epigenetic changes in protoplast culture, Department of Botany , Faculty of
Science, Palacky University of Olomouc, 45 pp., in Czech.

ABSTRACT

Protoplast culture is characterized by having the ability to restore pluripotency during
differentiation. During this process, protoplasts change the organization of the nuclear
genome at the genetic and epigenetic level. Regeneration potential of protoplasts depends on
the type and plant genotype and the use of explant and its age. Using specific antibodies were
observed epigenetic changes (DNA methylation, histone phosphorylation, acetylation and
dimetylation) of genomes of cucumber (Cucumis sativus L.) protoplasts cultivated at 0 hours,
24 hours, 48 hours and 72 hours after isolation and nuclear genome isolated from leaf of the

same species. The measured values were compared among themselves.
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1. Cil prace

Cilem této bakalarské prace je shromdzdit a zpracovat literaturu, kterd se zaobird tématem
epigenetickych zmén a protoplastovych kultur. Teoretickd ¢ast se zabyva epigenetickymi
jadernymi zménami DNA a histont rostlinnych i zivo¢isnych bun¢k.

Praktickd ¢ast zahrnuje izolaci protoplastovych kultur, jaderné DNA a jadernych histond
okurky seté (Cucumis sativus L.). Pomoci specifickych protilatek proti metylované DNA,
acetylovanym, fosforylovanym a dimetylovanym histoni zjistit kolorimetricky miru
epigenetickych zmén protoplastii kultivovanych O hodin, 24 hodin, 48 hodin, 72 hodin po

izolaci a jaderné DNA a histonil izolovanych z téhoz rostlinného druhu.



2. Uvod

Protoplast je rostlinna burika, které chybi celulozni obal (bunécna sténa). Ke ztrat¢ dochazi
pomoci lytickych enzymt, které ho rozkladaji. V dnesni dob¢ je protoplastizace jednou
z hlavnich metod vyuzivanych ke studiu rostlinnych bun€k v oborech cytologie, fyziologie a
molekularni biologie (Takebe et al., 1971). Z jednoho protoplastu lze vykultivovat v médiu,
které obsahuje rdstové hormony (auxin a cytokinin) rizné rostlinné organy (proces
pluripotence) nebo celou rostlinu (proces totipotence). Nez dojde k bunééné regeneraci, musi
nejprve dojit k dediferenciaci, béhem které se diferenciovana buiika vraci na stupenn zygoty,
embryonalni nebo meristemeatické bunky a dochazi k obnové bunééné¢ho déleni (Grafi,
2004). Jednim z aspektdl bunécné dediferenciace je dekondenzace chromatinu.
Dekondenzovany chromatin si vSak zachovava své specifické epigenetické markery
(Tessadori et al., 2007).

Ale pouze u n€kterych druhti rostlin je vyvinuta schopnost nedélici se buiiky projevit plné
svou totipotenci pii regeneraci v in vitro podminkach. Napiiklad protoplastové kultury
Cucumis sativus, s kterymi je v této praci provadéna testovaci metoda na epigenetické zmény,
patii mezi $patné regenerujici rostliny a jen v nékolika ptfipadech bylo dosaZeno regenerace

celych rostlin (Burza & Malepszy, 1995).

2.1 Termin epigenetika

Termin epigenetika - védni podobor genetiky - byl vytvoien vyvojovym biologem Conrad
Waddingtonem v roce 1940 k popisu interakce geni s prosttedim, které pfinaseji zmény ve
fenotypu (genové expresi) , které nejsou zptisobeny zménou sekvence DNA (Tost, 2008).
Tyto zmény mohou byt dédéné mitdézou (z buiikky na buiiku), ale i midzou (z generace na
generaci) (Levenson & Sweatt, 2005).

Nezbytné zmény v profilech genové exprese jsou Casto spojeny se zménami ve struktufe
chromatinu. Konformace chromatinu je hluboce ovliviiovana posttranslacni modifikaci

bilkovinnych histonii (Imhof, 2006).
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3. Struktura chromatinu

Chromatin se nachazi v bunééném jadre a je tvofen vlaknem DNA a proteiny Je to
dynamicka molekula, ktera existuje v mnoha konfiguracich. Podle stupné kondenzace béhem
interfaze délime chromatin na dekondenzovany euchromatin a kondenzovany

heterochromatin.

3.1 Euchromatin
Euchromatin je dekondezovand ¢ast chromatinu, kterd predstavuje 10% z celkového
chromatinu v typické diferencované eukaryotni buiice. Tato ¢ast je bud’ aktivné pfepisovana

nebo je ve stavu snadno piistupném transkripci. Euchromatin je slabé barvitelny (Alberts et

al., 2005).

3.2 Heterochromatin

Heterochromatin je kondenzovana c¢ast chromatinu, kterd je transkripéné inaktivni a dobie
barvitelna. Pfedstavuje vice nez 10% interfazniho chromozomu a v sav¢ich bunkach ho
muzeme najit v okoli centromer a na koncich chromozomu. Pokud se dostane aktivni gen do
heterochromatinové oblasti, stane se inaktivni, protoze se stane soucasti kondenzované DNA.
(typickym piikladem mutze byt inaktivovany samic¢i chromozom X u savci). Tento
heterochromatin se nazyva fakultativni (Alberts et al., 2005).

Heterochromatin konstitutivni obsahuje vysoky podil repetitivnich sekvenci DNA a vyssi

obsah 5-metylcytozinu (Vyskot, 2010).

3.3 Nukleozom

Zakladni jednotkou chromatinu je nukleozom. Nukleozom je tvofen oktamerem histontl,
které tvoti jadro a okolo n¢ho je obtoceno 146 part bazi DNA (Morales at al., 2001). Oktamer
je tvofen histony H2A, H2B, H3 a H4, z nichz kazdy je zastoupen ve dvou kopiich.
Retéz polypeptidil je strukturné polarizovan a to tak, Ze konec majici -NH, skupinu se
oznacuje jako N-aminoterminalni konec a druhy konec, ktery obsahuje —COQO™ skupinu je

oznacen jako C- konec.
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V jadre se histony nachazeji v podobé dimerd H2A-H2B a tetrameru H3-H4, ktery je
propojen C-aminoterminalni doménou histonu H3. Na tento tetramer ptipojenim dimertt H2-
H3, kazdy z jedné strany, vznikne vysledny oktamer. Interakce mezi dimerem a tetramerem je
zprostiedkovana pomoci C-aminoterminalnich domén histont H2B a H4 (Ramakrishnan,
1997).

Histon H1 jinak znamy jako spojovaci histon, se vaze v oblasti mezi DNA a nukleozomy.
Prostfednictvim tohoto vazani dochdzi k usnadnéni organizace chromatinu do vyssich
struktur. Na rozdil od ¢ty hlavnich histontt obsahuje histon H1 konzervované

centralni globuldrni domény lemované N- a C-termindlnimi doménami (Tost, 2008).

4. Metylace cytozinu

zména u eukaryot. U savcll se metylcytozin vyskytuje prevazné v cytosin-guanin (CpG)
dinukleotidu , zatimco u rostlin se Castéji nachazi v cytosin-jakykoliv nukleotid -guanin
(CpNpQ) trinukleotidové sekvenci( Fraga & Esteller, 2002).

U nekterych bezobratlych  zivocicht je hladina metylovaného cytozinu na trovni
detekéniho minima, u saveti nabyva metylacni index [obsah mC/(mC + C) x 100 %] hodnoty
ptiblizné 10%, u velkych genomii krytosemennych rostlin nabyva tento index vyssich hodnot
i pres 30%. Nejvyssi hustoty 5-mC je v hetorochromatinovych oblastech chromozomti, jako
jsou centromery ¢i subtelomerické repetitivni sekvence DNA (Vyskot, 2010).

Metylace DNA je nezbytnd pro vyvoj savci, ale je také nejCastéjsi mutaci lidské DNA.
Dochézi k ptechodu cytozinu v CpG dinukleotidu na tymin (Obr.¢.1). Tato deaminace neni
vzdy spontanni a je ireverzibilni, z epigenetické zmény se tedy stdva zména geneticka.
Néekteré z téchto mutaci mohou zahrnovat aktivni proces a metylace cytozinu mulze byt

zapojena do jinych cest metageneze a genové inaktivace (Bestor & Coxon, 1993).
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Obrazek ¢.1: Schéma zobrazujici proces metylace cytozinu na metylcytozin. Deaminaci
metylcytozinu na tymin a cytozinu na uracil a piepis uracilu béhem DNA replikace na tymin.

(Bestor & Coxon, 1993)
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Koexistence specifického genového promotoru hypermetylace a globalni genomické DNA
hypometylace je epigeneticka charakteristika nadorovych buiiek. Mnohé =z téchto
ovlivnitelnych genil jsou nadorové supresorové geny, které se podileji na regulaci bunécného
cyklu, reparace DNA, apoptdzy, angiogeneze, invaze a prilnavosti. Je dulezité zdaraznit
odlisny profil hypermetylace CpG ostrovil organizace téchto gend v riznych typech nadort.
Naptiklad nadory zazivaciho traktu jsou vice hypermetylovany nez nadory vajecniki a
zhoubné nadory jsou hypermetylovany nejméné. Sporadické a zdédéné rakoviny maji
podobné DNA metylace. Také histon posttranslacni modifikace jsou spojovany s nadorovym
bujenim. Ztrata monoacetylovaného lyzinu 16 a trimetylovaného lyzinu 20 na histonu H4 se
objevuje v rané fazi bunééné transformace a zvySuje se progrese tumoru. Tyto zmény mohou,

ale nemusi byt v souvislosti s hepermetylaci (Mulero-Navarro & Esteller, 2008).
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4.1 DNA metyltransferazy

Metyltrasferazy zprostiedkovavaji pienos metylované skupiny z donoru  S-

adenozylmetioninu na substrat, kterym je cytozin (Bestor, 2000).
U savci je metylace cytozinu typickd pro CpG sekvence repetitivni DNA (jak bylo uvedeno
vyse), oblasti imprintovanych genti a genti inaktivovanych na X chromozomu samic.
Rozd€luji se do 3 podrodin: Dnmtl enzymy odpovidaji za udrZovani metylce v CpG
dinukleotidech po replikaci DNA. Druhd podrodina: Dnmt2 enzymi maji pouze slabou
aktivitu v nékterych sekvencich CpG, a tfeti podrodina Dnmt3 ma de novo
metyltransferazovou aktivitu (Vyskot, 2010).

Metylace cytozinu patfi mezi zékladni mechanismy pro normalni vyvoj riiznych organismi
vcetné savcl a rostlin. Naptiklad naruseni nekterého ze tii hlavnich Dnmt u mysi vede k amrti
bud’ ped nebo béhem embryonalniho vyvoje a je spojovan s globalni demetylaci. Inaktivace
enzymu Dnmtl v lidskych nadorovych buitkdch vede k abnormalni mitotické aktivité a
nasledné bunééné smrti. Kromé toho se zdaji byt enzymy Dnmt3a a Dnmt3b nezbytné pro
nadorové transformace a progrese tumoru (Vaissie® re at al., 2008).

Podrodina chromometylaz je charakteristickd pro rostlinnou fisi. U nékterych
eukaryotnich organismil (zejména Ceanorhabditis elegans a Sacharomyces cerevisiae)
chybiv ~ genomu  cytozinové metylace anic  nenasvédcuje tomu, ze by
cytosin methyltransferazovou kodujici sekvenci obsahovaly. Jiné organismy, jako napiiklad
Arabidopsis thaliana, maji 10 nebo vice cytozin methyltransferazovych homologt (Goll &
Bestor, 2005).

4.2 Proteiny vazajici se na metylované CpG

Je znamo 5 proteintl, které se vazi na metylované iseky DNA: MECP2 (methyl CpG-
binding protein 2), MBD1 (methyl CpG-binding domain protein 1), MBD2, MBD4 a Kaiso
(Levenson & Sweatt, 2005).

Mutace X-vazaného MECP2 genu jsou odpovédné za nejméné 80% vsech pfipadil Rettova
syndromu. Rettiv syndrom je extrémni neurologickd porucha, kterd postihuje zeny
v heterozygoznim stavu, X'X , ale mohou byt pouze jenom ptenaseckami. U Chlapcii se
choroba neprojevuje, protoZe vazebny gen je vazan na chromozom X. Mutace zplsobuje, Ze
MECP2 snizuje svoji vazebnost na metylovonou DNA. Mutace mySiho MECP2 ukazuji
fenotypové podobnosti véetné ptiznakt k lidskym mutacim. Malad velikost mozku, snizena

dendricka arborizace, tfes, netecnost, poruchy chiize a arytmické dychani. Pokud je ale gen
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v mySi aktivovan, dochazi k napravé. Choroba je tedy reverzibilni a mohla by se nechat

v budoucnosti 1écit i u ¢lovéka (Jaenisch & Bird 2003).

4.3 Inhibitory metylace cytozinu

Tfida methyltransferazovych inhibitort DNA je zastoupena azacitidinem (5-aza-2’-
deoxycitinin) a decitabinem. Azacitidin byl schvalen pro 1éCbu pacientd s
myelodysplastickym syndromem (MDS), a decitabin je v soucasnosti pfedmétem prezkumu
ze strany FDA ( Food and Drug Administration). Klinické studie azacitidinu leukémie typu B
ukazuje trvanlivé zlepSeni klinickych ptiznaki, zlepSeni funkce kostni dfené€, sniZeni rizika
leukemické transformace a vyznamné zlepsSeni kvality Zivota pacientd (Fenaux, 2005).
U rostlin Arabidopsis thaliana, Thlaspi arvense a Nicotina plumbaginifolia byly provadény
testy, zda-li ma podani azacitidinu vliv na vernalizaci. Po podéani azacitidinu nebo vystaveni
nizkym teplotdm byl naméfen vyrazny pokles metylace cytozinu. Metylace DNA zabraiuje
pred¢asnému kveteni, demetylace uvoliiuje tento blok a nastava proces kveteni. Na zaklad¢
téchto udaji bylo zjisténo, Ze demetylce spousti transkripci genti, které se podileji na

biosyntéze rostlinného fytohormonu giberelinu (Burn et al., 1993).

4.4 Genomovy imprinting

Metylace DNA je u savct zodpovédna také za neobvyklé ptipady, kdy je genova exprese

fizena jeho rodi¢ovskym (parentalnim) ptivodem (Snustas & Simmnons, 2009).
Vroce 1991 byl identifikovan prvni imprintovany gen Igf 2 (inzulin-like growh factor).
Dechiara et al si v§imli, Ze je metylovan v samici zarode¢né linii, nikoli v§ak v sam¢i. Béhem
embryogeneze doslo k snizeni velikosti novorozence o 40% u otcovskych heterozygott i
homozygotl, z cehoz byl vyvozen zavér, ze metylovany stav Igf2 od matky je tichy a za
aktivitu genu mize nemetylovany stav Igf 2 od otce. Od té doby byly riznymi molekularnimi
metodami identifikovany imprintované geny u mysi a ¢lovéka (Bartolomei & Tilghman,
1997).

Béhem embryogeneze se nemetylované a metylované stavy udrzuji pii kazdé replikaci
genl. Ale metylovany gen, ktery byl zdédén od jednoho pohlavi, mtize byt demetylovan, kdyz
prochazi pres potomka opacného pohlavi (Snustas & Simmnons, 2009).

Podobné¢ je tomu také u rostlin. U Arabidopsis thaliana a kukufice ma naruseni matetského a

otcovského prispévku genti dramaticky dopad na vyvoj semene. RodiCovska nerovnovaha
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ovliviluje vyvoj endospermu tvofici extraembryonalni termindlni pletivo, které poskytuje
ziviny vyvijejicimu se embryu uvnitt semene (Feil and Berger, 2007).

Nedavné studie modelové rostliny Arabidopsis thaliana poukazuji na gen Medea (Mea),
ktery je exprimovan materndlné (je paternalné imprintovan). Jestlize dojde k samoopyleni
heterozygotni rostliny Mea/mea, 50% semen zastavi svlij vyvoj. Tato 1:1 segregace je
charakteristickd pro mutaci, kterd znici gen pozadovany v samic¢im gametofytu, protoze
polovina haploidnich gametofyt by méla nést mutantni alelu. JestliZze byly standardni rostliny
opyleny heterozygotni rostlinou Mea/mea, tvorba semen probihala normaln¢, avSak 50%
z nich neslo mutaci mea. Jaké jsou tedy vady zplisobené mea (nefunk¢ni materidlni alela)
mutacemi? Mutant embrya prochazi ranym vyvojem normalné, zvrat nastava od pozdni faze
(zhruba 60 hodin po oplodnéni), kdy se jevi vétSi nez wild-type. Morfogeneze probiha
pomaleji nez u normalniho typu, kdyz je normalni typ embrya plné diferencovan, mea embrya
jsou stale v srdcité fazi, ale jsou asi 10 x vétsi a ndsledné degeneruji semena vysuSenim. U
mutanta endospermu dochdzi ke zpozdéné celularizaci a ke snizeni jaderného déleni

(Goodrich, 1998).

5. Hydroxymetylace

Nedavné studie ukazaly, ze existuji enzymy z rodiny TET, které jsou schopné prevést 5-
metylcytozin (5-mC) na 5-hydroxymetylcytozin (5-hmC). 5-hydroxy-metylcytozin je
pfitomen v sav¢ich buikach, konkrétné predstavuje 5% ze vSech cytozinll ptitomnych na CpG
ostrovech embryonalnich kmenovych bunék a 20% v mozecku bun€¢k Purkynovych.
Vzhledem k tomu, Ze bunky embryonalni maji vysokou prolifera¢ni schopnost a Purkyiovy
buiiky jsou postmitotické, se biologické funkce 5-metylcytozinu mohou liSit v zavislosti na
typu bunky. Existuje n€kolik moznych scénati, které se vzajemné nevylucuji. Konverze 5-
mC na 5-hmC by mohla vést k pfesunu 5-metylcytozin vazebného proteinu (MECP2)
z metlyované DNA, protoze se nevaze na 5-hmC. 5-hmC miize podporovat demetylaci.
Vyména 5-mC s 5-hmC mize interferovat s udrzbou metylace katalyzovanou Dnmtl b&hem

bunécéného déleni (Huang et al., 2010).
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5.1 DNA hydroxymetyltransferazy
TET proteiny (TET1, TET2 a TET3) jsou oxygendzy zavislé na 2-oxoglutaratu a
zeleznatych iontech a katalyzuji konverzy S-metylcytozinu na 5-hydroxymetylcytozin

v DNA. TET1 a TET2 se podileji na vzniku lidské leukémie. (Huang et al., 2010).

6. Modifikace jadernych histont

Histony jsou pfedmétem obrovského mnozstvi kovalentnich posttranslacnich modifikaci
jako je acetylace a metylace na lyzinovych a argininovych reziduich , fosforylace serinu a
threoninu a ubikvitinace a sumoylation lyzinovych rezidui. VétSina téchto posttranslacnich
modifikaci pisobi na amino-terminalnim a karboxy-terminalnim konci (Peterson & Laniel,
2004). Modifikace histont je spojovana s fadou procest zavislych na chromatinu jako je tfeba
replikace, oprava DNA, transkripce. Souvislost mezi histonovou modifikaci a transkripci
byla intenzivné studovana. Vysledek ukazal, ze jednotlivé zmény mohou byt spojovany
s transkripéni aktivaci nebo represi. Acetylace a fosforylace je obecné spojovana
s doprovodnou funkci transkripce, sumoylace je soucasti transkripéné tichych regiond a

metylace a ubiquitinace maji za nasledek aktivaci i replikaci (Kali¢ et al., 2010).

6.1 Acetylace histoni

Acetylace je nejlépe popsand posttranslacni histonova uprava. K acetylaci dochazi na
aminotermindlnim konci lyzinového zbytku, tento N-terminalni konec ma za normalnich
okolnosti kladny naboj, ale navazanim acetylované skupiny dochazi k jeho neutralizaci
(Levenson & Sweatt, 2005). Acetylace histonu tudiz vede k oslabeni pftitazlivé sily mezi
zaporn¢ nabitou kostrou DNA a N-koncovou doménou histonu a k uvolnéni struktury
nukleozomu (Loidl 1994). Acetylace lyzini na histonech H3 a H4 ma vzdy aktivaéni
charakter (Vyskot, 2010). Reakce je katalyzovana histon acetyltransferazami (HAT), které
prenaseji acetylovanoku skupinu z acetylkoenzymu A na &-NH + skupinu lyzinového zbytku.
Tento proces je reverzibilni a enzymy, které katalyzuji deacetylaci jsou znamy jako histon

deacetylazy (HDACs) (Levenson & Sweatt, 2005).
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6.1.1 Histon acetylazy

V soucasné dobé existuje ne¢kolik rodin histon acetylaz ilustrovanych jako PCAF/GCNS,
p300/CBP, TAF250, SRC1 a MOZ. Z téchto enzymu, dvé rodiny PCAF/GCNS a p300/CBP
jsou nejvice popsané a jsou velmi silné. Zatimco enzym SRCI1 ma velmi slabou a casto
nezjistitelnou aktivitu vici histoniim. Jednim z vysvétleni nizké aktivity viici histonim mutize
byt to, ze skuteCnym cilem pro tento enzym jsou nonhistonové bilkoviny, které nebyly
doposud identifikovany (Kouzarides, 2000).

Dv¢ histon acetyltransferazy GCNS5 a p300 zodpoveédné za acetylaci lysinu jsou zapleteny
do DDR (DNA demage respondse, odpoveéd na poskozeni DNA) indukované UV zatenim. U
kvasinek ozafenim UV dochazi k hyperacetylace H3 (lyzinu 9 a 14) genu MFA2. Tato
acetylace je doprovazena zvysenou dostupnosti DNA templatu. Tato zména tedy umoziuje
ptistup bilkovin k poSkozené DNA. Acetylace histonu H3 zprostfedkovana histon
acetyltransferazou GenS je u kvasinek zapojend do regulace genové exprese asi do 5%
genomu. Jiny promotor RPB2 nevyzaduje pro acetylaci histonu ani pro efektivnéjsi odstranéni
Skod GenS5. GenS upravuje podmnozinu gentl, zatimco histon acetyltransferaza p300 je
globularni regulator transkripce. P300 je také zapojena do opravy poskozenych geni UV
zafenim InglB, DDB1, PCNA, CSB a p53. To naznacuje, ze krom¢ Gen5, p300 ma funkei v
acetylaci histonti pred, béhem nebo po NER (necleotide excision repair, oprava vyfiznutim
nukleotidu), i kdyz zatim nebyly ptedlozeny zadné ptimé dikazy, ze p300 je nutnad pro

efektivni ¢innost NER (Dinant et al., 2008).

6.1.2 Histon deacetylazy

Jako prvni histon deacetylaza identifikovavand jako pozitivni a negativni transkripcni
faktor byla objevena u kvasinky. Spojeni mezi histon deacetylaci a transkripcni represi nebyla
ustanovena dokud nebyla ukazana histon deacetylova aktivita savéiho RPD3 homologu HDI.
Tridy L, II, III se skladaji z enzymovych homologi ke kvasinkovému proteinu RPD3
( reduced potassium dependency protein 3), HDA1 (histone deacetylase 1 protein), a SIR2
(silent information regulator protein 2). Rzné histon deacetylazy jsou zapojeny do ruznych
biologickych procest, ale ¢asto se mohou funkce vzajemné piekryvat. (Chen & Tian, 2007).
Protein SIR2 byl zjistén u vSech eukaryotickych organismti a specificky odstraiuje
acetylovanou skupinu z lyzinu v pozici 16 histonu H4 (Vyskot, 2010).

Bromodomény jsou evoluéné konzervované proteiny nalezené piivodné v proteinech

asociovanych s chromatinem a témét ve vSech jadernych acetyltransferazach. Nedavno bylo
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zjisténo, ze funguji jako acetyl-lysin vazebné oblasti, které mohou slouzit jako rozhodujici
mechanismus regulace interakce protein-protein, véetn¢ remodelace chromatinu a transkripcni
aktivaci (Zeng & Zhou, 2002).

Byly provadény pokusy na potkanech, zda-li ma alkohol vliv na acetylaci jadernych
histontt H3 v hepatocytech. Hepatocyty byly inkubovany v ethanolu o riznych koncentracich
(5 — 200 mM) po dobu 24 hodin. Poté byly provadény testy na acetylaci konkrétnich
lyzinovych zbytkli 9 al4. Tato studie dosla k zavéru, Ze ethanol ma vliv na acetyci lyzinu
v pozici 9, ale v pozici 14 nikoli. Z toho vyplyva, ze zvySena hladina acetylace histonu H3 na
lyzinu 9 muze byt povazovana za mechanismus, ktery muze ovlivilovat expresi genil

podilejicich se na poskozeni jater (Park et al., 2003).

6.1.3 Inhibitory histondeacetylaz

Histon deacetylazy lze chemicky blokovat trichostatinem A, ktery je produktem bakterii rodu
Sacharomyces, a n-butyratem sodnym (Yoshida at al, 1990). Inhibitory histondeacetylaz maji
protinadorovou aktivitu a jsou dobie tolerovany, proto jsou zapojeny do vyzkumi 1éCby
rakoviny. Molekularni zaklad jejich selektivniho protinadorového ucinku vSak neni znam.
Byly zkoumany ucinky inhibitori histondeacetyldz na onkoproteinech PML-RAR a AMLI-
ETO, které zahajuji leukomogenezi prostfednictvim deregulace histondeacetylaz. Inhibitory

histon deacetylaz indukovaly apoptézu leukemickych blastt (Insinga et al., 2004).

6.2 Fosforylace histoni

Fosforylace je znama u histonu H3 a H1. Fosforylace histonu H3 serinu 10 je spojena
s kondenzaci chromozomu a segregaci béhem mitézy a meidzy. Od tohoto objevu bylo
zjiSténo, ze mitoticky specifickd mista fosforylace histonu H3 jsou také na serinu 28 a
threoninu 11. Neni prozkoumano, zda tyto zmény jsou propojeny. Fosforylace histonu H3 na
serinu 10 zadina v pribéhu profaze, nejvyssi trovné dosahuje béhem metafaze, nakonec
nasleduje pokles mnozstvi fosforylace béhem bunécného cyklu do telofaze. Podobny vztah
muze byt pozorovan v pritbéhu meidzy a nedostatek fosforylovaného serinu 10 histonu H3
inhibuje meiézu u Tetrohymena thermophila (Nowak & Corces, 2004).

Kinaza aurora, mitogeny a stres jsou zodpovédné za fosforylaci serinu 10 histonu H3, ktera
vede ke zhutnéni chromatinu béhem mitozy (Misri et al., 2008).

Hyperfosforylace histonu H1 je ¢asové spojena se v vstupem do mitozy a predpoklada se,

ze plni funkci v mitotické kondenzaci chromatinu. Nicmén¢€ nedavné experimenty ukazuji, ze

19



ke kondenzaci chromatinu mize dojit in vivo nebo in vitro, i kdyz neni pfitomen H1. Kromé
toho, i kdyz je hyperfosforylovany H1 pfitomen, nedochazi k pfedcasné kondenzaci
chromatinu vyvolané fostriecinem nebo kyselinou okadaovou. Proto zlstdva funkce

hyperfosforylovaného H1 béhem mitdzy nejasna ( Wei at al., 1998).

6.3 Metylace histoni

U savcit se typicky objevuje metylace histonu H3 na argininovych reziduich v pozici 2, 8§,
17 a 26 a histonu H4 v pozici 3. Arginin metylace je katalyzovana metyltransferazami ttidy
PRMT (protein argininmetyltransferazy) a vedou k aktivnimu i represivhimu uc¢inku
chromatinové funkce. Arginin se objevuje v mono- a dimetylovaném stavu, dimetylovany
stav miiZze byt symetricky a asymetricky. Symetricka dimetylace vznika pfidanim metylované
skupiny ke kazdému dusiku guanidinu, zatimco asymetricka dimetylace se vyznacuje
pfidanim obou metylovanych skupin na jeden dusik guanidinu (Klose & Zhang, 2007). Na
rozdil od acetylace, methylace lyzinu zachovava kladny naboj histonového
aminoterminalniho konce (Levenson & Sweatt, 2005).

Podobné¢ jako metylace argininu pfispiva k aktivni i represivni funkci chromatinu metylace
lyzinu. Zvlasté metylace histonu H3 v pozicich lyzinu 4, 36, 79 je spojena s transkripéné
aktivnimi oblastmi euchromatinu, zatimco metylace histonu H3 v pozicich 9 a 27 a histonu
H4 v pozici 20 jsou obecné¢ nalézany v umlCenych regionech heterochromatinu (Klose &
Zhang, 2007). Metylace lyzinu v pozici 9 histonu H3 se zda byt univerzalnim markerem
umlcovani genti u vSech modelovych organismti od kvasinek po savce. Na tuto metylovanou
skupinu se pak vaze umlcovaci protein HP1 (heterochromatin protein 1), ktery zptsobuje
heterochromatinizaci dané¢ oblasti chromozomu. HPI protein a ftada podobnych
heterochromatinovych proteint ( jako tfeba supresor variegace u drozofily, Su(var)3-9) sdileji
evoluéné konzervativni doménu - chromodoménu (chromatin organization modifier). Tyto
proteiny jsou soucasti represivnich proteinovych komplext indukujici a udrzujici uml¢ovany
epigeneticky stav (Vyskot, 2010).

Spojeni mezi metylaci DNA a histonovou metylaci bylo prozkoumano na modelech
Arabidopsis a Neurospora. Mutace histon metyltransferazového genu (DIM-5), specifického
pro histon H3 lyzinu 9, vedla k Gplné ztraté metylace DNA u rodu Neurospora. Ke snizeni
genomicka metylace DNA doslo také, kdyz u standardniho typu Neurospora lyzin 9 na
histonu H3 byl nahrazen jinou aminokyselinou. Navic k ¢aste¢né ztraté¢ metylce DNA doslo,
kdyz souvisejici gen kryptonit (KYP) byl mutovan u Arabidopsis. Dnmt chromometylaza 3
(CMT3) u Arabidopsis zprostiedkovava interakci s metyl-lyzin vazejici protein HP1b, a tak
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poskytuje elegantni mechanismus pro cilenou metylaci do oblasti genomu, kde jsou histony
metylované. Tyto studie ukazuji, ze vytvofeni a zachovani metylace DNA je zavisla na
mytylaci lyzinu 9 histonu H3 (Geiman & Robertson, 2002).

Zmeény v metylaci se objevuji téz v protoplastovych kulturach jako reakce na nedostatek
vody, osmoticky stres, t€Zké kovy a zvySenou teplotu v tkanové kultuie. Néktera mista jsou

epigeneticky umlcena a nékterd naopak vykazuji zvysenou expresi (Smulders & Klerk, 2011).

6.4 Ubiquitinace

Ubiquitinace probiha na C-karboxyterminalnim konci histontt H2A a H2B. Jde o pfipojeni
malého globularniho proteinu ubiquitinu k lyzinovym reziduim. I kdyz se zcela piesn¢ funkce
ubiquitinace nevi, je znamo, Ze nema stejny vyznam jako v cytoplazmé, kde slouzi jako
marker pro degradaci proteinli v proteozomu. Ubiquitinovany histon H2A a z¢asti i H2B se
nachazi bohaté¢ hlavné v oblasti euchromatinu . Navazani ubiquitinu na histon H2A ma jen
maly dopad na strukturu nukleozomového jadra, ale pravdépodobné brani kondenzaci 30 nm
chromatinového vldkna. To potvrzuje i skutecnost, ze v metafdznich chromosomech tplné
chybi ubiquitinovany H2A (Braddury, 1992).
V jiné publikaci je vSak uvedeno, Ze ubiquitinace histoni H2A a H3B vede k odlisnym
nasledktim: ubiqutinovany histon H2A lyzinu 119 vede k transkrip¢ni aktivaci, zatimco H2B
lyzinu 123 ma za nasledek represi genu. I ubiquitinace patifi mezi reverzibilni reakce,

deubiquitinace vede k udrZzovani uml¢ovani heterochromatinu. (Vyskot, 2010).

6.5 Sumoylace

Sumo (small ubiquitin-related modifier) je jedna ze skupin polypeptidi podobnych
ubiqutinu. Sumoylace histond hraje roli v transkripnim umlcovani. V tomto pfipadé je
kovalentné vazan na konjugacni enzym ubc9 histonu H4, presny aminokyselinovy zbytek
neni zatim znamy. Tato modifikace se podili na transkripcni represi kvili ziskavani histon
deacetylaz a heterochromationového proteinu HP1. Neddvno bylo zjisténo, Ze dochazi
k sumoylaci i na histonech H2A, H2B a H4 u kvasinky. Tyto vysledky jsou dikazem, ze
sumoylace na konkrétnich lyzinech histonii zabranuje transkripcni aktivaci spojenou
s acetylaci nebo ubiquitinaci, ¢imz blokuje zmény v ptisluSnych reziduich (Tost, 2008).
Zatimco u bezobratlych zivocichi a kvasinek existuje 1 forma proteinu SUMO, u ¢lovéka
existuji 4 izoformy (SUMO-1, velmi podobné SUMO-2 a SUMO-3 a nedavno byla objevena
izoforma SUMO-4). Za fyziologickych podminek se k proteintim nejvice ptipojuje SUMO-1.
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Za stresovych podminek, napf. vlivem pusobeni zvysSené teploty, dochazi k sumoylaci
proteinll izoformami SUMO-2/3. N¢které proteiny, napi. topoizomeraza II, jsou vSak i za
normalnich podminek sumoylovany, a tim stabilizovany izoformami SUMO-2/3 . K expresi
SUMO-4 dochazi pouze v ledvinach, zatimco ostatni izoformy nachdzime ve vSech tkanich.
Poruchy sumoylace jsou spojeny s chorobami jako je Alzheimerova a Parkinsonova choroba

a rakovina (Fuchs and Euwirtova, 2006).

Tabulka ¢. 1: Hlavni typy kovalentnich modifikaci histonti. Skupina 1 zobrazuje malé Gpravy
(acetylace, fosforylace a metylece), skupina 2 vétsi upravy dané adici peptidu (ubiquitinace a

sumoylace). Kazda zména zptisobuje bud’ aktivaci ¢i uml€eni transkripce.

Role in Histone-modified
transcription sites
GROUP 1
Acetylation activation H3 (K9,K14,K18,K56)
H4 (KS,K8K12,K16)
H2A
H2B (K6,K7,K16,K17)
Phosphorylation activation H3 (510)
Methylation activation H3 (K4,K36,K79)
repression H3 (K9,K27)
H4 (K20)
GROUP 2
Ubiquitylation activation H2B (K123)
repression H2A (K119)
Sumovylation repression H3 (?)
H4 (K5,K8,K12,K16)
H2A (K126)

H2B (K6,K7,K16,K17)
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7. RNA interference

RNA slouzi jako pfenasec informace od DNA k proteinim. Od DNA se lisi ve struktuie
sacharidu, obsahuje ribozu (DNA - deoxyribozu) a dusikatou bazi komplementarni k adeninu
— uracyl (DNA — thymin).

RNA interference (RNA1i) byla poprvé uznana ve vyzkumu Fireho et al. v roce 1998, ktery
uvedl, ze reakce na dvouvlaknovou RNA (dsRNA) u hlistice Ceanorhabditis elegans byla
takova, ze doslo ke genovému umlceni na posttranskripéni trovni. PouZitim kratké RNA lze
selektivné umlcet jakykoliv gen v genomu. Tento mechanismus miiZzeme nalézt na rtiznych
modelech od kvasinek po savce a pravdépodobné hraje ustfedni roli v fizeni genové exprese u
vSech eukaryot ( Jana et al., 2004). RNAi obsahuje malé molekuly RNA zvané kratké
interferujici RNA (SIRNA — short interfering RNA) nebo mikroRNA (miRNA, microRNA).
Tyto molekuly o délce 21 — 28 parti bazi jsou tvoteny z vétSich, dvoufetézcovych molekul
enzymatickou ¢innosti proteind, které jsou specifickymi endonukledzami pro dvouietézcové
molekuly RNA. Protoze tyto endonulkeazy ,,kraji* (angl. Dice) velké molekuly RNA na malé
useky, nazyvaji se tyto enzymy Dicer. Caenorhabditis elegans vytvaii pouze jediny druh
enzymu dicer, drozofila produkuje 2 ruzné enzymy dicer a Arabidopsis nejméné 3. U
Caenorhabitas elegans a drozofil pisobi tyto enzymy v cytoplazmé, ale u Arabidopsis ptisobi
s nejvetsi pravdépodobnosti v jadie (Snustas & Simmnons, 2009). V sav¢ich buiikach je Dicer
lokalizovan v cytoplazmé. Protein Dicer byl charakterizovan v extraktech pfipravenych
zhmyzich bunék, embryi C.elegans i kultivovanych sav¢ich bunék. Obsahuje
aminotermindlni helikdzovou doménu, PAZ doménu, kterd obsahuje proteiny Piwi ,
Argonaute a (Zwille/Pinhead) a dvé domény s RNazovou aktivitou IIl a karboxy-terminalni
casti a dSRNA-vazebné motivy (Chacraborty et al., 2004).
siRNA a miRNA, které vznikaji cinnosti diceru, jsou sparovany po celé své délce krome 3°-
konce, kde zistavaji 2 nukleotidy volné. V cytoplazmé se siRNA a miRNA zaclenuji do
ribonukleoproteinovych castic. Dvouvldknova siRNA ¢i mRNA je v téchto casticich
rozpletena a jedno z jejich vlaken je prednostné odstranéno. Zbyvajici vlakno RNA je pak
schopno integrovat se specifickymi molekulami medidtorové RNA (mRNA). Tato interakce je
zprostiedkovana parovanim bazi mezi jednim vlaknem RNA v RNA-proteinovém komplexu
a komplementarni sekvenci v molekule mediatorové RNA. Protoze tato interakce brani expesi
genu produkujiciho mRNA, nazyva se RNA-proteinovd castice umlCovaci komplex
indukovany RNA (RNA-Induced Silencing Komplex). Komplexy RICS z riznych organismu
se lisi sloZzenim i velikosti, ale vSechny obsahuji jednu molekulu z rodiny proteinti vystfedné
zvané argonaut. Funkce téchto proteinll neni zcela objasnéna. Kdykoli je parovani bazi mezi

RNA uvnitt komplexu RISC a cilovou sekvenci na mRNA zcela nebo témét dokonalé, RISC
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Stépi cilovou mRNA uprostied sparované oblasti. Rozstépend mRNA je pak rozlozena. Po
rozlozeni se mize RISC znovu pouzit, aniz by ztratil schopnosti zacilit a rozstépit mRNA.
Chova se tedy stejn¢ jako katalyzator. Molekuly RNA asociované s RISC, které zptsobuji
rozklad mRNA, se obvykle oznacuji jako kratké interferujici RNA (siRNA). Kdykoli se RNA
uvniti RISC paruje se svou cilovou sekvenci nedokonale, mRNA neni zpravidla rozstépena a
namisto toho je zastavena translace mRNA. RNA asociované s RISC, které maji tento ucinek
se obvykle nazyvaji mikroRNA (Snustas & Simmnons, 2009). Proteiny Argonaut tvofi silné
konzervované skupiny. Kromé¢ RNA mechanismi ovliviiuji vyvoj a podileji se na determinaci
kmenovych bunék. Argonaut proteiny obsahuji 2 domény: PAZ a Piwi doménu. Paz doména
se sklada z 130 aminokyselin a bylo zjisténo, ze je soucdsti proteinu Argonaut i Diceru.
Ackoli nema presn¢ definovanou funkci, pfedpokladd se, ze by mohla byt doménou
zprostfedkovavajici protein — protein interakci, pfipadné homo- a heterodimeraci. Funkce
Piwi domény neni zatim znama, ale je velmi konzervovana. Bilkoviny skupiny Arganout
muzeme rozdélit do dvou podtiid podle sekvence: ty, které se podobaji Arabidopsis AGOI1 a
ty, které se vice podobaji Piwi u Drosophily (Carmell et al., 2002).

24



Obrazek ¢.2: Schéma RNA interference. Dvouvldknova DNA je Stépena endoribonukledzou
Dicer na kratké molekuly siRNA, které tvoii akvitni komplex s RISC $tépici mRNA
molekuly nebo inhibuji jejich translaci (Chacraborty et al., 2004).
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8. Material a metody

8.1 Biologicky material
Rostliny Cucumis sativus L. (odriida Marketer, SEMO Ltd., Smrzice, Ceska republika).

8.2 Seznam pouzitych roztoka a médii

CTAB: 20 g cetyltrimethylamonnium bromidu; 10 g polyvinylpyrrolidonu; 1 litr
destilované vody.
PGly: 0,0272 g KH2PO4; 0,101 g KNO3; 1,1176 g CaClz; 0,246 g MgSO4 * 7 H20;
0,00016 g KI; 0,000025 g CuSO4 * 5 H20; 11,15 g glycinu; 18,016 g glukozy;
0,5857 g MES; 65,58 g manitolu; 1 litr destilované vody; pH 5,8; sterilizovano filtraci.
20% sacharoéza: 200 g sachar6zy; 1 litr destilované vody; pH 5,8; sterilizovano
autoklavovanim.
Enzymaticky roztok PGly: 0,2 g celulazy Onozuka (Duchefa Biochemie); 0,05 g
macerozymu R-10 (Duchefa Biochemie); 10 ml PGly; pH 5,8; sterilizovano filtraci.
5x TBE: 54 g Tris-HCI; 27,5 g HBO2; 20 ml 0,5 M EDTA (disodna siil
ethylendiaminteraoctové kyseliny); 1 litr destilované vody; pH 8.
Ostatni chemikalie: chloroform : izoamylalkohol (pomér 24:1); izopropanol; octan sodny;
2-merkaptoethanol; agardza (elektroforetickd); 70% ethanol; 4',6-diamidino-2-fenylindole
(DAPI); ethidium bromid.
Komeré¢ni kity: EpiQuick” Global Histone H3 Phosphorylation (Ser 10) Assay Kit
(Colorimetric) (Epigentek), EpiQuik  Global Di-Methyl Histone H3-K4 Quantification Kit
(Colorimetric) (Epigentek), EpiQuik ~ Global Histone H4 Acetylation Assay Kit (Epigentek),
MethylFlash Methylated DNA Quantification Kit (Colorimetric) (Epigentek), CelLytic PN
Isolation/Extraction Kit (Sigma).
LCM1 médium: Gamborg B5 médium (Duchefa); 0,9 g inositolu; 0,002 g kyseliny
askorbové; 0,008 g glycinu; 0,02 g glutaminu; 0,1 g kasein hydrolyzatu; 0,586 g
morfolinethansulfonové kyseliny (MES); 70 g manitolu; 10 g sacharozy; 5 g glukozy;
0,001 g NAA; 0,0005 g 2,4-D; 0,0005 g BAP; 0,004 g alaninu; 0,02 g prolinu; 1 litr

destilované vody; pH 5,8; sterilizovano filtraci (Debeaujon a Branchard, 1992).
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8.3 Vybaveni laboratore

Chlazena centrifuga 5804 R (Eppendorf), centrifuga 5415 D (Eppendorf), cytologicka
centrifuga, trasluminator UVT-20M (Herolab) s digitalni fotoapardtem Kodak 290,
fluorescencni mikroskop (Olympus BX 60) s CCD kamerou (Cool SNap, Photometrics),
svételny mikroskop, biologicky termostat BT120, autoklav, laminarni box, digestof,
elektroforetickd aparatura, spektrofotometr Nanodrop (Thermo fischer Scientific),
multifunkéni modularni reader Infinite M200 (Tecan), mikrovina trouba, vodni lazen,
mraznicka, lednicka, analytické vahy, vahy, magnetické michadlo, pH metr, Pasteurovy
pipety, Petriho misky, parafilm M, mikrozkumavky, davkovaci mikropipety, sterilni Spicky,

ochranné rukavice, kahan, skalpel, pinzeta, podlozni a kryci skla.

8.4 Izolace protoplastii

Sterilnim skalpelem byly mladé apikalni listky odfiznuty od matef'ské rostliny, nasekdny na
1 mm fragmenty a umistény do enzymatického roztoku obsahujici 2 % roztoku celulazy
Onozuka R-10 a 0.5% roztoku macerozymu R-10 v Petriho misce. Petriho miska byla
s obsahem inkubovéna ve tmé¢ po dobu 18 hodin pii teploté¢ 25°C. Tato hruba protoplastova
suspenze byla prefiltrovana ptes uhelonové sitko 72 pm , néasledn¢ promyta 2 ml roztoku
PGly a centrifugovana pti 80g (= 800ot/min) po dobu 5 minut. Supernatan byl odstranén,
sediment resuspendovan ve 4 ml 20% sachardzy a opatrné prevrstven 2 ml PGly tak, aby
nedoslo k promichéani obou vrstev. Zkumavka byla vlozena do centrifugy a stocena pii 80g na
5 minut. Flotojici protoplasty (zeleny prouzek) na rozhranni obou kapalin byly odebrany
pasteurovou pipetou do Cisté centrifuga¢ni zkumavky a resuspendovany ve 4 ml PGly. Po
pétiminutové centrifugaci pfi 80g byl odstranén supernatan a protoplasty v sedimentu
resuspendovany v 1 ml LCM1 média
Po izolaci byla stanovena zivotnost protoplastti pomoci fluorescein diacetatu, ktery pronika do
bun¢k a v zivych buiikach je pomoci bunécnych esterdz ptreménén na zelené fluoreskujici
produkt, ktery jiz nepronikd pfes cytoplazmatickou membranu ven z bunky. Kapka LCM1
média s resuspendovanymi protoplasty byla pienesena na podlozni sklicko, k ni bylo ptidano
10 pl pracovniho roztoku s fluorescein diacetatem a byla piekryta krycim sklickem.
Stanoveni zivotnosti bylo provedeno pomoci fluorescencniho mikroskopu (Olympus BX 60).
Nejprve byly pozorovany protoplasty v prochazejicim svétle a poté byly pozorovany

fluoreskujici protoplasty v excitacnim svétle.
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8.5 Izolace listové DNA

Ve tfeci misce obsahujici tekuty dusik bylo pomoci tloucku rozetfeno 200 mg listd
Cucumis sativus L. Do tfeci misky byl ptipipetovan 1 ml CTAB obohaceny o 2 pl
2-merkaptoethanolu, ktery byl pfedehian ve vodni ladzni na 65°C. Vznikld smés byla
napipetovana do 2 ml zkumavky a inkubovéana 1,5 hodiny pii 65 °C ve vodni lazni. Po
inkubaci bylo pfipipetovano 600 pl smési, kterd obsahovala chloroform a izoamylalkohol
v poméru 24 : 1. Po promichani byl roztok centrifugovan 15 minut
v chlazené centrifuze (4 °C) pii 11 000 otackach/min. Po centrifugaci byla horni faze odsana
do nové eppendorfky spolecné s 60 pl octanu sodného a 500 pl izopropanolu a dala se mrazit
na 30 minut do mrazdku. Po zmraZeni byl roztok centrifugovan 30 minut v chlazené
centrifuze (4 °C) pii 11 000 otackach/min. Roztok byl slit a eppendorfka se nechala vysusit.
Ke srazeniné DNA bylo ptidano 300 pl 70 % ethanolu a roztok byl znovu centrifugovan 15
minut pfi stejnych podminkach. Roztok ethanolu byl opét slit a srazena DNA se nechala
vysusit. V poslednim kroku bylo ve sterilnich podminkach pfipipetovano 50 ul destilované
vody. Koncentrace DNA byla stanovena pomoci pfistroje Nanodrop a vzorek ve zkumavce

zmrazen na -20 °C.

8.6 Izolace protoplastové DNA
Izolace byla provadéna stejnym postupem jako u listové DNA srozdilem vychoziho

materialu.

8.7 Izolace jadernych proteint (histonii)
Roztoky, které byly ptipraveny pfed nebo béhem izolace histond:
I. roztok NIB (Nuclei Isolation Buffer): 3 ml...neziedéného NIB
9 ml...destilované vody

10 pl...DTT (dithiothreitol)

II. roztok NIBA (100:1): 12 ml...zfedéného roztoku NIB (bez DTT)
120 pl...Protease Inhibitor Coctail

II1. roztok o 2 ml zfedéného NIB a 6 ml destilované vody
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IV. roztok WEB (Working Extraction Buffer): 1ml... WEB
50 pl... NIB + DTT
10 pl...Protease Inhibitor Coctail

Ve tfeci misce obsahujici tekuty dusik bylo pomoci tloucku rozetfeno 200 mg listd
Cucumis sativus L. a pfesypano do eppendorfky. Do kazdé eppendorfky (list, protoplast 0
hodin, 24 hodin, 48 hodin a 72 hodin) bylo napipetovano po 1,5 ml I. roztoku. Vse se
centrifugovalo 10 minut pfi 12600 ot/min. Po stoCeni byl supernatan odstranén a
napipetovany 2 ml II. roztoku. Eppendorfky byly opét vlozeny do centrifugy a sto¢eny pfi
12 000g po dobu 10 minut. Supernatan byl znovu odstranén , eppendorfky naplnény
ptipravenym III. roztokem a byly centrifugovany 5 minut. Po sto¢eni byl roztok odstranén a
pti pipetovani IV. roztoku byly eppendorfky ledovany, dale byly 20 minut vortexovany a 10
minut centrifugovany. Vytvorily se 2 faze, horni byla odsana do nové eppendorfky a nechala

se zamrazit na teplotu -80 °C.

8.8 Metodika stanoveni mnoZstvi fosforylovanych histonu H3 serinu 10
Nejprve byl ptipraven promyvaci roztok tak, ze byl nafedén C1 (Wash Buffer) s
destilovanou vodou v poméru 1:9 (1 ml C1 + 9 ml vody).
Do 7 jamek, které¢ byly oznaCeny cisly, bylo napipetovano 50 pl C2 (Antibody Buffer)
Pripraveny vyizolovany extrakt histona (listové histony, histony protoplasti izolovanych v 0
hodin, 24 h, 48 h a 72h) byl pfidan v mnozstvi 2 pg do 5 jamek (Tab.€.1). Do dalSich 2 jamek
byl napipetovan 1 pl standardni kontroly a negativni kontrola destilovana voda. Jamky byly
zalepeny parafilmem M a inkubovany po dobu 1,5 hodiny pti pokojové teploté. Mezitim byl
pripraven do eppendorfky roztok C3 (Detection Antibody) z 0,25 pl C3 a 350 pl ziedéného
promyvaciho roztoku (pomér 1:1000). Po dvou hodinéach byl obsah vyklepan, jamky promyty
3x 150 pl natedéného promyvaciho roztoku C1 a do jamek napipetovan ptipraveny ziedény
roztok C3, ktery byl pied napipetovanim protfepan. Jamky byly zalepeny parafilmem M a
inkubovany 1 hodinu pfi pokojové teploté. Po hodiné byly jamky vyklepany a promyty 6x
150 pl promyvaciho roztoku C1. Dale bylo do jamek napipetovano 100 ul C4 (Color
Developer), soustava jamek byla zakryta alobalem a nechala se odstat 10 minut ve tm¢. Poté
bylo pridano 50 pl C5 (Stop Solution), ktery zastavil enzymatickou reakci. Jamky obsahujici
fosforylované histony se zbarvily modfe a poté zezloutly. V poslednim kroku byl proveden

kolorimetricky test v programu Tecan i-control pii vinové délce 450 nm.
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Tabulka €. 1: Prepocet koncentrace histonti na 2 ug.

Histonovy extrakt Koncentrace histont (pug/pl) Objem vzorku pl /2 ng
1 (List) 3,66 0,55

2 (Protoplast 0 h) 2,35 0,85

3 (Protoplast 24 h) 2,03 0,99

4 (Protoplast 48 h) 7,13 0,28

4 (Protoplast 72 h) 1,05 1,90

8.9 Metodika stanoveni mnoZstvi acetylovanych histoni H4

Byl pfipraven promyvaci roztok GE3 tak, Zze byl nafedén GE3 (Wash Buffer) s
destilovanou vodou v poméru 1:10 (1 ml GE3 + 10 ml destilované vody). Do 5 jamek byly
napipetovany 2 pg (Tab.€. 1) histonového extraktu. Do dal§i jamky byly pfidany 2 pl
standardni kontroly a jamka snegativni kontrolou ziistala prazdnd. Ke vzorkim byl
pripipetovan GE4 (Histone Buffer) tak, aby byl celkovy obsah jamky 5 pl. Obsah jamek byl
promichan pomoci pipety. Soustava se nechala inkubovat 1 hodinu pii 37 °C. Do vysuSenych
jamek byl ptidan GES5 (Blocking Buffer) a opét se inkubovaly pti 37 °C 30 minut. Po 30
minutach byl zbyvajici obsah jamek vyklepan a poté byly 3x promyty 150 pl pfipravenym
roztokem GE3. Byl natedén GE7 (Capture Antibody) s GE6 (Antibody Buffer) v poméru 1:
100 (3,5 pl GE7 + 350 pl GE6). Do kazdé jamky bylo napipetovano 50 pl pfipraveného
nafedéného roztoku GE7 a inkubovano 1 hodinu pii pokojové teploté. Mezitim byl pfipraven
roztok GE8 (Detection Antibody), ktery byl zfedén s GE6 v poméru 1:1000 (0,35 ul + 350
ul). Po hodin€ byly jamky vyklepany a promyty 4x 150 pl roztokem GE3, do kazdé jamky
ptidano 50 pl ptedem piipraveného roztoku GE8 a inkubovano 30 min pfi pokojové teplote.
Poté byl obsah jamek vyklepan a naposledy 4x promyt 150 pl roztoku GE3. Soustava se
nechala vysuS$it 3 minuty pii pokojové teploté, do jamek bylo piidano po 100 pl GE9
(Developing Solution), poté byla soustava jamek zakryta alobalem a nechala se odstat 10

minut ve tmé. Dale bylo pfidano 50 pl GE10 (Stop Solution), ktery zastavil enzymatickou
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reakci. Jamky obsahujici acetylované histony se zbarvily modte a poté zezloutly. V poslednim

kroku byl proveden kolorimetricky test v programu Tecan i-control pfi vinové délce 450 nm.

8.10 Metodika stanoveni mnoZstvi dimetylovanych histoni H3 lyzinu 4

Byl ptipraven promyvaci roztok C1 (Wash Buffer), tak ze byl nafedén koncentrovany C1
s destilovanou vodou v poméru 1:9 ( Iml C1 + 9ml destilované vody). Do 7 jamek bylo
napipetovano po 50 ul C2 (Antibody Buffer), do péti z nich po 2 pg histonového extraktu
(Tab.c.1), do jedné 1 pl standardni kontroly do dal§i 1 pl destilované vody (negativni
kontrola). Obsah jamek byl pomoci pipety promichan, zalepen parafilmem a inkubovan 1,5
hodiny pii pokojové teploté. Mezitim natedén C3 (Detection Antibody) s C2 (Antibody
Buffer) v poméru 1:1000 (0,35 ul C3 + 350 ul C2) Po uplynuti inkuba¢ni doby byl obsah
jamek vyklepan a jamky promyty 3x 150 pl zfedéného roztoku C1. Bylo ptfidano 50 pl
ptipraveného roztoku C3 a soustava jamek byla inkubovana 1 hodinu pfi pokojové teploté.
Poté byl obsah jamem opét vyklepan a jamky promyty 6x 150 pl zfedéného roztoku C1. Do
kazdé jamky bylo napipetovano 100 pl C4 (Color Developer) a soustava jamek byla
inkubovana 10 min ve tmé. Po zpozorovani barevné zmény (obsah jamek zmodral) bylo
ptidano 50 pl C5 (Stop Solution) k zastaveni enzymatické reakce. V poslednim kroku byla
zméfena absorbance jednotlivych vzorkii pomoci kolorimetru v programu Tecan i-control pfi

vlnové délce 450 nm.

8.11 Metodika stanoveni mnozZstvi metylované DNA

Byl pfipraven promyvaci roztok MEI (Wash Buffer) tak, ze byly zfedény 2 ml
koncentrovaného ME1 s 18 ml destilované vody (1:9). Poté byla piipravena standardni
kontrola o koncentraci 2 pg/ul. Do 7 jamek bylo napipetovano 80 ul ME2 (Binding Solution),
do 5 znich po 100 pg extrahované DNA, do dalsi 1ul pripravené standardni kontroly a do
posledni 1 pul ME3 (Negative Control). jamky byly zalepeny parafilmem M a inkubovany 90
minut pii 37 °C. Byl vyklepan ME2, jamky promyty 3x 150 pl ztedéného ME1. Byl pfipraven
roztok MES5 (Capture Antibody) zfedénim s nafedénym roztokem ME1 v poméru 1:1000
(0,35 Wl MES + 350 ul ME1). Do kazdé jamky bylo ptidano 50 ul ziedéného MES a celé se
to dalo inkubovalo 1 hodinu pfi pokojové teploté. Mezitim byl ptipraven ME6 (Detection
Antibody) zfedénim s nafedénym roztokem MEI1 v poméru 1:2000 (0,25 pl ME6 + 500 pl
MET1). Po uplynuti inkubacni doby byly jamky vyklepany a promyty 3x 150 pl zfedéného
roztoku MEI1. Poté bylo do jamek napipetovano po 50 pl roztoku ME6. Souprava byla 30
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minut inkubovana pifi pokojové teploté. Béhem inkubace byl piipraven roztok ME7
(Enhancer Solution) zfedénim s nafedénym roztokem ME1 v poméru 1:5000 (0,2 ul ME7 + 1
ml ME1). Jamky byly po 30 minutach vyklepany, promyty 4x 150 pl ME1 a do kazdé bylo
pridano po 50 pul ME7. Naposledy se nechalo vSe inkuboval 30 minut pifi pokojové teplote.
Poté byl vyklepan roztok ME7, jamky promyty 5x 150 pl roztoku ME1. Do kazdé jamky bylo
ptidano 100 pul MES (Developer Solution) a nechalo se to inkubovat 10 minut pfi pokojové
teploté ve tme. Roztok ME8 zmodral pokud bylo pfitomné dostate¢né mnozstvi metylované
DNA. Daéle bylo pfipipetovano 50 pl roztoku ME9 (Stop Solution), ktery zastavil
enzymatickou reakci a stavajici zluty obsah jamek zezloutl. Od kazdého vzorku bylo
napipetovano 50 pl na mikrodesticku a byla zmétena absorbance jednotlivych vzorki pomoci

spektrofotometru v programu Tecan i-control pii vinové délce 450 nm.
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9. Vysledky
Po izolaci byly protoplasty pozorovany pomoci fluorescen¢niho mikroskopu (Olympus BX
60) nejprve v prochéazejicim svétle a poté byl pozorovan zelené fluoreskujici produkt vznikly

rozkladem fruorescein diacetatu v excitaénim svétle (Obr. €. 1).

Obrazek.¢.1: A) Protoplasty Cucumis sativus L. pozorované v prochazejicim svétle. B)
Protoplasty Cucumis sativus L. mikroskopované v exitaénim svétle: Zivé protoplasty jsou
zelen¢ fluoreskujici, pfeménily fluorescein diacetat na zelen¢ fluoreskujici produkt. Mrtvé
protoplasty jsou Cervené z diivodu autoflorescence.

A)

B)
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Pomoci specifickych protilatek byly kvantifikovany epigenetické zmény v protoplastovych

kulturach (Tab.€.2-5). Béhem kultivace a vyvoje populace protoplastii byly pozorovany

epigenetické zmény, ale ne na signifikantni Grovni. Nejvét§$i mira fosforylace byla

zaznamenana u bunck odvozenych z protoplast kultivovanych 24 hodin po izolaci (Graf

¢.1). Bunky odvozené z protoplastii ve vSech kultivovanych Casech nevykazovaly tendenci

acetylace ani dimetylace (Graf €.2). Nejveétsi mira metylace DNA byla detekovana u bunck

odvozenych z protoplastii kultivovanych 0 hodin po izolaci (Graf €. 1).

Tabulka ¢.2: Hodnoty absorbanci dil¢ich méfeni acetylovanych histonti H4, jejich primér a

smérodatna odchylka.

Extrakt 1.méteni 2.mé&feni 3.méfeni Pramér Smérodatna
histont odchylka

Pozitivni k. 0,1734 0,1658 0,1704 0,1699 0,0038
List 0,1674 0,1654 0,1632 0,1653 0,0021
0 hodin 0,1693 0,1491 0,1503 0,1562 0,0113
24 hodin 0,1577 0,1543 0,1525 0,1548 0,0026
48 hodin 0,1661 0,1459 0,1509 0,1543 0,0105
72 hodin 0,1582 0,1449 0,1593 0,1541 0,0080
Negativni k. 0,1188 0,1444 0,1213 0,1282 0,0141
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Tabulka ¢€.3: Hodnoty absorbanci dil¢ich méteni dimetylovanych histontt H3 lyzinu 4, jejich

pramér a smeérodatna odchylka.

Extrakt 1.méteni 2.mé&feni 3.méfeni Pramér Smérodatna
histonti odchylka

Pozitivni k. 0,2906 0,2928 0,2948 0,2927 0,0021
List 0,1622 0,2782 0,2636 0,2347 0,0632
0 hodin 0,1818 0,2596 0,1965 0,2126 0,0413
24 hodin 0,1790 0,2180 0,1859 0,1943 0,0208
48 hodin 0,1782 0,2719 0,2046 0,2182 0,0483
72 hodin 0,1868 0,2659 0,2084 0,2204 0,0409
Negativni k. 0,1312 0,1718 0,1680 0,1570 0,0224

Tabulka ¢.4: Hodnoty absorbanci dil¢ich méfeni fosforylovanych histoni H3 serinu 10,

jejich primér a smérodatnd odchylka.

Extrakt 1.méfeni 2.méfeni 3.méfeni Primér Smérodatna
histonti odchylka

Pozitivni k. 0,5093 0,6128 0,5631 0,5617 0,0518
List 0,1340 0,1485 0,1380 0,1402 0,0075

0 hodin 0,1400 0,1483 0,1449 0,1444 0,0042
24 hodin 0,1460 0,3701 0,1525 0,2229 0,1276
48 hodin 0,1377 0,1531 0,1492 0,1467 0,0080
72 hodin 0,1674 0,1536 0,1602 0,1604 0,0069
Negativni k. 0,1250 0,1126 0,1204 0,1193 0,0063
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Tabulka ¢.5: Hodnoty absorbanci dil¢ich méfeni metylované DNA, jejich primér a

smérodatna odchylka.

Extrakt DNA 1.méfeni 2.méfeni 3.méfeni Primér Smérodatna
odchylka

Pozitivni k. 0,7488 0,6251 0,7132 0,6957 0,0637
List 0,1481 0,1721 0,1808 0,1670 0,0169
0 hodin 0,2378 0,1919 0,1712 0,2003 0,0341
24 hodin 0,1713 0,1631 0,1599 0,1648 0,0059
48 hodin 0,1628 0,1537 0,1543 0,1569 0,0051
72 hodin 0,1843 0,1702 0,1456 0,1667 0,0196
Negativni k. 0,1308 0,1414 0,149 0,1404 0,0091

Graf ¢.1.: Zobrazuje relativni hodnoty absorbance fosforylace histonu H3 a metylace DNA
protoplastl izolovanych v ¢asech 0 hodin, 24 hodin, 48 hodin a 72 hodin vztazené k listu se

smérodatnou odchylkou.
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Relative absorbance

Graf ¢.2.: Zobrazuje relativni hodnoty absorbance acetylace histonu H4 a metylace DNA

protoplastl vztazené k listu se smérodatnou odchylkou.
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10. Diskuze

Vysledky nejsou statisticky prikazné, protoze struktura populace byla nehomogenni.
V pocatecnich fazich kultivace obycejné dochazi k bunééné smrti ¢asti populace protoplastu.
V nasledné fazi buiikky odvozené z protoplastii vstupuji nesynchronné do bunécéného cyklu.
Presto ale byla zaznamendna tendence zmén ve fosforylaci histonu H3 a metylace DNA
v populaci bunék.

Acetylace histonli je obecné spojovana s transkripci a replikaci DNA. U jeCmene a bobu
souvisi acetylace histonit H4 na lyzinovych reziduich 5 a 16 spiSe s replikaci DNA nez
s transkripci, podobné jako je tomu u savcl na lyzinech v pozicich 5 a 12. Ale u rostliny
Arabidopsis je acetylace histonli ve stejnych pozicich pozorovana v genové hustém
euchromatinu. To ukazuje, Ze acetylace histonl na stejnych reziduich ma rtizné Gcinky u
riznych organismil a histonovy kod miize byt specificky pro druh (Tessadori et al., 2004).
Namétené vysledné hodnoty acetylovanych histont u protoplastovych kultur Cucumis sativus
byly ve vSech kultivovanych casech stejné, protilatka nemusela byt specifickd nebo mohlo
dojit k aktivaci histon deacetyldz stadlym zmrazovanim a odmrazovanim vzorka (skladovani
histonovych extraktl pti -20 °C).

Pozorovanim savc¢ich bun¢k bylo prokazano, ze mira fosforylace histonu H3 je minimalni
v interfazi a zvySuje se béhem mitdzy. S vyvojem specifickych protilatek fosforylované¢ho
histonu H3 serinu 10 Henzel a jeho kolegové byly schopni prokazat v in vitro podminkach
ptesné prostorové a casové struktury. Zjistili, ze fosforylace H3 je zahdjena v pozdni fazi G2,
$ifi se po celém chromatinu béhem kondenzace a je ptfitomna aZ do konce mitdzy. Stejny
bunéény cyklus zavisly na modifikaci histont byl pozd€ji prokazan i na rostlinnych bunkach.
Je pozoruhodné, Ze ackoli je proces fosforylace histonu H3 velmi konzervovany, jeho vyznam
a distribuce se do jisté miry li§i u riznych druht. V bunééném cyklu sav¢ich bunék je
fosforylace serinu v pozicich 10 a 28, ktery vznikne v pericentromerické oblasti chromozomu
a S§ifi se po celém chromozomu, snejvetsi pravdépodobnosti spojeny se zahdjenim
kondenzace chromozomu. Na druhé stran¢ u kvasinkovych bunék neni fosforylace histonu
H3 serinu 10 nutnd pro pribéh bunécného cyklu, funkci fosforylace histonu H3 muze
nahradit fosforylace histonu H2B. Podobn¢ je tomu u mitotickych bunék embrya mutanta
Drosophily borr, které ukazuji mirnou kondenzaci i pies podstatny pokles fosforylace histonu
H3 serinu 10 (Tessadori et al., 2004). Nejvétsi mira fosforylace byla naméfena u protoplastl
kultivovanych 24 hodin po izolaci. Dle Ondfeje et al. (2010) podlé€haji protoplastové kultury
béhem prvnich 24 hodin nejvétsi mife oxidativniho stresu zplsobeného nahromadénim
reaktivniho kysliku. Reaktivni formy kysliku zptsobuji poskozeni DNA. Fosforylace histonu

H3 je spojovéna nejen s kondenzaci chromozomu béhem mitdzy, ale také s apoptézou a
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opravou DNA (Houben et al., 2007). Ve 24 hodinach mohlo tedy dojit k vyraznému ubytku
zivych protoplasti vlivem bunécné smrti. Poté mira fosforylace klesla a v 72 hodinach opét
mirné stoupla. To souvisi s po¢inajicim délenim bunék odvozenych z protoplasti..

U druht B. rapa, eleracea, napus rodu Brassica byly dimetylované histony H3K4
detekovany v euchromationovych regionech interfazniho jadra. Nebyly detekovany
v heterochromatinovych oblastech ani v jadérku. Tyto vysledky naznacuji, ze u téchto druhti
rodu Brassica jsou dimethylované histony specifickym bunéénym markerem euchromatinu
(Braszewska-Zalewska et al., 2010). U vyizolovanych histonovych extrakti byly sice
naméteny néjaké hodnoty dimetylace, ty ale nevykazovaly Zzadnou tendenci. Bud' byla
nespecificka protilatka nebo mohlo dojit k aktivaci histon demetylaz stalym odmrazovanim a
zmrazovanim histonovych extrakta ( skladovani pii -20 °C).

Metylace DNA patii mezi epigenetické markery heterochromatinu (Soppe et al., 2002). Je
specificka pro kazdy rostlinny druh, tkan, organelu, zalezi i na staii rostliny. Metylace DNA
fidi rast a vyvoje, zejména ma Gcast na regulaci genové exprese a replikace DNA (Vanyushin,
2006). Nejvetsi mira metylace byla zaznamenana v 0 hodin. Tento vysledek by mohl
korelovat s apoptézou stejné jako béhem fosforylace. V casech 24 a 48 hodin doslo

k demetylaci DNA.
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11. Zavér

Vysledky nejsou statisticky prukazné, protoze struktura populace byla nehomogenni.
Buiiky vstupuji nesynchronné do bunééného cyklu a ¢ast populace odumira. Piesto ale byla
zaznamenany vyrazngj$i zmény ve fosforylaci histonu H3 a metylaci DNA. Zmény
fosforylace H3 a metylace DNA b&hem protoplastizace a kultivace protoplastii a nasledné
kultivace pravdépodobné souvisi s oxidativnim stresem, vstupem do bunécného cyklu a

reprogramovanim bunécné exprese.
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