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Abstrakt

Xenopus leavis, ktery byl ve 20.stoleti oblibenym modelovym ongamem je
v sowtasné dob nahrazovan diploidnim druheienopus tropicalis, ktery ma nejen
kratSi generéni dobu, ale i mensi genom. Jednim z nedostA#nopus tropicalis je
absence Uplné vazebné a fyzické mapy. Podle J@hgeveé databaze (assembly 4.1) se
nachazi na kratkém raménku chromozomu 2 a 7 neraapablasti, do kterych byly v
nowjsi verzi (assembly 7.1)iazenarada BAC klori s osekvenovanym jednim nebo
obéma konci. Vyvstavd ovSem otazka, zda tyto 100 bpulit sekvence stia
k unikatnimu zgazeni BAC klonu do genomXenopus tropicalis.

S cilem o¥teni spravnosti zazeni &¢chto BAC klori v JGI databazi byly
vybrany BAC klony, které se podle databaze nachamia kratkém rameénku
chromozomu 2. Pomoci fluoresean in situ hybridizace byly tyto BAC klony
lokalizovany na metafaznich chromozomech. VybraA€ Blony vykazovaly signal na
kratkém raménku chromozomu 1, misto na kratkém m&mmé&hromozomu 2 a ve
vétSine pripadech byly opa¢ orientované, coz ukazuje na to, Ze koncova selev&f6
pb je pravdpodobrt nedostaténa k unikatni identifikaci BAC klonu do chromozomu.

V ramci této prace byl zaveden fumk protokol pro izolaci a ziani BAC DNA.

Kli éova slova:
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vazebna mapa



Abstract

Xenopus leavis was a favorite model organism during the 20tmtusy, but
nowadays it has been replaced by dipkedopus tropicalis, which has not only shorter
generation time, but also smaller genom.

One of the disadvantages Xénopus tropicalis is the lack of full physical and
linkage map. According to JGI genome database rfd@dye4.1) there are unmapped
regions on short arm of the chromosome 2 and ver8eBAC clones ( with a single or
dual-end sequence) has been found to be locatddnvihis region, according to a
recent assembly 7.1. However , it isn’t clear wiettOObp length of BAC ends is
enough to place entire BAC clone into the genomXahopus tropicalis. In order to
prove correct inclusion of these BAC clones intd d@tabase, several BAC clones,
which are supposed to be located on short armrohobsome 2, were picked.

Using fluorescencén situ hybridisation, the signal of these BAC clones was
localised on the short arm of chromosome 1 instéathiromosome 2 and in most cases
they had opposite orientation. It means that th@bf@Oenght of BAC ends propably
isn’t sufficient to place entire BAC clone on amamsome. New working protocol of

BAC DNA isolation and labeling was established.
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linkage map
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SEZNAM ZKRATEK

BAC
BFM

bp
CaCb
cDNA
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KH,PO,
MgCl,
MRNA
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NaCl
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NaOH
NaHPO,
ocC
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bacterial artificial chromosome
bromfenolova mad

base pair (par bazi)

chlorid vapenaty

complementarni DNA

covalently closed circle (konformace plasm&B®NA)
4'6-diamin-2-fenylindol (fluorofor)
diaminobenzidin

digoxigeninovany deoxyuridintrifosfat
deoxyribonukleova kyselina

kyselina ethylendiamintetraoctova
ethidium bromid

fetal bovine serum (fetalni bovinni sérum)
fluorescetni in situ hybridizace

peroxid vodiku

chlorid draselny

dihydrogenfosfor@an draselny

chlorid hdec¢naty

messenger RNA

Ethyl 3-aminobenzoatemethansulfonat
chlorid sodny

hydrogenuhditan sodny

hydroxid sodny

hydrogenfosforgnan sodny

open circle (konformace plasmidové DNA)
polymerazovietzova reakce (polymerase chain reaction)
phosphate buffered saline (fosfatovy pufr)
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RCD relative centromere distance (relativni vzdast od

centromeéry
RNA ribonukleova kyselina
rRNA ribosomalni RNA
SSC saline-sodium citrate
TBE Tris/borate/EDTA
TK H,O voda pro tkaové kultury
TMR tetramethyl rhodamin
TSA Tyramide Signal Amplification
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1. Uvod

Obojzivelnici a zejménaXenopus leavis se pro dely vyvojové biologie
vyuZzivali po dobu vice nez jednoho stoleXenopus leavis se ovSem ukéazal jako
nevhodny proizné genetické manipulace tvsvému pseudotetraploidnimu genomu
(Luo et al., 2001). Jako alternativni model se mniablenopus tropicalis, ktery je
diploidni, m& mensi genom a kratSi getiefalobu (Amaya, 2005).

V roce 2002 byl u tohoto modelového organismu sjpugtojekt sekvenace jeho
genomu. V sotasnosti zname vice nez 28 000 genovych niadehtifikovanych v 19
545 scaffoldech. Vazebna a fyzicka mapa genotenopus tropicalis zatim obsahuje
velké mnozstvi nemapovanych oblasti, z nichZz nefiblejSi se nachazeji na kratkém
raménku chromozomu 2 a 7 (Hellsten et al., 2010jistije velké mnozstvi
genomovych knihoveiXenopus tropicalis. NejstarSim vektorem vyuzivanym k tomuto
Ucelu je YAC (yeast artificial chromosome) schopngtiféagment DNA dlouhy az 300
kpb. YAC mé ovSentadu nevyhod, v prvnifadé nestabilitu. (Bronson et al., 1991).
Jako vhodnou alternativu Ize pouzit BAC (bacteaidificial chromosome), jehoZ insert
dosahuje velikosti kolem 150 kbp (Song et al., 20¥1dnesSni dob mame k dispozici
n¢kolik BAC knihoven druhuXenopus tropicalis na jejichz zaklaglvznikly provizorni
fyzické mapy genomu. Lokalizace jednotlivych BA@Hhi byla provedena na zakkad
DNA sekvence zahrnujici cca 100 bp z obou kKonézhledem k znénému mnozstvi
repetitivnich sekvenci v genonXenopus tropicalis vyvstava otazka, zda takto kratké
sekvence jsou dosta&t® k unikatni lokalizaci BAC klonu do genomu. Udaje
Zz genomové databaze JGI (http://genome.jgi.doe) gikazuji, Ze vazeEnemapované
oblasti genomuKXenopus tropicalis koresponduji s celotadou BAC klorii. Cilem této
diplomové prace bylo pomoci metody Fluoresténin situ hybridizace (FISH)
lokalizovat na metafazich chromosomech pozici BAGNk respektive scaffoldl
v ramci vazeb& nemapovaného kratkého ramene &h2, a tim potvrdit¢i vyvratit
opravrénost zaéazeni pislusnych BAC klof v databazi JGI.

Vzhledem k tomu, Ze metoda isolace acema BAC kloni a vlastni a BAC
FISH technika nebyla v labora&toskolitele zavedena, bylo nutné nejprve sestavit
funkeni protokol.
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Cile diplomové prace

 Zaveést protokol pro izolaci BAC DNA, izolovat DNA/kranych BAC kloii za

Gcelem vytvdeni zngené sondy pomoci dig- 11- dUTP

» Zaveést protokol pro zgani BAC DNA pomoci dig- 11- dUTP a syntetizovat
sondy z vybrané BAC DNA

 Zaveést protokol pro BAC FISH, mapovat vybrané BAGn za &elem owteni

spravnosti sestaveni vazebné mapy
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3. Literarni p rehled

3.1 Obojzivelnici jako modelové organismy

Od 20. stoleti jsou obojzivelnici vyuzivani jako d@m z nejasgjSich
modelovych organistn pro poteby studia vyvojové biologie. Obojzivelnici maji ve
srovnani se savci vyhodu v tom, Ze u nich dochézir&Simu oplozeni, coz umaagje
shadné pozorovani embryogeneze. Qogytodukovanych samici, je zZtreé¢ mnoZzstvi,
jsou velké a snadno se s nimi manipuluje. Embrga jge srovnani s rybim modelem
(Zelricka pruhovana Danio rerio) mnohem odolgsSi. V neposledniadé se také u

nich ceni jejich relative kratka generai doba (Amaya et al., 1998).

3.1.1 RodXenopus jako modelovy organismus

Rod Xenopus pati do podeledi Xenopidinae, ¢eledi Pipidae, fadu Anura, a
tvori ho zhruba dvacet drihAz naXenopus tropicalis jsou vSechny druhy polyploidni.

Pivod ®chto obojZivelnik je vjizni a jihozapadni Africe, posléze byl
introdukovany do Ameriky, kde vyttaji tamni druhy Zab.

Xenopus pati mezi vodni Zivéichy, v laboratornich podminkach se chova
v akvariu. VyZaduje vodu teplou 16 — 32°C. Jakarga@ mu slouzi mrtvy organicky
material (Hirsch et al., 2002).

Jeho vyuziti se rozsio ve 30. letech 20. stoleti, kdyZz ¥enopus leavis z&al
vyuZivat k testovani hladiny choriongonadotropinmati potencial gravidnich zen.
Tento thotensky test byl vitanou novinkou, protoZéediim se ktomuto d&lu
vyuzivali kralici a mySi a kazdé zei muselo byt po uk@eni testu utraceno (Gurdon
and Hopwood, 2000).

3.1.2Xenopus leavis

Xenopus leavis (Drapatka vodni) byl nejvice vyuzivan ve 20. diol®©bjev
moznosti hormonakindukovat samce a samice ke kopulaci umoznilro&io piisun
oocytl, coz grispelo k oblibenostiXenopus leavis u embryolo@ (Shapiro, 1935).

Xenopus leavis ma 36 chromozoiha byl nejdive klasifikovan jako diploidni

(Tymowska and Fischberg, 1982). Pgad experimenty ale ukazaly, Ze @ wv ramci
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evoluce doslo k duplikaci genomu, a je tedy tetrmpli, coz znemaiuje rekteré
metody genetické analyzy (Amaya et al., 1998).
S jistotou Ize aletici, Ze experimenty Xenopus leavis prinesly odhaleni mnoha
poznatki vyvojové biologie, zejménackteré molekularni mechanizmy embryogeneze,
fizeni bugc¢ného cyklu nebo replikace chromoziim(Graf and Kobel, 1991).

Xenopus leavis donista velikosti do 10 cm a Wipodé se doziva &ku 5 az 15 let,
jeho generéni doba je fiblizné 1 rok. Samice najednou snasi 200 — 500 d@ooyt
praméru 1,0 - 1,3 mm (Hirsh et al, 2002).

3.1.3 Xenopustropicalis

Xenopus tropicalis je vhodrjSi modelovy organismus pro vyzkum néenopus
leavis. Je mensSi (dosfy jedinec dofista délky piblizné 4 - 5¢cm), jeho genetai doba
¢ini 3 - 5 nésiai (viz obr.1). Péet chromozdn u Xenopus tropicalis je 20, a jedna se
0 jediny diploidni druh roduXenopus, coZ umo#uje snaze provatl experimenty
zaloZzené na knock-outu, missexpresi, overexprebionsilencingu gen (Amaya,
2005).

Oocyty jsou mensi, nez Xenopus leavis (0,7 — 0,8 mm), ale stale vhodné pro
mikroinjikaci. V jedné sfSce samice nakladgiblizné 1000 - 9000 oocwt (Amaya et
al. 1998).

Obr. 1 Srovnani velikosti dosiych samic Xenopus leavis (vlevo) a Xenopus tropicalis (vpravo).
Prevzato z Hirsch et al., 2002.
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3.1.3.1 GenonXenopustropicalis

GenomXenopus tropicalis je dlouhy 1,7 x 19bp, co? pedstavuje asi polovinu
velikosti genomu Xenopus leavis (3,1 x 18 bp). S néistem oblibenostiXenopus
tropicalis jako modelového organismu byla iniciovana snahavytvoieni jeho
genomickych zdragi. Roku 2002 zahdjil The Joint Genome Institutehef Departement
of Energy (JGI) projekt sekvenace genoXamopus tropicalis (Klein et al., 2002Abu-
Daya et al., 2012).

PodleXenopus tropicalis assembly 4.1 je v séasné dob precteno vice nez 1,5
Gpb, coz pedstavuje zhruba 8x velikost genodenopus tropicalis. Osekvenovano je
19,549 scaffoldi (osekvenované Useky DNAazené sestugnpodle velikosti), z toho
prvnich 272 scaffoldl (dlouhych miminala 1,56 Mb) obsahuje zhruba polovinu
genomu (Hellsten et al., 2010). Celkem 26%chto scaffold vykazuje podobnost
s lidskym nebo kiecim genomem,igemz 60% vSech géma tchto scaffoldech se da
piimo asociovat sdkterym z lidskych nebo Kecich ortholo§. Zatim se poddo
identifikovat 28 000 genovych model ramci €chto scaffold.

V nowgjSi databazi assembly 7.1 bylo mozné na za&klétb syntenie provizoen
umistit 170 scaffoldl Xenopus tropicalis bez genetickych markierdo vazebné mapy
(Hellsten et al., 2010).

Data jsou k dispozici na webovych strankach
(http://www.ensembl.org/Xenopus_tropicalis/Infox) nebo oficialnich strankach
JGI Genome Browser (http://genome.jgi.doe.gov/X&Xentr4.home.html).

Mezi dalSi projekty tykajici se sekvenovani genoseudadi generovani EST
(Expressed Sequence Taq) a BAC (Bacterial artifaticomosome), PAC (P1 Arteficial
chromosome) a cDNA knihovny (Hirsch et al., 2002).

3.1.3.2 Vazebna mapXenopustropicalis

Existence ucelené vazebné mapy a znalost molekchamarket je dilezita
pro studii genomu kazdého modelového organismu deleson, 1970).

Jako geneticky marker slouzi polymorfni lokus (wyskici se v populaci
minimalné ve dvou alelach). Bve slouzily pro tvorbu vazebnych map markery
rozpoznatelné na zakladenotypu (barva oka, produkce enzymu) ziskanédupdi
sekvence DNA. V satasné dob jsou ale vazebné mapy konstruovany pomoci marker
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polymorfnich nekddujich sekvenci DNA, které se riemofenotypovym projevem
(Paterson et al., 1988).

Zakladem vazebného mapovani je frekvence rekoméimacchromozomech.
K rekombinaci dochazi ip meiotickém ,crossing-over®, ktery probiha mezi
homolognimi oblastmi chromozomu. ékftkem genetické vazebné mapy je 1cM, coz
odpovida 1 % rekombinaci. Prajyadobnost této udalosti je tedy tim vy$$im jsou od
sebe lokusy vzdalejsi (Griffiths et al., 2000).

V sowasné dob existuje neuplnd vazebna majlenopus tropicalis, ktera je
zaloZena na polymorfnich SSR (Simple Sequence Repwakerech. Do této chvile
bylo analyzovano 1 713 markerz nichz 1 558 bylo Zazeno do 10 vazebnych skupin.
Zbylé markery byly roztdény do 6 malych clustér
(http://tropmap.biology.uh.edu/map.html).

Jednim z dkdl vazebného mapovanKenopus tropicalis je identifikace
scaffoldi vzhledem k jednotlivym vazebnym skupindm a jepelazeni do spravného
poradi (Kochan et al., 2003; Wells et al., 2011).

3.2 Bacterial artificial chromosomes (BAC)

V souwtasné dob je k dispozicitada vektol, které se daji vyuzit ke klonovani
velkych fragment DNA. NejstarSi takovy vektor je Yeast Artificialh@mosome
(YAC), ktery lze pouzit ke klonovani DNA az do \sti 2 Mbp. YAC maji ovSem
fadu nevyhod, mezi které pavelké mnozstvi chimérickych klén(40 — 60 %) nebo
nestabilita a tendence k vypovanicasti insertu (Bronson et al., 1991).

k YAC vektoim. Jednd se o klonovaci systém zaloZzeny naaktoru bakterie
Escherichia coli, ktery umozuje klonovat Useky DNA o velikosti az 300 kbp. Jede

0 vysoce stabilni vektor, jelikoZz se vilme nachazi pouze v jedné az dvou kopiich,
tudiz EZzné nedochéazi k rekombinacim v ramci insertu (Sorg.e2001).

3.2.1 Struktura BAC

Kazdy BAC obsahuje oblast s restnfkmi misty pro restriktazy EcoRI, Hindlll,
BamHI a také CG- bohatou oblast sresmikn mistem pro Notl, coZz slouzi
k ptipadnému vy$peni insertu, padijjppad elektroforetickému adteni gitomnosti BAC

DNA (viz obr. 2). DalSi ¢asti vektoru je misto gétku transkripce oriS a lokusy parA,
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parB a repE, které jsou zodpowné za udrZzeni pouze jedné kopie vektoru nikiou
Nepostradatelnou soésti BAC je gen pro chloramfenikolovou resistengjea pro 3-

galaktosidazu (Shizuya and Kouros-Mehr, 2001).

Bam HI
Eco Rl | Hind
i 17 Y Sps e
iy T2, )(_Set o
N\ /
N\ LacZ
P
A Xmad Sma |
NotlEaq | Not1 Bgl I st
Sac| cosNSac Im //
e = —tn et
Sall Sall

parB

pECBAC1
7.5Kb

(Friijter et al. 1997)

parA

oS

repkE

Obr. 2 Schéma BAC klonu, Sipky ukazuji na restrikmista Not I., ktera oatlji vektor a insert.

Prevzato z Frijters et al. 1997.

3.2.2 BAC knihovna

BAC knihovna je soubor fragmenDNA urcitého organismu, klonovanych do
BAC vektori. Ty jsou poté transformovéany da Coli. Casto obsahuje cely genom
daného organismu. Prvni BAC knihovna byla vyera roku 1992 pro lidsky a
rostlinny model (Woo et al., 1994). V dnesni &oha svoji BAC knihovnu téuit kazdy

modelovy organismus.

3.2.2.1 Konstrukce BAC knihovny
Pri pifipraw BAC knihovny se nejidve izoluje DNA daného organismu
s vysokou molekularni hmotnosti. Po té je proved&meni restrikni endonukleazou

Hind Ill a vysledek reakce je zkontrolovan pomoaizpi elektroforézy. Fragmenty o
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velikosti 100-150 kbp jsou izolovany, ligovany dBAC-Lac vektoru a transformovany
do E.Cali. Pomoci automatického robota pak je kazdy klortkadn do pipravenych
384—jamkovych destek obsahujicich LB médium, chloramfenikol a 15%cglhpl.
Cela knihovna se uchovavé peplot -80° C (Ishii et al., 2004).

3.2.2 BAC knihovny Xenopustropicalis

V sowasné dob je kdispozici skolik BAC knihoven mapujicich genom
Xenopus tropicalis. Jako giklad Ize uvést knihovnu zkonstruovanou na Keiwensity
of Tokio v Japonsku, ktera obsahuje vice nez 1@KMONG nebo v Institutu for System
Biology v Seattlu, ktera se sklada z 160 000 BAGhk!

V laboratdi Skolitele je k dispozici BAC knihovna vytyena v Institutu
systémove a syntetické biologie via Zmintna knihovna je odvozena z kmene
Ivory coast a obsahuje 92 000 kionnichZ rtkteré maji osekvenovany oba konce a
nekteré pouze jeden (N. Pollet, Ustnélsai).

3.3 Fyzické mapovani genomuXenopus tropicalis pomoci BAC

Fyzickd mapa ukazuje realnou vzdalenost mezindv lokusy, vyjatenou
poctem pah bazi.

BAC fyzicka mapa fedstavuje soubor klanz BAC knihovny usptadanych
tak, aby se navzajelasténé prekryvaly a jejich ptadi odpovidalo jejich umigti v
genomu. Dostupnost fyzické mapy zasadnimisepem usnadije a urychluje
vyhledavani a izolaci gén V sowasné dob je nejrozSiergjSi metodou fyzického

mapovanin situ hybridizace (ISH) (Li et al., 2012).

3.41n situ hybridizace (ISH)

U Kklasické hybridizace se k detekci DNA nebo RNAkwaci vyuZivaji
komplementarni oligonukleotidové nebo polynukleotié sondy (Gall et al, 1969).
Izolovana molekula DNA nebo RNA byva navazana naiénégel, nitrocelulosova
membrana) (Pardue and Gall, 1969). Retod in situ dochazi k hybridizaciifimo ve
tkani, buikach nebo chromozdémech fixovanych na podlozni gKlompsett et al.,
2009).
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Dvouvlaknovd DNA (dsDNA) musi bytéhem hybridizace denaturovana na
jednovlaknovou DNA (ssDNA),. K tomu je ovSem nutiygoka teplota, ktera by mohla
poskodit DNA. ReSenim toho problému je vyuziti formamidu, kteryoudii
k destabilizaci vodikovych fistki a tim sniZzuje bod tani DNA ve vodné roztoku (Casey
and Davidson, 1977).

Sondy pouzivanéiplSH jsou nefastji radioaktivre znaené, coz Hinasi celou
fadu nevyhod, jako né&jlad vysoké naroky na vybaveni labotaobezpénost a
vysoké pdizovaci naklady. Jako alternativa se v&mné dob pouzivaji neradioaktivni
sondy, které jsou nejen ledjgi a maji delSi Zivotnost, ale i manipulace sinersnazsi
a rychlejSi. Detekce éthto sond probiha na zé&kéad histochemie nebo
imunohistochemie. iftkkladem jsou sondy zgané pomoci nukleotid dig-11- dUTP
nebo biotin -16-dUTP (Bloch, 1993).

3.4.1 Fluorescetini In Situ hybridizace (FISH)

Metoda FISH (Fluoresceéni in situ hybridizace), fi které dochazi k detekci
signalu na zaklad fluorescence se v posledni dobtala jednou z nejpouzivggich
cytogenetickych technik. Fluores¢e® znaené sondy specificky nasedaji na
denaturované komplementarni vlakno DNi#npo na chromozomu (Trask, 1991).

Pomoci FISH Ize podoknmapovat sekvence v interfaznim ij@d¢i na
meiotickych pachytennich chromozémech (Sieben, &0417).

FISH sondy se di na misti specifické, celochromozomalni a celogenomové,
které se vyuZivaji pro komparativni FISH v rdmtidéa evoluce genoin Jejich
velikost se pohybuje od 20 bp aZz po sondy velik®lik stovek kpb.

FISH sondy mohou byt RNA, oligonukleotidového, BBDa dsDNA pivodu.
RNA sondy se vyuzivaji k vizualizaci rRNA, mRNA a@lp(A) RNA v cytoplasn
buiky (Russell and Keiler, 2012). Oligonukleotidové ndg se syntetizuji
z deoxyribonukleotitl. Jejich vyhodou je malé velikost (40-50 bazi),ydemuz se
snadno dostavaji na mistateni a hybridizuji rychleji. Citlivost této metodg pvsem
nizZsi a je nutné znatgsnou sekvenci cilové DNA (Stoecker et al., 2010).

Jednovlaknové DNA sondy jsou velké 200-500 bpiprBvuji se reverzni
transkripci mMRNA nebo PCR amplifikaci za pouZzitijeho primeru. Fprava €chto

viv s
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NejcastjSim typem vyuzivanym pro FISH jsou dsDNA sondylo@a sekvence
se liguje do vektoru, ktery je nasledtransformovan do bakterii E.Coli,. Vektor
s inzertem je poté izolovanid®l hybridizaci je nutné sondu denaturovat iedmjedna
o dvouvlaknovou DNA (Nath and Johnson, 1998).

3.4.1.1 Syntéza FISH sond

Signal Ize vizualizovatijimo v gipadt, Ze byl ke zn&ni sondy pouzit nukleotid
konjugovany s fluorochromem nidklad fluorescein izothiokyanat (FITC). Takovéto
sondy se&asto vyuZzivaji v fipac lokalizace repetitivnich sekvenci (Hoff et al. 12).

Pokud chceme lokalizovat unikatni sekvenci, feb& pistoupit k nepimé
vizualizaci sondy. V tomtofjfpadct znaeny nukleotid slouzi jako hapten, coz je latka
vyvolavajici specifickou imunitni reakci po navazama makromolekulovy nasi
Nejcasgji pouzivané hapteny jsou biotin a digoxigenin. Mg se vaze latka
konjugovana s fluorochromem (Hauptmann and Gerste994). Signal takto
vytvoienych sond je sitfjSi. V pripadct pouziti kratkych sond byva takovyto signal stale
nedostaujici a je ho nutné amplifikovat (Schriml et al99B; Speel et al., 1999).

Znaeni sond obvykle probiha metodou nahodnych piin{feeindom priming)

nebo nick translaci.

3.4.1.1.1 Nick translace

Nick translace (metoda posunu jetzcového zlomu) je jednou z technik
inkorporace zn&nych nukleotil do DNA sondy na zakl&dpasobeni dvou enzyin-
Dnazy | a DNA-polymerazy | s 5'-3' exonukleazovoktigitou. DNaza | vytvaéi zlom
(nick) na jednomiettzci DNA. DNA polymeraza | pak vyuziva volny 3"kongko
primer. Diky své 5°-3" exonukleazové aktivitdbourava gpeny rettzec ve smru 5°-
3"a diky polymerazové aktiitpak znovu tuto oblast syntetizuje , tentokrat viae
s pouzitim zn&nych nukleotid. P nick translaci nedochazi k amplifikaci DNA
(Rigby et al., 1977).

Velikost kvalitnich sond vyuzivanych pro FISH byrs&la pohybovat mezi 100-
500 bp. Vzhledem k tomu, Zeimick translaci dochazi ke &teni DNA na mensi
fragmenty na zékladfrekvence jedni@ttzcovych zlond, je nutné upravovat mnoZzstvi
pouzité DNazy I. Dlouhé molekuly jéeba SEpit na vice mistech, je tedy nutngdat

vice enzymu nebo prodlouzias misobeni. Pokud tomu tak neni, vysledné fragmenty
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sondy by byly pilis malé, coZz by o za nésledek snizeni specifity FISH signélu a
zhorSeni kvality obrazu. Proto je nutn@g kaZzdou nick translaci provést test DNazy |
za Welem zjiStni kvantity enzymu nutného pro syntézu sondy o \spgravelikosti
(Rigby et al., 1977).

3.4.1.1.2 Metoda nédhodnych primei (random priming)

Metoda zn&eni DNA pomoci PCR s nahodnymi primery, "randonmeni-PCR"
je zaloZzena na pouziti €81 nadhodnych oligonukleotigd obvykle hexanukleotid
Nekteré oligonukleotidy z této sfei s velmi vysokou pravghodobnosti nasednou na
jakoukoliv sekvenci DNA, kde potomupobi jako primery pro replikai reakci
katalyzovanou Klenowovym fragmentem DNA polymerdky Tento enzym se
vyznauje pouze polymerazovou aktivitou a nema exonukiedz aktivitu, takze
pouze vyplni mezery mezi nasednutymi prim&gzcem, do kterého radi zngeneé

nukleotidy (Feinberg and Vogelstein, 1983).

Metoda random-primer-PCR je pouzitelnd procama velmi malych (10 ng) i
velkych (az 3 pg) mnozstvi DNA. Metoda jeéinna jak @i pouziti kratkych i velmi
dlouhych fragmerit DNA. Koneiné mnoZzstvi ozri@né DNA zavisi na mnozstvi a
Cisto® pouzitého templatu, pouzitém zeai a dob inkubace. Velikost zri@nych
fragmenti DNA ziskanych metodou random-primer-PCR zavisétala mnozstvi a
velikosti templatové DNA (Zou et al., 2003).
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4.MATERIAL
4.1 Biologicky material:

* Dlouhodobé tkaova kultura Speedy, odvozena z fibrobiaXenopus tropicalis
kmene Ivory coast

* BAC knihovna Institutu systémove a syntetické bgdo Pz

» Xenopus tropicalis, kmen Ivory Coast, chov Institutu systémové a etyrité

biologie, P#iz

4.2 Pouzité roztoky:

* Tekuté médium : 150 ml L-15 Leibovitz (Sigma); 305x RPMI médium
(Sigma), 30 ml FBS (Fetal bovine serum) (Sigmapl@lutamin (25 mg/ml)
(praskovy) (Sevapharma a.s.); 7,8 ml NaHCO3 (7,2225ul gentamycin (80
mg/ml); do 450 ml TK HO

e Trypsin-EDTA solution 10x (Sigma)

* BFM (bromfenolova mok): 50% glycerol; 0,13 M EDTA-NaOH; 0,12% BFM

* DAB (diamino benzidin): 50mg DAB/100ml/ 3ul.B-

e Ethidium bromid: 1 mg/ml kD

* GET- RNase pufr: Tris pH 8,0 25 mM ; EDTA 10mM ; Bd¢ A 150ug/ml

* Lyzani pufr: SDS 1% ; NaOH 0,2M

* Neutraliz&ni pufr: KAc 1,32M, pH

» 5x TBE (Tris-borat-EDTA): 200 mM Tris; 10 mM EDTAS50 mM HBOs, pH
8,0

* 1x PBS: 136 mM NacCl; 1,5 mM KCI; 8,1 mM pPOy; 2,25 mM KHPO,, pH
7,4

* 2/3 PBS: 2dily 1x PBS, 1 dil @

e 1x TNT: 0,1 M Tris/HCI; 0,15 M NacCl; 0,05% Tween,3fH 7,5

* TNB: 0,1 M Tris/HCI; 0,15 M NacCl; 0,5% Blocking rgant (Boehringer), pH
7,35

e PK pufr: Tris 10mM; EDTA 10mM; NaCl 100mM; SDS &5

e 2x SSC: 300 mM NaCl; 30 mM citrat sodny, pH 7,0
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* lzotonicky roztok proX. tropicalis: 100 mM KCI; 5 mM HEPES; 1 mM EDTA,
pH 7,3

» Fixatni roztok: methanol a kyselina octova v pom3:1

* Roztok pepsinu: 5Qg pepsinu/ml 0,01 M HCI; zasobni roztok pepsinmd.
pepsinu/ml 3mM octanu draselného

* Mowiol/DAPI: 6 g glycerol; 2,4 g Mowiol 4.88 (Polggences); 6 ml KO; 12 ml
0,2 M Tris-HCI; 0,5ug/ml DAPI (Sigma)

e 10x NT buffer : 0.5M Tris-HCI pH8.0; 50 mM Mg&l10.5 mg/ml BSA

* H,0 byla vzdy destilovana

4.3 Histroje

* pH elektroda Theta 90, typ HC 103

» Centrifuga Hettich Universal 32 R (Hettich Zentgén)

» Centrifuga MiniSpin® Plus (Eppendorf)

* Centrifuga Multi-Spin MSC-3000 (Biosan)

e Termocyklér Techne FTGRAD FD (Techne)

» Termocyklér PTC 100 (MJ Research Inc.)

» NanoDrop Spectrophotometer ND-100

» Elektroforeticky zdroj Consort E122 (Consort)

» Elektroforeticky zdroj Power station 300 (Labneieimational)
« UV Transluminator TS-20E, 254 nm (UMIR)

* Flow box EM Box 120 (Schoeller Instruments)

» Sonikator 740 (Mettler electronics)

» Pulsni elektroforéza (Cheff mapper XA systém)

» Trepaka Eppendorf Thermomixer comfort (Eppendorf)

* Vodni lazes Techne FTE 10DE (Techne)

e Vortex Ika Works, Minishaker MS1 (lka Works)

» Vyhievna ploténka (Vazas)

* Vyhtivany blok Eppendorf ThermoStat Plus (Eppendorf)
* Fluorescedni mikroskop Olympus BX40F (Olympus)
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* CCD (Charge Coupled Devic&grnobila kamera SPT-M320CE (Sony
Corporation)
* Program pro zpracovani obrazu ImageJ

* Program pro zpracovani programu ACC Analyser 5.0
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5. METODY

5.1 Izolace BAC DNA

5.1.1 P¥iprava kultury

Pripravila jsem si 1x LB médium tak, Ze jsem rozpasii tabletu LB (Sigma
Aldrich) v 50ml HO a roztok nechala vysterilizovat v autoklavu. Mést jsem gidala
antibiotikum chloramfenikol tak, aby jeho kam& koncentrace byla 12,5 pg/ml. Takto
piipravené médium se da uchovavét4s C az rkkolik mésiai.

96-ti jamkovou destku s vybranym BAC klonem jsem vyjmula z mraziciho
boxu €sné pred inokulaci kultury a pomoci iy pipety jsem uvolnila malé mnoZstvi,
které jsem fenesla do zkumavky s 5 ml LB média.

Kulturu jsem kultivovala vzdy i@s noc (12 hodin) v termostatii 87° C za

stalehoitepani.

5.1.2 lzolace BAC DNA

Druhy den jsem bakterie centrifugovala rychlostioD® rpm 20 minutip 4° C.
Odstranila jsem supernatant a peletu resuspendovialal GET-RNase pufru. Vzorek
jsem nechala stat 5 minut na ledu a pdtdgta 1 ml lyz&niho pufru. Zkumavku jsem
opatrré zamichala fevracenim (2 - 3x) a nechala ji inkubovat na Idetu5-ti minutach
jsem gridala ot stejny objem neutralizaiho roztoku a pozorovala jsem, jak se lyzat
srazi.

Srazeninu jsem centrifugovala 40 minut rychlo&i0D0 rpm za teploty 4° C a
poté jsem opat#odebrala supernatant do nové zkumavky.

Roztok jsem srazelaigdanim 2,1 ml isopropanolu a po 30ti minutach irkedd
pii teplo€ -20° C jsem zkumavky centrifugovala 30 minut rgsti 12 000 rpm za
teploty 4°C.

Peletu jsem oplachlafidanim 1 ml 70% ethanolu a znovu centrifugovala 10
minut rychlosti 12 000 rpm. Peletu jsem rozpusti&EOul HO.
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5.1.3 Kontrola BAC DNA

BAC DNA byla kontrolovdna na 1% agar6ézovém geluidim bromidem
(Lug/ml gelu) na ktery jsem naneslaésnbul H20, 5 ul DNA a 2 ul 6x loading dye
(Fermentas).

Elektroforéza probihala v 1x TBE pufru po dobu 3thuh pii napsti 100V.
Vysledky jsem analyzovala pomoci transluminatafiwmové délce 254 nm a snimala
CCD ¢ernobilou kamerou.

Pro owteni, zda jsem doopravdy izolovala BAC DNA jsem plauestriktazu
Not | a nasled& vzorek nanesla na pulzni elektroforézu. BAC kloswy,kterymi jsem
pracovala, obsahuji dWot I. restrikini mista (viz obr. 2 ), tudiZ jsendekavala, Ze na
vysledném gelu z PFGE uvidime dva prouzky DNA, maitor a insert o velikosti
okolo 120 kb.

Schéma reakce :
« 500ng BAC DNA
e 1 ul Not I. restriktazy (Fast digest; Fermentas)
e 3 ul 10x fast digest pufru
e doplnit H,O do 30 pl

Zkumavku jsem nechala inkubovat 30 minut ve vodani vyhaté na teplotu 37° C.
Reakci jsem zastavila pomoci 5 minutové inkubpiie80° C.
Pripravila jsem si 1% agarozovy gel, bezdani EtBr. Na pulzni elektroforéze (Cheff
mapper XA systém) jsem nastavila tyto udaje:

* molecular weight : 5kb -> 300kb

* initial switch time : 5 sekund

 final switch time: 30 sekund

* rampling faktor: 0,375
Cyklus pulzni elektroforézy trval 15 hodin a tepldix TBE pufru byla udrzovana na

15°C po celou dobu. Gel jsem nakonec obarvila wiéhedo vody s etidium bromidem

(Lug/ml) na 30 minut a prohlédla pod UV lampou.
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5.2  Priprava sondy

5.2.1 Riprava sondy metodou Nick translace

Nejdrive jsem rozpustila 3mg Dnazy | v 0.5 ml 0.3M Na€&lgidala 0,5 ml
glycerolu, tento zasobni roztok jsem uchovavéiagplot -20° C.

Pred kazdou Nick translaci bylo nutné provést teshdynl, diky kterému jsem

zZjistila, jaké mnoZzstvi enzymu mam pouzit.

5.2.1.1 Test Dnazy |
Tésreg pred za&atkem manipulace jsentigala 1 pl zasobniho roztoku Dnazy |

do 1ml ledo¥ vychlazené vody.

Reakéni smés pro Dnazy I:
e 2ugBAC DNA
10 pl 10x NT- pufru

10 pl beta-mercaptoethanolu

1, 2.5 nebo 5 pliedného roztoku Dnézy |

Doplnit vodou do 100 pl

Takto jsem ppravila 3 zkumavky stiznym mnozstvim Dnazy | a vSe nechala
inkubovat 2 hodiny $ teplo 15° C v termocykleru.

Po skoweni inkubace jsem provedla elektroforetickou anal§a dvouprocentnim
agarézovém gelu. Vybrala jsem takové mnoZzstvi enzyaby se vysledna velikost

DNA fragmenti pohybovala mezi 100 a 500 bp.

5.2.1.2 Nick translace
Test Dnazy | a samotnou Nick translaci bylo vzdynéuprovest v ten samy den,

kvili mozné degradaci miedéné DNazyl.

Reakéni smés pro Nick translaci:
« 2 ug BAC DNA

e 10 pl 10x NT- pufru
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e 10 pl beta-mercaptoethanolu

* mnoZstvi needné Dnazy | zji&tné @i testu Dnazy |
e 10 pl 10x zasobniho roztoku nukleditid

e 20 jednotek E.coli DNA polymerazy I.

» doplnit vodou do 100 pl

Inkubace opt probihala 2 hodiny v termocyklertifdl5° C a velikost fragmet
byla otestovana na agar6zovém gelu, zda se pohyhege 100 - 500 pb. Pokud byla
velikost fragment piiliS velka, @idala jsem 1 pl iedéné Dnazy | a inkubovala dalSi
hodinu. V gipadt, Ze fragmenty byly {iliS malé, bylo nutné celou nick translaci

zopakovat za pouziti menSiho mnozstvi Dnazy I.

Po owieni velikosti fragmeritjsem reakci zastavilafiddnim 3 ul 0,5M EDTA a 1
ul 10% SDS a zahtim 5 minut na 68 °C. Hotova sonda s$ecistila pomoci kolonky
Sephadex 25.

Nekteré sondy jsemijpravila pomoci kitu Nick translation kit (AbbottiRouzivala

jsem upraveny protokol, ktery se liSi zejména vatogené koncentraci nukleofid

Nukleotidovy mix:
« 2,5ul dATP (2,5 mM)
 25uldCTP (2,5 mM)
e 2,5uldGTP (2,5 mM)
e 0,9 uldTTP (2,5 mM)
* 4 ul Digoxygenin dUTP (1mM)
e 12,6 ulHO

Reakéni smés pro Nick translaci:
« 1pgBAC DNA
* 5 uldNTP mix
» 10x Nick translation buffer (s@ast kitu)
* 10 pl Nick translation enzym (séést kitu)
* doplnit O do 50 pl
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Smeés jsem zamichala pomoci pipety a inkubovala po dbhodin v termocykleruip
teplot 15° C. Po ska¥eni inkubace jsem reakci zastavila 10 minutovymiataim na
70°C.

Velikost fragmeni jsem ot zkontrolovala pomoci elektroforézy.

5.2.2 Random priming

Nekteré sondy jsem ffpravila metodou nahodnych prinderrandom priming).
K tomuto &elu jsem pouZzila kit Decalabel DNA labeling kit (Feentas).

Schéma reakce pro random priming:
e 10 plrandom primeru v 5 x re&kim pufru
« 1pgBAC DNA
* doplnit HLO do 42 pl

Obsah zkumavky jsem zamichala a gd&al0 minut na vrouci vodni lazni a naslédn

ochladila v ledovéitsti. Po centrifugaci jsenyidala:

* 5 ul non radioaktiv Labeling mix
e 1,75 pl Dig- 11- dUTP nukleotid (1mM)

e 1 ul Klenow fragment exo minus

VSe jsem zamichala, zcentrifugovala a inkubovala@iin v termocykleruipteplog
30° C. Reakci jsem zastavila zatim zkumavky na 72° C po dobu 5-ti minut.

Hotovou sondu jsemigistila precipitaci isopropanolem. Ke vzorku jsetidpla
1/10 objemu octanu sodného a 0,7 objemu isopropamaimichala a centrifugovalai p
maximalni rychlosti 30 minut. Poté jsem odebralpesnatant a peletu rozpustila
v Hx0.

Vyslednou velikost fragmeaitjsem zkontrolovala pomoci elektroforézy, stim, Ze

kvalitn¢ pripravena sonda se pohybuje v rozmezi 100 - 500 pb.
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5.3 Southern blot

Za elem kontroly inkorporace dig-11- dUTP v hotovycbndach jsem
provedla Southern blot.

Nejprve jsem nanesla 200 ng sondy do 2% agarOomogélu a elektroforézu
nechala BZzet 30 minut. Dale jsem gelgblotovala na nitrocelul6zovou membranu.
Membrana a filtréni papir musely i@sre vyhovovat roznmirim gelu. Reblotovani
trvalo 1 hodinu s proudem 130 mA. Membranu jsenulidvala 30 minut v TNB pufru
a poté v protilatce (Antidogoxigenin- POD) 1000feckné v TNB pufru po dobu 1
hodiny. Po skogeni inkubace jsem membranu promyla 3 x 5 minut PBS.

Pripravila jsem si roztok DAB tak, Ze jsem nejprvevéila 50 mg DAB do 100
ml H,O a snés zalitivala na kahanu az téink bodu varu. Po vychlazeni jserfidala 3
ul 30% HO,. Membranu jsem v roztoku inkubovala 30 minut, dibknedoslo
k obarveni sondy.

Vysledné zabarveni na memb¢ajsem poté porovnala s fotografii gelu a

stanovila velikost fragmetita kvalitu sondy.

5.4 1zolace genomové DNA

Genomovou DNA jsem izolovala z pdlstarych 3 tydny. Pulce jsem usmrtila
pomoci 0,4% MS222 a po té jéepedla do 15 ml PK pufru a ro#$tala na velmi
malé kousky. Poté jsentigala 75 pl 200x proteinazy K a kadinku nechalaubdvat
ve vodni lazni 24 hodinipteploi 50° C.

Po skogeni inkubace jsem sfa rozdlila do ngkolika 15ml zkumavek a
extrahovala z ni DNA fenol-chloroformovou metodd{e sn¥si jsem pidala stejny
objem fenolu (pH 7,5 - 7,8) a zkumavky michala figg v ruce a poté ndepace
nejmérk 10 minut. Nasledhjsem vzorky nechala centrifugovat 20 minut ryctil@00
rpm @i pokojoveé teplat. Vodni fazi jsem fepipetovala do nové zkumavky &dala %2
objemu chloroformu a % objemu fenolu. Opakovalamjstéepani a centrifugaci.
K odebranému supernatantu jserfidala 1x objem chloroformu a &p tiepala a
centrifugovala. Vysledny supernatant obsahujici oggmvou DNA jsem srazela
piidanim 0,1 objemu octanu sodného a 0,7 objemu opapmolu. Sms jsem
centrifugovala rychlosti 14 000 rpm 20 minut zaldgp 4° C. Odebrala jsem
supernatant, peletu oplachla 2 ml 70% ethanolu @ekzznovu stéila za stejnych

podminek. Peletu jsem rozpustila yH
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Do zkumavky jsemifdala 10 pl RNazy A (10mg/ml) a vSe inkubovala 2ling
ve vodni lazni vyraté na 37° C. Enzymatickou reakci jsem inhibovaésidfenol-
chloroformovou extrakci a vysledny supernatant jsemit srdzela pomoci octanu
sodného a isopropanolu.

Koncentraci DNA jsem a¥ila na nanodropu a 500 ul jsem nanesla na

elektroforézu.

5.5 Riprava bunék z tkanové kultury

5.5.1 Kultivace

Bunky jsem kultivovala v kultivaénich lahvich v 20 ml 2/3 XT média za stabilni
teploty 28° C a koncentrace @ %.

Kultura byla pasazovana jednou tg¢da vymena média prokhla kazdé 2 - 3

dny.

5.5.2 Synchronizace
Za elem zhotoveni prepatés co nej¢tSim obsahem mitdz jsem vyzkousSela
nékolik zpisohi synchronizace bwiné kultury. Nejvice &nnd byla metoda Serum

starvation a metoda synchronizace za pouZiti koichi

5.5.2.1 Serum starvation

Po poslednim pasazovani jsem nechafkpuist a gisednout na dno kultivai
lahve. Druhy den jsem odebrala médium, lahev 3ylaahla v PBSa a doplnila L15
meédium, které obsahovalo pouze 0,2 % BSE. DalSirélen jsem odsala staré médium
a nahradila jej L15 médiem s obsahem 10 % BSEkBysem nechalaist 6 hodin a
posléze sebrala z&€lem gipravy bugenych prepardit pro FISH.

5.5.2.2 Synchronizace pomoci kolchicinu

Do kultivatni lahve jsem fidala roztok kolchicinu tak, aby jeho vysledna
koncentraceinila 0,2 pg/ ml.. Kolchicin jsem nechalégobit 4,5 hodiny v termostatu
a poté jsem médium v kazdé lahvi wmla za 5 ml 10xiedného roztoku
trypsin/EDTA v 2/3 PBS.
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Pod inverznim mikroskopem jsem kontrolovala, zda jsuiky stéle pisedlé ke
dnu lahve. Po jejich uvoéni jsem reakci zastaviladiganim 5 mkerstvého média.

5.5.3 Fiprava bunék pro metafazni spready

Suspensi sebranou do 15ml zkumavek jsem centrilgo¥0 minut rychlosti
900 rpm v centrifuze vychlazené na teplotu 4° Cel@dla jsem supernatant a peletu
burgk jsem promyla 10 ml 2/3 PBS. Poté jsem centrifugpakovala a sediment jsem
opatrré resuspendovala v 2 ml izotonického roztoku Y¥enopus tropicalis. Nasleds
jsem po sin¢ pomalu pidala 3,26 ml HO (hypotonizace 40 mmol). Obsah zkumavky
jsem promichala opatrnymigvracenim (2 - 3x) a nechala inkubovat 20 mintit p
pokojové teplat.

Bunky jsem fixovala pomoci fixaze metanol: kyselinaiov@& v pondru 3:1.
Suspenzi jsem vzdy michala probublavanim Pasteurgipetou. Po 10 minutové
inkubaci jsem biiky centrifugovala 10 minut rychlosti 900 rmp zaltép4° C.

Cyklus fixace jsem celkem opakovala 3x, pokazdéwwu fixazi. Nakonec jsem
odebrala supernatant tak, abych dosahla pozaddweameéntrace buik pro nakapani.

Suspenzi buk Ize uchovavat posmné dlouhou dobu $ teplog& -20° C, je

ovSem nutné pravidedmmenit fixaz.

5.6 FISH

5.6.1Riprava metafazich spread

Na cista, odmagna podlozni skéka jsem pipetou s ustenou Spikou kapla
suspenzi bukk z vysky cca 10 cm. Preparat jsem polozila naéplat vytratou na 37°
C acekala, az se té#n cela fixaz odpéla. Jakmile jsem na skku zpozorovala tzv.
»sandy surface" (oblast vypadd, jako by byla posygpaiskem), vlozila jsem preparat
na 2 sekundy do kyvety obsahujici 50% kyselinu vamio Diky tomuto kroku je
odstrarn zbytek cytoplasmy.

Jedno kontrolni sklo jsem poté 10 minut barvila 6%msou za &elem zjiséni
poctu mitoz.

Takto gripravené preparaty se daji uchovavat &biik let pri teplog -20° C.
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5.6.2 FISH — prvni den

Pripravila jsem si 2% roztok paraformaldehydu rozpofh 4 g praskového
paraformaldehydu ve 200 ml 1x PBS. Vzniklou susp@®n zakivala ve vodni lazni
vyhiaté na 65°C po dobu 1,5 hodiny. Poté jséidata 5 kapek 10M NaOH a pkala
jes€ 10 minut do uplného rozpuséti. Roztok jsem nechala vychladit na pokojovou
teplotu, gefiltrovala es filtratni papir a nakonec jsem upravila pH na hodnotu- 7,3
7,4 pomoci HCI. Vznikly roztok se da uchovavéttpplot 4° C az 3 tydny.

Nasledovala fiprava roztoku pepsinu Do 47,5 ml destilované vigeyn gidala
43 pl koncentrované HCI. Vzniklou 0,01M HCI jsenchala gedeltat ve vodni lazni
na teplotu 37° C. ifipravila jsem zasobni roztok pepsinu o koncentrhcmg/ml
navazenim 3 mg praskového pepsinu do 3ml 3mM rozto&tanu draselného .
K predeltaté 0,01M HCI jsemijdala 2,5 ml zasobniho roztoku pepsinu a vSe nachal
minut vytemperovat.

Preparéaty jsem do roztoku pepsinu vkladala v kQrsgovych intervalech a po 5
minutach ve stejném padi vyjmula. Rsobeni enzymu jsem uké&la pondenim skel
do 1x PBS a skla jeStednou promyla 5 minut v 1x PBS ve velké Petrihisaa na
trepace.

Poté jsem preparaty postfixovala po dobu 30 mwiuyvet naplrtné 2%
paraformaldehydem a po uk@mi postfixace je ap promyla 3 x 5 minut v 1x PBS za
stalehoitepani.

Nasled® jsem skla oplachla destilovanou vodou a dehydedéov postupné
fad® methanolu nebo ethanolu (70%, 90%, 100%), pokabddobu 3 minut. Nakonec

jsem preparaty nechala uschnout na vzduchu.

5.6.2.1 Denaturace a hybridizace sondy s chromozémy
Pouzivala jsem dva #poby denaturace. V prvnintipact jsem nechala sondu a
podloZzni skla denaturovat sp&fé& (simultdnni denaturace), v drunémipact jsem

chromozomalni preparaty a sondy denaturovala gy&tlena denaturace).

5.6.2.1.1 Simultanni denaturace
Pripravila jsem si 50 pl hybridizai snesi pro kazdy preparat, kter4 obsahovala:
o 25 ul deionizovaného formamidu
 5pul20x SSC
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* 500 ng sondy
e injekéni H,O doplreéni do 50 pl
e 1 pl kompetitoru (500 ng)
Vzniklou snmés jsem nanesla na preparatiikgyla krycim sklem a denaturovala
v termocykleru s plotynkovym modulem 5 mindi gplo& 70° C.
Preparaty jsem poté vloZila do vihké kimky se 30 ml 50% formamidu a
inkubovala pes noc v termostatuiB7° C.

5.6.2.1.2 Oddlena denaturace

Ve vodni l1azni jsem nechal&queltat 70% deionizovany formamid ve 2x SSC
na teplotu 72 ° C. Poté jsem preparatyata vkladat v 10-ti sekundovych intervalech a
po 2 minutach je ve stejnémipdi vyjmula. Skla jsem poté dehydratovala 5 minut
ve vzestupnéad ledow vychlazeného ethanolu (70%, 90%, 100%) a neclsanout

na vzduchu. Sondu jsentigal vlastni denaturaci precipitovala pomoci isopnopa

Schéma reakce pro precipitaci sondy:
« 500 ng sondy
* 10 % objemu 3M octanu sodného

* 1x objem isopropanolu

Vzniklou snes jsem centrifugovalafpmaximalni rychlosti 20 minut za teploty 4°
C, odstranila supernatant a peletu rozpustila v débnizovaném formamidu.
Smes jsem nanesla na suché denaturované preparatypiddgla krycim sklem
inkubovala pes noc ve vihké kofimce (i teplot 37 °C.

5.6.3 Promyvani skel

Druhy den jsem siijpravila 50% formamid ve 2 x SSC, pH = 7,0 do 3d&typo
50ml a vSe fedeltdla na teplotu 42° C ve vodni lazni.
Preparéty jsem vyjmula z vihké kdnky a promyvala je v kazdé z kyvet 5 minut.

Preparaty jsem dale promyla 3 x 5 minut v 2x SSI@ & minut v 1x TNT pufru
ve velké Petriho misce za staléhepgani.

Poté jsem na preparaty aplikovala & 1 ml TNB pafinkubovala cca 30 minut

ve vlhké konfirce @i pokojové teplat. Po uplynuti inkubace jsem TNB pufr ze skel
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slila a nanesla naérd 1 ml 200xtedkné protilatky (Anitdigoxigenin Rhodamin Fab )
v TNB pufru. Inkubace prainla po dobu 1 hodiny @pve vihké konirce @i pokojové
teplot.

Nasled jsem skla oplachla z obou stran Pasteurovou pip@tov TNT a3 x 5
minut v 1x TNT ve velké Petriho misce z@pgani. Preparaty jsem oplachlaictou
s destilovanou vodou a nakonec promyla 3 minutestitbvané HO opst v Petriho
misce. Po uschnuti prepatata vzduchu jsem na kazdé sklo nanesla 30 pul maoioy
média s DAPI (Intimex) a ihned pozorovala pod fesmekdnim mikroskopem nebo
ulozila do 4° C.

5.6.4 Pozorovani signalu

Hotové preparaty jsem prohlizela pod fluoregoém mikroskopem. Obrazy
jsem snimala CCDc¢ernobilou kamerou a pokazdé vyfotila zvlagnetafazni
chromozomy a zvl&S FISH signal. Konénou Upravu a proloZeni sniiinkjsem

provadtla pomoci programu ImageJ a ACC Image Analyzer 5.0.

5.6.5 Analyza obrazu

Kazdy chromozom jsem identifikovala na zakiggbméru p a q ramen. Pozici
signalu jsem uiila na zaklad RCD (Relative Centromere Distance), coz je retativ
vzdalenost od centromery vzhledem k délce celéhnema. Kazdy signél jsem
hodnotila na miniméka 6-ti raiznych mitézach a z hodnot RCD vyjiiala aritmeticky
pramér a snérodatnou odchylku.

K méieni RCD jsem pouzila program ACC Image Analyzer & fiskana data

jsem zpracovala v programu Microsoft Excel.
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6. Vysledky

6.1 Vybér vhodnych BAC klont
Celkové mnozstvi BAC klah mapujicich kratké raménko chromozomu 2 u
Xenopus tropicalis je podle databaze JGI 1714. Kazdy z nich jsemazilarve webové
aplikaci  http://platform-gbrowser.issb.genopole.fra  vybrala celkem 346
nejvyhodrjSich, které pokryvaji danou oblast. Vybirala jstakové klony, které byly
pokud mozno dostateé dlouhé, rfly znamé ob koncoveé sekvence a negryvaly se

vice nez z 10 % (viz obr. 3).

scaffold_2 ”
y ; i i i ;s ; i i y ! i i ;
o 10n zon || aon 401 B &GO 70 on B 100M  410M  dzoM 4ZoM  ddoM A50M
| , , |
23200k, 23300k,
EEABEGC
i gl

50 khbp b
scaffold_2: 288 kbp
! !
23200k 23300k
EE R BHBAC4FROGS BACs
ALNOARATL4Y. 11 ALNORARTSYELL
1 b 1 /
ALNORRALTOYNOT

EEE BBAC4FROGS SINGLETON BACs
ALHNOARALSOYOZZ ALMOARALTYBOT

EEE BBAC4FROGS _SINGLOVER BACs

B 5 E H Protein-coding genes

Obr. 3 Priklad vykéru vhodnych BAC kloh. Cervené Sipky ukazuji na vybrané BAC klony.
BAC4FROGS BACs jsou ty klony, u kterych jsou sekweamé oba dva konce. BACAFROGS_Singleton
BACs jsou klony s pouze jednim osekvenovanych kand®@brazek fevzat z aplikace http://platform-

gbrowser.issb.genopole.fr.

VSech 346 klofi jsem postup& naakovala doctyi 96-ti jamkovych destek a
takto jsem zhotovila jeSdalSi 2 kopie.
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6.2 Izolace BAC DNA

Jednim z cil mé diplomové prace bylo upravit a zavést ftmkprotokol pro
izolaci BAC DNA. Nejprve jsem vybrala 12 nahodnyBAC kloni a pokr&ovala jsem
v izolaci podle zakladniho protokolu, ktery je ueadv kapitole¢. 5 Metody. Vzorek
DNA jsem nanesla na 1% agarézovy gel (viz obr. 4).

10000 bp

1000 bp

Obr. 4 Elektroforeticka analyza BAC DNA. DNA byla izolova z 12-ti nahodnych BAC kldnza
U¢elem optimalizace protokolu. Na fotografii je pgtzvySeny vyskyt RNA.

Na fotografii gelu nizeme vidt, Ze vzorky obsahuji velké mnozstvi RNA, coz
je nezadouci, a proto bylo nutné&amit i dalsi izolaci BAC DNA krok, ktery by sniZil
obsah RNA ve vzorku.

6.2.3 Uprava protokolu za &elem snizeni obsahu RNA

Stejné kontrolni BAC klony, jako vipdchozim experimentu jsem kultivovala
nejprve 8 hodin v 2ml prekulta a poté v kultte 5 ml 1xLB média f&s noc. Druhy den
jsem bakterie centrifugovala 15 minut rychlosti @ap @i teplot 4° C. Peletu jsem
resuspendovala v 5 ml ledbvychlazené KO a ot statila za stejnych podminek.

Do GET/RNase pufru jsentigdala RNazuT tak, aby jeji finalni koncentrace
byla 2U/ml. Dale jsem pok&avala podle protokolu zipdchoziho experimentu. Peletu

DNA jsem rozpustila v 50ul $#0. Vzorek DNA jsem nanesla na 1% agarézovy gel (viz
obr. 5).
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Obr. 5 Elektroforeticka analyza BAC DNA. DNA byla izolova ze 6-ti nahodnych BAC klénza
U¢elem optimalizace protokolu pro izolaci BAC DNA.f@&ografie je patrné, Zze mnozstvi RNA se po

Upraw pavodniho protokolu signifikantnsnizilo.

Z obrazku je patrné, Ze mnozstvi RNA obsazenéhagecich jiz neni vysoke a
proto jsem z&ala pouzivat RNazupii nadchazejicich extrakcich.

Dulezitym krokem protokolu bylo potvrzeni, Ze izedmd DNA pochazi
z BAC klonu a nejedn& se o bakterialni genomovouADNento test jsem provedla
restrikini endonukledzou Not I. Reakci jsem poté naneslgabgpulzni elektroforézy
(viz obr. 6).
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Obr. 6 BAC DNA nanesena na PFGE. Na 12-ti ndhodnych BACADbyla provedena Not | restrikce,
vzorek byl nanesen na pulzni elektroforézu. Na daranevidime dekavané dva prouzky DNA, maly

vektor a insert o velikosti kolem 120 kbp., ale pesmir, na ktery ukazujervené Sipky.

Na fotografii gelu nelze pozorovat¢ekavané dva prouzky DNA, inzert o
velikosti 120 kb a mensi vektor, ale pouze smirtoBoto divodu se s neptsi

pravdEpodobnosti jedna o bakterialni genomovou DNA.

6.2.3.1zolace BAC DNA za pouziti kolony

Prekulturu jsem kultivovala @épv 5 ml 1XLB média a kulturu ve 100 ml 2x LB.
Oproti p‘edchozimu protokolu jsem nechala supernatéed prazenim protéct kolonou
(Qiagen plasmid midi kit), ktera funguje na principymeény aniorii. Na kolonu jsem
2x nanesla 12 ml promyvaciho roztoku, ktery jecgasti kitu.

Pri eluaci je velmi dlezité elu&ni roztok nakét na teplotu 60° C a celé
mnozstvi (5ml) rozéit na 5 x 1ml, aby nedoslo k ochlazeni pufru aedisym ztratam.
Eluat jsem srazela klasicky za pouziti octanu shdreisopropanolu a po centrifugaci
rozpustila peletu v 50ul 4. Vzorek DNA jsem nanesla na 1% agarézovy gel ¢biz
7).
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Obr. 7 Elektroforetickd analyza BAC DNA. DNA izolovana i nahodnych klof byla izolovana
pomoci kolonky. Na fotografii vidimefit prouzky DNA pravédpodobr odpovidajici tem moznym
konformacim kruhové DNA (CCC, lineani a OC konfoosja

Na dvou vzorcich jsem provedla Not | restrikci @nek nanesla na pulzni
elektroforézu (viz obr. 8).

Insert

Obr. 8 BAC DNA po Not | restrikci nanesena na PF@Ervené Sipky ukazuji natekavané 2 prouzky
DNA, potvrzujici, Ze testovana DNA je doopravdy Bat/odu.
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Na fotografii vidime dva éekavané prouzky DNA, 120kb velky insert a mensi
vektor. Mizeme tedy s jistototict, Ze vyizolovana DNA je BACivodu.

Pro srovnani jsem nanesla na 1% agarézovy gel BNG,xtera byla izolovana
metodou bez kolonky a stejny BAGigraveny pomoci kolonky (viz obr. 9). Poté jsem
provedla Not I restrikci a PFGE (viz obr. 10).

Obr. 9 Elektroforeticka analyza BAC DNA. DNA z jednoho BAlonu byla izolovana bez kolonky (A)

a za pomoci kolonky (B).

Vektor

Obr. 10 BAC DNA na PFGE po Not I. restrikci. DNA izolovamez kolonky (A), DNA izolovana za
pouziti kolonky Qiagen plasmid midi kitu (B).
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6.3 Friprava kompetitorové DNA

Genomovou DNA jsem izolovala technikou popsanddapitole ¢. 5 Metody.

Vyslednou koncentraci DNA jsem upravila na hodris@0 ng/pl.

6.3.1 Riprava kompetitoru pomoci injekéni jehly
1 ml roztoku genomové DNA jsem 3 x nasala a wjdapomoci injekni
stiikatky osazené jehlou G-25. Po kazdém naséti jsenraldelzorek pro naneseni na

agarozovy gel (Obr. 11).

1kb Ix 2x 3x

500 bp
300 bp

Obr. 11 Elektroforeticka analyzaifpravy kompetitoru. Do prvni jamky byl nanesen IXNA marker,
do druhé genomova DNA, ktera nebyla vyuzita pitpnavu kompetitoru, a do zbylych jamek DNA,
ktera byla protazena jehlou 1 - 3x.

Ideélni velikost kompetitoru by segta pohybovat v rozmezi 300 - 500 bp,
z fotografie gelu je oviem patrné, Ze tato metedajyhovujici.

6.3.2 Sonikace DNA
Genomovou DNA jsem sonikovala 30 sekund sonikatof8onikator 740 ; Mettler
electronics) nastavenym na intenzitu 10 %. Po reariasa 2% agar6zovy gel (viz obr.
12) bylo Zejmé, Ze smir DNA nema poZadovanou velikost (3800 bp). Fidala jsem
tedy dalSich 2 x 30 sekund sonikace a zjistilakesli fragment pomoci elektroforézy

(viz obr. 13 ). Ani tentokrat nebyla velikost kontipgru dost&ujici, a proto jsem
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nastavila sonikator na intenzitu 16 % a soniko\RNA dalSich 3 x 30 sekund. @p
jsem provedla elektroforetickou analyzu (viz obt.)la tentokrat iy fragmenty DNA
vyhovuijici velikost kolem 500 bp.

500 bp

300 bp

Obr. 12 Elektroforeticka analyza genomové DNA&hem gipravy kompetitoru. Genomova DNArgd
sonikaci (A) a po sonikaci 30 sekund sonikatorestaneenym na hodnotu 10 % (B).

S00hp

3000hp

Obr. 13 Elektroforetickd analyza genomové DNAhem gipravy kompetitoru. Po sonikaci 3x 30

sekund sonikatorem nastavenym na hodnotu 10% jagmenty DNA stalefflis velké.
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Obr. 14 Elektroforeticka analyza genomové DNA sonikovai@sgkund sonikatorem nastavenym na

hodnotu 16%. Z fotografie gelu jéggmeé, Ze velikost fragmeinse pohybuje kolem 500 bp.

Takto gipraveny kompetitor jsem roZlla do nékolika zkumavek a zamrazila.

6.4 Znateni sondy

Sondy jsem fipravovala metodou Nick translace nebo metodou dé$ch
primeri (Random priming) za pouziti dig-11-dUTP (viz kapétc. 5 Metody). Mym
cilem bylo zjistit, jakd zé&chto znaicich technik nejvice vhodna prdipravu BAC
DNA sondy.

Abych zjistila, ktera metoda poskytuje kvadij§i sondu, pouzila jsem 8kdwve
metody ke zn&ni stejné kontrolni BAC DNA. Stupeinkorporace dig-11-dUTP jsem
vizualizovala pomoci Southern blotu (viz obr. 15).
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500 bp =

300 bp =

Obr. 15 Snimek nitrocelulosové membrany z navazanodemau DNA sondou. Na pozici A a B vidime
sondu pipravenou metodou nahodnych pritinexr na pozici C- E sondu syntetizovanou pomoci nick
translace. Na pozici A a C se nachazi sonargvena ze stejné DNA, stgjtak na pozici B a D. Na
pozici E vidime uUsgsné testovanou kontrolni sondu syntetizovanou metodmk translace, kterd
poskytla kvalitni signal po FISH.

Pti porovnani intenzity zabarveni DNA smiru na fo&tfgr nitrocelul6zové
membrag je patrné, Ze sondy na pozici A a B vykazuji niaEnzitu zabarveni a tudiz
obsahuji mensi mnozstvi inkorporovaného dig- 11¥BlLhez v fipadt sond na pozici
C - E. Kvalitu sondy bylo je8ttreba o¥fit pomoci Fluorescemi in situ hybridizace
(viz kapitola 6.6 Fluoresceéni in situ hybridizace).
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6.5 Synchronizace bu&né kultury

Bunécnou kulturu jsem synchronizovala pomoci kolchiceaunetodou Serum
starvation. Za €elem porovnani obou postiugsem nakapala na sk&kia suspenzi
burgk, které jsem synchronizovaladyednimci druhym zgisobem a porovnala pry
mitéz na 6-ti iznych preparatech.i® nakapanim jsemredila buiky na stejnou
denzitu a nakapavala je na podlozni skla pomogdtpipna s 1 ml S{gkou.

Pramérné se na sktkach s bikami synchronizovanymi kolchicinem
vyskytovalo 36 mitéz (viz tab. 1) a na skiach s bikami synchronizovanymi

metodou serum starvation 24 mit6z (viz tab. 2).

) SynchronizacgSynchronizacgSynchronizace
C. sklicka A B C
1 42,00 45,00 29,00
2 39,00 39,00 33,00
3 31,00 42,00 35,00
4 43,00 38,00 31,00
5 35,00 34,00 37,00
6 39,00 41,00 28,00
Pramer 38,17 39,83 32,17
Pramér
celkem 36,72

Tab. 1 Paiet mitéz na 6ti skiikdch v ramci 3 na seébnezavislych synchronizacich kné kultury

kolchicinem.

C.sklicka | SynchronizacgSynchronizaceSynchronizace
A B C

1 31 25 21

2 29 22 18

3 29 19 24

4 31 28 25

5 27 18 17

6 31 20 22
Pramer 24,44 22 21,1667
Primer
celkem 24,27

Tab. 2 Paiet mitéz na 6ti skiikdch vramci 3 na seébnezavislych synchronizaci btmé kultury

metodou serum starvation.
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Za (telem owfeni vyznamnosti obou fomért jsem provedla T-test s vysledkem
8,905 . 10'°. MaZeme tedyici, Ze rozdil sednich hodnot obou soulioje statisticky
signifikantni. Z hodnot @mera vyplyva, Ze synchronizace btknpomoci kolchicinu je

vvvvv

Pti obarveni preparatpomoci DAPI bylo mozné sledovat rozdil i ve vzhied

metafaznich chromozainr(viz obr. 16 ).

Obr. 16 Srovnani vzhledu metafaznich chromozdia obrazku A jsou chromozémy hikn
synchronizovanych kolchicinem (A) a na obrazku (®fom buiky synchronizované metodou serum

starvation .

Pfi  porovnani vzhledu mitéz je patrné, Ze chromozontyurek
synchronizovanych kolchicinem jsou zpravidla rozsmg rovnongrné a ve \tSi
vzdalenosti, nez chromozémy kiknpo serum starvation u nichz byl problém najit na
sklicku chromozomy rozloZzeny dale od seb#.g9gnchronizaci bugk pro fluoresceéni
hybridizaciin situ jsem tedy pouzivala kolchicin.
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6.6 Fluorescegini in situ hybridizace (FISH)

P¥i apraw protokolu jsem vychazela z postupu popsanym wvtkbpic. 5
Metody.

Bylo treba vyzkouSet, ktera metoda denaturace je pro BISEl lRejvhodijSi a

jaké mnoZzstvi sondy a kompetitoru pouzit.

6.6.1 Simultanni denaturace sondy s metafazemi sy

VyzkouSela jsemdkolik kombinaci koncentraci kompetitoru a sondgrétbyla
syntetizovana Nick translaci nebo metodou nahodpyicheri (viz tab. 3.).
Chromozémy a sondu jsem denaturovala spéle cykleru s plotynkovym modulem
(viz obr. 17 a 18).

C. kombinace Sonda (random Sonda (Nick Kompetitor
priming) translation)
1 200 ng - 200 ng
2 500 ng - 500 ng
3 200 ng 200 ng
4 - 500 ng 500 ng

Tab 3. Kombinace koncentraci sondy a kompetitoru poubiff€ optimalizaci protokolu

Obr. 17 Komposit snimik chromozéni obarvenych pomoci DAPI (modra barva) a specifickEhSH

signalu sondy. Sonda a chromozémy byly denaturowfmy&né. V obou giipadech byla pouzita sonda
ptipravend metodou nahodnych priinekla obrazku A jsem pouzila 200 ng sondy a 200a1gpetitoru,
na obrazku B pak 500 ng sondy a 500 ng kompetittnuy jednom gipac neni specificky signal sondy
patrny.
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Obr. 18 Komposit snimi chromozéni obarvenych pomoci DAPI (modré barva) a specifickEtSH

signélu sondydervena barva). Sonda a chromozémy byly denaturospal@né. VV obou gfipadech byla
pouzita sondaifpravena metodou nick translace. NA obrazku A jgamzila 200 ng sondy a 200 ng

kompetitoru, na obrazku B pak 500 ng sondy a 50Kamgpetitoru.

6.6.2 Oddtlena denaturace sondy a metafazich spreéd
Sérii experimenit jsem zopakovala jeSjednou (viz tab. 3), ale tentokrat jsem

denaturovala chromozoy a sondu zvl@8z obr. 19 a 20).

.
Obr. 19 Komposit snimi chromoz6nm obarvenych pomoci DAPI (modré barva) a specifickElSH
signélu sondydervend barva). Sonda a chromoz6émy byly denaturogdditers. V obou gipadech byla
pouzita sondaifpravena metodou nahodnych prielNA obrazku A jsem pouzila 200 ng sondy a 200

ng kompetitoru, na obrazku B pak 500ng sondy a §®@mpetitoru. Na obrazku A je vitsilné pozadi,

ale ne specificky signal sondy, na obrazku A s&kwtyge velmi slaby signal.
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Obr. 20 Komposit snimik chromozéni obarvenych pomoci DAPI (modra barva) a specifickElSH
signalu sondydervena barva). Sonda a chromozomy byly denaturowéddsterg. V obou gipadech byla
pouzita sondaifpravena metodou nick translace. NA obrazku A jgmuzila 200 ng sondy a 200 ng
kompetitoru, na obrazku B pak 500 ng sondy a 50Kamgpetitoru.

Z obrazki je patrné, Ze ip uziti 200 ng kompetitoru se na snimcich vyskytuje
silné pozadi. B uziti 500 ng kompetitoru bylo pozadi minimalné thké rejme, Ze
metoda nahodnych primemeni vhodna pro syntézu sondy z BAC DNA vzhledem
k tomu, Ze sonda nevykazovala Zadny (viz obr. EBonténdi Zadny signdl (viz obr.
19). Sondy fipravené metodou nick translace vykazovaly sign@lipact simultanni i
odctlené denaturaceckoliv v piipadt oddtlené denaturace se signal jevi & Fi
FISH jsem tedy fipravovala sondy pomoci nick translace a denatupaovadia

odctleng.

6.6.3 Fyzické mapovani vybranych BAC kloi

V prab¢hu své prace jsem fyzicky mapovala 10 BAC kilokteré se podle JGI
databédze vyskytuji na kratkém raménku chromozomuSandy byly syntetizovany
metodou nick translace a denaturace chromdzamsond probihala odigné. Vysledny
signal jsem snimala CCE&ernobilou kamerou a fotografie chromozZom signalu jsem
dale analyzovala v programu ImageJ (viz obr. 2Hro80zomy jsem rozliSovala na

zaklad pomeru délky p a g ramene (Tymowska, 1973; Khokha.e2@09).
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ALMOAAATTTYNOS

Obr. 21 Chromozomalni pozice vSech BAC sond mapovanychncirééto prace promoci FISH. Misd

jsou zobrazeny metafazni chromozéXenopus tropicalis, ¢erverg signaly BAC sond.

Pomoci programu ACC Image Analyser 5.0 jsem hotinginer kratkého a
dlouhého ramene chromozému vykazujiciho signdikaleljsem pedpokladala, ze
mnou vybrané klony se vyskytuji na kratkém raméokromozomu 2, éekavala jsem
poner ramen cca 0,63. Protoze se mnou &&meé hodnoty pohybovaly kolem hodnoty
0,75, da se s jistototici, Ze se jedna o chromozém 1. Dale jsem hodnagilativni
vzdalenost od centroméry (RDC) kazdého signélujm@me u 7 mitoz.

Ze zjiseénych dat jsem spftala pamér RDC, smérodatnou odchylku a
konfidenci na hladi& a= 0,05. Vysledky réfeni jsou zaznamenany v tabulce (viz tab.
4).
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Nazev

Rameno

RCD

Pramér

RCD

Smér.
Odchylka

Konfidence
a= 0,05

ALNOAAA111YH20

0,65
0,7
0,72
0,69
0,73
0,75
0,69

0,7

0,0249

0,01844

ALNOAAA48YMO9

0,59
0,67
0,69
0,63
0,65
0,62
0,62

0,64

0,0269

0,01996

ALNOAAA177YAO4

0,69
0,7
0,71
0,7
0,72
0,73
0,69

0,71

0,0122

0,00907

ALNOAAA13YN16

0,68
0,67
0,67
0,65
0,63
0,64
0,65

0,66

0,0151

0,01119

ALNOAAA161YJ22

0,74
0,68
0,73
0,7
0,75
0,74
0,74

0,73

0,02

0,01482
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Pokraiovani tabulky. 4

0,71
0,72
0,7
ALNOAAA171YN24 p 0,69 0,71 0,0139 0,01028
0,69
0,73
0,72
0,92
0,9
0,91
ALNOAAA171YI107 p 0,85 0,89 0,0173 0,01285
0,89
0,88
0,91
0,89
0,85
0,89
ALNOAAA236YN16 p 0,81 0,9 0,0416 0,03084
0,95
0,93
0,96
0,68
0,72
0,7
ALNOAAAG7YCO8 p 0,65 0,68 0,0151 0,01119
0,69
0,67
0,69
0,67
0,7
0,71
ALNOAAA171YNOS8 p 0,69 0,69 0,0122 0,00907
0,68
0,7
0,68

Tab 4. Statistické vyhodnoceni relativni vzdalenosti FISghalu od centroméry

Srovnala jsem teoretické pozice BAC kiiopodle databaze JGI a reélné pozice &)ist
metodou FISH (viz obr. 22).
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Obr. 22 Grafické znazorni pozice BAC kloi. Teoreticka pozice vybranych BAC kliopodle
databaze JGI na chromozdému 2 (A) a realna pozicgé Blani podle vysledi FISH na chromozému 1
(B).
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7 Diskuze

7.1 Uprava protokolu pro izolaci a zn@&eni BAC DNA

V ramci této diplomové prace byl zaveden famkprotokol pro izolaci a ziani
BAC DNA. Fxi izolaci BAC DNA podle vychoziho protokolu se veorku nachazelo
velké mnozstvi RNA (Poulsen, 2004). Z&elem snizeni obsahu RNA byl protokol
upraven pidanim RNazy T (2U/ml) (Wang et al., 1976). ProtoZ# plot I. restrikci a
PFGE bylo prokazéno, Ze izolovana DNA neni BAWquu , bylo nutné do protokolu
zaradit krok purifikace DNA za pomoci kolonky (Qiagplasmid midi kit) fungujici na
principu vyneny aniori (Chrast et al., 1999). Po provedeni Not | restikc PFGE
byla prokdzanaftomnost BAC DNA (Gemmill et al., 2002). Jako atigtiva by se
dala pouzit exonukleaza (20 000U/ml), v tomidpack by ale bylo nutné pracovat
S paateni bakterialni kulturou o] objemu alespo 500 mi
(http://www.qgiagen.com/literature/giagennews/04991arg.pdf). Vysledné mnozstvi
izolované BAC DNA se # pocateini bakterialni kultie 100ml pohybovala kolem 10
Hg.

BAC DNA byla zn&ena pomoci dig-11-dUTP metodou nahodnych primer
(random priming) a Nick translaci. Vychozi protokmio Nick translaci (Berr and
Schubert, 2006) ma nevyhodu v tom, Ze'@mé mnozstvi BAC DNA pro DNase I. test
a samotnou Nick translaci je minimélr8 pg. Je proto nemozné Nick translaci
zopakovat bez apovné izolace BAC DNA. Jak#eSeni tohoto problému byl pouzivan
Nick translation kit (Abott), jehoz protokol neolbsge test Dnazy | (Marec, ustni
sdkleni). Celkové mnozZstvi sondyipravené metodou Nick translation se pohybovalo
kolem 1 pg, coz plati i pro sondyigravené metodou ndhodnych pririer

Pro srovnani kvality sond syntetizovanych ¢mla zpisoby byl stupe
inkorporace dig-11-dUTP vizualizovan pomoci Southielotu (viz obr. 15)(Towbin et
al., 1992). Z vysledk je patrné Ze sondy z¥ené metodou Nick translation obsahuji
vétSi mnozstvi inkorporovaného dig-11-dUTP neZ sonpiypravené metodou
nahodnych primér. Intenzita signalu byla naslegiporovnana pomoci FISH a bylo
dokazano, nick translace je opravdu vhgsinmetoda pro zri@ni BAC sond nez

metoda nahodnych primer
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7.2 FISH

Pri piipraw preparai pro FISH je dlezité synchronizovat bétnou kulturu za
Gcelem zvySeni obsahu metafaznich spitedekistuje kkolik metod synchronizace
bunééného @leni, v rdmci této diplomové prace byla vyzkou&stachronizace pomoci
kolchicinu a metodou serum starvation (Hui et 4883; Langan and Chou, 2011).
Jako dalSi alternativa je mozné synchronizovaikipypomoci Nicodazolu ( Matsui et
al., 2012). Z vysledk srovnani obou metod vyplyva, Zze na &kdich po nakapani
suspenze buik synchronizovanych pomoci kolchicinu se nach&@ivmnozstvi mit6z
nez v opaném gipack.

Jelikoz BAC DNA obsahuje velké mnozstvi repetetitnsekvenci, je nezbytné
pouzivat pi FISH kompetitorovou DNA. V ramci této prace bylgzkousSena syntéza
kompetitoru pomoci sonikace a pomoci igjekjehly (Schoppee Bortz and Wambhoff,
2011). Metoda nasati a vytkni roztoku DNA injekni jehlou se ukazala jako
nefunkni. Naproti tomu sonikace DNA dala za vznik fanknu kompetitoru. DalSi
moznosti pipravy kompetitoru je inkubace DNA ve vrouci ¥pdnkubaci DNA pi
teplog 120° C v autoklavu nebo&teni DNA pomoci Dnézy | (Hengen, 1997).

Pii upraw protokolu pro fluoresceimi in situ hybridizaci bylo vyzkouSeno
celkem 8 kombinaci koncentraci kompetitoru a so@dfptografii chromozoérin s FISH
signalem je patrné, Ze idealni mnozstvi kompetitamaené sondy pro BAC FISH je
500 ng (viz obr. 17 — 20).fPsrovnani metod denaturace se zjistilo, Ze jewetizdil,
jaky typ sondy byl pouzit. Vifipac, Ze byla sondaifpravena metodou Nick translace,
je signal patrny jak po simultanni, tak i étiehé denaturaci. Pokud vSak bylaikgpaw
sondy pouzita metoda nahodnych pritpersignal byl vidt pouze, kdyz byly
chromozomy a sonda denaturovany &@edk. P dalSich experimentech bylo vzdy

pouzito 500ng sondy i kompetitoru a denaturacerobmdmi a sondy probihala zvias

7.3. Fyzické mapovani pomoci FISH
Podle JGI genomové databaze (assembly 4.1) sgagzebné map
kratkého raménka chromozomu 2 a 7 vyskytuji roZsabmapované oblasti. Udaje JGI
ukazuji, Ze vazelinnemapované oblasti koresponduji s cefadou BAC Kklori, které

maji osekvenovany cca 100 pb na jednom nebo na kdrozich. Tyto BAC klony byly
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Vv NOWjSi verzi této databazeripazeny do nemapovanych oblasti na zé&klsghtenie
s lidskym a kiiecim genomem (Hellsten et al., 2010).

Cilem této diplomové prace bylo vybrat BAC klonyeté podle databaze JGI
lezi na kratkém raménku chromozému 2 a pomodHFkiit jejich realnou polohu na
chromozomech. Celkem byla lokalizovana pozice 1@CHdon, z nichZ ¥tSina néla
osekvenované oba konce.

Z vysledki FISH je patrné, Ze vSech 10 BAC kiobez vyjimky vykazuji signal
na kratkém raménku chromozomu 1. Rommamen u chromozému 2 by seélm
pohybovat kolem hodnoty 0,63. Podle analyzy v pmogr ACC Analyser 5.0 se oviem
hodnota poréru ramen pohybovala kolem 0,75 coZz odpovida grédwomozému 1
(Tymowska, 1973; Khokha et al., 2009).

Poloha 4 BAC kloAi (ALNOAAA111YH20, ALNOAAA48YMO09,
ALNOAAAL177YAO4 a ALNOAAA13YN16) souhlasi s pozici databazi JGI, az na
lokalizaci na chromozédmu 1 misto na chromozému Zatimco poloha ani padi
ostatnich BAC klofi neodpovidalo pozici v JGI databazi (viz obr. 22).

Moznym vys¥tlenim je, Ze tyto BAC klony obsahuji repetetivhistery, ktera
piifadily BAC konec s #tSi pravédpodobnosti na chromozém 1 nez na chromozom 2.
Toto je také dkaz, Ze sekvence koinco velikosti 100 bp rozhodnnest&i ke
spolehlivému pitazeni BAC kloii do vazebné mapy.

Moznym feSenim tohoto problému se zabyva skupina méhotd&lolikteré se
poddilo laserovou microdisekci viznout kratké raménko chromozému 2. Dana oblast
byla amplifikovana pomoci kitu WGA pro celogenomavamplifikaci (Lee et al.,
2012) s naslednym sekvenovanim metodou Solexa gvéaral., 2012). Na zaklad
sekvenanich dat byly identifikovany scaffoldy leZici v dymované oblasti. DalSim
krokem bude identifikace BAC klagnobsahujicich nalezené scaffoldy. Tento soubor
klonih pak bude osekvenovan v celém rozsahtktatou ztechnik hromadného
sekvenovani. Naslednbudou klony usp@dany a jejich fyzickd poloha &ena
pomoci FISH. Izolace a z&eni BAC DNA bude probihat podle protokolu zavedeném

v ramci této diplomové prace.

57



8. Zaweér
1) Zavedla jsem fundni protokol pro izolaci BAC DNA, izolovala jsem BAC

DNA 10ti klona vyskytujicich se na kratkém raménku chromozému 2

2) Zavedla jsem funini protokol pro syntézu sond z BAC DNA a vyiila jsem
sondy zn&ené dig-11-dUTP z DNA 10ti BAC Kkld@nvyskytujicich se na

kratkém raménku chromozému 2

3) Pomoci metody fluorescemi in situ hybridizace jsem propojila pozice 10ti
BAC klonu
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