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1 UVOD

Studium rostlinnych genomd je dulezité z hlediska péstovani hospodarsky
vyznamnych plodin. Na tyto plodiny je kladen velky duraz z hlediska vysokého vynosu
a jejich piinosné vlastnosti, jako je odolnost plodin proti abiotickym (suchu, vysokym
teplotam) a biotickym (Skidci) stresim. (Briggs a Walters 2001, Grant 1981). Dale je
studium polyploidnich komplexti dulezité ipro péstovani rostlin. Rostliny nékterych
hospodafsky vyznamnych plodin maji velké akomplexni genomy. Jednim z téchto
faktord, ktery ma vyrazny vliv na komplexitu rostlinnych genomu je polyploidizace, pfti
které dochazi ke zdvojovani sad chromozomu. Dalsim faktorem je i pfitomnost velkého
mnozstvi repetitivnich DNA sekvenci v rostlinnych genomech, které zna¢nou mérou
prispivaji k vysoké variabilit¢ (Bennetzen a kol. 2005). Tim padem neni analyza téchto
komplexnich rostlinnych genomu snadna. Pro usnadnéni Ize vyuzit pratokové cytometrie,
pomoci niz Ize rozdé€lit genom na jeho jednotlivé podjednotky chromozémy. Nicméné
I tfidéni chromozomi je U mnohych rostlinnych druhtit komplikovano malymi rozdily
v jejich velikosti DNA. Tato skutec¢nost, vede Kk rozvoji riznych alternativnich metod,
které by mohly do budoucna usnadnit zna¢eni chromozomu v suspenzi. Mezi takové
metody, které byly v minulosti vyvijeny, patfi napiiklad PRINS, FISHIS, metody
vyuzivajici polyamidovych sond, TALENu a dalsi. V soucasné dobé je predmétem
intenzivniho zajmu metoda zvana CASFISH. Je pfiznacna tim, ze pouziva systém
CRISPR/Cas9 typu Il odvozeny z bakterie Streptoccocus pyogenes (Deng a kol. 2015).
Klicovou roli vtomto systému hraje endonukledza cas9, ktera provadi sestfih cilové
sekvence DNA. Ovsem pii znaceni chromozomu v suspenzi je pouzivana deaktivovana
endonukleaza dCas9 vyznacujici se Kkatalytickou inaktivitou. To znamena, ze jakmile
rozpozna cilovou sekvenci na DNA, nebude vni $té€pit. Mimo jiné je endonukleaza
v CASFISH sfazovana s fluorescencnim proteinem. Slouzi tedy jako sonda pro znaceni
cilové sekvence na deoxyribonukleové kyselin€. Znacnou vyhodou metody CASFISH je,
7ze nemd negativni dopad na morfologii chromozémi, jako je tomu U jinych metod
pouzivajicich denaturaci DNA jako je naptiklad FISH. Metoda CASFISH byla vyuzita

napiiklad v praci Ishii a kol. 2019 pii znac¢eni chromozomi huseni¢ku, ¢iroku a tabaku.
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2 CILE PRACE

e Vypracovani reSerSe na dané téma

e Shromdzdéni dostupnych literarnich zdroji

e Zvladnuti technik pfipravy suspenze intaktnich rostlinnych chromozomu
a fluorescen¢ni mikroskopie

e Experimenty s vyuzitim molekularné biologickych a cytogenetickych metod
CRISPR - CASFISH

e Zpracovani multimedialni prezentace k obhajobé diplomové prace
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

3.1 Struktura dédi¢né informace

Nositelkou genetické informace nachazejici se v jadie eukaryotickych organismu
je deoxyribonukleova kyselina (DNA), ktera byla poprvé objevena v roce 1869
Friedrichem Miescherem (Miescher 1869a; Dahm 2008). Jeji struktura vSak byla
objasnéna az v roce 1953 Watsonem a Crickem (Watson a Crick 1953) na zakladé
difrakénich dat naméfenych Rosalindou Franklin a Raymondem Goslingem
(Franklin a Gosling 1953). Zakladnim stavebnim prvkem DNA je tzv. nukleotid
skladajici se z pétiuhlikatého cukru (pentdzy), dusikaté baze (purinové - adenin,
guanin nebo pyrimidinové- tymin, cytosin) navazané na C;’uhliku a fosfatové
skupiny na Cs’uhliku. Nukleotidy jsou propojené fosfodiesterovou vazbou. DNA
je tvofena dvémi antiparaelnimi (ve sméru 5'—3’, 3'—5") polynukleotidovymi
vlakny stocenymi do Sroubovice 0 priméru 2 nm (Dickerson a Drew 1981).
Vldkna DNA jsou propojend vodikovymi mustky na zakladé komplementarity
dusikatych bazi. DNA eukaryot je 2 nm dlouha linearni molekula a ptesto Vv jadie
zaujima maly objem. To je zajist€éno sbalovanim molekuly DNA pomoci
specialnich proteini zname jako histony. Jedna se o proteiny s vysokym obsahem
lysinu a argininu. Tyto aminokyseliny nesou kladny naboj, ¢imz je zajisténa pevna
vazba histonti na negativné nabitou cukr-fosfatovou patet molekuly DNA (Alberts
a kol. 2005). DNA spolu s histony tvofi jadernou hmotu chromatin (van Holde
1989). Zakladem organizace chromatinu je nukleozom, jez obsahuje histonové
jadro, molekuly spojovaciho histonu H1 a molekulu DNA. Histonové jadro je
tvofeno oktamerem histona (H2A, H2B, H3 a H4) ve dvou kopiich, kolem
kterého se v 1,65 smyckach smotava molekula DNA o délce 146 paru bazi
(Annunziato 2008). Nukleozomy jsou na DNA rozmistény pravidelng, diky tomu
je tak chromatin uspotadan do tenkého nukleozomového vlakna, pfipominajici
$niru koralki o tlouSt’ce 11 nm. Na nukleozomy se vaZou dalsi histony typu H1.
Hraji klicovou roli ve zpevnéni DNA smycky na histonovém oktameru a zaroven
zajiStuje interakci se sousednim nukleozomem na zakladé€ vzajemného propojeni
jednotlivych histonit HI. To ma za nasledek kondenzaci chromatinu do tzv.
solenoidu, ktery utvafi smycku o velikosti 30 nm. Na jeden zavit solenoidu
pfipada piiblizné 6 nukleozomtu (Cooper 1996). Ackoliv tyto poznatky jsou

soucasti intenizivniho vyzkumu tak je 30nm vlakno stale predmétem sport (Zhu
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a Guohong 2016). Spiralizace chromatinu se odviji od toho, Vv jaké fazi buné¢ného
cyklu se bumika zrovna nachazi. Vlakno je dale spiralizovano do smycek
o0 velikosti cca 250-300 nm (chromozomové domény). Jsou piipojeny K centralni
ose - leSeni jadra, které je tvofeno proteiny nehistonové povahy. Toto uspotadani
je charakteristické pro interfdzi. Béhem interfaze tzv. interfazni chromozomy
vypadaji jako dlouha, tenka a vzajemné proplétajici se vlakna. V roce 1928 Emil
Heitz zjistil, ze v prib¢hu interfaize se chromatin vjadie nachazi jak
v kondenzovaném, tak i v rozvolnéném stavu (Heitz 1928). Chromatin je bud’ to
rozvolnény-transkripcné aktivni euchromatin, anebo kondenzovany transkripcné
inaktivni heterochromatin. Euchromatin je charakteristicky velkym mnozstvim
gent a také zde dochazi k aktivnimu ptepisovani genetické informace. Zatimco
heterochromatin je transkripéné témét inaktivni (Heitz 1928; Passarge 1979).
Jakmile buiika projde interfazi, nasleduje mitoza, pro kterou je charakteristicky
nejvyssi stupen spiralizace chromatinu. Vznikaji vlakna o tloust’ce zhruba 700
nm, ktera jsou 10°x kratsi neZ bylo pavodni vlakno DNA (Wako a Fukui 2010),
to je charakteristické pro tzv. mitotické chromozdémy. Jsou nejlépe pozorovatelné
v metafazi mit6zy. Chromozomy tvoii jednotlivé podjednotky tzv. genomu, jehoz

studiem se zabyva obor zvany genomika.
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chromozom

700 nm viakno DNA

Obrazek 1: Kondenzace chromatinového vldkna. Obrazek znazoriujici postupné sbalovani molekuly DNA
do vyssich chromatinovych struktur. Nejvyssim stupném kondenzace chromatinového vlakna jsou
mitotické chromozomy (ptevzato z: https://www.learned.cz/userfiles/pdf/moderovane-
diskuse/jaroslav.dolezel_0908.pdf a upraveno: 5. 2. 2020).

3.2 Komplexita rostlinnych genomu

Velikost rostlinnych genomi je v ramci rostlinné tise velice variabilni. Dosahuje
hodnot od 0,063 Gb do 148,8 Gb (Dodsworth a kol. 2015; Kelly a Leitch 2011).

Velikost genomu je dulezitym znakem biologické rozmanitosti (Bennett a Leitch
1997). Jeden z faktord zpusobujici vysokou variabilitu rostlinnych genomt je skute¢nost,
ze vprabéhu evoluce bylo mnoho rostlin ovlivnéno vnitrodruhovymi nebo
mezidruhovymi hybridizacemi, nebo tzv. polyploidizaci (Adams a Wendel 2005; Leitch
a Leitch 2008; Soltis akol. 2009; Wendel 2000). Dalsi pfic¢inou pfispivajici
k proménlivosti je zejména i pritomnost odlisSného mnozstvi repetitivnich sekvenci DNA,
které se v genomu nachazi (Bennetzen a kol. 2005; Hribova a kol. 2010; Renny-Byfield
a kol. 2011; Wicker a kol. 2009).
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Mnozstvi DNA daného organismu nam udava C-hodnota (C-value). Tento termin
byl zaveden v roce 1950 Swiftem (Swift 1950). Tato hodnota vyjadiuje kompletni obsah
DNA haploidniho genomu pied replikaci alze ji vyjadfit v parech bazi (bp) nebo
pikogramech (pg). Pozdé¢ji se ukazalo, Ze neexistuje zadny piimy vztah mezi C-hodnotou
DNA a slozitosti organism, tento jev byl nejprve Thomasem v roce 1971 oznacen jako
tzv. paradox C-hodnoty (Thomas 1971). AvSak sobjevem nekodujicich sekvenci
v molekule DNA byl tento paradox pifejmenovan na tzv. zdhadu C-hodnoty (DolezZel
a kol. 2007).

DNA obsahuje jak kodujici (geny pro proteiny, funkéni RNA, mobilni DNA
elementy), tak inekodujici (repetitivni DNA, pseudogeny, atd.) sekvence. Tak jako
kodujici DNA i nekddujici mize byt unikatni, anebo se miize v genomu nachazet ve vice
identickych nebo podobnych sekvencich. Sekvence S vysokym poctem kopii jsou
oznacovany jako tzv. repetitivni sekvence (nekodujici). Jestlize se kopie motivu vyskytuji
v blocich za sebou, jsou nazyvany jako tandemové repetice. V dalSim piipadé se
v genomu mohou vyskytovat i rozptylené motivy, které jsou oznacovany jako rozptylené
repetice. Rozptylené repetice se dale déli na transpozony a retrotranspozony. Tandemové
repetice, Ize dale rozdélit dle délky repetice. Nejdelsi repetice jsou nazyvany satelity.
Satelitni DNA se bohat¢ nachazi v oblasti centromer a konstitutivniho heterochromatinu.
Celkova délka satelitu se mize pohybovat vrozmezi od 100 kbp do nékolika Mbp
(Bennett 2000). Dalsim typem tandemové repetice jsou minisatelity, které jsou kratsi nez
satelity. Délka jednotky jejich opakovani je 6az 100 bp (Ramel 1997; Vergnaud
a Denoeud 2000), délka jednoho bloku se pohybuje od 100 bp do 20 kb (Bennett 2000).
Vyskytuji se hlavné v subtelomerickych oblastech chromozomu. Jsou obvykle vysoce
polymorfni, co se ty¢e poctu opakovani jednotky repetice, v populaci existuje mnoho alel.
V genomice, ale i dalsich biologickych disciplinach mohou byt pouzity jako genetické
markery vhodné pro fingerprinting, uréovani paternity a studium populaci (Jeffreys a kol.
1985; Ramel 1997; Dumbovic akol. 2017). Poslednim typem s nejkratsi jednotkou
repetice je mikrosatelitni DNA, u které se opakuje 1-6 nukleotidii dlouhy motiv (Téth
a kol. 2000; Zane a kol. 2002; Oliveira a kol. 2006). Jiné zdroje uvadi, Ze se jednotka
repetice pohybuje od 1-5 bp (Bennett 2000). Délka jednoho bloku byva kolem 100 bp
(Bennett 2000; Chambers a MacAvoy, 2000). V genomu se mikrosatelity vyskytuji velice
Casto ataké jsou vysoce polymorfni. Proto je lze opét pouzit jako genetické markery

napiiklad pro genetické mapovani, pro studie fylogenetickych vztahti mezi druhy, anebo
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pro studium paternity (Goldstein a Schldtterer 1999). Rozdily ve velikosti rostlinnych

genomi jsou dany jak odliSnym podilem repetitivni DNA, tak i jinymi faktory.

Dalsim faktorem, jenz ma zna¢ny vliv na komplexitu genomu je proces zvany
polyploidizace, ktery se vyskytuje hlavné vrostlinné #isi (Soltis a Soltis 1993).
Polyploidizace je ptizna¢na tim, ze zpusobuje zdvojovani sad chromozomu v karyotypu
atim padem vyrazn¢ zvysuje plasticitu genomu (Liu a Wendel 2003). Kihara a Ono
v roce 1926 rozlisili dva zakladni typy polyploidie, a to autopolyploidii a allopolyploidii.
V piipad¢ autopolyploidie se bavime 0 zmnozeni chromozomovych sad pouze jednoho
druhu v karyotypu. Pfi¢inou autopolyploidizace byva nejéastéji naruseni spravné
segregace chromozomt, které probiha pfi jejich mitotickém déleni do dcefinych jader
(Coyne a Orr 2004; Snustad a Simmons 2009). Dalsi moznosti, jak mize vzniknout
autopolyploid je splynuti neredukovanych gamet (Briggs a Walters 2001). Jako ptiklad
autopolyploidizace lze uvést autotetraploidni lilek brambor (Solanum tuberosum),
2n = 4X = 48. Dalsim typem polyploidizace je allopolyploidie, ktera se v pfirozenych
dochazi k hybridizaci mezi dvéma genomy rozdilnych rostlinnych druhti s jejich
naslednou polyploidizaci (Stebbins 1950). Vysledkem jsou sady chromozomu, které maji
odlisny puvod (Soltis a Soltis 2009). Typickym piikladem allopolyploida je hexaploidni
pSenice seta (Triticum aestivum), 2n = 6x = 42, AABBDD (viz Obrazek 2). Nejenom
ke wvzniku pSenice, ale i dalSich hospodaisky vyznamnych plodin (bananovnik, bavlnik)
ptispéla pravé mezidruhova hybridizace spolu s polyploidizaci (Renny-Byfield a Wendel
2014).
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T. urartu Ae. speltoides  Ae. tauschii
(2n=14) (2n=14) (2n=14)
genom AA enom BB genom DD

T. turgidum
(2n=28)
genom AABB

T, aestioum

(2n=42)
genom AABBDD

Obrazek 2: Vznik hexaploidni p$enice seté (T. aestivum) z druht T. urartu, Ae. speltoides a Ae. tauschii

(pfevzato z: Feldman a kol. 1997).

Polyploidni jedinci vznikaji jak pfirozeng, tak i uméle. Tento zptuisob polyploidizace byva
provadén cilené ve Slechtitelstvi napiiklad pouzitim kolchicinu. Funguje jako inhibitor
déliciho vieténka a tim padem brani rozdéleni chromozoml béhem mitézy do dcefinych
bun¢k (Briggs a Walters 2001). Uméla polyploidizace mizeme byt vyvolana i tepelnym
Sokem (Ramsey a Schemske 1998).

Pro polyploidni rostliny je charakteristické, Ze maji Sirsi ekologickou toleranci nez
jejich diploidni piedci (Stebbins 1950; Grant 1981), jsou také povazovany za rychlejsi
a efektivnéj$imi kolonizatory novych uzemi (Trewick a kol. 2002; Wu a kol. 2010).
Polyploidni druhy mohou spiSe piezit Vneptiznivych podminkach, ve vysSich
nadmoiskych vySkach nebo v chladngjsim klimatu (Stebbins 1971). Dale polyploidni
jedinci poskytuji hospodarsky vyznamné vlastnosti, napiiklad jsou bezsemenné ¢i maji
celkoveé vétsi vzrust, vétsi plody a kvéty (Comai 2005; Grant 1981; Briggs a Walters
2001). Bézn¢é péstované obilniny, zelenina aovoce patii mezi polyploidy (pSenice,
jahody, brambor, kukufice). Celkové maji polyploidni rostliny oproti diploidnim
predkim vétsi bunky potazmo organy (Stebbins 1971). Ztéchto divodi ma ftada
hospodatsky vyznamnych rostlin komplexni genom, tim padem je jeho vyzkum slozity

a finan¢né nakladny.
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3.3 Priitokova cytometrie

K snizeni komplexity studovanych genomu se da vyuzit pratokova cytometrie.
Pratokova cytometric je metoda, jejiz pomoci lze aanalyzovat optické parametry
jednotlivych mikroskopickych ¢astic, at’ uz celych bungk, jader, chromozomt nebo
organel v suspenzi, ato pii rychlosti vice nez 20000 ¢astic za sekundu. V detekénim
misté kde ¢astice prochazeji v uzkém vodnim sloupci jedna za druhou, jsou protnuty
laserovym paprskem a dochazi k rozptylu svétla a excitaci fluorochromti. Rozptyl svétla
rozliSujeme na tzv. ptimy (forward scatter, FSC), ktery urCuje relativni velikost bunky
a dale bo¢ni rozptyl (side scatter, SSC), ktery ukazuje na vnitini slozitost nebo granularitu
buiiky. Déle je analyzovan jeden nebo vice fluorescen¢nich parametrii. Métené vzorky
Vv pratokovém cytometru jsou bud’ autofluorescencni (= po excitaci laserem fluoreskuji
jejich chlorofylova barviva, komponenty bunééné stény ¢i produkty metabolismu), nebo
musi byt fluorescen¢né obarveny. Barveni analyzovanych ¢astic 1ze provést nékolika
zpusoby, mezi které patii napfiklad pouziti fluorescencnich barviv (napt. DAPI,
propidium jodid) nebo barveni fluorescenéné konjugovanymi protilatkami (napf. CD3-
FITC) (McKinnon 2018). Barveni je mozno provadét také pomoci transfekce a exprese
fluorescencnich proteinti (napf. Green Fluorescent Protein-GFP) (Shapiro 2003;
McKinnon 2018).

Tradi€ni pritokové cytometry se skladaji ze tii systémil: fluidika, optika
a elektronika. Fluidni systém je nezbytny pro separaci analyzovanych ¢astic tak, aby se
pohybovaly jedna za druhou v tzkém vodnim sloupci. Toho lze docilit pomoci tzv.
hydrodynamické fokusace. Suspenze ¢astic je privadéna tenkou kapilarou do pritokové
komurky (flow cell), kterou proudi nosna kapalina. Ta byva do pratokové komirky
pfivadéna pod vétsSim tlakem neZz suspenze analyzovanych castic. Pomoci tohoto
mechanismu jsou tak Castice udrzovany jen v uzké centralni ¢asti proudu (Suda 2005).
Opticky systém je tvofen excitacni optikou (lasery) a soustavou detektord, fotonasobict
(PMTs) nebo fotodiod, které zaznamenavaji svételné signaly. Tyto signaly jsou
nasledovné elektronickym systémem pievedeny do elektrického signalu a dale
digitalizovany pro pocitacovou analyzu (Suda 2005). Ziskana data lze zobrazit bud’
to ve form¢ dot plotu (kazda teCka reprezentuje jednu analyzovanou ¢astici), anebo

ve formé histogramu pro jednoparametrovou analyzu (Suda 2005).
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Pratokova cytometrie zahrnuje Siroké spektrum aplikaci jako je naptiklad
stanoveni obsahu jaderné DNA, stanoveni obsahu jednotlivych DNA bazi, studium
genové exprese a umoznuje také tiidéni chromozomu a jader, atd. (Suda 2005). V piipadé
chromozomu je mozné identifikovat jejich strukturni zmény nebo zmény V jejich pocétu
(Dolezel a Bartos 2005). Tim padem nasla velké uplatnéni v biomedicing a klinické praxi
predevsim pfi identifikaci a téidéni rtiznych typt bunék. Tato metoda ma velky piinos
I V botanickém vyzkumu. Zacala byt vyuzivana od osmdesatych let minulého stoleti,
zejména pro stanoveni ploidniho stupné analyzovaného materialu. Dale je pouZivana
pro odhad obsahu jaderné DNA, pii analyze bunééného cyklu (Loureiro 2006; Suda
2005). Specialnim vyuzitim cytometrie je téidéni jader a chromozomui (Dolezel, Lucretti
a Macas 1997; Dolezel a kol. 2007).
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Obrazek 3: Schéma prutokového cytometru a  tfidéni chromozému  (pfevzato  z:
http://kfrserver.natur.cuni.cz/lide/opat/biotech/BAGIR%20016%20DOLEZEL .pdf a upraveno: 9. 2. 2020).

3.3.1 Vyuziti priitokové cytometrie pro sniZeni komplexity genomu

Komplexita rostlinnych genomu je usnadnéna rozdélenim do jejich pfirozenych
podjednotek - chromozomu. Tiidéni pomoci prutokové cytometrie bylo vyuzito napiiklad
pro ziskani vysokomolekularni DNA (HMW), pifi konstrukci fyzickych, genetickych
a optickych map (Safaf a kol. 2016; Vrana a kol. 2016; Dolezel a kol. 2012; Simkova
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akol. 2003). Jednim zpftikladu vyuziti pratokové cytometrie bylo tfidéni
chromozomovych ramen pSenice seté - z nichZ byly zkonstruovany tzv. BAC knihovny.
Ty byly nasledn& pouzity pro konstrukci fyzickych map (Safai a kol. 2010) a vyznamné
prispély k projektu ¢teni genetické informace pSenice (Lukaszewski a kol. 2014; Appels
akol. 2018). Ttidéné chromozomy pfipély K sestaveni hrubé genomové sekvence
je¢mene (Mayer akol. 2011), anebo zita (Martis a kol. 2013). Tiidénim tedy byla
usnadnéna analyza slozitych rostlinnych genomi. Ttidéni chromozomt je vSak u spousty
rostlin komplikovano malymi rozdily Vv jejich velikosti. Proto je snaha vyvinout rtizné
alternativni pfistupy znaceni chromozomuti v suspenzi, které by mohli do budoucna
vyfesit tento problém. Byla vyzkousena fada metod, napiiklad FISH (fluorescencni in situ
hybridizace) PRINS (Primed in situ labeling), TALENY (efektorova nukleaza typu
transkrip¢niho aktivatoru), polyamidy a dalsi, které budou popsany v dalsich kapitolach.

3.4 Znaceni chromozomu v suspenzi
3.4.1 FISH/PRINS

Mezi metody pouzivané pro studium komplexnich rostlinnych genomil patii
i fluorescencni in situ hybridizace — FISH (Ohmido a kol. 2010). Jedna se 0 molekularné
cytogenetickou metodu, ktera se pouziva K lokalizaci a identifikaci specifickych usekt
DNA. Zakladem této metody je denaturace a hybridizace molekul DNA. Proces
hybridizace je v podstaté stejny jako je renaturace DNA. Avsak zasadni rozdil spociva
v tom, Ze nedochazi k obnové puvodni struktury DNA, nybrz ke vzniku hybridniho
duplexu tvofeného puvodni neznac¢enou molekulou a znac¢enou molekulou. Denaturace je
provadéna bud’ chemicky (napf. pouzitim hydroxidu) ¢i vysokou teplotou. Pii denaturaci
dsDNA dochazi k rozruseni vodikovych mistkti mezi komplementarnimi dusikatymi
bazemi, které drzi fetézce dohromady. Podminky denaturace dsDNA vSak mohou mit
Skodlivé dopady na morfologii bunék, jader achromozomu (Deng akol. 2015).
Po denaturaci nasleduje hybridizace fluorescencné zna¢enou DNA sondou, kterd musi

byt komplementarni k vybranému jednotetézcovému tseku DNA viz obrazek 4.
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Obrazek 4: Schématické znazornéni fluorescenéni in situ hybridizace — FISH (ptevzato z: Deng a kol.
2015).

FISH vyuziva sondy, které jsou znaceny bud’ to piimo anebo nepiimo (Kocarek
2007). Vyhodou piimého znaceni je rychlost detekce a také jednoduchost. Oproti tomu
nepiimo znacena sonda nese hapten, na né¢hoz se v nasledujicim kroku vaze fluorochrom
ve formé konjugatu s protildtkou. Vyhodou nepifimého znaceni je vyssi citlivost oproti
pifimému znaceni, ovSem nevyhodou je vysoké pozadi (Viegas-Pequignot a kol. 1989).
Samotné chromozomy jsou pak znaCeny interkala¢nimi barvivy jako jsou 4',6-diamidin-
2-fenylindol (DAPI) nebo propidium jodid (PI). Metoda FISH je standardem
cytologickych technik aje rutinné provadéna na preparatech na mikroskopickych
sklickach, avSak jeji provedeni v suspenzi zatim nebylo optimalizovano pro celou Skalu

vyuzitelnych sond.

Béhem dalsiho vyvoje molekularné genetickych metod byla vyvinuta jako rychla
a citliva alternativa k tradi¢ni technice FISH metoda PRINS (Primed in situ labeling)
(Koch akol. 1989), ktera kombinuje metodu FISH a PCR (polymerazova ftetézova
reakce). Rozdil spocivajici v metodé PRINS oproti FISH je v pouziti neznatené DNA
sondy. Ta po denaturaci dsSDNA naseda na cilovou sekvenci na chromozomalni ssDNA.
Sonda potom funguje jako primer v polymerazové fetézové reakci katalyzované DNA
Taq polymerazou (Koch a kol. 1989, Hindkjaer a kol. 2001). Béhem syntézy fetézce jsou
nukleotidy, z nichz je jeden nukleotid znacen, inkorporovany do chromozomalni DNA,
a tak znac¢i misto hybridizace in situ. Mezi hlavni vyhody metody PRINS oproti klasické
FISH je rychlost detekce, citlivost, a vysoka specificita. Prvné¢ byla metoda PRINS
vyuzita pfi objevu chromozémoveé specifickych rozdilnosti ve stavbé monomeru alfa-
satelitu u ¢loveéka (Koch a kol. 1989). Mimo jiné se metoda PRINS osvéd¢ila i pii studiu
telomer a genti pro ribozomalni RNA (Ocalewicz akol. 2008; Wnuk a kol. 2009).

V cytogenetice rostlin byla metoda PRINS pouzita pro mapovani tandemovych
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repetitivnich sekvenci pSenice, jecmene a fazole (Macas a kol. 1995; Kubalakova a kol.
1997). Metoda PRINS byla pouzita i pro zna¢eni chromozomi v suspenzi Pichem a kol.
1995, kteti ji vyuzili pro tfidéni chromozému fazole polni, jejich rozliSeni umoznilo
znaCeni FoOKI repetitivnich sekvenci (sekvenci cilenych endonukleazou FokI). Tuto

metodu se vSak nepodafilo pro jiné rostlinné druhy reprodukovat.

3.4.2 FISHIS

Pro vyfeSeni problémt se znacenim chromozomt v suspenzi pomoci klasické
FISH byla vyvinuta reprodukovatelna metoda FISHIS (fluorescencni in situ hybridizace
v suspenzi) (Giorgi a kol. 2013). Zasadni rozdil oproti metodé FISH spociva v aplikaci
kratkych syntetizovanych sond a dale vyuziva alkalické denaturace dsDNA a zpétné
renaturace snizenim pH na neutralni hodnoty. FISHIS vSak funguje pouze s omezenym
poctem mikrosatelitovych sond (nepublikovano), coz k rozliSeni vSech chromozomu
nestaci. Proto je nutné k FISHIS najit alternativu, vzhledem K nutnosti znaceni v suspenzi
a predejiti poskozeni chromozoml denaturaci se jako alternativy nabizi znaceni
syntetickymi polyamidovymi sondami (Gygi a kol. 2002) nebo proteinovymi komplexy

cilicimi na specifické nukleotidové sekvence.
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Obrazek 5: Flow karyotyp Triticum turgidum, ssp. Durum. Po pouziti FISHIS je mozZné rozlisit v§ech 14
chromozémi (pievzato z Giorgi a kol. 2013).
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3.4.3 Polyamidy

Polyamidy jsou syntetické sondy, jeZz jsou schopné se vazat do malého zlabku
DNA sekven¢né specifickym zptisobem. Gygi a kol. 2002 navrhli tyto syntetické sondy
pro zacileni repetitivniho motivu TTCCA, ktery se nachazi v oblasti heterochromatinu.
Dosahli tak rozdéleni chromozomu 9 od chromozomu 10, 11 a 12 u ¢lovéka, které jinak
tvoti neoddélitelnou populaci (Gygi a kol. 2002). Navic polyamidy nevyzaduji denaturaci
chromozomu, jak je tomu u konvenénich DNA sond (Gygi a kol. 2002). Na tuto praci

obdobné jako na PRINS v suspenzi té¢Z nikdo nenavazal.
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Obrazek 6: Flow karyotyp lidské bunééné linie pro zna¢eni TTCCA cilici polyamidovou sondou. Znaceni
umoznilo rozli§it chromozom 9 od chromozomid 10, 11 a 12, které na standardnim bivaridtnim flow
karyotypu tvofi nerozdélitelny shluk (ptevzato z Gygi a kol. 2002).

3.4.4 Proteinové komplexy - ZINC-FINGER NUKLEAZY a TALEN

K zacileni na specifické nukleotidové sekvence v ramci komplexnich genomi 1ze
vyuzit i proteinovych komplext, mezi které patii naptiklad tzv. nukleazy zinkového prstu
(zinc finger nucleases, ZFN). Jedna se 0 mistn¢ specifické nukleazy, které jsou umeéle
vytvofené. Jsou slozeny ze dvou oddélenych domén, DNA vazebné domény s motivem

zinkového prstu (zinc-finger, ZF) a domény FokI s endonukleazovou aktivitou. DNA
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vazebnou doménu lze navrhnout pravé tak, aby byla schopna zacilit na konkrétni

specifickou nukleotidovou sekvenci DNA, kde posléze probiha sestiih diky doméné Fokl.

Zinc finger domains
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Obrazek 7: Na obrazku jsou znazornény mistné specifické nukleazy zinkového prstu, které jsou tvoieny
DNA vazebnou a restrikéni doménou - endodonukleaza Fokl. Ke vzniku dvouvlaknového zlomu DNA je
nutnd dimerizace domény Fokl. K tomu je zapotiebi dvou molekul ZFN, které jsou opacné orientovany
a vazou se V dostateéné blizkosti (Bitinaite a kol. 1998) (pievzato z: Mahfouz a kol. 2014 a upraveno 11.
3.2020).

Dalsim velice obdobnym systém je tzv. TALEN (Transcription activator - like
effector nukledzy). Stejn¢ jako ZFN i TALEN ma restrikéni endonukleazovou doménu
Fokl, ktera je zodpovédna za sestiih DNA (Christian a kol. 2010; Miller a kol. 2011).
Na rozdil od ZFN ma vsak tento systém jinou tfidu DNA vazebnych domén znamou jako
tzv. efektory transkripcniho aktivatoru (TALE). Oba systémy byly vyuzity pro cilenou
editaci genomu. Systém TALEN byl vyuzit naptiklad ipro znaceni pluripotentnich
kmenovych bun¢k (Sekine a kol. 2014). Navzdory sekvencni specifité a moznosti nést
fluorescen¢ni znacku, ZFN ani TALENy se nedockaly vétsiho nasazeni pro znaceni DNA
lokusti in vivo ain vitro. V prubéhu nékolika let byl totiz objeven dal§i systém -
CRISPR/Cas9, ktery se stal revolu¢ni novinkou V oblasti genového inzenyrstvi a pozdéji

I pro znaceni specifickych DNA lokusti.

TALE protein

QN1

TALE protein

Obrazek 8: Na obrazku je zndzornén mechanismus TALEN systému (pfevzato z: Mahfouz a kol. 2014).
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Zésadni rozdil spoc¢iva v tom, ze nukleazy zinkového prstu | TALEN vyzaduji
navrzeni a syntézu proteint, které dovedou rozeznat cilovou sekvenci na bazi interakce
komplementarniho parovani RNA-DNA, které vyuziva systém CRISPR/Cas9, jenz
vyzaduje pouze syntézu kratkych sekvenci RNA (Young 2014). Mimo jiné ZFN
i TALEN jsou ¢lovékem uméle vytvorené nukleazy, zatimco CRISPR/Cas9 neni (La
Fountaine a kol. 2015).

3.5 CRISPR/Cas9

Systém CRISPR/Cas9 se stal klicovym nastrojem pro cilené upravy genomu
(Jinek a kol. 2012; Arora a Ranula 2017; Lino a kol. 2018). Jedna se 0 adaptivni imunitni
systtm mikroorganismi, ktery zajiStuje jejich ochranu proti bakteriofagim
¢i plazmidim. CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromid Repeat) jsou
useky nahromadénych pravidelné rozmisténych kratkych palindromickych repetic, které
jsou prolozeny variabilnimi sekvencemi cizorodé DNA tzv. spacery (Cong a kol. 2013;
Ran a kol. 2013). V roce 2002 Jansen objevil, ze se v blizkosti CRISPR repetic vyskytuji
geny asociované s CRISPR tzv. Cas geny (CRISPR-asociated genes, Cas) kodujici
nukleazy (Jansen a kol. 2002). CRISPR/Cas systém se vyznacuje tfemi hlavnimi fazemi:
adaptaci, expresi a interferenci. Béhem adaptace dochazi K ziskani spaceru diky
inkorporaci cizorodé DNA do bakteridlniho genomu, konkrétné¢ do lokustt CRISPR.
V dalsi fazi probiha transkripce a translace Cas gend, ale také transkripce spaceru. Jejich
prepisem vznika tzv. prekurzorova CRISPR RNA (pre-crRNA). V posledni fazi probiha
interference, béhem které¢ je degradovana cizorodd DNA na zakladé jeji identity se

spacerem (Deltcheva a kol. 2011).
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Obrazek 9: Obecny mechanizmus systému CRISPR/Cas, ktery se sklada ze tii fazi: adaptace, exprese
a interference (pfevzato z: https://is.muni.cz/el/1431/jaro2017/Bi8090/Editace_genomu_2017.pdf).

Dosud bylo objeveno pét typu CRISPR/Cas systému, ale nejlépe popsanym je
CRISPR/Cas systém typu II pochazejici z bakterie Streptoccocus pyogenes (Jinek a kol.
2012; Doudna a Charpentier 2014). Dilezitou roli v tomto systému hraje zejména enzym
Cas9 o velikosti 159 kDa. Jedna se 0 endonukleazu, ktera tvoii dvoufetézcové zlomy
na molekule DNA (Jinek akol. 2012). CRISPR/Cas9 je dale tvofen dvémi
molekularnimi slozkami - cilové specifickou CRISPR RNA (crRNA) a pomocnou trans-
aktivaéni crRNA (tranctrRNA), které jsou spojeny do kratké nekddujici guideRNA
(sgRNA). Ukolem sgRNA je navést nukledzu Cas9 do cilového mista v genomu
(Makarova a kol. 2002, Ishino akol. 2018). Mimo jiné Cas9 vyzaduje K nasednuti
na dsDNA jesté sekvenci PAM (protospacer adjacent motif), ktera sousedi s CrRNA, viz
Obrazek 10 (Makarova a kol. 2002). Tato sekvence je tvofena trojici nukleotidi -
5'->NGG—3’, ve které ,,N“ ptredstavuje libovolnou bazi (Makarova a kol. 2002). Bylo
objeveno, ze endonukledza Cas9 naseda na stovky PAM sekvenci napfi¢ celym
genomem, avSak K sestfihu dochazi pouze v piipadé, ze je SQRNA komplementarni
k cilové sekvenci (Wiedenheft a kol. 2011; Jinek akol. 2012). Po s§tépeni nasleduje
oprava DNA bud’, nehomolognim koncovym spojenim (NHEJ) anebo homologem

fizenou rekombinaci (HDR), coz vede ke vzniku modifikované sekvence (Bannikov
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a Lavrov 2017). Systém CRISPR/Cas9 ma velmi Siroké spektrum aplikaci. Kromé
zminénych dvoufetézcovych zlomi DNA také indukuje vznik jednotetézcovych zlomt
a umlceni ¢i aktivaci gentl. Pro tuto praci je vSak zasadni jeho vyuZiti pro znaceni Zivych

I fixovanych bungk.
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(tracrRNA)

gRNA  CRISPR RNAS
Cas9 protein (crRNAs)
nukleaza nekéduijici navadéjici RNA
(gRNA)
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Obrazek 10: Systém CRISPR/Cas(https://dspace5.zcu.cz/bitstream/11025/33911/1/Arnika_2018 3-
Pavelka-web.pdf).

3.5.1 Vyuziti CRISPR/Cas9 pro fluorescenéni znaceni

Relativné nedavno byla vyvinuta metoda in vitro fluorescenéniho znaceni
vyuzivajiciho systém CRISPR/Cas9 typu Il pochazejiciho z bakterie Streptoccocus
pyogenes, (Deng a kol. 2015). Jedna se o tzv. metodu CASFISH (Cas9-zprostiedkovana
fluorescence in situ hybridizace). Princip metody CASFISH spociva v aplikaci tzv.
deaktivované endonukleazy dCas9 (dead-Cas9). Jedna se 0 mutantni formu enzymu
Cas9, ktera je zmutovana V mistech H840a domény HNH aD10a domény RuvC.
Dusledkem mutaci je deaktivace nukledzové aktivity téchto domén a zaroven jsou
zachovany DNA vazebné vlastnosti enzymu. Diky tomu lze navazat endonukledzu dCas9

do jakéhokoliv mista v genomu, aniz by $tépila DNA. Pro znaéeni cilového lokusu
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na chromozému je endonukleaza dCas9 navic sfizovana s fluorescenénim proteinem.
CASFISH metoda vyuziva rGzné barevné komplexy dCas9/sgRNA, coz umoziuje
vizualizaci nékolika cilovych lokust zaroven. Tato metoda je pouzivana pro rychlé
a robustni znaceni repetitivnich elementi DNA jako je: pericentroméra, centroméra a G-
bohaté teloméry (Deng a kol. 2015). CASFISH umoznuje rychlejsi detekci nez klasicka
FISH a mimo jiné neni tolik destruktivni, jelikoz nevyzaduje denaturace dsDNA. Tim
padem zustava zachovana morfologie chromozomii (Deng a kol. 2015). Navic je komplex
dCas9 / sgRNA velmi stabilni a vaze se s cilovou DNA sekvenci s vysokou afinitou
(Sternberg a kol. 2014).
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4 EXPERIMENTALNI CAST
4.1 Pouzité chemikalie

2,2',2" 2"-(ethan-1,2-diyldinitrilo) tetraoctova kyselina (EDTA) (Sigma-Aldrich, USA);
2-(4-amidinofenyl)-1H-indol-6-c(DAPI) (Sigma-Aldrich, USA); [2-amino-2-
(hydroxymethyl)propan -1, 3-diol] (Tris) (Sigma-Aldrich, USA); aceton (VWR
International, Polsko); amiprophosmethyl (APM) (Duchefa, Nizozemsko); bovinni
sérovy albumin (BSA) frakce V (Roche, Némecko); dihydrat molybdenanu sodného
(NazMoQO4*2H,0) (Lach:ner, Ceska Republika); dusi¢énan amonny (NH4)NOj3 (Lach:ner,
Ceskd Republika); dihydrogenfosfore¢nan draselny (KH,POs (Lach:ner, Ceska
Republika); dusi¢nan draselny (KNOs3) (Lach:ner, Ceska Republika); ethanol (Sigma—
Aldrich, USA); 2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina (Hepes)
(Sigma-Aldrich, USA); formaldehyd (FA) (Sigma-Aldrich, USA); heptahydrat siranu
hofe¢natého (MgSO,*7H,0) (Lach:ner, Ceskd Republika); heptahydrat siranu
zine¢natého (ZnSO,*7H20) (Lach:ner, Ceska Republika); hexahydrat chloridu
kobaltnatého (CoCl,*6H,0) (Lach:ner, Ceskd Republika); hydroxymocovina (HU)
(Sigma-Aldrich, USA); chlorid draselny (KCI) (Lach:ner Ceska Republika,); chlorid
sodny (NaCl) (Lach:ner, Ceska Republika); imerzni olej Immersol 518F (Carl Zeiss,
Némecko); kyselina borita (HsBOs) (Lach:ner, Ceska Republika); merkaptoethanol
(Sigma-Aldrich, USA); pentahydrat siranu médnatého (CuSO4*5H,0) (Lach:ner, Ceské
republika); (polyethylen glycol p-(1,1,3,3-tetramethylbutyl)-fenyl ether (TRITON X —
100) (Sigma-Aldrich, USA); sachardza (Lach:ner, Ceska Republika); spermin (Sigma-
Aldrich, USA); tetrahydrat dusi¢nanu vapenatého ([Ca(NO3);]*4H,0) (Lach:ner, Ceské
Republika); tetrahydrat chloridu manganatého (MnCly*4H,0) (Lach:ner, Ceské
Republika); Tween 20 (Sigma-Aldrich, USA); Vectashield sDAPI (Vector
Laboratories,USA)

4.2 Biologicky material
Seminka je¢mene (cv. Morex), seminka psenice (cv. Chinese spring)
4.3 Pouzité pristrojové vybaveni

Analytickd vdha CP 64 (Sartorius, Némecko); digestot (Merci, Ceskd Republika);

fluorescen¢ni mikroskop Axio Imager.Z2 (Carl Zeiss, Némecko) s CCD kamerou;
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inkubator INCU-LINE 150R (VWR International, Polsko); homogenizator PT 1300D
(Polytron kinematica, Svycarsko); magneticka michatka bez topného télesa Variomag
Power direct (P-lab a.s, Ceskd Republika); magnetickd michacka s topnym télesem
AREX VELP Scientifica (P-lab a.s, Ceské republika); pritokovy cytometr BD FACSAria
SORP (Becton Dickinson, USA); PCR thermocycler C 1000 Touch (Bio-Rad, USA);
rotator Hula Mixer Sample mixer Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, USA); stolni
centrifuga MiniStar silverline (VWR International, Polsko); tfepatka REAX Top
(Heidolph, Némecko); zdroj Power Suply (Eplax GmbH, Némecko); UV lampa X-Cite
exacte (Excelitas)

4.4 Pouzité nastroje a spotiebni material

Automatické pipety (Nichipet); filtraéni papiry; mikrozkumavky; odmérné valce;
kadinky; PCR-mikrozkumavky; Petrino misky; pinzeta, skalpel; vata; mikroskopicka
sklicka; kryci sklicka

4.5 Pouzité roztoky

Roztoky pouzité pro synchronizaci bunééného cyklu

e Amiprophosmethyl (AMP): 20 mM amiprophosmethyl

e Hoaglandovo medium: 2mM KNO; 2mM Ca(NOs),*4H,0; 0,5mM
MgS0,*7H,0; 0,25 mM KH,PO,; 0,5mM (NH4)NO3; 25 uM H3BOg; 0,5 uM
CuSO4+H,0; 2uM  ZnSO,*7H,O; 2uM  MnCl,*4H,0; 0,075 uM
(NH4)s M07024*4H,0; 50 uM KCI; 0,15 uM CoCI2 * 6H20; 40 uM Fe-EDTA

e Chelatac¢ni ¢inidlo: 0,5 M Fe EDTA

e Hydroxymocovina: 2 MM hydroxymocovina

Fixace, izolace a purifikace chromozému

e FA —Tris pufr (fixaz): 10 mM TRIS; 10 mM Na,EDTA /Chelaton/; 100 mM
NaCl; 0,1 % TRITON X — 100; 15 mM merkaptoethanol; 2 % FA (pH 7,5)

e Tris pufr: 10 mM TRIS; 10 mM Na,EDTA /Chelaton/; 100 mM NaCl (pH 7,5)

e Izola¢ni pufr (LBO1): 15 mM TRIS; 2 mM Na,EDTA; 0,5 mM spermin, 80 mM
KCI; 20 mM NaCl; 0,1 % TRITON X — 100; 15 mM merkaptoethanol (pH 9,4)
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Tridéni chromozomu

e PRINS pufr: 5% sacharéoza (pH 7,5)

e Fluorescenc¢ni barvivo: 1 mg/ml DAPI
CASFISH

e Duplexni pufr (IDT duplex buffer): 100 mM CH3;COOK; 30 mM Hepes (pH 7,5)

e 10x dCas9 pufr: 200mM Hepes (pH 7,5); 1M KCI; 50 mM MgCl;; 10% BSA;
1% Tween; 50% glycerol

e Vymyvaci roztok PBS: 1x PBS

e Fixaz chromozomu s navazanou sondou (FA v PBS): 4% FA; 1x PBS

e Vymyvaci roztoky s ethanolem: 70% ethanol
90% ethanol
96% ethanol

Uzaviraci médium: Vectashield s DAPI

Pouzité sondy

znaceny protein dCas9/eGFP - 500 ng/ul dCas9-NLS—-EGFP; 10x Cas9 pufr; 400 ng/ul

sonda s prislusnou sekvenci - AGG, afa, teloméra (Genaxxon, Némecko)

znaena sgRNA/ATTO 550 - 100 uM crRNA; 100 uM tracrRNA/ATTO 550; 6,25 uM
dCas9 protein V3; 10x Cas9 pufr; 2 uM sonda s piislusnou sekvenci - AGG, afa,
teloméra (IDT, USA)

Pouzité sekvence:

Teloméra GGTTTAGGGTTTAGGGTTTAGGG

Afa CAGCCTGCTAACTAGCTATGTGG

AGG AGGAGGAGGAGGAGGAGGAGG

Pozn: Tuéné zvyraznény motiv znazoriuje sekvenci PAM (protospacer adjacent motif)
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4.6 Metody
4.6.1 Nasazeni seminek pSenice a synchronizace bunééného cyklu

Bylo namoceno piiblizné 25 - 30 seminek pSenice V destilované vodé¢, ktera byla
ponechana ve vod¢ zhruba po dobu 20 - 30 min, aby seminka byla dostate¢n¢ nasakla
vodou. Poté byla seminka vyseta na Petriho misku se zvlh¢enou vatou na filtra¢ni papir.
Kultivace vysetych seminek byla provedena v termostatu pii 25°C po dobu 3 dnt.. Poté
byla provedena synchronizace bunééného cyklu Vv kofenovych meristémech. V prvnim
kroku byla naklicena semena pfenesena na Hoaglandiv roztok s 2 mM hydroxymocoviny
(inhibitor syntézy DNA), na kterém probihala inkubace po dobu 18 hodin. Néasledujici
den byla semena oplachnuta v destilované vodé pii teplote¢ 25°C a pienesena na
Hoaglandiv roztok (zivné medium). Inkubace v Hoaglandové roztoku trvala po dobu
5,5 hod. V dalsim kroku synchronizace byla seminka pienesena do Hoaglandova roztoku
s 2,5 uM amiprophos methylem (APM), kde byla ponechana po dobu 2 hodin. Po
skonCeni inkubace byla naklicend seminka pienesena na led. Nésledujici den byla

provedena fixaz, izolace a purifikace synchronizovanych kofenovych Spicek.

4.6.2 Fixaz, izolace a purifikace chromozomi psSenice

Naésledujici den byly od seminek odtrzeny piiblizn€ 1 cm dlouhé kofeny, které
byly ponofeny do vychlazené destilované vody. Dale byly natrhané koteny pieneseny do
Tris pufru obsahujici 2% formaldehyd. V tomto kroku probihala fixaz synchronizovanych
koteni. Fixaz se provadéla ve vytemperované vodni lazni, ktera byla vychlazena na 5°C,
po dobu 20 minut. Béhem experimentu byla vyzkousena idoba fixdze 10 minut
a 5 minut. Po ukonéeni fixaze byly kofeny pteneseny do vychlazeného Tris pufru kvuli
promyti, které probihalo po dobu 5 minut. Tento krok byl proveden celkem 3x. Kofinky
ponofené V Tris pufru byly pieneseny na led. Takto pfipravené kofeny byly ihned
izolovany. Pomoci skalpelu byly odiiznuty Spi¢ky kofent (meristémy) pod binokuldrni
lupou. Odiezané $picky byly preneseny do 1ml LBO1 pufru. Nasledovné byla provedena
homogenizace S$pi¢ek homogenizatorem pii 20.000 ot./ 13s. Vznikla suspenze byla

piefiltrovana pies 50 um sitko. Prefiltrovana suspenze byla poté pfenesena na led.
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4.6.3 Nasazeni seminek je¢mene a synchronizace bunééného cyklu

Bylo namoceno 25 - 30 seminek pSenice V destilované vodé, ktera byla ponechana
ve vod¢ zhruba po dobu 20 - 30 min, aby seminka byla dostatecné nasakla vodou. Poté
byla seminka vyseta na Petriho misku obsahujici zvlhéenou vatu a filtracni papir.
Kultivace vysetych seminek byla provedena v termostatu pii 25°C po dobu 3 dnt.
V nésledujicich dnech byla provedena synchronizace bunééného cyklu. V prvnim kroku
byla nakli¢ena semena pienesena na hydroxymocovinu, na které¢ probihala inkubace po
dobu 18 hodin (ptes noc). Nasledujici den byla semena oplachnuta v destilované vod¢ pti
teplot¢ 25°C apfenesena na Hoaglandovo medium (zivné medium). Inkubace
v Hoaglandové mediu trvala po dobu 6,5 hodin. V dalsim kroku synchronizace byla
seminka pfenesena na roztok s APM, kde byla ponechana po dobu 2 hodin. Po ukon¢eni
inkubace byla nakli¢ena seminka pfenesena na led. Dals§i den byla provedena fixaz,

izolace a purifikace synchronizovanych kofenovych $picek.
4.6.4 Fixaz, izolace a purifikace chromozomu je¢mene

Fixaz, izolace a purifikace synchronizovanych chromozému byla provedena
stejné, jak jiz bylo zminéno v pracovnim postupu u pSenice. Podminky homogenizace

mély rozdilné parametry — 15. 000 ot. / 13s.
4.6.5 CASFISH

Byly provedeny dvé varianty CASFISH, se znacenou dCas9-eGFP a se znacenou
SgRNA/ATTO 550.

4.6.5.1 CASFISH se znacenou sgRNA

Bylo vyuzito systému se znacenou tracrRNA, kterd nese fluorochrom ATTO 550.
Enzym i obé RNA (crRNA a tracrRNA) byly dodany firmou IDT. Byla pfipravena single
guide RNA (sgRNA). Pro tvorbu navadéci SgRNA byla lyofililizovana cilové-specificka
crRNA a tracrRNA-ATTO 550 piipravena v duplexnim pufru. Do PCR mikrozkumavky
byl pipetovan 1ul crRNA, 1 pl tracrRNA a 8 pl duplexniho pufru. Smichané reagencie
byly dukladné propipetovany, zvortexovany ana zavér stoCeny na ultracentrifuze.
Pfipravena smés byla vlozena do thermocycleru, ve kterém byla inkubovana pii 95°C po
dobu 5 min. Poté byla PCR mikrozkumavka v thermocycleru jest¢ ponechana dalSich cca

10-20 min. V této fazi teplota thermocycleru postupné klesala dolti. Mezitim byly
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pripraveny dalsi jednotlivé PCR zkumavky, do kterych bylo pipetovano po 10 ul Cas9
pufru, 1 ul enzymu dCas9, 1 ul piislusné sondy - se sekvenci teloméry (je¢men
a pSenice), se sekvenci AGG (je¢men) a sekvenci afa (psenice). K jednotlivym smésim
byl vkazdém experimentu pfipipetovan individualni objem ribonukleové castice —
SgRNA podle tabulky 1. Na zavér byly vSechny smési doplnény vodou na objem 100 pl.
Pfipravené smési V jednotlivych PCR zkumavkach byly pfemistény do thermocycleru,
ve kterém probihala inkubace pfi teplot¢ 26°C po dobu 10 minut. Byla vytvofena

ribonukleoproteinova ¢astice (RNP).

Tabulka 1: Individualni pouZité objemy ribonukleové Castice sgRNA v jednotlivych experimentech

Ribonukleoproteinova Castice sgRNA Objem [ul]
1l
2 ul
5ul
9ul

CASFISH byla provedena na natfidénych chromozémech a v suspenzi. V prvnim
ptipad¢ byli natfidéné chromozémy na mikroskopickém sklicku promyty v roztoku PBS
po dobu 5 minut. Po promyti byla provedena ekvilibrace chromozomt pomoci pufru
Cas9 (1x). Nasledovné¢ bylo naneseno na kazdé mikroskopické sklicko po 25 pl
komplementarni sondy k cilové sekvenci DNA chromozomu. Jednalo se 0 nasledujici
sekvence: teloméra — je¢men a psSenice, sekvence AGG — je¢men, sekvence afa — psenice.
Vsechna mikroskopicka sklicka byla pfikryta parafilmem. V tabulce 2 jsou shrnuty
jednotlivé podminky inkubace DNA sond.

Tabulka 2: Jednotlivé podminky inkubace DNA sond

Jednotlivé DNA sondy Podminky inkubace
Sekvence AGG - je¢men 26°C, 1 hod 26°C, 3 hod 4°C, pies noc
Sekvence teloméry - je¢men 26°C, 1 hod 26°C, 3 hod 4°C, pfes noc
Sekvence afa — pSenice 26°C, 1 hod 26°C, 3 hod 4°C, pies noc
Sekvence teloméry - pSenice 26°C, 1 hod 26°C, 3 hod 4°C, pfes noc

Po inkubaci byly chromozomy opét promyty vroztoku PBS po dobu 3 minut.

Nasledovné byla provedena fixace chromozémii s navazanymi DNA sondami
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Vv ledovém roztoku PBS obsahujicim 4% formaldehyd po dobu 5 minut. Nasledovalo opét
promyti v PBS po dobu 5 minut. Na zavér bylo provedeno promyti v 70%, 90% a 96%
ethanolu, kazdy krok byl proveden po dobu 1-2 minut. Nasledovalo rychlé usuSeni
mikroskopického sklicka, které bylo dale zakryto krycim sklickem s 5-6 ul Vectashieldu
s obsahem DAPI.

V druhém piipadé bylo provedeno znaceni v suspenzi. Byly pfipraveny jednotlivé
zkumavky Eppendorf, do kterych bylo pipetovano 400 pl Cas9 pufru (1x), dale 50 ul
suspenze a 50 ul RNP. Podle tabulky 3 byly provedeny nasledujici podminky inkubace.
Pro mikroskopické zhodnoceni bylo po inkubaci nakapano 5pul suspenze
na mikroskopické sklicko. Po zaschnuti byla zaschla suspenze ptikryta krycim sklickem

s 5-6 ul Vectashieldu. Zbytek suspenze byl analyzovan v pratokovém cytometru.

Tabulka 3: Shrnuti jednotlivych podminek inkubace v suspenzi

Podminky inkubace

Vv lednicce pti 4°C pies noc

v thermoblocku pti 37°C 1 hod

na rotatoru pii 37°C 1 hod

na rotatoru pii pokojové teploté pies noc

4.6.5.2 CASFISH se znacenou dCas9 endonukleazou

V tomto ptipadé je endonukledza dCas9 je pfimo znacena fluorescencnim
proteinem EGFP (green fluorescent protein — zeleny fluorescenéni protein) a navadéci
RNA je neznacend, nasyntetizovana je piimo ve formé& sgRNA (single guide RNA) a neni
tedy nutné vytvofit duplex RNA jako v pfedchozim piipad€é. Znacend dCAs a vSechny
sgRNA byly dodany firmou Genaxxon. Do jednotlivych mikrozkumavek bylo pipetovano
po 1ul enzymu dCas9-NLS-EGFP, 1 ul ptislusné sondy (se sekvenci teloméry u je¢mene
apSenice, se sekvenci AGG ujeCmene asekvenci afa upSenice). Dale bylo
ptipipetovano 10 pl Cas9 pufru a 90 pl deionizované vody. CASFISH byla provedena
v suspenzi. Byly pfipraveny jednotlivé zkumavky Eppendorf, do kterych bylo pipetovano
400 pul Cas9 pufru (1x), dale 50 pl znacené RNP a 50 ul suspenze. V tabulce 4 jsou
shrnuty jednotlivé podminky inkubace DNA sond. Pro mikroskopické zhodnoceni bylo
po inkubaci nakapano 5 pl suspenze na mikroskopické sklicko. Po zaschnuti byla zaschla
suspenze piikryta krycim skliCkem s 5-6 ul Vectashieldu sobsahem DAPI. Zbytek

suspenze byl analyzovan v pratokovém cytometru.
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Tabulka 4: Jednotlivé podminky inkubace DNA sond

Jednotlivé DNA sondy

Podminky inkubace

Sekvence AGG — 26°C, 1 hod
je€men
Sekvence teloméry —
26°C, 1 hod
jeCmen
Sekvence afa- pSenice 26°C, 1 hod
Sekvence teloméry —
26°C, 1 hod

pSenice

26°C, 3 hod

26°C, 3 hod
26°C, 3 hod

26°C, 3 hod

4°C, ptes noc

4°C, ptes noc
4°C, ptes noc

4°C, pfes noc

4.6.6 Analyza vzorki na pritokovém cytometru

Suspenze chromozomu byla prefiltrovana pfes 20 pm sitko. Pfipravené vzorky
byly analyzovany na prutokovém cytometru BD FACSAria SORP (Becton Dickinson,
San Jose, USA) vybaveném tfemi lasery — ultrafialovym 355nm pro excitaci DAPI,
modrym 488nm pro excitaci EGFP a pro méfeni piimého rozptylu svétla a zlutozelenym
561nm pro excitaci ATTO550. Pro kazdy vzorek bylo analyzovano 20000 castic,
chromozomy byly tfidény bud’ na zaklad€ relativni fluorescence DAPI a ptimého
rozptylu svétla v pfipadé neznacenych vzorki, nebo na zakladé€ relativni fluorescence

DAPI arelativni fluorescence jednoho z pouzitych fluorochromtt (EGFP a ATTO550)

u znacenych suspenzi.
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5 VYSLEDKY A HODNOCENI

5.1 Optimalizace fixdZe chromozomi je¢mene

Béhem experimentdlni Casti byla optimalizovana doba fixdze pro jeCmen cv.
Morex, ktera je zasadni pfi znaCeni chromozomit, protoze vyrazné ovliviiuje jejich
morfologii a pfistupnost chromatinu. Pii standardni 20 minutové fixazi lze
na flowkaryotypu pozorovat uzké piky chromozému, které na bivaridtnim scatterplotu
tvofi jasné ohraniCenou populaci. Na zdklad¢ toho lze usoudit, Ze byla zachovéna
morfologie chromozomu viz obrazek 11. Fixdz sice umoznuje udrzet tvar chromozomu

viz obrazek 12, nicméné muze byt divodem nepfistupnosti pro znac¢enou sondu.
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Obrazek 11: Flow karyotyp chromozomi je¢mene cv. Morex pii 20 minutové fixazi.

Obrazek 12: Chromozomy jeCmene cv. Morex pii 20 minutové fixazi. Zvétseni 400x.
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Nasledovné byla pouzita 10 minutova fixaz. Vlivem sniZeni fixaze se zhorsila morfologie
chromozomu Vviz obrazek 14. To je patrné i z flowkaryotypu, piky chromozomu jsou Sirsi
a chromozomy tvoii mén¢ ohrani¢enou populaci viz obrazek 13. Chromozémy maji méné
kompaktni strukturu (viz obrazek 14 v dusledku ¢ehoz mohou byt piistupnéjsi pro
nasednuti sondy. Jako posledni byla vyzkouSena 5 minutova fixaz, jejiz vlivem doslo
k vyraznému poskozeni struktury chromozoému viz obrazek 16. Z flowkaryotypu lze
pozorovat, ze chromozomy vtomto piipadé netvoii jasné ohrani¢enou populaci Viz

obrazek 15. Takové chromozomy jsou pro znaCeni nepouzitelné.
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Obrazek 13: Flow karyotyp chromozomi je¢mene cv. Morex pii 10 minutové fixazi.

Obrazek 14: Chromozomy je¢mene cv. Morex pii 10 minutové fixazi. Zvétseni 600x.
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Obriazek 15: Flow karyotyp chromozdémi jeCmene cv. Morex pii 5 minutové fixazi.

Obrazek 16: Chromozomy je¢mene cv. Morex pfi 5 minutové fixazi. Zvétseni 600x.

5.2 Znaceni chromozomi je¢mene pomoci CASFISH se zna¢enou dCas9-EGFP

U chromozomu, které nebyly znaceny a byly obarveny pouze fluorescenénim
barvivem DAPI byla zachovana morfologie viz obrazek 17. Po pfidavku fluorescen¢niho
barviva eGFP byl pozorovan v cytometru signal, ktery naznacuje vazbu proteinu dCas9.
K zacileni byly vybrany 2 typy sekvenci -sekvence AGG a teloméra viz obrazek 18 a 19.
Z flowkaryotypu na obrazcich 18 a 19 je vidét, ze doSlo ke znaceni chromozomi, ale
nedochazi krozliSeni jednotlivych chromozomi oproti znafeni pouze S DAPI.
Chromozémy 1ipo znaceni tvofily neodliSitelnou populaci. Specifické signaly

jednotlivych sond nebyly pozorovany ani v mikroskopu.
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Obrazek 17: Flowkaryotyp chromozomi jeémene cv. Morex bez znageni.
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Obrazek 18: Flow karyotyp chromozomu je¢mene cv. Morex se znacenou sekvenci AGG znaéenou dCas9-
EGFP.Na obrazku A je flowkaryotyp chromozému barvenych pomoci fluorescenéniho barviva DAPI. Na
obrazku B je histogram relativni fluorescence EGFP. Na obrazku C je zobrazeno bivariatni znaceni DAPI
versus EGFP, kde je bivariatni na ose X relativni fluorescence DAPI a na ose Y relativni fluorescence

EGFP. Chromozémy jsou znacené, ale nevytvafi rozlisitelnou populaci.
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Obrazek 19: Flow karyotyp chromozémil je¢mene cv. Morex se znacenou telomérou.Na obrazku A je
znazornén flowkaryotyp chromozémui obarvenych pouze fluorescenénim barvivem DAPI. Na obrazku B je
histogram relativni fluorescence EGFP. Vysledné piky chromozomi nejsou piili§ zietelné. Na obrazku C je
zobrazeno bivariatni znaceni DAPI versus EGFP, kde je na ose X relativni fluorescence DAPI a na ose
Y relativni fluorescence EGFP, chromozomy tvoii stale nerozliSitelnou populaci.

Pro znaceni sekvence AGG a teloméry chromozomil je¢mene cv. Morex byla pro znaceni
pouzita dCas9 sfuzovana s fluorescenénim proteinem EGFP. Z obrazku 20, kde bylo
provadéno znaceni sekvence AGG, lze pozorovat, ze nedoslo k navazani znac¢ené sondy
na cilovou sekvenci. Nebyl zde detekovan zadny specificky signal. | v ptipad¢ znaceni
teloméry nebyl detekovan zadny signal viz Obrazek 18. Z divodu neuspé$ného znaceni
nebyla dale znacena dCas9 v dalSich experimentech aplikovana. Dalsi experimenty byly

provadény se zna¢enou sgRNA/ATTO 550.

Obrazek 20: Chromozomy jeémene cv. Morex se znacenou sekvenci AGG.Na obrazku A probihala
inkubace se znacici dCas9-eGFP pti teploté 26°C po dobu 1 hodiny, na obrazku B pfi teploté 4°C pies noc.
ZvétSeni 400x.
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Obrazek 21: Chromozoémy je¢mene cv. Morex se znacenou telomérou.Na obrazku A probihala inkubace se
znadici dCas9-eGFP pti teploté 26°C, na obrazku B probihala inkubace pies noc pii teploté 4°C. Zvétseni
400x.

5.3 Znaceni je¢émene zna¢enou sgRNA/ATTO 550

Pro druhou sadu experimentii bylo vyuzito systému se znacenou tracrRNA, ktera
nese fluorochrom ATTO 550. Enzym iobé RNA (crRNA atracrRNA) byly dodany
firmou IDT. Pfi znaceni chromozomu je¢mene cv. Morex byl testovan vliv rozdilného
mnozstvi znacené sondy — sgRNA/ATTO 550. Pfi znaceni byly pouzity dva rozdilné
objemy ato 1 ul a9 ul zna¢ené sgRNA. V obou piipadech byl pozorovan nespecificky
signal, patrny z flowkaryotypi na obrazcich 23 a 24. Vyssi intenzita signalu byla dle

o¢ekavani pozorovana u varianty s 9 pl duplexni RNA.
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Obrazek 22: Flow karyotyp chromozémi jeCmene cv. Morex bez znaceni.
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Obrazek 23: Flow karyotyp chromozoémut jecmene cv. Morex se znacenou sekvenci AGG po pridani 1 pl
znacené sgRNA/ATTO 550.

=

Count

Count
o 0 S0 &0
zll.lllljlll4lollllljll.llllll

ATTO S50
10

1
I e

(=

TTTTTTT [TTTTTIrr T
50 100 150 200 250

[x1,000) |.|1| T T T T T T T T T T T TTTT
Relativni fluorescence DAPI Relativni fluorescence ATTO 550 5!3 lclu 1%0 zt!ﬂ zéu

fx1.000)
DAPI

Obrazek 24: Flow karyotyp chromozémi je¢mene cv. Morex se znacenou sekvenci AGG po pfidani 9 ul
znacené sgRNA/ATTO 550.

5.3.1 Chromozomy je¢mene znacené klasickou CASFISH zna¢enou sgRNA

Terminem ,,klasickd CASFISH* je v tomto pfipad€ minéna aplikace fluorescencni
RNP na tfidéné chromozomy na mikroskopické sklicko, nejednd se tedy 0 znaceni
v suspenzi. Pfed znacenim cilovych sekvenci AGG a teloméry Vv suspenzi bylo provedeno
znaceni téchto sekvenci na natfidénych chromozémech pii 20 minutové fixazi. V piipadé

znaeni sekvence AGG znacenou sgRNA byly provedeny 3 varianty inkubaci, jednou
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z nich byla inkubace provedena pfi teploté 26°C po dobu 1 hodiny, u které byl detekovan
slaby signal viz obrazek 25a. Dalsi inkubace probihala pii teploté 26°C po dobu 3 hodin.
Pfi této inkubaci byl detekovan specificky signal na sekvenci AGG viz obrazek 25b. Déle
byla provedena inkubace, ktera probihala pies noc pii teplot¢ 4°C viz obrazek25c.

V tomto piipadé€ byl detekovan nespecificky signal, pii kterém doslo k navazani znacené

sondy i do jinych oblasti na chromozémech.

Obrazek 25: Chromozémy jeCmene cv. Morex se znacenou sekvenci AGG znacené pomoci znacené
SgRNA/ATTO 550. Na obrazcich A, B a C jsou chromozémy se znaéenou sekvenci AGG, které se lisi
V jednotlivych inkubacich. Na obrazku A probihala inkubace se znacenou sondou pii teploté 26°C po dobu
lhodiny. U obrazku B probihala inkubace pti teploté 26°C 3 hodiny. Na obrazku C probihala inkubace ptes
noc pfi teploté 4°C. Zvétseni 400x.

Pii znaceni teloméry znaCenou sgRNA byly provedeny 3 varianty inkubaci. Prvni
variantou byla inkubace pfi teplot¢ 26°C po dobu 1 hodiny. Dale byla provedena
3 hodinova inkubace pfi teploté 26°C a inkubace pii 4°C pies noc. Ani v jednom piipadé

nebyl na znacenych chromozémech detekovan specificky signal viz obrazek 26.

a) b) 0)

Obrazek 26: Chromozémy je¢mene cv. Morex s probou cilici na telomerické oblasti se zna¢enou sgRNA
fluochromem ATTO 550. Inkubace se zna¢enou sondou probihala u obrazku A pii teploté 26°C po dobu
1 hodiny. Na obrazku B probihala inkubace pii teploté 26°C 3 hodiny a na obrazku C pti 4°C pies noc.
Ve vsech piipadech byl pouzit 1 pl znacici sondy. ZvétSeni 400x.

50



Pfi dalSim znaceni na natfidénych chromozomech U je¢mene cv. Morex bylo provadeno
pouze znaCeni cilové sekvence AGG z divodu uspéSného znaceni v piedeslych
experimentech na mikroskopickych sklickach. Znaceni teloméry nebylo dale pouzivano
pro netspésné znaceni. V této Casti bylo pozorovano rozdilné mnozstvi ptidaného
enzymu a také bylo pozorovano, jestli dochazi ke znaceni cilové sekvence AGG bez
pouziti enzymu (viz Obrazek 27b), pro vylouéeni moznosti nespecifické vazby samotné
znacené RNA. Pro znacCeni byly pouzity 2 ul a 5 pl znacené sgRNA. Podminky inkubace
probihaly pii teploté 4°C pies noc. Na obrazku 27a a 27¢ byl detekovan specificky signal,
zatimco na obrazku 27d doslo k navazani i do jinych oblasti na chromozému nadbytkem

znacici sondy.

Obrazek 27: Chromozomy je¢mene cv. Morex se znacenou sekvenci AGG pomoci znacené sgRNA/ATTO
550. V piipadé obrazku A byly pouzity 2 ul znaéici sondy s enzymem dCas9, v piipadé obrazku B byly
pouzity 2ul znaéici sondy bez enzymu dCas9. Na obrazcich C byl pouzit 1ul znacici sondy S enzymem
dCas9. U obrazku D bylo pouzité 5 pl znaéici sondy s enzymem dCas9. Zvétseni 400x.

5.3.2 Chromozémy je¢mene znac¢ené CASFISH Vv suspenzi zna¢enou SgRNA

Na zéklad¢ optimalizace fixdze byla pro znaceni v suspenzi vybrana 10 minutova
fixaz. V nasledujicich experimentech byl pouzivan 1 ul a9 pl znacené SgRNA/ATTO
550. Bylo provedeno znaceni sekvence AGG se zna¢enou sondou Vv suspenzi pies noc pii

teploté 4°C. Na chromozoémech byl zaznamenan nespecificky signal viz obrazek 28.
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Obrazek 28: Chromozémy je€mene cv. Morex se znacenou sekvenci AGG znacenou sgRNA/ATTO 550.
Na obrazcich AaBbyl pfidin 1 pl znaCené sondy, na obrazku A bylo navic provedeno promyti

mikroskopického preparatu ethanolovou fadou. Zatimco na obrazcich Ca D jsou chromozémy znaceny
9 ul znadici sondy, u obrazku C bylo navic provedeno promyti sondy. ZvétSeni 400x.

Déle bylo provadéno znafeni sekvence AGG na chromozomech znacenou sgRNA
pii teploté 37°C po dobu 1 hodiny. Na chromozomech lze opét pozorovat fluorescenéni
signal, ktery je nespecificky. Znacend sonda se nenavdzala na cilové sekvence

na chromozoémech nebo doslo k vazbé v jinych oblastech viz obrazek 29.

Obrazek 29: Chromozémy je¢mene cv. Morex se znaCenou sekvenci AGG znaenou pomoci znacené
SgRNAJATTO 550. Na obrazcich A a B byl pouzit 1 ul znacené sondy, U obrazku A bylo navic provedeno
standardni promyti mikroskopického preparatu ethanolovou fadou. Zatimco u obrazku C a D bylo pouZito
9 ul znaéené sondy, u obrazku C bylo navic provedeno promyti sondy. Zvétseni 400x.
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Dalsi znaceni sekvence AGG se zna¢enou sgRNA probihalo bud’l hodinu pii 37°C nebo
pies noc pii pokojové teploté na rotatoru. V obou ptipadech sice byl na chromozémech

zaznamenan fluorescen¢ni signal, ale toto znaceni bylo nespecifické viz obrazek 30.

Obrazek 30: Chromozomy jeCmene cv. Morex se zna¢enou sekvenci AGG znacenou sgRNA/ATTO 550.
Na obrazcich A (1 ul) a B (9 pl) probihala inkubace se zna¢enou sondou po dobu 1 hodiny na rotatoru pii
teploté 37°C. U obrazku C (9 ul) a D (1 pl) probihala inkubace se znacenou sondou pies noc na rotatoru pii
pokojové teploté. Zvétseni 400x.

5.4 Optimalizace fixaZe chromozo6mii pSenice

Stejné jako u jeCmene cv. Morex byla i v pfipadé chromozémi pSenice cv.
Chinese spring optimalizovana doba fixaze, ktera vyrazn¢ ovliviiuje morfologii
chromozomu a pfistupnost chromatinu. V pfipadé standardni 20 minutové fixaze lze
na flow karyotypu pozorovat uzké piky chromozoému viz obrazek 31. Na bivariatnim
flowkaryotypu tvoii jasné ohrani¢enou populaci Viz obrazek 31. Pouzitim této fixaze
zustala morfologie chromozémii zachovana viz obrazek 32. Ackoliv fixaz umoziuje

udrzet tvar chromozomu, mize zptisobovat nepfistupnost znacici sondé.
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Obrazek 31: Flow karyotyp chromozému pSenice cv. Chinese spring pti 20 minutové fixazi.

Obrazek 32: Chromozdmy pSenice cv. Chinese spring pti 20 minutové fixazi. Zvétseni 400x.

Dale byla pouzita 10 minutova fixdz. V duasledku snizeni fixdZe doSlo ke zhorSeni
morfologie chromozomu. To lIze pozorovat iz flow karyotypu, piky chromozému jsou
§ir§i a chromozomy tvoii méné ohrani¢enou populaci viz obrazek 33. Chromozémy maji
mén¢ kompaktni strukturu viz obrazek 34, a tim padem mohou byt piistupnéjsi

pro nasednuti sondy.
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Obrazek 33: Flow karyotyp chromozému pSenice cv. Chinese spring pti 10 minutové fixazi.

Obrazek 34: Chromozdmy psenice cv. Chinese spring pti 10 minutové fixazi. Zvétseni 400x.

Na zavér byla provedena i 5 minutova fixaz, kdy doslo ke zietelnému poskozeni struktury
chromozomu viz Obrazek 36. Z flow karyotypu 1ze pozorovat, Zze chromozémy uz netvoii

jasn¢ ohrani¢enou populaci viz obrazek 35. Pro znaceni jsou nepouzitelné.
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Obrazek 35: Flow karyotyp chromozoémi pSenice cv. Chinese spring pfi 5 minutové fixazi.

Obrazek 36: Chromozoémy pSenice cv. Chinese spring pti 5 minutové fixazi. Zvétseni 400x.

5.5 Znaceni chromozomi pSenice pomoci CASFISH se znac¢enou dCas9

U chromozomii, které nebyly znaceny a byly obarveny pouze fluorescencnim
barvivem DAPI pro analyzu V pratokovém cytometru byla pozorovana zachovala

morfologii viz obrazek 37.
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Obrazek 37: Flow karyotyp chromozému cv. Chinese spring bez znaceni.

Pro znaceni byly vybrany dvé cilové sekvence afa a teloméra, RNA cilici jejich sekvence
byly sfazovany s znacenou endonukleazou dCas9. Po znaceni chromozomu Cas9 nesouci
EGFP byl zaznamenan na chromozémech pritokovym cytometrem signal. Ten znacil
vazbu proteinu dCas9, ale stejné jako v piipadé chromozomu kultivaru Morex ani
u chromozémt Chinese spring nedoslo k zadnému rozliseni. Zadné rozliseni nebylo
pozorovano ani pomoci mikroskopu. Chromozémy kultivaru Chinese spring tvorily

neodliSitelnou populaci viz obrazek 38 a 39.
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Obrazek 38: Flow karyotyp chromozomi pSenice cv. Chinese spring se znacenou sekvenci afa zna¢enou
dCas9-EGFP. Na obrazku A je flow karyotyp chromozomii barvenych pouze DAPI. Na obrazku B je
histogram chromozomi, které byly znaceny fluorescencnim barvivem EGFP. Na obrazku C je bivariatni
znaCeni DAPI versus EGFP, kde je bivariatni na ose X relativni fluorescence DAPI a na ose Y relativni
fluorescence EGFP. doslo sice ke zna¢eni chromozému, ale nedoslo k rozli$eni na dil¢i subpopulace.
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Obrazek 39: Flow karyotyp chromozému pSenice cv. Chinese spring se zna¢enou telomérou zna¢enou
dCas9-EGFP. Na obrazku A jsou chromozémy znaCené fluorescenénim barvivem DAPI. Zatimco na
obrazku B jsou znaené chromozémi fluorescenénim barvivem EGFP. Na obrazku C je znazornéno
bivariatni znaceni DAPI versus EGFP. Na ose X je relativni fluorescence DAPI a na ose Y je relativni
fluorescence EGFP. Doslo ke znaceni, ale nedoslo k odliseni populace chromozoémul.

V piipad¢€ znaceni sekvence afa a teloméry chromozomi psenice cv. Chinese spring byla
pro znaceni pouzita endonukledza dCas9 sfuzovana s fluorescen¢nim proteinem eGFP.
Z obrazku 40, kde bylo provadéno znaceni sekvence afa, lze pozorovat, ze u nékterych
chromozémt do$lo k nasednuti sondy, ale nebyl detekovan Zzadny specificky signal.
Stejny vysledek byl pozorovan iV pfipadé znaceni teloméry, kdy nedoslo k nasednuti
sondy na cilovou sekvenci, tudiz nebyl detekovan zadny specificky signal viz obrazek 41.
Pro neuspé&$né znaeni nebyla tato znacend dCas9 v dalSich experimentech pouzivana.

Dalsi experimenty byly provadény se znacenou sgRNA/ATTO9 550.

Obrazek 40: Chromozémy pSenice cv. Chinese spring se znacenou sekvenci afa zna¢enou dCas9-EGFP.
Na obrazcich A a B jsou chromozémy se zna¢enou sekvenci afa inkubovany pii teploté 26°C po dobu
1 hodiny a na obrazku C pfti 4°C ptes noc. Zvétseni 400x.
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Obrazek 41: Chromozoémy psenice cv. Chinese spring se znacenou telomerickou oblasti zna¢enou dCas9-
EGFP. Na obrazku A jsou chromozémy, inkubovany pii teploté 26°C 1 hodinu. Na obrazku B jsou
chromoz6émy inkubovany pfi teploté 4°C pies noc. ZvétSeni 400x.

5.6 Znaceni pSenice zna¢enou sgRNA/ATTO 550

U chromozoému pSenice cv. Chinese spring byl testovan vliv rozdilného mnozstvi
zna¢ené SRNA/ATTO 550. Pii tvorbé RNP pro znaceni byly pouzity 1 ul a 9 ul znacené

SgRNA. V obou piipadech byl pozorovan nespecificky signal, patrny z flow karyotypi
na obrazcich 43 a 44.
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Obrazek 42: Flow karyotyp chromozomu pSenice cv. Chinese spring bez znaceni.
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Obrazek 43: Flow karyotyp zobrazujici chromozomy psenice cv. Chinese spring, ke kterym byl pfidan 1
pl znacené sgRNA/ATTO 550.
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Obrazek 44: Flow karyotyp zobrazujici chromozomy pSenice cv. Chinese spring, ke kterym bylo ptidano 9
pl znacené sgRNA/ATTO 550.

5.6.1 Chromozomy pSenice znacené klasickou CASFISH znac¢enou SgRNA

V dalsich ¢astech experimentu bylo provadéno znaceni cilovych sekvenci afa
a teloméry chromozomu pSenice cv. Chinese spring pomoci znacené sgRNA/ATTO 550
na natfidénych chromozoémech na mikroskopickém sklicku. Byly testovany 3 varianty
inkubace. Prvni variantou bylo znaceni cilové sekvence afa, u které inkubace probihala
pti 26°C po dobu 1 hodiny. Dale byla provedena inkubace pii 26°C po dobu 3 hodin

a inkubace pii teplot¢ 4°C pies noc. Ani Ujedné ztéchto variant nebyl detekovan
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specificky signal. NedoSlo k navazani znafené sondy na cilovou sekvenci afa

na chromozomech viz obrazek 45.

)

Obrazek 45: Chromozomy psenice cv. Chinese spring se znacenou sekvenci afa zna¢enou sgRNA/ATTO
550. Na obrazku A probihala inkubace pfi teploté 26°C po dobu 1 hodiny, na obrazku B pii 26°C po dobu
3 hodin a na obrazku C pti 4°pies noc. Zvétseni 400x.

Pfi znaCeni teloméry byly opét provedeny 3 varianty inkubace se znacenou
SgRNA/ATTO 550. Byla provedena inkubace pii 26°C po dobu 1 hodiny, dale pii
26°C po dobu 3 hodin apfi teplot¢ 4°C ptes noc. U zadné ztéchto variant nebyl

detekovan specificky signal stejné jako u sekvence afa viz obrazek 46.

Obrazek 46: Chromozomy pSenice cv. Chinese spring se znaenou telomérickou oblasti znacenou
SgRNA/ATTO 550. Na obrazku A probihala inkubace pfti teploté 26°C 1 hodinu, na obrazku B pti teploté
26°C 3 hodiny a na obrazku C pti 4°Cptes noc. Zvétseni 400x.

Dale bylo testovano mnozstvi znacené SQRNA/ATTO 550. V pfipadé pouziti 5 pul
nedoslo ke znaceni sekvence afa, nedoslo kdetekci specifického signalu
na chromozémech Viz obrazek 47. Zatimco v piipadé pouziti 2 pl doSlo k obarveni
chromozému fluorescencnim barvivem ATTO 550 znacici vazbu sgRNA. Toto znaceni

vsak nebylo specifické, nedoslo k navazani sondy na cilovou sekvenci afa.
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Obrazek 47: Chromozomy psenice cv. Chinese spring se znacenou sekvenci afa zna¢enou sgRNA/ATTO
550. V ptipadé obrazku A a B byla znacena sekvence afa, pro znaceni byly pouzity 2ul znacici sondy.

V piipadé obrazku CaD bylo pro znadeni sekvene afa pouzito 5ul znacici sondy. Podminky inkubace
probihaly pies noc pfi teploté 4°C. Zvétseni 400x.

Pii znaCeni teloméry bylo také testovano mnozstvi znacené SQRNA/ATTO 550. Byly
pouzity 2 ul a5 ul znacené sondy. Ani v jednom piipad¢ nedoslo ke znaceni teloméry

na chromozoémech pSenice Vviz obrazek 48.

Obrazek 48: Chromozémy psenice cv. Chinese spring se znacenou telomerickou oblasti znacenou
SgRNA/ATTO 550. V piipadé obrazku Aa B byly pro znaceni teloméry pouzito 2 pl zna¢ené sondy,
zatimco U obrazku D a E bylo pouzito 5 ul zna¢ené sondy. Podminky inkubace probihaly pfes noc pfi
teploté 4°C. Zvétseni 400x.

5.6.2 Chromozémy pS$enice znatené CASFISH v suspenzi zna¢enou SgRNA

Po optimalizaci fixaze bylo provedeno znaceni cilovych sekvenci afa a teloméry.
Pfi znacCeni cilové sekvence afa bylo pouzito rozdilné mnozstvi znaéené SRNA/ATTO
550. Pii pouziti 1 pl a9 pl nedoslo k nasednuti znacené sondy na cilovou sekvenci.
Znaceni bylo provadéno na chromozémech pfi 10 minutové fixazi viz obrazek 49a a 49b,
Ukterych nebyl zaznamenan specificky signadl. Znafeni bylo provadéno
ina chromozomech pii 5 minutové fixazi v piipadé obrazku 49c doslo k obarveni
chromozému fluorescencnim barvivem ATTO 550, které znacCi vazbu sgRNA, ale
nejednalo se o specificky signal. Nedoslo k navazani znacené sondy na cilovou sekvenci

afa.
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Obrazek 49: Chromozdmy pSenice cv. Chinese spring se znagenou sekvenci afa znacenou sgRNA/ATTO
550 v suspenzi. Na obrazku A byl pouzit 1 ul znatené sgRNA, v piipadé obrazki B bylo pouzito 9 ul
znacené sgRNA pfi fixazi 10 minut. Zatimco na obrazku C bylo pouzito 9 pl znacené sgRNA a u obrazku
D byl pouzit 1 ul pii fixazi 5 minut. Zvétseni 400x.

Znaceni bylo provedeno i pro teloméru. Byl pouzit 1 pul a 9 ul znacené sgRNA/ATTO
550. U znacenych chromozoému pii 10 a 5 minutové fixazi nedoslo ani v jednom ptipadé

k detekci specifického signalu viz obrazek 50.

Obrazek 50: Chromozdmy psenice cv. Chinese spring se znacenou telomérou v suspenziNa obrazku A byl
pouzit 1ul zna¢ené sgRNA, v piipadé obrazku B bylo pouzito 9 ul znacené sgRNA pii fixazi 10 minut.
Na obrazku C byl pouzit 1 pl znacené sgRNA, v ptipadé obrazku D bylo pouzito 9 pl zna¢ené sgRNA pii
fixazi 5 minut. Zvétseni 400x.



6 DISKUZE

Pro rostlinné genomy je pfiznacné, ze jsou velmi komplexni. Jejich velikost je
mezi riznymi rostlinnymi druhy zna¢n¢ variabilni. K variabilité pfispiva rozdilny obsah
repetitivnich sekvenci DNA pfitomnych v rostlinnych genomech, vétsina rostlin je rovnéz
ovlivnéna hybridizacemi a naslednou polyploidizaci. Proto je vnasi snaze analyzu
takovych komplexnich genomu co nejvice zjednodusSit. Jedno z moznych feSeni je
rozdéleni rostlinného genomu na jednotlivé chromozémy pomoci priitokového cytometru.
Problém vSak nastava v malych rozdilech obsahu DNA mezi jednotlivymi chromozémy.
Znaceni cilovych sekvenci na chromozomech v suspenzi by mohlo pomoci k rozdé¢leni
chromozomu na dilé¢i subpopulace. V minulosti byly vyzkouseny metody pro znaceni
cilovych sekvenci jako PRINS (Koch a kol. 1989), FISHIS (Giorgi a kol. 2013) a metody
vyuzivajici polyamidovych prob (Gigi a kol. 2012) a TALENG (Sekine a kol. 2014).
| pres Cetné pokusy se tyto prace nepodafilo reprodukovat nebo je jejich vyuziti

limitovano na maly soubor mikrosatelitovych lokust.

Dalsi alternativou jak dosahnout znaceni cilovych sekvenci na chromozémech
v suspenzi by mohlo byt pouziti systtmu CRISPR/Cas9 typu Il z bakterie Streptoccocus
pyogenes. Tato metoda umoziuje znaceni cilovych lokust na chromozémech, ve kterém
je pouzivana deaktivovana endonukledza Cas9 sfuzovana s fluorescenénim proteinem.
Jedna se o metodu CASFISH, jejiz modifikace byla v této diplomové praci pouzita pro
znaceni cilovych sekvenci AGG a teloméry u chromozému jeémene cv. Morex

a na znaceni cilovych sekvenci afa a teloméry u psenice cv. Chinese spring.

Jednou z vyhod metody CASFISH, kterou ve své praci popisuje Deng a kol. 2015
je sestaveni RNP ¢astice in vitro a neni tak zapotiebi transformace zivych bunek ¢i
organismi. Komplex dCas9/sgRNA ma silnou a stabilni afinitu ke své cilové sekvenci
DNA. Predpoklada, ze Ize RNP castici pouzit jako vysoce specifickou a G¢innou sondu
pro znaceni cilovych sekvenci DNA bez denaturace chromozémda. Ishii a kol. 2019
popisuji dalsi vyvoj metod zalozenych na CRISPR/Cas9 syst¢ému pro znaceni
genomovych lokust. Tim, ze metoda RGEN-ISL nevyzaduje denaturaci, zachovava
strukturu chromatinu, diky tomu poskytuje lepsi rozliseni v porovnani s klasickou FISH.
Navic umoziuje simultanni in situ detekci DNA lokust a proteint, ¢ili je kompatibilni i s

imunoznac¢enim. Metoda RGEN-ISL byla pouzita i v praci Némeckova a kol. 2019
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pro simultanni a specifickou vizualizaci proteind, repetitivni DNA a k tomu navic i mist

replikace.

V prubéhu znaceni cilovych sekvenci jeémene (AGG a téloméra) a pSenice (afa
a teloméra) byla optimalizovana doba fixaze, ktera ovliviiuje morfologii chromozémii
a piistupnost chromatinu. Pfi bézné 20 minutové fixazi zustala morfologie chromozémi
zachovana. To mohlo mit za nésledek Spatnou pfistupnost pro navdzani znaené sondy
na cilovou sekvenci. Z tohoto diivodu byla béhem experimentu vyzkousena 10 minutova
a 5 minutovd fixdz. AvSak pfi 5 minutové fixdze doSlo k vyraznému posSkozeni
chromozomu, které byly pro znaeni nepouzitelné. Proto byla pro znaceni cilovych

sekvenci u je¢mene a pSenice vybrana 10 minutova fixaz.

Pro znaceni cilovych sekvenci na chromozomech jecmene — AGG a teloméry
a pSenice — afa a teloméry byly pouzity dvé znaéici varianty. Jednou z nich byla znac¢ena
dCas9, ktera je ptimo znacena fluorescencnim proteinem EGFP. Druhou variantou bylo

zna¢eni pomoci znacené sgRNA nesouci fluorochrom ATTO 550.

Pfi zna¢eni chromozoému pomoci zna¢ené sgRNA/ATTO 550 byly provedeny dvé
moznosti znaceni. Jednou z variant bylo znaceni klasickou CASFISH na nattidénych
chromozomech na mikroskopickém sklicku. Spolu s optimalizaci doby fixaze byly béhem
experimentu optimalizovany rizné varianty znaceni, které se liSily v podminkach
inkubace se znacenou sondou. Testovany byly teplota a doba inkubace, dale bylo

vyzkouseno postupné se zvysujici mnozstvi RNA nesouci fluorescen¢ni znacku.

Pfi znaceni cilové sekvence AGG na chromozomech je¢mene cv. Morex bylo
dosazeno znaceni chromozomi Viz vysledky - obrazek 25. Signaly odpovidaly diive
publikovanym nebo pozorovanym vysledkiim Vviz obrazek 51, kdy znaceni této sekvence
bylo provedeno metodou nedenaturujici FISH (Cuadrado a kol. 2009, 2010
a nepublikovano). Autofi vyuzili fluorescenné znacené sondy dlouhé 15-20 nukleotidi
s opakovanymi mono-, di-, tri nebo tetranukleotidovymi motivy. AvSak metodu ND-
FISH se nepodatilo optimalizovat pro zna¢eni chromozomu Vv suspenzi (nepublikovano).
Pro znaceni lokust AGG byly pouzity i rozdilné objemy znacené sondy a to 1ul, 2ul
a 5Sul. Pro vylouceni nespecifického znaceni pouze fluorescenéné zna¢enou RNA, bylo
provedeno znaceni bez enzymu dCas9. V tomto piipadé nebyly pozorovany zadné
signaly. Pfi pouziti Sul byly pozorovany nespecifické signaly, sonda se vazala i mimo

cilovou sekvenci na chromozomech viz vysledky - obrazek 27.
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Obrazek 51: Specificky znacena cilova sekvence AGG na chromozémech je¢mene cv. Morex.V praci
Cuadrado a kol. 2009, 2010 a dale nepublikovano. Sekvence nachazejici se v pericentromerické oblasti
chromozomu.

Dale bylo provedeno znacéeni cilovych sekvenci télomery je¢mene a sekvenci afa
a teloméry pSenice na natfidénych chromozoémech za stejnych podminek jako u sekvence
AGG. Avsak u tohoto znaceni nebyl ani v jednom piipad¢ zaznamenan specificky signal
na cilovych sekvencich. Z tohoto diivodu bylo dalsi znaceni zaméieno pouze na sekvenci
AGG na chromozémech je¢mene, které bylo néasledné optimalizovano pro znaceni
Vv suspenzi. Znacéeni v suspenzi probihalo pii 4°ptes noc, 37°C po dobu 1 hodiny, 37°C po
dobu 1 hodiny na rotatoru, a nebo pfi pokojové teploté na rotatoru pies noc. Pro znaceni
Vv suspenzi byl pouzivan l1ul a 9 ul znacené sgRNA/ATTO 550. Avsak v ptipadé znaceni
sekvence AGG v suspenzi nebyl ani v jednom piipadé detekovan specificky signal, ktery
by znacil vazbu pouzité RNP. Pfi¢inou neuspé$ného znaceni muze byt s velkou
pravdépodobnosti jiny reakéni objem nez v pfipadé natiidénych chromozomu
na mikroskopickém sklicku. Chromozomy se pohybuji ve vodnim prostiedi, ve kterém
nemusi dojit k dostate¢nému kontaktu se zna¢enou sondou. Do budoucna je planovano
vyuziti detergentt, které snizuji povrchové napéti ¢i zahust'ujicich Cinidel (z anglického

,crowding agent) které zvySuji Cetnost kontaktu molekul v suspenzi.

Dalsi experimenty byly provadény pouze v suspenzi se znacenou dCas9-EGFP
na vsech cilovych sekvencich: AGG (je¢men), afa (pSenice) a teloméra (je¢men
a pSenice). Podminky inkubace u tohoto znaceni probihaly pii teploté 26°C po dobu 1
hodiny a pii 4°C ptes noc. Ani u jedné cilové sekvence nebyl detekovan specificky
fluorescencni signal. Stejné¢ jako u znacené sgRNA/ATTO 550 mize byt jednim

z divodu neuspésného znaceni samotnd suspenze.
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7 ZAVER

Tato diplomova prace se zabyvala moznostmi znaceni mitotickych chromozému
v suspenzi. V experimentalni ¢asti byla vyuzita modifikace metody CASFISH, ktera
pouziva systém CRISPR/Cas9 typu II z bakterie Streptoccocus pyogenes a nevyzaduje
denaturaci chromozoému. Cilem bylo dosahnout rozdéleni chromozémi na dilci
subpopulace ve flow karyotypu, coz by zjednodus$ilo analyzu komplexnich genomi
hospodatsky vyznamnych plodin jako je jeCmen a pSenice. Pro znaceni cilovych sekvenci
na lokusech byly pouzity dvé varianty znaceni a to pomoci dCas9 sfuzované pitimo
s fluofochromem EGFP a znacené sgRNA nesouci fluorochrom ATTO 550. Pro znaceni
byly pouzity sekvence AGG a teloméry na chromozomech je¢mene cv. Morex a sekvence
afa a teloméry na chromozomeh psenice cv. Chinese spring. Znaceni bylo provedeno

I na tfidénych chromozémech pritokovym cytometrem zna¢enou sgRNA/ATTO 550.

Specifického znaceni bylo dosazeno pouze u cilové sekvence AGG pii znaceni
na natfidénych chromozomech je¢mene zna¢enou sgRNA/ATTO. Pii znaceni v suspenzi
nebylo dosazeno specifickych signalt ani u jedné z pouzitych prob jak pomoci znacené
SgRNA/ATTO 550 tak i zna¢enou dCas9-EGFP. V pribéhu znaéeni nebylo pozorovano
zadné rozliSeni populace chromozémii. Zavérem lze fici, ze se tuto metodu nepodafilo

po mnohych pokusech optimalizovat.
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