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Souhrn

Genom eukaryotnich bunék je rozdélen mezi jednotlivé chromozomy nachazejici
se vV bunécném jadie. V interfaiznim jadie vysSich eukaryot vsSak chromozomy nejsou
rozmistény ndhodné, ale jsou usporddany do tzv. chromozomalnich teritorii. Studium téchto
teritorii se provadi technikou fluorescen¢ni in situ hybridizace metodou tzv. barveni
chromozomu a je obvykla u savci, ptakl, plazt a hmyzu, u rostlin je z divodu vétsiho
vyskytu repetitivnich sekvenci a vétsi velikosti genomu tato technika mnohem slozit&jsi.

V poslednich 14 letech se tato technika zacala ptenasSet na geneticky model Arabidopsis
thaliana z divodu jeho malého genomu a nizkému poétu repetici. Zdrojem fluorescenénich
sond byla v tomto piipadé DNA izolovana z BAC knihoven, nesouci v jednotlivych liniich
Escherichia coli fragmenty studovaného chromozomu.

Cilem této bakalatské prace bylo na tuto studii navazat a sestrojit celochromozomovou
sondu komplementarni k chromozomu 1 Arabidopsis thaliana. To obnasi klonovani a izolaci
DNA z BAC knihoven, fluorescen¢ni znaceni proby a jeji hybridizaci na chromozom 1
v bunécném jadie protoplastu Arabidopsis thaliana a poté sledovat zmény v usporadani
chromozomalniho teritoria 1 v z&vislosti odpovédi na stres.

Celochromozomova proba byla sestavena a nepiimo fluorescenéné oznacena. Byla
provedena hybridizace na cilovou strukturu v bunééném jadfe protoplastd Arabidopsis

thaliana, avsak signal nebyl pozorovan.



Summary

The genome of eukaryotic cells is divided among the individual chromosomes located
in the nucleus. In the interphase nuclei of higher eukyrotes, chromosomes are not randomly
distributed but are in so-called chromosome territories. The study of these territories is carried
by technique of fluorescence in situ hybridization by method called “chromosome painting”
and is common in studies of mammals, birds, reptiles and insects. This technique is much
more complicated in plants due to higher presence of repetitive sequences.

In the last 14 years, this technique has begun to permeate to the genetic model plant
Arabidopsis thaliana, because of its small genome and low number of repetitive sequences.
In this case, the source of probes was DNA isolated from a BAC library, which was carried
by a number of clones of Escherichia coli.

The objective of this work is to construct whole-chromosome probe complementary
to chromosome 1 of Arabidopsis thaliana built on this study. It involves cloning and isolating
DNA from BAC libraries, fluorescent labeling of this probe and its hybridization
to chromosome 1 in the cell nucleus of Arabidopsis thaliana protoplasts and consequent
monitoring of changes in the structure of the chromosome territory 1 depending
on the response to a stress.

The whole-chromosome probe was constructed and indirectly fluorescently labeled.
It was let to hybridize to the target structure in the cell nucleus of Arabidopsis thaliana

protoplasts, but the signal was not observed.
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1 Uvod

Studium struktury a organizace genomu je velice dulezité pro pochopeni mnohych jeho
vlastnosti a funkci, jako regulace genové exprese, transkripce nebo replikace. Jednou
ze struktur, do které se chromozomy vysSich eukaryot sklddaji, jsou chromozomalni teritoria.
Tato teritoria predstavuji vymezené oblasti, které jednotlivé chromozomy zastavaji a v ramci
moznosti také udrzuji. Jejich funkce by mohla napomahat jiz zminéné genové regulaci
a jsou ovliviiovana stupném diferenciace bunék.

Studium chromozomadlnich teritorii probihda zejména V Zivocisné fisi, jelikoz
se do posledni doby nedafilo tuto techniku pfenést do studii rostlinného bunééného jadra.
Technikou, kterou se tato teritoria studuji, je fluorescenéni in situ hybridizace, konkrétné
metoda barveni chromozomii. Rostlinny genom ¢asto obsahuje velké mnozstvi repetitivnich
sekvenci DNA, a proto je pravdépodobné tuto techniku tak obtiZzné pfenést do rostlinné fiSe.
Lysak M. A. et al (2001) vSak uspésné¢ hybridizoval celochromozomovou sondu
na chromozom 4 genetického modelu Arabidopsis thaliana, za pouziti DNA z BAC knihoven.

Hlavnim zdmérem této prace je navdzani na tuto studii, sestavenim sondy
pro chromozom 1 Arabidopsis thaliana a jeji nasledna hybridizace v bunééném jadie
protoplasti. Poslednim cilem této prace je sledovani a hodnoceni zmén chromozomalniho

teritoria 1 v zavislosti na stresujici podminky.



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Chromozomalni teritoria

Genom eukaryotni buiky se nachazi v bunééném jadie a je rozdélen mezi linearni
molekuly DNA, chromozomy. Chromozomy vV interfaznim jadife vSak obvykle nejsou
nahodné rozmistény, ale zastavaji vlastni pozice uvniti jadra neboli chromozomalni teritoria.
Predpoklada se, ze vétSina vysSich eukaryotickych organismii nese tato teritoria,
avsak nékteré nizsi eukaryotni organismy, jako napt. Saccharomyces cerevisiae, je nemaji.
Bylo pozorovano, ze teritoria nékterych bunék si zachovaly svou individualitu i béhem
bunééného cyklu, kdy zadny chromozom neptesahoval prostorové vymezenou oblast,
az na hrani¢ni linie teritorii, kdy ob¢asné dochazelo k piekryvim (Meaburn J. K., Misteli T.,
2007).

Pro ovéteni, zda se chromozomalni teritoria vyskytuji v jadrech vSech eukaryotnich
bunék, byla pouzita metoda barveni chromozomi neboli ,,chromosome painting* (Obrazek ¢.
1). Vysledky se ruznily od vyskytu vysoce uspofadanych chromozomalnich teritorii, pfes
témet Zadné usporadani chromozomt po uspofadani teritorii podle stupné diferenciace bunék

jednoho organismu (Cremer T., Cremer C., 2001).

Obrazek ¢. 1 - Chromozomalni teritoria bunék mysich jater a lidského fibroblastu
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Obrazek podle K. J. Meaburn a T. Misteli (1997).

2.1.1 Struktura chromozomalnich teritorii

Vnitini struktura chromozomalnich teritorii je prostoupena siln¢ vétvenou a propojenou
siti kanalti. Tato sit’ kanali umoziuje pfistup transkripénich aparati a regulacnich faktord.
Dale byvaji ramena chromozomii vzdjemné od sebe oddélena V zéavislosti na poméru
kodujicich k nekodujicim sekvencim, kdy genové bohaté oblasti se udrzuji spole¢né a mimo
od oblasti na geny chudych. Tento fenomén by mohl napomdhat genové regulaci
(Meaburn J. K., Misteli T., 2007). Strukturu chromozomalnich teritorii navic obohacuje
pfitomnost oblasti bez chromatinu, ¢i dutin, které v nejrozsifenéjSich mistech dosahuji
pruméru az nékolika um. Tyto prostory obsahuji nechromatinové domény, jako fli¢ky, svinuté
Castice a PML castice, jejichz funkce nebyla dosud objasnéna (Matera A. G., 1999).

Pod vngjsi strukturou chromozomalnich teritorii si predstavujeme jejich vzajemné
uspotadani uvnitt bunécného jadra a jejich interakce. Chromozomy nizsich eukaryot mivaji
telomerickou ¢ast obou ramen na jedné stran¢ jadra, pfiCemz centromericka Cast byva
na stran¢ opacné. U vyssich eukaryot, jako u savcd, je vSak usporadani chromozomti mnohem

wevr

k nekodujicim oblastem, vSechny aspekty tohoto uspotfadani vSak stile nejsou objasnény

(Meaburn J. K., Misteli T., 2007).

2.1.2 Mechanismy usporadani chromozomii do teritorii

Mechanismy uspofadani chromozomti do chromozomalnich teritorii nejsou zatim plné
objasnény, existuji vSak dveé odlisné hypotézy. Prvni z nich ptedpoklada, ze jsou chromozomy
usporddavany pomoci pevnych jadernych elementi podobnych cytoskeletu. Tato moznost

by vysvétlovala stabilitu chromozomti béhem bunééného cyklu, musela by vsak
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byt podminéna kdédovanou informaci, kterd by byla pro kazdy chromozom specificka.
AtraktivnéjSi hypotéza piedstavuje model sebeuspotadani, kdy pozici, kterou chromozom
zaujima, urCuje celkova aktivita jeho genti. Aktivni geny jsou uloZeny v rozvolnéném
euchromatinu a uml¢ené geny v kondenzovaném heterochromatinu, coz zpusobuje, ze kazdy
chromozom ma trochu jiné fyzikalni vlastnosti, které by mohly napomoct k jeho usporadani.
Tato hypotéza také vysvétluje, pro¢ maji jednotlivé tkané¢ ¢i pletiva odliSna chromozomalni

teritoria (Meaburn J. K., Misteli T., 2007).

2.1.3 VIliv chromozomalnich teritorii na genovou regulaci

Faktory ovliviiujici genovou regulaci obsahuji Siroké spektrum mechanismi, jejichz
vysledkem je snizeni ¢i zvySeni exprese urCitych gent. Tato regulace zasahuje do tvorby
produktti v mnoha krocich, od transkripce, ptes zpracovani RNA az po post-transla¢ni upravu
Mnohobunééné organismy potiebuji pro svou existenci specializované typy bunék, které tvoii
jejich pletiva ¢i tkan€, coz umoznuje proces zvany diferenciace. Tento proces je fizen pravé
regulaci genové exprese (Snustad D. P., Simmons M. J., 2009).

Je ¢im dal jasnéjsi, Ze genova regulace by se neméla vnimat pouze na zaklad¢ vyse
popsanych mechanismt, ale 1 na irovni uspofadani chromatinu vzhledem k bunécnému jadru.
Bylo pozorovano velké mnozZstvi lokusti gendi na povrchu teritorii, které vykazovaly velmi
vysokou transkripéni aktivitu, coz by mohlo napovidat o korelaci mezi lokalitou genu
a jeho aktivitou. Mezi nimi se vSak vyskytovaly i takové geny, jejichz zvySend exprese
byla indukovana procesem diferenciace. Neni jasné, zda je tato jaderna organizace nasledkem
transkripcéni aktivace geni, nebo zda je transkripcni aktivace pfislusnych gent nasledkem
reorganizace chromatinu. Geny ovsem mohou prokazovat aktivitu i z vnitinich ¢asti teritorii,

coz umoznuje jiz zminéna sit’ kanalka (Heard E., Bickmore W., 2007).

12



2.2 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana patii do ¢eledi Brassicaceae, je to jednoleta az dvouleta rostlina,
dosahujici vysky 5 — 40 cm. Jednd se o dvoudéloznou rostlinu, jejiz lodyha je ptima,
jednoduchd a nahofe vétvend. Pfizemni rtzice listi je tvofena vej¢itymi, celokrajnymi,
nebo zubatymi listy nesouci vidli¢naté trichomy. Listy dosahuji velikosti az 3 cm. Jeji kvét
se sklada ze 4 vzpiimenych kalisnich a 4 korunnich listkd, cely kvét ma pramér 4 — 7 mm.
Tato rostlina tvoii SeSule o priméru 10 — 20 mm. Jednd se o druhotné¢ kosmopolitni druh,
ktery se obvykle vyskytuje na otevienych plochach chudych na vapnik, v chudych travnicich,
cestach a polich. Jedna se o pionyrskou rostlinu, kterou 1ze hojné najit od nizin az po hory
(Dostal J., 1989), (Spohn M., Golte-Bechtle M., 2010).

Arabidopsis thaliana je ¢asto vyuzivanou rostlinnou jako geneticky model z mnoha
divodli. Mezi prakticky vyuzitelné vyhody této rostliny nepochybné patii mald velikost
rostliny, tudiz l1ze dobfe péstovat v in vitro podminkach. Dalsi vyhodou je rychly zivotni
cyklus, ktery umoziuje vypéstovani mnoha generaci béhem jednoho roku. Maly a jednoduchy
genom rozdéleny pouze do 5 chromozomit, nesoucich jen malé mnoZstvi rozptylenych
repetic, se da povazovat za dal§i z mnoha vyhod. Umoziiuje tim mnoha studia, mezi ktera

patii pravé i zkoumani chromozomalnich teritorii (Hays J. B., 2002).

2.2.1 Studium chromozomalnich teritorii v Arabidopsis thaliana

Studium chromozomalnich teritorii se provadi pomoci techniky barveni chromozomt,
kdy se na jeden nebo né€kolik chromozomil véze specificka fluorescencni proba, jejiz signél
se nasledovné detekuje pomoci fluorescenéniho mikroskopu ptimo v bunééném jadru (vice

0 fluorescencni in situ hybridizaci v kapitole 2.4).
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Barveni chromozomu v Zivo¢isnych bunkach vyvolalo rapidni postup v cytogenetice.
Tato technika se vSak nedafila aplikovat u euploidnich rostlin. Toto je nejpravdépodobnéji
zpusobeno velkym mnozstvim rozptylenych repetic, které jsou rozsifeny mezi chromozomy
rostlin. Arabidopsis thaliana (jak bylo zminéno v minulé kapitole) vSak nese jen maly genom
a nizky pocet rozptylenych repetic, ¢ehoz vyuzil Lysak et al (2001), kdy za pouziti
genomickych DNA knihoven (konkrétn¢é BAC klony), poprvé fluorescenéné obarvil
chromozom 4 Arabidopsis thaliana (Lysak et al, 2003).

Obrazek ¢. 1 vyobrazuje detailni schéma chromozomi Arabidopsis thaliana.
Sekvenované pozice jsou znazornény cervené, centromerické a telomerické oblasti
jsou oznaéeny svétle modre, jinde lokalizovany heterochromatin ¢erné a rDNA repetice
purpurov€. Jednotlivé chromozomy barveny pomoci DAPI jsou zobrazeny v levé casti
obrazku. Frekvence jednotlivych vlastnosti chromozomi jsou oznaceny pseudobarvou
od Gervené (vysoka hustota) do modré (nizka hustota). Radek ,,Genes* vyobrazuje hustotu
genu a lisi se od poc¢tu 38 gend na 100 kb do 1 genu na 100 kb. ,,ESTs* tadek zobrazuje
expresni uroveti jednotlivych chromozomul. Radek ,, TEs“ vyobrazuje hustotu transpozibilnich
elementt. ,,MT/CP* tadku byla pridélena Cerna a zelena barva a ukazuje, v jakych Castech
chromozoml se nachazi inzerty pochazejici z mitochondrii nebo chloroplastii. Radek ,,RNAs*
zobrazuje hustotu sekvenci kodujicich tRNA a snRNA a byla jim pfid€lena ¢erna a zelena
barva. Podle tohoto obrazku je ziejmé, ze chromozom 1 ma velikost 29,1 Mb, chromozom 2
19,6 Mb a nese NOR oblast, chromozom 3 ma 23,2 Mb, chromozom 4 taktéz nese NOR a ma

17,5 Mb a chromozom 5 ma 26,0 Mb (Arabidopsis Genome Iniciative, 2000).
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Obrazek ¢. 2 - Detailni vyobrazeni chromozomi Arabidopsis thaliana

Obrazek podle The Arabidopsis Genome Iniciative (2000).

2.2.2 Protoplastové kultury

Protoplasty jsou rostlinné (Obrazek & 3), bakteridlni ¢i houbové buniky zbaveny
své bunécné stény, za pouziti enzymatické nebo mechanické metody. Rostlinnd bunééna sténa

je z velké Casti slozena z polysacharidi, tudiz pfi enzymatickém odstranéni je nutné pouziti
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smési enzymdu, které tyto polysacharidy degraduji (celulaza, hemiceluldza, pektinaza,
xylanaza, apod.). Po odstranéni buné¢né stény je vSak buiika velice citliva na osmoticky tlak,
tudiz je nutné izolaci provadét v isotonickém roztoku, aby nedoslo k poskozeni plazmatické

membrany (Yoo et al, 2007).

Obrazek ¢. 3 - Protoplast izolovany z mezofylovych bunék

Zdroj obrazku: http://www.autom8.com/nanion/application/Others/mesophyll-cells.jpg

Protoplastové kultury se nejcastéji kultivuji v tekutém nebo polotekutém médiu.
Toto médium musi obsahovat slozky nezbytné pro bunécny metabolismus (rostlinné
hormony, mineralni latky, energeticky vyznamné latky, apod.). Dokud protoplasty nedokonci
stavbu nové bunécné stény, je taktéz nutna ptitomnost latek udrzujicich isotonické prostiedi
roztoku. Stavba bunétné stény zalina obvykle po nékolika minutach od zaloZeni
protoplastové kultury (M. R. Dawey et al, 2004).

Protoplastizace rostlinné buiiky zpusobuje dediferenciaci. Tento proces provazi silna
dekondenzace jaderného genomu, jejimz vysledkem jsou zmény v uspotfadani genetického
materidlu, morfologii bunky a davéa ji schopnost diferenciace na kterykoliv bunétny typ
rostlinného pletiva. Diferenciaci z protoplastu na jiny bunény typ provazi rekondenzace.
Péstovani protoplast v in vitro kulturach zpisobuje zvySeni hladiny stresu, tudiz ji provazi

zvySena tvorba reaktivnich oxida¢nich radikala (ROS). Schopnost burniky vyrovnavat
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se s takovymi radikaly obstaravaji antioxidacni mechanismy, které nemusi byt dostatecné,
kvuli jiz zminéné zvySené hladiné stresu V protoplastovych kulturach. Bylo pozorovano,
ze hladina oxidativniho stresu koreluje se schopnosti buiikky dekondenzace a rekondenzace

chromatinu a proliferace (Ondtej et al, 2010).

2.3 In-situ hybridizace

Technika in situ hybridizace umoznila detailnéj$i pochopeni uspofadani genomu
v bunikach, a proto se objeveni této techniky povazuje za milnik cytogenetiky. Poprvé
byla pouzita roku 1969 pii vytvafeni hybridnich molekul mezi DNA a RNA,
kdy pro vizualizaci byla pouzita autoradiografie (Gall G. J., Pardue M. L., 1969).

Principem této techniky je konstrukce DNA sondy, ktera se v denaturovaném stavu vaze
na komplementarni sekvence v cilové strukture. Aby byla umoznéna jakakoliv detekce, sonda
musi byt fyzikalné¢ nebo chemicky znacena. K uplné prvnimu typu znaeni se vyuzivalo
radioaktivnich izotopt J. G. Gallem a M. L. Pardue roku 1969. Detekce takto znacené sondy
se provadéla pomoci radiosenzitivnich materidla. Citlivost metody byla uspokojiva,
avSak Spatné¢  rozliSeni  snimkli a  zdlouhavd  slozitd  manipulace  vyustila
K postupnému piechazeni od izotopné znacenych sond ke znaceni fluorescenénimu
nebo enzymatickému. Principem je navazani takovych latek na probu, které umozni detekci
signalu. Enzymatické znaceni sond se detekuje kolorimetricky, kdy vazany enzym pfeménuje
jeho substrat na barevny produkt, coz umoziuje lokalizaci cilové sekvence. Kolorimetricky
detekovany signal je sice silny, ale jeho rozliSeni neni, stejné jako u radioaktivniho znaceni,
ptili§ pfesné. Enzymaticky znacené proby se v dnesni dobé nejcastéji vyuzivaji v technice
RNA in situ hybridizace (Schwarzacher T., Heslop-Harrison P., 2000). Dalsi skupina latek,

ktera je vyuzivana pro znaceni prob, se nazyva fluorochromy. Fluorochromy jsou vazany
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nasondu, kdy detekce probiha pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Vyuzitelnost
této skupiny latek pro znaCeni je zaloZena na jejich schopnosti excitace pii vystaveni
UV zareni. Po jejich excitaci se ziskana energie uvoliiuje emisi elektromagnetického vinéni
0 vyss$i vinové délce, nez jaké byla vystavena - vyzatuje fluorescenci, a proto se tato technika
nazyva fluorescenéni in situ hybridizace. Prvni pouzita latka pro fluorescencni znaceni
se nazyva FITC (fluoresceinisothiokyanat) (Langer-Safer et al., 1982). Fluorescen¢ni in situ
hybridizace je diky vysokému rozliSeni vysledkli a rychlosti techniky c¢asto pouZzivanou
metodou molekularni cytogenetiky.

Jednotlivé odvozené techniky DNA in situ hybridizace jsou pouzivany k fyzickému
mapovani, diagnostice strukturnich 1 pocetnich aberaci chromozomli a daile
ve fylogenetickych studiich. RNA in situ hybridizace je nejcastéji pouzivana pii studiu

genové exprese (Schwarzacher T., Heslop-Harrison P., 2000).

2.4 Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

Jak bylo uvedeno v minulé kapitole, fluorescencéni in situ hybridizace je Siroce
vyuzivanou technikou. Tento fakt je podlozen svymi mnohymi vyhodami oproti ISH s jinymi
typy znaceni sond. FISH technika umoznuje hybridizaci fluorescencné znacenych prob
na cilovou sekvenci DNA studované struktury. Vazané fluorochromy na sond¢ dale umoznuji
detekci signalu pomoci fluorescen¢ni mikroskopie.

Kli¢ovym faktorem pro spravnou hybridizaci sondy skomplementarnim mistem
na chromozomu je tzv. stringence. Stringence udava procentualni zastoupeni spravné
parovanych bazi mezi sondou a cilovou sekvenci. Jeji hodnota se urCuje na zaklad¢ teploty

tani (Tm) a je ovlivilovdna nékterymi faktory, jako jsou koncentrace formamidu a kationtd,
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dale reakéni teplota, délka a pomérové zastoupeni AT a CG bazi v sondé (Schwarzacher T.,
Heslop-Harrison P., 2000).

Pokud sonda mimo jiné obsahuje repetitivni sekvence, mize dochazet k nespecifickému
vazani proby na jiné, nezadouci struktury (napiiklad pii studiu chromozomalniho teritoria
chromozomu 1 je neakceptovatelné, aby se sonda vazala i na ostatni chromozomy). Tomuto
fenoménu Ize zabranit pridanim blokovaci DNA. Tento pfidavek obsahuje neoznacenou
repetitivni DNA, kterd hybridizuje s repeticemi cilové struktury, tudiz zabranuje vazéani
proby. Pro efektivnéjsi blokaci nespecifického signdlu vyvolaného repetitivnimi sekvencemi
se vSak casto vyuzivd COT-DNA, ktera obsahuje vyS$i koncentrace téchto sekvenci.
Vzhledem k tomu, Ze rostliny obecné obsahuji vice repetitivnich sekvenci v chromozomech,
se tyto prostiedky nejéastéji vyuzivaji pii fluorescenéni in situ hybridizaci v rostlinach (Zwick
M. S. et al, 1997).

Na Obrazek €. 4 je vyobrazen schematicky postup fluorescenéni in situ hybridizace.
V prvnim kroku je zfetelné, ze existuji dva typy znaCeni sondy, a to bud pifimy,
kdy jsou znaceny jednotlivé derivaty nukleotidii, anebo neptimy, kdy se na sondu pouze vaze
hapten (napf. digoxigenin), nebo jina molekula se specificitou k jiné latce (napt. biotin),
ktera je nasledné¢ detekovana protilatkou (anti-digoxigenin k digoxigeninu), nebo latkou
s afinitou k jiz zminéné vazané molekule (extravidin k biotinu). V dalSich krocich se fixuje
testovany material na podlozni sklicko, dochazi k denaturaci a hybridizaci znacené sondy
a blokovaci DNA, a nakonec dochézi k vizualizaci signalu pomoci fluorescen¢ni mikroskopie

(podrobnéjsi popis viz kapitola 4.2.6).
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Obrazek ¢. 4 - schematicky postup fluorescenéni in situ hybridizace

Obrazek podle: Brammer S. P. et al (2013).

Hlavnim problémem fluorescenéni in situ hybridizace je tzv. vysvécovani signalu.
K tomu dochazi pii vystaveni fluorochromt elektromagnetickému zéfeni o urcitych vinovych
délkach béhem manipulace nebo pozorovani. Pii rychlé a opatrné praci lze vSak jeho ucinek

do urcité miry omezit.
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2.4.1 Typy sond pro FISH

Sondy pro fluorescenc¢ni in situ hybridizaci musi byt vytvofeny z komplementarniho
vlakna DNA, aby byla umoznéna vazba. Z tohoto divodu je nutné zvazit, jaky zdroj pro tuto
proébu zvolit. Faktory, které musi byt zvazeny, se li§i od délky studovaného fragmentu
po prostorovou organizaci vlakna aj. Pravé délka studované oblasti chromozomu byva ¢asto
limitujici faktor. PoCet bazi sondy by se mé¢l pohybovat mezi 200 az 600 bp, tudiz pfti izolaci
ze zdroje, ktery ndm poskytne delsi vldkno, je nutné toto vlakno fragmentovat na kratsi tseky.
Tento krok zptisobi efektivnéjsi hybridizaci na cilové misto v chromozomu (Trask B., 1999).

Zdroje DNA pro konstrukci sondy se rtizni, mohou to byt PCR produkty, genomova
DNA, syntetick¢ oligonukleotidy, nebo mitize jit také o DNA klonovanou ve vektorech,
pfiCemz pravé tato varianta je diky obecné rozSifenym DNA knihovnam nejpouzivanéjsi.
Mezi tyto vektory patii umélé chromozomy (YAC, BAC), vektory odvozené z bakteriofagu,
kosmidy nebo plazmidové vektory (vice v kapitole 2.5.2). Podle velikosti fragmentu,
ktery je potieba pro konstrukci proby je nutné zvolit jeden z téchto vektord, protoze se lisi
zejména vlastnostmi, jako jsou délka inzertu, které jsou schopny pojmout, jeho stabilita apod.
(Schwarzacher T., Heslop-Harrison P., 2000).

Sondy pro jednokopiové sekvence hybridizuji na geny nebo regula¢ni mista.
Tytonukleotidové sekvence se Vv genomu nachazeji pouze jednou, tudiz jde o velice
specifickou vizualizaci, pfi které 1ze presné urcit, na jakém chromozomu a na jaké jeho ¢asti
se takova sekvence nachazi. Takovym typem sondy napiiklad Khrusthaleva et al (2001)
lokalizovala T-DNA transgennich jedinci druhu cibule kuchyniské (Allium cepa). Proby
pro jednokopiové sekvence Ize napiiklad vytvofit pomoci BAC knihoven.

Repetitivni sekvence se v genomu vyskytuji ve vysokém poctu kopii, kdy mohou

byt bud’ roztrousené, nebo uspofadané tandemové za sebou. Vzhledem K jejich vysokému
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poc¢tu byva hybridizace mnohem rychlej$i a zejména u tandemové uspofadanych repetic
vykazuji intenzivnéjs$i signal. Cilové struktury repetitivnich sekvenci byvaji ptredevsim
mitotické chromozomy a interfazni jadro (Trask B., 1999).

Chromozomové proby obsahuji komplementarni sekvence celého chromozomu, tudiz
se daji vyuzit pifi diagnostice chromozomovych mutaci, jako naptiklad strukturnich
a pocetnich aberaci. Bohaté vyuziti vSak naléza i ve vyzkumu fylogeneze a chromozomalnich
teritorii, kde je vyuZivano techniky barveni chromozomi. Tato technika je rozSitené;si
Vv zivocisné tisi, kvili niz§imu poctu repetic, av§ak vyuZzitim linii BAC klont (Lysak M. et al,
2001) a blokovaci DNA (Zwick M. S. et al, 1997) se za¢ina dafit ptenos této techniky
do rostlin s niz§im obsahem repetic jako je Arabidopsis thaliana.

Konstrukce sondy z genomové DNA se nejéastéji vyuziva pii fylogenetickych studiich.
Sestavenim genomovych prob z ptedpoklddanych rodicovskych druhli a jejich naslednou
aplikaci v genomové in situ hybridizaci (GISH) hybridniho druhu, lze uréit jeho pivod

(Zwierzykowski Z. et al, 1998).

2.4.2 Znaceni sond pro FISH

Aby bylo moZné¢ vizualizovat hybridizované sondy na cilovou sekvenci DNA, musi byt
detekovateln¢ znaceny, kdy pii fluorescenéni in situ hybridizaci jsou vyuzivany
fluorochromy. Sondy mohou byt znaceny bud’ piimé, nebo nepiimé, kdy oba postupy maji
své vyhody i nevyhody.

Pti pfimém znaceni se inkorporuji derivaty nukleotidi, ¢asto uridin, které nesou vazané
fluorochromy. Znaceni probiha takovym zptisobem, Ze se nejdiive vytvoii pomoci DNazy |
jednovldknové zéatezy do pfipravované sondy. Do téchto mist nasledovné nasedd DNA
polymeraza I, ktera ma 5° - 3° exonukleazovou aktivitu. V reakéni smési jsou piitomny

znacené analogy bazi pomoci fluorochromu, které za souc¢asného vystépovani ptivodnich bazi,
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DNA polymeraza 1 do fetézce inkorporuje (schéma viz Obrazek ¢. 5). Nevyhodou tohoto
znaleni je, ze signal byva slabsi a nelze amplifikovat (Kocarek E., Panek M., 2010).

1.

T nemadené nukleotiy
: madené nukleotidy

© DNA polymeraza

Obrazek ¢. 5 - Schéma postupu pfipravy piimo znacené sondy

Obrazek podle: Brammer S. P. et al (2013).

V ptipadé nepiimého znaceni nejsou znaceny jednotlivé nukleotidy, ale na vlakno DNA
se vaze reportérova molekula (napf. biotin nebo digoxigenin), na kterou se po hybridizaci,
v kroku detekce, vaze latka safinitou ktéto molekule (napiiklad k biotinu avidin
nebo protilatka proti digoxigeninu k digoxigeninu). Latka, ktera se vaze na reportérovou
molekulu, je znacena fluorochromy, aby byla umoznéna jeji detekce (schéma viz Obrazek ¢.
6). Mezi pouzivané fluorochromy naptiklad patii Alexa 488, fluorescein isothiokyanat
(FITC), Cyanine 3 (Cy3) a Cyanine 5 (Cy5). Nevyhodou tohoto zptisobu znacéeni sondy je

vvvvvv

vyvazuje (Kocarek E., Panek M., 2010).
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4 Nefluorescenéni znacici molekula

@ Fluorochrom

8 Fluorochromem zna¢ena molekula

Obrazek ¢. 6 - Schéma nepfimo znacené proby

Obrazek podle: Brammer S. P. et al (2013).

Pokud vSak sonda nevykazuje dostate¢né silny signal ani pii nepiimém znaceni
(tato situace mutize nastavat pii detekci jednokopiovych sekvenci DNA), naskytuje se moznost
tzv. amplifikace signalu. Pii amplifikaci signalu dochazi k tomu, Ze na znac¢enou latku afinitni
k reportérové molekule je vazana dalsi reportérova molekula. Tato situace tudiz umoziuje
vazbu dalsi znacené afinitni latky, coz zpusobuje zesileni signalu (Not F. et al, 2002). Schéma
se nachéazi na Obrazek €. 7.
3 & ;
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& &
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4 Nefluorescenéni znadici molekula

@ Fluorochrom

2 Fluorochromem zna¢ena molekula

Obrazek ¢. 7 - Schéma amplifikace signalu

Obrazek podle: Brammer S. P. et al (2013).
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2.4.3 Vyuiziti a varianty FISH

Fluorescencni in situ hybridizace nachazi vyuziti jak v klinické praxi, tak ve vyzkumné
¢innosti. Mezi tato vyuziti naptiklad patfi studium bunécného cyklu, kdy FISH umoziuje
sledovani chovani chromatinu na =zakladé zmén fazi. Dale umoziuje detekci
chromozomalnich pfestaveb, nebo také zmény v ploidii, ¢ehoz se zejména vyuziva
ve fylogenetickych studiich. Mezi dulezité vyuziti FISH dale patii cytogenetické mapovani
a také studium chromozomalnich teritorii. Ke v§em témto uceliim se vyuziva riznych variant
fluorescenéni in situ hybridizace, které budou dale popsany (Trask, 1999).

Nejrozsitengjsi variantou FISH je technika genomové in situ hybridizace (GISH).
Tato technika vyuziva celé genomové DNA, jako sondy. Jedna se o velmi cennou variantu,
zejména pii studium allopolyploidnich druhii, rekombinantnich linii nebo hybridd, kdy diky
této techniky lze zjistit jejich plivod, zmény v prubéhu speciace, odliSeni jednotlivych genomil
druhu, detekci introgresi apod.

GISH lze také vyuzit pii komparativni genomové in situ hybridizace, kdy lze detekovat
delece a inzerty jednotlivych ¢asti chromozomu, kdy je pfipravena sonda z kontrolni bunky
a sonda z bunky studované, ob¢€ proby jsou znaceny jinym fluorochromem, které dohromady
zpusobuji detekci odlisné barvy. Mista kde jsou inzerty nebo delece proto budou vykazovat
pouze barvu charakteristickou jen pro ptivodni fluorochrom (Manoir S. et al, 1993).

Dalsi z modifikaci fluorescen¢ni in situ hybridizace je M-FISH, neboli vicebarevna
FISH. Jelikoz neexistuje dost fluorochromd, které by emitovaly elektromagnetické zaieni,
dostate¢né odlisné na to, aby bylo mozno rozdily detekovat pouhym okem, byla vymyslena
modifikace, kterd umoZiuje pouziti mensiho mnozstvi fluorochromii pro detekci vétSiho
mnozstvi cilovych struktur. Jednotlivé chromozomy jsou barveny riiznymi kombinacemi

sond. Obraz poté pocitac, pomoci fluorescen¢niho mikroskopu, sleduje riznymi optickymi
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filtry, kdy kazdd kombinace riznych chromozomi déva vznik tzv. pseudobarve
(Schrock E. et al, 1996).

Mezi dal$si modifikace fluorescen¢ni in situ hybridizace se tfadi Tyr-FISH. Je to
amplifikacni postup, ktery mnohondsobné zvysuje detekovatelny signal. Toho 1ze dosdhnout
vazebnou kombinaci protilatky konjugované s kienovou peroxidazou a fluorescenéné
znacen¢ho tyramidinu, ktery funguje jako substrat pro tuto peroxidazu. Detekéni citlivost
se takto zvysi az 100x, coz umoziuje sledovani sondy pouze o 1 kb (Khrustaleva et al., 2001).

3D-FISH je technika, kdy jsou jednotlivé bunky zality do polyakrylamidového gelu.
Tyto buiiky jsou nasledovné barveny a pozorovany. Pfi této metod€ je vSak nutné pouziti
konfokalniho mikroskopu, coz zhorSuje cenovou dostupnost. Vyhodou je piesna lokalizace
sond v bunéénych jadrech bunék (Bass H.W. et al, 1997).

ZOO-FISH je varianta pouZivand pii evolucnich studiich Zivocicht. Tato technika
vyuziva rozttidénych a znacenych chromozomt, které nasledovné hybridizuji na chromozomy
druhu jiného. To umoznuje sledovani homolognich ¢asti chromozomii mezi jednotlivymi

druhy (Dixkens C. et al, 1998).

2.5 DNA knihovny

DNA knihovny nesou soubory fragmenttit DNA, které se udrzuji replikaci v klonovacich
vektorech. Do téchto vektor byly fragmenty vneseny uméle, tudiz se jedna o rekombinantni
molekuly DNA. Knihovny nesou genetickou informaci riznych organismu, nebo pouze jejich
¢asti. Vzhledem k tomu, Ze genomova a chromozomalni DNA je pfili§ dlouha, nez aby byla
vpravena pouze v jednom inzertu do jedné linie vektoru, jsou DNA knihovny jednotlivych

druhti udrzovany ve velkém mnozstvi linii tohoto vektoru, kdy kazda nese jen urcity fragment
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ptavodni molekuly DNA. Vytvofeni vektorti nesouci pouze fragment z ptivodné mnohem delsi
molekuly DNA umoznil objev restrikénich endonukleaz a vyuziti malych samostatné
se replikujicich genetickych elementii. Mezi tyto elementy patii plazmidy, virové

chromozomy, um¢lé chromozomy apod. (Snustad D. P., Simmons M. J., 2009).

2.5.1 Typy knihoven DNA

Knihovny DNA se daji rozdélit do dvou velkych kategorii, a to na genomové knihovny
DNA a komplementarni knihovny DNA (cDNA knihovny). V piipadé genomovych knihoven
se DNA, které chceme klonovat, rozstipe restrikénimi endonukledzami za vzniku ndhodnych
fragmentu, které se dale vkladaji do jednotlivych linii klonovacich vektori. Vzhledem k tomu,
ze jsou tyto fragmenty ndhodné, jsou do vektort vlozeny kodujici i nekoddujici oblasti, geny
mohou byt preruseny, a proto se tyto knihovny vyuzivaji napi. pro sekvenaci, jelikoz
se pro n¢které jiné techniky tento postup nehodi. V ptipadé¢ komplementarnich knihoven
DNA je k ziskani vkladanych segmentd DNA pfistupovano odlisnym zpisobem. Do téchto
knihoven se vkladaji fragmenty ziskany z mRNA izolované ze studované bunky,
tudiz se ptedpoklada, ze se jedna o kodujici sekvence DNA. Vyizolovand mRNA hybridizuje
s poly-T primerem, pomoci néjz reverzni transkriptaza dosyntetizuje komplementarni vlakno
DNA. Zbyvajici vldkno RNA je degradovano RNazou H a DNA polymeraza dosyntetizuje
jednovldknovou DNA, ¢imz je ziskano dvoufetézcové molekuly DNA, odpovidajici sekvenci
mRNA. Tento fragment je dale klonovan V klonovacich vektorech nebo exprimovan
ve vektorech expresnich. Tento typ knihoven nachédzi vyuziti napf. pii sekvenaci genl
a studiich jejich funkci, nebo také k vyrobé produkt, které tyto geny kdéduji napf.

v bioreaktorech (Alberts B. et al, 2007).
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2.5.2 Typy vektora

Obecné lze rozdélit vektory na klonovaci a expresni, kdy DNA knihovny
jsou udrzovany pomoci vektori klonovacich. Jednotlivé fragmenty DNA udrzuji pomoci
replikace. Aby se rekombinantni molekuly DNA vektort dokazaly replikovat, musi obsahovat
pocatek replikace, nutny k nasednuti replika¢niho aparatu. Rekombinantni molekula dale
musi obsahovat dominantni selekéni marker (nesouci napf. rezistenci k lIéCiviim),
aby nedochazelo k akumulaci linii vektort, které tuto molekulu ztratily, nebo u kterych
nedosSlo k Gspé$né transformaci. Jako posledni nezbytnou soucésti klonovaciho vektoru
je alespont jedno unikatni restrik¢éni misto, aby bylo mozné cizi fragment DNA wvnést
do vektoru. Expresni vektory byvaji vyuzivany v jinych technologiich, nez jsou DNA
knihovny. Tyto vektory nejen takové fragmenty udrzuji, ale také vytvati produkty, které jsou
touto molekulou DNA kédovany (Snustad D. P., Simmons M. J., 2009).

Jako klonovacich samostatnych replikacnich elementd lze vyuzit vektori odvozenych
z bakteriofagti, plazmidovych, kosmidovych, fagomidovych a kyvadlovych vektora
nebo umélych chromozomt (BAC, PAC a YAC).

Bakteriofagy jsou viry specificky napadajici bakterie. Infekce bakterii t€émito viry miize
probihat bud’ lyticky nebo lyzogenné. Lyticky cyklus vSak byva velice rychly, doprovazi jej
rozpad bakterialni Castice a navic molekula DNA lytického faga neni v hostitelské burice
stabilni, a proto se nejedna o vhodné vychozi struktury pro odvozeni vektoru. Lyzogenni
infekci vSak provazi faze retence fagové molekuly DNA, ktera mtize trvat az nekolik tisic
bunéénych déleni, kdy se tato molekula stabiln¢ udrzuje v potomstvu. Z mnozstvi raznych
lyzogennich bakteriofagii se vSak jako klonovaci vektory uplatnily pouze fag A a MI3.
Tyto vektory nejsou schopny nést dlouhé inzerty, kdy fag A ma omezenou velikost insertu

pouze od 10 do 15 kb (Snustad D. P., Simmons M. J., 2009). Vektory odvozeny
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od bakteriofagu M13 jsou strukturné velmi odlisné od fagu A. Klonovanim segmenti DNA
pomoci tohoto vektoru umoziuje ziskani jednovlaknovych molekul DNA, coz je vyuzitelné
v mnohych metodach (Brown T. A., 2007).

Plazmidy jsou kruhové molekuly DNA, které se vyskytuji v bakterialnich burikach
mimo jejich hlavni chromozom. Plazmidové vektory jsou molekuly DNA, do kterych
byl rekombinantné vlozen cizi fragment DNA a pomoci replika¢nich aparatt byva udrzovan
v dalSich generacich. Replikace plazmidi probiha riizn€. Mensi plazmidy vyuZzivaji replikacni
mechanismy koédované hlavnim chromozomem hostitelské builky, kdezto nékteré vétsi
plazmidy nesou genové sekvence, kodujici jejich vlastni replikaéni enzymy. Integracni
plazmidy se zase replikuji pomoci v¢lenéni do bakterialniho chromozomu, kdy dojde k jejich
replikaci spole¢né s Chromozomem. Integrace miize ptetrvavat i po n€kolik déleni. U vybirani
vhodného plazmidu pro klonovani hraji nejvétsi roli dvé vlastnosti, a to pocet kopii plazmidu
a jeho velikost. Pro klonovani vnesenych segmentli DNA jsou vhodné plazmidy do velikosti
10 kb, protoze praci s vétsimi plazmidy mohou provazet komplikace, jako jejich lamani apod.
Pod poctem jejich kopii se rozumi mnoZzstvi plazmidi, které hostitelskd bunka udrzuje,
kdy vétsi pocet kopii znamena vétsi vynos klonovanych rekombinantnich molekul DNA
(Brown T. A., 2007).

Pti klonovani fragmenti DNA, které jsou pro plazmidy pftili§ velké, lze vyuzit
kosmidovych vektort. Jedna se o hybrid mezi plazmidem a chromozomem faga A, kdy nese
schopnost autonomni replikace v hostitelské burnce Escherichia coli a je jej mozné in vitro
sbalit, coz usnadnuje transformaci bakterialnich bun¢k. Kosmidové vektory jsou schopny
pojmout fragmenty DNA o délce 35 — 45 kb, a pfesto jsou schopny se sbalit do fagové

hlavi¢ky (Snustad D. P., Simmons M. J., 2009).
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Fagomidové vektory taktéz obsahuji slozky fagovych chromozomt i1 plazmidu.
V bunikach Escherichia coli se replikuje jako klasicka dvoufetézcova molekula plazmidu
Vv ptipad¢ absence tzv. pomocného faga. Po jeho dodani se diky jeho virovych replika¢nim
enzymum replikace fagomidového vektoru pfepne do jednofetézcového rezimu. Samotny
pomocny fag je mutantni a svou DNA replikuje jen neti¢inné (Snustad D. P., Simmons M. J.,
2009).

Vsechny piedchozi popsané klonovaci vektory jsou replikovany v butikach Escherichia
coli. Vzhledem ktomu, Ze rizné organismy vyuzivaji odlisnych replika¢nich pocatki
a signdll, musi byt u riznych druhti pouzito riiznych vektort. Proto byly vyvinuty kyvadlové
vektory. Ty jsou schopny replikovat se nejen v bunikach Escherichia coli, ale i v nékterych
eukaryotnich organismech jako napi. Saccharomyces cerevisiae. Tato vlastnost je zejména
uzitena pii zkoumani vlivu jednoho genu na rGzné organismy (Snustad D. P,
Simmons M. J., 2009).

Knihovny DNA, nesouci sekvenci celého genomu organismu, musi vyuzivat vektora
se schopnosti pojmout co nejvétsi inzerty. Proto k t€émto ucelim byvaji vyuzivany umélé
chromozomy jako kvasinkové (YAC), bakterialni (BAC) a odvozené od bakteriofaga P1
(PAC). Tyto vektory jsou schopny pojmout cizi fragmenty DNA o délce 200 az 500 kb.
Vektory BAC a PAC maji vS§ak mnohem jednodussi strukturu, a proto nahrazuji slozité;si
YAC vektor, protoze je 1ze jednoduseji konstruovat. BAC a PAC vektory se replikuji v liniich
Escherichia coli, v poslednich letech vSak byly upraveny tak, aby byly schopné se replikovat
i v bunkach savci, coz z téchto upravenych vektora déla vektory kyvadlové (Snustad D. P.,

Simmons M. J., 2009).
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2.5.3 Vyuiziti DNA knihoven

Varianty aplikace DNA knihoven jsou velice bohaté a lisi se dle typu pouzit¢é DNA
knihovny. Obecné lze fici, Ze tyto techniky nachazeji vyuziti v biotechnologiich, vyzkumu
i klinické praxi. V nasledujicim textu bude zminéno jen nékolik zpasobu vyuziti
této techniky.

Genomové knihovny DNA nachézeji nejcastéjsi vyuziti v sekvenaci genomu nebo jeho
Casti, a tudiz byly hojné vyuzivany b&hem projektu sekvenace lidského genomu
(Venter J. C. et al, 2001). Dale je lze vyuzit béhem genetického a fyzického mapovani,
jako pouzil Barker C. L. et al (2005), kdy mapoval gen pro resistenci vuéi padli révy vinné
(runl). Nezbytna cast studia chromozomalnich teritorii u rostlin také vyuziva genomovych
knihoven, kdy izolovanou DNA zjednotlivych linii klonovacich vektord vyuZziva
jako zdrojovy material pro tvorbu sond na fluorescencni in situ hybridizaci (Lysak et al,
2003).

Komplementarni knihovny DNA jsou Casto vyuzivany pfi screeningu exprese proteinti
(Biissow K. et al, 2000). Jelikoz cDNA knihovny nesou pouze funk¢ni ¢ast genu (bez intrond,
regulaénich faktord apod.), byvaji Casto pouzivany pii studiu jeho funkce a taktéz jeho
pusobeni na rizné organismy pouzitim kyvadlovych vektort, kdy je napt. sledovan dopad
exprese eukaryotniho genu v prokaryotni bunce. Jako posledni zminénd metoda bude pouZiti
cDNA knihoven jako zpasobu studia genové regulace na urovni RNA. Tyto regulacni
systémy obsahuji sfRNA, miRNA apod. Tyto molekuly jsou izolovany, pieneseny do cDNA
knihovny a klonovany. Nasledovné jsou sekvenovany a na zaklad¢ vyslednych sekvenci
identifikovany a rozdé€lovany do stavajicich nebo novych skupin regulacnich RNA (Hafner

M., et al, 2008).
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=

Cil prace

Vypracovani literarni reSerse na téma bakalaiské prace.

Izolace protoplastl a zalozeni protoplastovych kultur.

Prace s BAC knihovnou a konstrukce celochromozomové proby chromozomu 1

Arabidopsis thaliana.

Pozorovani zmén V uspofaddni chromozomového teritoria 1 v interfiznim jadie

protoplasti Arabidopsis thaliana.
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4 Pristrojové vybaveni, material a metodika

4.1 Pristrojové vybaveni a material

4.1.1 Biologicky material

Jako rostlinny material byl pouzit druh Arabidopsis thaliana, wild type. Jedinci
byli kultivovani v in vitro podminkach na BM médiu. Pfed izolaci protoplasti byly rostliny

udrzovany pfiblizné 3 tydny v podminkach viz Tabulka ¢. 1.

Délka [hod] | Teplota [°C]

Den |16 24 +2

Noc |8 20+ 2

Tabulka €. 1 - Podminky Kkultivace rostlinného materialu ve fytotronu

Zdroj DNA pro tvorbu sond pro chromozom 1 Arabidopsis thaliana byl objednan
z Arabidopsis Biological Resource Center. DNA segmenty byly klonovany v BAC vektorech

pBeloBAC-Kan v liniich Escherichia coli kmen DH10B.

4.1.2 Pristroje

analytické vahy, HR 120, A&D, Japonsko

centrifuga, Rotofix 32, Hettich, Némecko

centrifuga stolni, Minicentrifuge MCF 2360, LMS, Japonsko
centrifuga, 5804 R, Eppendorf, Némecko

centrifuga, Mikro 200, Hettich, Némecko

digestot, MERCI, Ceska republika

inkubétor, BT 120, Labo MS, Ceska republika

kamera chlazena (fluorescen¢ni mikroskop), DP 72, Olympus, Japonsko

kamera, Edas 290, pouzity program Kodak 1D, Scientific Imaging System, Kodak, USA
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laminarni box, AH-100, Telstar, Spanélsko

laminarni box, PV-100, Telstar, Spanélsko

magneticka michacka, Mr. Hei — Standard, Heidolph, Némecko
mikroskop fluorescenéni, BX 60, Olympus, Japonsko
mikroskop reverzni, CK 40 Olympus, Japonsko

mikrovlnna trouba, 3203, ETA, Ceska republika

parni sterilizator, WiseClave, Vitrum, VWR, USA

pH metr, FE20, Mettler Toledo, USA

ptedvazky, 572, Kern, Némecko

prislusenstvi k destilaci vody, 25, Aqual, Ceské republika
rtutova vybojka, BH2-RFL-T3, Olympus, Japonsko
spektrofotometr, Nanodrop 1000, program NanoDrop 1000 v 3.8.1, Thermo Scientific, USA
susarna, FD 53 S, Binder, Némecko

thermocycler, TCXP, BIOER, Cina

thermoplotynka, SW85, Adamas, Nizozemi

tiepacka, IKA Vibrax VXR Basic, Thermo Scientific, USA
UV Transluminator, UV, Herolab, Némecko

vodni lazen, 1003, GFL, Némecko

vortex, IKA MS2 Minishaker, Thermo Scientific, USA
vyrobnik ledu, BF 80 WS, Barline, Italie

zdroj napéti, PowerPackBasic, Bio-Rad, USA

4.1.3 Chemikalie

2,4 -D, OIChemIm, Ltd

2 — merkaptoethanol, Sigma — Aldrich, GmbH
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2 — propanol, Sigma — Aldrich, GmbH

agar, Duchefa Biochemie, b.v.

agardza, Lonza Biotec, s.r.o.

celulaza, Duchefa Biochemie, b.v.

destilovana voda

dextran sulfat, Sigma — Aldrich, GmbH

dihydrat citratu sodného, Lachema, a.s.

dihydrat hydrogenfosfore¢nanu disodného, Lachema, a.s.
dihydrogenfosforecnan draselny, Lach — Ner, s.r.o.
ethanol, Lach — Ner, s.r.o.

extrakt z kvasnic, Duchefa Biochemie, b.v.
formamid, Sigma — Aldrich, GmbH

glycerol, Sigma — Aldrich, GmbH

hydroxid sodny, Lach — Ner, s.r.o.

chloramfenikol, Duchefa Biochemie, b.v.

chlorid draselny. Lachema, a.s.

chlorid sodny, Lach — Ner, s.r.o.

IAA, OIChemIm, Ltd

IPAR, OIChemIm, Ltd

kanamycin, Duchefa Biochemie, b.v.

kyselina borita, Lachema, a.s.

kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA), Sigma — Aldrich, GmbH
kyselina chlorovodikova, Lach — Ner, s.r.o.

kyselina octova, Lach — Ner, s.r.o.
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macerozym, Duchefa Biochemie, b.v.

mannitol, Duchefa Biochemie, b.v.

octan sodny, Sigma — Aldrich, GmbH

paraformaldehyd, Sigma — Aldrich, GmbH

sacharoza, Penta, s.r.o.

saponin, Sigma — Aldrich, GmbH
tris(hydroxymethyl)aminomethanu, Sigma — Aldrich, GmbH
triton Sigma — Aldrich, GmbH

trypton, Duchefa Biochemie, b.v.

TWEEN, Serva, GmbH

4.1.4 Roztoky

0,2mol/l HCI (200 ml)

1,77 ml 35% HCI doplnime destilovanou vodou na 200 ml.

0,45mol/l mannitol (200 ml)

16,4 g mannitolu rozpustime ve 200 ml destilované vody.

0.45mol/l sachar6za (200 ml)

30,8 g sachar6zy rozpustime v 200 ml destilované vody.

0,5% Triton (100 ml)

5 ml 10% tritonu smichame s ¢asti 1x PBS a pfidame 0,5 g saponinu. Roztok doplnime 1x

PBS na 100 ml.

0,5mol/l EDTA (100 ml)

14,6 g EDTA rozpustime ve 100 ml destilované vody a upravime pH na 8.
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0.5xBM (11
2,2 g MS a 15 g sacharézy rozpustime v 1 1 destilované vody. Roztok sterilizujeme

autoklavem.

BM médium (1 1)

30 g sachardzy a 4,4 g MS se solemi a vitaminy rozpustime V ¢asti destilované vody.
Poté pifiddme 8 g agaru, doplnime objem destilovanou vodou na 1 | a rozvaiime agar

V mikrovlnné troubé.

10x TBE (11

108 g tris a 55 g borité kyseliny rozpustime v ¢asti destilované vody, piiddme 40 ml 0,5mol/l

EDTA (pH 8) a doplnime destilovanou vodou na objem 1 .

05x TBE (11

50 ml 10x TBE smichadme s 950 ml destilované vody.

10x PBS (11
80 g NaCl, 2 g KClI, 2 g KH,PO,4 a 7,6 g Na;HPO, . 2H,0 rozpustime v ¢asti destilované

vody a doplnime objem na 1 1.

IxPBS (11)

100 ml 10x PBS smichame s 900 ml destilované vody.

20x SSC (200 ml)

35,06 g NaCl a 17,6 g dihydratu citratu sodného rozpustime v ¢asti destilované vody.

Upravime pH na 7 a doplnime destilovanou vodou na 200 ml.

2x SSC (200 ml)
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20 ml 20x SSC smichame se 180 ml destilované vody.

3mol/l octan sodny (10 ml)

2,46 g octanu sodného rozpustime v 10 ml destilované vody.

4% paraformaldehyd (10 ml)

0,4 g paraformaldehydu rozpustime v 10 ml destilované vody.

5% FBS (10 ml)

9,5 ml 1x PBS smichame s 0,5 ml fetalnim bovinnim sérem.

20% Savo (100 ml)

20 ml Sava smichame s 80 ml destilované vody.

50% formamid, iontova sila 2x SSC (1 1)

500 ml formamidu a 100 ml 20x SSC smichame se 400 ml destilované vody a upravime pH

na’.

enzymaticky roztok pro izolaci protoplasti (1 1)

10 g celuldzy a 2,5 g macerozymu rozpustime v ¢asti PM média a poté jim doplnime objem

nall.

fixaz ethanol:kyselina octova 3:1 (25 ml)

15 ml 70% ethanolu smichdme s 5 ml ledové kyseliny octové.

LB médium (1 1)

10 g tryptonu, 5 g vytazku z kvasnic a 10 g NaCl rozpustime v ¢asti destilované vody,
upravime pH na 7 a doplnime destilovanou vodou objem na 1 1. Médium sterilizujeme

v autoklavu.
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LB médium s chloramfenikolem — 50 mg/l (1 1)

V 11 LB média rozpustime 50 mg chloramfenikolu.

LB médium s kanamycinem — 50 mg/l (1 1)

V 1| LB média rozpustime 50 mg kanamycinu.

Master Mix pro FISH. iontov4 sila 2x SSC (2 ml)

0,4 g dextran sulfatu rozpustime v 0,8 ml destilované vody. Poté piidame 200 pl 20x SSC

a doplnime destilovanou vodou objem na 2 ml.

PM médium (1 1)

2mg IAA, 0,5mg 2,4 —D a0,5 mg IPAR rozpustime v 1 | 0,5x BM médiu.

Zakoupené roztoky

5x DNA Loading Buffer Blue, Bioline, GmbH

Cy3-1gG Fraction Monoclonal Mouse Anti-Digoxin, Jackson ImmunoResearch Laboratories,
Inc.

Biotin-Nick translation Mix, Roche Diagnostics, GmbH

COT DNA, Roche Diagnostics, GmbH

DAPI, Vector Laboratories, Inc.

DIG-Nick translation Mix, Roche Diagnostics, GmbH

DOP primery, Generi Biotech, s.r.o.

Sekvence DOP primeru

DOP1: CCGACTCGAGNNNNNNCTAGAA

DOP2: CCGACTCGAGNNNNNNTAGGAG

DOP3: CCGACTCGAGNNNNNNTTCTAG
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Extravidin, Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.
Gel Red, Biotinum, Inc.

PCR Master Mix, Roche Diagnostics, GmbH
PhasePrep™ BAC DNA Kit, Sigma — Aldrich, GmbH

standard molekulové hmotnosti DNA, BioSystems, s.a., 100 — 1 500 bp DNA ladder

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava rostlinného materialu

Sterilizace semen

Semena Arabidopsis thaliana byla vlaminarnim boxu pienesena do plastové
mikrozkumavky, do které byl piidan 1 ml 70% ethanolu. Po 2 min protfepavani byla plastova
mikrozkumavka rychle centrifugovana a supernatant odlit. Nasledovné byl k semenu
napipetovan 1 ml 20% roztoku Sava a 3 kapky Tweenu. Po 8 min protfepavani byla plastova
mikrozkumavka opét rychle centrifugovana a supernatant odlit. Poté byl do mikrozkumavky
napipetovan 1 ml sterilni destilované vody. Plastova mikrozkumavka byla protiepana, rychle
centrifugovana a supernatant byl opét odlit. Promyvaci proces byl sterilni vodou opakovan 5x.
Po promyvani byl opét pfidan 1 ml sterilni destilované vody. Pipetou byla odpipetovana
suspenze semen z plastové mikrozkumavky a po kapkach pienesena na filtracni papir ve
sterilni Petriho misce. Petriho miska byla zabalena parafilmem a uskladnéna v lednici,

pfipravena pro vysazeni na BM médium.

Kultivace rostlinného materidlu

Piipravené BM médium bylo rozvafeno, ptfeneseno do laminarniho boxu a pielito

do Petriho misek, aby jeho vrstva pokryla dno. Jakmile médium vychladlo, byla z Petriho
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misky obsahujici osivo pienesena sterilni semena do fady na vychladlé BM médium.
Jednotlivé misky byly zabaleny parafilmem a ptremistény do kultiva¢ni mistnosti. Podminky
ristu rostlinného materialu jsou v Tabulka & 1 V kapitole 4.1.1. Rostliny byly kultivovany

3 tydny, nez byly piipraveny pro izolaci protoplasti.

4.2.2 lzolace DNA z BAC knihovny

Zmnozeni a zamraZeni BAC klonu

BAC klony obsahovaly bakterialni umélé chromozomy, které nesly fragmenty DNA
chromozomu 1 Arabidopsis thaliana. Ten byl roz¢lenén do 480 linii, kdy byl rozdélen na
5PLATG, kazdy PLATE byl rozdélen na A — H segmenty a kazdy ztéchto segmenti
byl rozdélen do 12 ¢asti.

Zakoupené BAC klony Escherichia coli byly skladovany v 96 jamkovych destickach
v mrazaku pii -80 °C. Tyto desticky byly na ledu pfeneseny do laminarniho boxu (za jeden
den byl zmnozen 1 PLATE). Do tadné popsanych 6 jamkovych desti¢ek byly napipetovany
2 ml LB média s chloramfenikolem nebo kanamycinem (dle instrukci dodavatele) a 40 ul
bakterialni suspenze. Tyto desticky byly pfeneseny do inkubatoru a kultivovany ptes noc pfi
37 °C. Dalsi den byly namnozené BAC linie Escherichia coli z inkubatoru pfemistény
do laminarniho boxu a byl odpipetovan 1 ml Al a A2 casti do popsané plastové
mikrozkumavky, nasledovné 1 ml A3 a A4 do dalSi popsané plastové mikrozkumavky
a obdobné dale, tyto mikrozkumavky byly dale pouzity pro izolaci DNA. Zbyvajici cca 1 ml
namnozenych BAC kloni v desticce byly piepipetovany do popsanych 48 jamkovych
desticek, kdy kazda c¢ast (Al, A2, A3...) byla v jedné samostatné jamce. Do vSech téchto
jamek bylo nésledovné ptidano 100 pl glycerolu a desticky byly zamrazeny v mraznicce

na jeden den pii -20 °C a dale pti -80 °C.
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Izolace DNA z BAC klont

Plastové mikrozkumavky, nesouci BAC klony vzdy po 2 liniich (A1-A2, A3-A4..),
byly centrifugovany po 5 min pii 4 000 rpm. Mezitim byl pfichystan resuspendacni, lyticky a
neutralizatni roztok z PhasePrep™ BAC DNA Kitu, kdy neutralizaéni roztok musi
byt pied pouzitim zchlazen na ledu. Po usazeni bakterii byl odlit supernatant. Pelet
mikrozkumavky Al-A2 byl dale rozesuspendovan pomoci 250 pl resuspendacniho roztoku.
Tato suspenze byla pienesena do mikrozkumavky nesouci linie A3-A4, jejich pelet byl také
rozesuspendovan a tento proces byl zopakovan i v mikrozkumavce nesouci A5-A6. Obdobny
proces byl proveden s mikrozkumavkami A7-A8, A9-A10 a A11-A12. Timto byly ziskany
mikrozkumavky nesouci smichané linie A1-A6, A7-Al2, B1-B6, B7-B12 az H6-H12
izolovaného platu. Do jednotlivych mikrozkumavek bylo nasledovné ptidano 250 pl lytického
roztoku, roztok pisobil 4,5 min za ob¢asného protfepani. Thned po 4,5 min bylo pfipipetovano
250 pl neutraliza¢niho roztoku a po protiepani byly mikrozkumavky uchovavany na ledu.
Po dokonéeni ukonu u celého platu byly mikrozkumavky centrifugovany po 5 min, pii 4 °C
a14 000 rpm. Vznikly supernatant byl pienesen do stejné¢ popsanych mikrozkumavek,
ke kterym bylo ptidano 450 ul 2-propanolu. Jednotlivé vzorky centrifugujeme po 25 min,
pti4 °C a 14000 rpm. Z mikrozkumavek byl odebran supernatant a Kk usazené DNA
bylo pfidano 100 ul 70% ethanolu, se kterym byly vzorky centrifugovany po 5 min, pii 4 °C
a 14 000 rpm. Ethanol byl odpipetovan, mikrozkumavky byly ponechany na filtranim papite,
dokud nevyschly a poté bylo DNA rozpusténo ve 100 pl sterilni destilované vody. Vzorky
byly uchovavany pii -20 °C, koncentrace DNA Dbyla zméfena pomoci spektrofotometru

a kontrola délky molekul DNA byla provedena pomoci 1% agarézové elektroforézy.
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4.2.3 Priprava DNA sond pro FISH

DOP-PCR vzorku DNA

Na ledu bylo do PCR plastové mikrozkumavky napipetovano 10,5 pl sterilni
destilované vody, 12,5 ul PCR Mastermixu, 1 ul DNA fedéné¢ho na koncentraci 200 ng/pul
alul r a f primera 1, 2 a 3. PCR mikrozkumavka byla pienesena do thermocycleru

na program nize.

1x 95 °C
35X 95 °C
43 °C
72 °C
1x 72 °C

Koncentrace PCR produktu byla zméfena spektrofotometrem a DNA byla uchovavana

pfi -20 °C v mraznicce.

Nick translace

Vzorek DNA byl nafedén na koncentraci 125 ng/ul v 16 pl sterilni destilované vody
v PCR plastové mikrozkumavce. K vzorku DNA byly pfidany 4 pl Biotin/DIG-Nick
Translation Mixu. PCR mikrozkumavka byla dale inkubovana po 85 min pii 15 °C
v thermocycleru. Po konci cyklu byl k vzorku pfidan 1 pl 0,5mol/l EDTA, s kterym inkuboval
pii 65 °C po 10 min. Nasledovné byla provedena kontrolni elektroforéza na 1% agarézovém

gelu, za pouziti 3 pl vzorku. Poté byl vzorek skladovan pti -20 °C.

Pievedeni proby do formamidu

Po kontrolni agarézové -elektroforéze zbylo 18 pl znaceného vzorku pomoci

digoxigeninu nebo biotinu. Ke vzorku v PCR mikrozkumavce byly piidany 2 pl 3mol/l octanu
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sodného a 2 ul COT-DNA. Po proklepani vzorku bylo pfidano 36 pl 96% ethanolu pro UV.
PCR mikrozkumavka byla inkubovana pii -20 °C po 30 min a poté centrifugovana v predem
vychlazené centrifuze pifi 4 °C, po 30 min a 13 000 rpm. Nasledovné byl supernatant
odpipetovan a mikrozkumavky byly ponechény pii pokojové teploté¢ do vysuSeni. ZnaCena
DNA usazena na dn¢ PCR mikrozkumavky byla nasledovné rozpusténa ve formamidu.
Objem formamidu zavisi na mnozstvi usazen¢ DNA. Pokud bylo plivodni mnoZstvi DNA

ccal700 ng (95 ng/ul DNA v 18 ul), tak bylo DNA rozpusténo ve 42,5 ul formamidu,

¢imz byla dosazena koncentrace DNA 40 ng/ul.

4.2.4 Kontrolni agarézova elektroforéza

Kontrolni agarézova elektroforéza byla provadéna po izolaci DNA z BAC klonu a
Nick translaci. Do elektroforetické vanic¢ky byl vloZen hiebinek pro 20 jamek. Nasledovné
byl vytvofen 1% agarézovy gel z80 ml 0,5x TBE a 0,8 g agardzy, ktery byl rozvaien
v mikrovinné troubé, dokud nedoSlo k homogenizaci. Po ¢aste¢ném vychladnuti smési
byly pfidany 3,2 ul Gel Red a po promichani byl roztok ptelit do elektroforetické vanicky.
Béhem chladnuti gelu byly pfipraveny vzorky pro separaci. Na Tustfizek parafilmu
bylo pieneseno do jednotlivych kapi¢ek 3 pl vzorku DNA, 1 pl 6x loading buffer a 2 pl
sterilni destilované vody a do kapky navic 5 ul standardu molekulové hmotnosti a 1 pl sterilni
destilované vody. Jakmile gel vychladl, byl z n¢j odstranén hiebinek a elektroforetickd vana
byla ptenesena do elektroforetické komurky obsahujici 0,5x TBE pufr. Po doplnéni 0,5x TBE
pufru po rysku komirky byly jednotlivé vzorky a standard molekulové hmotnosti
napipetovany do jamek gelu v pufru a komutrka byla uzaviena a zapojena do zdroje
stejnosmeérného napéti. Vzorky byly separovany pti 110 V po dobu 45 min. Po separaci byl

gel vyfocen v UV transluminatoru za pouziti programu Kodak 1D.
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4.2.5 Izolace protoplasti

Piiblizné 2 Petriho misky napéstovanych rostlin Arabidopsis thaliana na BM médiu
byly pfeneseny do laminarniho boxu. V lamindrnim boxu byla pfipravena mensi Petriho
miska obsahujici 5 — 6 ml enzymatického roztoku. Do této Petriho misky byly pfeneseny
mlad$i listky z napéstovanych rostlin a nafezany pomoci sterilniho skalpelu. Misky
byly zalepeny parafilmem a inkubovany ve tmé po 14 — 16 hodin pti 26 °C. Po uplynuté lhuté
bylo Petriho miskou mirné protfepavano a dale inkubovana po dal§ich 30 min. Mezitim
byla piipravena dalsi Petriho miska se sterilnim mikrositkem, pies kterou byla suspenze
protoplastl ptepipetovana, abychom médium zbavili nezaddoucich necistot. Ziskana suspenze
byla pfepipetovana Pasteurovou pipetou do sterilni sklenéné zkumavky a centrifugovana
po 5 min pii 500 rpm. Timto procesem se protoplasty segregovaly na povrch suspenze. Poté
byly pfevrstveny sterilnim 0,45mol/l mannitolem a centrifugovany po 3 min pti 500 rpm.
Timto procesem vznikl pruh protoplastl mezi enzymatickym roztokem a 0,45mol/l
mannitolem. Protoplasty byly Pasteurovou pipetou pireneseny do dalSi sterilni sklenéné
zkumavky, do které byly nasledovné piidany 3 ml 0,45mol/l mannitolu. Zkumavka
byla opétovné centrifugovana po 3 min pii 500 rpm, ¢imz se protoplasty usadily na dné
zkumavky. Supernatant byl odebran a byl pfidan Cerstvy 0,45mol/l mannitol. Zkumavka
byla centrifugovana po 3 min p#i 500 rpm a supernatant byl odebran. Vitalita protoplasti
byla provedena pomoci fluorescein diacetitu za sledovani fluorescenénim mikroskopem.

Protoplasty jsou pfipraveny pro fixaci pro metodu FISH.
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426 FISH

Priprava vzorku

Po Kkapitole ,1Izolace protoplasti“ byla piidana fixdz (objem odpovida 200 pl
na 1 podlozni sklicko). Ve fixazi byly protoplasty zanechany po 10 min, po kterych
byly pteneseny na vymrazena podlozni sklicka (200 pl fixaze s protoplasty na 1 vymrazené
podlozni sklicko), na kterych byla suspenze zanechana, dokud nevyschla. V digestofi
byly pfipraveny vyvijeci nadobky sroztoky 0,1mol/l HCI, Tritonem, 3 1x PBS
a 50% formamidem. Jednotliva sklicka byla pfenesena do vyvijeci nadoby s roztokem
0,1 mol/l HCI a byla inkubovana po dobu 1 min, poté byly pfeneseny do roztoku Triton na 8
min, poté 3x do 1x PBS pokazdé na 5 min a naposledy na 30 min do 50% formamidu. Béhem
poslednich 30 min v50% formamidu byla denaturovana sonda. Podle poctu sklicek
bylo napipetovano do PCR plastové mikrozkumavky 5 pl sondy rozpusténé ve formamidu
a5 pul Master mixu pro FISH na 1 sklicko. Tento roztok byl vloZen do thermocycleru
na 10 min pii 80 °C. Po inkubaci byly denaturované sondy vlozeny na 10 min na led, dokud
nebyly piipraveny k pouziti. Jakmile byla podlozni skli¢ka vytazena z 50% formamidu,
byla osusena ze spodni strany, poté na n¢ byla napipetovana denaturovana sonda (10 pl
na 1 podlozni sklicko) a byla pfikryta krycimi sklicky. Nasledovné bylo kryci sklicko
oblepeno lepidlem a poté byly vzorky inkubovany na varné plotynce po 1,5 min pii 78 °C.
Poté byla podlozni sklicka pfenesena do Petriho misek s navlhéenymi filtraCnimi papiry.
Petriho misky byly oblepeny parafilmem a ptfeneseny do inkubétoru, kde byly pfenechany
pfes noc pii 37 °C. Dalsi den byly z podloZnich sklicek odstranény kryci sklicka a lepidlo

a bylo na kazdé sklicko napipetovano 200 — 300 pl 5% FBS a byly prikryty parafilmem,
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aby se roztok dostal na celé sklicko, a inkubujeme po 30 min Vv pokojové teploté. Béhem
inkubace namichame 5% FBS s protilatkou (extravidin nebo mysi monoklondalni protilatky
proti digoxigeninu) 100:1, kdy 100 pl roztoku je potiecba na 1 sklicko. Po inkubaci
byl 5% FBS ze sklicek odstranén, na kazdé sklicko bylo napipetovano 100 pl 5% FBS
s protilatkou a vzorky byly inkubovany 1 hod ve tm¢. Béhem této hodiny byly pfipraveny
dalsi vyvijeci nadoby, tentokrat 2 s 2x SSC a 1 s 1x PBS. Nejdiive byla sklicka inkubovana
2X po 5 min v 2x SSC a poté oplachnuta v 1x PBS. Nasledovné bylo na skli¢ka napipetovano
1,5 pl DAPI, vzorky byly piikryty krycim sklickem a bud’ rovnou pozorovany

pod fluorescen¢nim mikroskopem, nebo uchovavany pti -20 °C.
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5 Vysledky

Cilem tohoto experimentu je sestaveni celochromozomové sondy chromozomu 1

Arabidopsis thaliana, jeji hybridizace na cilovou strukturu Vv buné¢ném jadie protoplasti

a sledovani chromozomalniho teritoria v reakci na stres. Nasledujici text piedstavuje piiklad

jednoho z mnoha opakovani experimentu.

Aby mohla byt zkonstruovana

sonda,

musela byt nejdiive

izolovana DNA

z jednotlivych linii Escherichia coli, nesouci BAC, obsahujici jednotlivé fragmenty

odpovidajici sekvenci chromozomu 1. Izolace probéhla po noc¢ni kultivaci bakterii

v LB médiu (viz 4.2.2). Koncentrace jednotlivych vzorkl se dale spektrofotometricky méfila

a nachazi se v Tabulka €. 2. Koncova ¢ast PLATu 4 a cely PLATE 5 nebylo mozné zmnoZit,

jedna se pravdépodobné o vadu objednaného materialu.

CH1PL1 | Koncentrace | CH1PL2 | Koncentrace | CH1PL3 | Koncentrace | CH1PL4 | Koncentrace
[ng/ui] [ng/pl] [ng/pl] [ng/pl]
Al-A6 273,3 | A1-A6 963,1 | A1-A6 767,4 | A1-Ab 4570
A7-Al2 458,2 | A7-Al12 837,2 | A7-Al2 1331,9 | A7-Al2 1541,6
B1-B6 338,1 | B1-B6 1831,0 | B1-B6 857,4 | B1-B6 562,7
B7-B12 505,3 | B7-B12 1671,2 | B7-B12 1428,5 | B7-B12 720,8
Ci1-Cé6 239,3 | C1-C6 960,7 | C1-C6 477,8 | C1-C6 387,3
C7-C12 410,9 | C7-C12 1576,3 | C7-C12 206,8 | C7-C12 766,5
D1-D6 262,9 | D1-D6 536,7 | D1-D6 12829 | D1-D6 343,2
D7-D12 556,5 | D7-D12 17439 | D7-D12 1543,1 | D7-D12 301,8
E1-E6 332,8 | E1-E6 1166,3 | E1-E6 519,3 | E1-E6 392,9
E7-E12 405,9 | E7-E12 2136,7 | E7-E12 1818,0 | E7-E12 215,9
F1-F6 3479 | F1-F6 2112,1 | F1-F6 1788,4 | F1-F6 1215,0
F7-F12 87,8 | F7-F12 22574 | F7-F12 1732,3 | F7-F12 202,1
G1-G6 361,1 | G1-G6 2 048,6 | G1-G6 343,9 | G1-G6 -
G7-G12 261,0 | G7-G12 2959,0 | G7-G12 12414 | G7-G12 -
H1-H6 4479 | H1-H6 2560,0 | H1-H6 1017,3 | H1-H6 -
H7-H12 453,7 | H7-H12 1805,0 | H7-H12 1007,3 | H7-H12 -

Tabulka ¢&. 2 - Jednotlivé koncentrace DNA izolované z linii Escherichia coli
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Na Obrazek ¢. 8 se nachazi kultivaéni desti¢ka nesouci linie Escherichia coli CH1PL4
F10-F12 a G1-G3. Podle zékalu je ziejmé, ze linie F10-F12 se povedlo uspésné rozmnozit,
kdezto u linii G1-G3 zdkal nebyl pozorovan, tudiZ se mnoZeni nezdafilo. Tento obrazek
je pouze ukazka zlomového bodu, jak jiz bylo zminéno vyse, Zzadnou z linii nesouci segmenty

DNA zbylé ¢asti chromozomu 1 Arabidopsis thaliana nebylo mozno rozmnozit.

Obriazek ¢&. 8 - Kultivaéni desti¢ka nesouci linie Escherichia coli

DNA byla dale separovana 1% agardézovou elektroforézou (viz 4.2.4).

Tato elektroforéza byla provadéna jako kontrola spravné izolace DNA a uspésné

nick translace.

Na Obrazek ¢. 9 je elektroforetogram izolované DNA z linii nesouci fragmenty
chromozomu 1, PLATE 1. Jsou zde viditelné jednotlivé bandy, odpovidajici rizné prostoroveé

uspotfadanych molekul BAC. Izolaci DNA lze ptedpokladat za uspéSnou.
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Obrazek ¢. 9 - Elektroforetogram izolované DNA z linii nesouci CH1PL1
Legenda: 1 - Al-A6; 2 - A7-Al12; 3 - B1-B6; 4 - B7-B12; 5 - C1-C6; 6 - C7-Cl2;
7 - D1-D6; 8 - D7-D12; 9 - E1-E6; 10 - E7-E12; 11 - F1-F6; 12 - F7-F12;

13 - G1-G6; 14 - G7-G12; 15 - H1-H6; 16 - H7-H12

Na Obrazek ¢. 9 se nachazi elektroforetogram izolované DNA z linii nesouci fragmenty
chromozomu 1, PLATE 2. Jsou zde znatelné vyrazné bandy, opétovné rizné€ prostoroveé

usporadanych molekul BAC. Tato izolace DNA byla uspés$na.

1. 2304805 Gl 8 O R10e1 21213 1415 Ble

Obrazek ¢. 10 - Elektroforetogram izolované DNA z linii nesouci CH1PL2
Legenda: 1 - A1-A6; 2 - A7-Al12; 3 - B1-B6; 4 - B7-B12; 5 - C1-C6; 6 - C7-C12;
7 - D1-D6; 8 - D7-D12; 9 - E1-E6; 10 - E7-E12; 11 - F1-F6; 12 - F7-F12;

13 - G1-G6; 14 - G7-G12; 15 - H1-H6; 16 - H7-H12

Na Obrazek ¢. 9 je vyobrazen elektroforetogram izolované DNA z linii nesouci

fragmenty chromozomu 1, PLATE 3. Izolace se da povaZzovat za uspé&$nou, diky znatelné

viditelnych bandd.

50



12345 Guaile 8 80D ELd 2803 <14 °15 .16

Obrazek ¢. 11 - Elektroforetogram izolované DNA z linii nesouci CH1PL3
Legenda: 1 - Al1-A6; 2 - A7-Al2; 3 - B1-B6; 4 - B7-B12; 5 - C1-C6; 6 - C7-C12;
7 - D1-D6; 8 - D7-D12; 9 - E1-E6; 10 - E7-E12; 11 - F1-F6; 12 - F7-F12;

13 - G1-G6; 14 - G7-G12; 15 - H1-H6; 16 - H7-H12

Na Obrazek ¢. 9 se nachazi elektroforetogram izolované DNA z linii nesouci fragmenty
chromozomu 1, PLATE 4. Jednotlivé bandy jsou na tomto elektroforetogramu jednolité, toto
mize byt zplsobeno uniformnim prostorovym uspofadanim molekul BAC, izolace Ize
povazovat za uspé$nou V ramci fragmentu A1-A6 do F1-F6. Fragmenty F7-F12 do H7-H12
nebyly elektroforeticky separovany, jelikoZ se nerozmnozily kultivované linie Escherichia

coli nesouci tyto segmenty.

6 7:8:9 10°11

Obrazek ¢. 12 - Elektroforetogram izolované DNA z linii nesouci CH1PL4

Legenda: 1 - Al-A6; 2 - A7-Al2; 3 - B1-B6; 4 - B7-B12; 5 - C1-C6; 6 - C7-C12;

7-D1-D6; 8 - D7-D12; 9 - E1-E6; 10 - E7-E12; 11 - F1-F6

Cast jednotlivych roztoki DNA byla smichana na jednotlivé PLATy (PLATE 1, 2,
3 a4), tak aby vysledny roztok nesl koncentraci 200 ng/ul a obsahoval rovnomérné mnozstvi

DNA ze vsech vzorkd. Poté byla provedena DOP PCR (viz 4.2.3).
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Nasledovné byla DNA ze vsech téchto vzorkit DNA smichana tak, aby vysledny roztok
obsahoval 2000 ng DNA v 16 pl destilované vody. Opétovné je nutné rovnomérné zastoupeni
jednotlivych ptvodnich vzorkii DNA, ze kterych byl roztok michan. Tento vzorek podstoupil
nick translaci, reakéni smés obsahovala DIG-Nick translation Mix. Jakmile tato operace

skoncila, byla opét provedena kontrolni 1% agarézova elektroforéza za pouziti standardu

molekulové hmotnosti 100 — 1 500 bp.

Obrazek ¢. 13 - Elektroforetogram nesouci separovanou DNA znacenou digoxigeninem
po nick translaci nese elektroforetogram, ktery znazorfiuje separaci DNA znacenou
digoxigeninem po nick translaci. Vzhledem k tomu, Ze nick translaci provazi $tipani DNazou

I na ndhodné dlouhé segmenty, lze pfedpokladat, Ze sonda byla pfipravena spravne.

M
-
E
-
-
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Obrazek ¢. 13 - Elektroforetogram nesouci separovanou DNA znacenou digoxigeninem po nick translaci

Legenda: M — standard molekulové hmotnosti 100 — 1 500 bp; 1 — DNA po nick translaci,

znacend digoxigeninem

Poté byl pifeveden do formamidu (viz 4.2.3) a aplikovan v technice fluorescenéni in situ

hybridizaci (viz 4.2.6) na protoplastech Arabidopsis thaliana.
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Obrazek ¢. 14 vyobrazuje ¢ast chromozomu, na kterou byla vytvofena sonda. Na zbytek
chromozomu nebyla sonda konstruovana, protoze se Escherichia coli, nesouci tyto segmenty

DNA, nechtéla zmnozit.

2 Wb

Obrazek & 14 - Schematické zobrazeni velikosti sestavené sondy k chromozomu 1 Arabidopsis thaliana

Na Obrazek ¢. 15 se nachazi fotky jader protoplasti Arabidopsis thaliana
z fluorescenéniho mikroskopu. Casti obrazku a) - b) a ¢) — d) vyznacuji stejnou oblast
pod riznymi filtry. Fotky a) a ) jsou snimany filtrem, zachycujicim spektrum emise DAPI.
Toto fluorescencni barvivo znaci DNA, tudiz barvi nespecificky celé jadro. Na téchto fotkach
jsou v protoplastech jasnd bunéfna jadra. Fotografie b) a d) jsou snimany pod filtrem,
zachycujicim spektrum emise Cy3, jelikoz pravé timto fluorochromem jsou znaceny mysi
monoklonédlni protilatky proti digoxigeninu. Na téchto fotkdch je zfejmé, Ze signal
Vv bunéénych jadrech neni viditelny, tudiz experiment nevysel. Ve kterém kroku se stala
chyba, nebylo zjisténo, jelikoz koncentrace DNA a jejich kontrolni agar6ézova elektroforéza

vykazovala pozitivni pribézné vysledky.
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Obrazek ¢. 15 - Signal bunéénych jader protoplasti Arabidopsis thaliana
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6 Diskuze

Jednim z cild laboratorni prace bylo sestaveni celochromozomové sondy z jednotlivych
BAC klonti, nesoucich fragmenty chromozomu 1 Arabidopsis thaliana. Tato proba
byla konstruovana né¢kolikrat podle Lysaka et al (2001) a (2003) a dale byla pouzita
V technice fluorescenéni in situ hybridizace. Sonda byla znacena nepfimé, za pouziti
reportérové molekuly a na ni vazané afinitni molekuly. Pro tento ucel byly pouzity pary
biotin-extravidin konjugovan s FITC a digoxigenin s monoklonalnimi mysimi protilatkami
proti digoxigeninu konjugované s Cy3.

Za pouziti sestavené proby komplementarni k chromozomu 1 Arabidopsis thaliana,
byla provedena fluorescen¢ni in situ hybridizace. Izolace protoplasti pro experimentalni uziti
a jejich fixace probé&hla uspésné. Pro omezeni nespecifického signalu byla pouzita COT-DNA
(Zwick M. S. et al, 1997), ktera blokovala vazbu sondy na repetitivni sekvence DNA.
Pii vyhodnocovéani experimentu pomoci fluorescencni mikroskopie vSak nebyl pozorovan
zadny signal. Pfi pokusu o optimalizaci metody byla jako sonda pouZzita repetitivni DNA,
kdy byl vynechan krok ptidavku COT-DNA. Avsak ani po pouziti této proby nebyl viditelny
signal. Optimalizace dale probihala pouzivanim plvodnich sond komplementarnich
k chromozomu 1 Arabidopsis thaliana, kdy byly upravovany jednotlivé casy vystaveni
protoplastl a sondy riznym roztoktim, av§ak opétovné nebyl pozorovan signal.

Lysak M. A. et al (2001) dokazal podobné sestavenou sondu komplementarni
k chromozomu 4 Arabidopsis thaliana hybridizovat Vv bunééném jadie protoplasti
stejnojmenné rostliny. Usp&$né pozoroval signal chromozomalniho teritoria 4. Pokus

0 navazani na tuto praci, hybridizaci sestavené sondy chromozomu 1, dopadl neuspésné.
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Dtivod neuspésného provedeni experimentu se pravdépodobné tyka sestaveni sondy.
Technika fluorescen¢ni in situ hybridizace se da obecné povaZzovat za velmi zabé&hlou,
tudiz je nepravdépodobné, Ze by se nevydafila ani pii pouziti repetitivni DNA jako sondy.
Jako priklad feSeni se d4 zminit zména délky provadéni nick-translace, optimalni casovy usek

vsak nebyl nalezen.
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7 Zavér

Cilem této prace bylo sestaveni celochromozomové sondy z BAC klona,
komplementarni k chromozomu 1 Arabidopsis thaliana. Tato sonda méla byt dale pouzita
V technice fluorescen¢ni in situ hybridizace, kdy jako experimentilni material mély
byt pouzity vyizolované protoplasty stejnojmenné rostliny. Po vizualizaci signalu mélo dojit
k pozorovani zmén chromozomalniho teritoria 1 v zavislosti na stresujicich podminkach.

Probéhla kultivace BAC kloni a naslednd izolace DNA. Tato DNA byla pouzita
jako zdrojovy material k sestrojeni sondy komplementarni k chromozomu 1 Arabidopsis
thaliana. Sond bylo vytvofeno nékolik, nékteré znaceny fluorochromy FITC a jiné Cy3.
Tyto sondy byly pouzity v technice fluorescenéni in situ hybridizace, kdy jako experimentalni
material byly pouzity izolované protoplasty Arabidopsis thaliana. Poté probéhla vizualizace
vysledkli pomoci fluorescencni mikroskopie. Signal chromozomalniho teritoria 1 nebyl
vV bunécném jadie protoplasti pozorovan ani po ¢etnych pokusech o optimalizaci techniky
pro tento Gcéel. Vzhledem k absenci signalu nebyl zavéreény experiment 0 studiu zmén

V chromozomalnim teritoriu 1 v zavislosti na stres uskute¢nén.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

2,4 - D — kyselina dichlorfenoxyoctova

AT — adenin a thymin ve vazb¢

BAC — umély bakterialni chromozom

bp — pary bazi

cDNA — komplementarni deoxyribonukleové kyselina
CG — cytosin a guanin ve vazbé

Cy3 —cyanin 3

Cy5 —cyanin 5

DAPI — 4' 6-diamidin-2-fenylindol

DIG — digoxigenin

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DOP PCR — degenerovand polymerazova fetézova reakce
EDTA — kyselina ethylendiamintetraoctova
FBS — fetalni hovézi sérum

FISH — fluorescen¢ni in situ hybridizace

FITC — fluorescein isothiocyanat

GISH — genomova in situ hybridizace

HCI — kyselina chlorovodikova

CH1 - chromozom 1

IAA — kyselina indol-3-octova

IPAR — 6-[g,g-dimethylalylamino]-purin ribosid

ISH — in situ hybridizace
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kb — kilobaze

M-FISH — vicebarevna fluorescen¢ni in situ hybridizace
MiRNA — mikro RNA

MRNA — mediatorovd RNA

MS — Murashige — Skoog médium

NOR — oblast organizatoru jadérka

PAC — umély chromozom odvozeny z bakteriofaga P1
PCR — polymerazova fetézova reakce

PL1-5-PLATE 1-5

PML c¢éstice — Castice obsahujici protein promyelocytické leukémie a jiné proteiny
RNA — ribonukleova kyselina

ROS — reaktivni oxidac¢ni radikaly

rpm — otacky za minutu

SIRNA — mala interferujici ribonukleova kyselina

Tm — teplota tani

YAC — kvasinkovy umély chromozom
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