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Souhrn

Rostlinné bunky si zachovavaji urcitou plasticitu, coz jim po dediferenciacnich
pochodech nabizi moznosti regenerovat v riizné organy ¢i dokonce v celou rostlinu. Tyto
dediferenciacni procesy probihaji pti kultivaci rostlinnych protoplastti. Protoplasty jsou bunky
zbavené bunééné stény, které mizeme snadno izolovat z rostlinného materialu. Protoplasty
V pfitomnosti exogennich fytohormonii mohou vstoupit znovu do bunécného cyklu,
proliferovat a podstoupit regeneracni procesy.

Béhem dediferenciace protoplastli dochazi k dekondenzaci a nasledné rekondenzaci
chromatinu, coz umoznuje zapinani a vypinani uréitych genti. V praktické ¢asti této prace
byly sledovany dva geny, které se zapinaji v uritém ¢asovém obdobi. Gen ribonukleotid
reduktazy (RNR) je zodpovédny za replikaci DNA a gen prolifera¢niho antigenu bunééného
jadra (PCNA) za bunécné déleni. Proto mohou byt tyto geny povazovany za markery uspésné

kultivace, diferenciace a regenerace rostlinnych protoplastt.



Summary

Plant cells retain some plasticity allowing them after dedifferential processes
to regenerate in different organs or even in the entire plant. These dedifferential processes
occur during the cultivation of plant protoplasts. Protoplasts are cells without cell walls.
They can be readily isolated from plant material. In the presence of exogenous
phytohormones, protoplasts can re-enter the cell cycle, proliferate and undergo regenerative
processes.

Chromatin decondensation and subsequent recondensation during dedifferentiation
of protoplasts enables switching on and off certain genes. The practical part of this work
is focused on two genes that are expressed in a certain period of protoplast culture.
Ribonucleotide reductase (RNR) gene is responsible for DNA replication and proliferating
cell nucleus antigen (PCNA) gene is responsible for the cell division. Therefore, these genes
can be considered as markers of successful cultivation, differentiation and regeneration

of plant protoplasts.
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1 Cile prace

Cilem prace je shromazdéni a zpracovani literatury na téma protoplastové kultury.
ReserSe se zabyva donorovym materidlem protoplastli, samotné izolace a kultivace
protoplasti vcetné¢ faktord, které je ovliviluji, a vyuzitim protoplastovych kultur
Vv biotechnologiich.

Prakticka ¢ast zahrnuje izolaci a kultivaci protoplasti kvétaku (Brassica oleracea
var. botrytis), dale ovéfeni funkce gent ribonukleotid reduktazy (RNR) a prolifera¢niho
antigenu bunécného jadra (PCNA) jako markerti uspéSné kultivace protoplastl, jejich
diferenciace a regenerace pomoci izolace DNA a RNA z protoplastii bezprostfedné po izolaci

a Vv dalsich ¢asovych intervalech a nasledné PCR a Real-Time PCR.



2 Uvod

Dlouho se véfilo, ze diferencované bunky patfici do urcité linie nemohou jiz nikdy
zménit svlj osud. SouCasné poznatky vSak prokazaly, ze nékteré rostlinné bunky
si zachovavaji plasticitu, coz umoznuje zpétnou dediferenciaci a nabizi tak bunkam nové
moznosti. Po dediferencia¢nich procesech se projevi schopnost pluripotence (regenerace
riznych organi) ¢i totipotence (regenerace celé rostliny). Vyznamnym prikladem
pluripotence rostlinnych bunék je dediferenciace protoplastii izolovanych z riznych pletiv.
Protoplasty v pfitomnosti fytohormond (auxiny, cytokininy) mohou vstoupit znovu
do bunééného cyklu, proliferovat a podstoupit regeneracni procesy, jejichz vysledkem
jsou kalusy (hmoty dé€licich se bungk), ze kterych mohou vyrist kofeny ¢i pryty a nasledné
celd rostlina. Dediferenciace protoplastli je charakterizovdana ustanovenim nové rovnovahy
mezi euchromatinem (Cast genomu, kterd je pirepisovana) a heterochromatinem
(kondenzovana ¢ast genomu, jejiz transkripce je potlacovana). Rostlinny protoplastovy
systém je tedy mimo jiné vyuZivan zejména pro studii dediferenciacnich procest (Grafi, 2004;
Ondrej et al., 2009).

Brassica je eckonomicky nejdilezitéjsim rodem v Celedi Brassicaceae. Nékolik jejich
druhil a typli miiZeme zatradit mezi vyznamné olejniny, zeleninu, picniny nebo jsou pouZivany
pii vyrobé koteni (napt. hoicice). Nékteré druhy jsou Siroce pouzivany v kuchyni mnoha
kultur a jsou uznavany jako cenny zdroj vldkniny. Kost'dlova zelenina obsahuje malo tuku
aje zdrojem vitamini a minerall. Obsahuji také velké mnozstvi fytochemikalii,
z nichz nékteré chrani proti karcinogenezi (Steinmetz et Potter, 1996). Mezi plodinami rodu
Brassica maji nejvyssi ekonomickou hodnotu olejnata semena rostlin. Patfi mezi né Brassica
juncea, B.carinata, B. rapa (syn. B. campestris) a B. napus. Rostliny rodu Brassica
jsou dulezitou a vysoce diverzifikovanou skupinou plodin péstovanych na celém svéte, které
patii pfedevs§im k druhiim Brassica oleracea, B. rapa a B. napus. Do této skupiny patii
zelenina jako je brokolice, razickova kapusta, zeli, kvétak, kapusta, kedlubna a tufin (Stewart
Jr. et Cardoza, 2004).

Tato prace se zabyva donorovym materidlem protoplastd a faktory ovliviiujicimi
izolaci a kultivaci protoplastii rodu Brassica. Popisuje také vyuziti protoplastovych kultur
Vv biotechnologiich a molekularnich disciplinach. Praktickda cast se zaméfuje na vyuziti
markert, které napovi vice o budoucim vyvoji bunécné kultury, zda se budou buiky

diferencovat a regenerovat Vv rostlinu ¢i nikoliv.
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3 Soucasny stav feSené problematiky

3.1 Protoplasty
Bunky primarnich rostlinnych tkani maji celulézové stény s bohatou pektinovou

vyplni a stiedni lamelou spojujici sousedni buiiky. Ziva cytoplazma kazdé buiiky ohrani¢ena
pouze plazmatickou membranou tvofi protoplast (Obr. 1). Jelikoz se plazmaticka membrana
podili na syntéze bunécné stény, existuje za normalnich podminek mezi bunécnou sténou
a plazmatickou membranou vzajemny kontakt. Nicméné¢ v hypertonickém roztoku
se plazmatickd membrana buiky stahuje od stény a nésledné odstranéni st€ény umoZiuje
ziskat velké populace kulovitych, osmoticky kiehkych protoplastil, u kterych je plazmaticka
membrana jedinou piekazkou mezi cytoplazmou a vnéjsim prostiedim (Davey et al., 2005a).
Izolace protoplastii je dnes bézna u celé fady druhi rostlin. Zivotaschopné protoplasty
jsou potencialné totipotentni. Proto s ohledem na spravné chemické a fyzikalni podnéty
je kazdy protoplast teoreticky schopen regenerace nové stény a podstupuje opakované
mitotické déleni, aby produkoval dcefiné bunky, ze kterych mohou byt regenerovany celé
rostliny prostiednictvim metod tkanové kultury (Davey et al., 2005a). Izolované protoplasty
jsou unikatnim systémem pro studium struktury a funkce bunétnych organel, transportu

pies cytoplazmatickou membranu u rostlin a tvorby bunééné stény (Navratilova, 2004).

Obr. 1: Protoplasty ¢erstvé izolované z mezofylu Brassica oleracea var. botrytis
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3.2 Historie
Buné¢na sténa mize byt odstranéna mechanickou nebo enzymatickou cestou. Klercker

(1892) poprvé mechanicky izoloval protoplasty z tkan¢ fezanu pilolistého (Stratiotes aloides).
Avsak kvuli velmi malé hustoté izolovanych protoplast byl tento zpusob izolace povazovan
za nevhodny az do doby chemického $tépeni bunééné stény specifickymi enzymy (pektinaza,
hemiceluléza a celuléza) izolovanymi z hub Trichoderma viride a Rhizopus sp. Cocking
(1960) poprvé izoloval vysoky pocet protoplasti ze Spicek kofene rajcete (Lycopersicon
esculentum) pomoci aplikace enzymi S celulazovou aktivitou z houby Myrothecium
verrucaria. Technologie izolace protoplasti byla vyrazné podpofena pouzitim nového média
(Murashige et Skoog, 1962). MS médium se tak stalo standardem pro experimenty spojené
s regeneraci rostlin. Stejn¢ tak byla pfinosem formulace B5 media (Gamborg et al., 1968).

Prvni rostliny regenerované z protoplasti byly zaznamendny u tabaku (Nagata
et Takebe, 1971). Dalsim pokrokem ve véd¢é se stal interspecificky hybrid vznikly fazi
protoplastd  Nicotiana glauca a N. langsdorfii (Carlson et al.,, 1972). Tento hybrid
vsak mohl byt taktéz produkovan pohlavnim ktizenim. Objev spocival v tom, ze hybridi byli
charakteristicti spontannim vyvojem tumori bez ptidavku ristovych regulatori v médiu.

Dalsim rozvojem v oblasti technologie fiize protoplastl je zavedeni polyethylenglykol
(PEG) indukované fuze (Kao et al., 1974). Silny roztok PEG byl piidan k populaci
protoplastl. Protoplasty se zdeformovaly, ale ziejmé se neporusily. Poté Kao postupné¢ PEG
fedil a protoplasty znovu ziskaly sviij tvar. Kdyz byl postup opakovéan se smési protoplasti
Z bunécné kultury a z listli bylo jasné, ze k fuzi protoplasti doslo. Od té doby se PEG metoda
upravila a pouziva se pro fuzi dokonce také u kvasinek a sav¢ich bunék.

V roce 1978 nastal opravdovy zlom Vv oblasti fuze protoplastii. Melchers et al. (1978)
vyprodukovali fazi protoplasti brambory (Solanum tuberosum) a rajcete (S. lycopersium)
hybridni bunky, ze kterych byly regenerovany celé rostliny. V tomto ptipadé nemohly
byt produktem pohlavniho kiizeni. Byly objeveny dva typy hybridd — prvni hybrid
s chloroplasty z bramboru a druhy s chloroplasty zrajéete. Ty mély stonky podobné
bramboru, av§ak nekvetly.

V dalsich letech se vyzkum zabyval napiiklad elektrostimulaci protoplastd,
¢imz se zvysilo mitotické déleni (Zimmermann et Scheurich, 1981) ¢i zavedenim povrchové
aktivnich latek a umélych nosic¢a plynd, které podporuji rtst protoplasti (Lowe et al., 1998).
Od roku 1990 byly technologie protoplastd pro pienos genu zastinény Agrobacteriem
a biolistickymi metodami pienosu genll. Dnes vSak je o vyuziti protoplastovych kultur

Vv oblasti introgrese genti do zemédélskych rostlin opét zvyseny zajem.
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3.3 Izolace protoplastu
Protoplasty mtizeme izolovat mechanickym naruSenim nebo enzymatickou degradaci

bunééné stény. Enzymaticka izolace je pouzivanéjsi, jelikoz ziskame velké mnozstvi
protoplasti, které nejsou ponicené. Jedna se o aplikaci enzymatickych preparata s celulazovou
a pektinazovou aktivitou, které odstrani celulézovou bunécnou sténu rostlinnych bunck.
Enzymatickou izolaci tedy mizeme pouzit u parenchymatickych bunék s nelignifikovanou
bunéénou sténou, kterd je k enzymum rezistentni (Navratilova, 2004). Tyto hydrolytické
enzymy jsou komeréné vyrabéné a li§i se pievazné Cistotou. Degradace bunééné stény
kombinaci téchto enzymu se obecné pouziva pii pH 5,5 — 5,8 po dobu 3 — 18 hodin (Veilleux
et al., 2005). U vétSiny ptipad vSak musi byt optimalni podminky a enzymatické zpracovani
definovano empiricky pro kombinaci genotyp/explantat (Blackhall et al., 1994).

Enzymatickad izolace muze byt provedend jednim krokem nebo mize byt dvou-
stupiiovd. Prvnim krokem dvoustupniové izolace je uvolnéni jednotlivych bunck pomoci
komer¢nich enzymatickych preparati (macerozym, maceraza). Buinky jsou uvolnény
degradaci stfednich lamel a rozkladem tkéni jednotlivych bun€k. Druhym krokem
je rozpusténi bunécné stény jednotlivych bunék aplikaci komeréni celulazy (celulaza Onozuka
R-10). U jednostupnové izolace jsou mechanicky uvolnéné tkané (napf. nakrajenim) umistény
do smési enzymu (pektinaza a celulaza). Jednostupnova izolace se pouziva Castéji, prestoze
jsou bunky vystaveny enzymim po del$i dobu nez u dvoustupniové izolace (Navratilova,
2004).

3.3.1 Faktory ovliviujici kultivaci protoplastt

vvvvvv

zdrojovy materidl, rostlinny druh, teplota, doba inkubace enzymu a jeho sloZeni vcetné

optimalniho pH a v neposledni fadé povaha osmotika.

3.3.1.1 Zdrojovy material protoplastu
Tkanova fyziologie ovliviiuje uvolnéni zivotaschopnych protoplastd vyzadujicich

pfisnou pozornost zdrojového materidlu. Sezonni variace fyzikalnich faktord, které ovliviiuji
reprodukovatelnost protoplastii izolovanych rostlin péstovanych ve skleniku, je obecné
vyloucena pomoci in Vvitro vypéstovanych vyhonkt, sazenic a embryogennich suspenzi bunék.
Sazenice maji tu vyhodu, Ze protoplasty mohou byt izolovany z kotfinku (radikula),

stonkového poddé€lozniho c¢lanku (hypokotyl), délozniho listku (kotyledon), kofenti
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a kofenovych vlaskti béhem nékolika dni kliceni semen (Davey et al., 2005b). Dale mohou
byt protoplasty izolovany z listi, embryi, pylovych zrn, kalusti a bunéénych suspenzi.
Dovzhenko et al. (2003) dokazali, ze pro modelovou rostlinu Arabidopsis thaliana
je nejlépe reprodukovatelny a rychly systém protoplasti izolovanych z kotyledonti. Podobné
Sinha et al. (2003) zjistili, Ze protoplasty izolované z déloznich listkii bilého vi¢iho bobu
(Lupinus albus) mély vyssi vynosy v porovnani s listy, hypokotyly a kotfeny. Piestoze vynos
protoplastli z déloh se zvySuje s vékem sazenice, zivotaschopnost klesa. U rodu Brassica
jsou naopak nejlepsi pro izolaci burniky listového mezofylu. Listy jsou dobrym zdrojem
protoplastll, umoznuji izolaci ve velkém poctu relativné uniformnich bunék a je znamo,
ze mladé listy produkuji nejvice zivotaschopnych bunék (Navratilova, 2004). Embryogenni
suspenze bun¢k se naproti tomu casto pouzivaji pro izolaci protoplastd obilovin

a trav (Blackhall et al., 1994).

3.3.1.2. Enzymy
Hustota a Zivotnost izolovanych protoplasti zavisi na koncentraci a kombinaci

pouzitych enzymt, délce jejich plsobnosti, pH enzymatického roztoku, teploté a poméru
enzymatického roztoku k objemu rostlinné tkané. Existuji dva druhy enzymu, které
se pii izolaci rostlinnych protoplasti prevazné pouzivaji. Prvnim druhem je pektinaza, ktera
rozpou$ti stfedni lamely a separuje tak jednotlivé bunky. OdliSné ptsobi celuldza
a hemicelulaza, které degraduji bunéfnou sténu a uvolnuji tak protoplasty (Navratilova,
2004). Kombinace téchto dvou druhti enzyma je velmi dulezitd pro zvySeni Zivotnosti
protoplastli. Existuji vSak i jiné druhy enzymi, které jsou uvedené v Tabulce 1, v¢etné jejich

komer¢nich nazvi, zdroje ptivodu a dodavatele.
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Tab. 1: Komeréné dostupné enzymy pro izolaci protoplasti. Prevzato z Bhojwani et Razdan,
1996.

Enzym Zdroj Dodavatel

Celulazy:

Onozuka RS Trichoderma viride Yakult Honsha, Japan
Celulaza R-10 Trichoderma viride Yakult Honsha, Japan
Celulyzin Trichoderma viride Calbiochem, USA

Driselaza Irpex lactes Kyowa Hakko Kogyo, Japan
Meicelaza-P Trichoderma viride Meiji Seik Kaisha, Japan
Hemicelulazy:

Hemicelulaza Aspergillus niger Sigma, USA

Rhozym HP-150 Aspergillus niger Rohm and Hass, USA
Zymolyaza Arthrobacter luteus | Sigma, USA

Pektinasy:

Macerozym R-10 Rhizopus sp. Yakult Honsha, Japan
Maceraza Rhizopus sp. Calbiochem, USA
Pectinaza (purifikovana) | Aspergillus niger Sigma, USA

Pectolyaza Y23 Aspergillus japonicus | Seishin Pharmaceutical, Japan
Pectinol Aspergillus niger Rohm and Hass, USA

Liu et al. (2006) ve své praci optimalizovali parametry pro izolaci protoplastl
z motské tasy Chlamydomonas. Pro své experimenty pouzili komeréni enzymy Celulaza
R-10, Macerozym R-10, Abalone Acetone Powder, Hemicelulaza a enzym izolovany
z moiského plze Lunella coronata. Zjistili, Ze nejvice zZivotaschopnych protoplasti ziskali
pouzitim 3% Celulaza R-10 a 2% Macerozym R-10, a to v poméru 2,4 : 1,6. Fakt, Ze nejvyssi
Zivotnost protoplasti zajistuje kombinace celulazy a macerozymu, potvrzuje i prace Raikar
etal. (2008), ktefi taktéz hledali nejlepsi pomér enzymu pro izolaci protoplastl, tentokrat
vSak u Stirovniku riizkatého. Nejlepsi kombinace enzymt byla 2% celuldza, 1% macerozym,
0,5% driselaza a 0,2% pectolyaza.

Aktivita enzymu je zavisla na hodnoté¢ pH. Optimalni hladina pH se pohybuje
v rozmezi od péti do Sesti. Optimalni teplota pro tyto enzymy je 40 az 50 °C, cozZ je pro bunky
ptili§ vysoka hodnota. Obecné vsak pro izolaci protoplastl staci pokojova teplota (Bhojwani

et Razdan, 1996). Pohyb a slabé tfepani smési béhem enzymatického pusobeni zvysuje
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mnozstvi izolovanych protoplastii. Doba plisobeni enzymil je rizna, mize byt kratkodoba
(2az 6 hodin) nebo delsi (16 az 24 hodin) ve tmé¢. Purifikace protoplasti a perfektni
odstranéni zbytkd bunécné stény, zniCenych protoplastii a izolacnich enzyml za pomoci

centrifugace jsou podminkou dal$i kultivace protoplasti (Navratilova, 2004).

3.3.1.3 Osmotické podminky
V izolovanych protoplastech je tlak chybéjici bunécné stény nahrazen urcitymi

osmotickymi hladinami pouzitého roztoku a média. Osmoticky potencidl je upraven
manitolem, sorbitolem, gluk6zou nebo sacharézou v enzymatickém roztoku, promyvacim
roztoku a kultivatnim médiu. Stabilita, Zivotnost a dalsi rust jsou spojeny s dobrymi
osmotickymi podminkami izolace a kultivace. Optimalni osmoticky potencial se pohybuje
0d 470 do700 mOsm. Z kvantitativniho hlediska jsou protoplasty stabilngjsi ve slabé
hypotonickém prostfedi nez v izotonickém. Vyssi osmoticky potencidl predchazi praskani

protoplastl, ale muze vést k inhibici jejich déleni (Bhojwani et Razdan, 1996).

3.3.1.3 Oxidativni stres
Izolace protoplastii sama o sobé€ je velice stresujici procedura doprovdzend zvysenou

syntézou etylenu, produkci polyfenolti, fytoalexinli a superoxidovych radikalt. Tyto latky
rostliny normalné produkuji jako obranu proti vnéjSimu poskozeni nebo proti napadeni
patogenem. V3echny tyto faktory vSak mohou zpusobit niz8i vytéZek izolovanych Zivych
protoplasti. V pribéhu let se tedy védci zaméfili na sniZeni téchto stresl, napf. vystavenim
donorovych rostlin krat§im fotoperiodam a purifikaci komerénich enzymatickych roztokd.
Papadakis et Roubelakis-Angelakis (2002) poukazali na to, ze by oxidativni stres mohl
byt zodpoveédny za rekalcitranci rostlinnych protoplastii v oblasti regenerace rostlin. Aktivni
kyslikové radikély vzniklé beéhem izolace protoplasti se totiz objevuji v siti bunétné stény
a hydroxylové radikaly maji na svédomi jeji oslabovani. Akumulaci kyslikovych radikalt
vznika oxidativni stres a fytotoxicita, kterd zplisobuje peroxidaci membranovych lipida.
Radikaly taktéz poskozuji nukleové kyseliny a proteiny a zpiisobuji bunécnou dysfunkci
az smrt. Rostliny se proti oxidativnimu stresu brani pomoci antioxidativnich enzymu —
superoxid dismutazy, které z radikalti vyprodukuji peroxid vodiku, ktery je dale eliminovan
peroxidazami, katalazami a enzymy tzv. Halliwell-Asada cyklu (askorbat peroxidaza,
glutation reduktaza, monodehydroaskorbat reduktdza a dehydroaskorbat reduktaza).

Oxidativni stres tedy vznikéa dysbalanci mezi kyslikovymi radikaly a antioxidativni kapacitou
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bunky. Akumulaci radikald dochazi k rekonstituci bunétné stény aK jejimu ochabovani
a slouzi jako signdl pro aktivaci antioxidativni obrany, coz zpusobuje potlaceni totipotence,

zastaveni bunééného cyklu a smrt bunky.

3.4 Purifikace protoplastu
Podminkou 1spésné kultivace protoplastii je odstranéni izolacnich enzymu,

nestravenych fragmentii tkdné a zniCenych protoplasti. Protoplasty byvaji obvykle
purifikovany kombinaci filtrace, centrifugace a promyvani. Enzymaticky roztok obsahujici
protoplasty je filtrovan pies nylonové sitko (50 az 100 pum) k odstranéni vétSich casti
nestravené tkan€ a shluk bunék. K dalSimu odstranéni poSkozenych bunck a izolacnich
enzymi dochazi pomoci opakované centrifugace (3 az 10 minut, 75krat az 100krat Q)
aresuspenze v promyvacim roztoku. V ptipadé protoplastové suspenze obsahujici hodné
rezidui se provadi flotace protoplastd v gradientu. V takovém ptipadé jsou protoplasty
smichany s 20% sachar6zou, smés se prevrstvi promyvacim roztokem a po centrifugaci
se odsaje prstynek protoplastl flotujici mezi sachardzou a promyvaci roztokem. Rezidua tedy
zustanou v peletu. Promyti je opakovano 2krat az 3krat. Véapenaté ionty v promyvacim
roztoku stabilizuji protoplastovou membranu. Gradient separuje protoplasty ziskané z riznych

tkani a listd stejného staii a umoziiuje ziskat homogenni material (Bhojwani et Razdan, 1996).

3.5 Zivotnost a hustota protoplastt
Zivotnost protoplasti po izolaci lze uréit nékolika metodami. NejpouZivangjsi

metodou je barveni fluorescein diacetditem (FDA), ktery barvi Zivé protoplasty a svétélkuje
pod fluorescenénim mikroskopem. FDA samotny je nefluoreskujici, nepolarni a volné pronika
pfes membranu. Uvnitt Zivé buinlky je rozstépen esterazou za vzniku fluoreskujiciho polarniho
fluoresceinu. Fluorescein jiz nemize volné pronikat pies membranu a kumuluje se tedy
V nepoSkozenych buiikach. Z mrtvych nebo poskozenych bun¢k se vSak uvoliiuje (Bhojwani
et Razdan, 1996).

Dalsi metodou je pouziti barvy Evansovy modfe (Zivé protoplasty nepropusti pigment
pfes membranu) a neutrdlniho Cerveného pigmentu (koncentrovan pouze v metabolicky
aktivnich buiikach). Pozorovani cytoplazmatického toku nam také umozni detekci aktivniho
metabolismu. V neposledni fadé mizeme pouzit i Calcofluor MR2 nebo Calcofluor white,
kdy je obnova bunécné stény detekovana pomoci fluorescen¢niho mikroskopu (Navratilova,

2004).
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Hustota protoplasti ovlivituje jejich déleni a formaci mikrokalusu. M¢la
by se pohybovat mezi 1x10* az 1x10° protoplastd v 1 ml média. Pokud je hustota velka,
protoplasty se spojuji v kolonie. Pfiblizny pocet protoplasti v 1 ml média mizeme spocitat
pomoci Biirkerovy komitrky, pfesnéjsi méfeni je vSak zajisténo hemocytometrem

(Navratilova, 2004).

3.6 Kultivace protoplastu
Izolované protoplasty zahajuji regeneraci bunécné stény béhem kratké doby (Casto

minut) po zavedeni do kultury. Nicméné vyzaduji osmotickou ochranu az do doby, kdy jejich
nové primarni stény mohou pusobit proti turgorovému tlaku vyvijenému cytoplazmou.
V nékterych piipadech je pro udrZzeni mitotického déleni zasadni postupné sniZovani
osmotického tlaku zfedénim kultivacniho média roztokem podobného slozeni
avsak s redukovanym osmotickym tlakem (Davey et al., 2005a).

Protoplasty z riznych druhli nebo i1 z rliznych tkani stejného druhu se mohou liSit
Vv nutriénich pozadavcich. V disledku toho musi byt stanoveno optimdlni médium
pro dlouhodobou kulturu empiricky. Mnoho médii bylo zalozeno na MS (Murashige
et Skoog, 1962) a B5 (Gamborg et al., 1968) vzorcich s pifidavkem osmotika (obvykle manitol
nebo ponékud vice rozpustny sorbitol). Samoziejmé je n€kdy potfebné zménit mikroelementy

a organické slozky ptuvodnich médii (Blackhall et al., 1994).

3.6.1 Typy kultivaénich médii
Izolované protoplasty jsou obvykle kultivovany na Petrtho miskach v kapalnych,

polopevnych ¢i pevnych médiich. Kapalné médium vSak byvad mnohdy upfednostiiovéno,
jelikoZ se snadnéji vyménuje a miizeme 1épe kontrolovat osmoticky tlak a hustotu protoplastti.
Nékdy je nejlepsi izolované protoplasty kultivovat nejdiive v tekutych médiich,
nez zregeneruji svou bunéCnou sténu, a poté je piemistit na agarové (pevné) médium.
U tekutych médii byly vyvinuty ur¢ité modifikace (Chawla, 2002):

Liquid droplet method: Do Petriho misky se napipetuji 100 az 200ul kapky
protoplastové suspenze (na jednu Petriho misku asi sedm kapek), misky se uzaviou
a kultivuji. Tato metoda je uzitetna zejména pro mikroskopické zkouméni protoplastii.
Nevyhodou je moznost sliti kapek dohromady.

Hanging droplet method: Malé kapky (40 az 100 ul) protoplastové suspenze

Jjsou umistény na spodni stranu vicka misky. Kdyz se miska vickem ptiklopi, kapky visi dolt.
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Tato metoda umoziiuje kultivaci méné protoplastti vztahujicich se na jednu kapku nez metoda
predchazejici.

Feeder layer: V nékterych ptipadech potiebujeme snizit hustotu protoplasti
na minimum. Vrstva obsahujici ozafené, ned¢lici se, avSak zivé protoplasty je zavedena
na agarové médium v misce. Protoplasty jsou naneseny na tuto vrstvu v minimalni hustoté
Vv tenké vrstvé. Tato metoda je zvlasté dalezitd pro selekci urcitétho mutanta ¢i hybridnich
bun¢k na agaru.

Ko-kultivace (Co-culturing): Jedna se o kultivaci dvou druht protoplastd. Prvni druh
je rychle rostouci, druhy pochdzi z rekalcitrantni rostliny. Tyto dva druhy jsou smichané
v ur¢itych pomérech. Rychle rostouci protoplasty poskytuji pomalému druhu rostouci faktory

a dalsi latky, které jim pomahaji urychlit regeneraci bunécné stény a bunééné déleni.

3.6.2 Nutri¢ni pozadavky protoplastu
Nejlepsi kultivacni médium pro protoplasty je vétSinou podobné médiu pouzivanému

pro regeneraci organl zjinych explantatl. Pro stimulaci bunécného déleni je vétSinou
vyzadovana uprava obsahu vapniku a nitritu amonného. Nitrdt amonny je dulezity
pro stimulaci bunécného déleni, avSak pii koncentraci 20 mmol/l (koncentrace pouzita
ve vétsing tkanovych kultivaénich médii) je jiz pro protoplasty toxicky. Proto se tato
koncentrace sniZzuje na polovinu az ¢tvrtinu. Naopak koncentrace vapniku byva zvySovana.
U vétsiny kultiva¢nich médii se koncentrace vapniku pohybuje od 0,5 do 3 mmol/l.
Pfi této koncentraci se vSak protoplasty shlukuji a hnédnou. ZvySeni koncentrace vapniku
(14 az 40 mmol/l) podporuje bunééné déleni a bunétnou synchronizaci, snizuje se shlukovani
a hnédnuti protoplastli. Normalni hodnoty nitratu amonného a vépniku jsou obnoveny poté,
€O protoplasty zregeneruji bunécné stény a rozdé€li se (Veilleux et al., 2005).

Cukry jsou dal$imi dilezitymi komponentami kultivacniho média. Manitol, sorbitol
a glukéza jsou nejCastéjSimi osmotickymi stabilizatory. PouZzivaji se v koncentracich
od 0,3 do 0,7 mol/l. Sacharoza a glukéza se pouzivaji jako zdroje uhliku pfi koncentracich
0d 0,2 do 0,6 mol/l. Protoplasty rostou stejné dobie pii kombinaci sachardézy a glukézy,
avSak sachar6oza samotna nemusi byt pro protoplasty dostacujici. Koncentrace cukra
se postupné snizuje poté, co protoplasty nasyntetizuji nové bunééné stény a rozdéli
se. Osmotické stabilizatory se vétSinou eliminuji v dobé, kdy jsou viditelné makroskopické

kolonie (Chawla, 2002; Veilleux et al., 2005).
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Hlavni regulatory ristu (auxiny a cytokininy) jsou obvykle nezbytné pro trvaly rist
protoplastd. Jejich typ a koncentrace se lis§i v ramci jednotlivych druhti a typu regenerace.
Mezi typické auxiny patii kyselina naftyloctova (NAA) a 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
(2,4-D) o koncentracich od 0,45 do 10,7 umol/l. Bé&nymi cytokininy kultivaénich médii
jsou benzyladenin (BA) a zeatin o koncentraci 2 az 5 umol/l. V nékterych piipadech se misto
téchto cytokininti pouziva kinetin nebo zeatin ribosid nebo se pouzivaji v jejich kombinaci
(Veilleux et al., 2005). Ne vzdy vsak musi médium obsahovat jak auxiny, tak i cytokininy.
Vyjimkou jsou napiiklad protoplasty Arabidopsis thaliana, které rostou rychleji v pfitomnosti
auxinl bez cytokinint (Dovzhenko et al., 2003).

V mnoha kultiva¢nich médiich mizeme také nalézt organické slozky jako je inositol,
kyselina nikotinova, pyridoxin, thiamin, glycin, kyselina listova a biotin. Dale se do médii
ptidavaji v malych mnozstvich (0,01 az 10 mg/l) latky: kasein hydrolyzat, cholin chlorid,
cystein, kyselina malonova, kyselina askorbovd, adenin sulfat, riboflavin a glutamin, které¢

urychluji syntézu bunééné stény a podporuji bunécné déleni (Veilleux et al., 2005).

3.6.3 Vnéjsi faktory kultivace
Obecné vysokd intenzita svétla inhibuje rist protoplastl, pokud je svétlo pfitomné

hned od zacatku kultivace. Proto je lep$i prvni dny protoplasty kultivovat ve tmé a pozdéji
je pienést na svétlo o intenzité 32 - 36 pmol/m?s. Vyjimku tvofi lu§téniny, které potiebuji
svétlo pro iniciaci dé€leni protoplasti. Protoplastové kultury jsou vétSinou kultivovany

pii teploté 20 az 28 °C (Chawla, 2002).

3.7 Regenerace rostlin z protoplastovych kultur
Regeneraci se nemysli pouze syntéza nové bunécné stény ale také regenerace celé

rostliny. Prvnim viditelnym signélem je sefazeni vétSiny organel kolem jadra a tvorba nové
bunécné stény, kterd se zafina syntetizovat ihned po izolaci. Béhem prvniho az druhého
dne kultivace ztraci protoplasty svij sféricky tvar, coz indikuje, Ze bunéna sténa byla
obnovena. Protoplasty, které nejsou schopny regenerovat svou sténu, nejsou schopny
normalni mitézy. Schopnost dé€leni se pohybuje mezi 0 az 80 %. Buiiky, které pokracuji
Vv déleni, vytvari viditelné kolonie po dvou az tfech tydnech a po nékolika dalSich tydnech
i kalusy (Navratilova, 2004). Proces regenerace rostlin z protoplasti byl rozlisen (Nagata
et Takebe, 1971) do tfi stadii, které jsou definovany slozenim kultiva¢niho média s riznym

obsahem rlstovych regulatori a osmotikem:
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Iniciaéni stadium - médium vhodné pro tvorbu nové bunécné stény a iniciaci prvniho
bunécného déleni, tvorbu viditelnych kolonii a mikrokalusti. Médium obsahuje osmotikum,
rustové regulatory, cukry, soli a vitaminy.

Diferencia¢ni stadium - indukuje tvorbu stonkti na kalusech. Médium obsahuje malé
mnozstvi auxinl a vysoké mnozstvi cytokinind.

Korenové stadium - indukuje tvorbu kofeni na vyhoncich separovanych kalust.

Médium obvykle neobsahuje ristové regulatory.

3.8 Somaticka variabilita
Protoplasty jsou b&hem izolace, kultivace a nasledné regenerace pod neustalym

stresem. Diky tomu dochazi k reorganizaci chromatinu a zméndm sekvence DNA. Dale miize
dojit k zaclenéni transpozonii a retrotranspozonit do oblasti kodujicich proteiny,
coz zpusobuje rizné mutace (Grafi, 2009). Mohou se objevit i pfestavby chromozomi
a zlomy v dvousroubovici DNA, které maji za nasledek rtizné aberace, jako jsou inverze,
delece, inzerce a translokace (Lebel et al., 1993). VSechny tyto zmény u rostlin péstovanych
in vitro mohou pozménit jejich genom a odlisit tak jednu od druhé. Tento fenomén nazyvame

somaticka variabilita.

3.9 Vyuziti protoplastovych kultur

Protoplastizace byva pocate¢nim krokem mnohych technik genetickych manipulaci
rostlin (somatickd hybridizace, transformace). Jejich dalsim uplatnénim je také studium
struktury a funkce buné¢nych organel, transportu pies cytoplazmatickou membranu a tvorby

bunécné stény.

3.9.1 Studium syntézy bunécéné stény
Béhem bunééného rhstu jsou buiky obklopeny jen primarnimi sténami, které

jsou zejména tvoreny polysacharidy a proteiny. Nicméné tyto bunky syntetizuji sekundarni
sténu, kdyz se rlst zastavi. Kompozice bunécéné stény se lisi zavisle na rostlinném druhu, typu
tkané, typu buniky, regionu okolo stény a vyvojovému stadiu burky.

Nejdiive protoplasty slouzily k pozorovani a studiu sloZzeni bunécné stény. Burgess
et Fleming (1974) pozorovali pod elektronovym mikroskopem regeneraci bunécné stény

U protoplasti izolovanych z mezofylu tabaku. Bunécnou sténu barvili pomoci tézkych kovt
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a pfi pozorovani poukdzali na to, ze bunécna sténa se sklada ze dvou slozek. Prvni slozkou
je celuldza, ktera je sestavena z nevétvenych vlaken, nejdiive orientovanych kolmo k povrchu
plazmalemy. Jak pokracuje rist stény, vlakna se prodlouzi a pfevezmou orientaci rovnobézné
k plazmalemé. Druha sloZka stény je amorfni a hustéji se obarvi, jedna se o pektin.

bunécné stény. Yang et al. (2008) analyzovali expresni profil genli podilejicich
se naregeneraci bunééné stény u protoplasti baviniku. Odlisili rliznd stddia pouzitim
svételného a fluorescencniho mikroskopu s a bez barveni Calcofluor White, jenz barvi
pfednostné celulézu. Zjistili, Ze nova bunécnd sténa se vytvoii za 48 hodin kultivace,
coz je doba, kdy protoplasty zapinaji mnoho geni nejen pro syntézu bunétné stény,

ale i pro udrzeni normalniho chodu metabolismu a ptipravu buiiky na nasledné déleni.

3.9.2 Somaticka hybridizace
Pohlavni kfizeni u blizce pfibuznych druhti bylo pouzivano ke S$lechténi rostlin

jiz spoustu let. Bohuzel je vSak limitovano sexudlnimi bariérami, které mohou byt pieklenuty
prave somatickou hybridizaci. Béhem flze somatickych bun¢k dochédzi ke splynuti jadra
a cytoplazmy obou rodi¢t. Muzeme tedy ziskat zivotaschopné hybridy, ktefi by klasickou
cestou nevznikli. Jsme tedy schopni $lechtit rostliny tak, Ze do jejich genomu zaclenime geny
rezistence k riznym virim, houbam, skiidcim ¢i ke stresu, coZz umozni zvysit vytézek
ekonomicky dulezitych plodin. Ren et al. (2000) vyprodukovali fizi protoplasti rostlin
Brassica rapa a B. oleracea somatické hybridy rezistentni na hnilobu zpisobenou bakterii
Erwinia carotovora. Také mizeme do genetické vybavy rostlin piidat geny pro syntézu
rezervnich proteinti, vitamini a sekundarnich metabolitl, ¢ehoz mizeme vyuzit i K biosyntéze
1éCiv (Chawla, 2002; Navratilova, 2004).

Existuji dva typy somatické hybridizace — symetricka a asymetrickd. Schéma procesu
obou téchto typti miizeme vidét na Obrazku 2. Pfi symetrické somatické hybridizaci dochazi
ke splynuti cytoplazmy i jader obou protoplastii. Tato metoda je vyuzivana ke zméné ploidie
rostlin, protoze se po splynuti jader s¢itd. Asymetrickd somaticka hybridizace produkuje
tzv. cybridy. Jednd se o fuzi normalniho protoplastu s protoplastem bez jadra. Takového
protoplastu mtzeme dosdhnout ionizovanym ozafenim. Vznikly cybrid tedy obsahuje
smés obou cytoplazem a jadro z neozareného protoplastu. Asymetrickd somaticka hybridizace
se vyuziva zejména pro vytvoreni rostlin, které budou rezistentni na urcity herbicid. Pfenos

mitochondridlniho genomu mutze také zpusobit cytoplazmatickou pylovou sterilitu
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— CMS (Sathyanarayana et Varhgese, 2007). Pro studium gent zodpovédnych
za CMS jsou vybornymi kandidaty cybridi, ktefi vznikly fazi protoplastd Arabidopsis
thaliana a Brassica napus (Yamagishi et al., 2002).

Somatickd hybridizace rostlin zahrnuje Ctyfi stadia: izolace protoplasti, fluze
protoplasti, selekce a regenerace rostliny a analyza regenerované rostliny. Fuze protoplasta
musi byt zahdjena ihned po jejich izolaci, nez dojde k resyntéze bunécné stény. Fuze mize

byt spontanni (fertilizace vajicka) nebo indukovana (Navratilova, 2004).

o_o
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Fusion of protoplasts

Hybrid cell

N\

Muclear fusion Mo nuclear fusion

/

Complete hybrids Cytoplasmic hybrids

Obr. 2: Schéma somatické hybridizace symetrické (vlevo) a asymetrické (vpravo). Pievzato
z Chawla, 2002.

3.9.2.1 Indukovana flize protoplastti
Fuze protoplasti muze byt zprostiedkovand chemickou latkou ¢i elektrickym polem

(elektrofuize). V obou piipadech je cytoplazmatickd membrana docasné destabilizovana

a vytvari tak pory a cytoplazmaticka spojeni s ostatnimi protoplasty. Tato spojeni zabrauji

23



uzavieni portt a umoznuji lipidovym molekuldm se v porech setadit a vytvoiit membranové

mosty mezi okolnimi protoplasty (Blackhall et al., 1994).

3.9.2.1.1 Chemicky indukovana fuze protoplastu

V piipadé chemické fuze protoplasti se pouzivaji chemické latky, zndmé pod nazvem
fuzogeny. Jedna se zejména o polyetylenglykol (PEG), dextran, polyvinyl alkohol, NaNO3
a CaNQg, které indukuji tvorbu port. Efekt fizogeni se mize zvysit pfiddnim vapenatych
iontll a zvySenim pH aZ na hodnotu mezi 9 az 10,5 (Blackhall et al., 1994). Prubéh chemické

faze protoplasti je shrnut na Obrazku 3.
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Obr. 3: Schematicka ilustrace chemicky indukované fize protoplasti a nasledna

regenerace rostlin. Prevzato z Chawla, 2002.
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3.9.2.1.2 Elektrofaze protoplastt

Elektrofuze rostlinnych protoplasti se pouziva ¢astéji nez chemicky indukovana faze,
jelikoz se zde nepouzivaji latky toxické pro bunky. Obecné mizeme fict, ze vytézek produkti
fuze elektrofizi se pohybuje okolo 20 %, kdezto u fize zprostfedkované pomoci
PEG jen 1 %. Podminky elektrofiize musi byt optimalizovany pro kazdy typ bunék zvlast.
Pro efektivni elektroftizi musi byt protoplasty blizko u sebe (aglutinovany). Po elektrickém
Soku se narusi cytoplazmaticka membrana protoplastd a muze dojit k jejich fazi (Veilleux

et al., 2005).

3.9.3 Geneticka transformace protoplastu
V soucasné dob¢ existuje mnoho metod transformace jednotlivych bunék.

Lze je rozdélit do dvou hlavnich skupin — pfimé a nepiimé. Nepiimé metody jsou zalozeny
na vneseni plazmidu nesouciho urcity gen do cilové bunky prostiednictvim bakterii
Agrobacterium tumefaciens nebo A. rhizogenes. Tato metoda se vyuziva v biotechnologiich
nejcastéji, avSak nenese uspokojivé vysledky u jednodéloznych rostlin. Mezi pfimé metody
pienosu DNA do bunék patii polykationové chemikalie, elektroporace, mikroinjekce
nebo mikroprojektilové  bombardovani. Obecnymi nevyhodami pifimé transformace
protoplastd jsou vSak problémy s regeneraci rostlin (zejména u jednodéloznych rostlin) a nizsi

exprese transgend ve srovnani s organizovanou tkani (Davey et al., 2005a, Rao et al., 2009).

3.10 Ribonukleotid reduktaza

Ribonukleotid reduktdza (RNR) je obecné enzym zodpovédny za pieménu
ribonukleotidiit na deoxyribonukleotidy. Piedpokladem pro syntézu DNA a jeji opravu
je zasoba ¢tyf deoxyribonukleotidii. Tyto molekuly vznikaji enzymaticky indukovanou
radikélovou redukci ribonukleotidii, coz je vicestupiiovy chemicky proces katalyzovany
RNR (Obr. 4). Jelikoz vSechny bunécné formy zivota ukladaji svoji genetickou informaci
jako DNA, RNR je rovnéz ptitomna ve vSech organizmech. Dokonce i nékteré druhy virt
a bakteriofagli se vyvinuly natolik, Ze nesou svou vlastni kopii RNR proteint pravdépodobné

proto, aby si zajistily rychlejsi proliferaci v infikované hostitelské bufice (Andersson, 2008).
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RIBONUCLEOTIDE REDUCTASE

H20O
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Obr. 4: Redukce ribonukleotidi pomoci ribonukleotid reduktazy. Ptevzato

Z http://www.biochem.arizona.edu/classes/bioc461/Biochem499/hillarysaxon/malaria3h.htm

3.10.1 Rozdéleni RNR
Béhem evoluce vznikly tfi tiidy RNR (Tab. 2) zavisejici na zivotnich podminkéch

bunck. Ttida I obsahuje bud’ centrum slozené ze dvou atomu Zeleza, které pfes oxidaci
zprostiedkovanou kyslikem vytvafi na proteinu zalozeny tyrosylovy radikal jako ptedpoklad
pro katalyzu, nebo manganicito-zelezité centrum, které nahrazuje tyrosylovy radikal. Ttida
| tedy pro svou c¢innost potfebuje molekularni kyslik. Enzymy ttidy II vytvareji radikal diky
roz§té€peni koenzymu vitaminu Bj, (5'-deoxyadenosylkobalamin) a funguji i bez pfistupu
kysliku. Enzymy tfidy III také =ziskavaji radikal diky roz$té€peni kofaktoru
(S-adenosylmethionin). Vzhledem k tomu, ze enzymy tfidy II musi s kazdou katalyzou
rozstépit a regenerovat adenosylkobalamin, ve tfidé III radikdl generovany Stépenim
kofaktoru (pusobenim aktivaéniho proteinu) je udrZzovan jako radikal stabilni glycyl.
Glycylovy radikal tiidy III je citlivy na kyslik, pfi pfitomnosti kysliku dojde k destrukci
enzymu. V duasledku toho jsou enzymy ttidy III inaktivovany i1 za mikroaerobnich podminek

(Lundin et al., 2009).
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Tab. 2: Tridy ribonukleotid reduktazy. Pfevzato z Andersson, 2008.

Trida Ia Trida Ib Trida Ic Trida II Trida II1
Fe-O-Fe/ | deoxyadenosyl- 4Fe-4S
OOy Fe-O-Fe Fe-O-Fe Mn-Fe kobalamin (By2) | SAM/AdoMet
struktura
podjednotek 0232 02B2 0232 o nebo a, o232
;zg:}l;::fé do tyrosyl, tyrosyl, Fe(IV)Fe(lll), | deoxyadenosyl, deoxgl?gilrllosyl,
Dy cysteinyl cysteinyl cysteinyl cysteinyl cysteinyl
zav1§lost na aerobni aerobni aerobni 7adna zavislost anaerobni
Kysliku
substrat NDP NDP NDP NDP/NTP NTP
. . NrdH- NrdH-
reduktant t?&?;?ggg)'(?r’] redoxin, redoxin, thioredoxin formiat
9 glutaredoxin | glutaredoxin
al?sterlcka 5 1 1 1 2
mista
eukaryota,
eubakterie archea,_ archea,_
i . . . eubakterie eubakterie
vyskyt (E.coli), eubakterie | eubakterie . .
e (Lactobacillus (E.coli),
bakteriofagy, . . P
: leichmannii) | bakteriofagové
virusy

3.10.3 Struktura RNR
RNR tfidy I se skladaji ze dvou velkych podjednotek R1 a dvou malych podjednotek

R2 a wvytvaii tak heterodimericky tetramer. RNR vykazuje vice komplexni strukturu
a vlastnosti u vyssich organizmu jako napiiklad u sav¢ich bunék, kde jsou znamy nejméné
dvé izoformy mensi podjednotky R2, které maji riznou funkci. Prvni forma R2 podjednotky
je aktivni béhem bunétného déleni (zejména v S-fazi), kde Kkatalyzuje syntézu
deoxyribonukleotidi de novo pro syntézu DNA. Druha forma se znaci p53R2 a je velmi
dilezita pro syntézu mitochondridlni DNA. Rovnéz je to cilovy gen pro protein p53, ktery

zabranuje vzniku nadort (Andersson, 2008).

3.10.4 Inhibice RNR
RNR je rozhodujici enzym pro syntézu deoxyribonukleotidi a DNA. Redukce

ribonukleotidil je limitujici krok v celém procesu S-faze bunééného cyklu a jeho komplexni

alostericka regulace poskytuje jeden z dilezitych mechanismu kontroly relativni intracelularni
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koncentrace Ctyf deoxyribonukleotidi. Porucha normalni bilance je mutagenni a mize
vést K dal$im genetickym abnormalitam. Byl pozorovan vztah mezi ¢innosti RNR a rychlosti
proliferace dané tkané. Vysoka aktivita je pfitomna v regenerujicich jatrech, embryonalnich
tkadnich, brzliku, atd. Nadorové buiiky nebo virem nakazené buiikky maji také mnohem vyssi
aktivitu RNR nez odpovidajici zdravé bunécné linie (Fontecave, 1998).

Inhibice RNR obvykle vede k inhibici syntézy DNA a bunécné proliferace. Inhibitory
RNR jsou napf. hydroxymocovina, resveratrol nebo analogy nukleosidt. Nékteré inhibitory
se pouzivaji i jako 1éky. Dalsi se pouzivaji v kombinaci s jinymi 1éky pfi chemoterapeutické
1é¢bé rakoviny a nékteré by mohly byt dokonce pouzity pro 1écbu §iroké skaly infekci jako

napf. tuberkuloza, AIDS, spava nemoc a malarie (Andersson, 2008; Fontecave, 1998).

3.11 Proliferaéni antigen bunééného jadra
Prolifera¢ni antigen bun&¢ného jadra (Proliferating Cell Nuclear Antigen = PCNA)

poprvé objevili Miyaschi et al. (1978), ktefi vséru svych pacienti s autoimunitnim
onemocnénim systémovy lupus erythematosis (SLE) nasli autoprotilatky, které reagovaly
s jadernym antigenem proliferujicich bun¢k. Mathews et al. (1984) pomoci imunoprecipitace
santi-PCNA protilatkami ze SLE séra prokazali, ze PCNA je identicky s kyselym
36 kDa proteinem (cyklinem), ktery byl definovan 2D gelovou elektroforézou, kterou
provedli Bravo et Macdonald-Bravo (1987). Od té doby co se termin cyklin

stal nejednoznacnym, se zacal pouzivat termin PCNA.

3.11.1 Funkce PCNA
PCNA je fylogeneticky velmi konzervativni molekula. Muzeme najit znacnou

homologii mezi PCNA savcl, kvasinek, rostlin i vir,, z ¢ehoz vyplyva, Ze se prvotni
gen pro PCNA vyvijel vice nez milion let a ze hraje dulezitou roli v bunééném cyklu
a zachovani druht (Larsen et al., 2001).

Bylo zjiSténo, Ze PCNA hraje klicovou roli v nékolika biologickych procesech, které
se objevuji riznorod¢, ale jejich spoleénym rysem je metabolismus DNA. PCNA je nutnou
soucasti aparatu replikace DNA, kde funguje jako pfidavny protein DNA polymerazy 6 a .
PCNA je také nutny pro rekombinaci DNA a jeji opravy. Dale bylo prokédzano,
ze PCNA interaguje s bunéénymi proteiny, které jsou zapojeny do regulace bunécného cyklu

a dozoru nad kontrolnim bodem (Kelman, 1997).
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3.11.2 Struktura PCNA
Struktura PCNA byla béhem evoluce velmi konzervativni, jeho sekvence

aminokyselin u potkanti a lidi se 1i$i pouze o 4 aminokyseliny z 261. PCNA je organizovan
do toroidni struktury, ktera je charakteristicka a velmi podobna svorkovym proteintim (sliding
clamps) potfebnym pro upevnéni DNA polymerazy k DNA, ¢imz zvySuje procesivitu syntézy
DNA u bakteriofagt, archei a eukaryot (Naryzhny, 2008).

Celkovou strukturu PCNA tvoif prsten ztrimeru o priméru 35 A (vngjsi),
80 A (vnitini) a Sifce 30 A (Obr. 5). I kdyz ma PCNA celkovy naboj negativni, vnitini povrch
je kladn¢ nabity diky ptitomnosti velkého mnozstvi lyzinovych a argininovych zbytku.
To naznacuje, Ze zédporn¢ nabitd DNA muze projit prstynkem PCNA bez elektrostatickych
repulzi (Krishna et al., 1994).

Protomer 1 \\ 47/ A ) Protomer 2

Obr. 5: Struktura PCNA.Pievzato z http://www.pdbj.org/eprots/index en.cqi?PDB%3A1SXJ

3.11.3 Mnozstvi PCNA v bunkach
Nejdiive bylo zjisténo, ze PCNA je protein, ktery se rozdilné exprimuje v prubéhu

bunééného cyklu a stal se markerem bunééné proliferace (van Diest et al., 1998). Proto
se stalo mnozstvi PCNA v bufice pfedmétem zvlastni pozornosti. Prestoze muze dojit
ke zvySeni syntézy PCNA u bunék piechazejicich z Gy do S-faze, zmény v hladiné
PCNA jsou jen dvakrat az tiikrat vétsi. Jak buika starne, hladina PCNA se vyrazné neméni,
I kdyz se doba zdvojeni bunky dramaticky zvysuje (Tanno et al., 1996). Se zvySenou hladinou
PCNA casto koreluje vyskyt rakoviny, coz napovidd tomu, zZe mnozstvi PCNA muze

byt pouzito u nékterych piipadu jako prognosticky marker (Czyzewska et al., 2004). Analyza
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bunéénych kultur ukazala, ze nadorové bunky maji vyrazné vysS§i mnozstvi
PCNA nez normalni bunky ato i v piipadech, kdy maji stejnou dobu zdvojnasobeni
(Naryzhny et Lee, 2007). Bunky si udrzuji velkou zasobu volného PCNA b&hem celého
bunééného cyklu. Dokonce 1 v S-f4zi je jen mald cast PCNA (20 az 30 %) pfimo zapojena
do replikace DNA. Polocas rozpadu proteinu PCNA je osm hodin a celkovy obsah
PCNA v buiice se pohybuje mezi 0,06 az 0,08 % vSech bunécnych proteini (Naryzhny,
2008).

3.11.4 Interakce proteinového produktu genu PCNA s ostatnimi proteiny
PCNA tvoii dilezity rozcestnik mezi mnohymi regulacnimi cestami souvisejicimi

s regulaci bunééného cyklu a metabolizmu DNA (Obr. 6). PCNA tedy interaguje i s n¢kolika
proteiny zprostiedkovavajicimi piestavby chromatinu (Meng et al., 2009). Mezi tyto proteiny
patii napiiklad Arabidopsis trithorax-related protein 5 (ATXR5) a ATXR®6, které jsou soucasti
epigenetické kontroly exprese gent (Raynaud et al.,, 2006). Jedna se 0 monomethyl-
transferazy, které methyluji histony a pretvafeji tak euchromatin v heterochromatin
(Meng etal., 2009). Proto je interakce proteinového produktu genu PCNA s ATXR5
a ATXR6 taktéz velmi dulezitd pro celkovou pfestavbu chromatinu v jadie anasledné
umlcovani ur€itych gent spojenych s dediferenciaci bunék.
ATXRS

P __POLH

_ At1g&3160
F

/I

ATSG26680.1

Obr. 6: Interakce PCNA s ostatnimi proteiny Arabidopsis thaliana. Pfevzato z
http://string-db.org:8080/newstring_userdata/net image a 34PcOJcETv3u dw.png
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material
Semena Brassica oleracea var. botrytis (cv. Siria F1, Vyzkumny tGstav rostlinné vyroby

Praha - Ruzyng, Ceska republika).

4.2 Seznam pouzitych roztokl a médii
5x TBE pufr: 54 g Tris-HCI; 27,5 g kyseliny borité; 20 ml 0,5mol/l disodné soli

ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA); 1 litr destilované vody; pH 8; na agar6zovou
elektroforézu fedéno destilovanou vodou na vyslednou koncentraci 0,5x.

20% sacharéza: 200 g sacharozy; 1 litr destilované vody;, pH 5,8; sterilizovano
autoklavovanim.

CTAB: 20 g cetyltrimethylamonium bromidu (CTAB); 10 g polyvinylpyrrolidonu; 1 litr
destilované vody.

Enzymaticky WS roztok: 0,5 g celulazy; 0,15 g macerozymu; 50 ml zdsobniho roztoku WS5;
pH 5,8; sterilizovano filtraci.

Médium B: 3,164 g Gamborg B5 medium (Duchefa, Nizozemi) — viz. Tab. 3; 20 g glukozy;
70 g manitolu; 1 mg NAA; 1 mg BAP; 0,25 mg 2,4-D; 1 litr destilované vody; pH 5.,8;
sterilizovéno filtraci.

Médium D 3,164 g Gamborg B5 medium (Duchefa, Nizozemi) — viz. Tab. 3; 20 g sacharézy;
1 mg 2,4-D; 30 mg adenin sulfatu; 1 litr destilované vody; pH 5,8; sterilizovano filtraci.
Médium E: 3,164 g Gamborg B5 medium (Duchefa, Nizozemi) — viz. Tab. 3; 2 mg glycinu;
10 g glukoézy; 10 g sacharézy; 10 g manitolu; 1 mg NAA; 0,5 mg BAP; 0,5 mg IPA;
0,02 mg GAg; 1 litr destilované vody; pH 5,9; sterilizovano filtraci.

Médium OK: 4,405 g MS médium (Duchefa, Nizozemi) — viz. Tab. 4; 20 g sacharozy; 20 mg
kyseliny askorbové¢; 0,01 mg IBA; 0,01 mg BAP; 10 g agaru; 1 litr destilované vody; pH 5,8;
sterilizovéano autoklavovanim.

WS5: 9 g NaCl; 0,8 g KCI; 27,4 g CaCl; . 6 H,0; 1 g glukozy; 1 litr destilované vody; pH 5,8;

sterilizovano filtraci.
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Tab. 3: Slozeni Gamborg B5 média. Pfevzato z Gamborg et al., 1968.

makroprvky mg/I organické prisady mg/I
(NH,),SO4 134 i-inositol 100
HsBO; 3 niacin 1
CaCl, - 2H,0 113,24 pyridoxin - HCI 1
CaCl, - 6 H,0 0,025 thyamin - HCI 10
CuSO,- 5 H,0 0,025 sachardza 20 000
Na,EDTA 37,3
FeSO, - 7H,0 27,8
MgSO, 122,09

MnSO, - H,O 10
NazMOO4 : 2H20 0,25

Kl 0,75

KNO; 2500

NaH,PO, -2 H,O | 150
ZnS0O,-7H,0 2 pH=5,8

Tab. 4: Slozeni MS média. Pfevzato z Murashige et Skoog, 1962.

makroprvky mg/I organické prisady mg/I
NH;NO; 1650 i-inositol 100
HsBO; 6,2 niacin 0,5
CaCl, - 2H,0 440 pyridoxin - HCI 0,5
CoCl, - 6H,0 0,025 thyamin - HCI 0,1
MgSQO, - 7H,0 370 kyselina indol-3-octova 1-30
CuSO, - 5H,0O 0,025 kinetin 0,04 -10
KH,PO, 170 glycin 2000
FeSO, - 7TH,0O 27,8 edamin S 1000
KNO; 1900 sacharoza 20 000
MnSQO, - 4H,0 22,3 agar 10 000
Kl 0,83
Na,MoO, - 2H,O | 0,25
ZnS0, 7H,0 8,6
Na,EDTA - 2H,0 | 37,2 pH =58
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Ostatni chemikalie:

2-merkaptoethanol, agardéza, ethanol, ethidium bromid (Serva, Némecko), pracovni roztok
fluorescein diacetatu (FDA) — 5 mg FDA v 1 ml acetonu, chloroform, izoamylalkohol,
izopropanol, loading dye, octan sodny, Savo, standard molekulové vahy 19-1114 bp (Roche,

Némecko)

Komerc¢ni kity:

FastStart PCR Master (Roche, Némecko), Spektrum™ Plant Total RNA Isolation Kit (Sigma,
USA), RNAse — free DNAse (Promega, USA), Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis
Sample Kit (Roche, Némecko), LightCycler® FastStart DNA Master’-"> SYBR Green
I (Roche, Némecko)

4.3 Vybaveni laboratore
Chlazena centrifuga 5804 R (Eppendorf), centrifuga 5415D (Eppendorf), cytologicka

centrifuga Rotofix 32 (Hettich Zentrifugen), XP cycler (Bioer), Transluminator UVT-20M
(Herolab) s digitalnim fotoaparatem (Codak 290), fluorescencni mikroskop (Olympus BX 60)
s CCD kamerou (Cool Snap, Photometrics), svételny mikroskop (Olympus CK 40),
LightCycler 2.0 (Roche), Thermo Scientific NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer,
biologicky termostat, autokldv, laminarni box, digestof, elektroforeticka aparatura,
mikrovlnna trouba, vodni lazen, termoblok, trepacka, mraznicka, lednicka, analytické vahy,
vahy, magnetické michadlo, pH metr, Pasteurovy pipety, Petriho misky, uhelonové sitko
0 praméru 72 um, parafilm, centrifuga¢ni zkumavky, mikrozkumavky, PCR mikrozkumavky,
davkovaci mikropipety, sterilni Spicky, ochranné rukavice, kahan, skalpel, pinzeta, podlozni

a kryci skla.

4.4 Péstovani pokusnych rostlin
Vybrand nenarusend semena Brassica oleracea var. botrytis byla vysterilizovana

v 36% roztoku Sava po dobu 30 minut a ctyrikrat oplachnuta sterilni destilovanou vodou.
Nésledné byla vysazena do Petriho misek na vlhky filtrani papir. Po péti dnech ve tmé
pii teploté¢ 25 °C byla semena dostatecné nakliCend a byla piesazena na OK médium
do plastovych boxtd. Ty byly umistény do kultiva¢ni mistnosti s fotoperiodou 16/8 h den/noc

o intenzit& 32 - 36 umol/m’s a teplotou 22 + 2 °C.
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4.5 lzolace protoplastt
Apikalni mladé listky byly z rostlin odiezany vysterilizovanym skalpelem a pfeneseny

do Petriho misky. Poté byly nasekany ve 4 ml enzymatického roztoku obsahujiciho 1% roztok
celulazy Onozuka R-10 (Duchefa) a 0,5% roztok macerozymu R-10 (Duchefa) a takto byly
ponechany po dobu 18 hodin v inkubatoru pii 25 °C. Tato hruba protoplastova suspenze byla
prefiltrovana do vicka Petriho misky pies uhelonové sitko (72 um) a filtrat byl pfenesen
Pasteurovou pipetou do centrifugac¢nich zkumavek. Nasledné byly zkumavky centrifugovany
pii 70 g (= 700 ot/min) po dobu 5 minut. Supernatant byl odstranén a sediment resuspendovan
ve 4 ml 20% sachar6zy, pievrstven 2 ml W5 tak, aby nedoslo k promichani obou vrstev
a centrifugovan pii 70 g 10 minut. Flotujici protoplasty na rozhrani obou kapalin byly
odebrany Pasteurovou pipetou, resuspendovany ve 4 ml W5 a centrifugovany za stejnych

podminek po dobu 5 minut. Dale byla spocitana zivotnost a hustota protoplasta.

4.6 Zivotnost protoplastti
Po izolaci protoplasti byla stanovena jejich zivotnost pomoci fluorescencniho

mikroskopu (Olympus BX 60). 1 ml média B byl smichan s 10 pl pracovniho roztoku
FDA. Na podlozni sklo byla pfenesena kapka protoplastli v médiu B. K protoplastim bylo
pfidano 10 pl smési média B s FDA. Tato smés byla ponechdana a dale jiz nebyla
promichévana. Podlozni sklo bylo dano do fluorescen¢niho mikroskopu, kde byly pozorovany

cervené (mrtvé) a zelené (Zivé) protoplasty.

4.7 Stanoveni vytézku protoplastu
Po izolaci protoplasti byl pomoci Biirkerovy komiirky vypocten vytézek izolovanych

protoplastii. V této komirce jsou vyryta dvé pocitaci pole. Kazdé z nich je rozdéleno tfemi
carami na devét velkych ¢tvercovych poli, jejichz strana méfi 1 mm. Tato pole jsou tvofena
sttednimi Ctverci o ploSe 1/25 mm?a v jejich rozich jsou malé ¢tverce s plochou 1/400 mm?.
Prikrytim ploch s mfiZzkami krycim sklem vznika prostor na pocitani bunck vysoky 0,1 mm
(Obr. 7).

Ob¢ pocitaci pole byla naplnéna 1 ml kultivaéniho média B s resuspendovanymi
protoplasty. Protoplasty byly vzdy pocitany v deseti stfednich ¢tvercich Biirkerovy komurky
umisténé pod svételny mikroskop (Olympus CK 40). Pii pocitani protoplastit bylo dodrzeno

tzv. pravidlo dvou pocitacich stran, takZze byly pocitany vSechny protoplasty dotykajici
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se zvolenych dvou stran i z vn¢jsku, avSak protoplasty, které se dotykaly zbylych dvou stran,
pocitany nebyly. Pocet protoplasti v deseti stfednich ¢tvercich byl nésledné secten a podle

vzorce byl stanoven celkovy pocet protoplastt v 1 ml suspenze.

S le e N <
02mm”~ " N By mm 7l QH 0,05 mm

Obr. 7 : Poc¢itaci pole Biirkerovy komurky. Prevzato z http://chel.If1.cuni.cz/html/TK.pdf

4.8 Kultivace protoplastu
Pro kultivaci protoplasti byla pouZita tekutd média B, D a E a pevné medium

OK. Po izolaci byly protoplasty kultivovany v kultivaénich nadobach (25 cm?) v médiu
B ve tm¢ v termostatu pii teploté 25 °C po dobu 72 hodin. Poté byly protoplasty pfeneseny
do kultivacni mistnosti s fotoperiodou 16/8 h den/noc o intenzité 32 - 36 pmol/m?s a teplotou
22 + 2 °C. Po sedmi dnech kultivace v kultivaéni mistnosti bylo médium B odsato
Pasteurovou pipetou a nahrazeno cerstvym médiem B. Po dalSich ¢trnacti dnech bylo médium
B vyménéno za médium D a za dalSich ¢trnact dnti bylo vyménéno za médium E. Po dalSich

tiech tydnech kultivace byly viditelné mikrokalusy pieneseny na pevné médium OK.

4.9 |zolace DNA

Ve tfeci misce bylo v tekutém dusiku tlouCkem rozetfeno 100 mg listu Brassica
oleracea var. botrytis. Tieci miska byla vyplachnuta 1 ml CTAB doplnénym 4 pul 2-merkapto-
ethanolu zahfatym na 65 °C. Vyslednd smés byla z tfeci misky pfenesena

do 2ml mikrozkumavky a inkubovana jednu hodinu pifi 65 °C na termobloku.
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Po inkubaci bylo ke smési ptidano 600 pl smési chloroform : izoamylalkohol (pomér 24 : 1),
po promichani byl roztok ponechan stat, nez se kapaliny rozdé€lily. Poté byl centrifugovan
15 minut v chlazené centrifuze pii 4 °C a 11 000 otac¢ek/min. Po centrifugaci byl supernatant
odebran do nové mikrozkumavky a krok s piidanim smési chloroformu a izoamylalkoholu
byl zopakovan vcetné centrifugace. Poté bylo k supernatantu piidano 60 pl 3mol/l octanu
sodného a 500 pl izopropanolu. Po jemném promiseni byl roztok inkubovan pti -20 °C.

Po 12ti hodinach byl roztok centrifugovan 30 minut v chlazené centrifuze
pii 4 °C a 11 000 otacek/min. Po centrifugaci byl supernatant slit, ke srazeniné DNA bylo
ptidano 200 pl 70% ethanolu a roztok byl opét centrifugovan 15 minut v chlazené centrifuze
pii 4 °C a 11 000 otac¢ek/min. Po centrifugaci byl supernatant odstranén. K DNA bylo pfidano
150 pl sterilni vody a po stanoveni koncentrace DNA pomoci Nanodropu byl roztok

DNA v mikrozkumavce zamrazen pii -20 °C.

4.10 Izolace RNA
Pomoci Spektrum™ Plant Total RNA Isolation Kitu (Sigma, USA) byla vyizolovana

RNA z listu, protoplastii (0 h, 48 h a 72 h) a kalust Brassica oleracea var. botrytis. Nejdiive
byl ptipraven mix 2-merkaptoethanolu (2-ME) a Lysis Solution (na kazdy 1 ml Lysis Solution
pripadlo 10 ul 2-ME). List a kalusy byly po pfidani 500 pl tohoto mixu rozdrceny tlouckem
v tfeci misce pomoci tekutého dusiku a smési byly pfeneseny do mikrozkumavek. Protoplasty
v mikrozkumavkéach nemusely byt drceny, proto se k nim pouze ptidalo stejné mnozstvi mixu.

VSechny mikrozkumavky byly nasledné¢ 30 sekund vortexovdny a inkubovany
podobu 3 az 5 minut pii 56 °C. Poté byly centrifugovany 3 minuty pii rychlosti
12 000 otac¢ek/min. Tato rychlost byla stejnd u vSech naslednych reakci. Supernatant
byl pfenesen na filtra¢ni kolonu umisténou ve specialni 2ml mikrozkumavce. Mikrozkumavky
byly znovu centrifugovany 1 minutu. Do roztoku, ktery kolonou protekl, bylo pfidano
500 pl Binding Solution a smés byla promichana opakovanym nasatim a vysatim pipetou.
700 ul této smési bylo pfeneseno na vazebnou kolonu umisténou v nové mikrozkumavce.
Nasledovala centrifugace po dobu 1 minuty. Kolona byla vyjmuta a oto¢ena dold na papir,
aby v ni nezutstala zadna tekutina. Poté byla kolona vracena do mikrozkumavky k naslednému
promyti. Nejdiive bylo ptidano 500 ul Wash Solution 1. Nasledovala centrifugace po dobu
1 minuty. Roztok, ktery protekl kolonou, byl odlit a tekutina z kolony byla opét odsana
papirem. Na kolonu vracenou do mikrozkumavky bylo napipetovano dvakrit po sobé

500 pl Wash Solution 2 s naslednou centrifugaci 30 sekund. Kolona poté musela byt vysusena
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umisténim suché kolony do mikrozkumavky a centrifugaci 1 minutu. Nakonec byla kolona
pfenesena do nové mikrozkumavky a pfimo do jejiho stfedu k ni bylo napipetovano
50 pl Elution Solution. Nejdiive byla mikrozkumavka ponechdna 1 minutu stat a poté byla
centrifugovdna 1 minutu. Eluat obsahujici purifikovanou RNA, jejiz koncentrace byla

zmgéfena, byl nasledné ptipraven k dlouhodobému uschovani pii -70 °C.

4.11 Odstranéni DNA z RNA
DNA byla z roztoku odstranéna pomoci kitu RNAse — free DNAse (Promega, USA).

K 8 ul kazdého vzorku RNA byl pfidan 1 pl reakéniho pufru (RNAse Buffer) a 1 ul DNAzy.
Mikrozkumavky byly umistény po dobu 30 minut do termobloku pii teploté 37 °C. Poté bylo
pfiddno 1 pl Stop Solution a vSe bylo zahtdto na 65 °C po dobu 10 min. Takto upravena

RNA byla ptipravend k reverzni transkripci — pfevedeni do cDNA.

4.12 Reverzni transkripce RNA
Piepis vzorki RNA do ¢cDNA byl umoznén pomoci Transcriptor High Fidelity

cDNA Synthesis Kitu (Roche, Némecko). K 8 ul RNA byl ptidan1 pl Anchored-oligo (dT)1s
Primeru a 2,4 ul vody. Tato smés byla zahtana v cycleru po dobu 10 minut
na 65 °C, coz umoznilo denaturaci sekundarni struktury RNA. Po uplynuti této doby byla
sm¢s ihned pfemisténa naled. K této smési bylo nasledné ptidano 4 pl reakéniho pufru,
0,5 ul inhibitoru RNAzy, 2 pl mixu deoxynukleotidi, 1 pl dithiothreitolu a 1,1 pl reverzni
transkriptazy. Vse bylo v mikrozkumavce opatrné promichano a umisténo do cycleru,
kde bylo vse po dobu 30 minut zahiano na 45 °C. K inaktivaci reverzni transkriptazy byla
smés dale zahfana na 85 °C po dobu 5 minut. Nakonec byla mikrozkumavka ihned vloZena

do ledu a cDNA byla pfipravena k dalsimu pouziti nebo zamrazena pfi -20 °C.

4.13 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Ke zisténi expresni Urovné proliferaéniho antigenu bunééného  jadra
(PCNA, GenBank Access. No. S64617) a ribonukleotid reduktazy (RNR, GenBank
Access. No. H07688) byla pouzita amplifikace fragmentt DNA a cDNA pomoci kitu

FastStart PCR Master (Roche, Némecko) a nasledné polymerazové fetézové reakce
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(PCR) pomoci primeri uvedenych v Tabulce 5. Sekvence geni RNR a PCNA vcetné

zaznacenych pouzitych primerd jsou uvedeny v ptiloze (Kap. 10).

Tab. 5: Primery pouzité pro amplifikaci fragmenti cDNA a DNA pomoci PCR.

Nazev primeru: | Sekvence primeru:

PCNA forward | 5'-GACAGTGAGCATTTGGGTAT-3"
PCNA reverse 5-ATGTTAGCTGTCCCAATGTC-3’
RNR forward 5'-GGTACAAGAACATGTGAGGA-3’
RNR reverse 5-TTATAGTCTGTCGGGTTTCG-3’

K1 pl vzorku bylo pfidano 0,5 pl reverse primeru, 0,5 pl forward primeru,
10 pl Master mixu a 8 pl sterilni destilované vody. Casovy a teplotni profil PCR reakce
je uveden v tabulce 6.

Tab. 6: Casovy a teplotni profil PCR reakce

1 cyklus Pocate¢ni denaturace 95°C | 4 min
Denaturace 95°C | 30s

30 cykla Hybridizace primert 50°C| 30s
ProdluZovani primert 72°C | 455

1 cyklus | Koneéné prodlouzeni primerta | 72 °C | 7 min

4.14 Gelova elektroforéza v agar6zovém gelu
PCR produkty byly identifikovany pomoci elektroforézy v 2% agarézovém gelu.

K 45 ml destilované vody bylo pfidano 5 ml TBE pufru a 1 g agarézy. Tato smés byla
zahfivana v mikrovinné troubé, dokud nebyl roztok uplné Ciry. Po kratkém vychladnuti
nacca 50 °C byly do smési pfidany 2 pl ethidium bromidu. Roztok byl promichén a vylit
do ptipravené vanicky s hiebinkem. Po ztuhnuti gelu byl gel pfemistén do elektroforetické
komirky a hiebinek byl vyjmut. Komulrka byla naplnéna TBE pufrem
tak, aby byl gel ponofen 2 az 5 mm pod hladinu pufru. Do prvni jamky bylo napipetovano
6 ul standardu molekulové vahy 19-1114 bp (Roche, Némecko). Do dalsich jamek bylo
napipetovano vzdy 6 pl vzorku smichaného s 2 pl barvy loading dye. Poté byly zapojeny
elektrické vodice ke zdroji, na kterém bylo nastaveno 100 V. Elektroforeticka separace

PCR produktti probihala 30 minut. Poté byla elektroforeticka komirka odpojena od zdroje
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a gel byl pfenesen do Transluminatoru UVT-20M (Herolab) s digitalnim fotoaparatem (Codak
290), pomoci kterého byl gel vyfocen.

4.15 Real-Time PCR ribonukleotid reduktazy a proliferaéniho
antigenu bunééného jadra
Po izolaci celkové RNA z listu, kalust a protoplasti (0, 48 a 72 h) a prepsani

docDNA  byla potiecbné  zjistit expresni  Groven  ribonukleotid  reduktazy
(RNR) a prolifera¢niho antigenu bunééného jadra (PCNA). K tomuto ucelu byl vyuzit
LightCycler 2.0 (Roche, Némecko). Real-Time PCR RNR a PCNA byla provedena
nékolikandsobnou amplifikaci cDNA za tGcasti SYBR Green I pomoci primertt RNR a PCNA
(viz Tab. 5).

Vsechny vzorky ¢cDNA byly zfedény na koncentraci 200 ng/ul. K 5 pl tohoto vzorku
bylo pfidano 10 ul vody, 0,5 ul piislusnych primerd reverse i forward a 4 pul Master mixu.
Tyto smési umisténé ve specialnich sklenénych kapilarach byly pfemistény do kovovych
stojankli, ve kterych byly kratce centrifugovany. Poté byly kapilary umistény
do LightCycleru, kde probéhla kvantitativni Real-Time PCR. Casovy a teplotni profil reakce
je uveden v Tabulce 7. Ziskana data byla vyhodnocena pomoci LightCycler Software
4.1. K relativni kvantifikaci byla jako standard pouzita hodnota exprese aktinu v ptislusnych

vzorcich.

Tab. 7: Casovy a teplotni profil RT-PCR

1 cyklus Preinkubace 95°C 10 min
Denaturace 95 °C 10s
45 cyklt | Hybridizace primera 50 °C 30s
Prodluzovani primert 72 °C 20s

1 cyklus Melting kfivka 95°C —65°C | 1min

39



5 Vysledky

5.1 Stanoveni vytézku protoplastu
Protoplasty byly izolovany z mezofylového pletiva mladych listd rostlin Brassica

oleracea var. botrytis kultivovanych ve sterilnich in vitro podminkach. Protoplasty byly
ziskavany s pramémym vytézkem 9,9 * 10° protoplastd v 1 ml suspenze z 0,317 g listd
(Tab. 8 + vypocty).

Tab. 8: Pocet protoplasti v deseti stfednich ¢tvercich Biirkerovy komirky

Pocet protoplasti
Stiedni ¢tverec
Vzorek €. 1 | Vzorek ¢. 2 | Vzorek ¢. 3 | vzorek ¢. 4
1 23 57 44 22
2 26 68 47 20
3 28 76 46 31
4 27 53 42 21
5 28 49 54 24
6 23 59 41 25
7 22 53 51 19
8 29 57 42 26
9 25 78 39 18
10 27 52 37 21
Celkem: 258 602 443 227

Vypocet celkového poctu protoplastti v 1 ml suspenze:
P=(p*v*h*z/y)*10°

P celkovy pocet protoplastti v 1 ml suspenze

Peveeennennn pocet spocitanych protoplastli

Vieteiiainn prevracena hodnota plochy jednoho stfedniho étverce = 25
ho.......... pfevracend hodnota hloubky komtrky = 10

Zeviiirnannn ziedéni suspenze = 1

Vereneneen pocet ¢tverct, v nichz jsou protoplasty pocitany = 10
Vzorek €. 1:

P=(p*v*h*z/y)*10°
P=(258*25*10*1/10)* 10°

P =6,5* 10° protoplastii v 1 ml suspenze
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Vzorek ¢. 2:

P=(p*v*h*z/y)*10°
P=(602*25*10*1/10)* 10°

P = 15,1 * 10° protoplastii v 1 ml suspenze

Vzorek €. 3:

P=(p*v*h*z/y)*10°

P = (443*25* 10 * 1/10) * 10°

P =11,1* 10° protoplastdi v 1 ml suspenze

Vzorek €. 4:
P=(p*v*h*z/y)*10°
P = (277 * 25 * 10 * 1/ 10) * 10°

P =6,9 * 10° protoplastii v 1 ml suspenze

Prumérny vytézek: 9,9 * 10° protoplasti v 1 ml suspenze

5.2 Stanoveni zivotnosti protoplastu
Zivotnost izolovanych protoplastii stanovena pomoci fluorescein diacetatu (Obr. 8)

se v deseti zornych polich fluorescenéniho mikroskopu pohybovala po kazdé izolaci kolem

80 % (Tab. 9).

0.02mm

Obr. 8: Stanoveni zivotnosti izolovanych protoplastti pomoci fluorescein diacetatu. Zelené

fluoreskujici protoplasty jsou zivé, protoze jejich esteraza rozstépila fluorescein diacetat

na zelen¢ fluoreskujici fluorescein.
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Tab. 9: Stanoveni Zivotnosti protoplasti vzorku €. 1

Pocet protoplastii v jednotlivych
zornych polich Celkem
112|3(4]5|6|7]8]9]/10
Pocet 260
zivych |32(20(23|26(24|28|24|31|25|27
o 84%
protoplastit
Pofetviech | 5 | 531 26|30 (20|30(37|35(30{ 28| 310
protoplastii

5.3 Kultivace protoplastt
Pro kultivaci protoplasti byla pouZita tekutd média B, D a E a pevné médium

OK. Protoplasty byly po izolaci umistény do média B. M¢ly sféricky tvar, protoZze postradaly
bunéénou sténu (Obr. 9). Protoplasty v této dobé podléhaly oxidativnimu stresu, ktery
chybéjici bunééna sténa jesté zvysuje. Musely byt tedy kultivovany ve tmé v termostatu
pfi teplot¢ 25 °C. Po 72 hodinach byly protoplasty pieneseny do kultivacni mistnosti
s fotoperiodou 16/8 h den/noc. Po jednom tydnu kultivace bylo médium B vyménéno
za Cerstvé. Protoplasty jiz mély bunéénou sténu a mohly se zacit délit (Obr. 10). Po tfech
tydnech od izolace bylo médium B vyménéno za médium D. Protoplasty jiz zacaly tvofit malé
shluky zatim stale nediferencovanych bunék — mikrokalusy (Obr. 11). Za dalsich 14 dni bylo
médium D nahrazeno médiem E. Pod mikroskopem byly pozorovany mikrokalusy vétsich
rozméru (Obr. 12). Ty byly pfeneseny na pevné médium OK. Po celkovych osmi tydnech
kultivace byly ziskany z protoplastt 1cm velké kalusy, které si bud ponechavaly
dediferencovany status, nebo se z nich naopak zacal diferencovat kotfen ¢i pryt budouci
rostliny (Obr. 13).

Obr. 9: Protoplasty po izolaci (0 hod.)
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Obr. 11: Mikrokalusy po tiech tydnech kultivace

Obr. 12: Mikrokalusy po péti tydnech kultivace
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Kalus s kofeny

Kalus s prytem

Obr. 13: kalusy (8 tydnu kultivace)

5.4 Exprese genli RNR a PCNA
Po izolaci genomické DNA z listi rostliny Brassica oleracea var. botrytis a izolaci

RNA z protoplastti (0 h, 48 h, 72 h po izolaci), listu a kalust (nediferencovany kalus, kalus
s kofenem, kalus s prytem) a jejiho piepsani do c¢cDNA byla provedena PCR reakce
SRNR aPCNA primery (Tab. 5). Nasledovala identifikace PCR produkti pomoci
elektroforézy v 2% agar6zovém gelu.

Bylo zjisténo, ze RNR primer nebyl funkéni, jelikoz nebyly na elektroforéze

identifikovany zadné amplifikované PCR produkty s timto primerem, dokonce ani ve vzorku
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genomické DNA. Proto nemohla byt provedena Real-Time PCR a zjisténa mira exprese
tohoto genu v zadném vzorku.

PCNA primer funkéni byl, jelikoz na elektroforéze byly identifikovany produkty
PCR reakce s pouzitim genomické DNA izolované z listu jako templat (Obr. 14). Velikost
téchto produktii byla ptfiblizné¢ 140 bazi, coz odpovidd sekvenci. RNA nckterych vzorka
(protoplasty 72 h a kalusu s kotfenem) byla pii Stépeni DNA DNAzou (Promega, USA)
degradovana. PCR produkty ostatnich vzorkt ukazaly, ze se gen PCNA v protoplastech
Oha48h po izolaci neexprimoval. PCNA gen se exprimoval silné v nediferencovaném

kalusu a slab¢ v jiz diferencovaném kalusu s prytem.

E
g - = = e
z = o “= R 2

Obr. 14: Exprese genu PCNA v riznych stadiich kultivace protoplasti

Pomoci Real-Time PCR byly vyhodnoceny relativni hodnoty exprese genu
PCNA ve vzorcich protoplasti (0 a 48 h), nediferencovaného kalusu (K) a kalusu s prytem
(KSP). Jako standard byla pouzita hodnota exprese aktinu ve studovanych vzorcich.
Real-Time PCR potvrdila, Zze se gen exprimoval az v kalusech. Real-Time PCR byla
provedena ve tfech opakovanich a vysledky byly zprimérovany. Vysledny graf ukazuje,
ze exprese genu PCNA v nediferencovaném kalusu a v kalusu sprytem se signifikantné
nelisila (Obr. 15).
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Relativni hodnoty exprese genu PCNA
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Obr. 15: Relativni hodnoty exprese genu PCNA v riznych stadiich kultivace protoplasti
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6 Diskuze

Rostlinné protoplasty (buiikky izolované zrostlin pomoci enzymt degradujicich
bunécnou sténu) piedstavuji jednoduchy systém pro studium dediferenciacnich procesi
probihajicich v bunce. Dediferenciace jiz diferencované rostlinné buiky probiha
ve dvou fazich: zisk kompetence pro provedeni dediferenciace a nasledné znovu vstoupeni
do buné¢ného cyklu, které zavisi na kultivaci protoplastd v pfitomnosti fytohormond.
Obé tyto faze jsou spojeny s dekondenzaci a naslednou re-kondenzaci chromatinu
(Grafi, 2004; Ondie;j et al, 2009; Zhao et al., 2001).

Regenerace protoplastti je naro¢ny proces zahrnujici izolaci a kultivaci protoplastt
ve sterilnich podminkach. Je dilezité zvolit spravny podil fytohormonii a ostatnich latek
obsazenych v médiich, které je nutné meénit tak, aby v riznych fazich kultivace dochéazelo
ke spravné regeneraci a rustu bunétné kultury. Jednim z cili této bakalaiské prace byla
izolace protoplasti z rostliny Brassica oleracea var. botrytis a jejich regenerace. Oba tyto
ukoly byly uspésné zvladnuty a fotograficky zdokumentovany stejné jako napt. v publikacich
Chikkala et al., 2009; Navratilova et al., 1997.

Ribonukleotid reduktaza (RNR) a prolifera¢ni antigen bunééného jadra (PCNA) patii
mezi geny zodpovédné za bunécné déleni. Konkrétn€ je RNR gen dulezity pro replikaci
DNA a PCNA pro bunécné déleni. Druhym cilem této bakalaiské prace bylo zjistit, v jaké fazi
kultivace rostlinnych protoplast byly tyto geny v buiikach exprimovany.

Pomoci PCR a gelové elektroforézy bylo zjisténo, ze PCNA gen se po izolaci
protoplastii v ¢ase 0 a 48 h neexprimuje, protoze protoplasty teprve zacinaji regenerovat
svou bunéénou sténu a zatim se ned€li. Tento fakt byl potvrzen i kvantitativni
Real-Time PCR. Gen se zacal exprimovat az ve fazi kalusu. V pfipad¢é nediferencovaného
kalusu byl pii agarozové elektroforéze identifikovan silny ,,band“ exprese genu. V piipadé
kalusu s diferencovanym prytem byl zaznamenan slabsi ,band“, coz nasvédéuje faktu,
ze V nediferencovaném  kalusu  bunky proliferuji mnohem vice nez v kalusu
s jiz diferencovanym prytem. Real-Time PCR vsak ukazala, ze mira exprese tohoto genu obou
kalust se statisticky nelisi, coz odrazi skute¢nost, ze i v diferencujicim se kalusu dochazi
nadale k proliferaci bunék. Williams et al. (2003) ve své publikaci uvadi, Zze expresi PCNA
genu taktéz nezaznamenal u protoplastii tabaku nachdzejicich se ve fazi 0 a 48 h po izolaci.
Expresi pozoroval v protoplastech 72 h po izolaci, jelikoz pravé tehdy protoplasty znovu
vstupuji do S-faze bunécného cyklu a zacinaji se délit. Tento fakt nemohl byt v této praci

ovéten, nebot” doslo pii prepisu RNA protoplastt 72 h po osetfeni DNAzou k degradaci RNA.

47



Williams et al. (2003) popisuje expresi RNR gent u protoplasta tabaku shodné
sexpresi PCNA genu. RNR byl exprimovén V protoplastech vstupujicich do S-faze
bunééného cyklu, tedy protoplasti 72 h po izolaci. V diferencovanych buiikach mezofylu
listu jiz exprese genu pozorovana nebyla. V této praci nebyla exprese genu RNR
zaznamenana, jelikoZ bylo zjisténo, ze navrzené RNR primery nebyly funkéni a PCR reakce
RNR genu neprobéhla. Tento fakt mize byt zdiivodnén tim, Ze sekvence RNR genu pochézela
zgenomu rostliny Brassica napus, jakozto geneticky blizkého organizmu, u kterého
je sekvence tohoto genu popsana. Sekvence primeri tedy nemusely byt homologni. Dal§im
divodem nenavazani primert muze byt jejich navrZeni do mista intronu tohoto genu. V tomto
pfipadé by byla danad sekvence pfi alternativnim sestfihu genti vystfihnuta a primer
by se nemohl na piepsanou cDNA navazat.

Z vysledku této prace muzeme tedy usoudit, ze PCNA gen muze byt povazovan
za marker uspé&s$né kultivace, diferenciace a regenerace rostlinnych protoplastii. V okamziku,
kdy se spusti exprese PCNA genu, se butika znovu vraci do S-faze bunééného déleni a mize
tak dediferencovat. Jeho zapnuti je indukovano reorganizaci chromatinu v jadfe,
nebot’ PCNA interaguje s dalsimi proteiny (ATXR5 a ATXRG6), které pomahaji pietvorit
euchromatin v heterochromatin. Jedna se o monomethyltransferazy, které methyluji histony
chromatinu a umlcuji tedy nékteré geny (Meng et al., 2009; Raynaud et al., 2006). Toto
vzajemné pusobeni je soucasti slozitého procesu, ktery vede k dediferenciaci, resetovani
exprese vSech genll a ndslednému zapinani genli potifebnych pro nové funkce.

K podobnému mechanismu reorganizace chromatinu dochazi i u Zivoc¢isnych bunék.
Jadra =z kufeciho erytrocytu inkubovana ve vajeCném extraktu drapatky (Xenopus)
také vykazovala pied reaktivaci syntézy DNA dvé odlisné faze dekondenzace chromatinu
(Blank et al., 1992). Proto by mohlo byt studium tohoto genu V budoucnu piinosné

pro studium regenerace rostlin i Zivo¢icha.
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7 Zaver

Béhem dediferenciace rostlinnych bunék dochazi k reorganizaci chromatinu
vV bunééném jadie. Tyto zmény provazi dekondenzace a re-kondenzace chromatinu.
Diky témto zvratim dochazi k vypinani a zapinani exprese urcitych genda.

V této praci byla provedena izolace a kultivace protoplasti z mladych listi rostliny
Brassica oleracea var. botrytis. V riznych ¢asovych obdobich kultivace a postupné
regenerace protoplastli byla pozorovana exprese geni PCNA a RNR (gent zodpovédnych
za bunécné délenti).

Ukazalo se, ze RNR primery byly nejspiSe nefunkéni, protoze exprese daného genu
nebyla zjisténa v zddné fazi kultivace protoplasti a dokonce nebyl dany gen identifikovan
anina genomické DNA rostliny. Také bylo zjisténo, ze po aplikaci kitu RNAse — free
DNAse (Promega, USA) doslo k degradaci RNA nékterych vzorkd.

Vysledky experimentd naznaCuji, ze gen PCNA se exprimuje v proliferujicich
bunikach kalust a v jiz diferencovanych bunkach listu je exprese genu zastavena. Vzhledem
k publikovanym vysledkiim zahrani¢nich autort a také vzhledem k vysledkim této bakalaiské
prace mize byt gen PCNA povazovan za marker uspéSné kultivace, diferenciace a regenerace
rostlinnych protoplasti. Do budoucna by se mohl vyzkum zaméfit na expresi tohoto genu

u zivocisnych bunék.
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8 Seznam pouzitych zkratek

2-ME
2,4-D
ATXR5
ATXR6
BAP
CTAB
DNA
FDA
GA;
IPA
MS
NAA
PCNA
PCR
PEG
RNA
RNR

2-merkaptoethanol
2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
Arabidopsis trithorax-related protein 5
Arabidopsis trithorax-related protein 6
6-benzylaminopurin; benzyl adenin
cetyltrimethylammonium bromid
deoxyribonukleova kyselina
fluorescein diacetat

giberelova kyselina
6-izopentenylaminopurin
Murashige-Skoog

naftyloctova kyselina

prolifera¢ni antigen bunécného jadra
polymerdzova fetézova reakce
polyetylenglykol

ribonukleova kyselina

ribonukleotid reduktdza
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10 Prilohy
10.1 Sekvence PCNA a vyznaceni pouzitych primert

Access. No. S64617 PCNA=proliferating cell nuclear antigen [Brassica napus = oilseed rape,
cv. Westar, apical meristem, mRNA, 1004 nt].

1 cggagaaaatcgattcgaattctaaagctctctgattaatccgaaaaatgttggagctac
61 gtctagttcaaggctctctcttgaagaaggtgctogaatcgatcaaggatctcgtcaacy
121 acgccaacttcgactgotccaccaccggcttctccctccaagocatggactccagoccacy
181 tggcgctcgtctoccctoctgotcagatccgagggottcgagcactaccgoetgogaccgta
241 acctctccatggggatgaacctcggtaacatgtcgaagatgotcaaatgogooggaaatyg
301 acgacatcatcaccatcaaagccgatgacggcggogacaccgtcaccttcatgttcgaga
361 gtcccaagcaagacaagattgcagattttgagatgaagetgatggatatagacagtgage

e e e e e e e

421 atttgggtatacctgatgctgagtatcattcgatcgtgaggatgccgtictaatgagttct
P e
481 ctaggatttgcaaagatctcagtaccatcggtgacactgttgtgatatctgtgactaaag
541 aaggggrtaagttctctactgctggtgacattgggacagctaacattgtgttgagacaga
S
601 acacaactgttgacaagccggaagatgcaattgtgattgagatgaacgagccagtgtcac
661 tctcgtttgogoctgaggtacatgaactccttcacaaaggcaactoctttgtcggacacgg
721 tgacgatcagcttatcgtctgagctgocagtigtggtggagtataaggtagctgagatgg
781 gttacattcgttactacttggctcctaagattgaagaagatgaagaagacaaggcctaga
841 coccrTttgrtatccagageitCitCigitcitactaaaargicgaagatrtcagrcatgat

901 ggattatgatggiiiitCcCatttacitiCcCCciCctagaatcagtgritgrttgactTgr

961 tatgtrtctaalaatgrratgrrttggt

Vysvétlivky:
>>>>>> forward primer

<<<<<< reverse primer
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10.2 Sekvence RNR a vyznaceni pouzitych primer

Access. No. HO7688 khgs043 BNL1 Brassica napus cDNA 3' similar to Ribonucleotide
reductase M2, mRNA sequence.

1 ggtacaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaaaaggccgegt
PEEEEEE R

61 tgctggcgtttttccataggcetoocgocccctgacgagcatcacaaaaatcgactoegtcaa

121 gtcagaggtggcgaaacccgacagactataaagataccagctttccctga
S

Vysvétlivky:
>>>>>> forward primer

<<<<<< reverse primer
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