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Seznam zkratek

AzaC — 5-azacytidin

BY-2 — buné¢na linie tabaku (Nicotiana tabacum) cv. Bright Yellow 2

CaMV 35S — tkanové nespecificky 35S promotor viru kvétakové mozaiky

DCL — Dicer-like protein (protein podobny zivo¢isnému enzymu Dicer )

DNA — deoxyribonukleova kyselina

DNMT1 — DNA methyltransferase 1 (udrzovaci cytosin-5-methyltransferaza)

DRM2 — domain rearranged methyltransferase 2 (de novo cytosin-5-methyltransferaza)
dsRNA — dvouietézcova RNA

GFP — green fluorescent protein - zeleny fluorescenéni protein

MET1 — methyltransferase 1 (udrzovaci cytosin-5-methyltransferaza, ortholog DNMTT1)
MRNA — mediatorovd RNA

NPTIl — neomycin fosfotransferaza

PTGS — posttranskripcni umlceni exprese genu

RNA — ribonukleova kyselina

RT-PCR —reverzni transkripce nasledovana polymerazovou fetézovou reakci

SIRNA — mala interferujici RNA (jednotetézcova RNA o délce 20-25 nukleotidi, Gcastnici se
sekvenéné specifického umlcovani gentl a transgentl)

T-DNA — transferova DNA (usek DNA pienaSeny z Ti plasmidu agrobaktéria do rostlinné
bunky)

TGS — transkripéni uml€eni exprese genu



1. Uvod

Transgenni technologie je v posledni dobé Siroce vyuzivand pro vyvoj novych
zemé&délskych plodin, jelikoz nabizi jednodussi zavedeni genetickych znakii do péstovanych
druhli rostlin a mnohem pfesnéjSi provedeni v porovndni s Casto omezenymi moznostmi a
pracnymi postupy, které nabizi klasické Slechténi. Genetické manipulace rostlin se také staly
hojné vyuzivanou metodou slouzici k mnoha uc¢elim ve vyzkumu biologie rostlin.

Velmi Casto vSak lze pozorovat variabilitu a nestabilitu exprese transgenu v populacich
transgennich rostlin transformovanych stejnym konstruktem. Spolehlivd dlouhodoba aktivita
transgenl je pfitom nezbytnym piedpokladem pro zemédé€lskou rostlinnou produkei, ale také
ovliviiuje vyuzitelnost transgennich rostlin v zdkladnim vyzkumu ptedevs$im pii kvantitativnich
experimentech. Vysokd variabilita exprese rekombinantnich konstrukti u jednotlivych
transformanti Casto nuti ke kompromisim pii porovnavani riznych konstruktli nebo si
minimaln¢ zada velké pocty vzorki, aby byly zabezpeceny smysluplné vysledky. Je také velmi
pravdépodobné, Ze z dlivodu vysoké variability exprese transgentli byly z nékterych experimentti
vytvofeny nespravné zavéry. Situaci dale komplikuje porovndvani transgennich linii
pfipravenych pii nezavislych experimentech nebo dokonce riznymi metodami.

Stabilita a variabilita exprese transgenii se muze liSit v zavislosti na vlastni sekvenci
transgenu, uspofaddni T-DNA a pouzitych regulacnich oblastech, zejména sile promotoru.
Dalsimi dilezitymi faktory ovlivitujicimi expresi transgenu je pocet kopii T-DNA v genomu a
misto jejich zaclenéni. Urcitou roli v§ak miize sehrat 1 vn&j$i prostiedi rostliny, kdy naptiklad
stres miZe u nachylnych rostlin spustit umlc¢ovani transgend.

Predkladana disertacni prace pfispiva K objasnéni nekterych procest souvisejicich
Sumlcovanim a variabilitou exprese transgenti u rostlin. V souvislosti s feSenim dané
problematiky byly zavedeny nové metody studia transgennich rostlin. Dil¢i vysledky vypliuji

drobné mezery v mnozstvi prazdnych mist mozaiky poznani této obsahlé problematiky.



2. Cile prace

e Nalézt pri¢iny heterogenity exprese genu pro GFP v transgennich liniich tabdku BY-2 a

dosahnout jejiho snizeni.

e Nalézt faktory ovliviyjici hladinu exprese a umlcovani genu pro GFP a NPTII v

transgennich rostlinach bramboru.

e Navrhnout postupy vyuziti 5-azacytidinu (inhibitoru udrzovaci metylace DNA) pro obnoveni

exprese umlcenych transgent Vv rostlindch bramboru a v bunéénych liniich tabaku BY-2.



3. Literarni prrehled

Mira a stabilita exprese transgeni muze byt primarné ovlivnéna sloZzenim vnesené
rekombinantni DNA. De Bolle a kol. (2003) zkoumali dopad riiznych regula¢nich elementti na
miru a variabilitu exprese transgenu u Arabidopsis thaliana. Exprese nebyla ovlivnéna
terminatory ani 5 'netranslatovanymi oblastmi, na rozdil od promotor, které vyrazné ovlivnily
nejen miru exprese, ale i jeji variabilitu (De Bolle et al., 2003).

Dulezitym faktorem ovliviiujicim miru a stabilitu exprese transgenu je také pocet jeho
inzerci V genomu a usporadani jednotlivych kopii v misté€ inzerce (shrnuto v Butaye et al., 2005).
Hobbs a kol. (1990) popsali, Ze transformované rostliny s vysokou expresi transgenu meély
pfevazné jednu inserci T-DNA, zatimco linie s nizkou expresi jich mély obvykle vice v jednom
nebo ve vice lokusech. Transformované rostliny s vice kopiemi T-DNA také maji mnohem vétsi
tendenci kumlceni na posttranskripéni urovni (posttranscriptional gene silencing; PTGS)
Vv porovnani s rostlinami s jednou inserci transgenu (Sallaud et al., 2003; shrnuto v Depicker et
al., 2005). Zaclenéni vice kopii T-DNA do genomu muze mit za nasledek tvorbu invertovanych
repetic, ze kterych po transkripci vznikne dvoufetézcova RNA (dsRNA) (Muskens et al., 2000).
Rovnéz zieyjme¢ dochdzi s vétsi pravdépodobnosti k prekrofeni prahového mnozstvi hladiny
transkriptu, coZ muize byt také spojeno s indukci umlcovani. Pfedpoklada se totiz, Ze vysoka mira
exprese je spojena Snahodnym vyskytem vadnych messengeri rozpoznavanych RNA-
dependentni RNA polymerazou, ktera tvoii komplementarni vlakno RNA za vzniku dsRNA (Luo
and Chen, 2007). Vysledkem $tépeni této dsSRNA enzymem DCL je vznik malych RNA, tzv.
siRNA, klicovych molekul v procesu PTGS 1 transkripéniho uml¢ovani (TGS) zavislého na
homologii (homology dependent transcriptional gene silencing) (shrnuto v Brodersen and
Voinnet 2006). Kromé ptisobeni na mRNA se siRNA také podileji na de novo metylaci cytosint
prostfednictvim metyltransferazy DRM2. V tomto procesu hraje klicovou roli RNA polymeraza
V, ktera ptimo interaguje s komplexem siRNA-Argonaut a zprostiedkovava tak sekvencné
specifickou metylaci DNA pravé na zakladé komplementarity s SIRNA (Cao and Jacobsen, 2002;
Wierzbicki et al., 2008; Daxinger et al., 2009).

Exprese transgenu muize byt také ovlivnéna uspofddanim jeho chromozomalniho
prostfedi. Napiiklad znaky heterochromatinu se mohou rozsifit na sousedici vnesené¢ DNA

sekvence, coz ma za nasledek piimé TGS (Kim et al., 2007). Vysledky studii tykajici se



pozi¢niho efektu jsou vSak nejasné a ¢asteéné kontroverzni. De Buck a kol. (2004) popsali, ze 19
z 21 transgennich linii Arabidopsis s jednou kopii T-DNA mélo srovnatelnou miru exprese
transgenu, ktera byla nezdvisla na orientaci T-DNA nebo jeji integraci do genové nebo
mezigenové oblasti, do exonu nebo intronu. Tyto neocCekavané vysledky mohou vSak byt
castecné zkreslené, jak je navrhovano Gelvinem a jeho kolegy (Kim et al., 2007; Gelvin and
Kim, 2007), nebot’ do téchto studii byly zahrnuty pouze selektované linie s aktivni expresi
selek¢niho genu.

Castecné potlageni transkripce i celkové umléeni exprese genu jsou u rostlin zpravidla
doprovazeny metylaci cytosinti. V piipad¢ vnesenych genl a parazitické DNA (transpozibilnich
elementll) je potlacdeni transkripce Casto spojeno s metylaci cytosinii v promotoru i kodujici
sekvenci (Fojtova et al., 2003; shrnuto v Teixeira and Colot, 2009). Avsak pouze metylace v
sekvenci promotoru blokuje transkripci, pficemz role metylace v kddujici oblasti jak transgenu,
tak endogenu zustava nejasna (Lunerova-Bedrichova et al., 2008; Cokus et al., 2008; Lister et al.,
2008; Zilberman, 2008). Takova metylace byla detekovana u vétSiny gend Arabidopsis a
vyskytovala se pfednostné u téch s primérnou mirou exprese (Zilberman et al., 2007).

U transgennich rostlin bylo dokumentovano, ze demetyla¢ni agens 5-azacytidin (AzaC)
ma potencidl obnovit expresi umlc¢en¢ho transgenenu u jednotlivych bun€k cestou demetylace
DNA. V tomto ohledu bylo oSetfeni AzaC opakované pouzito k rozliSeni mezi umléenim na
posttranskripéni a transkripéni urovni, pfi¢emz se ukazalo jako efektivni pouze u druhého typu,

ktery je spojen s metylaci DNA (Wang and Waterhouse, 2000; Emani et al., 2002).



4. Vysledky

4.1 Studium heterogenity exprese transgenu v tabakové linii BY-2 — klonovani transgennich
linii BY-2

Transformace tabakové linie BY-2 (Nicotiana tabacum L. cv. Bright Yellow 2) byla
provadéna metodou agroinfekce s pouzitim Agrobacterium tumefaciens (An, 1985) s T-DNA
nesouci gen pro zeleny fluorescen¢ni protein (GFP) a gen pro neomycin fosfotransferazu (NPTII)
zajiStujici rezistenci ke kanamycinu.

Po transformaci byly ziskany kalusy s homogenni expresi genu pro GFP (Obr. 1) pouze u
39 % piipadd (primér ze tfech nezdvislych transformaci). Ostatni kalusy obsahovaly oblasti

s riznou mirou fluorescence v mozaikovitém nebo sektorialnim uspofadani (Obr. 1)

Obrazek 1. Heterogenita fluorescence
GFP u kalusi BY-2

Primarni kalusy ziskané po transformaci vykazuji
homogenni i heterogenni expresi GFP. Bunécné
populace s raznou intenzitou fluorescence GFP
jsou v kalusech uspofadany mozaikovité nebo
sektorialn¢ (méfitko = 1mm).

Homogenni

Sektorialni

Vsechny suspenzni kultury vytvotfené z heterogennich kalusii obsahovaly dle ocekavani
buiiky s riznou mirou exprese genu pro GFP, avsak tuto heterogenitu ve velké mife vykazovaly 1
suspenze vytvofené z homogennich kalust (cca 70 %). Pro Gcely hodnoceni exprese genu pro
GFP v suspenzich byly buiiky rozdéleny do kategorii podle miry fluorescence GFP — vysoka,
nizka a zadna. Zastoupeni téchto kategorii bunék v suspenzich bylo pocitano po dobu 11 tydni.
U vétsiny suspenznich linii byla exprese GFP genu stabilni, pouze u nékolika linii byl
zaznamenan postupny pokles mnozstvi bunék s vysokou fluorescenci GFP.

Pro redukci heterogenity transformovanych linii byla zavedena jednoduchd a rychla
metoda piipravy klond z jednotlivych bunék nebo bunéénych fetizki suspenznich kultur.

Suspenzni bunky z netransformované linie BY-2 byly v nadbytku ptfidany k suspenzni kultute



transformovanych (kanamycin rezistentnich) bun¢k ve stacionarni fazi rustu (Obr. 2A). Smés
byla aplikovana na Petriho misku s pevnym médiem obsahujicim kanamycin. Jiz po deseti dnech
se na podpurné vrstvé bunék BY-2 vytvorily makroskopicky viditelné kalusy z rezistentnich
bungk (Obr. 2B,C). Jednotlivé kalusy byly odebrany na ¢erstvé médium pii dosazeni velikosti 1-3

mm. U nekterych linii bylo klonovani po ziskani suspenzi z téchto kalusti opakovano (sekundarni

a terciarni klonovanti).

Obrazek 2. Klonovani suspenznich kultur BY-2

(A) Smés transformovanych a netransformovanych bunék BY-2 byla vyseta na pevné médium
s kanamycinem (méfitko = 100 um). (B) Po deseti dnech byly pozorovatelné sekunddrni klony na
podptirné vrstvé bunék netransformované BY-2. (C) Kalusy po klonovani vykazovaly predev§im
homogenni fluorescenci GFP (méfitko = 1 mm).

Klonovanim suspenznich kultur s heterogenni fluorescenci GFP bylo ziskdno primérné
93 % sekundarnich kalusti s homogenni fluorescenci GFP (Obr. 2C). Suspenze ziskané z téchto
kalust vSak vice nez z poloviny stale obsahovaly buné¢né populace s riznou mirou exprese GFP
genu. Vysledky klonovani vybranych linii jsou znazornény v grafech (Obr. 3). Z nékterych linii
vznikly jak homogenni, tak heterogenni suspenze, avSak napt. u linie 1/7 témét vsechny
sekundédrni 1 tercidrni suspenze byly homogenni, bud'to s vysokou nebo nizkou intenzitou
fluorescence GFP (Obr. 3). U linii 6/3 nebo 5/6a se vSak ptivodni heterogenita fluorescence GFP
nezménila u zddného z odvozenych klonli a nepodafilo se ji odstranit ani po terciarnim klonovani.
Naslednym klonovanim sekundarnich klond vzniklo téméf identické potomstvo, jehoz expresni
vzorec se v proporcich jednotlivych kategorii fluorescence GFP shodoval s plivodni linii.

Klonovéanim suspenzi s homogenni fluorescenci GFP byly ziskany homogenni subklony (linie
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Obriazek 3. Exprese GFP po klonovani primarnich a sekundarnich linii BY-2

Grafy predstavuji kategorie fluorescence GFP v suspenzich ziskanych po klonovani brzy po transformaci
a v liniich ziskanych po klonovéani vybranych sekundéarnich linii. Klonované linie se nachazi vlevo a jejich
potomstvo — sublinie, vzniklé jejich klonovanim rozliSené pismeny — vpravo. Kategorie fluorescence GFP:
silna ++, slaba + a zadna -. Vybrané linie (oznac¢eno barevnymi symboly) byly analyzovany Southernovou
hybridizaci; v ramci jedné linie jsou stejnym symbolem oznaceny geneticky identické sublinie.

1/7d; Obr. 3). Proporce jednotlivych kategorii fluorescence GFP ziistaly stejné u témeét vSech

heterogennich 1 homogennich sekundarnich suspenzi po celou dobu studie (v fadu mésicti).
Pti¢iny nckterych heterogenit byly objasnény molekuldrnimi analyzami. Analyzy T-DNA

inzerci u jednotlivych klond metodou Southernovy hybridizace ukézaly, Ze linie 1/3 a 1/7 byly

sloZzeny z geneticky odlisnych klond, které jsou oddélitelné klonovanim. Analyzované sublinie



jsou v grafech oznaCeny barevnymi symboly (Obr. 3). VétSina sekundarnich linii vSak
vykazovala velkou expresni heterogenitu, piestoze byly geneticky identické (Obr. 3). Geneticky
identické klony linii 1/3 a 5/6 byly nasledné analyzovany s ohledem na metylaci DNA. Stépenim
genomové DNA enzymy citlivymi k metylaci a ndslednou Southernovou hybridizaci vSak nebyly
nalezeny rozdily v metylaci cytosinti v analyzovanych restrikénich mistech, kromé kompletné
umléeného klonu 5/6j (Obr. 3), u kterého byla DNA ziejm¢ metylovand ve dvou ze tiech

testovanych restrik¢nich mist.

4.2 Dlouhodobé sledovani exprese gend pro GFP a NPTII u transgennich rostlin bramboru
a koordinované umléovani obou transgenii.

In vitro péstované rostliny bramboru (Solanum tuberosum L., cv. Désirée) byly
transformovany metodou agroinfekce s pouzitim Agrobacterium tumefaciens (Dietze et al., 1995)
s T-DNA nesouci gen pro GFP a NPTII.

Pro dlouhodobé sledovani exprese genit pro GFP a NPTII bylo z 31 transgennich linii
bramboru zregenerovanych po transformaci vybrano 17, které vykazovaly normalni rlstové
charakteristiky, byly rezistentni ke kanamycinu a obsahovaly gen pro GFP. Metodou
Southernovy hybridizace genomové DNA bylo v transgennich rostlindch nalezeno cca 1-6 inserci
T-DNA.

Mira exprese genu pro GFP byla stanovovana méfenim intenzity zelené fluorescence
Vv riznych orgénech a pletivech bramboru (vrcholovy meristém, listy a kotfeny). Nejspolehlivé;si
pro méfeni fluorescence byly kofeny v misté na pocatku zony diferenciace. Jelikoz vysledky
méieni touto metodou vykazovaly pomérné vysokou variabilitu, porovndvani miry exprese u
jednotlivych linii bylo provedeno také metodou kvantifikace GFP zalozené na imunodetekci na
Western blotech. Pro sledovani aktivity druhého reportérového genu NPTII byl zaveden
jednoduchy test zalozeny na tvorbé kalusi na fteznych plochach listi ¢i stonkovych
internodalnich segmentii na médiu indukujicim rast kalusti, do néhoz byl piidan kanamycin (100
mg/l). Na explantatech rezistentnich rostlin se po 2-3 tydnech kultivace vytvofily masivni tmavé
zelené kalusy, zatimco u explantdtli nerezistentnich rostlin byla tvorba kalusti inhibovana a
segmenty zezloutly. Vysledky kanamycinového testu i imunodetekce GFP na Western blotech

korespondovaly s mirou transkripce obou genti zjisténou pomoci semikvantitativni RT-PCR.



VysSe uvedené analyzy transformovanych rostlin byly poprvé provadény pfiblizné pul
roku po transformaci, kdy jiz byly narostlé vSechny zregenerované rostliny, dale za 1 rok a za 4
roky; tedy 1,5 a 4,5 roku po transformaci. Transformované rostliny byly dle miry exprese genu
pro GFP rozdéleny do tii kategorii; s vysokou, nizkou a nedetekovatelnou expresi (oznaceno
symboly ++, + a -; Tab. 1).
Snizeni nebo umlceni exprese genu pro GFP bylo pozorovano celkem u Sesti linii. U jedné linie

se naopak exprese béhem prvniho roku zvysila. Jedna transgenni linie umlcela expresi GFP genu

pocet Exprese reportérovych genu
linie kopii 0.5 roku 1.5 roku 4.5 roku
T-DNA | NPTII NPT I NPT I

R1 1 R R R
R10 1 R R R
R24 1 R R R
R25 1 R R R
R26 1 R ++ R ++ R +
R15 2 R R R

R16 2 R R R

R19 2 R R R

R31 2 R R R

R18 4 R R R

R22 4 R ++ R + R +
R23 4 R R R

R5 5 R R R

Tabulka 1. Piehled exprese reportérovych genu u transgennich linii bramboru
usporadanych podle poctu kopii T-DNA

Exprese reportérovych gentt (NPTIl a GFP) byla stanovovana 6 mésici, 1.5 roku a 4.5 roku po zacatku
transformace. Exprese NPTII byla hodnocena jako rezistence (R) nebo senzitivita (S) ke kanamycinu.
Mira fluorescence GFP byla rozdélena do 3 kategorii znacicich vysokou, nizkou a zZadnou expresi GFP
(oznaceno symboly ++, + a - ). Svétle oranzové pozadi zvyraziuje linie, u nichz doslo ke sniZeni exprese
GFP, tmavé oranzové pak linie, u kterych doslo k umlceni exprese obou transgenil. Zelené¢ ramecky
upozoriuji na situace, kdy uml¢eni GFP prokazatelné pfedchazelo uml¢eni NPTII.
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do pul roku po transformaci, tfi linie snizily nebo umlcely expresi GFP genu béhem dalsiho roku
a 2 linie béhem dalSich 3 let kultivace (oranzové fadky v Tab. 1). Vétsina téchto linii (4 z 6)
obsahovala 4 a vice kopii T-DNA, cozZ celkové predstavuje vice nez 50 % ,,vicekopiovych* linii.
Naopak snizeni nebo umlceni exprese genu pro GFP bylo pozorovano pouze u 20 % linii (2 z 10)
S jednou nebo dvéma kopiemi T-DNA. Z uvedeného lze vyvodit, Zze vysoka exprese genu pro
GFP ptevladala na konci sledované¢ho obdobi u linii s nizkym poctem T-DNA kopii. Pro vétSinu
linii (4 z5), které nésledné snizily nebo umlcely expresi GFP, byla charakteristickd vysoka
pocatecni uroven exprese GFP.

Sest mésicti po transformaci byly viechny selektované linie rezistentni ke kanamycinu,
coz bylo jedno ze selek¢nich kritérii. BEhem nasledujiciho roku byla pozorovana ztrata rezistence
u linie, kterd jiz umlcela expresi genu pro GFP béhem pocate¢niho ptl roku. VSechny ostatni
linie zbistaly rezistentni ke kanamycinu, ackoli dalsi 2 linie jiz uml&ely expresi GFP. Ctyfi a piil
roku po transformaci vSechny linie sumlcenou expresi genu pro GFP také ztratily
kanamycinovou rezistenci. Koordinované uml¢ovani obou transgend je vyznaceno v Tab. 1

zelenym ohrani¢enim.

4.3 Pouziti 5-azacytidinu k demetylaci umléenvch transgenu u bramboru na vdrovni celych
rostlin a opétovné umlovani transgenu u regenerovanvch rostlin

Vliv 5-azacytidinu (AzaC) na demetylaci DNA byl studovan na rostlinich bramboru
s umléenou expresi obou transgenti. Rust nodalnich i apikalnich segmentd na médiu s AzaC byl
inhibovan v zéavislosti na koncentraci AzaC. Nodalni segmenty reagovaly na stejnou koncentraci
AzaC nevyrovnané, proto byly dale pouzity pouze apikalni segmenty, jejichz odpovéd byla
homogenngjsi. Zatimco 40uM AzaC upln¢ zablokoval rlst kofenii 1 stonku, segmenty
kultivované na koncentraci 8x niz$i (5uM) byly porovnatelné s neosetfenou kontrolou.
Fluorescence GFP vsak nebyla pozorovana v nové vznikajicich listech na zadné z pouzitych
koncentraci AzaC a rostliny zlistaly plné senzitivni ke kanamycinu.

Porovnanim rozsahu inhibice ristu na rtznych koncentracich AzaC a v médiu
skladovaném po riznou dobu pied nasazenim segmentli byl stanoven polocas rozpadu AzaC
priblizn€ na 2 dny.

Jelikoz nebyl pozorovan zadny vliv AzaC na obnoveni exprese genu pro GFP na

stonkovych segmentech, AzaC byl aplikovan na listové explantaty kultivované na médiu
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indukujicim rast kalust, aby se umoznil pfimy kontakt délicich se bun¢k s AzaC v médiu.
Zatimco AzaC v koncentraci 40uM inhiboval rust kalusti, na médiu s 10uM nebo 20uM AzaC
byly po né¢kolika dnech kultivace ojedinéle pozorovany buiiky se zelenou fluorescenci GFP na
feznych plochach lista (Obr. 4). Po case vSak jiz nebylo mozné v narustajici mase bunék
fluorescenci GFP zaznamenat. Pro selekci bunék s obnovenou expresi NPTII genu byl do média
pfidan kanamycin. Kombinace AzaC a kanamycinu vSak zfejm¢ zptsobila ptiliSny stres, ktery

mél za nasledek rychlé hnédnuti explantata a inhibici tvorby kalusi.

Obrazek 4. Obnoveni exprese GFP u bramboru
na urovni jednotlivych bunék

Na médiu indukujicim rtst kalust se jiz 3 dny po aplikaci
AzaC na fteznych plochach listi objevuji bunky
s obnovenou expresi GFP (méfitko = 100 pm).

Testovanim rizného ¢asovani aplikace AzaC a kanamycinu byl optimalizovan postup de
novo regenerace rostlin rezistentnich ke kanamycinu. Listové explantaty byly nejdiive
kultivovany 3 dny na médiu indukujicim riist kalusii a pak 4 dny na stejném médiu s ptidavkem
10uM AzaC. Poté byly explantaty opakované pienaseny kazdé 2 tydny na médium indukujici
rust pryti obsahujici kanamycin (bez AzaC), dokud zregenerované rostlinky nebyly dost velké
K odsttizeni (asi po 2 mésicich). Prubéh de novo regenerace rostlin s obnovenou expresi
transgenti znazornuje Obr. 5.

Reakce na oSetieni AzaC a stabilita obnovené exprese dvou reportérovych gena se liSila u
,vicekopiové® linie R17 a linie R28 sjednou kopii T-DNA. Dva ze Sesti R17 regenerantl
obnovily expresi obou transgenti. U ostatnich regeneranti linie R17 a vSech Ctyfech regenerantt
linie R28 bylo obnoveni exprese genu pro GFP viditelné v jednotlivych buiikach po aplikaci

AzaC, avsak zadny z regenerantll jiZ nemél aktivni expresi genu pro GFP.
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Obrazek 5. Obnoveni exprese transgent na arovni celych rostlin

(A) Brzy po aplikaci AzaC je mozné mezi tvoficimi se kalusy na feznach plochach listd pozorovat kalusy
s obnovenou expresi GFP (méfitko = 500 pum). (B) T#i tydny po aplikaci AzaC jsou na médiu
s kanamycinem pozorovatelné zelené kalusy na zloutnoucim zbytku listu, které znaci obnoveni exprese
NPTII u vznikajicich kalust. (C) Z nékterych kalusti nasledn¢ regeneruji rostlinky s obnovenou expresi
NPTII nebo zaroven i GFP.

Pfi nésledném desetimé&si¢nim monitoringu téchto linii nedoslo k Zadné zméné exprese u
jednoho regeneranta linie R28 a u obou regenerantti linie R17 s obnovenou expresi GFP genu.
Linie se sekundarné umlcenou expresi né¢kterého z transgenti byly dale pravidelné oSetfovany
AzaC pro testovani, zdali je mozné u nich obnovit expresi umlcenych transgenti demetylaci
DNA. U regenerantil linie R28 bylo obnoveni exprese GFP genu mozné az 6 mésicli po
regeneraci. Tyto linie nasledné¢ umlcely expresi genu pro NPTII, jehoZ obnoveni bylo Uspésné
hned po detekci uml¢ovani. U dvou regeneranti linie R17 mélo umlcovani podobny vyvoj jako u

R28 regenerantti, pouze bylo o néco rychlejsi.

4.4 Aplikace 5-azacytidinu pro obnoveni exprese senu pro GFP v tabakovych liniich BY-2

U obou rostlinnych materidli — bunécné suspenze tabaku i rostlin bramboru, které byly
transformovany stejnym konstruktem i stejnou metodou, se uml¢ovani projevovalo podobnymi
znaky, avSak vjedné véci se zdsadné liSilo. U bramboru bylo umlcovani GFP genu vzdy
provazeno naslednym umléenim NPTII genu, avSak u BY-2 nebyla nikdy zaznamendna ztrata
kanamycinové rezistence.

Pii testovani G¢inku AzaC naobnoveni exprese genu pro GFP u bun¢k BY-2 bylo

obnoveni exprese mozné az u bunék linii umléenych vice nez 3-6 mésict; u linii s uml¢enym
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genem pro GFP tydny nebo mésice nebyla zZadnd zména pozorovédna. Testovanim riiznych
koncentraci, ¢asovani a zptsobt aplikace AzaC bylo zjisténo, ze ptidani AzaC do suspenze dava
vyssi frekvenci obnoveni a 1épe reprodukovatelné vysledky nez aplikace ke kalusim do pevného
média. K ziskani maximalni miry obnoveni exprese GFP (u 5-10 % Zivych bunék v zavislosti na
linii) byl pfiddn AzaC v optimalni koncentraci 10uM do exponencidlné rostouci suspenze (tfeti
den sedmidenniho subkultiva¢niho intervalu). Aplikace ve stacionarni fazi ristu mela slaby nebo
zadny efekt a aplikace v lag fazi siln€ inhibovala bunééné dé€leni. Inhibice riistu byla ziejma
dokonce i po aplikaci v exponencialni fazi rastu. Bunééna denzita byla viditeln¢ nizsi; téméf
30 % bunck bylo mrtvych (oproti 6,5 % u neoSetiené kontroly) a mnoho bunék bylo na konci
subkultiva¢niho intervalu malformovanych.

Pro ziskani linii obsahujicich pouze bunky s obnovenou expresi GFP genu byla vyuZzita
metoda klonovani. Po aplikaci AzaC (10uM) k umléenym bunikam v exponencialni fazi rastu,
bylo provedeno na konci subkultiva¢niho intervalu klonovani. Asi u 7 % kalust (ze 400) byla po
klonovani viditelna fluorescence GFP. Tato fluorescence vSak byla slabd a heterogenni. U
nékterych linii bylo dosazeno pouze pfechodného obnoveni exprese genu pro GFP a b¢hem

n¢kolika tydnt doslo k opétovnému umlceni exprese GFP genu jesté v kalusech.
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5. Diskuse

5.1 Variabilita exprese genu pro GEP v bunéénvch liniich BY-2 a jeji pri¢iny

Analyza fluorescence GFP u bunécnych linii BY-2 ziskanych po transformaci ukazala, ze
ve veétsing linii je exprese vneseného genu velmi heterogenni. VéEtSina heterogenit v expresi byla
S nejveétsi pravdépodobnosti disledkem epigenetickych zmén, avSak u nékterych linii byla
odhalena 1 genetickd heterogenita - Southernova hybridizace genomové DNA izolované
z vybranych klona linii 1/7 a 1/3 totiz ukdzala, Ze primérni kalusy mohou obsahovat bunécné
populace s riznymi insercemi T-DNA.

Exprese GFP se ale lisila i mezi geneticky identickymi klony, ackoli buiky byly
fenotypové homogenni a byly kultivovany za stabilnich podminek. Toto naznacuje, Ze i jiné
faktory nez vnéjsi, vyvojové (van Leeuwen et al., 2001, Down et al., 2001) nebo stresové (Miiller
et al., 1996) mohou indukovat zmény v expresi vnesenych genl. Genova exprese je obecné
ovlivnéna specifickymi chromatinovymi znackami, které mohou byt pfitomny na DNA i
asociovanych proteinech (shrnuto v Henderson and Jacobsen, 2007). NaSe analyza metylace GFP
genu vybranych geneticky identickych linii odhalila, Ze cytosiny byly metylovany pouze
v nékterych analyzovanych restrikénich mistech a pouze u linie 5/6j, ktera kompletné umlcela
expresi GFP. Vsechny ostatni pozorované rozdily v sile a heterogenité exprese GFP byly tedy
bud’ nezavislé na metylaci DNA, nebo se metylace vyskytla v jinych, nez analyzovanych
restrikénich mistech.

Pozi¢ni efekt v misté zalenéni transgenu do chromozému je znamy svym vlivem na
expresi transgenu (shrnuto v Depicker et al., 2005), avSak zda se, Ze nema takovy dopad
(Schubert et al., 2004), jak bylo diive popisovano (Préls and Meyer, 1992). Riiznad mista nebo
usporadani T-DNA inzerci mohou ovlivnit pfistupnost nebo vnimavost transgenu k epigenetické
regulaci jak na transkrip¢ni, tak na posttranskripéni urovni (Fischer et al., 2008, Fojtova et al.,
2003; shrnuto v Depicker et al., 2005). V piipadé zaélenéni do oblasti heterochromatinu se
epigenetickd informace témét vzdy odrazi do struktury chromatinu zaclenéné T-DNA, coz ma za
nasledek umlceni transgenu (Francis and Spiker, 2005, Kim et al., 2007, Gelvin and Kim, 2007).
V nasich experimentech se exprese GFP casto lisila mezi klony s identickymi T-DNA inzercemi,
dokonce i u Klonu linie 5/6 sjednou kopii T-DNA (Obr. 3). V ptedchozich studiich byly

analyzovany exprese transgenu u klonii vytvofenych delsi dobu po integracni udalosti (van
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Leeuwen et al., 2001, Down et al., 2001). V nasem piipadé vSak vyuziti bunéénych kultur a
jejich klonovani umoznilo analyzovat klony, které byly vytvofeny bezprostiedné po integraci
transgenu. Protoze naSe vysledky ukazaly, ze expresni vzorce GFP byly stabilni a dédi¢né
v klonovanych liniich, rizné expresni vzorce pozorované mezi geneticky identickymi klony byly
zfejmé zaloZené a stabilizované u potomkt primérné transformovanych bunék brzy po integracni
udalosti. Proces integrace holé T-DNA je nutné doprovazen vytvofenim nového specifického
chromatinového uspofadani (Gelvin and Kim, 2007). Nase vysledky jasn¢ dokumentuji, ze
v urCitych inzerénich mistech je ustanoveni riiznych epigenetickych stavii nebo expresnich

vzorci transgenil ndhodné a nezavislé na chromozomalnim prostredi.

5.2 Umléovani exprese gent pro GFP a NPTIl u bramboru

Umlcovani, které bylo také jednou z pfi¢in heterogenity nebo nestability exprese GFP u
BY-2 linii, bylo detailn¢ji studovédno u transgennich linii bramboru. Klicovymi faktory
ovliviiujicimi uml¢ovani transgenu jsou pocate¢ni mira exprese a pocet kopii transgenu (Hobbs et
al., 1990; Linn, 1990; Sallaud et al., 2003). Tento poznatek dobie koresponduje s vysledky studia
umlcovani GFP v liniich bramboru béhem 4,5 let po transformaci. Jelikoz faktory ovlivitujici jak
kratkodobé (vétSina publikovanych studii), tak dlouhodobé umlcovani (nase vysledky), jsou
podobné, da se predpokladat, ze tyto faktory funguji jako predispozice. Zda skutecné dojde
K uml¢eni exprese je pravdépodobné nahodné a zalezi na mnoha okolnostech.

Frekvence umlCovani transgenu u transgennich linii bramboru se sniZovala s ¢asem.
Umlcovani genu pro GFP bylo pozorovano u tfi linii mezi prvnim a druhym hodnocenim (obdobi
jednoho roku) a pouze u dvou linii v prubéhu dalSich tfi let. Pficinou snizené frekvence
umlcovani pravdépodobné nebyla stabilizace exprese transgenu v case, ale spise pozitivni selekce
linii s niZsi predispozici k uml€ovani.

Jelikoz misto inzerce muze ovlivnit expresi transgenu, 1ze ocekévat, Ze exprese dvou genti
v tandemovém uspotradani prenasenych v ramci jedné T-DNA by mohlo v nekterych piipadech
korelovat. U vSech linii bramboru, kde bylo detekovano uml€ovani, bylo na konci sledovaného
obdobi dosazeno umlc¢eného stavu u obou transgenu (GFP i NPTII). Toto pozorovani je
vrozporu svysledky Ottavianiho a kol. (1993), kde bylo prezentovano studium exprese

reportérového genu GUS a NPTIl genu u transgennich rostlin bramboru v podobném
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experimentalnim uspofadani. Autofi popsali u tfech ze sedmi linii pouze umlceni genu GUS.
Jelikoz nase vysledky ukazaly, Ze existuje casova prodleva n¢kolika mésicti mezi umlcenim obou
gend, absence uml¢ovani NPTII genu v praci Ottavianiho a kol. (1993) muzZe pramenit z pfili$
kratké doby hodnoceni. Transgenni linie BY-2 vSak v naSich experimentech také ukazaly umlceni
pouze jednoho genu (pifi pouziti stejné¢ usporadané T-DNA jako pii transformaci bramboru).
Umlceni genu pro GFP u BY-2 nikdy nebylo doprovdzeno uml¢enim sousedniho NPTII genu, a

to ani po nékolika letech po umlc¢eni genu pro GFP.

5.3 Koordinované umléovani exprese tandemové usporadanvch transgeni u bramboru

V naSich experimentech s rostlinami bramboru pfedchdzelo umlcovani genu GFP ve
vSech zaznamenanych ptipadech umlcovani genu NPTII. Tato posloupnost mohla byt spojena
s mirou exprese reportérovych gentt — GFP byl kontrolovan silngjsim promotorem (CaMV 35S),
nez NPTII (nopalin-syntazovy promotor). Tento piedpoklad je také podporovan vysledky
Ottavianiho a kol. (1993), ktefi pozorovali umléeni pouze v piipadé GUS genu tizen¢ho CaMV
35S promotorem a nepozorovali umlcovani NPTIl regulovaného nopalin-Syntazovym
promotorem. Pravdépodobny mechanismus umlcovani ziejmé tkvi v silné transkripci transgenu
vlivem CaMV 35S promotoru, ktera mize vést k tvorbé poskozenych mRNA, které mohou byt
substratem pro RNA-dependentni RNA polymerazu (Luo and Chen, 2007). Tento enzym tvofi
dsRNA, pocatecni substrat pro tvorbu siRNA piimo zapojenych do posttranskripéniho genového
umlc¢ovani (PTGS; Dalmay et al., 2000, shrnuto v Brodersen and Voinnet, 2006).

Umlc¢ovani genu pro GFP bylo prokazatelné nasledovano uml¢ovanim NPTII genu u tfech
geneticky riznych (nezéavislych) transgennich linii. Kromé toho u linii R17 a R28 bylo uspésné
zopakovano postupné umlcovani i po obnoveni exprese diive umlcenych transgent (pomoci 5-
azacytidinu). Na zdklad¢ téchto vysledkii se domnivame, Ze tato nezavisld umlcovani sdilela
podobny mechanismus. Proto byl navrzen nésledujici scénar umlCovani sestavajici ze 4 kroki: 1)
primarni umlceni na posttranskripéni arovni (PTGS) vzniklé pravdépodobné nahodné v nékolika
shrnuto ve Voinnet 2005); 3) dochéazi k pfepnuti umlcovani GFP z posttrankripéniho na
transkripcni (TGS) doprovazené metylaci promotoru (Fojtova et al., 2003), jak bylo nepiimo

potvrzeno G¢inkem 5-azacytidinu, (AzaC) demetyla¢niho agens DNA (Santi et al., 1984); 4) a na
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zavér se metylace $ifi z promotoru GFP/35S na NPTII gen a nopalin-syntazovy promotor.
Exprese NPTII genu se tedy zfejmé umlcovala piimo na transkripcni urovni, jak Ize vyvozovat z
ucinkit AzaC na vétSinu umlcenych linii. (Vyjimku tvofili dva regeneranti s obnovenou expresi
NPTII odvozeni od linie R17. UmlCovani téchto linii se vymyka vyse uvedenému modelu ziejmée
z diivodu, ze linie R17 je ,,vicekopiova®“. Obnovovani a umlcovani jednotlivych kopii se miize
vyrazné liSit v Casovani i v charakteru. Kromé toho, vice kopii transgenu v genomu miize

interagovat in trans béhem PTGS, coz situaci jesté vice komplikuje.)

5.4 Vyuziti 5-azacytidinu pro obnoveni exprese transgenu

AzaC zpusobuje demetylaci blokovanim aktivity udrzovaci metyltransferazy (Santi et al.,
1984) podobné savéi DNMT1 (ortholog MET1 u Arabidopsis) nebo dokonce indukuje jejich
degradaci (Ghoshal et al., 2005). Tyto enzymy piidavaji metylovou skupinu cytosinim
vV hemimetylovanych CG palindromech po replikaci DNA (Jones and Taylor, 1981). Pro
demetylaci DNA 5-azacytidinem je proto tfeba, aby probihala replikace DNA, nebot’ pouze nové
syntetizované vlakno DNA muze byt demetylovano. V naSich experimentech bylo skute¢né
pozorovano obnoveni exprese transgenu pouze po aplikaci AzaC k aktivné se délicim buiikdm;
BY-2 buiky v exponencidlni fazi ristu a dediferencované rychle rostouci bunky kalusu u
bramboru.

Podminkou pro dostatecné obnoveni exprese uml€enych transgeni u bunck bramboru
bylo pouze ptfechodné vystaveni aktivné rostoucich bun€¢k nizkym davkam AzaC. Frekvence
demetylace vSak nebyla dostate¢nd, aby umoznila regeneraci celych rostlin s obnovenou expresi
bez jejich selekce na kanamycinu. JelikoZ je kanamycin potencialni inhibitor bunééného déleni u
nerezistentnich rostlin, musi byt aplikovan az po oSetieni AzaC. Bez oSetieni 5-azacytidinem se
pii de novo regeneraci netvortily kalusy (nedoslo k obnoveni exprese NPTII genu) ani nebyla
pozorovana u bunék fluorescence GFP, na rozdil od diivéjSich pozorovani Guo s kolegy (1999),
kteti pozorovali spontdnni obnoveni exprese transkripéné umléeného transgenu u regenerovanych
rostlin Nicotiana benthamiana. V nasem systému vsak vedla k ziskani regeneranti s obnovenou
expresi umlcenych transgenti pouze kombinace postupné aplikace AzaC a kanamycinu. V tomto

uspotradani kanamycin inhiboval déleni citlivych bunék kalusu, i proto mozna nevznikl prostor
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pro spontdnni obnoveni zplisobené zménami v metylatnim vzorci transgenu, ktery se miize
objevit po indukci tvorby kalusu (Krizova et al., 2009).

Linie s obnovenou expresi diive uml¢eného transgenu obsahuji inzerci transgenu, ktera je
prokazatelné nachylna k umlceni. Tyto linie tak predstavuji vhodny material pro zkoumani
mechanismu umlceni a dopadu riznych vnéjsich faktord na iniciaci tohoto procesu. Identifikace
zpusobu osetfeni nebo podminek, které by spolehlivé indukovaly umlcovani transgent u linii

citlivych k uml¢eni, miize umoznit v€asnou selekci linii s vy$Sim potencidlem stabilni exprese.
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6. Zavéry

e U suspenznich kultur bunééné linie tabdku BY-2 odvozenych z kalusti po transformaci bylo
po transformaci témét 90 % linii tvofeno buiikami s riznou mirou fluorescence GFP.

e Nov¢ zavedend metoda klonovani umoznila ziskani témét poloviny klonG s homogenni
expresi GFP z primarné heterogennich linii BY-2.

e Heterogenita exprese GFP u transgennich linii BY-2 méla pivod jednak geneticky (primarni
linie obsahovaly buiiky s riznymi inzercemi T-DNA) a jednak epigeneticky.

e Epigenetickd heterogenita linii BY-2 souvisela s uml¢ovanim transgentl, tvorbou stabilnich
epigenetickych stavli brzy po transformaci a ,,permanentni heterogenitou® projevujici
se kolisavymi zménami v expresi GFP.

e Snizeni nebo umlceni exprese transgeni u bramboru bylo pozorovano ptednostné u linii
S vys§im poctem inserci T-DNA a s vyssi pocatecni expresi GFP.

e Umlcéeni vzdy postupné postihlo oba vnesené geny, pfiCemz vymizeni exprese GFP
pfedchézelo (viadu mésici) ve vSech sledovanych ptipadech ztraté rezistence ke
kanamycinu (umlceni genu NPTII), coZ naznacuje vzajemné propojeni mezi umlcovanim
obou transgent.

e Stejna posloupnost v umlceni obou transgent byla také pozorovéna u umlcenych linii po
obnoveni exprese transgenti 5-azacytidinem, ktery zptisobuje demetylaci DNA.

e Byl navrZzen moZzny mechanismus postupného uml€ovani transgenit v ramci celych rostlin
zahrnujici Ctyfi nésledné kroky: 1) posttranskripéni umlceni exprese (PTGS) genu pro GFP
vyvolané ziejmé& ndhodné v jedné ¢i vice buikach rostliny; 2) rozSifeni po celé rostliné
prostfednictvim siRNA; 3) pfechod PTGS na transkrip¢ni umlcovani GFP prostiednictvim
metylace promotoru; 4) rozsifeni metylace na sousedni sekvenci NPTII.

e Analyza inhibi¢niho efektu 5-azacytidinu na vrcholové segmenty rostlin bramboru umoznila
stanoveni polocasu rozpadu 5-azacytidinu v kultivaénim médiu na pfiblizn¢ dva dny.

e U obou rostlinnych materiali doslo k i€¢innému obnoveni exprese transgent 5-azacytidinem
pouze pii aplikaci k intenzivné se délicim bunkam.

e Kombinaci pfechodného osetfeni listovych segmentii bramboru 10uM 5-azacytidinem a de
novo regeneraci na selekénim médiu s kanamycinem byla optimalizovana metoda ziskavani

rostlin bramboru s pfechodné nebo stabilné obnovenou expresi diive umlenych transgent.
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