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ABSTRAKT

Epigenetika je vedny odbor zaoberajuci sa zmenou fenotypu vplyvom interakcie génov
s prostredim, pri€om nedochadza k zmene primarnej Struktary DNA. Désledky epigenetickych
procesov mdzeme pozorovat naprie¢ Sirokym spektrom molekularnych procesov pocnuc
diferenciaciou buniek, cez regulaciu génovej expresie az po progredaciu roznych typov
zavaznych ochoreni. Doéleziti rolu v ramci epigenetickych procesov zohravaju modifikacie
DNA, predovsetkym metylacia a hydroxymetylacia cytozinu. Na Stadium tychto modifikacii
bola vyvinuta Siroka Skala metdd, vd’aka ktorym je mozné porozumiet suvislosti rozsirenia
epigenetickych vzorcov v jednotlivych pletivach ¢i tkanivach s rastom a vyvojom organizmu,
vznikom ochoreni, ako aj interakciam s environmentalnymi podnetmi. V tejto praci si zhrnuté
a popisané dostupné molekularne metddy analyzy DNA vyuzivané pri Studiu epigenetickych
modifikacii. V experimentalnej Casti si demonstrované vybrané metddy na detekciu
hydroxymetyla¢ného profilu a metdda na lokalizaciu transponovatel'nych elementov v gendme

modelového organizmu Silene latifolia.
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ABSTRACT

Epigenetics is a scientific field dealing with the change of phenotype due to interaction of the
genes with the environment, without changing the primary structure of the DNA. The
consequences of epigenetic processes can be observed across a wide range of molecular
processes, from cell differentiation, through the regulation of gene expression, to the
progression of various types of serious diseases. DNA modifications, especially cytosine
methylation and hydroxymethylation, play an important role in epigenetic processes. To study
these modifications, a wide range of methods have been developed, thanks to which it is
possible to understand the connections between the spread of epigenetic patterns in individual
tissues with the growth and development of the organism, diseases development and
interactions with environmental stimuli. This thesis summarizes and describes the available
molecular methods of DNA analysis used in the study of epigenetic modifications. The
experimental part demonstrates selected methods for the detection of hydroxymethylation
profile and method for the localization of transposable elements in the genome of the model

organism Silene latifolia.

i



Prehlasenie

Prehlasujem, ze som tuto bakalarsku pracu vypracovala samostatne pod vedenim prof. RNDr.

Borisa Vyskota, DrSc. a s pouzitim uvedenych literarnych zdrojov.

V Olomouci dila:

Zuzana Klacikova

111



Pod’akovanie

Rada by som pod’akovala mojmu vedicemu bakalarskej prace prof. RNDr. Borisovi Vyskotovi,
DrSc. a konzultantovi Dr. José Rodriguezovi za poskytnutie cennych rad, ochotny pristup,
trpezlivost a odborné vedenie pri vypracovani bakalarskej prace.

Dalej d’akujem Ing. Marcelovi Hubinskému a Ing. Vaclavovi Badovskému, PhD. za praktické

rady a pomoc pri spracovani experimentov.

v



OBSAH

T UVOD oo 1
2 CIELEPRACE ... 2
3 LITERARNY PREHDAD.........ooooo oo 3
3.1 StAIUM EPIGENEKY ..o oo 3
3.2  Molekularne metddy studia DNA v epigenetike..............ocoooooiii 5
3.3 NebisulfidoVE MetOdy .........ooooiiiiiiiiii e 7
33.1 Metylacne senzitivne restrikéné endonukleazy ... 7
332 Diferencialna metyla¢na hybridizacia.................ccoocoii 7
333 Tretia generacia SEKVENOVANIA ............ocoiiiiiiiiiiiiiii i 8
3.3.3.1  SMRT SEKVENOVANIE ........cooiiiiiiiiiiieiii it 8
3.3.3.2 NanopOroveé SeKVENOVANIE .............ccoouiiiiiiiiiiiiiiie i 9

334 Fluorescen¢na in situ hybridiZaCla ...............ooooiiiiiiiiiii 10

3.4 Bisulfidove MEtOAY ........coooviiiiiiii i 11
341 Bisulfidova KONVEIZia ...............ooooiiiiiiiiiii e, 11
342 Bisulfidove SEKVENOVANIE .............ccoiiiiiiiiiii e 11
343 Oxidativne a TET-asistované sekvenovanie ...............cccceoiovioiiiiiiiinin 12
344 Metylacne Specifickd PCR ... 12
345 Kombinovana bisulfidova restrikéna analyza ..., 14
3.4.6 Analyza krivky topenia s vysokym rozliSenim ... 14

3.5 IMunoafinitné MELOAY ...........oooviiiiiiiit e 16
351 Metylaéne zavisla imunoprecipitacia ............ocooooeieiiiiiiiiiii e, 16
352 Imunodetekcia epigenetickych modifikacii DNA ... 17

4 MATERIAL A METODY .......cooooiiiiiiiiiiiiiiioei e 18
4.1 Biologicky material ..............coooiiiiiiiii i 18
42  Zoznam pouzitych chemikalif ... 18
43 Zoznam pouzitych roztokov a ich priprava................. 20
4.4  Zoznam pouZityCh priStrojOV ..ot 21
4.5  Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy............cccoocooeoioiiiiiiiiiiinn 22
451 DINA eXKEraKCIa........c.oiiiiii i 22
452 Elektroforeticka kvantifikacia ................ocooioiiiiiii 23
453 DINA SONMIKACIA ... 23
454 Imunoprecipitacia hydroxymetylovane] DNA ... 24
455 Purifikacia a kvantifikacia hydroxymetylovane) DNA ... 24
45.6 Génovo-Specificka qPCR ..o 25



45.7 Priprava chromozomovych preparatov ... 26

458 Fluorescenéna in situ hybridizacia ... 27
459 Imunofarbenie na detekciu 5-hydroxymetylcytozinu ... 28

S WYSLEDKY ..o 29
5.1 RIMIEDIIP .o 29
52 FISH oo 34
53 Imunolokalizacia 5-hmC ... 35

6 DISKUSIA ..o e 36
T ZAVER ..o 38
8 LITERATURA ...coooiiio oo 39

vi



Z0OZNAM SYMBOLOYV A SKRATIEK

5-caC 5-karboxylcytozin

5-fC 5-formylcytozin

5-hmC 5-hydroxymetylcytozin

5-mC 5-metylcytozin

bp bazové pary

BS bisulfidové sekvenovanie

COBRA kombinovana bisulfidova restrikéna analyza
CpG cytozin-fosfat-guanin; 'cytosine-phosphate-guanin’
DMH diferencidlna metylacna hybridizacia

DNA deoxyribonukleova kyselina

dsDNA dvojvlaknova deoxyribonukleova kyselina
ELISA ‘enzyme linked immunosorbent assay’
FISH fluorescencna in situ hybridizacia

gDNA gendmova deoxyribonukleova kyselina

hMeDIP imunoprecipitacia hydroxymetylovanych oblasti deoxyribonukleovej kyseliny

HRMA analyza krivky topenia s vysokym rozliSenim

1P imunoprecipitacia

LTR dlhé koncové repeticie; 'long terminal repeats’

MeDIP imunoprecipitdcia metylovanych oblasti deoxyribonukleovej kyseliny
MSP metylacne Specificka polymerazova ret'azova reakcia
MSRE metylacne senzitivne restrikéné endonukleazy

PAR pseudoautozomalna oblast’; "pseudoautosomal region’

PCR polymerazova retazova reakcia; 'polymerase chain reaction’
qPCR kvantitativna polymerazova retazova reakcia

SMRT 'single molecule real-time’

ssDNA jednovlaknova deoxyribonukleova kyselina

TE transponovatel'né elementy

TET "ten-eleven translocation’

vii



ZOZNAM OBRAZKOV A GRAFOV

Obrazok 1: DNA modifikacie v databdze DNAmod.

Obrizok 2: Casova os vyvoja molekularnych metod vyuzivanych v epigenetike.
Obrazok 3: Schéma templatu SMRTbell.

Obrazok 4: Schéma zaznamenévania interpulznych trvani.

Obrazok 5: Schématické zobrazenie metddy nanoporového sekvenovania DNA.
Obrazok 6: Konverzia cytozinu na uracil.

Obrazok 7: Reprezentativne vysledky gélovej elektroforézy po MSP génu BRCAI.
Obrazok 8: Schéma denaturacnej krivky DNA.

Obrazok 9: Schéma porovnania denaturacnych kriviek dvoch sekvencne odlisSnych DNA.
Obrazok 10: Opticka kvantifikacia genomovych DNA extrahovanych z druhov Silene.
Obrazok 11: Sonikacia genomovej DNA.

Obrazok 12: Overenie kvantity 5-hmC imunoprecipitovane] DNA.

Obrazok 13: Distribucia retrotranspozonu Athila CL10 na metafazovych chromozémoch
Silene latifolia.

Obrazok 14: Imunolokalizacia 5-hydroxymetylcytozinu.
Graf 1: Vypocitané hodnoty pomeru obohatenia 5-hmC imunoprecipitovane] DNA.

Graf 2: Graf reprezentujuci pozitivne obohatenie 5S-hmC imunoprecipitovanej DNA.

Graf 3: Graf reprezentujuci zaporné obohatenie 5-hmC imunoprecipitovanej DNA.

viil



7Z0ZNAM TABULIEK

Tabul’ka 1: Zoznam pouzitych primérov pre qPCR.
Tabul’ka 2: Priprava hybridizacného mixu pre celkovy objem 20 pl so stringenciou 93 %.
Tabul’ka 3: Obohatené gény s vypocitanym pomerom obohatenia.

Tabul’ka 4: Neobohatené gény s vypocitanym pomerom obohatenia.

X



1 UVOD

Pojem epigenetika zaviedol v roku 1942 vyvojovy biolég Conrad Waddington ako zmenu
fenotypu pod vplyvom interakcie génov s prostredim. Epigenetika je Siroko zasahujuci vedny
odbor, ktora pdsobi na génovu expresiu, embryonalny vyvin, opravy DNA, vznik ochoreni
a mnohé iné oblasti molekularnej biologie a genetiky. Pod vplyvom epigenetiky dochadza ku
Struktirnym a chemickym modifikaciam predovSetkym DNA a nukleozomovych histonov.
Modifikacie DNA nemenia zakladna sekvenciu, ale nesu dodato¢nu informaciu, ktora moze
sluzit’ ako oznacenie endogénnej DNA, regulaciu transkripcie alebo zabezpeCenie genomovej

stability.

Tato praca rozobera rozne dostupné metody analyzy DNA, ktoré je mozné vyuzit pri Stadiu
epigenetickych procesov. Metody su prehl'adne rozdelené do troch skupin na zaklade moznosti
detekcie ich metylacného stavu. Praca sa predovSetkym zameriava na charakteristiku

a aplikovatel'nost’ danych metdd v praxi.



2 CIELE PRACE

Cielom teoretickej Casti bakalarskej prace bolo spracovat’ literarnu reSers§ na tému molekularne
metody analyzy DNA vyuzivané pri Stadiu epigenetiky. Opisané boli ako rutinne vyuzivané,

tak aj menej vyuzivané metody.

Cielom praktickej Casti bolo osvojit’ si vybrané metddy analyzy DNA a vysvetlit’ ich vystupy.
Prostrednictvom  metody hMeDIP detegovat obohatenie  5-hydroxymetylcytozinu
v promotorovych oblastiach vybranych génov Silene latifolia a Silene vulgaris.
Prostrednictvom Specifickej protilatky imunolokalizovat tito modifikaciu v genome Silene
latifolia. Poslednym ciel'om bolo fluorescencnou in situ hybridizaciou zmapovat’ pritomnost’

retrotranspozonu Athila CL10 v gendme Silene latifolia.



3 LITERARNY PREHLAD
3.1 Stadium epigenetiky

Vymedzenie distribucie DNA modifikacii v gendme ma dodlezity vplyv na pochopenie ich tiloh
v diferenciacii buniek, ontogenéze alebo aj pri rozvoji roznych ochoreni. Databdaza DNAmod
doteraz eviduje 58 reverzibilnych kovalentnych modifikacii DNA (Obr. 1), ktoré sa nachadzaju
v prirodzenej DNA (Sood et al., 2019). Vacsina DNA modifikacii je vysledkom poskodenia,

ale niektoré z nich maju vyznamné regulacné ulohy (Korlach a Turner, 2012).
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Obrazok 1: DNA modifikacie v databaze DNAmod. (zdroj: DNAmod, 2022)

Doteraz najviac prestudovana DNA modifikacia, metylacia cytozinu, reguluje génovu expresiu
primarne kondenzaciou chromatinovej §truktury. Stadie metylacie genomu odhalili metylaéné
vzorce, ktoré ovplyviiuju hlavne promoétorové alebo repetitivne oblasti. Hypermetylacia génov
sa vyskytuje v ich promotorovej oblasti na cytozinovych reziduach znamych ako CpG ostrovy.
Za CpG ostrovy sa vo vSeobecnosti povazuju oblasti s viac ako 200 bp a s viac ako 50%
obsahom CpG dinukleotidov (Li et al, 2019). V beznych bunkéach su tieto oblasti
nemetylované, co umoziuje génova transkripciu (Bird, 1986). Hypermetylacia

promotorov tumor supresorovych génov zohrava kriticku ulohu v znizenej expresii tychto



génov a participuje tak pri vzniku rakoviny. Zaroveni hypometylacia pdvodne metylovanych
oblasti moze viest' k expresii potencidlne nebezpecnych génov, najma ak sa jedna o onkogény
(Ehrlich, 2002). Metylacia v telach génov moze stimulovat’ prediZenie transkripcie alebo moze

mat vplyv na zostrih (Jones, 2012).

Na zachovanie gendmovej stability mozu byt urcité metylacné vzorce dedené prostrednictvom
bunkového delenia alebo aj naprie¢ generaciami. NajlepSie zdokumentovanymi pripadmi
transgeneracne dedenych epigenetickych modifikdcii st metylované transponovatelné
elementy a promotorové oblasti niektorych génov (Klosin a Lehner, 2016). Aktivne
transponovatel'né elementy si semiparazitické sekvencie, ktoré s vysoko mutagénne, ¢asto
cielia na protein kodujuce gény a mozu sposobit’ chromozémové zlomy, ¢i prestavby genomu
(Girard a Freeling, 1999). Epigeneticky neaktivny TE si zachovava koédujuci potencial na
mobilizaciu, ale neprodukuje potrebné proteiny v dosledku represie (Slotkin a Martienssen,

2007).

Fenomén genomického imprintingu pre zmenu ilustruje, ako mézu modifikacie DNA
ovplyviiovat vyvoj organizmov. Na rozliSenie rodiCovskych alel su imprintované gény
epigeneticky znaCené uz v gamétach apo oplodneni zabezpecuju v diploidnych bunkéach
rozdielnu expresiu génov v zavislosti od toho, ¢i boli zdedené z vajicka alebo zo spermie.
Rodicovsky $pecifické rozdiely v expresii zabezpecuje na akejkol'vek urovni génovej regulacie,
¢iuz na prométoroch, zosiliovacoch, miestach zostrihu alebo aj v polyadenyla¢nych oblastiach.
Zaujimavé je, ze skupina génov podliehajica genomickému imprintingu do znacnej miery

koduje faktory regulujuce embryonélny a neonatalny vyvin (Barlow a Bartolomei, 2014).

Metylacia DNA je rozhodujuca pre embryondlny vyvin abunkovu identitu. Zaroven
demetylacia DNA po vzniku zygo6ty je nevyhnutna pre pluripotenciu emryonalnych kmetiovych
buniek. Jednotlivé gény su Specificky metylované v zavislosti od typu bunky alebo tkaniva a od

vyvojoveého stadia (Rai et al., 2008).

Siroky zaujem o vyskum vyvolal taktiez objav modifikacie 5-hydroxymetylcytozinu, ktory
vznika oxidaciou S5-metylcytozinu prostrednictvom TET-enzymov. Zatial ¢o 5-mC bol
pomerne rozsiahlo Studovany, o distribucii a funkcii 5-hmC sa stale vie len malo. Prichod
celogendmovych moznosti skimania metylacie DNA a pokrok v moznosti rozliSenia 5S-mC od
5-hmC (¢i inych modifikécii) odhalil, ze 5-hmC su v najvacsej miere na promotoroch a v telach

génov, ¢1 v distalnych Castiach regula¢nych elementov v gendmoch cicavcov (Wu ez al., 2011).



3.2 Molekuliarne metody studia DNA v epigenetike

Metody na analyzu metylacnych vzorcov DNA sa este stale dynamicky vyvijaju, no vyvinuli
sa zo schopnosti merat’ mnozstvo 5-metylcytozinu v konkrétnom gendme. Pociatocné Studie
metylacie DNA sa zameriavali na identifikaciu polohy metylacie v skimanych génoch

a urcenie celkového obsahu 5-mC.

Po zisteni, ze metylcytozin je pristupny Specifickym protilatkam neskdr otvorilo moznost’
mapovat metylacné vzorce v spojeni s konfokalnymi a fluorescencnymi zobrazovacimi
metodami (Miller ez al., 1974; Santos et al., 2002). Vyuzitie §pecifickych protilatok naslo svoje
uplatnenie aj v imunohistochémii ¢i cytogenetike, kde umoziuju skumanie distriblcie

jednotlivych epigenetickych modifikacii v Specifickych typoch buniek (L1 a Tollefsbol, 2021).

V roku 1992 bola opisana vyznamna chemicka interakcia medzi hydrogénsiri¢itanom sodnym
a 5-metylcytozinom v DNA (Frommer ef al,, 1992). Sekvenovanie takto oSetrenej DNA
(bisulfidové sekvenovanie) sa ukazalo ako zlaty Standard analyzy a porovnavania metylacnych
vzorcov v Specifickych lokusoch, ¢o umoznilo novy pohl'ad na regulaciu a dynamiku DNA

metylacie v genome (Lister a Ecker, 2009).

Metody sekvenovania druhej generacie spdsobili revoluciu v epigenetike. Celogenomové
bisulfidové sekvenovanie (WGBS) prvykrat demonstrovali Lister a Ecker, ktori vytvorili
epigenomovu mapu Arabidobsis thaliana (Lister a Ecker, 2009). Tieto metddy vSak zvycajne
pre vel'mi podobnu §truktaru nerozlisuju 5-mC od 5-hmC (pripadne inych modifikacii), a preto
sa v tejto oblasti stale vyvijaji a prisposobuju techniky, ktoré umoziuju stadium epigenomu
Specifického pre urcité bunkové typy nezavislého na kroku bisulfidovej konverzie (Skvortsova
et al., 2019). Priamu detekciu Specifickych modifikacii v nativnej DNA ponukaju az

sekvenatory tretej generacie, ako je SMRT a nanoporové sekvenovanie (Song et al., 2012).

Hoci st experimentalne metddy vzdialené od epigenetickych kontrol posobiacich pocas vyvoja
organizmu, stale dokazu poskytnut prostriedky na objasnenie pravidiel, ktorymi sa riadi aparat
umlCovania génov (Holliday ez al., 1990). Revoltucie v metodach analyzy epigenomu DNA
priniesli za posledné desatrocia vylepSenie gendmového mapovania metylacie z restrikéného
cez lokusovo-Specifické az na celogenomové mapovanie s rozliSenim na jednotlivé bazy (Li
a Tollefsbol, 2021). Prehl'ad vyvoja molekularnych metoéd vyuzivanych pri stidiu epigenetiky
je zobrazeny na Casovej osi (Obr. 2) a v nasledujucich kapitolach bude princip jednotlivych

metod detailnejSie opisany.



Specifické protilatky
proti 5-mC SMRT sekv. nanopdrové sekv.
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Obrazok 2: Casova os vyvoja molekulairnych metéd vyuzivanych v epigenetike.
Specifické protilatky proti 5-mC (Miller ef al., 1974); MSRE: metyla¢ne senzitivne restrikéné
endonukleazy (Cedar ez al., 1979); BS: bisulfidové sekvenovanie (Frommer ez al., 1992); MSP:
metylacne Specifickd PCR (Herman ez al., 1996); COBRA: kombinovana bisulfidova restrikéna
analyza (Xiong a Laird, 1997); DMH: diferencialna metyla¢na hybridizacia (Huang et al.,
1999); MeDIP: metylacne zavisla imunoprecipiticia DNA (Weber et al., 2005); HRMA:
analyza topenia svysokym rozliSenim (Wojdacz a Dobrovic, 2007); SMRT sekv.:
sekvenovanie jednej molekuly v realnom case (Flusberg et al., 2010); OX/TA-BS: oxidativne
a TET-asistované bisulfidové sekvenovanie (Booth ez al., 2012; Yu et al., 2012); nanopdrové

sekvenovanie (Schreiber ef al., 2013).



3.3 Nebisulfidové metédy

3.3.1 Metylacne senzitivne resStrikéné endonukleazy

Metylacne senzitivne restrikéné endonukleazy su Specifické enzymy baktérii, ktoré umoziuja
ochranu hostitel'ského genomu pred gendmovymi parazitmi. Kazda endoukleédza je asociovana
s DNA metyltransferazou, ktora ochrafiuje endogénnu DNA pred resStrikénym Stiepenim
pomocou naviazania metylovych skupin na rozpoznavajuce miesto. Napriklad typickym parom
restrikénych endonukleaz su izoschizoméry Hpall/Mspl, ktoré rozpoznavaju sekvenciu
C/CGG. Pokial je vnutorny cytozin v danej tetranukleotidovej sekvencii metylovany, Stiepenie
s Hpall je inhibované, ale $tiepenie s Mspl nie je ovplyvnené (Cedar ef al., 1979). Dalsia
reStrikénd  endonukleaza McrBC  stiept  DNA  obsahujicu  metylcytozin  alebo
hydroxymetylcytozin v miestach (G/A)mC vzdialenych od seba 50 az 3 000 bp (Badal ez al.,
2003). Produkty Stiepenia sa mdzu v zavislosti od mnozstva d’alej analyzovat technikou
Southernovej hybridizacie alebo PCR. Tato metoda je limitovana pritomnostou restrikcného

miesta v géne zauymu alebo v promotore (Bartosik a Ondrouskova, 2016).

3.3.2 Diferencialna metyla¢na hybridizacia

Diferencialna metyla¢na hybridizacia bola prvou metddou zalozenou na mikro€ipoch, ktora
bola urena na celogendomovy skrining de novo hypermetylovanych CpG ostrovov. Kombinuje
pouzitie restrikénych endonukleaz a mikro€ipov na kvantifikdciu a identifikaciu stavu
metylacie v gendbme. Genomova DNA je Stiepend restrikénou endonukledzou (napr. Msel)
mimo CpG oblasti, po ktorej nasleduje ligacia syntetickych linkerov na konce vzniknutych
fragmentov. Polovica fragmentov je nasledne oSetrend metylacne senzitivnou endonukleazou
(napr. BsfUI, Hpall) a druha neosSetrena polovica je pouzita ako kontrola. Vysledkom je, ze
metylované fragmenty a kontrola su amplifikovatelné pomocou PCR s primérmi Specifickymi
pre linkery (Huang ef al., 1999). Metddu je zaroveil mozné modifikovat' v druhom kroku
pouzitim restrikénej endonukledzy McrBC, ktora Stiepi metylované sekvencie. Amplikony su
fluorescencne odlisne znacené a kohybridizované na kniznicu CpG ostrovov mikro€ipu. Pomer
intenzit jednotlivych fluorescenCnych znaCeni udava stav metylacie v danych vzorkach

(Nouzova et al., 2004).



3.3.3 Tretia generacia sekvenovania

Sekvenatory druhej generacie maju prirodzené obmedzenia, ako napriklad to, ze nerozlisuju
nukleotidové modifikacie DNA, skresluja GC oblasti, maju problémy s mapovanim
repetitivnych sekvencii alebo s rozliSovanim paralognych sekvencii, nakol'ko je potrebné
molekuly fragmentovat. Sekvenatory tretej generacie ponukaju rychlu sekvenaciu jednej
molekuly DNA v nativhom stave, ktora m6ze dosahovat velkost’ az niekol’kych desiatok tisic

bazovych parov (Schadt ez al., 2010).

3.3.3.1 SMRT sekvenovanie

Metoda od spolocnosti Pacific Biosciences, ktora sleduje v redlnom case prebiehajucu
replikaciu molekuly DNA. Pred samotnym SMRT sekvenovanim musi byt pripravena kniznica
z dvojvlaknove] DNA. Priprava kniznice pozostava z ligacie jednovlaknovych vlasenkovych
adaptérov na oba konce molekuly DNA, ¢im sa vytvori kruhova molekula tzv. SMRTbell
(Obr. 3) (Travers et al., 2010). Reakcie prebiehaji suCasne na jednom cipe v mnohych
nanofotonickych Struktirach oznacenych ako ,neriadené vlnové vedenie“ (‘zero-mode
waveguide’, ZMW), ktoré znizuju pozadie fluorescencie. Na dne Struktiry je imobilizovana
DNA polymeraza, na ktoru sa pripoji adaptér. Polymeraza katalyzuje in vitro DNA replikaciu
pridavanim deoxyribonukleozidtrifosfatov, na ktorych fosfatové skupiny st naviazané odlisné
fluorofory. Tvorba fosfodiesterovej véazby vedie k uvolneniu komplexu fluorofor-linker-
pyrofosfat z inkorporovaného nukleotidu, zanikne fluorescencny signal (pulz) a polymeraza sa
translokuje na dalSiu poziciu (Gupta, 2008). Fluorescencencné signaly su charakterizované
svojimi emisnymi spektrami a zarovefl je zaznamendavany aj ¢as medzi inkorporaciou
jednotlivych nukleotidov, ktory sa nazyva interpulzné trvanie (‘interpulse duration’, IPD). Ked’
polymeraza narazi na nukleotid, ktory obsahuje (epigenetickil) modifikaciu, tak to ovplyvni jej
kinetiku a IPD bude trvat’ dlhSie v porovnani s nemodifikovanym nukleotidom (Obr. 4)

(Flusberg et al., 2010).
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Obrazok 3: Schéma templatu SMRTbell. Prevzaté z Travers et al., 2010. Kruhova molekula
pozostava zinzertu dvojvlaknovej DNA (Zlto-fialova), ktory je lemovany dvoma
jednovldknovymi adaptérmi (zelenda). Na adaptér nasada Specificky sekvenacny primér

(oranzova).
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Obrazok 4: Schéma zaznamenavania interpulznych trvani. Prevzaté z Ardui ef al., 2018,

upravene.

3.3.3.2 Nanoporové sekvenovanie

Dalsiu technoldgiu sekvenovania tretej generacie vyvinula spolo&nost Oxford Nanopore
Technologies, ktorej pristroje su cenovo dostupné, rychle a schopné sekvenovat nativnu
molekulu DNA s vel'kostou aj viac ako 100 kbp. Molekula nanopéru bola inSpirovana

oligomérnym i6novym kanalom v membranach buniek (Bayley, 2015).

Pred samotnym sekvenovanim sa na oba konce DNA pripoja adaptéry, ktoré zabezpecia
prichytenie 5’konca vlakna DNA na procesny enzym. Enzym denaturuje DNA a zabezpecCuje
precizny posun vlakna vjednom smere po jednotlivych béazach cez nanopor, ktory je
zabudovany v elektricky odolnej membrane obklopenej ionovym roztokom. Cez membranu je
aplikované napitie, Co spdsobi vznik i6nového prudu v nanopédre (Obr. 5). Jednotlivé
posuvajuce sa nukleotidy prechadzajice nanoporom spdsobuju charakteristické zmeny

v ibnovom prude, ktoré zaznamenava detektor (Jain ez al., 2016).

Jednokanalovy nanoporovy systém dokaze rozpoznat’ jednotlivé modifikacie cytozinu (5-mC,
5-hmC, 5-fC a 5-caC), a teda lepsie identifikovat epigeneticky status cytozinu v cielovych
bunkach, ktoré zahrnuji vsetky tieto modifikacie (Wescoe et al., 2014). Napriek mnohym
vyhodam tejto technoldgie je stdle potrebny vyvoj, ktory by odstranil jej pomerne velka

chybovost’ sekvenovania (az 15 % na bazu) (Quainoo et al., 2017).
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Obrazok S: Schématické zobrazenie metédy nanoporového sekvenovania DNA. Prevzaté

z Mueller et al., 2019, upravené.

3.3.4 Fluorescencna in situ hybridizacia

Fluorescencna in situ hybridizacia je molekularno-cytogeneticka metdda, ktord umoziuje
lokalizaciu Specifickych sekvencii DNA priamo na chromozémoch. Fluorescencne znac¢ena
DNA sonda hybridizuje k Specifickému useku DNA na zaklade komplementarity a nasledne su
chromozomy s hybridizovanou sondou vizualizované prostrednictvom fluorescencného alebo
konfokalneho mikroskopu (Levsky a Singer, 2003). Tuto metdédu je mozné pouzit
predovsSetkym na Studium Struktary, dynamiky ¢i pdvodu urcitych lokusov. Nejedna sa vSak
o metodu, ktora by priamo detegovala metylované alebo inak epigeneticky znacené oblasti
v genome, ale poskytuje fyzické mapovanie Specifickych sekvencii, medzi ktoré mdzeme
zaradit’ aj tandémové repeticie, satelity alebo transponovatel'né elementy. TE st povazované za
silné endogénne mutagény, co vyplyva zich reprodukéného mechanizmu — transpozicie
(Morales et al., 2015). Stratégiou ochrany integrity genomu je uml¢ovanie transponovatel'nych
elementov indukciou heterochromatinizacie prostrednictvom metylacnych mechanizmov alebo
pomocou malych interferujucich RNA. Najviac preStudované TE sa nachadzaju v blizkosti

génov, ktorym cCasto ovplyviiuju génovua regulaciu (Sigman a Slotkin, 2016).
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3.4 Bisulfidové metody

3.4.1 Bisulfidova konverzia

Bisulfidova konverzia zahriia transformaciu epigenetickej informacie na geneticku informaciu.
Stadium cytozinove] metylacie spociva v oSetreni DNA hydrogénsiri¢itanom sodnym, ktory
deaminuje nemetylovany cytozin na uracil, pricom metylovany cytozin sa nemeni (Obr. 6)

(Hayatsu et al., 1970).

NH, (0]
= NaHSO3
1) ey
O~ N O~ N
H H
cytozin uracil

Obrazok 6: Konverzia cytozinu na uracil. Nacrtnuté v ChemDraw.

3.4.2 Bisulfidové sekvenovanie

Po oSetreni DNA hydrogénsiri¢itanom sodnym nasleduje PCR amplifikacia Specifického
useku, pricom nemetylovany cytozin je amplifikovany ako tymin a metylovany cytozin ako
cytozin. Takto su ziskané dve rozne sekvencie DNA v zéavislosti na metylacii, najCastejSie
prostrednictvom druhej generacie sekvenovania DNA (Frommer ef al., 1992). V nadvéiznosti
na zmapovanie l'udského genomu (Human Genome Project 2003) sa touto metoddou otvorila aj
moznost na zmapovanie [udského epigendému, ¢o by mohlo prispiet’ k Stadii Sirokej Skaly

ochoreni (Rakyan ez al., 2004).

Napriek pokroku, ktory ponuka bisulfidové sekvenovanie, zostdva v technike niekolko
nevyhod. Kroky pripravy vzorky spojené s bisulfidovym sekvenovanim su nakladné a ¢asovo
naro¢né, pricom reakéné podmienky moézu degradovat DNA. Okrem toho, bisulfidové
oSetrenie komplikuje navrh primérov na PCR amplifikaciu atiez stazuje zarovnanie
s referenénym gendémom. Taktiez nie je mozné odlisit jednotlivé cytozinové modifikacie, ktoré
su odlisiteI'né az sekvenovanim tretej generacie (Huang ef al., 2010). Nakolko je sekvenovanie
tretej generacie stale v procese vyvoja, platformy druhej generacie sekvenovania su stale

dominantné v ramci Studia epigenetiky (Li a Tollefsbol, 2021).
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3.4.3 Oxidativne a TET-asistované sekvenovanie

Do procesu demetylacie DNA su zahrnuté cytozinové modifikéacie ako 5-hydroxymetylcytozin,
5-formylcytozin a 5-karboxylcytozin (Shi ef al., 2017). Konvencné bisulfidové sekvenovanie
nie je schopné rozlisit 5-mC a 5-hmC, preto bol vyvinuty selektivny oxidacny krok, ktory
zabezpecuje konverziu 5-hmC na 5-fC, z ktorého sa po bisulfidovom oSetreni stava uracil

(Booth et al., 2012).

Skupina TET-enzymov prirodzene katalyzuje oxidaciu 5-mC na 5-hmC, respektive na 5-fC
alebo 5-caC (Tahiliani ez al., 2009). TET-asistované bisulfidové sekvenovanie je alternativna
metdda na detekciu 5-hmC. Pomocou [-glukozyltransferazy dochadza ku glukozylacii 5-hmC,
atym k jeho ochrane pred oxidaciou TET-enzymami. 5-mC sa tak prostrednictvom
TET1-enzymov oxiduje az na 5-caC, ktory je schopny po bisulfidovom oSetreni konvertovat
na uracil (Yu ef al., 2012). Po sekvenovani je mozné porovnat sekvencie z konvencného,
oxidativneho ¢i TET-asistovaného bisulfidového sekvenovania, a kvantifikovat tak pritomnost’

danych modifikécii (Barros-Silva et al., 2018).

3.4.4 Metylacne Specificki PCR

Vyvoj polymerazove] retazove] reakcie bol jednym znajvacSich prelomov v oblasti
molekularnej biologie. PCR je definovand ako in vitro enzymova syntéza a amplifikacia

Specifickych DNA sekvencii (Templeton, 1992).

Templatova DNA sa pociato¢ne modifikuje hydrogénsiri¢itanom sodnym, ktory konvertuje
nemetylované cytoziny na uracily. Po oSetreni DNA nasleduje PCR amplifikacia §pecificky
navrhnutych usekov, ktord vyuziva dve sady primérov — jedna sada, ktora amplifikuje
nemetylovanu DNA a druhé sada Specificka pre metylovanu DNA (Herman ez al., 1996). Navrh
Specifickych primérov pre MSP dokaze ul'ahit' databaza MethPrimer, verejne dostupna na

http://www.urogene.org/methprimer (Li a Dahiya, 2002). Pre kazd vzorku sa uskuto¢nia dve

PCR reakcie, po ktorych sa produkty amplifikacie vyhodnocuju prostrednictvom gélovej
elektroforézy. V zavislosti od pouzitych primérov sa na zaklade relativnej molekulovej
hmotnosti da urcit ¢i je produkt metylovany alebo nemetylovany (Herman ef al., 1996).
Na Obrazku 7 st zobrazné vysledky elektroforetickej separacie MSP produktov Specifickych
pre gén BRCA 1, ktory koduje protein ucastniaci sa DNA reparacie a kontroly bunkového cyklu.
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Obrazok 7: Reprezentativne vysledky gélovej elektroforézy po MSP génu BRCAI.
Prevzaté z Lan ef al., 2014. Vysledky metylacie (Me) / nemetylacie (Un) génu BRCA troch

vzoriek (1, 2, 3) s pozitivnou kontrolou metylacie (P).

Medzi vyhody MSP patri presnost, flexibilita pri vybere oblasti analyzy, nizke mnozstvo
vstupného materialu a jej cenova dostupnost’ (Pajares ez al., 2021). Primarnym obmedzenim
tejto metody je, ze je kvalitativna. Vo vSeobecnosti Standardizované MSP poskytuju informécie
o pritomnosti/nepritomnosti metylovanej, nemetylovanej ¢i oboch alel. Vysledky s§tudii
nepreukazali jasni koreSpondenciu medzi intenzitou pruhu a pomerom riedenia, pricom mnohé
pripady vykazovali vel'mi podobné pruhy aj pre rozne trovne metylacie (Hafner ez al., 2011).
Taktiez mo6ze dojst k faloSne pozitivnym vysledkom v dosledku neuplnej bisulfidovej
konverzie, o je obzvlast problematické pri priméroch obsahujucich nizky pocet cytozinov

inych ako CpG (Kristensen et al., 2012).

S vyvojom kvantitativneg PCR bolo vyvinutych aj niekolko adaptacii MSP, vratane
MethyLight, ktora vyuziva fluorescencne odlisne znaCené sondy TaqMan Specifické pre
metylaciu (Eads ef al., 2000). Kvantitativna MSP (QMSP) umoziiuje rychlu analyzu viacerych
CpG oblasti vo vzorkach, ¢o je mozné vyuzit ako potencialny biomarker urcitych ochoreni
v klinickej praxi. Kvantitativna MSP navySe pontka zvySenu citlivost’ a zaroven kvantitativne
hodnotenie hladin metylacie. Na urcenie relativnych hladin metylovanej DNA sa hodnoty
cielového génu normalizuju voci hodnotam referenéného génu ("housekeeping’ génu) a ziskany
pomer sa vynasobi x1000 (cielovy gén/referencny gén x 1000) (Ramalho-Carvalho et al.,
2018).
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3.4.5 Kombinovana bisulfidova restrik¢na analyza

Kvantitativna metoda na urcenie hladiny metylacie v Specifickych génovych lokusoch. Zahria
kombinéciu bisulfidovej konverzie (vid 3.4.1), PCR amplifikéacie a Stiepenia restrikénymi
endonukledzami. Po bisulfidovom oSetreni DNA dochadza k zmene v DNA sekvencii. Tato
sekvencnd konverzia moze viest k vytvoreniu novych miest pre restrikéné Stiepenie. V PCR
reakcii nie su pouzité priméry obsahujuce CpG dinukleotidy, takze krok amplifikacie nezavisi
od povodného stavu molekuly DNA. Vo vyslednom amplikone sa tak nachadzaji fragmenty
DNA s novovytvorenym a zaroveii aj so zachovanym restrikénym miestom. Stupeii metylacie
v povodnej vzorke sa urci po restrikénom Stiepeni prostrednictvom gélovej elektroforézy
z pomeru relativneho mnozstva §tiepeného a nestiepeného produktu PCR. Vyhodou je, ze na

prevedenie tejto metody staci malé mnozstvo vzorky (Xiong a Laird, 1997).

3.4.6 Analyza krivky topenia s vysokym rozliSenim

HRMA je post-PCR analyza DNA, ktord je schopnid zaznamenat genetické variacie ako
mutacie, polymorfizmus alebo epigenetické modifikacie vo vzorkach DNA na zaklade ich
rozdielnych teplot topenia. Kombinacia qPCR a HRMA néstrojov umoziiuje detekciu
kvantitativnych (delécie/duplikacie), tak aj kvalitativnych (bodové mutacie) zmien (Rouleau

et al., 2009)

Pred samotnou analyzou je ku vzorke pridané fluorescencné farbivo (napr. EVAGreen), ktoré
sa interkaluje do dsDNA. V tomto momente je detegovana najvyssia hodnota fluorescencie.
Postupne ako sa zac¢nu vlakna DNA od seba oddelovat’, hodnota fluorescencie za¢ne klesat’,
pretoze dané farbivo nie je schopné sa viazat' do ssDNA (Obr. 8). HRMA zahriia precizny
monitoring zmien fluorescencie, ktoré su zapri¢inené uvolfiovanim interkalacného DNA
farbiva z DNA duplexu, ktory denaturuje pod vplyvom vysokej teploty (Wojdacz a Dobrovic,
2007).

Fluorescencia

5526 95 °C

Obrazok 8: Schéma denaturacnej krivky DNA. (zdroj: HRM guide, upravené)
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Osetrenim gendmovej DNA hydrogénsiri¢itanom sodnym (vid’ 3.4.1) dochadza ku konverzii
nemetylovanych cytozinov na uracil, ¢im sa zmeni sekvencia DNA. Denatura¢ni krivku
oSetrenej DNA je v ramci HRM analyzy mozné porovnat’ s denaturacnou krivkou neoSetrene;j
DNA (Obr. 9) alebo profilmi riedenim pripravenych Standardov. Priblizné percento metylacii
sa da vypocitat na zaklade ziskanych rozdielov. Krivka zavisi od velkosti produktu, jeho
sekvencie ¢i obsahu GC v produkte. Cytozin a guanin komplementarnych retazcov DNA su
viazané trojitou vodikovou vézbou, zatial ¢o adenin atymin st viazané dvojitou vézbou.
Osetrena metylovana DNA s vac¢sim poctom dvojitych vdzieb ma nizsiu teplotu topenia ako
neoSetrena metylovand DNA, pretoze vyzaduje niz§iu tepelnt energiu na rozpad vizieb. Bez
sekvenovania vSak analyza topenia neponuka detailné informacie o metylacii jednotlivych
cytozinov, umoziuje ale rozliit’ plne Ci Ciastocne metylované vzorky (Wojdacz a Dobrovic,

2007).

Osetrena DNA
Kontrolna DNA / agctacgctacgegatgetagetacgetacg

agctacgctacgctatgctagctacgetacg

Fluorescencia

55 PC 95:°C

Obrazok 9: Schéma porovnania denaturacénych Kkriviek dvoch sekvencne odliSnych DNA.

(zdroj: HRM guide, upravené)

Vsetky metody vyuzivajice PCR amplifikaciu bisulfidovo modifikovanej DNA mo6zu byt
rozdelené do dvoch skupin na zaklade pouzitych PCR primérov. Prva skupina zahriia priméry,
ktoré Specificky amplifikuji metylované (alebo nemetylované) templaty, napr. pri MSP alebo
gMSP. Druha skupina je zalozena na priméroch, ktoré umoziuju amplifikaciu templatu bez
ohl'adu na jeho metylacny status aumoziujia post-PCR analyzu, napr. bisulfidové

sekvenovanie, restrikéné Stiepenie alebo HRMA (Wojdacz a Dobrovic, 2007).

15



3.5 Imunoafinitné metody
3.5.1 Metylacne zavisla imunoprecipitacia

Konverzia nemetylovaného cytozinu hydrogénsiri¢itanom sodnym je vel'mi pracna a neda sa
pouzit na skrining velkého suboru sekvencii alebo vzoriek. Metylacne zavisla
imunoprecipiticia DNA (‘methylation-dependend immunoprecipitation’, MeDIP) sa da bezne
dosiahnut bud’ izolaciou DNA metylovanych fragmentov pomocou monoklonalnych protilatok
$pecifickych ku S5-metylcytozinu (anti-5-mC) alebo izolaciou DNA fragmentov obsahujucich
metylované CpG dinukleotidy za pouzitia proteinu viaziceho metylovu doménu (‘'methylation
binding domain’, MBD). Tuto metédu je mozné modifikovat’ pouzitim rozli€nych typov

Specifickych protilatok voci roznym epigenetickym modifikaciam (Weber et al., 2005).

Izolacia metylovanej DNA prebieha nasledovne: ultrazvukom fragmentovana gendémova DNA
je rozdelena do dvoch frakcii, pricom jedna frakcia sluzi ako referencna kontrola (‘input’, IN)
adruha frakcia je urCend kimunoprecipitacii (IP). DNA je pred imunoprecipitaciou
denaturovana ainkubovand s primarnou protilatkou (napr. anti-S5-metylcytidin) alebo
s rekombinantnym proteinom viazacim metylovi doménu. Na magnetické Castice naviazana
sekundarna protilatka zachytdva komplex metylovana DNA-protilatka/MBD, atak je
metylovana DNA zachytena v skumavke anemetylovanda DNA je vymyta z roztoku.
Po purifikacii ziskanej IP DNA od pouzitych proteinov moze byt DNA nésledne analyzovana
roznymi variantami PCR, DNA mikro€ipmi alebo hlbokym sekvenovanim (Thu ez al., 2009).

Tato analyza je predovSetkym zamerana na hypermetylované oblasti, ktoré su efektivnejsSie
zachytené (CpG dinukleotidy a promotorové oblasti) (Barros-Silva ef al., 2018). Su to
najekonomickejsie a najefektivnejSie metody Studia metylacie DNA, ¢iuz celého genomu alebo
Specifickych usekov. V pripade hodnotenia obohatenia metylovanej DNA po MeDIP je casto
vyuzivana génovo Specificka qPCR. Ako meradlo sa vyuziva rozdiel medzi zaznamenanymi Ct
hodnotami IN DNA aIP DNA (Weng ef al., 2009). Uzito¢na je taktiez aplikacia MeDIP
v kombinacii s hybridizdciou na DNA mikro¢ipy na skumanie korelacie medzi DNA

metylacnymi vzorcami a histonovymi modifikaciami (Jacinto et al., 2008).
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3.5.2 Imunodetekcia epigenetickych modifikacii DNA

Schopnost’ metylcytozinu byt pristupny Specifickym protilatkam otvorila moznost’ mapovat’
metylacné vzorce s vyuzitim optickych zobrazovacich metéd konfokalnej ¢i fluorescencne;
mikroskopie. Imunolokalizacia distribucie epigenetickych modifikéacii v genome dokaze
pomoct identifikovat’ Specifické sekvencie hypermetylovanych génov, ktoré mozu byt
asociované s roznymi druhmi ochoreni. Po potvrdeni asociacie Specifickych protilatok alebo
MBD proteinov s oblastami hypermetylovanych génov, tak mozu byt tieto gény predmetom
podrobnejSej cielenej charakterizacie, co sa tyka DNA metylacie a expresie daného génu
(Ballestar et al., 2003). Specifické protilatky proti 5-metylcytozinu (prip. inym modifikaciam)
zvyknu byt taktiez pouzivané v ramci §tidia embryonalneho vyvinu. Prvykrat boli pouzité na
zobrazenie epigenetického procesu dynamiky metylacie a demetylacie v ranych fazach

preimplanta¢ného vyvinu embrya (Santos et al., 2002) .

V stcasnosti su komeréne dostupné Specifické protilatky prakticky voci vSetkym znamym
epigenetickym modifikaciam DNA nukleotidov. Aby bola umoznend ich detekcia, na
naviazanu Specificki (primarnu) protilatku sa naviaze sekunddrna protilatka znaCena
fluoroforom, ktora amplifikuje signal. Rozhodujucim krokom je zaroven priprava vhodnych
preparatov (i uz jadrovych alebo chromozomovych). Nedostatocnad permeabilizacia membran

modze mat’ za nasledok slabu kvalitu signalu (Beaujean ez al., 2018).

Globalny metylacny ¢i hydroxymetylacny profil vzorky su prostrednictvom Specifickych
protilatok schopné kolorimetricky alebo fluorescencne kvantifikovat’ aj komercne dostupné
ELISA supravy. Analyzovana DNA je zachytena na ELISA mikrotitraénu dostiCku, ku ktore;
je nasledne pridana primérna protilatka voc¢i konkrétnej modifikacii a znaCena sekundarna
protilatka. Jednoduché kolorimetrické ¢i fluorescenéné vyhodnotenie profilu sltzi prevazne na

identifikaciu velkych zmien v metylacii genomu (Kurdyukov a Bullock, 2016).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

V praktickej Casti bol pouzity material rastlin rodu Silene, ktoré pochadzaji z kultivarov
oddelenia Vyvojovej genetiky rastlin Biofyzikalneho ustavu Akadémie vied Ceskej republiky
v Brne. VSetky rastliny boli pestované za Standardnych podmienok pri teplote 24 °C s rezimom

svetlo/tma 16/8 hodin.

e Na DNA extrakciu boli pouzité mladé zelené listy samcich a samicich rastlin inbrednej
populécie ekotypu U15 druhu Silene latifolia a druhu Silene vulgaris.
e Na pripravu chromozomovych preparatov boli pouzité semend inbrednej populacie

ekotypu U16 druhu Silene latifolia.

Silene latifolia (2n=24, XY) je dvojdoma rastlina, ktoru tvori 11 parov autozémov a 1 par
vyrazne vacsich pohlavnych chromozomov. Silene vulgaris (2n=24) je jej blizky pribuzny druh,

avSak jedna sa o gynodioecicku rastlinu bez pohlavnych chromozomov.

4.2 Zoznam pouzitych chemikalii

e 2 -merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M3148)
e 5-hydroxymetylcytidin protilatka, rat monoclonal (Diagenode, kat. ¢. C15220001)
e agardza (Serva, kat. ¢. 11404)
e bovinny sérovy albumin (BSA) (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. B14)
o celulaza (Merck, kat. €. 219466)
e celulaza R10 Onozuka (Duchefa Biochemie, kat. ¢. C8001.0005)
e citronan sodny dihydrat (Penta, kat. ¢. 11470-31000)
o cytohelikaza (Merck, kat. ¢. C8274)
e deoxyribonukleozidtrifosfaty (INTPs), pracovny roztok s koncentraciou 10 mM
o dATP (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D4788)
o dCTP (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D4913)
o dGTP (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D5038)
o dTTP (Sigma-Aldrich, kat. €. D9656)
e destilovana deionizovana voda (ddH>O)
e dezinfek¢ny prostriedok Savo Original (Unilever, kat. ¢. 9218443)
e DreamTaq Buffer (10x) (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. B65)
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DreamTaq DNA Polymerase (5 U/ul) (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EP0701)
Dynabeads Protein G (Invitrogen, kat. ¢. 10004D)

EDTA (kyslina etyléndiaminotetraoctova) (Invitrogen, kat. ¢. 15575020)
etanol 100% (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 459836)

etanol 96% (Avantor, kat. ¢. 20822.290)

etidium bromid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E1510)

fenol (Penta, kat. ¢. 13780-30500)

fenol:chloroform:isoamylalkohol 25:24:1 (AppliChem, kat. ¢. A0889)
formaldehyd 37% roztok (Merck, kat. ¢. 103999.1000)

fosfat sodny (Sigma-Aldrich, kat. €. 342483)

GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific, kat. . SM0331)
glykogén (Sigma-Aldrich, kat. ¢. GO885)

hydroxyurea (Sigma-Aldrich, kat. ¢. H8627)

chlorid horec¢naty hexahydrat (Penta, kat. ¢. 16330-31000)

chlorid sodny (Lach-Ner, kat. ¢. 30093)

chloroform (Penta, kat. ¢. 17130-11000)

isopropanol (Penta, kat. ¢. 17510-11000)

kolchicin (Merck, kat. ¢. C3915)

kyselina citronova (Penta, kat. ¢. 18790-31000)

kyselina chlorovodikova 35% (Lach-Ner, kat. ¢. 10033)

kyselina octova 99,8% I'adova (Penta, kat. ¢. 19990-11000)

pektinaza (Merck, kat. €. P2611)

pektolyaza (Merck, kat. ¢. P3026)

PMSF (fenylmetylsulfonyl fluorid) (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 36978)
priméry pre qPCR (Generi Biotech)

proteinaza K (Sigma-Aldrich, P2308)

sachardza (Lach-Ner, kat. €. 40135)

SDS (dodecylsiran sodny) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. L3771)

SensiFAST™ HRM Kit (Bioline, kat. ¢&. BIO-32005)

tekuty dusik (Linde Gas, kat. ¢. 2210129)

Tris base (Merck, kat. ¢. 648310)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T8787)
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e Tween 20 (Merck, kat. ¢. P9416)
e Tween 80 (Merck, kat. ¢. P4780)
e VectaShield (Vector Laboratories, kat. ¢. H-1200)

4.3 Zoznam pouzitych roztokov a ich priprava

e Pufer A: 15 g sacharézy, 1 ml 1M Tris-HCI (pH 8,0), 40 ul 14M 2-merkaptoetanolu,
50 pl 200mM PMEFS rozpustit’ za staleho mieSania v 50 ml ddH20 a doplnit’ vodou do
100 ml.

e Pufer B: 8,55 g sacharozy, 1 ml 1M Tris-HCI (pH 8,0), 1 ml 1M MgCl,, 5 ml 20%
Triton X-100, 40 ul 14M 2-merkaptoetanolu, 50 ul 200mM PMEFS rozpustit’ za staleho
mieS§ania v 50 ml ddH20 a doplnit vodou do 100 ml.

e Pufer C: 8,55 g sacharozy, 1 ml 1M Tris-HCI (pH 8,0), 1 ml 1M MgCla, 40 ul 14M
2-merkaptoetanolu, 50 ul 200mM PMFS rozpustit za staleho mieSania v 50 ml ddH>O
a doplnit’ vodou do 100 ml.

e Lyzacny Pufer: 0,5 ml 1M Tris-HCI (pH 8,0), 0,2 ml 5M EDTA, 0,1 ml 10% SDS,
0,5 ul 200mM PMFS zmiesat a doplnit vodou do 1 ml.

e 10x IP Pufer: 28 ml SM NaCl, 10 ml 1M fosfatu sodného (pH 7,0), 2,5 ml 20% Triton
X-100 zmiesat’ a doplnit’ vodou do 100 ml.

e 1x IP Pufer: 1 ml 10x IP buffer + 9 ml ddH,O

e Pufer D: 2,5 ml 1M Tris-HCI (pH 8,0), 1 ml 5SM EDTA, 2,5 ml 10% SDS zmieSat
a doplnit’ do 50 ml ddH,O.

e 0,5M EDTA (pH 8,0): 186,1 g EDTA rozpustit v 800 ml ddH>O, upravit pH a doplnit
vodou do 1 000 ml.

e 50x TAE (Tris-Acetate-EDTA): 242 g Tris base rozpustit za staleho mieSania v 800 ml
ddH2O0, pridat’ 57,1 ml I'adovej kyseliny octovej a 100 ml 0,5M EDTA (pH 8,0), doplnit’
vodou do 1 000 ml.

e 5M NaCl: 14,6 g chloridu sodného rozpustit v 40 ml ddH»O, doplnit vodou do 50 ml.

e 1M Tris-HCI (pH 8,0): 121,1 g Tris base rozpustit v 800 ml ddH»O, upravit pH
a doplnit’ vodou do 1 000 ml.

e 10% SDS: 10 g SDS + 10 ml ddH,O

e TE (Tris-EDTA) pufer (pH 8,0): zmieSat' 1 ml 1M Tris-HCI (pH 8,0), 2 ml 0,5M EDTA
a 80 ml ddH,O, upravit’ pH a doplnit’ vodou do 100 ml.
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e 15% Savo: 1,5 ml Savo Original + 100 ml ddH2O + 20 pl Tween 80

e 2mM hydroxyurea: 0,2 g hydroxyurey rozpustit v 100 ml ddH>O, uchovat’ v chladnicke.

e 0,05% kolchicin: 0,05 g kolchicinu doplnime do 100 ml ddH>O, zmieSat a uchovat
v chladnicke pri 4 °C.

e C(Clarkova fixaz (etanol : I'adova kyselina octova (3:1)): zmieSat 7,5 ml 96% etanolu
s 2,5 ml 99,8% l'adovej kyseliny octovej.

e 0,01M citratovy pufer: (pH 4,8): zmieSat' 40 ml 0,01M kysliny citrénovej zmieSat
s 60 ml 0,01M citratu trisodného, upravit pH.

e 1% enzymovy roztok: zmieSat 0,5 g celulazy R10 Onozuka, 0,5 g celulazy, 0,5 g
pektolyazy, 0,5 g cytohelikazy a 0,25 g pektindzy v 50 ml 0,01M citratového pufru,
uskladnit’ pri teplote —20 °C.

e 20x SSC: 175,3 g chloridu sodného a 88,2 g citronanu sodného rozpustit za staleho
miesania v 800 ml ddH»O, doplnit’ vodou do 1 000 ml a upravit’ pH na 7,0.

e 2x SSC: 100 ml 20x SSC zmieSat s 900 ml ddH2O.

e 4% formaldehyd: 82,5 ml 2x SSC + 10 ml 37% formaldehydu

e 3% blokovaci roztok: 3% BSA + 0,05% Triton X-100

e 1% blokovaci roztok: 1% BSA + 0,1% Tween 20

e nanasaci pufer: 1% bromfenolova modra + 30% glycerol

4.4 Zoznam pouzitych pristrojov

e analytické vahy ABS 80-4N (Kern)

e centrifuga Universal 32 R (Hettich)

e dokumentacny system InGenius LHR s UV transiluminatorom (Syngene)
e horizontalna elektroforeticka komora Midi (Sigma-Aldrich)
e konfokalny mikroskop TCS SP8 SMD (Leica)

e magneticka mieSacka s ohrevom MSH-300 (Biosan)

e magneticky drziak (Invitrogen Life Technologies)

e mikrocentrifuga Spectrafuge 24D (Labnet International)

e mikroskop s fazovym kontrastom CX40 (Olympus)

e mikrovlinna rura (Whirlpool)

e minicentrifuga Prism Mini (Labnet International)

e ohrievacia platiia (Medax)
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e rotacna plosina Intelli-Mixer RM-2L (Elmi)

e spektrofotometer NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific)
e termoblok Dry Bath Incubator (Major Science)

e termocyklér Rotor-Gene Q (Qiagen)

e termocyklér TOne 96 (Biometra)

e ultrazvukovy procesor UPSOH (Hielscher Ultrasonics)

e vortex mixér S0200 (Labnet International)

e vyrobnik l'adu GB 601 (Brema)

e zdroj jednosmerného prudu CS-300V (Cleaver Scientific)

4.5 Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

4.5.1 DNA exktrakcia

K extrakcii DNA bolo pouzitych 500 mg mladych listov jednotlivych rastlin, ktoré boli
zmrazené tekutym dusikom a rozotreté vo vychladenej trecej miske do svetlozeleného prasku.
Vzorka bola prenesena do 15ml plastovej skumavky, ku ktorej bolo po stenach skimavky
opatrne pridanych 8 ml Pufru A na vytvorenie izotonického prostredia k zabraneniu prasknutia
jadier. Skimavka bola ponechana 30 min na 'ade s obasnym pretrepanim vzorky. Po inkubacii
sa vzorka prefiltrovala cez 3-vrstvovi muselinu s vel'kostou porov 20 — 50 um a filtrat bol
centrifugovany 15 min pri 3 000 g a 4 °C. Supernatant bol opatrne odpipetovany a pelet
obsahujuci jadra a ostatné organely bol resuspendovany v 5 ml Pufru B. Vdaka obsahu
neidonogénneho detergentu Tritonu X-100 v tomto pufri doSlo k naruSeniu lipidovych
dvojvrstiev v membranovych organelach (chloroplasty a mitochondrie), a tym k ich
solubilizacii. Vzorka bola ponechand na 10 min v l'ade s obasnym premieSanim a nasledne
centrifugovana 10 min pri 3 000 g a pri 4 °C. Tento krok bol opakovany do ziskania bieleho
peletu. Pre odstranenie detergentu z predchadzajuceho kroku bol vytvoreny pelet
resuspendovany v 8 ml Pufru C a 10 min centrifugovany pri 3 000 g pri 4 °C. Po centrifugacii
bol odstraneny supernatant a pelet obsahujuci jadra bol resuspendovany v 1 ml Lyza¢nom Puffi.
Vzorka bola nasledne purifikovand pridanim 0,5 ml fenol/chloroformu v pomere 1:1
a skumavka bola pretrepavana do vzniku mlie¢neho roztoku. Fenol sluzi na denaturaciu
a vyzrazanie proteinov zo vzorky, zatial ¢o chloroform zvySuje efektivitu fenolu pri denaturacii
a zaroven umoziuje separaciu organickej fazy od vodnej fazy, ktora obal'uje DNA. Po 10 min

centrifugacii pri 11 000 g bola vodna faza obsahujuica DNA prepipetovana do 1,5ml
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mikroskimavky a precipitovana pridanim rovnakého objemu isopropanolu. Vzorka bola
zamieSana a centrifugovana 10 min pri 18 000 g pri 4 °C. Supernatant bol odstraneny a pelet
bol premyty 500 ul 80% etanolom a po odstraneni etanolu bol pelet vysuseny. Vysoké percento
etanolu zabranuje rozpustnostit DNA a umoziluje odstranenie soli, ktoré by mohli interferovat
v nasledujucich experimentoch. Pelet bol resuspendovany v 100 ul ddH>O (aby sa predislo

problémom s resuspendaciou peletu, treba davat’ pozor, aby sa pelet nepresusil).

4.5.2 Elektroforeticka kvantifikacia

Extrahovana DNA bola vizualizovana v agarézovom géli a zaroveni kvantifikovana pouzitim
rozliénych znamych koncentracii DNA. 1% agar6zovy gél bol pripraveny v reagencnej fl'asi
rozpustenim 0,5 g agardzy v 50 ml 1x TAE pufru a naslednym rozpustenim v mikrovinnej rure
za obCasného mieSania. K ¢iremu roztoku boli napipetované 2 pl etidia bromidu a po premiesani
bol roztok schladeny na 60 °C. Po schladeni bol vyliaty do vopred pripravenej elektroforetickej
vanicky a bol do neho vlozeny hrebienok. Po stuhnuti gélu bol hrebienok vybraty a do
elektroforetickej vane bol naliaty 1x TAE pufer tak, aby zakryval cely gél. Do prvej jamky boli
napipetované 2 ul markera relativnej molekulovej hmotnosti a do dalSich jamiek boli
napipetované jednotlivé vzorky v objemoch 5 ul, 10 pl a 15 pl, ktoré boli na parafilme zmieSané
s 2 ul nanéasacieho pufru. Do poslednych Styroch jamiek boli napipetované Styri rozne objemy
DNA so znamymi koncentraciami. Elektroforéza prebiehala priblizne 45 min pri napéati 80 V,

po skonceni bol gél vyhodnoteny pomocou dokumentacného systému s UV transiluminatorom.

4.5.3 DNA sonikacia

Na d’al8iu pracu bola potrebna DNA s vel'kostou v rozmedzi medzi 200 — 800 bp. V 1,5ml
mikroskimavke s nizkou prilnavostou bolo rozpustenych 20 pg genomovej DNA v 400 pl
10x IP Pufru. Na fragmentaciu DNA bolo pouzitych celkovo 7 impulzov s 90% intenzitou po
dobu 15 s na kazdu vzorku. Impulzy boli zabezpecené ultrazvukovym procesorom pri teplote
4 °C. Na overenie vel'kosti fragmentov sonikovane] DNA bola prevedena gélova elektroforéza
v 2% agardzovom géli. Gél bol pripraveny rozpustenim 1 g agardézy v 50 ml 1x TAE pufru
a d’alej obdobnym postupom ako v predchadzajacom pododdieli (4.5.2). Do jamiek v§ak bolo
napipetovanych 4 ul DNA z kazdého cyklu a elektroforéza prebiehala priblizne 1 hod pri napati
80 V. 14 pg sonikovanej DNA zo siedmeho cyklu bolo rozdelenych do dvoch 1,5ml
mikroskamaviek (7 pg DNA na mikroskimavku).
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4.5.4 Imunoprecipitacia hydroxymetylovanej DNA

Vzorky DNA boli 10 min denaturované vo vriacej vode a nasledne okamzite ochladené v 'ade
po dobu 10 min. Alikvot z kazdej vzorky bol uskladneny pri —20 °C na d’alSie pouzitie ako
vstupna (input = IN) kontrola. Tepelna denaturacia umoziiuje I'ahSie naviazanie protilatky tym,
ze spristupiiuje DNA. Do kazdej vzorky bolo pridanych 7 pg monoklonalnych (rat) protilatok
voci 5-hydroxymetylcytidinu. Zmes bola cez noc inkubovana na rotujucej plosine pri 4 °C.
Vdaka relativne vysokej vazobnej afinite Proteinu G voci potkanim protilatkam, bolo do mixu
DNA-protilatky pridanych 50 pl magnetickych Dynabeads Protein G guli¢iek a vzorky boli
2 hod inkubované na rotujucej plosine pri 4 °C. Vlozenim mikroskimavky do magnetického
drziaka bol vytvoreny pelet pozostavajuci z DNA-protilatka-Dynabead Protein G, ktory bol
magnetom pevne prichyteny ku drziaku, zatial o bol supernatant vymyty. Po odobrati
mikroskimaviek z drziaka bolo do kazdej znich pripipetovanych po 1 ml 1x IP Pufru.
Mikroskimavky boli vratené do drziaka atento premyvaci krok bol trikrat opakovany.
Magnetické gulicky boli resuspendované v 250 pl Pufru D s 5 pg proteinazy K na rozstiepenie

vSetkych proteinov. Zmes bola cez noc inkubovana na rotujicej plosine pri teplote 50 °C.

4.5.5 Purifikacia a kvantifikacia hydroxymetylovanej DNA

Vzorky boli extrahované pridanim 400 pl fenol:chloroform:isoamylalkoholu (25:24:1)
a nasledne 30 s vortexované. ViditeI'ne sa oddelila organicka faza, ktord sa nachadzala pod
gélom a vodna faza bola nad nim. Vodna faza bola prepipetovana do novej mikroskimavky
a DNA v nej bola precipitovana pri teplote —80 °C v 800 pl 100% etanolu s 1,5 pl glykogénu
a 16 pl SM roztoku chloridu sodného. Po 10 min centrifugacii pri 20 000 g a pri 4 °C bol opatrne
odpipetovany supernatant a pelet bol resuspendovany v 500 ul 80% etanolu. Nasledne bola
vzorka opét centrifugovana 5 min pri 20 000 g pri 4 °C a supernatant bol odstraneny. Vysusena
DNA (pelet) bola resuspendovand v 70 pl TE Pufru akvantifikovany pomocou
spektrofotometra NanoDrop 2000c. Ako blank boli pouzité 3 pl TE pufru, po zmerani blanku
bol senzor ocCisteny a na senzor bol napipetovany 1 ul DNA vzorky. Imunoprecipitovana
gendmova DNA bola amplifikovana pomocou PCR, na kontrolu PCR produktu (amplikénu)
pred samotnou génovo-Specifickou qPCR. Reakény PCR mix pozostaval z 20 ul ddH»O,
2,5 ul 10x DreamTaq Buffer, 0,5 ul dNTPs, 0,5 pl forward priméra SIAP3YPmF, 0,5 pl reverse
priméra SIAP3YPmR, 0,25 pl DreamTaq Polymerase a 0,75 pl imunoprecipitovanej (IP)
vzorky DNA. Nastaveny PCR profil bol: pociatocna denaturacia na aktivaciu polymerazy 5 s

pri 95 °C, po ktorej nasledovalo 40 cyklov: denaturacia 5 s pri 95 °C a extenzia 30 s pri 60 °C.
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Do 2% agar6zového gélu (priprava gélu vid’ vyssie) bolo napipetovanych 5 ul vzorky spolu
s 2 ul nanaSacieho pufru a pomocou dokumentacného systému s UV transiluminatorom
prebehla vizualizacia. Mnozstvo 5 ng IP DNA bolo odlozené na stanovenie obohatenia

pomocou génovo-§pecifickej qPCR.

4.5.6 Génovo-Specificka qPCR

Kvantitativne PCR boli prevedené na promotorovych oblastich génov SIAP3/SvAP3;
SIDD44/SvDD44; SI3/Sv3; S14/Sv4; SI17/Sv7, SISs/SvSs. Zoznam Specifickych primérov je
v Tabul'ke 1. Reakény mix bol pripraveny nasledovne: 5 ul 10x SensiFAST HRM Kit, 3,5 pl
ddHO0, 0,5 pul forward priméra, 0,5 ul reverse priméra, 0,5 ul vzorky DNA — bud IN DNA ako
normalizacna kontrola alebo 0,5 pl IP DNA. Amplifikdcia prebiehala v termocykléri
Rotor-Gene Q s nastavenymi PCR podmienkami: poc¢iato¢na denaturacia na aktivaciu DNA
polymerazy 5 s pri 95 °C, po ktorej nasledovalo 40 cyklov: denaturécia 5 s pri 95 °C a extenzia

30 s pri 60 °C.

Tabulka 1: Zoznam pouzitych primérov pre qPCR (navrhnuté Dr. Rodriguezom).

Nazov priméru  Sekvencia priméru 5' — 3’

SvAP3PR: GGCAACCATACTCTTGAATGAARAAC

SvAP3PF: AGTCTTTTGATGTGTTCATTGAGATGA
SIAP3XP{R: AANGGGCATTAACCAAAATCCG

SIAP3XP1F: ACAAGTTTGATTATTTTGAATTTCGGT
SIAP3XPmR: AACAAATGATTGAAACGGCTTCG

SIAP3XPmF: AAAGAGGCTCATTGTCATACTACA
SIAP3YPmR: ACCCGAAATAGACCCGAAACC

SIAP3YPmF: TTTGAGATGATTAGACATTACGTTAACT
Sv3PR: ATTCCGCTAGTCAAATCTTCTTTCT

Sv3PF: AGGAAGTGGATTCGAACGTGA

SI3XPfR: ATATAATCTCCTTGAAAGTCTTTTCTTTTGACC
SI3XPAF: GTGTTTGTGAAGAATGTATTTTATATGGGTTTC
SI3XPmR: ATAARAAGCTAGCTAAACCATTGGAATAATATGG
SI3XPmF: AATGGTAGGCTATTTGTTACTAGCTTGATAAAT
SI3YPmR: AATATATAATCTCTACTCACCTTAATCAAACCG
SI3YPmF: GTAATACTACGGTTTTCCTATCTTAGCTTAGAG
Sv7PR: GCCACCTTTGTTTTACTTCTATATATGTATGAT
Sv7PF: AANGGGTACACGATAGAAAATGAAAANCTATAG
SI7XPfR: GGCATAATATCTITTITGTGAGTTTATATATGTCG
SI7XPAF: CCGGTAGAGTTACTTTAATGGAGAATATTTATT
SI7XPmR: ACCTCTTTTACTCTGACAAGCCC

SI7XPmF: ACTCTACCCGATCTCAACACG

SI7YPmR: CGATATTTACTAAAACGTGTCGATATAAATCAG
SI7YPmF: GTGTTATTCTTTCCTTGCTTTGTTTTACTTCTA
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SvSsPR: TTTTACCAATTTGTCACTTAACCCCCACTTTTT

SvSsPF: GGTTTAACTTCCCCATAAAACTAARAAGAATAAG
SISsXPfR: AANGGGCATTAACCAAAATCCG

SISsXPfF: ACAAGTTTGATTATTTTGAATTTCGGT
SISsXPmR: TCCGACCCGTATAAACCCGT

SISsXPmF: TCAAACGGGTCGGATGTACG

SISsYPmR: TCCATGTCTTACAAACGCAATCA

SISsYPmF: AGGGTAAAGACACAGTTTCTTCCT

SvDD44PR: GGAAAATAAGTCATTTTAGATACCTGATAACCT
SvDD44PF: GATATTTCAGGTAGCTTATTTGATCAAAGTAGT

SIDD44PXP{R: AACAAGTCAATTCGTGTCATTTCG
SIDD44PXPfF: GTGATCCGAATAGTGTGACTCGA
SIDD44PXPmR: AAGGTTAGTTCAGGTGGGCG
SIDD44PXPmF: TAAGGCAGACCCGAGACTCA
SIDD44PYPmR: TGTGGGTTAATAGATGGGGAAAGG
SIDD44PYPmF: ACTCACATTTTCAAATCTTGTTCCT

Sv4PR: ATGAATTAACAAATCGACATCGCAATAAATCTG
Sv4PF: GGAAGAATCTTTGAAATTGAAGAATTTACAGTG
SI4XPfR: ATTGACTGAGAAGTGAGAAAGTACTCGTAAGTC
S14XPfF: ATTGAAGAATTTACAGTGAAAAGAAGAGAAGAC
SI4XPmR: TATTATCATCAATCTCAATACTCAGATCTGTTC
S14XPmF: GATGATCTAGTTAGATTATAATCTGGGTCATTG
SI4YPmR: TTATCATCAATCTCAAATCTCAATACTCAGATC
SI4YPmF: GATCTTATTAAATTATCATCTGGGTCAATCTCA

4.5.7 Priprava chromozomovych preparatov

Semena boli preplachnuté v 50% etanole, 20 minut v 15% Save anasledne boli opat
preplachnuté v 50% etanole. Takto sterilizované semena boli ulozené na dve vrstvy
navlhéeného filtraéného papiera do Petriho misky a uloZzené v chladnicke na 7 dni pri 4 °C.
Nasledne boli semena ponechané dva dni kliCit pri laboratornej teplote vtme. 2mM
hydroxyurea, inhibitor DNA syntézy, bola pridana na filtracny papier k naklicenym semenam,
tak aby boli celé korene ponorené v roztoku aboli inkubované pri laboratornej teplote na
dosiahnutie bunkovej synchronizacie. Korene boli nasledne po 16-tich hodinach trikrat
preplachnuté redestilovanou vodou a ponechané v nej na 4 hodiny pri laboratérnej teplote.
Pridanim 0,05% kolchicinu na 2 hodiny boli bunky zastavené v metafaze cyklu narusenim
&innosti deliaceho vretienka. Skalpelom boli odrezané aktivne korene s dizkou do 1 cm, ktoré
boli umiestnené na 20 hod do 'adovej vody, aby sa zvysil vyskyt metafazovych buniek. Korene
boli prenesené do 50 ml Clarkovej fixaze, v ktorej boli dva dni fixované pri laboratornej teplote.

Takto oSetrené korene boli ulozené v rovnakom roztoku pri teplote —20 °C.
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Korene boli dvakrat po 5 min premyté v 0,5 ml l'adovej vody a dvakrat po 5 min v 0,5 ml
0,01 M citratového pufru. Pocas premyvania boli skalpelom odstranené nemeristématické casti
pletiva. Korenové Spicky boli na hodinovom sklicku osetrené 200 ul 1% enzymovym roztokom
po dobu 120 minut pri teplote 37 °C, aby doslo k hydrolyze bunkovej steny a naslednému
zméknutiu korefiového pletiva. Apikalne meristémy boli po maceracii opat’ dvakrat po 5 min
premyté v 0,5 ml 0,01M citratového pufru na vymytie zvyskovych enzymov. Dalej boli
koreriové Spicky premyté v 1 ml vychladeného 96% etanolu v rovnakom hodinovom sklicku
a po 10 minutach bol etanol nahradeny Cerstvo pripravenou Clarkovou fixazou, v ktorej ostali

aspofi 5 minut (10 — 15 pl fixaze na jednu koretiovu Spicku).

Koretiové Spicky boli prenesené do 1,5ml mikroskimavky a pomocou preparacnej ihly boli
roztlacené koreniové meristémy. Obsah mikroskimavky bol dokladne pretrepany, aby doslo
k vytvoreniu bunkovej suspenzie. Na platiiu vyhriatu na 50 °C boli polozené 3 vrstvy
papierovych utierok nasiaknutych vodou, na ktoré boli umiestnené vopred vychladené podlozné
skla. Zo vzdialenosti priblizne 20 cm bolo na jedno podlozné sklo vypustenych 10 pl bunkovej
suspenzie a suspenzia bola 2 minuty inkubovana na platni spolu s 10 ul Clarkovej fixaze.
Nasledne sa sklo umiestnilo na platiiu bez papierovych vreckoviek a 1 min sa susilo. Po
vysuSeni skla bola skontrolovana kvalita pripravenych prepardtov pomocou mikroskopu

s fazovym kontrastom a vhodné preparaty boli uskladnené v 96% etanole pri teplote —20 °C.

4.5.8 Fluorescencna in situ hybridizacia

Nasledna uprava preparatov prebiehala pri laboratornej teplote a pouzité roztoky boli
umiestnené v doze na mikroskla podl'a Coplina. Prvym krokom bolo umiestnenie preparatov
na 5 min do 2x SSC, potom boli podlozné skld pomocou pinzety premiestnené na 5 min
do Clarkovej fixaze a nasledne boli opat’ premyté v 2x SSC po dobu 10 min. Podlozné skla
s chromozomami boli fixované 10 min v 4% formaldehyde pri laboratornej teplote a na jeho
vymytie boli skld dvakrat po 5 min oplachnuté v 2x SSC. Preparaty boli dehydratované

v etanolovej sérii 70/90/96% etanolu po 2 min a vysuSené v zvislej polohe.

Hybridizacny mix bol pripraveny podl'a Tabul'ky 2, v ktorom ako referenéna DNA sonda 1 bola
pouzita tandémova sekvencia v subtelomére X-43.1 a ako DNA sonda 2 bola pouzita sekvencia
pre GAG doménu LTR retrotranspozénu Athila CL10 (Cermak et al., 2008). Sondy boli pred
pouzitim denaturované 10 min pri teplote 85 °C a nasledne boli 5 min inkubované v 'ade. Na
podlozné skla s chromozémami bolo pripipetovanych 20 pl hybridiza¢nej zmesi. Potom boli

podlozné skla prekryté krycimi a vzorky boli denaturované na platni vyhriatej na 80 °C po dobu
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3 min. Na skl bolo pridané VectaShield montovacie médium doplnené o DAPI a boli ulozené
do tmy. Snimky chromozomov boli zachytené konfokalnym mikroskopom s prislu§nymi
optickymi filtrami, spracované v softwari LAS AF (Leica) a postprocesované pomocou

dekonvolu¢ného modulu Lightning (Leica).

Tabul'ka 2: Priprava hybridizaéného mixu pre celkovy objem 20 ul so stringenciou 93 %.

Latka Objem [ul] Vysledna koncentracia
100% formamid 10 50 %

50% dextran sulfat 4 10 %

20x SSC 0,2 0,2x

DNA sonda 1 (X-43.1) 1 25 — 100 ng/sklicko
DNA sonda 2 (Athila CL10) 3 25 — 100 ng/sklicko
ddH:0 1,8 -

4.5.9 Imunofarbenie na detekciu S-hydroxymetylcytozinu

Uprava preparatov s chromozémami, ktoré boli zmrazené na —20 °C prebiehala ako pri priprave
preparatov pre FISH (4.5.8) do kroku postfixacie a premytia v etanole. Aby sa predislo
neSpecifickému naviazaniu protilatok, tak na podlozné skla bol pridany 3% blokovaci roztok
a boli blokované 30 min pri 37 °C. Nasledne boli vzorky inkubované 60 min pri 37 °C
s primarnou protilatkou (anti-5-hydroxymetylcytidin z imunizovaného potkana), ktora bola
riedend v pomere 1:500 v 1% blokovacom roztoku. Po inkubécii boli vzorky nechané na
10 min pri laboratornej teplote a potom boli trikrat po 5 min premyté v 1x PBS. Sekundéarna
protilatka (anti-rat konjugovand s FITC fluorochromom) riedend v pomere 1:200 v 1%
blokovacom roztoku, bola inkubovana spolu so vzorkou 60 min pri teplote 37 °C. Nenaviazané
sekundarne protilatky boli vymyté v 1x PBS (trikrat po 5 min) a nasledne boli dehydratované
v etanolovej sérii 50/70/96% etanolu po 2 min. Na skla bolo pridané VectaShield montovacie
médium doplnené o DAPI a boli ulozené do tmy. Snimky boli zachytené konfokalnym

mikroskopom s prislu§nymi optickymi filtrami, spracované v softwari LAS AF (Leica).
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5 VYSLEDKY

5.1 hMeDIP

Prostrednictvom gélovej elektroforézy v 1% agar6zovom géli bola overena uspesnost DNA
extrakcie. Pritomnost’ jedného pruhu potvrdzuje, ze extrahovand DNA je v celku a nie je
fragmentovana (Obr. 10). Sucasne boli opticky odhadnuté koncentracie DNA. Na vypocet
DNA koncentracie je potrebné v géli separovat tri rozlicné objemy extrahovanej DNA
a najmenej Styri rozli¢né zname koncentracie DNA pre matematicky vypocet prostrednictvom

softwaru na analyzu gélu (napr. Gel Analyzer).

L L i L i i ‘My, ‘\M\w wm L

Obrazok 10: Opticka kvantifikacia genomovych DNA extrahovanych z druhov Silene.
V prvej jamke oznaCenej M je 100 bp marker relativnej molekulovej hmotnosti, Cisla nad
pruhmi DNA su napipetované objemy v ul prislusnej extrahovanej DNA a Cisla vpravo

oznacuju koncentraciu znamej DNA v ng/ul. Separacia v 1% agar6zovom géli.

Genomovu DNA bolo potrebné pred imunoprecipitaciou fragmentovat na kratsie useky, ¢o
bolo docielené sonikaciou. Priemerna velkost DNA fragmentov bola 400 bp, priCom sa
velkosti pohybovali v rozmedzi od 200 do 800 bp. Smuhy DNA indikuju, Ze velkost DNA sa
zmenSovala kazdym cyklom, az kym nebola dosiahnuta optimalna velkost” fragmentov pre
DNA imunoprecipitaciu. Fragmenty DNA boli pouzité zo siedmeho cyklu a mali priemerna

vel'kost’ 500 bp (Obr. 11).
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Obrazok 11: Sonikacia genomovej DNA. V prvej jamke oznacenej M je 100 bp marker
relativnej molekulove] hmotnosti a v nasledujucich jamkach su ¢islami oznacené prislusné
vzorky S. latifolia (0 — intaktna gDNA, 1 — DNA po prvom cykle sonikacie, 3 — DNA po tretom
cykle sonikacie, 5 — DNA po piatom cykle sonikacie a 7 — DNA po siedmom cykle sonikécie).

Separacia v 1% agardzovom géli.

Génovo Specifické priméry boli overené v 2% agardozovom géli prostrednictvom separacie
Specifickych produktov. V tomto pripade (Obr. 12) bol amplifikovany Specificky usek génu
SIAP3 vo vzorkach imunoprecipitovanych DNA. Na zaklade intenzity pruhov moézu byt
identifikované rozdiely v obohateni, ale skutocné rozdiely mézu byt dokladne zmerané iba
pomocou qPCR. Vdaka markeru relativnej molekulovej hmotnosti vieme urcit, ze velkost
amplifikovaného DNA fragmentu bola priblizne 100 bp, ¢o koreSponduje s oakavanou

vel'kostou daného produktu.
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Obrazok 12: Overenie kvantity 5-hmC imunoprecipitovanej DNA. V prvej jamke
oznacenej M je 100 bp marker relativne] molekulovej hmotnosti, v druhej jamke 5S-mC IP DNA
(pouzita z predchadzajucich experimentov) a v tretej] jamke 5-hmC IP DNA. Separacia v 2%

agardzovom géli.

Po prevedeni génovo Specifickej qPCR bolo 10 replikonov IP DNA kazdého génu
klastrovanych do jednej hodnoty na porovnanie s hodnotou IN DNA. Data z qPCR boli
spracované pomocou softwaru LinReg, ktorého vystupom boli hodnoty No inverzné ku Ct
hodnotam, a tie boli pouzité k vypocitaniu obohatenia dané¢ho génu 5-hmC na zaklade vzorca:
5-hmC IP DNA/IN DNA. Gény s hodnotami vyssimi nez 2 mézu byt povazované za obohatené
modifikaciou 5-hmC (dany gén je regulovany 5-hmC) a gény s hodnotami nizs§imi nez 2 st
povazované za neobohatené. Ziskané hodnoty su zaznamenané v Tabulke 3 a Tabulke 4.
Oznacenie jednotlivych pohlavne viazanych génov u S. latifolia a ich autozomalnych
homolégov u S. vulgaris pouzitych v tejto analyze obsahuje: kod nazvu génu s pridavnymi

informaciami ako X (X alela); Y (Y alela); P (promotor); f (samica); m (samec).

Tabul'ka 3: Obohatené gény s vypocitanym pomerom obohatenia.

Obohateny gén Pomer obohatenia
SvAP3P 2,569

SIAP3YPm 3,180

SI3XPf 13,861

SI7XPf 9,618

SI7YPm 9,355

SISsYPm 10,070
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Tabul'ka 4: Neobohatené gény s vypocitanym pomerom obohatenia.

NOG PO NOG PO NOG PO
SIAP3XPf 0,819 S14XPf 0,448 SIDD44XPf 0,976
SIAP3XPm 1,184 S14XPm 0,258 SIDD44XPm 1,105
Sv3P 0,133 SI4YPm 0,944 SIDD44YPm 0,950
SL3XPm 0,522 Sv7P 0,869 SvSs 0,531
SI3YPm 0,715 S17XPm 0,272 SISsXPf 0,709
Sv4P 0,122 SvDD44P 0,152 SISsXPm 0,443
*NOG (neobohateny gén); PO (pomer obohatenia)
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Graf 1: Vypocitané hodnoty pomeru obohatenia 5-hmC imunoprecipitovanej DNA.

Hodnoty vynesené z Tabulky 3 a z Tabulky 4. Ciernou je vyznalend hranica urujuca

obohatenie vo&i 5-hmC. Oranzové stipce (nad 2) st obohatené gény a zelené stipce (pod 2) st

neobohatené gény. Na osi X st oznaenia génov, na osi Y je pomer obohatenia.

Krivky génov obohatenych 5-hmC su na grafe vynesené vl'avo od vstupnej kontroly (IN DNA)

(pozitivne obohatenie — Graf 2), pretoze obohatena DNA nebola vymyta v elu¢nom kroku na

magnetickom drziaku a vysoko obohatené DNA fragmenty ostali v skimavke (komplex DNA-

protilatka-Dynabeads Protein G bol silno naviazany na magnet a nenaviazana DNA bola

vymytd). Krivky génov nepodliehajucich regulacii 5-hmC st vynesené vpravo od vstupne;j

kontroly (zdporné obohatenie — Graf 3).
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Gén Apetala 3 (oznaCeny ako SIAP3YPm) na Grafe 2 reprezentuje pozitivne obohatenie.
Vysledkom je, ze ziskana Ct hodnota (cyklus, v ktorom exponencialna amplifikacia presiahla
urovenl pozadia) tohto génu z IP DNA je nizsia nez Ct hodnota z IN DNA. Na druhe;j strane,

gén Spermidine synthase (oznaCeny ako SISsXPm) na Grafe 3 reprezentuje zaporné obohatenie.

Graf 2: Graf reprezentujuci pozitivne obohatenie S-hmC imunoprecipitovanej DNA.
Fialova krivka zobrazuje 5-hmC imunoprecipitovanu DNA a zelen4 krivka zobrazuje vstupna
DNA. Zatienena oblast reprezentuje logaritmicku amplifikaciu. Na osi X je pocet cyklov PCR,

na osi Y je rastuca fluorescencia.
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Graf 3: Graf reprezentujuici zaporné obohatenie S-hmC imunoprecipitovanej DNA.
Cervena krivka zobrazuje vstupnii DNA a modra krivka zobrazuje 5-hmC imunoprecipitovans
DNA. Zatienena oblast reprezentuje logaritmicku amplifikaciu. Na osi X je pocet cyklov PCR,

na osi Y je rastuca fluorescencia.
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5.2 FISH

Pomocou konfokalnej mikroskopie boli zobrazené vzory vybranych repetitivnych elementov

na metafazovych chromozomoch S. latifolia (Obr. 13).

Po in situ hybridizacii genomovej DNA S. latifolia so sondou tandémovej repeticie
transponovatelného elementu X-43.1 bola lokalizovana tato sekvencia na oboch typoch
chromozomov (pohlavnych aj autozémoch). Na pohlavnom chromozéme Y bola sonda
vizualizovana v subtelomére na q ramienkach, kde sa zaroveil nachddza aj rekombinantna
oblast Y chromozému - pseudoautozomalna oblast (PAR). Na X chromozome bola
vizualizovana v subtelomérach oboch ramienok, teda na q aj p ramienkach. Pritomnost tejto
sondy nebola detegovand len na jednom pare autozomov. U ostatnych desiatich parov

chromozomov sa nachadzala vzdy minimalne na jednom ramienku.

Sonda GAG domény LTR retrotranspozonu Athila CL10 bola lokalizovana po celom genome,
najviac v§ak na pohlavnych chromozomoch. V ramci pohlavnych chromozémov bola vo vicse;

miere akumulovana na Y chromozome, nez na X chromozéme.

Obrazok 13: Distribucia retrotranspozonu Athila CL10 na metafiazovych chromozémoch
Silene latifolia. Chromozoémy boli vizualizované pomocou DAPI (modra). Subtelomérova
sonda X-43.1 znacena SpectrumGreen-konjugovanymi nukleotidmi (zelend) a sonda pre GAG
doménu retrotranspozénu Athila CL10 znafena Cy3-konjugovanymi nukleotidmi (Cervena).

Pohlavné chromozémy oznacené prislusnymi pismenami (X, Y). Mierka reprezentuje 10 um.
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5.3 Imunolokalizacia 5-hmC

Distribucia 5-hydroxymetylcytozinu bola pozorovana naprie¢ celym gendémom na vSetkych
chromozémoch (Obr. 14). NajvyznamnejSou oblastou vyskytu 5-hydroxymetylcytozinu boli
telomérové a subtelomérové oblasti chromozémov. U pohlavnych chromozomov sa v tychto
miestach nachadza uz vys§ie spominana pseudoautozomalna oblast’, ktord je miestom
rekombinacie génov pocas meiotického delenia (u Y chromozomu iba na q ramienkach).
Priblizne polovicny pocet autozomov obsahoval bohaté oblasti na 5-hydroxymetylcytozin,

u piatich parov sa tieto oblasti nachadzali len na okrajoch chromozémov.

Obrazok 14: Imunolokalizicia 5-hydroxymetylcytozinu. S5-hydroxymetylcytozin bol
lokalizovany pomocou FITC znacenej sekundarnej protilatky (zelend). Chromozémy boli
vizualizované pomocou DAPI (modra). Pohlavné chromozémy su oznacené prislusnymi

pismenami (X, Y). Mierka reprezentuje 10 um.
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6 DISKUSIA

Imunoprecipitacia hydroxymetylovanej DNA (hMeDIP) pontka vysoko efektivnu moznost
ziskania obohatenej hydroxymetylovanej DNA s pokrytim celého gendmu. V tejto metode,
monoklonalna  protilatka ~ vo¢i  5-hydroxymetylcytidinu  Specificky  rozpoznava
a imunoprecipituje hydroxymetylované cytoziny v nativinych DNA fragmentoch, o umoziiuje
zacielit frakciu hydroxymetylovanych motivov na zéklade interakcie protilatky
s modifikovanou DNA (Li a Tollefsbol, 2021). Po skombinovani hMeDIP a qPCR, mdze tento
pristup d’alej pontiknut’ analyzu obohatenia Specifickych oblasti génov s vyuzitim endogénnej
DNA kontroly a bez potreby referencného gendému ako v bisulfidovom sekvenovani.
Bisulfidové sekvenovanie (eventualne TET-asistované sekvenovanie) je tiez viac ¢asovo

a finan¢ne naroc¢nejsie ako metoda hMeDIP.

Pomer obohatenia jednotlivych génov v nasej analyze bol vypocitany na zaklade vzorca 5-hmC
IP DNA/IN DNA. Gény s hodnotami vys§imi ako 2 povazujeme za obohatené a gény
s hodnotami niz§imi ako 2 povazujeme za neobohatené (vid’ Graf 1). Obohatené promotoroveé
gény obsahuji hydroxymetylované cytoziny, ktoré sa mézu podielat’ na regulécii génovej
expresie, na procese tvorby heterochromatinu alebo by mohli byt sucastou pocesu aktivnej
demetylacie. Ako obohatena bola detegovand promotorova oblast chromozomu Y génu
Apetala 3 u Silene latifolia (SIAP3YPm), ktorG modzeme spojit s pritomnostou
transponovatel'ného elementu vo vzdialenosti do 1 kb. Transponovatel'ny element sa nachadza
vo velkom introne 2 (23,855 bp), ktory obsahuje dva rdzne retrotranspozony medzi sebou
premieSané. Zaroveni porovnanim Struktury promoétorovych sekvencii tohto génu u X a Y
chromozomu boli najdené vyznamné rozdiely. Cast prométora na Y chromozome je tvorena
6 bp priamym opakovanim. Oba konce opakovania su ohrani¢ené obratenymi tandémovymi
repeticiami (Cegan et al., 2010). V dosledku akumulécie retrotranspozoénov v ramci jedného
intronu v Y kopii génu AP3 mozeme oCakavat epigeneticky indukovanu represiu vlozeného

transpozonu, ¢o by mohlo ovplyvnit obohatenie jeho promotorovej oblasti.

Pouzitim fluorescencnej in sifu hybridizacie sme vizualizovali homogénne rozsirenie GAG
domény Specifickej pre retrotranspozon Athila CL10 v genome S. latifolia. V ramci pohlavnych
chromozomov bola sonda viac akumulovand na Y chromozome ako na X. Va¢§ina chomozému
Y je nerekombinujuca, ale mald distdlna cast q ramena, pseudoautozomalna oblast,

rekombinuje s X chromozémom. V tejto Casti sonda nehybridizovala.
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Akumulacia mnohych typov repetitivnych sekvencii v genome (satelity, mikrosatelity,
plastidové sekvencie, transpozony) hra (epigeneticku) rolu v degeneracii Y chromozému.
Inzercia transpozonu je Casto regulovana prostrednictvom RNAi mechanizmov, ¢o vedie
k metylacii cielovych sekvencii DNA. Metylacia sa $iri do oblasti obklopujucich transpozony
s lokalnym G&inkom na expresiu viazanych génov (Rodriguez Lorenzo et al., 2018). Stadium
distribucie a akumulacie tychto repeticii je dolezité, pretoze nedostatok rekombinacie
v pohlavne Specifickych oblastiach vedie k akumulacii Skodlivych mutacii a naslednej
degeneracii. Znizena efektivna geneticka aktivita chromozému Y je jednou z hlavnych pricin
veducej ku genetickej degeneracii tohto chromozému (Charlesworth, 2013). Existuje vSak aj
dokaz, ze gény viazané na Y chromozom maju nizsiu mieru expresie ako ich homology viazané

na X chromozom, a to v dosledku inzercie transponovatel'nych elementov (Cegan ez al., 2010).

Specifické protilatky sme tiez pouzili na vizualizaciu distribucie 5-hydroxymetylcytozinu
v genome S. latifolia na metatazovych chromozémoch. Ako sa dalo ocakavat, tak
najvyraznejSie oblasti lokalizacie boli telomérové a subtelomérové oblasti chromozoémov.
Nedostatok imunolokalizacného signalu v intersticialnej oblasti Y chromozému mozno
vysvetlit' skuto¢nostou, ze Y chromozom stale obsahuje niekol'ko stoviek aktivnych génov
(Bergero a Charlesworth, 2011). Autozoémy taktiez obsahuji bohaté oblasti na
5-hydroxymetylcytozin, ale priblizne u polovice znich sa tato oblast nachadzala len na

okrajoch chromozomov.

Metody analyzy DNA zalozené na imunoafinitnom obohateni DNA sa v poslednom obdobi
zacali vyraznejSie vyuzivat'. Citlivost’ Specifickych monoklonalnych protilatok voci réznym
epigenetickym modifikaciam je jednym z klI'aCovych prvkov tejto metody. Okrem toho je tato
metoda citlivejSia v oblastiach s vysokym obsahom CpG dinukleotidov, pretoze su tieto
sekvencie DNA efektivnejSie zachytené (Soozangar et al., 2018). R6zne molekularne metody
poskytujuce moznost selekcie aanalyzy metylovanej a nemetylovanej DNA v cielovom
genome pozostavaju z troch hlavnych faz. V prvej faze dochadza k rozlisSeniu metylovanych
a nemetylovanych DNA fragmentov pomocou bisulfidove] konverzie, Stiepenia enzymami
citlivymi na metylaciu alebo fyzickej separacie pomocou $pecifickych protilatok. Druhou fazou
je amplifikacia DNA pomocou PCR. Poslednym krokom je urCenie stavu metylacie DNA, a to

bud’ globalne, Specifickych génov alebo celogendmovo (Khodadadi ez al., 2021).
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7 ZAVER

V poslednych desatroCiach presli metddy analyzy DNA vyuzivané v epigenetike velkou
revoltciou. Zvolit vhodny pristup k analyze zavisi od cielov §tudie. Ziadna metoda nebude
vhodna pre vSetky aplikacie. Kazda metdda ma svoje klady a zapory, ale vd'aka znalosti typu
informécie ziskanej danou metddou s vyskumnici schopni vybrat si najvhodnejsiu metodu na

zaklade vlastnych potrieb.

Metod schopnych detegovat S-hydroxymetylcytozin je stale nedostatok. Preto sme sa rozhodli
vykonat’ analyzu metdédami schopnymi zamerat’ tito modifikaciu, ktoré si cenovo dostupné,
technicky nenaro¢né a vyzaduju bezne dostupné vybavenie vacSiny vedeckych inStitacii.
Ziskané vysledky nam poskytli prehl'ad o distribucii 5-hydroxymetylcytozinu v gendme Silene
latifolia, o obohateni vybranych pohlavne §pecifickych génov touto cytozinovou modifikaciou

a jej moznu spojitost’ s vyskytom transponovatel'nych elementov v blizkosti danych génov.
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