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Souhrn

Predlozena bakaldiska prace se zabyva analyzou bunécného cyklu vybranych
rostlin, lisicich se ve velikosti genomu a obsahu repetitivnich DNA oblasti S mySlenkou

zjistit, zdali se tyto 2 druhy lisi pribéhem bunéc¢ného cyklu.

Predmétem teoretické Casti bakalafské prace bylo vypracovat literdrni resersi
0 prutokové cytometrii a jejim vyuziti v mnoha oborech, zvIasté v rostlinné biologii. Déle
byl popsan bunécny cyklus a jeho jednotlivé faze déleni. Posledni kapitola teoretické Casti

je vénovana charakterizaci pouzitych rostlin a jejich taxonomickému zatazeni. .

V praktické casti byl analyzovan bunécny cyklus vybranych rostlin. Prvni ¢ast
prace je vénovana optimalizaci samotné metody, kterd vyuziva novy pristup znaceni DNA
pomoci 5-ethyl-2'deoxyuridinu. Druha cast praktické Casti je zaméfena na samotné méfeni
délky S faze bunécného cyklu je¢mene. Vychazi ze ziskanych optimalizaci a pfedstavuje
prubéh bunééného cyklu je¢mene. Vzhledem k omezenému mnozstvi semen valecky,
ktera jsou nyni pfemnozovana, nebyla provedena celkova analyza bunééného cyklu, ovsem
pii vypracovavani metodiky znaceni pro tuto rostlinu bylo pozorovano, Ze celkova délka

buné&¢ného cyklus je kratsi nez u jeémene.



Summary

This bachelor thesis deals with an analysis of the cell cycle of plants by flow

cytometry.

For cytometric analysis two plants with different genome size were chosen and
different content of the repetitive DNA. The main idea was to compare the duration of the

cell cycle in these two plants.

Theoretical part of the barchelor’s thesis deals with flow cytometry especially in
plant biology. All phases of the cell cycle are also described. The last chapter of theoretical
part is focused on selected plant species and their taxonomic classification and description.

In practical part the cell cycle these two plants was analyzed. First of all was
necessary to optimalize the method with all the parameters including labelling
of 5-ethyl-2'deoxyuridine. The second chapter was based on the obtained optimalizations
and represents results of duration of the barley cell cycle. There was big limitation, because
we did not have enough seeds for whole analysis of the Brachypodium cell cycle, but we

suppose that total length of cell cycle is shorter then barley’s.
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1 Uvod

Pratokova cytometrie je moderni, rychle se rozvijejici metoda, ktera je Gspé$né
vyuzivana v mnoha lékatskych a biologickych oborech. Metoda je zaloZena na analyze
Castic, které jsou unaseny v proudu kapaliny jednotlivé za sebou a nasledné analyzovany.
Pied experimentem je nutné specificky nabarvit analyzované ¢astice tzv. fluorochromem,
protoze tyto Castice jsou po ozaieni excitovany na vyssi energetickou hladinu, ale tento
stav je nestabilni, a po navratu na puvodni energetickou hladinu dojde k ¢aste¢nému
uvolnéni svétla a tepla. Pravé uvolnéné svétlo je méfeno pomoci detektorti. Mezi nejvétsi
vyhody patii rychlost, pfesnost a rychléd ptiprava vzorkd. Pro svou jednoduchost ma tato
metoda vyuziti v rostlinné biologii pfi ureni velikosti genomu, stanoveni stupné ploidie

a analyze buné¢ného cyklu, ktery je rozebran v této praci.

Bunéény cyklus je jednim ze zéakladnich znakt eukaryotickych bunék. Je to fada
pochodt, které vedou ke zdvojeni genetické informace a naslednému rozdéleni matetské
buiky ve dvé dcefiné. Délka bunécného cyklu je velmi proménliva a nelze prepokladat,
7e podobné organismy maji stejnou frekvenci déleni. V prabéhu cyklu se stfidaji razné
faze, ato ve stejném potadi: G1, S, G2 a M faze. M faze d¢€li na profazi, prometafazi,
metafdzi, anafdzi a telofazi. K nejvétsim morfologickym zméndm dochazi v pribchu

profaze a cytokineze, avsak nejdelsi dobu celého cyklu zabira interfaze.



2 Cile prace
1) Vypracovat literarni reSerSi o prutokové cytometrii, bunéfném cyklu

a analyzovanych rostlinach.

2) Vypracovat metodiku méfeni a provést analyzu bunécného cyklu pomoci priitokové

cytometrie.



3 Literarni prehled
3.1 Pritokova cytometrie

Prtokova cytometrie (anglicky flow cytometry method, dale jen FCM) se fadi
mezi moderni a v soucasné dobé hojné¢ vyuzivané metody zakladniho i aplikovaného
vyzkumu S Sirokym uplatnénim v mnoha oborech klinického vyzkumu, zoologii,
mikrobiologii, molekuldrni biologii, genetice a botanice. V rostlinné biologii se pouziva
ke stanoveni obsahu jaderné DNA, urceni stupné ploidie a pfi analyze bunééného cyklu
(Dolezel, 1997, Shapiro, 2003). Zakladni princip je zalozen na schopnosti pritokového
cytometru analyzovat fyzikalné-chemické vlastnosti ¢astic, které jsou rozptyleny
v suspenzi (Marinov, 2003; Diaz et al., 2010). V pratokovém cytometru jsou jednotlivé
specificky nabarvené Castice (bunky ¢i chromozomy) unaseny proudem kapaliny jedna
za druhou. Tyto ¢astice prochazeji proudem svétla (laserovy paprsek), ktery je dle zmény

jejich priichodu detekovan a vyhodnocen (Shapiro, 2003).

3.1.1 Historie

Metoda pritokové cytometrie patii k mladS$im analyzacnim metoddm. Nejprve byla
pouzivana pii studiu bakterii a postupem ¢asu pronikla do dalsich oborti, kde je dodnes
hojné vyuzivana (DolezZel, 1997).

Prvni zminky o pratokovém cytometru pochazeji zroku 1934. Ve zminéném
pfistroji byly builkky poprvé kontinudlné a jednotlivé unaSeny proudem kapaliny skrze
kapilaru a byly vyhodnocovany s pomoci fotoelektrického aparatu (Moldavan, 1934).
Vyvoj cytometru pokra¢oval béhem druhé svétové valky, kde se jeho schopnosti vyuzivaly
predevsim pfi analyze bakterii (Gucker et al., 1947). Na rozdil od piechoziho cytometru
byly bunky v tomto pfistroji fokusovany proudem vzduchu. Jiz v roce 1953 byla poprvé
pouzita metoda hydrodynamické fokusace, kterd je pouzivana ve vSech dneSnich
modernich prutokovych cytometrech (Crosland-Taylor, 1953). V roce 1965 M. J. Fulwyer
sestrojil apopsal pristroj pro tfidéni bunék, tzv. sorter, ktery umoznil délit bunky
na zaklade¢ velikosti a bylo tak mozné odd¢lit napt. subpopulaci z heterogenni populace.

Prestoze je vyuziti pritokového cytometru zndmé jiz od roku 1934, prvni prace
vyuzivajici tuto metodu u rostlin byla zveifejnéna az v roce 1973 (Heller, 1973). Zpozdéné
vyuziti cytometrickych metod pfi studiu rostlinnych bunék bylo ovlivnéno problematickym
zpracovanim rostlinnych vzorkd. Rostlinné buiiky totiz obsahuji pevnou bunécnou sténu,
ktera muize obsahovat vedlej$i rostlinné metabolity a ptirozené fluorochromy,

které komplikuji méteni (Dolezel et al., 2007).
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Nékteré techniky ze zacatku vyvoje pietrvavaji dodnes, avsak postupné zlepSovani
laserd, optiky a elektroniky znaéné vyleps$ilo ptvodni metodu, ktera se tak stala bézné
uzivanou v mnoha oborech vyzkumu a méfeni se tak dostalo na dnesni, velmi vysokou

uroven (Herzenberg et al., 2002).

3.1.2 Princip priitokové cytometrie

Zakladni princip méfeni pomoci FCM spociva v usmémnéni proudu castic tak,
aby byly v proudu unageny jednotlivé za sebou. Castice prochazeji proudem svétla, ktery je
podle zmény po pruchodu castic detekovan a elektronicky vyhodnocen.

Pfed samotnym métenim je potieba nejprve piipravit vzorek ¢astic, Coz predstavuje
specifické nabarveni dvouvlaknové DNA pomoci fluorescen¢niho barviva (fluorochromu).
Je dulezité, aby barveni bylo specificky cilené na studovany objekt a zamezilo se obarveni
jinych organel a ostatnich soucasti bunky. V ptipadé nespecifického barveni by mohlo
dochazet k detekci jinych Castic a ovlivnéni konecnych vysledkd. Zaroven je tieba,
aby mnozstvi specifického barviva bylo pifimo umémé mnozstvi obarvené DNA.
Po priichodu &astic se specificky naznacenou DNA a ozéafeni paprskem laseru o urcité
vlnové délce dojde k pfechodu elektronti na vySsi energetickou hladinu. Tento stav je
nestabilni a vzapéti se elektrony vraci zpét na pivodni energetickou hladinu. Pfi tomto jevu
dochazi kuvolnéni energie ve formé tepla a svétla, které je zaznamenano
jako fluorescence. Svételna energie ma niz$i energii a tim padem vétsi vinovou délku
nez laserovy paprsek, coz znamena, ze fluorescenci Ize oddélit pomoci vhodnych filtrti
na zéklade¢ vlnovych délek a nasledné detekovat a hodnotit (Suda, 2005).

z fluidniho, optického a elektronického systému, ktery je doplnén o vhodny software

pro zpracovani dat.
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Obrazek 1. Schéma  pritokového  cytometru (pfevzato a  upraveno  podle:

http://clinchem.aaccjnls.org/content/46/8/1221)

Vzorek castic je pomoci hnaci kapaliny ptivadén kapilarou do prutokové komurky,
ktera tvoii nejdulezitéjsi ¢ast, jadro piistroje. Dochazi zde k ozafeni pozorovanych ¢astic
zdrojem zafeni a k excitaci (Ormerod, 2008). Hlavnim ukolem komurky je zajistit plynuly
prichod c¢astic ausmérnit Castice tak, aby prochazela jedna za druhou, tento jev,
jez zlepSuje ucinnost méfeni, se nazyva hydrodynamicka fokusace (Crosland-Taylor,
1953). Princip spociva v tom, Ze unasejici kapalina je kapilarou pfivadéna pod vys§im
tlakem, nez je tlak suspenze (nosné kapalina) v jeji uzsi ¢asti. Pti vystupu vodniho paprsku
z komurky dochazi ke zrychleni a ¢astice jsou tak nuceny k uspotadanému pohybu
za sebou. Prutok vzorkll kontroluje regulator tlaku, ktery meéni relativni rozdily tlaka
kapalin. KdyZ se zvysi tlak undSejici kapaliny, dojde k zvySeni rychlosti, ale také
K rozsiteni toku (viz obrazek ¢. 2). To zpusobi, Ze se Castice nepohybuji jedna za druhou
a mohou se odchylovat od méfenych thla laseru (Dolezel, 1991; Shapiro, 2003; Rowley,
2012).
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Obrazek 2: Hydrodynamickéd fokusace v pritokové cele s nizkym a vysokym tlakem
vzorku (pfevzato a upraveno podle: Rowley, 2015)

Druhou klicovou ¢ast pritokového cytometru tvofi opticky — systém,
ve kterém se jako zdroj svétla vyuziva laser nebo rtutova vybojka. U obou téchto zdroju je
zadouci, aby ozatily kazdou ¢astici vzorku (Dolezel et al., 2007). Nevyhodou laseru
jako zdroje svétla je vysoka pofizovaci cena. V cytometrech se bézné pouzivaji modré
lasery emitujici zafeni o vinové délce 488 nm a Cervené lasery, které emituji pfi 635 nm.
Rtutové vybojky jsou cenové dostupnéj$i a nabizeji vétSi rozsah vinovych délek,
coz ale pfinasi i nevyhodu spojenou s nutnosti nastavit pozadovanou vlnovou délku
a intenzitu svétla a dal$i zna¢nou nevyhodou muize byt jejich kratkd Zivotnost (Suda,
2005).

Dalsi c¢ast optického systému predstavuji sbérné kandlky, které jsou tvofeny
cockami. Zabudovana dichroicka zrcadla slouzi krozdéleni a usmérnéni paprski
na detektory (Roubalova, 2012).

Posledni ze zminénych ¢asti prutokového cytometru tvoii elektronicky systém,
ktery se sklada z fotodetektord, fotonasobici a pocitacového systému. Fotodetektory
pfijimaji ¢astice fotond a prevadi jejich energii pomoci fotonasobicli na elektricky signal,
ktery je déale detekovan a vyhodnocen V podobé histogramii pomoci softwaru
(Dolezel et al., 2007).

Fluorescence

Cytometrické analyzy vyuzivaji mimo jiné i principu fluorescence, kdy nékteré

latky maji tu schopnost, Ze jsou po ozafeni schopny emitovat svétlo o vyssi vinové délce,

nez byla puvodni. Jednotlivé ¢astice prochazejici cytometrem jsou pied analyzou obarveny

6



fluorochromem a na zakladé znalosti jejich vinové délky je pak mozné vyuzit optickych
filtrt pro jejich oddéleni (viz tabulka 1). Mezi Casto vyuzivané fluorescencni latky patii
fluoresceinizothiokyanat (FITC), phycoerythrin (PE), phycoerythrin-Cyanin 5 (PE-CY5),
peridinin-chlorophyl-protein complex (PerCP), Alexa fluor 488. Mezi ¢asto vyuzivané
fluorochromy  patii  propidium  jodid, ethidium bromid, Hoechst 33258,
4' 6-diamidin-2-fenylindol (DAPI) a dale pak chromomycin a mitramycin (Shapiro, 2003).

Tabulka 1: Priklady pouzivanych flourochromii v pratokové cytometrii

Fluorochrom Excita¢ni vinova Emisni vinova délka
délka (nm)
(nm)

FITC 488 530
Alexa fluor 488 495 519
PE-CY5 488 670
APC 630 661
PerCP 488 675
Propidium jodid 540 615
Ethidium bromid 530 605
DAPI 365 450
Hoechst 33258 365 465
Chromomycin A3 445 570
Mitramycin 445 575

3.1.3 Vyuziti priitokové cytometrie

Pratokova cytometrie je velmi progresivni metoda, kterd umoziuje
multiparametrickou analyzu. Poskytuje Siroké mnozstvi aplikaci, které Ize uplatnit
jak pti vyzkumnych cCinnostech, tak pii kazdodennich rutinnich analyzach. Pomoci
pratokové cytometrie je mozné stanovit obsah jaderné DNA, analyzovat bunécny cyklus,
zjistovat pocet bunck, tridit bunky, méfit ploidii, sledovat bunécéné struktury, detekovat
specifické geny, méfit kumulaci sekundarnich metaboliti v bunce (Suda, 2005).
V lékatstvi se vyuziva pfi diagnostice hematologickych chorob, pfi zjistovani antibiotické
aktivity latek, diagnostice patogennich mikroorganismii a charakterizaci krevnich malignit

(leukémii a lymfomu). Dale se pouzivd k detekci membranovych, cytoplazmatickych



a jadernych antigeni nddorovych bunék, diagnostice vrozenych defektli a fenotypické
analyze lymfocytl ¢ monitorovani HIV pozitivnich pacientii (Sinkorova, 2008; Marinov,
2003). Metoda prutokové cytometrie naléza uplatnéni dokonce v potravinaiském
pramyslu, kde se pouziva pfi vyhodnoceni ucinnosti konzervace potravin, posuzovani
antibakteriadlnich ucinktli, sledovani fermentac¢nich procest, kontrole zivotnosti kvasinek

nebo pfi stanoveni toxicity chemickych latek (Diaz et al., 2010).

3.1.3.1 Vyuziti v rostlinné biologii

Jak jiz bylo zminéno vySe, pritokova cytometrie nalézd v dne$ni dobé i velmi
Siroké uplatnéni v rostlinné biologii, kde se vyuziva pii analyze dédicné informace,
pfi sledovani mikroorganismti pii ranych infekcich ¢i odliSeni a analyze populaci
pfibuznych druht rostlin. Cytometrie mize byt pouZzita pro analyzu protoplastl, jader
I chromozomu.. U protoplastl je mozné zkoumat jejich velikost, obsah chlorofylu v bunce,
obsah alkaloidii a také celkovy obsah DNA, RNA a proteinti. U jader umoziuje analyzu
celkového obsahu DNA, RNA i proteint, poméru AT-GC bazi, délku bunééného cyklu
aumoznuje také tiidit jadra v uréité fazi bunééného cyklu (Dolezel et al., 2007). Diky
specifickému fluorescen¢nimu barveni je mozné pozorovat zastoupeni AT-GC bazi,
obsahu DNA adokonce je mozné i analyzovat nékteré populace chromozomu

¢i chromozomy samotné a ty pak tridit (DoleZzel, 2000).

Cytometrické analyzy jsou tak piesné, ze umoznuji zjiStovat rozdily v DNA
u aneuploidnich jedinct, ktefi se vyznacuji absenci nebo piebytkem chromozomu.
Aneuploidni stav se odliSuje posunem piku analyzovaného jedince oproti standardu
(viz obrazek ¢. 2) (Dolezel et Bartos, 2005). Dale umoziiuje pozorovat zpusob
rozmnozovani rostlin ana zdkladé ploidie je moZzné urcit, zda byly oplozeny rostliny
pohlavné nebo zda semena vznikla z neredukovanych vaji¢ek ¢ipylovych zrn
(Suda, 2005).



900
4x
720

360

Poéet jader

180

u .
0 250 500 750 1000

Relativii intenzita fluorescence

Obrazek 2: Histogram aneuploidie u tetraploidniho jedince (pfevzato a upraveno: Suda,
2004)

Pfed samotnou analyzou je tiecba kazdy vzorek upravit s ohledem na sloZeni
studovaného materialu. Napt. n€které duznaté rostliny mohou obsahovat vysoky obsah
slizovitych latek, které zpuisobuji problémy pti samotné piipravé (Suda, 2005). Dalsi druhy
mohou obsahovat vice sekundarnich metaboliti nebo kiemicité latky. Sekundarni
metabolity je nutné odstranit, a proto se do né€kterych pufrii pridava B-merkaptoethanol
¢1jind redukeni Cinidla, kterd potlacuji interferenci fenolickych latek s fluorescenénim
barvenim DNA (Dolezel et Bartos, 2005).

Me¢éfeni mize byt ovlivnéno 1 jinymi faktory, jako je tfeba rizna barvitelnost Castic
¢1 nepfesnosti pristroje. Mira pfesnosti je ur¢ena tzv. variaénim koeficientem CV, ktery je
dan podilem smérodatné odchylky a primérné pozice piku (Suda, 2005). Tento koeficient
je vyjadren Vv procentech a urcuje rozliSovaci schopnost méteni.

smérodatna odchylka
V= ——"———————— X100 (%)
primérna pozice piku

Pro piesné méfeni je nutné, aby se variacni koeficient pohyboval kolem hranice
3 %. U nékterych rostlin neni mozné této hodnoty dosahnout, protoze obsahuji velké
mnozstvi sekundarnich metabolit a ty tuto hodnotu zvySuji, proto se u nekterych rostlin
akceptuji hodnoty az do 7 % (Suda, 2004). Pro maximalni pfesnost vysledkd je nutné
pfistroj pravideln¢ kalibrovat a optimalizovat, aby se snizily nespecifické signaly
napozadi. Kesnizeni  chybovosti  se  wuzivaji  tzv.  kalibraéni  ¢astice,
jejich nezpochybnitelnou vyhodou je, Ze nemaji vysoké hodnoty rozptylu fluorescen¢niho

zateni a zaroven jsou schopny tvofit shluky. K tomuto ucelu se vyuzivaji fluorescenéné



znacené mikrokulicky nebo pfirodni latky jako napfiklad kufeci ¢i pstruzi erytrocyty
(Dolezel, 1991).

Stanoveni stupné ploidie

Castou a hojné vyuzivanou aplikaci v rostlinné cytogenetice je stanoveni ploidniho
stupné (obrazek ¢. 3), ktery piedstavuje spolu s velikosti genomu jednu ze zakladnich
charakteristik kazdého genomu. Jedna se o jednu ze spolehlivych informaci o testovaném
jedinci, ktera pomaha objasnit nejasnosti v t€Zko definovatelnych taxonomickych

skupinach (Dolezel et al., 2007).

Pro stanoveni ploidie je nutné pouzit tzv. interni standard druhu, u kterého je znama
ploidie ¢i velikost genomu a na zaklad¢ porovnani je pak mozné stanovit ploidii i u nové
analyzovanych polozek. Jako standard se Casto vyuzivaji komeréni plodiny (hrach, rajce,
sOja, kukufice) (Dolezel et al., 1998) nebo napt. kufeci erytrocyty, které se osvédcily

pfi analyzach bananovnikt (Roux et al., 2003).

| Ensete gilletii
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Obrazek 3: Histogram stanoveni relativniho obsahu jaderné DNA.

Bunécna jadra bananovniku Ensete gilletii spolu s jadry druhu Glycine max, ktery byl
pouzit jako vnitini standard, byla barvena propidium jodidem (pfevzato a upraveno:
Dolezel et Bartos, 2005).
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Stanoveni velikosti genomu

Genom piedstavuje veSkerou genetickou informaci organismu a urCeni jeho
velikosti poskytuje jednu ze zakladnich informaci o organismu. V tomto sméru muze
pratokova cytomerie pomérné snadno a jednoduse zjistit absolutni mnozstvi DNA v G1
fazi bunééného cyklu (Dolezel et Bartos, 2005). Pii méfeni obsahu jaderné DNA se opét
pouziva rostlina se znamym obsahem jaderné DNA, ktera je pouzita jako vnitini standard
ana zakladé méfeni je pak mozné urcit velikost genomu studované rostliny pomoci
nasledujiciho vztahu, kdy je pocet parti bazi piepocitan na pikogramy DNA (Dolezel,
2003).

priumér G1 piku vzorku

Obsah 2C DNA ku =
>a vzorku pramér G1 piku standardu X obsah 2C DNA standard (pg DNA)

3.1.4 Vyhody a nevyhody priitokové cytometrie v rostlinné biologii

Mezi nejvétsi vyhody FCM patii citlivost, relativné jednoduché ptiprava vzorka
anizkd cena analyzy, kterd se pohybuje Viadech korun. Cytometrické meéteni probiha
velkou rychlosti, coz umoziuje zanalyzovat rozsdhlé mnozstvi vzork béhem kratké doby
a ziskat tak soubor statisticky reprezentativnich udaji. Moderni pritokové cytometry jsou
schopny analyzovat az desitky parametri najednou s rychlosti az 150 000 castic
za sekundu (Dolezel, 2000). Diky tomu lze pozorovat bunécné atributy jak rozptylu svétla,
tak i parametry zalozené na fluorescen¢nim zatreni (Ormerod, 2008).

Dalsi nespornou vyhodou je, Ze pfi analyzach rostlinnych vzorkii 1ze pouzit témét
vSechny ¢asti rostliny (kotfeny, semena, lodyhy, korunni a kali$ni listky). Dalsi vyhoda je
urc¢ita ohleduplnost vici vzorkim, protoZze pro analyzu sta¢i jen malé mnoZzstvi
biologického materidlu, ¢ehoZ se mize vyuZzivat u ohroZenych druht. Nevyhodou metody
je potieba Cerstvého materialu, protoze jakékoliv necistoty ¢i kontaminace mohou zpusobit
nepiesnosti pii métenti.

3.2 Analyza bunéc¢ného cyklu

Pfi déleni bunky dochazi ke zménam v morfologii a zaroven se cyklicky méni
obsah DNA. Béhem G1 faze ma jadro bunky zakladni mnozstvi DNA 2C (jako hodnota
C se oznacuje mnozstvi jaderné DNA v haploidni sadce). V prib¢hu replikace (S faze)
dochazi ke zdvojnasobeni mnozstvi DNA na hodnotu 4C. V pribéhu G2 faze se obsah
jaderné DNA neméni az do pribéhu mitozy, kdy pii vzniku dcefinych bunék dochazi
k redukci obsahu na 2C (Dolezel, 1991; Suda 2005).
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Pii analyze bunécného cyklu se v dnesni dob¢ s uspéchem vyuzivaji prekurzory
znacené pomoci fluorochromt, které se v prubéhu replikace (S faze) inkorporuji do nové
vznikajici DNA a nasledné jsou analyzovany pomoci prutokové cytometrie. K tomuto
ucelu se v dnesSni dobé vyuzivaji thymidinové analogy, které jsou schopné inkorporace
do specifickych mist DNA. Tyto analogy jsou nasledné znaceny specifickymi azidy
¢i protilatkami  nesoucimi  fluorochrom. Mezi nejpouzivanéj§i analogy se fadi
5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU), diive hodné vyuzivany 5-bromo-2-deoxyuridin (BrdU)
a dalsi, jako je napi. 5-chlorodeoxyuridin (CldU) a 5-jododeoxyuridin (IdU) (Tuttle et al.,
2010). Nazacatku vyzkumu se Ktomuto ucelu znaceni délicich se bunék a jejich
charakterizaci pouzivala metoda autoradiografie pomoci tritovaného (H3) thymidinu,
ktera byla oproti dnes vyuzivanym metodam casové i technicky velmi naro¢na
(Howard et Pelc, 1953). Pomoci této metody bylo ovSem poprvé zjisténo, ze se DNA

replikuje semikonzervativné (Taylor et al., 1957).

3.2.1 BrdU analog thymidinu

Zminény 5-bromo-2-deoxyuridin nahradil ¢asové a technicky naro¢nou
autoradiografii. Princip této metody spociva v chemickém a enzymatickém naruSeni
dvousroubovice DNA (teplo, kyseliny a nukleazy) (Vanderlaan et, Thomas, 1985). Vlivem
denaturace a enzymatického $té€peni pomoci DNazy I vznikne jednovlaknovy fetézec DNA,
na ktery jsou nasledn€¢ navazany specifické monoklonalni protilatky. Ve srovnani
s autoradiografickou metodou je tato metoda rychlejsi, pfi niz§ich nakladech na detekci,
ovSem s vySs$i cCitlivosti a schopnosti rozlisit jednotlivé bunky v S fazi bunééného cyklu
(Grey et al., 1990). Hlavni nevyhodou BrdU znaceni je poSkozeni vzorku pfi vizualizaci

analogt (Choi et Berdis 2016).
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OH

Obrazek 4: Strukturni vzorec BrdU (pfevzato z: https://www.sigmaaldrich.com/
catalog/product/aldrich/850187)

3.2.2 EdU analog thymidinu

Hojné vyuzivané znaéeni pomoci BrdU bylo ve vétsiné ptipadu nahrazeno dal$im
analogem thymidinu, coz je EdU (5-ethynyl-2’-deoxyuridin) (viz obrazek ¢. 6). Metodicky
princip zalozeny na tomto analogu spociva v inkorporaci EDU do DNA v prtbéhu déleni
bunék. Hlavnim principem metody je nahrazeni methylové skupiny, na jejiz misto
se navaze terminalni alkynova skupina v pyrimidinovém kruhu v poloze 5. Po transportu
se vytvoii trisfosfat a ten se inkorporuje do DNA namisto adeninu b&hem replikace DNA.
Toto zaclenéni je nasledné detekovano fluorescennim azidem a cely proces je katalyzovan

méd’nymi ionty (obrazek ¢. 7) (Salic et Mitchison, 2008).

O

HC\\

OH

Obrazek 5: Strukturni vzorec EdU (pfevzato z: Salic et Mitchison, 2008)
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Obrazek 6: Inkorporace EdU (ptevzato a upraveno z: Chehrehasa et al., 2008)

3.2.3 Srovnani BrdU a EdU

BrdU i EdU se inkorporuje béhem S faze bunééného cyklu (Salic et Mitchison,
2008). Standardni inkorporace BrdU vyzaduje 4 hodiny inkubace, kdezto EAU jen 1,5 —
2 hodiny. Na rozdil od BrdU, EdU zachovava helikalni strukturu DNA a dalsich
bunécnych epitopl. Helikalni struktura je dilezitd pro bunéény cyklus, pro vazani barviva
a dalsi znaceni. Molekuly azidu (fluorochromy) jsou 0 mnoho mensi nez protilatky, a prave

proto maji snadngjsi piistup k zaclenénym nukleosidim v dvouvlaknové DNA
(Buck et al., 2008).

14


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salic%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18272492
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mitchison%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18272492

3.3 Bunécny cyklus

Bunéény cyklus je fada za sebou jdoucich pochodl, které jsou navzajem
koordinovany a vedou k rozd¢leni genetické informace v jadie a nasledné Kk rozdéleni celé
buniky. Bunéény cyklus mizeme definovat jako obdobi od vzniku buiiky az po dobu,
kdy dochazi k opétovnému rozdéleni buniky na buiky dcefiné. Této dob¢ fikame doba
generaCni a u raznych bunék muze trvat rizné dlouhou dobu. U nejjednodussich
hodin. Napiiklad jaterni buiiky se déli jen parkrat do roka. Regulaci bunééného cyklu
ovlivituje velké mnozstvi latek, jako jsou napiiklad cykliny a CDK proteinkindzy
(Dewitte et Murray, 2003).

Bunéény cyklus se déli na dvé faze: interfaze a mitoticka faze. Ve fazi mitotické
dochazi k nejvétSim zméndm a soucésti je cytokineze, coz je samostatné déleni buiiky.

Doba mezi délenimi se nazyva interfaze (Necas, 2000).

3.3.1 Interfaze

Interfaze je nejdelsi ¢ast cyklu, ktera zabira 90 % casu déleni bunky. V této fazi je
bunika velmi aktivni: roste, zdvojuje své bunécné organely, tvoii bunécnou sténu
a pripravuje se na deleni. Malé organely jako lysozomy a mitochondrie jsou rozd€leny
rovnom&rné do dcefinych bunék, kdezto Golgiho aparat a endoplasmatické retikulum
se fragmentuje do malych vezikul, které se po déleni znovu obnovi v celé organy (Morgan,
2007). V této fazi se nachazeji dva kontrolni body, které zajistuji spravny prubéh
bunééného cyklu. Kdyz tyto kontrolni body neplni svou funkci, mize burka iniciovat

opravné procesy nebo 1 naprogramovat bunéénou smrt — apoptozu.
Jednotlivé ¢asti interfaze rozdélujeme na G1 fazi, S fazi a G2 fazi (Howard, 1953).

3.3.1.1 G1 faze (z angl. gap = mezera)

Gl faze je obdobi mezi koncem mitotické fadze a zaCatkem S faze. Mizeme ji
oznacit jako presyntetickou fazi. Doba trvani této faze je relativné dlouha, piedstavuje 30—
40 % z celkové doby cyklu. Casové trvani je zde vSak nejvariabilngjsi, zaleZi na vngjsich
podminkach a extracelularnich signalech od jinych bunék. Dochazi zde k zdvojeni
bunécnych struktur, kK syntéze RNA, nukleotidd, proteinli a enzymu, které budou potieba
v dalsi fazi (Necas, 2000). Mezi G1 fazi a M fazi se nachazi prvni kontrolni bod,
ktery na zakladé¢ podminek urci, zda bunika mize pokracovat dale v cyklu nebo vstoupi
do klidové faze GO (Baserga et Morrione, 1999).
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V této fazi mize bunka zistat i nékolik let nebo az do konce zivota. Tento stav se nazyva

senescence, kterd je typicka pro rostlinné burnky.

3.3.1.2 S faze (z angl. synthetic = synteticky)

S faze, nebo také faze replikace, nasleduje po Gl fazi, kdy bunka piechazi
ptes kontrolni bod a vstupuje tak do dalsi faze bunééného cyklu. Tato cCast trva
asi 30 % délky cyklu. Dochazi zde ke zdvojeni (replikaci) DNA. Musi dojit k pfesnému
zdvojeni genetické informace (z 2C na 4C). Po ukonceni replikace ma kazdy chromozom
dvé sesterské chromatidy, které jsou spojené v misté centromery. Maji stejnou velikost,

tvar a hlavné stejny obsah genetické informace (Vengrova et Dalgaard, 2015).

3.3.1.3 G2 faze (z angl. gap = mezera)

Jako G2 faze je oznatovana posledni faze pied mitdzou (postsynteticka). Casové je
tato faze nejméné naro¢na, pohybuje se mezi 10-20 % celkové délky cyklu. Probiha
zde syntéza a aktivace proteint, které slouzi ke kondenzaci chromozomu, tvorbé
mitotického vieténka a rozpu$téni jaderné membrany. Na konci G2 se nachazi
dalsi kontrolni bod, ktery rozhoduje o tom, zdali je bunka pfipravena k nasledné mitoze

(Necas, 2000).

3.3.2 M faze

Po tplném zdvojeni genetické informace v S fazi postupuje buitka do nasledné
M neboli mitotické faze. Jedna se o posledni fazi bunéfného cyklu, ktera trva
asi 10 % délky cyklu. Dochazi zde k déleni jadra (karyokineze) a poté K rozdéleni celé
bunky (cytokineze). Béhem této doby se rozd¢li buiika na dvé identické (dcetiné) bunky
(Malton et al., 1997). Mitézu je mozné rozdé€lit do 5 fazi: profaze, prometafaze, metafaze,

anafaze, telofaze.

3.3.2.1 Profaze

Profaze je rané stadium mitdzy, ve kterém probihd kondenzace chromozomi, mizi
jadérko, vytvari se mitotické vieténko. Na konci profiaze je vytvofen kinetochor,
proteinovy komplex u centromery, ktery slouzi k vazb& mikrotubulli déliciho vieténka.
U rostlin neni centrozom jako u Zzivocichii, ale mitotické vieténko se vytvari v podlech

s vys$i koncentraci tubulinu.
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3.3.2.2 Prometafaze

V pribéhu prometafdze zanikd jadernd membrana, kterd se postupné rozpada na
malé c¢asti. Zbytky se stanou soucasti endoplasmatického retikula. Spiralizované
chromozomy se uvoliuji do cytoplazmy a na konci fiaze se chromozomy pomoci
motorovych proteinil zacinaji pohybovat smérem do ekvatorialni roviny bunky. V této fazi

muzeme pozorovat maximalni spiralizaci chromozomti.

3.3.2.3 Metafaze

Po prometafdzi dochazi v nasledné metafazi k seskupovani chromozomu v
ekvatorialni roving, které vytvareji metafazni destiCcku. Centromery jsou v jedné roviné a
raménka jsou orientovana smérem k polim bunky. V této fazi jsou chromozomy nejvice
kondenzované anejlépe pozorovatelné pod mikroskopem, cehoz se vyuziva v
cytogenetickych technikdch. Na konci dochdzi rozdéleni centromer, které spojovaly

chromatidy jednotlivych chromozomi (Snustad et Simmnons, 2016).

3.3.2.4 Anafaze

Anafaze predstavuje nejkratSi ¢ast bunécného cyklu. Oddeluji se od sebe sesterské
chromatidy, ty jsou dale tazeny mikrotubuldrnimi vldkny k polim buinky. Z kazdého
chromozomu je jedna chromatida tazena k jednomu poélu a druha chromatida k opa¢nému.
Vysledkem segregace chromozomu je stejny pocet jednochromatidovych chromozomil

na obou podlech bunky (Necas, 2000).

3.3.2.5 Telofaze
V této fazi se obnovuje se jaderna membrana z fragmentl a Casti
endoplasmatického retikula. Objevuje se jadérko a chromatinova vlakna se despiralizuji

(Snustad et Simmnons, 2016).

3.3.2.6 Cytokineze

Posledni krok v mitotické fazi pfedstavuje samotné rozdéleni matetské buiiky,
které probihad ve stejném case jako telofaze. Dochézi k rozdé€leni cytoplazmy a organel.
Vznikaji dvé dcefiné bunky, které maji stejny pocet chromozomui jako bunka matetska

(Johnson et Walker, 1999).
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Obrazek 7: Schématické zobrazeni bunééného cyklu
3.3.3 Rozdily mezi rostlinnym a Zivo¢iSnym bunéénym délenim

Bunéény cyklus se u eukaryot pfilis nelisi, ale muzeme najit drobné rozdily
mezi burikou rostlin a zivo¢ichd. Tyto bufiky se li§i ve stavbé buriky samotné, coz je zaklad

rozdilného déleni pfi cytokinezi.

V mitotické fazi cyklu rostlinna i zivocis$na bunka zahrnuje profazi, prometafazi,
metafazi, anafazi, telofazi a cytokinezi. Na zacatku profaze rostlinné buiky mizi
preprofazovy prstenec, ktery vznikl v G1 fazi, vznika dé€lici vieténko a rostlinné bunky
narozdil od Zivo¢iinych nemaji centrioly. Sitka pélu je vétsi u rostlinnych bungk,
protoZe se tam tvoii tzv. polové Cepicky, které jsou zdkladem vieténka. Déleni probiha dale
obdobn¢, v metafazi dojde k sefazeni v ekvatorialni roviné a maximalni spiralizaci,
v anafazi dochazi k rozchodu chromozomi k opacnym poélim buiiky. Dalsi vétsi rozdily
mezi buiikami jsou azV cytokinezi, kdy u vyssich rostlin vznikd bunééna desticka
(fragmoplast), ktera je tvotfena zbytky polarnich mikrotubull a cytokineze zac¢ina probihat
od stfedu k obvodu buiiky (centrifugalng). Stfed fragmoplastu je tam, kde se nachazel
preprofazovy prstenec. U zivocCichii se zaSkrcuje membrana od obvodu smérem dovnitt
buiiky (centripetaln€). Po skoneni rostlinného déleni jsou vysledné bunky mensi, maji
mén¢ plastidd a mitochondrii nez bunka matefskda a jadra obsahuji stejny pocet

chromozomu (Dewitte et Murray, 2003).
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3.4 Charakteristika zkoumanych rostlin

3.4.1 Je¢men sety (Hordeum vulgare L.)

Je¢men sety (Hordeum vulgare L.) patii mezi nejvyznamnéjsi kulturni plodiny
z Celedi lipnicovité (Poaceae), kmenu Triticeae. Tato obilovina ma velké vyuziti v mnoha
odvétvich, napt. jako krmivo pro zvifata, sladovnictvi nebo pii vyrobé dalSich napoju.
Ve svétové produkci obilovin zaujima étvrté misto a v ramci Ceské republiky misto druhé
(Zohary et Hopf, 2000, Dreiseitl, 2003). Je¢men se vyskytuje ve dvou variantach, v zimni,
ktery ma vy$§i vytéznost asi o 20 % nez varianta jarni (Spunar et al., 2002). Tato
jednodélozna rostlina ma stéblo, které se skladd z nékolika ¢lankd (internodie), které jsou
odd¢leny kolénky (nody). Kvétenstvi je lichoklas (slozeny nerozvétveny klas), jednotlivé
kvitky jsou chranény pluchou, a plodem je obilka. Kofeny jsou svazcité a listy pravoto¢ivé

ve dvou fadach (Zimolka, 2006).

Kulturni je¢men byl domestikovan z plané rostouciho druhu Hordeum. vulgare
ssp. spontaneum Vv okoli Turecka v oblasti zvané jako ,,irodny ptlmésic* a nasledné byl
roz§ifen do celého svéta (Harlan, 1966). Zafazeni do systematiky druhi neni mozné,
protoze existuje mnoho forem (plané i kulturni) a vSechny obsahuji stejny pocet
chromozomil (2n=14) Spaldon et al., 1982). Jeémen miizeme rozdélit podobné jako p3enici
na diploidni, tetraploidni a hexaploidni a vramci druhu se miZou vyskytovat jedinci
Sriznym ploidnim stupném. U vétSiny druhit jeCmene miZeme najit Ctyfi pary
metacentrickych chromozomi, jeden par submetacentrickych chromozomii a dva pary

chromozomu obsahujici satelity (Bothmer et al., 1991).

Do sekvena¢niho projektu jeémene byl zapojen mezinarodni tym z celého svéta.
Cilem mezinarodniho projektu International Barley Genome Sequencing Consortium
(IBSC) bylo nashromazdit informace o DNA markerech, sekvencich, genech a nasledné
sestavit fyzické a genetické mapy pro samostatnou sekvenaci (Beier et al., 2017). Genom
je¢mene je dvakrat tak velky jako lidsky genom. Haploidni jadro obsahuje 5,55 pg DNA,
tato hodnota odpovida 5,3-10° pb (Bennett et Smith, 1976). Genom obsahuje
80 % repetitivnich sekvenci, z ¢ehoz 10-20 % je tandemové usporddéno a zbylych

60 % je rozptylenych (Rimpau et al., 1980; Shirasu et al., 2000).

19



3.4.2 Valecka mrvica (Brachypodium distachyon L.)

Brachypodium distachyon se tadi do celedi lipnicovité (Poaceae) a podceledi
Pooideae, do této skupiny patii i pSenice, je¢men, zito a oves (International Brachypodium
Initiative, 2010). Velikost genomu byla stanovena na 320 Mbp, coz je nejmensi genom
z Celedi lipnicovité, srovnatelny s genomem Arabidopsis thaliana (Draper et al. 2001).
Pro svou malou velikost genomu se valecka zacala pouzivat jako modelovy organismus
pro obiloviny a travy a také se vyuziva toho, ze na zéklad¢ piibuznosti mizeme pozorovat
specifické procesy napt. vyvoj endospermu, kveteni a vyvoj kvétenstvi. Navic ma vSechny
predpoklady pro modelovy organismus jako je maly genom, maly vzrast a rychly zivotni
cyklus (Garvin et al., 2008). Pocet chromozomi byl stanoven 2n = 10. Jako témét kazdy
genom obsahuje i vysoce repetitivni sekvence, které zaujimaji méné nez 15 %,
coz je v porovnani s je¢menem zanedbatelné mnozstvi. Retrotraspozomy maji podil
v genomu 23 % a bylo zjisténo, ze Brachypodium ma nejmensi 5S rDNA mezi travinami
(Ozdemir, 2008).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

V praktické casti bakalaiské prace byla pouzita semena je¢mene setého (Hordeum

vulgare L., 2n = 14) kultivar MOREX, ktera byla ziskana ze Zemé&délského vyzkumného

vvvvv

BD21, byla zaslana z univerzity v Aberystwyth, semena poskytl profesor Alejandro Mur.

4.2 Pouzité chemikalie, roztoky a soupravy

Pouzité chemikalie

2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: M6250)
Formaldehyd 37% (Merck KGaA, kat.¢islo: 103999)

Chlorid draselny p.a. (Lach-Ner, kat. ¢islo: 30076-AP0)
Chlorid sodny p.a. (Lach-Ner, kat.¢islo: 30093-AP0)
Na2-EDTA (Sigma-Aldrich, kat.¢islo: E5134)

TRIS (citronan sodny dihydrat p.a., kat. ¢islo: 30009-AP0)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, kat.¢islo: X100)

Spermin tetra hydrochlorid (Sigma-Aldrich, kat. ¢islo: 85605)

Pouzité soupravy

Click-iT™ Plus EdU Alexa Fluor™ 488 Flow Cytometry Assay Kit (Thermofisher
Scientific, kat. ¢islo: C10632)
EdU Flow Cytometry Kit 488 (Base Click, kat.¢islo: BCK-FC488-50)

Pouzité roztoky a jejich ptiprava

10 x PBS pufr (pH 7,4): Smichat 80 g NaCl, 2 g KCI, 14,4 g NaxHPO4
a 2,4 g KH2PO4. Doplnit do 800 ml vodou a upravit pH pomoci HCI na 7.4.
Poté doplnit vodou do 1 | a nechat sterilizovat v autoklavu.

TRIS pufr (pH 7,5): Smichat 10 mmol-1"t TRIS 302,85 mg, 10 mmol-1* Na,-EDTA
930,6 mg, 100 mmol-1* NaCl 1,461 g, doplnit do 250 ml a upravit pH 7,5 pomoci
1IN NaOH.

TRIS fixaz (pH 7,5: Smichat 10 mmol-1t TRIS 302,85 mg,
10 mmol-1"t Na2-EDTA 930,6 mg, 100 mmol-I* NaCl 1,461 g, 0,1% Triton-X

21



250 ul a doplnit do 200 ml destilovanou vodou a upravit pH 7,5 pomoci 1N NaOH.
Na mnozstvi 250 ml dodat 13,5 ml formaldehydu.

Lyzaéni pufr LBO1: Smichat 15 mmol-1? TRIS 363,4 mg, 2 mmol-1"! Na,-EDTA
148,9 mg, 0,5 mmol-1 spermine, (4HCI) 34,8 mg, 80 mmol-1* KCI 1,193 g,
20 mmol-1*  NaCl 2338 mg, 0,1% TritonX-100  200ul.  Doplnit
do 200 ml destilovanou vodou a poté upravit pH 9,0 pomoci IN HCI. Filtrovat
pres 0,2 um filtr, poté pridat 15 mmol-1? 2-merkaptoethanol 220 ul, dobie

rozmichat a uchovévat ve tme pii - 20°C.

4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

Centrifuga — Fresco 17 (Thermo Scientific)

Centrifuga Silverline Ministar (VWR Collection)
Homogenizator PT 1300 D (Kinematica AG, Littau, Switzerland)
Inkubator chlazeny INCU-Line 150R (VWR Collection)
Laboratorni digestot M 1266 (Merci)

Laboratorni vahy Entris 423-1S (Sartorius)

Magneticka michacka Poly 15 Variomag (Thermo Scientific)
pHmetr 766 (Knick)

Priitokovy cytometr — sorter (BD FACSAria™ I11)

Ttepacka — Reax Top (Heidolph)

Vodni lazen a cirkulator — Polystat 13 (Cole-Parmer)
Vyrobnik destilované vody typ 04 (Aqua Osmotic)

Vyrobnik ledu GB (Brema)

4.4. Pouzité experimentalni postupy

4.4.1 Priprava rostlinného materialu

Postup nakli¢eni semen byl proveden dle pouzivaného protokolu v mistnich

podminkach a to tak, Ze potfebné mnozstvi semen bylo navaZzeno a néasledné ponechano

pies noc V lednici. Poté byla semena vlozena na 3 dny do termostatu.

4.4.2 Priprava suspenze jader

Nakli¢ena semena byla nasledné inkubovana v termostatu v roztoku obsahujicim

EdU pfi teplot¢ 25 °C po dobu 0,5 hodiny az 2,5 hodiny. Pouzity pracovni roztok

10 mmol-I* EdU byl ptipraven dle pokynu vyrobce, a to rozpusténim latky
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ve 4 ml DMSO. Po inkubaci byl rostlinny material oplachnut pod tekouci destilovanou
vodou, aby byly odstranény zbytky aktivni latky a poté byly odlomeny kotinky o délce asi
2 cm. Tyto kotinky byly fixovany 20 minut v Tris pufru s 2% formaldehydem pii 4 °C.
Po zafixovani byly promyty tiikrat po péti minutach v Tris pufru pii 4 °C a nasledné byly
po celou dobu zpracovavani uchovavany na ledu. Meristémové Spicky kotinkti o délce asi
1 mm byly odfiznuty a ptemistény do 0,5 ml LBO1 lyza¢niho pufru (Dolezel et al., 1989).
Suspenze jader byla ziskdna mechanickou homogenizaci pomoci homogenizatoru
(Kinematica AG, Littau, Switzerland) Vznikld suspenze byla pfefiltrovana pies 50 pum

nylonovou membranu, aby se odstranily zbytky tkani a bunék.

4.4.3 Fluorescen¢ni znaceni

Piefiltrovana suspenze jader byla centrifugovana pii 500 g a pii 4 °C po dobu
10 minut. Nasledné byl odpipetovan supernatant a k jadrim byla pfidana reakéni smés,
ktera byla vzdy ptipravena tésné pied pouzitim a méla nasledujici slozeni (viz tabulka
¢.1). Kpfiipravé 1 x reakéniho pufru byl ziedén dodany zasobni roztok v poméru
1:10 s deionizovanou vodou adodané barvivo Alexa Fluor 488 bylo smichano
se 130 ul DMSO.

Tabulka 2: Jednotlivé slozky pro ptipravu reakéni barvici smési

Pocet reakei

1 2 5 10
1 x PBS pufr [ul] 438 875 2190 4380
CuSOs4 [pl] 10 20 50 100

Alexa Fluor 488 [ul] 2,5 5 12,5 25
Reakéni pufr s aditivy [ul] 50 100 250 500

Celkovy reakéni objem [ml] 0,5 1 2,5 5

Suspenze jader spiidanym roztokem reak¢éni smési byla inkubovana ve tmé
pfi25°C po dobu 30 minut. Po inkubaci byla smés znovu centrifugovana
pii 500 g pti 4 °C po dobu 10 minut. Poté byl odpipetovan supernatant a k finalnimu
vzorku bylo pfidano 500 pl LBO1 pufru, ktery obsahoval DAPI (findlni koncentrace
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roztoku byla 0,2 ug/ml). Pfed cytometrickou analyzou byla suspenze jesté ptefiltrovana

pies jemné&jsi nylonovou membranu (25 pmol-I?).

4.4.4 Prutokova cytometricka analyza

Experimenty byly vyhodnoceny na priitokovém cytometru (BD FACSAria™ II1)
vybavenym 2 lasery (488 nm a 355 nm) s optickymi detektory s odpovidajicimi optickymi
filtry pro simultanni detekci obsahu DNA (DAPI fluorescence) a DNA obsahujici

inkorporované EdU (Alexa Fluor 488 fluorescence).
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5 Vysledky
5.1 Optimalizace metody

Pted samotnou analyzou bunééného cyklu bylo nutné zvolit postup ptipravy vzorka
pro nasledné cytometrické vyhodnoceni. Vuvahu  pfichazelo vyuziti
5-ethynyl-2’-deoxyuridinu (EdU) jakozto analogu thymidinu, anebo diive hojné vyuzivany
5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU). Pti volbé metody se vychazelo z faktu, ze pfi vyuziti
dobte fungujici analyzy pomoci BrdU je proces pfipravy vzorku pomérné narocny,
jak casové, tak i metodicky, kdy je nutné vzorky denaturovat, enzymaticky S§tépit
anésledné provést imunodetekei. Z tohoto diivodu byl zvolen druhy postup, ktery vSak
vyzadoval nutnou optimalizaci. Postup optimalizaci vychazel z dostupnych material,
které byly soucasti objednanych znacicich souprav od firmy Invitrogen a Base click a tyto

manudly byly upraveny dle mistnich laboratornich podminek pro obé studované rostliny.

5.1.1 Optimalizace metody pro je¢men sety

V pribéhu jednotlivych analyz bylo zjisténo, ze pokud jsou naklicend semena
vlozena pfes noc do lednice a nasledné¢ inkubovana s roztokem obsahujici EdU
Vv termostatu pii 25 °C, dochéazi k lepsi inkorporaci analogu thymidinu, coZ znamena,
Ze se znaCi vetsi pocet jader nez v piipadé, kdy nejsou naklicena semena vlozena

do lednice.

Dalsi parametr, ve kterém byly hledany optimalni podminky, byla homogenizace
kofinkd, protoze pfi pouziti uvadénych otacek 15 000 za sekundu byly tyto otacky pfilis
vysoké a dochazelo k nechténému roztfisténi jader. Po mnoha opakovanich bylo zjiSténo,
ze optimalni doba homogenizace je 13 s a pfi otackach 14 300 za sekundu. Byla také
upravena koncentrace pracovniho roztoku obsahujici EAU. Pro nasSe ucely byla dostacujici
10 pumol-I" koncentrace oproti manualem doporucované 25 umol-I" koncentraci EdU.
Vysoka koncentrace této latky mize mit dokonce cytotoxické ucinky a z toho divodu byla

coz se podafilo.

Vysledky optimalizaci pro je€men sety jsou zndzornény na nasledujicich obrazcich
8, 9 a 10. Na obrazku ¢. 8 je vidét vysledek prvniho pouziti zvolené metodiky
bez jakychkoliv optimalizaci. Z vysledného histogramu je patrné, ze ackoliv probiha
inkorporace EdU do DNA, tak je znafeno malé mnozstvi bunék a dochazi také

k nadmérnému roztiisténi jader. Vysledny histogram vznikl pii ptipravé vzorku za pouziti
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25 pmol-I"t koncentrace roztoku EdU spolu s pouzitim 15000 otadek za sekundu po
dobu 13s.

?5
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EdU
1

103
1

1

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
50 100 150
Relativni obsah DNA (x 1,000)

Obrazek 8: Vystup cytometrické analyzy jader je¢mene setého pred optimalizaci

Naslednym upravovanim podminek doSlo k vylepSeni metody znacCeni a tyto
vysledky jsou znazornény na histogramu ¢. 9. Vysledky optimalizace zndzornéné na
histogramu na obrazku ¢. 9 ukazuji mensi roztfisténost jader, z divodu upraveni otacek pii

homogenizaci a to z 15 000 otacek za sekundu na 14 300 otacek za sekundu.
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Obrazek 9: Vystup zcytometrické analyzy pro jeCmen sety po optimalizaci otacek

u homogenizace

Vysledna optimalizace celého protokolu je vidét na obrazku ¢&. 10, pii které byla
pouzita 10 umol-I* koncentrace roztoku obsahujici EAU pii 14 300 otackach po dobu
13 sekund. Vysledny histogram jasné a zieteln¢ ukazuje jednotlivé faze bunécného cyklu
oznacené jako G1, S, G2. S faze ma tvar podkovy a po celkové optimalizaci je dokonce
mozné analyzovat bunky, které se nachazeji v brzké fazi S faze (oznacené v histogramu
jako E - early), kde zacina proces replikace, dale je mozné rozlisit stfedni fazi oznacenou
jako M a dale pozdni fazi oznafenou jako L, kde bunika dokonéuje proces replikace
a nasledné vstupuje do G2 faze. Bylo také zjisténo, Ze objednané kity od firmy Invitrogen
a Base clik se pfi dodrzeni stejnych postupti nijak nelisi a z tohoto divodu je mozné

pouzivat levnéjsi z nich.
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Obrazek 10: Vystup cytometrické analyzy pro jeCmen sety po optimalizaci

5.1.2 Optimalizace metody pro vale¢ku mrvici

V piipad¢ druhé analyzované rostliny — valecky byla situace obtiznéjsi vzhledem
Kk limitaci dostupného materialu, ale na zakladé jiz zminéné vypracované metodiky
pro je¢men sety byly vSechny tyto informace pouzity pro hledani optimalnich podminek.
Bylo zjisténo, Ze pti dodrzeni stejného postupu jako u je€mene, je nutné jen zoptimalizovat
dobu a pocet otacek v pribéhu homogenizace. Vzhledem k malé velikosti jader byly

otacky snizeny z 16 000, ptes 13 000 az na 10 000 otacek za sekundu opét po dobu 13 s.
Vysledky optimalizaci pro vale¢ku jsou znazornény na obrazcich ¢. 11 a 12 a 13.

Na obrazku ¢. 11 je zobrazen vysledny histogram po prvni optimalizaci, kdy byla
nakli¢ena semena vloZena do lednice a nasledné inkubovana v roztoku obsahujicim EdU.
Vzorek byl pak pfipravovan 13 s homogenizaci pii ota€kach 16 000 otacek za sekundu.

Z vysledku je patrné, ze jadra jsou roztiiSténa a jednotlivé faze bunécného cyklu nelze

snadno identifikovat a je potieba dalsi vylepSeni postupu piipravy vzorku.
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Obrazek 11. Histogram cytometrické analyzy valecky v prub&éhu optimalizace

Na obrazku ¢. 12 je zobrazen vysledny histogram po néaslednych optimalizacich,
pti kterych byl vzorek pfipravovan 13 sekundovou homogenizaci pii otackach
13 000 otacek za sekundu. Z vysledku je patrné, Ze jadra jsou méné roztiisténa a jednotlivé

faze bunécného cyklu lze jiz 1épe identifikovat, ale je stale potieba dalsi optimalizace.
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Obrazek 12: Histogram cytometrické analyzy valecky v prub&hu optimalizace

Vysledna optimalizace celého protokolu je vidét na obrazku ¢. 13, pfi které byla
pouzita 10 umol-I" koncentrace roztoku obsahujici EdU pii 10 000 otdckach po dobu
13 sekund. Vysledny histogram opét jasné a zietelné¢ ukazuje jednotlivé faze bunécného
cyklu valecky oznacené jako Gl1, S, G2. S faze ma i zde tvar podkovy a po celkové
optimalizaci je opét mozné analyzovat buiiky, které se nachazeji v brzké fazi S faze (E),

ve sttedni fazi (M) a v pozdni (L) fazi S faze bunééného cyklu.
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Obrazek 13: Finalni histogram cytometrické analyzy valecky po optimalizaci.

5.2 Analyza bunéc¢ného cyklu

Po optimalizaci finalnich protokold byla provedena samotna analyza bunécéného
cyklu, ve které byly testovany ruzné dlouhé ¢asové impulzy pusobeni analogu thymidinu.
Bylo zjisténo, ze diky schopnosti inkorporace EdU do DNA je mozné sledovat pribéh
apostup jednotlivych bunék v pribéhu S fize bunééného cyklu. Bylo pozorovano,
jak buiiky pfi riznych ¢asovych pulzech s roztokem obsahujicim EdU postupné cykluji
tak, Ze se da pozorovat jejich posun z G1 faze do S faze, prabéh brzkou, stiedni a pozdni
fazi S faze a nasledny prechod do G2 faze a navrat do G1 faze. Bylo zjisténo,
ze pti kratkém pulzu se jadra nachazi predevSim v brzké fazi S faze, zatimco pii dlouhém
pulzu se buiiky nachéazeji v pozdni S fazi bunécného cyklu a dale ptechazeji do G2 faze.
Z vysledkt ¢asovych pulzl se da vypozorovat, ze délka S faze bunééného cyklu je¢mene
trva 2 a pal hodiny. V ptipadé¢ valecky byla situace komplikované¢jsi z divodu
nedostatecného  poctu semen. Doslo ale koptimalizaci metody a nasledné
probiha pfemnozovani semen, ktera budou pouzita k dalSim analyzam. Pti vypracovavani

metodiky znaceni pro tuto rostlinu bylo ale pozorovano, Ze celkova délka bunééného cyklu
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je krat$i, nez u je¢mene Vysledky této prace jsou velmi piinosné, protoze vysledna
optimalizace je tak pfesnd, ze bude pouzita k detailni analyze S faze bunécného cyklu,
kdy budou tiidéna jadra z jednotlivych ¢asti bunééného cyklu a ziskana DNA bude pouzita

pro sekvenovani a nasledné bioinformatické vyhodnoceni.
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6 Diskuze

Cilem této bakalaiské prace bylo provést analyzu bunécného cyklu jeCmene
a valeCky pomoci prutokové cytometrie. K tomu ucelu byla zvolena metodika vyuzivajici
5-ethynyl-2’-deoxyuridine EdU, jakozto analog thymidinu, ktery se v prubéhu S faze
bunécného cyklu inkorporuje do mist nove vznikajiciho fetézce namisto danych dusikatych
bazi a nasledné navazani azidu s fluorochromem pak umozZnuje vyhodnoceni pomoci
pritokové cytometrie. Analog thymidinu byl pouzit v n€kolika studiich, které se zabyvaly
studiem replikace u husenic¢ku rolniho (Mikelson-Young et al., 2016; Concia et al., 2018),
studiem DNA replikace u kukufice (Bass et al., 2014), studiem endoreduplikace u orchidei
(Hiibova et al., 2016) a dale pak studiem S fiaze bunétného cyklu u pSenice, ryze
a kukuftice (Mikelson-Young et al., 2016).

Pfi vybirani vhodné metody se vychazelo z nejnovéjsich studii, které ve své praci
vyuzivaji EAU, jakoZto vhodny nastroj pro analyzu velkého poctu bun€k bez nutnosti jejich
ptedchozi synchronizace. Vyoptimalizovand metoda mize byt pouzita pro Siroké spektrum
rostlin a jejich detailni analyzu S faze bunééného cyklu. Tyto poznatky potvrzuje
i Mikelson-Young et al., 2016 ve své publikaci, ve které se zamétuji na detailni analyzu
S faze bunécného cyklu u vybranych rostlin (Mikelson-Young et al., 2016). Velkou
vyhodou pii pouziti této metody je jeji reprodukovatelnost, snadna vizualizace a rychlost,
coz potvrzuji i autofi studie (Mikelson-Young et al., 2016). Dalsi velkou vyhodou této
metody je, Ze nedochazi k degradaci jader ¢i subnuklearnich struktur jako v ptipadé,
kdy se vyuzival analog znamy jako BrdU (Kotogany et al., 2010). Zde pouzita metodika
vyuzitd k analyze bunécného cyklu poskytuje moznost piimého méfeni nartistu obsahu
DNA, ke které dochazi béhem replikace a mlze byt pouzita i pro nesynchronizované
bunééné populace, a ptfed samotnou analyzou neni potieba ptidani chemickych inhibitort
¢i jinych latek nutnych pro synchronizaci (Dolezel et al., 1999; Planchais et al., 2000;
Mikelson-Youg et al., 2016). Dalsi velkou vyhodou této metody je rychlost celé této
analyzy ve srovnani s metodami, které vyzaduji porovnani jednotlivych jader s vyuzitim
mikroskopickych technik. Vyuziti pratokové cytometrie se jevi jako velmi vhodny nastroj

pfi hodnoceni velkého mnoZstvi bunék ¢i jader z proliferujicich populaci.

V priubehu bakalaiské prace byl optimalizovan protokol pro obé€ rostliny. Z divodu
nedostatku semen véleCky nemohl byt zanalyzovan jeji bunécény cyklus, ktery by byl
nasledné porovnan s cyklem je¢mene. VéEtsi genom jeCmene a vEétsi obsah repetitivnich

oblasti napovida, ze i doba celého cyklu by mohla byt del$i v porovnani s vale¢kou.
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To se v této studii ukazuje, ovSsem nebylo to prikazné zjisténo a statisticky podlozeno.
Tyto analyzy budou pfedmétem dal§tho vyzkumu. Studie zabyvajici se analyzou
bunééného cyklu a stanoveni S faze u kukufice stanovily dobu replikace ve vzorcich
ptipravenych z kofenovych $picek na 2,7 hodiny, pficemz velikost genomu kukufice byla
stanovena na 2,3 Gbp (Schnable etal., 2009). U husenicku rolniho, ktery se stejné
jako valecka pouziva diky své malé velikosti genomu (0,13 Gbp) jako modelovy
organismus, byla doba S faze stanovena na 1,5 h. U ryze svelikosti genomu
0,64 Gbp (Matsumoto et al., 2005) bylo zjisténo, ze délka S faze ve vzorcich pfipravenych
z kotenovych $picek trvala 1,2 h. U pSenice kultivaru Chinese Spring S velikosti genomu
17 Gbp (Brenchley et al., 2012) stanovili délku S faze bunéného cyklu na 2,5 hodiny.
Vysledky této studie potvrzuji i vysledky ziskané v této v bakalatské praci. V tomto ¢lanku
stanovili délku S faze buné¢ného cyklu je¢mene s velikosti genomu 5,1 Gbp (Mayer et al.,
2012) na 2,3 hodiny (Mickelson-Young et al., 2016). Pii porovnani téchto vysledkid
muzeme pozorovat, ze rostliny spodobnou velikosti genomu ukazuji pouze malé
a zdanlivé ndhodné podobnosti v délce S faze bunécného cyklu a vzhledem k tomu,
ze k replikaci DNA probiha v oddélenych replikonech, z nichz se mohou mnohé replikovat
soucasné, doba trvani S faze nemusi byt nutné zavisla na velikost genomu (Bennett 1972,

Francis et al., 2008., Mickelson-Young et al., 2016).
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[ Zavér

Cilem této bakalafské prace bylo analyzovat bunécny cyklus dvou vybranych
rostlin pomoci pritokové cytometrie a stim souvisejici precizni vypracovani dobie
fungujiciho protokolu, jenz vyuzivda novou metodu. Po zvoleni vhodné metodiky
vyuzivajici 5-ethynyl-2’-deoxyuridine (EdU) byly optimalizovany 4 zakladnich faktory
znaCeni DNA — samotny proces inkorporace EdU DNA po nakli¢eni semen, koncentrace

roztoku obsahujiciho EAU, doba homogenizace kofinki a otacky homogenizace.

V praci se podafilo vyoptimalizovat vysledny protokol pro jeCmen sety
i pro valecku a dokonce se podafilo vypracovat tak precizni protokol, ktery bude nasledné
pouzit Kk tfidéni jader z jednotlivych fazi buné&tného cyklu zahrnujici G1, G2 fazi
a také dobfe rozlisitelnou brzkou, stfedni a pozdni S fazi bunétného cyklu. Nasledné
vyizolovana DNA bude pouzita pro sekvenovani a bioinformatickou analyzu ziskanych
dat.

Pfi analyze bunécného cyklu bylo na zaklad¢ rizné dlouhych ¢asovych impulzi
zjisténo, Ze celkova doba S faze bunééného cyklu je¢mene setého trva ptiblizné€ 2,5 hodiny.
Vzhledem k omezenému mnozstvi semen valecky, ktera jsou nyni pfemnozovana, nebyla
provedena celkova analyza bunétného cyklu, ovsem pii vypracovavani metodiky bylo

pozorovano, ze cyklus je krat$i nez u jeCmene.
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