Vratislav Peska

Vylet na konec genomu
2. Suchozemskeé rostliny
Ipi na aktivité telomerazy

Telomery jsou nukleoproteinové struktury na koncich chromozomii, o nichz se
v soucasnosti ¢tenari v Zivé dozvidaji fadu informaci v riznych souvislostech.
Jejich zakladni funkci je vyporadat se s dvéma problémy, které prinasi jinak
ziejmé vyhodné linearni usporadani genomu. Za prvé je to problém nevplné
replikace koncii linearni DNA (End-Replication Problem, ERP) a za druhé pro-
blém ochrany koncu (End-Protection Problem, EPP). Podstata obou byla nastiné-
na v minulém é&isle Zivy (2017, 2: 53-57). Pripomenme si, Ze feSeni ochrany
prirozenych koncti chromozomu predpoklida jejich odliseni od dvouretézcovych
zlomu (Double Strand Breaks, DSBs). Tato protektivni funkce byla popsana
pomérné davno (viz dale v textu), ale jeji molekularni podstata zacala byt zkou-
mana az o desitky let pozdéji — s objevem prvni telomerové sekvence DNA.
V tomto dilu popiSeme, jak byly telomerové sekvence hledany. Zvlastni pozornost
bude vénovéana suchozemskym rostlinam (Embryophyta, viz Ziva 2016, 2: 70-75),
jejichz vsichni zkoumani zastupci pouzivaji k doplnéni konci telomer enzym
telomerazu, a to dokonce i v rodu cesnek (Allium), kde se pies 20 let o existenci
telomerazy pochybovalo.

Jak rostlinné a neobvyklé telomery
predbéhly dobu?

I kdyZ problém ochrany koncti chromozo-
mu byl odborné vefejnosti poprvé pred-
loZen rok pfed zatatkem druhé svétové
vélky, prvni telomerové sekvence se poda-
filo charakterizovat az v r. 1978. Co tuto
prodlevu zpisobilo? Nejsou za tim ani vy-
zkumné priority zemi ve valetném stavu,
ani p¥ipadny nezdjem o zdanlivé nevy-
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znamnou otdzku tehdejsi cytogenetiky.
Pouze chybély znalosti a experimentalni
metody, které bylo potieba teprve rozvinout.
Kdyz to vezmeme chronologicky, od zacat-
ku 20. stol. se kupily dtikazy, ze dédi¢nost
znakdt je uloZena kdesi na chromozomech
v tzv. vlohach — genech. Bylo znamo, Ze
geny jsou usporadany jeden vedle druhé-
ho, a dokonce uz tehdy se mezi nimi odha-
dovala relativni vzdélenost, aniz by nékdo
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piesné védél, co jsou geny z materidlntho
pohledu. V tomto svétle se jevi logické, Ze
chovéani chromozom pfi déleni zdravych
a experimentalné poskozenych bunék bylo
pod tehdej$im védeckym drobnohledem.
V ¢cervenci 1938 Barbara McClintockova
publikovala u kukufice seté (Zea mays) po-
znatky o fizich konci chromozomt ukon-
¢enych zlomem, a o dva mésice pozdéji
vysla prace Hermanna J. Mullera o chro-
mozomovych pfestavbach u dvoukiidlého
hmyzu octomilky Drosophila melanogaster.
Obé studie dospély ke stejnym zavérim —
indukované chromozomové zlomy vedou
ke koncovym fazim, kterych se pfirozené
konce chromozomu netcastni. Muller ve
své praci predlozil hypotézu, ze posledni
gen na chromozomu musi byt schopny vy-
tvofit pecet, a to pravé jen jednim smérem —
ke konci chromozomu. Hypoteticky gen
nazval telomera (anglicky telomere).
Podle této koncepce byla tedy lokaliza-
ce telomery na rozdil od ostatnich genti
pfesné znama — méla leZet na konci chro-
mozomu. Ostatni geny mély byt obklopeny
jinymi geny, a ve srovnani s telomerou bi-
polarni, jejich poloha na chromozomu se
jen odhadovala. Telomera méla byt v tom-
to smyslu unipolarni, s ostatnimi geny sou-
sedit pouze v jednom sméru, proximalné
(smé&rem dovnit¥, k centromete) a v dru-
hém smeéru (distalné, od centromery ven)
chromozom uzavirat tak, jak bipolarni geny
nemohou. Jen malokdo asi tusil, Ze od slib-
né vyhliZejici hypotézy o bipolarnich a uni-
polérnich genech zbyva do objevu moleku-
larni podstaty telomer a vyvraceni koncepce
telomery jako genu jesté nékolik desitek
let — pfesné 40. Nejdiive bylo potieba vy-
jasnit, ¢im jsou geny tvofeny z biochemic-
kého hlediska — Ze jsou ulozeny v DNA,
a nikoli tfeba v proteinech, coZ r. 1944 pro-
kazali Oswald Avery, Colin M. MacLeod
a Maclyn McCarty. Ani z toho v8ak nebylo
jasné, jak jsou geny v DNA zaznamenany.
To ztistavalo pro védce asi tak stejné tajem-
né jako hudebni zdznam na CD pro kaz-
dého, kdo uz sice vi, Ze ten leskly pfedmsét
je z plastu, kovu, laku a zdznamového bar-
viva, ale tim jeho znalost kon¢i. Dalsich
nékolik let se odehraval zavod o objasné-
ni struktury DNA. Dvousroubovice s kom-
plementarnimi vldkny o ¢tyfech zéklad-
nich stavebnich prvcich, jejiz model navrhli
James Watson a Francis Crick v r. 1953,
byla logickym kli¢em k rozlusténi zptasobu
zapisu, ¢teni a kopirovani genetické infor-
mace. V pribéhu nasledujicich let nastal
razantni rozvoj metod molekuldrni biologie,
kterd kone¢né propojila informaci a hmo-
tu — genetiku a chemii. Definice genu se
docasné zuzila z abstrakiniho popisu jed-
notky dédi¢nosti na konkrétni sekvenci
nukleotidt v DNA kédujici protein.

1 Cibuloviny z rodu cesnek (Allium)
byly zatim posledni nadéji na zéstupce
suchozemskych rostlin s jinym zptisobem
udrZovani konct molekul DNA nez
pomoci telomerazy. Ale i u nich

se nakonec telomerédza produkujici
zv]astni a neobvykle dlouhy motiv
nasla (telomerovy motiv rodu ¢esnek
CTCGGTTATGGG byl poprvé popsan

v ¢lanku P. Fajkuse, V. Pesky a kol. 2016).
Foto T. Mandékova, Mendelovo centrum,
CEITEC Masarykova univerzita
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Prvni telomerova sekvence

odhalena u prvoku

Teprve piiblizné po 30 letech od rozpozna-
ni koncové funkce telomer (EPP) je jasné,
7e existuje i problém, jak udrzovat spréav-
nou délku funkéni telomery (ERP, viz mi-
nuly dil). Oba problémy vyvolaly zdkladni
otazku, jaka je vlastné terminédlni sekven-
ce DNA linearnich chromozomt, nebot
jeji znalost bude zfejmé podminkou k po-
chopeni feSeni obou zaleZitosti. A tak se
rozbéhl ,,lov* na sekvence telomerové DNA,
v némz jako prvni uspéli v r. 1978 Eliza-
beth H. Blackburnové a Joseph Gall. Vypa-
da to, Ze si nemohli vybrat lepsi modelovy
organismus neZ jednobunééného prvoka
vejcovku Tetrahymena thermophila, které-
ho charakterizuje vyhodny pomér mezi
velkym poc¢tem telomer a relativné malym
genomem. Buiiky téchto prvokd nesou
dvé odlisna jadra (obr. 2). Kazda buika
obsahuje generativni diploidni jadro — mi-
kronukleus, a z néj odvozené polyploidni
somatické jadro — makronukleus. Mikro-
nukleus je organizovan do 10 chromozo-
mi (2n = 10; 260 Mb; v ¢lanku jsou pouzi-
ty zkratky pro vyjadfeni délky fragmentu
dvoufetézcové DNA: 1 bp — jeden par
bazi, 1 kb — tisic parti, 1 Mb — milion part
a 1 Gb — miliarda part bazi). Uvnitf soma-
tického jadra dochazi k ¥izené fragmenta-
ci téchto ptivodné 10 chromozomi na spe-
cifickych mistech a vzniké tak odhadem
200-300 minichromozomu o velikosti od
20 kb do 3 Mb. Dalsi zvlastnosti vegeta-
tivniho jadra je, Ze tyto minichromozomy
nezistavaji v diploidnim stavu, ale kazdy
se namnozi v primeéru do 50 kopii. Mini-
chromozomy, které nesou geny pro ribozo-
movou RNA (rDNA), jsou namnoZeny do-
konce priblizné v 10 tisicich kopii. Kazdy
minichromozom nesouci rDNA je dobie
definovan restrikéni mapou spole¢nou pro
vSechny jeho kopie (obr. 2¢), pficemZ vsech-
ny kondi telomerami (restrikéni enzym/en-
donukleaza neboli restriktaza stépi mole-
kulu DNA v urcité oblasti, dané konkrétni
sekvenci — v restrikénim misté; pouziva se
fada restriktdz pro fragmentaci DNA na
presné definované tseky —restrikéni mapa
molekuly DNA pak popisuje umisténi
a vzdalenosti restrikénich mist, tedy i ve-
likost fragmentd, jeZ po $té€peni vznikaji
a lze je oddélit; bliZe ve slovniku termint
na webové strance Zivy).

Konce rDNA se od vnitfnich oblasti mi-
nichromozomu daly odlisit radioaktivni
znackou. Po restrikénim §tépent se oznace-
né fragmenty separac¢ni metodou oddélily
od zbytku genomu a podrobily se chemic-
ké analyze (napf. depurinaci — odstranéni
purinovych bézi). Z kombinaci radioaktiv-
né znac¢enych nukleotid?, nésledné depu-
rinace a opétovné separace vyslednych
produktt bylo moZno deduktivné odvodit
tandemovou sekvenci TTGGGG.

Octomilka jiz podruhé prekvapuje

Ve stejném roce, kdy byla publikovéna
prvni telomerova sekvence (1978), se po-
dafilo charakterizovat i telomerovou DNA
u octomilky D. melanogaster. Tvoti ji tan-
demové uspofadané repetice, kazda o veli-
kosti az nékolik tisic part bazi. Terminal-
ni lokalizace a velikost jednotky repetice
byly charakterizovany pomoci klonovani
genomovych fragmentd, jejich hybridi-
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zaci in situ na polytennich chromozomech
(neobvykle velké chromozomy, u nichz
probéhlo namnoZeni chromatid bez néa-
sledného rozpadu na jednochromatidové)
s radioaktivné znacenymi sondami DNA
a pomoci Southernovy hybridizace; dnes
se pouzivaji fluorescen¢né znacené son-
dy pfi fluorescen¢ni hybridizaci in situ —
FISH, jejich vyhoda spo¢iva v moZnosti
kombinovat vice sond na jednom prepara-
tu (viz obr. 8 a 10; princip Southernovy
hybridizace vysvétlen ve slovniku na webu
Zivy a v Zivé 2009, 1: 44-45). Metody am-
plifikace DNA v polymerazové fetézové
reakci (PCR) a sekvenace, které by umozni-
ly precteni fragmentu dlouhého nékolik
set part bazi az nékolik malo kb, jesté ne-
byly v té dobé k dispozici a na tuto préaci
Geralda Rubina se pozapomnélo. Dokud
se 1. 1988 neukazalo, Ze kromé neobvyklé
délky je tato repetice zajimavé také tim, ze
dokéze svou sekvenci v genomu mnozit
a je specifickym zptisobem mobilni. Pfes-
néji feceno, provadi retrotranspozici — pre-
pisuje se nejdiive z DNA do RNA a nésled-
né RNA molekuly slouzi jako templat pro
vznik nové DNA, které se vklada zpét do
genomu témér jako vysledek z procesu
,copy-paste”. Dnes u octomilky zname do-
konce tfi telomerové specifické mobilni
retroelementy — TART, HeT-A a TAHRE.
Vsechny tfi prodluzuji telomery tzv. cile-
nou retrotranspozici, protoZe se na rozdil
od vétsiny ostatnich mobilnich elementi
nevkladaji do genomu nahodné, ale cilené
do oblasti chromozomovych konct. Jejich
autonomie vSak nenf stejnd. HeT-A, i kdyz
je nejrozsifenéjsi, nekdduje vlastni reverz-
ni transkriptédzu a nejspis si ji vypijcuje od
TART nebo TAHRE. Vzdalené tak HeT-A
pfipomind RNA podjednotku telomerézy.

Od prvni sekvence prvoku

k ostatnim eukaryotiim

Vratme se v8ak jesté na chvili do 80. let
minulého stoleti. Po objevu prvni telomero-
vé sekvence u T. thermophila se zpocatku
pracovalo hlavné na pfibuznych druzich
prvoki. Mimo jiné se u nich prokazalo, Ze
na samém konci dvoufetézcové DNA se
nachazi jednofetézcovy presah s 3’ koncem,
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2 Schematické zndzornéni identifikace
prvni telomerové sekvence u prvoka
vejcovky Tetrahymena thermophila.
Tento druh vykazuje jaderny dimorfis-
mus (a). Generativni jadro mikronukleus
(mik) obsahuje 2n = 10 chromozom

s jedinym parem bloktd rRNA gent —
naznac¢eno ¢ervené (b). Somatické jadro
(makronukleus — mak) obsahuje desitky
tisic kopii rtDNA (c), které maji jednotnou
restrikéni mapu a jejich konce jsou
opatfeny telomerami (d). Koncové restrik-
¢ni fragmenty rDNA 1ze poznat a oddélo-
vat na zakladé velikosti a znaceni, coz
byl velky pokrok smérem k objasnéni
jejich sekvence (e). BliZe v textu

tvofeny vldknem bohatym na guanin. Obec-
né zaveéry pro eukaryotické organismy ale
bylo mozné udélat aZ po objevu telomero-
vych sekvenci vzdalengjsich taxoni. Okol-
nosti pfimo pfaly zkouméni telomerové
problematiky v biologii hub, konkrétné piv-
nich, pekafskych nebo také vinnych kva-
sinek Saccharomyces cerevisiae (2n = 32;
genom velikosti 24 Mb). Kvasinky byly
a dodnes jsou oblibenym modelovym orga-
nismem pro své kultiva¢ni vyhody, rozum-
nou velikost genomu a moznost zobectio-
vani principti vzhledem k ¢lovéku. Navic
patii k jedném z prvnich modelovych euka-
ryot, u nichz se rozvinuly klonovaci a bio-
technologické postupy.

V laboratoii Jacka W. Szostaka s nimi
udélali, jak on sam ¥ik4, vystfel na dlouhou
vzdalenost. Myslel tim pomérné jedno-
duchy pokus z logického hlediska, oviem
s velice nejistym vysledkem, ktery mél po-
odhalit, nakolik je telomerova sekvence
(jako tstfedni motiv celého systému tdrz-
by konctl chromozomi) evolu¢né konzer-
vativni a zda tato sekvence prvoki dokéze
svou funkci zastdvat i v prostfedi kvasin-
kové buriky (obr. 3). Byl pouzit cirkularni
kvasinkovy plazmid (viz slovnik na webu
Zivy), ktery nesl podatek replikace ozna-
¢ovany jako ORI, selekéni marker (gen, bez
néhoZ buriky na p¥islusném kultiva¢nim
médiu nepiezivaji), a cely tento konstrukt
byl pfeveden na linedrni formu restrik-
¢nim enzymem. Na oba konce napfimeného
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3 Strategie pro transplantaci telomer

z T. thermophila do kvasinkovych plaz-
midt a identifikace telomerové DNA

u Saccharomyces cerevisiae. B&Zné
pouzivany plazmid byl napfimen restrik-
tdzou BamHI (a) a jeho konce spojeny

s koncovymi restrikénimi fragmenty
ribozomové DNA (rDNA) z prvoka

s funkén{ telomerovou sekvenci

(b, ¢erné sipky na konci tsecek).

Schéma vysledku separace fragmentt
DNA v gelu pomoci elektroforézy (c).
Bilé obdélniky pfedstavuji startovni jam-
ky, kam se nanési vzorek DNA. Po Case
nejkratsi fragmenty doputuji od startu
nejdale, nejdelsi fragmenty ztstévaji
tésné za jamkami. Cirkularni plazmid
izolovany z bunék vytvari podle struktury
a konformace v elektroforetickém gelu
hned nékolik oddélenych prouzka
(¢erné pruhy) — draha 1. Genomova DNA
hostitelské buriky zistava v tzv. kom-
presni zéné (8edy pruh) — draha 1 a 3.
Izolovany, dokonale prec¢istény a nataze-
ny plazmid vytvéri jediny prouzek, ktery
velikostné odpovida jedné z konformaci
v draze 1 — silny ¢erny prouzek v dréze 2.
Plazmidy, které bylo mozné i po mnoha
generacich z kvasinek izolovat jako
linearni formy, musely nést funkéni
telomery. Byly to pravé plazmidy s trans-
plantovanymi telomerami z prvoki.

Pri separaci v gelu stale vytvarely jediny
pruh oddéleny od genomové DNA,
nevyskytovaly se v jinych, pfedevsim
cirkularnich konformacich — draha 3.
Buiiky s plazmidy bez transplantovanych
telomer nepfezivaly vétsi pocet generaci
nebo se zachrénily za¢lenénim plazmi-
du, ktery ma4 vlastni telomery, do svého
genomu. Plazmidovy signal pak byl ve
stejné pozici jako genomova DNA hosti-
telské buniky. Draha 4 — plazmid zac¢lenény
do genomu hostitelské buriky poskytuje
signal odpovidajici pozici DNA v kompres-
ni z6né. Po nékolikamési¢nim udrzovani
kultur s transplantovanymi telomerami se
nakonec ukézalo, Ze tyto telomery ztstava-
ji stabilni (d). Plazmid byl stéle zjistitelny
jako fragment DNA v dréze 2 a dokonce

i prodlouZeny o novou telomerovou
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sekvenci, kterd uz nepochazela z prvokda,
ale patfila kvasinkdm (Cervené Sipky
na konci konstruktu).

konstruktu védci p¥ilepili koncovy telome-
rovy fragment z T. thermophila a sledova-
li, zda se plazmid s ,transplantovanymi®
telomerami v kvasinkach udrzi, za¢leni do
chromozomu, nebo opétovné spoji v kruz-
nicovou DNA. Kupodivu se u nékterych
bunék linearni konstrukty stabilizovaly
a dokonce se v genomu udrzely po mnoho
generaci. Z toho tenkrat W. Szostak a E. H.
Blackburnové usoudili, Ze telomerové sek-
vence z prvoka mohou zastavat terminal-
ni funkci i u kvasinek a cely telomerovy
systém je nejspis znacné konzervativni.
Dalsi prekvapeni ptislo, kdyz si v8imli,
ze se v dlouhodobg udrzovanych kulturdch
konce plazmida s ,transplantovanymi®
telomerami nejen nezkracuji, ale dokonce
prodluzuji. V té dobé, tedy kolem r. 1984,
se uz jeden rok vyuzivala PCR a spole¢né
s 0 néco starsi metodou Maxamovou-Gil-
bertovou sekvenaci se rychle stavaly ru-
tinnimi zaleZzitostmi védeckého vyzkumu.
KdyZ Janis Shampay z tymu E. H. Blackbur-
nové poprvé sekvenovala ony prodlouzené
telomery linedrnich plazmidi, zjistila, Ze
transplantované sekvence z T. thermophila
jsou sice pfitomny, ale prodlouzeny jsou
venci, nez jakou mé samotna Tetrahymena.
Nova sekvence (TG, ,), vykazovala rovnéz
tandemovy charakter a nerovhomérnou
distribuci guaninu a cytozinu mezi kom-
plementdrnimi vldkny, coZ je typicky rys
telomerové sekvence. Jak ze vzorct telo-
merovych motivi vyplyva, jedno vlakno
obsahuje spi$e guanin a minimum nebo
zadny cytozin, zatimco u komplementar-
niho vlakna, které se do vzorce nezapisu-
je, plati pfesny opak. Usoudilo se, Ze to
musi byt nova kvasinkova sekvence, ktera
byla pfidana nezndmym enzymem. Na-
hodnym vyfazovdnim gent z funkce byl
nalezen kandidat. Pokud tento gen nefun-
guje, kvasinky ztrati schopnost prodluzo-
van{ a udrzovéani délky telomer. Ze sa-
motné sekvence genu bohuzel nelze bez
dalsich voditek stanovit jeho funkci, natoz
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piesnou enzymatickou aktivitu, tu bylo
mozné jen odhadovat. Enzymatické akti-
vita komplexu odpovédného za udrzovani
délky telomer byla detekovéana a objasnéna
pozdéji Carol W. Greiderovou a enzym do-
stal ndzev telomerdza. Za objev, jak jsou
chromozomy chranény telomerami a telo-
merazou, byla v r. 2009 E. H. Blackburnové,
C. W. Greiderové a J. W. Szostakovi udélena
Nobelova cena za fyziologii a 1ékafstvi.

Hledéni telomerové sekvence
u dalsich velkych taxont véetné rostlin
Poté, co se stalo ziejmym, Ze telomerézo-
vy systém je konzervativni, nastal ¢as ob-
jasnit telomerovou sekvenci u obratlovci
(hlavneé u ¢lovéka) a dalsich velkych sku-
pin, jako jsou bezobratli, fasy a rostliny.
U octomilky D. melanogaster z fadu
dvouktidlého hmyzu (Diptera) telomerazu
nahradily retrotranspozony. Je pozoruhod-
né, Ze oba systémy maji spole¢né rysy —
napf. reverzni transkripci. Jinak v8ak u bez-
obratlych nachézime hlavné minisatelitni
repetici, odvozenou od spole¢ného bazalni-
ho motivu, kterym byl pravdépodobné mo-
tiv lidského typu (TTAGGG),. Bazalni motiv
byl pozménén na (TGTGGG), u vifniki,
(TTAGGC),, u hlistic a (TTAGG), u mnoha
skupin hmyzu. U brouki doslo jesté k fadé
dalsich diverzifikaénich udalosti, napft.
k vyskytu (TTAGC), a v jinych taxonech
dosud telomerové motivy ani nezname.
Problematiku telomer u bezobratlych Zi-
votichil uspssné v Ceské republice objas-
fiuje Laboratof molekularni cytogenetiky
Entomologického tistavu AV CR, v. v. i., na
pavoukovce se pak specializuje Laboratot
cytogenetiky pavoukovct na P¥irodove-
decké fakulté Univerzity Karlovy.
Podobné jako u bezobratlych doslo také
u Fas v nékolika evoluénich vétvich k pest-
rému rozruznéni telomerového motivu.
U ruduch byly popsany tfi rtizné moti-
vy — (AATGGGGGG),,, (TTTATT(T)AGGG),,
a (TTAGGG),, z nichZ posledni dva jsou
zatim spiSe jen nepotvrzeni kandidati vy-
hledani v databdzich genomovych sekve-
nacénich projektt. V evoluéni vétvi zele-
nych fas mame na rozdil od ruduch situaci
lépe zmapovanou, nachdzime zde motivy
(TTTAGGG),, (TTTTAGGG),, (TTAGGG),
a (TTTTAGG),. Nutno vsak dodat, Ze né-
které celedi stale ztstavaji bez identifiko-
vané telomerové sekvence a prokdzané akti-
vity telomerazy. Telomerovym sekvencim
fas se v Biofyzikalnim tstavu AV CR, v. v. i.,
vénuji Eva Sykorova a Jana Fulnec¢kova.
Rekonstrukci evoluce telomerového moti-
vu prvokd, fas a rostlin zalozily na detekci
aktivity telomerazy pomoci kandidatnich
sekvenci testovanych metodou TRAP (Telo-
mere Repeat Amplification Protocol — spo-
¢iva v amplifikaci produktii telomerazo-
vé aktivity pomoci PCR; telomeraza sice
dokaze syntetizovat telomerové repetice
na substratovy primer, ale pro naslednou
amplifikaci PCR je potieba jesté reverzni
primer navrzeny podle zndmé nebo ales-
pori kandidatni telomerové sekvence).

Jak klonovat lidskou telomeru?

S obecnymi znalostmi o telomerové DNA
a aktivité telomerazy se objevovani novych
telomerovych sekvenci mutze jevit jako
snazsi zaleZitost, ale situace se kompliku-
je, kdyz se vyzkum dostane ke genomtm,
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které jsou i o nékolik ¥adu vétsi a zpravidla
obsahuji velky podil repetic a maly pocet
chromozomovych konct. V takovych pod-
minkach také neni vhodna metoda klonova-
ni telomer, pouZita u prvok a kvasinek. Ne-
smime zapominat, Ze existuji vyjimky, které
telomerazovy systém nahradily jinym (hlen-
ky z¥adu Dictyostelida, dvoukfidly hmyz,
kvasinkové mutantni kmeny bez telome-
razy; viz minuly dil v Zivé 2017, 1), a to si
i dnes, v dobé genomiky a dalsich -omik,
vyzaduje robustnéjsi pfistup nez jen hle-
dani pozménénych telomerovych motivi.
Nejobecnéjsim rysem telomerové sekvence
se od zacatku jevi fakt, Ze prozatim vzdy $lo
o tandemovou repetitivni sekvenci. Pfed-
poklad, Ze totéz plati u ¢lovéka (2n = 46,
6,4 Gb) a ostatnich obratlovcd, napt. keci-
ka ¢inského (Cricetulus griseus, 2n = 22,
4,8 Gb), vedl ke konci 80. let minulého
stol. k experimentu, v némz byly porovna-
véany klony s vysoce repetitivni DNA z obou
organismu. KdyZ se na zaveér ze shodnych
klont vyloudily ty, které odpovidaly ribo-
zomovym genlim, coZ jsou rovnéZ vyso-
ce repetitivni sekvence, ztstalo k ovéfeni
pouze nékolik kandidatt. Z nich se pak
jeden (obr. 4) ukézal jako skutetna telo-
merova sekvence s motivem (TTAGGG),,.

Rostliny stale v minisatelitnim tandemu
Téhoz roku jako lidské sekvence byl identi-
fikovan také prvni rostlinny telomerovy
motiv, a to rovnéz na zédkladé pfedpokladu,
ze jde o repetitivni sekvenci. Tentokrat
byl k dispozici i vhodny model s malym
genomem — huseni¢ek rolni (Arabidopsis
thaliana, 2n = 10, 240 Mb), jenz navic
obsahuje repetice pouze vzacné. Velikosti
genomu a po¢tem chromozomu v zakladni
sadé pfipomina husenicek prvoka T. ther-
mophila. KdyZ ale porovname pocty cilo-
vych chromozomovych konct a velikost
genomu u obou organismd, prvok nad huse-
nickem jednoznac¢né vitézi, protoZe rostlina
nevytvali Zadny vegetativni makronukleus
s desitkami tisic kopii rDNA ve formé mini-
chromozom? ani nic podobného. Cesta
k telomerovému motivu husenicku vedla
skrze prohledavani knihovny repetitivnich
klond pomoci Southernovy hybridizace
téchto klonti s celkovou genomovou DNA
§tépenou pomoci enzymu BAL31 — exo-
nukleézy, kterd postupné odbouravé dvou-
fetézcovou DNA od konce (toho se vyuziva
préavé v telomerové biologii, protoZe p¥i-
rozené konce chromozomu vzdy obsahuji
substrat pro BAL31, samotny konec DNA;
zjednodusené lze Fict, Ze interni sekvence
obsahuji konce DNA jen vzacné, vlivem
poskozeni nebo pfipravou vzorku).
Oproti pfedchozim metodickym postu-
pim znamena tento pfistup myslenkovy
zlom. Dfive byla telomerova DNA nejprve
vytipovéna a pak teprve testovana na cit-
livost k nukledze BAL31. Zde se poprvé
v §ir§fm okruhu kandidatnich sekvenci nej-
drive hledaly ty, které jsou k BAL31 citlivé,
az poté néasledovaly dodate¢né dikazy,
napf. FISH a TRAP (viz vySe v textu a ve
slovniku na webu Zivy) a identifikace telo-
merazovych gent. Ve skutecnosti byly otes-
tovany stovky klont, nez byl nalezen ten
spravny kandidat se sekvenci (TTTAGGG),.
Dukaz aktivity telomerdzy a identifikace
telomerdzové RNA podjednotky ptisly do-
konce az o fadu let pozdéji (obr. 6).
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U ostatnich rostlin byla telomerova sek-
vence vét§inou potvrzena pomoci cytoge-
netické metody FISH. Ackoli jde o spoleh-
livou metodu pro lokalizaci sekvenci na
chromozomech, pro ucely identifikace telo-
merové sekvence ma limitovanou vypovéd-
n{ hodnotu. Negativn{ vysledek mtiZe zna-
menat, Ze testovana kandidéatni sekvence
nenfi telomerové, anebo je pod prahem cit-
livosti detekce, napt. v pfipadé velmi krat-
kych telomer. Na druhou stranu, pozitivni
vysledek mize dokladat, Ze kandidatni
sekvence je skutecné telomerova, ale také,
ze se té skutecné sekvenci jen velmi dobte
podobé nebo lezi v jejim sousedstvi — v sub-
telomere. A uz vibec nelze ¥ict nic o tom,
do jaké miry je cilovd tandemova repeti-
ce pravidelnd, nebo zda obsahuje vice ¢i
méné casté jednonukleotidové zamény
atd. Z rozsdhlych cytogenetickych scree-
ningl provadénych v 90. letech 20. stol.
na pracovisti Institutu pro rostlinnou ge-
netiku a vyzkum hospodatskych plodin
v Gaterslebenu (Némecko) byly zfejmé dva
vyznamné vysledky — naprosta vétSina
rostlinnych zastupct poskytuje pozitivni
signdl s testovanou sekvenci (TTTAGGG),,.
Vyjimkou ztstaly jen nékteré taxony z fadu
chiestotvarych (Asparagales). Pfesnéji, ne-
byl ziskan z4dny telomerovy signal u teh-
dejsi celedi cesnekovitych (Alliaceae; dnes
podceled cesnekové — Allioideae fazena
mezi amarylkovité — Amaryllidaceae).

O nékolik let pozdéji, tentokrét z lon-
dynské iniciativy (Queen Mary Universi-
ty of London, QMUL), se objevila dalsi ce-
led chiestotvarych bez zndmé telomerové

T
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4 Porovnén{ kloni lidské genomové
DNA a klonti z k¥ecika ¢inského (Cricetu-
lus griseus). Kdyz ze shodnych vylou¢ime
rDNA, zlstdva pouze omezeny pocet
kandidétnich telomerovych klont.

5 Jeden z nami studovanych druht
¢esnek medvédi (A. ursinum) — vytrvala
bylina vysokd 10—40 cm, s pfizemnimi
fapikatymi listy, jejichZ ¢epele jsou tzce
eliptické az tzce vejcité, 10-20 cm dlouhé
a 2—5 cm §iroké. Je oblibeny v lidovém
lécitelstvi a pouziva se i pii vafeni. Nej-
Castéji se vyskytuje v luznich a listnatych
lesich, kde vytvati souvislé porosty. Neni
chréanény, ale je tfeba upozornit na moz-
nost poruseni zdkonnych ustanoveni, hlav-
né pii jeho sbéru ve zvlasté chranénych
uzemich, napf. v pfirodnich rezervacich.

sekvence. Re¢ je o asfodelovitych (Aspho-
delaceae), kam patfi napt. rod Aloe. Bylo
zjisténo, Ze rostliny aloe nesou lidskou telo-
merovou sekvenci, coz se nékdy neptesné
vyklada tak, ze Aloe mé lidské telomery. Ve
skute¢nosti jde o ndhodnou sekven¢ni kon-
vergenci, ale na druhou stranu tato shoda
pribliZuje rostlinné modely aplikacim a hle-
dani obecnéjsich principi spole¢nych s ¢lo-
vékem (viz napt. Vesmir 2006, 9: 542—546).
Pfi mapovan{ situace v celém taxonu se
chvili zdalo, Ze se lidskéa a rostlinn4 telome-
rova sekvence v pribéhu evoluce v fadu
chiestotvarych ztracela a zase objevovala.
Jasno do celého pfipadu vnesla spoluprace
Krélovskych botanickych zahrad (Kew, Vel-
ké Britanie), univerzity v Londyné& (QMUL),
PIF Masarykovy univerzity a Biofyzikdlntho

Ziva 3/2017

© Nakladatelstvi Academia, SSC AV CR, v. v. i., 2017. Pretisk ¢lank( v&etné obrazk( se vyslovné zapovida. Veskera prava véetné prava reprodukce jsou vyhrazena.



a
ORI ORI
Bam@amm
BamHlI ORI BamHI
BamHI ORI
BamHI
BamHlI

BamHlI

Knihovna genomové DNA husenicku rolniho
ve formé jednoretézcovych molekul

b
ORI ORI
BamHlI BamHI
BamHI BamHlI
ORI
BamH ORI
’ BamHI
BamHI BamHlI
Knihovna genomové DNA husenicku rolniho
ve formé jednoretézcovych molekul

s opacénou 5' — 3’ orientaci

~ ORI
BamHi ORI
2 ORI BamHI - 2451
BamH| an
g =t
- @
%< 6—; BamHI S
% Z ORI Samu BamHI >~ s
S 3. ORI &3
2 % BamHi BamHi * ORI NS
83 BamHl BamHi Ss
e £
=2 E‘. Bor £
=3  BamHi BamHI ~ e
+ BamHI S
d =

Knihovna repetitivni DNA z husenic¢ku rolniho
Nasleduje vyhledavani klon(, které poskytuji zkracuijici se signal u genomové DNA $tépené BAL31.

Cas [min] 0 0 5 20 0 0 5 20 0 0 5 20
BAL31 - + + + -+ o+ o+ -+ o+ o+
restriktaza
o e e e (= F =N =] o [ o e
-

6 Strategie klonovéani telomerové DNA
u husenicku rolniho (Arabidopsis thalia-
na). Na zacatku pokusu (a, b) byly p¥ipra-
veny dvé sady (molekuldrni biologové
fikaji knihovny) klond genomové DNA
husenicku rolniho. Tyto dvé knihovny
byly sestaveny tak, Ze se po specifickém
pfevedeni fragmentti rostlinné DNA na
jednofetézcové formy regenerovaly pie-
devsim molekuly obsahujici repetitivni
genomovou DNA (c). V knihovné obohace-
né o repetice byl dale hledan klon, ktery
by poskytl signal typicky pro telomerovou
DNA v tzv. BAL31 testu. Test citlivosti
kandidatni sekvence ke $tépeni enzy-
mem BAL31 (d) je modifikovanou verzi
Southernovy hybridizace, ve které se
pred pouzitim restrikéniho enzymu

na vzorky genomové DNA pusobi BAL31
rtizné dlouhou dobu (napf. 0 min, 5 min
a 20 min). Preferenc¢né se tak zkracuji
telomerové sekvence. Ostatni genomova
DNA je nésledné fragmentovana a z telo-
merové sekvence odsekéna restriktazou,
ktera telomerovou sekvenci nestépi.

Pfi konec¢né hybridizaci s telomerovou
sondou lze v zavislosti na délce ptisobeni
nukledzy BAL31 u telomerovych fragmen-
t zaznamenat jejich zkracovani a celkovy
tbytek signalu. Pokud se jako sonda po-
uzije netelomerova DNA, napf. centro-
merova repetice, signdl zistava stejny

ve vSech vzorcich bez ohledu na délku
$tépen{ pomoci BAL31. BliZe v textu.
Klon, ktery poskytuje zkracujici se signél,
je tak dobrym kandidatem na telomerovou

Ziva 3/2017

© Nakladatelstvi Academia, SSC AV CR, v. v. i.,

DNA. Enzym exonukledza BAL31 $tépi
konce vsech fragmentt (tj. telomerové

i netelomerové DNA), ale pouze telomero-
va DNA je takto $tépena vzdy a systema-
ticky. Netelomerova DNA je zkracovéna
pomoci BAL31 jen vzacné a ndhodné,
napf. pokud doslo k ndhodnému zlomu
DNA pii jeji izolaci. Z toho dtivodu se
netelomerové sekvence na rozdil od telo-
merovych s prodluZovanim pisobeni
enzymu BAL31 nezkracuji.

dstavu (BFU) AV CR. V ndvaznosti na ak-
tualni fylogenetické studie se zjistilo, ze
v tomto fadu nejspis nedochézelo k zad-
nému opakovanému ztraceni nasledované-
mu navraty k pivodnimu telomerovému
motivu. Ve skutecnosti probéhly postupné
nejméné dvé sekvenéni zmény, z rostlinné
(TTTAGGG), na lidskou (TTAGGG),, a dale
na neznamou telomerovou DNA u rodu
c¢esnek (Allium, obr. 1). Prvni zména na-
stala v evoluci nékde mezi htilovcovitymi
(Doryanthaceae) a kosatcovitymi (Irida-
ceae). S lidskymi motivy si rostliny vysta-
¢ily az k rodu Ipheion (amarylkovité), ale
u posledniho rodu Allium dos$lo opét ke
zmeéné, pficemz dlouhou dobu ztstalo ne-
jasné, co vlastné ,,cibulové” telomery tvofi.
Jsou tam retrotranspozony jako u octomil-
ky, nebo rDNA ¢i satelitni repetice jako
u mutantnich kvasinek bez telomerazy,
uzaviené vlasenky jako u mitochondrialni
DNA nebo dokonce tiplné nahodné sekven-
ce? Zahrnuje vibec funkéni telomerazu?
To 1ze ovéfit pomoci vy$e zminéné meto-
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dy TRAP, kdyZ pracujeme se znamou telo-
merovou sekvenci, ale bez ni stojime pied
vyzvou, kterou je snazsi obejit tak, ze si
nejdfive opatfime nadéjné telomerové kan-
didaty. Na druhou stranu, pokud existuje
predpoklad pro funkci telomerazy, vime,
Ze jejim produktem byvaji vice ¢i méné
pravidelné tandemové repetice s omeze-
nou délkou sekven¢ni jednotky.

Nové tisicileti, nové vyjimky,

nova technologie

Ve tfetim roce tfettho milénia byla v rost-
linné ¥18i nalezena tfeti vyjimka z konsen-
zualniho motivu (TTTAGGG),, a to v Cele-
di lilkovitych (Solanaceae). U okrasnych
ket Jizni a Stfedni Ameriky ze t¥i blizce
pfibuznych rodt kladivnik (Cestrum), Ves-
tia a Sessea nebyl metodou FISH nalezen
pozitivni signél Zadné z dosud znamych
telomerovych sekvenci. Nasledujici poku-
sy o identifikaci telomer u kladivniki po-
skytovaly sice nadéjné kandidatni sekven-
ce —napf. mikrosatelit (CTT), a minisatelit
(TTTTTAGCAG),, ale ziistdvaly nepotvrze-
ny, nebo pfimo vylouceny jako skute¢né
telomerové. S novym tisiciletim vsak také
pfisla nova technologie masivniho para-
lelntho sekvenovani — sekvenovani nové
generace (NGS, Next Generation Sequen-
cing). Metoda, kterou si ze za¢atku mohl
dovolit méalokdo, se béhem nékolika let
stala rutinnf diagnostickou a vyzkumnou
pomiickou. Zjednodusené lze ¥ici, Ze do
nastupu NGS nebyl k dispozici nastroj,
kterym nezndmou telomerovou sekvenci
s jistotou uchopit. Pfed NGS nebylo nikdy
zaruceno, zda soubor sekvenci, vyproduko-
vanych byt sebelepsim postupem, telome-
rovou sekvenci skute¢né obsahuje. NGS je
schopné obsdhnout — pokryt (téméf) kom-
pletni informaci i nejvétsich genomt hned
nékolikrat.

Miizeme také Fict, Ze d¥ive bylo vyzvou,
jak informaci velkého genomu, v ¥fddu jed-
notek az desitek miliard part bazi, efek-
tivné ziskat ve formé dostate¢ného mnoz-
stvi kratkych sekvenci, tzv. readt — ¢teni
(z anglického reads, o délce nékolik tisic
part bazi), a tato ¢teni diky prekryvim
spravné setfadit tak, aby kone¢né sestaveni
(assembly) pokrylo cely genom a odpovi-
dalo v detailu i v celochromozomovém
meéfitku skutecnosti. Jednoduché sestavo-
véani na zakladé piekryvu sekvenci v krat-
kych readech brzy narézi na problém, kte-
ry pfinasi komplexita velkych genomi.
V ramci genomu se kromé jedine¢nych
sekvenci (napf. geny v jediné kopii) opa-
kuji repetitivni oblasti ndhodné& rozeseté
po celé jeho délce (napt. retrotranspozony)
nebo v uspofddanych blocich na specific-
kych mistech chromozom1 (napt. tandemo-
vé repetice telomer a centromer). A situace
je o to zajimavéjsi, Ze se mohou opakovat
i obrovské chromozomové oblasti, celé
chromozomy nebo dokonce chromozomo-
vé sady. Z biologického hlediska p¥itahuji
tyto informac¢ni amplifikace v ramci ge-
nomu velkou pozornost a patra se po jejich
pivodu i vyznamu. Z hlediska bioinfor-
matiky jde ale o potiZe, které znemoznuji
jednoduché celogenomové sestavovani jen
na zakladé dostate¢ného poctu kratkych
readd.

Sekvenovani nové generace sice doko-
nale pfekonalo problém se ziskavanim
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potifebného mnozstvi kvalitnich kratkych
¢teni, ale spolehlivé a kompletni sestavo-
vani velkych genomt de novo je potad
finanéné a vypocetné naro¢né. Vyzaduje
promyslenou strategii spojenou s dsilim
mezinarodnich konsorcii, do kterych se
zapojuje i Ceskd republika (viz nap¥. Ziva
2012, 4: 155—-157 a ¢ldnek o genomu obi-
lovin na str. 111 v tomto &isle Zivy). Pokud
by rostliny s nezndmymi telomerami byly
v hledacku téchto velkych sekvenac¢nich
projekti, dfive nebo pozdéji by se celoge-
nomové sestavovani procetlo do nové telo-
merové sekvence, kterou by zbyvalo ovéfit
hybridiza¢nimi technikami, metodou TRAP
a testem BAL31 (obr. 6d). Pro mensi vé-
decké projekty standardniho typu je vsak
dohledéni telomerové sekvence sestavo-
vanim rozsahlého genomu velké a zbytec-
né drahé sousto. Tak¥ikajic ,,vSeobjimajici”
vystup NGS, balik stovek miliont krat-
kych a kvalitnich readt pokryvajici cely
genom dokonce nékolikrat, je stale lakavy
odrazovy mustek pro vymyslen{ strategif,
jak z nesestavenych dat selektivné odliso-
vat sekvence urc¢itého typu.

Brilantnim p¥ikladem je RepeatExplorer
(RE), uzivatelsky privétiva sada nastroji,
ktera dokéZe i¢inné rozpoznavat repeti-
tivni sekvence de novo (bez hledani po-
dobnosti s jiz zndmymi repeticemi) na za-
kladé velmi nizkého pokryti genomu daty
NGS. Jestlize si spojime pfedpoklad, ze
kazdé telomerova sekvence by méla byt
tandemové repetice citlivé ke §tépeni nuk-
ledzou BAL31 a dostupnost nastroji pro
detekci repetitivni DNA v NGS datech, neni
divu, Ze RE byl nakonec ispésné pouzit
pii odhaleni telomerové DNA u kladivnika.
Vyhoda tohoto poduktu spo¢ivda mimo jiné
v tom, Ze i primérny pocitacovy uzivatel
se rychle dokaZe zorientovat v jeho pouzi-
ti v rdmci webového prostiedi GALAXY,
a mize tak pomérné spolehlivé provadét
dokonce kvantitativni a komparativni
(srovnavaci) sekvenéni analyzu z riznych
druhi a vzorkti. Pravé komparativni ana-
lyza vzorkt $tépené a nestépené (BAL31)
genomové DNA (obr. 7) kone¢né poskytla
slibnou sekvenci (TTTTTTAGGG),, pro kla-
divnik nddherny (C. elegans). Nasledné
pokusy véetné TRAP a FISH ji potvrdily
(obr. 8). Klasicky test citlivosti k BAL31 byl
rovnéz pro jistotu proveden, ale ve své
podstaté se kandidatni sekvence ze sen-
zitivnich repetic jiz rekrutovaly.

Zcela ojedinély néstroj, jakym je Re-
peatExplorer, vymysleli a vyvinuli védci
v Laboratofi molekuldrni cytogenetiky
rostlin Biologického centra AV CR. Ve
spolupraci s kolegy z IPK Gatersleben,
BFU AV CR a Masarykovy univerzity do-
spéli na poli telomerové biologie k unikat-
nimu vysledku, kdyz zjistili, Ze i v rdmci
jediného rodu, konkrétné rostlinného rodu
genlisej (Genlisea), mtize dojit k diverzifi-
kaci telomerové sekvence. U druhti s men-
§fm genomem, napi. G. nigrocaulis (2n =
40, 172 Mb), se vyskytuji konsenzualni
rostlinné motivy (TTTAGGG),, zatimco
u G. hispidula s velkym genomem (2n =
40, 3,1 Gb) doslo ke zméné na dva vza-
jemné se st¥idajici motivy (TTCAGG/TTT-
CAGG),.. U rostlin to bylo také poprvé, kdy
nékdo zaznamenal p¥itomnost cytozinu
v motivu telomerového vldkna bohatého
na guanin.
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Priprava DNA na sekvenovani (NGS)

vzorek €. 2

N

genomova DNA $tépena pomoci BAL31

Y

Sekvenace

- ;
NGS

fragmentace DNA na malé kousky
opatreni fragmentl adaptory sekvenéné specifickymi pro kazdou knihovnu (vzorek)

néhodné celogenomové sekvenovani pfipravenych knihoven fragment(

\

Bioinformatika

RepeatExplorer /

srovnavaci (komparativni) analyza sekvenci bioinformatickymi nastroji

rozptylené repetice, retrotranspozony, rDNA,
centromericka repetice, komplexni satelity ’
\ 2

Repetice citlivé k BAL31 $tépeni, telomerovi kandidati, maji v pfislusném vzorku
mensi zastoupeni (mensi pocet readd) nebo chybéji ipIné oproti nestépenému vzorku.
Ostatni repetice jsou v obou vzorcich zastoupeny pfiblizné stejné. 7

\ Tandem Repeats Finder

tandemové repetice, jejichz jednotkova
délka nepresahuje délku readl

¥

Posledni netelomerazovi kandidati —
cesnek a cibule?

Nutno vSak pfipustit, Ze RepeatExplorer
neni nejvhodnéjsi pro analyzu velmi mélo
komplexnich repetic, mezi které pravidel-
né patfi minisatelitni tandemové, a tudiz
i telomerové sekvence. Pro analyzu téchto
dat jsou urceny jiné volné dostupné na-
stroje (napf. TAREAN a Tandem Repeats
Finder). Pravdépodobné z tohoto divodu
se nedafilo pomoci RE zopakovat ispéch
z rodu Cestrum také u hospodatsky vy-
znamného rodu Allium. Postupem Gasu
zaCalo pfevladat minéni, Ze ,,cibulové” te-
lomery museji byt opravdu zvlastni a neza-
vislé na telomeréze, protoZe jinak by pie-
ce jejich sekvence nedokazala tak dlouho
odolavat identifikaci. Nékdo sazel na rRNA
geny v&etné mezernikovych oblasti, tande-
mové repetice a jiny heterochromatin, dal-
§1 vérili spise v retrotranspozony, kterymi
jsou aZ na vyjimky rostlinné genomy do-
slova napéchované. (Pozn.: Osobné& jsem
podlehl predstave, ze k takové diverzifi-
kaci v rodu Allium doslo, Ze napf. esnek
medvédi — A. ursinum, obr. 5, ma na kon-
cich chromozomi pfedevsim bloky rRNA
gent a vzdalenégjsi druhy jako cibule ku-
chyriska — A. cepa, maji sekvenci druhot-
né odvozenou z ¢asti mezernikové oblasti
nékterého rRNA bloku. Tato mezernikova
oblast miZe obsahovat rizné repetitivni
motivy v&etné pozistatkd mobilnich ele-
mentt, mikrosatelitt atd.) Jesté bizarnéjsi
moznosti — koncové kovalentné viazané
proteiny a uzaviené smycky — se nabizely
pfi uvézeni pomérné bézného horizontal-
niho pfenosu mezi prokaryoty a rostlina-
mi (Agrobacterium). A kone¢né Genlisea
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7 Schéma BAL31-NGS strategie pro
ziskéni telomerovych kandidatt (NGS —
Next Generation Sequencing). Postup
ma t¥i faze. Nejprve je potieba ptipravit
DNA pro tvorbu sekvena¢nich knihoven.
Paralelné se pripravi dva vzorky vysoko-
molekularni DNA, z nichz jeden je ¢ista
genomova DNA a druhy rovnéz genomo-
va DNA, ale oSetfend nukledzou BAL31.
Nasleduje faze sekvenace, kterd zahrnuje
piipravu sekvenacnich knihoven a samot-
nou sekvenaci. V tfeti f4zi se pomoci
bioinformatickych néstrojt ze ziskanych
NGS dat identifikuji repetice se sniZenym
vyskytem v datasetu odpovidajicim
vzorku §tépenému pomoci BAL31.

nés nedavno poucila, Ze i v rdmci jednoho
rodu muze dojit k diverzifikaci telomero-
vé sekvence, pficéemz monofyleticky rod
Allium ¢ita stovky relativné vzdélenych
druhti (dokonce az 550—800 druhti podle
riznych zdroja).

Metodou genomové hybridizace in situ
(GISH) se daji rozlisit evoluéné blizké od
vzdalenych genom?ti takovych druhti a rodu.
FISH a GISH jsou velmi podobné postupy.
V obou ptipadech se pfipravuje mikro-
skopicky preparat nej¢astéji s mitotickymi
chromozomy, na nich se nasledné pomo-
ci fluorescen¢né znacené sondy lokalizuji
sekvence. Na rozdil od FISH se u GISH ne-
pouziva jako sonda jedind sekvence nebo
kombinace nékolika malo sekvenci, ale cela
znacena genomova DNA z jiného druhu.
Sonda odvozena z velice blizkého a po-
dobného genomu (napi. sesterského dru-
hu starého nékolik stovek ¢i tisic let) ozna-
¢i celé chromozomy cilového druhu. Je to
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déno hlavné pfitomnosti hodné podob-
nych repetitivnich sekvenci v obou dru-
zich. V evoluénim métitku v8ak dochazi
krozriiznéni v sekvencich (napf. retrotrans-
pozoni) a u velmi vzdalenych p¥ibuznych
uZ se oznaci jen ty nejkonzervativnéjsi
repetice, jako jsou bloky rDNA a telomery.
U vzdalenych druhti, rodti a ¢eledi, u nichz
se zménila i telomerova sekvence, posky-
tuje sonda se zna¢enou genomovou DNA
z rostlin s klasickymi telomerami signal
odpovidajici jen rDNA.

S cilem zjistit, zda i vzdalené druhy
v ramci rodu Allium sdilejf stejnou telome-
rovou sekvenci, jsme provedli GISH, kde
chromozomy byly pfipraveny z ¢esneku
medvédiho a sondu tvofila znacena ge-
nomovéa DNA cibule kuchyriské, tradi¢ni
odrtdy 'VSetana' (okrové zluta cibule,
ktera ziskala jméno podle méstyse Veta-
ty; obr. 9). K naSemu prekvapeni byla
z vysledku zfejma p¥itomnost minimalné
dvou odlisnych typi signala. Silné kon-
cové signaly odpovidajici rtDNA nikoho
nepiekvapily a viceméné slouzily jako
pozitivni kontrola dobfe provedené GISH,
ale slabé dvojité signaly na koncich vsech
chromozomi poprvé poodhalily tajemstvi
,cibulovych® telomer. Nebylo sice mozné
fict, o jakou sekvenci pfesné jde a zda ne-
lezi jen t&sné pod skutecnou telomerou,
ale od této chvile jsme mohli usuzovat ales-
porti o jejim charakteru. Nyni jsme védéli,
ze mame skutec¢né hledat repetici, ktera je
navic stejna nebo vyrazné podobna v obou
vzdédlenych genomech. A protoZe zminé-
ny dvouteckovy terminalni signél z GISH
silné pfipominal vysledky telomerové FISH
v druzich se zndmymi telomerami, pro jis-
totu jsme jesté jednou provedli hybridiza-
ci chromozom? ¢esneku medvédiho s rost-
linnou a lidskou sondou. Pouze jsme tim
ale obé sekvence jako pfipadné telomero-
vé definitivné vyloudili, protoze zadny
signél neposkytly.

Tehdy nastal ¢as na komparativni analy-
zu dat ziskanych z NGS. Nejprve jsme po-
rovnavali druhy pouzité pii GISH (Cesnek
medvédi a cibuli kuchyniskou) a pozdéji
jsme analyzu rozsitili o dalsich 9 dostup-
nych druhi. K dispozici jsme tak méli cel-
kem 22 soubort sekvencénich dat (datasett1)
z 11 raznych druhi od ¢esneku medveédi-
ho az po cibuli, pficemz pro kazdy druh slo
o dataset z BAL31-stépeného a nestépené-
ho vzorku. Prvn{ bioinformatické analyzy
byly provddény pomoci RepeatExplorer
a z nich bylo zfejmé, Ze ¢esnek medvédi
a cibule kuchynské sdileji podobnost jen
v tDNA a pouze v omezeném vyctu retro-
transpozoni. Téméf Zzddnou podobnost
jsme nenachéazeli v souboru tandemovych
repetic. S&m o sobé by tento fakt nebyl na
gkodu. Bylo by skvé&lé mit u rostlin mode-
lovy druh s alternativnim netelomerazovym
systémem udrzby konce chromozom? a rod
Allium piedstavoval v tomto sméru velky
prislib. Ale sdilené repetice ¢esneku med-
védiho a cibule, které jsme ve vystupu RE
nasli, nebyly citlivé k BAL31 — jejich za-
stoupeni v datasetech z BAL31-§tépenych
vzorkt nevykazovalo jakykoli vyznamny
tbytek. Nastésti se do projektu zapojil dok-
torand — Petr Fajkus — ktery i ptes lakavé
hypotézy o netelomerazovych systémech
nepfestal ovéfovat vefejné dostupna tran-
skriptomicka data. Tehdy v nové publiko-

Ziva 3/2017

vaném datasetu z cibule zimni (A. fistulo-
sum) nasel ¢asti sekvence homologni s geny
pro katalytické podjednotky telomerazy
TERT u vzdalené ptibuznych rostlin, a na-
sledné ziskal sekvenci kompletniho genu
TERT. V tu chvili se cely tym vrhl na jedi-
ny ukol, vytipovat kratké tandemové sek-
vence (odhadem do 15 péra bazi) pomoci
néastroje Tandem Repeats Finder, které po
§tépeni BAL31 v pfislusnych datasetech
oproti tém ze vzorkl nestépené DNA uby-
vaji nebo mizi Gplné. A konstrukce o ne-
telomerazovém systému se zacala bortit. Je
to neuvétitelné, ale mezi desitkami milio-
nd readt z kazdého druhu, jez obsahuji
stovky rtiznych kratkych tandemovych mo-
tivd, se nasel pouze jediny kandidat, ktery
odpovidal zadanym kritériim pro telomero-
vou sekvenci u v8ech testovanych druhti.
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8 TFluorescen¢ni hybridizace in situ
(FISH) jako dikaz telomerové lokalizace
kandidétni sekvence u kladivniku nad-
herného (Cestrum elegans). Cervens
zobrazeny jeho mitotické chromozomy
(2n = 16, 20 Gb; obarvené pomoci fluo-
rescenc¢niho barviva DAPI specifického
pro veskerou DNA) a zelené signal poskyt-
nuty fluorescen¢né znacenou sondou
odvozenou od motivu (TTTTTTAGGG),.
9 Genomova hybridizace in situ (GISH)
slouzi jako néstroj pro zjisténi lokalizace
spole¢nych repetic. Modfe jsou zobrazeny
mitotické chromozomy ¢esneku medvédi-
ho (A. ursinum, 2n = 14, 64 Gb; obarvené
DAPI) a ¢erveny signél pochézi z geno-
mové sondy cibule kuchyniské (A. cepa)
odridy "VSetana'. Velké cervené bloky od-
povidaji rDNA a slabsi dvojité signaly na
koncich chromozomi naznacuji pfitom-
nost neznamé, ale spolec¢né repetitivni
telomerové sekvence pro oba druhy.

10 Vysledek ziskany cytogenetickou
metodou FISH — dikaz telomerové
lokalizace kandidatni{ sekvence u esne-
ku medvédiho. Cervend mitotické
chromozomy (obarveno DAPI) a zelené
signél poskytnuty fluorescencné
znacenou sondou odvozenou od motivu
(CTCGGTTATGGG),,. V8echny orig.

a snimky V. Pesky, neni-li uvedeno jinak

Ve v3ech jsme detekovali jedinou tandemo-
vou repetici, kterd méla délku motivu nej-
méné 3 bp a nejvice 15 bp, a vzdy se jevila
jako citliva ke $tépeni enzymem BAL31 —
(CTCGGTTATGGG), . Nasledné jsme kritéria
rozvolnili a vzali v ivahu i repetice, jeZ se
az ve tfech druzich nemuseji jevit jako cit-
livé k BAL31, zarovei jsme p¥ipustili mo-
tivy, které se az u tff druhtt nemuseji vy-
skytovat vitbec. Takto jsme ziskali desitky
motivi, z nichZ se v TRAP testovaly ty
obsahujici alesporii dva sousedici guaniny
(ca 17 sekvenci). Jediny pozitivni vysledek
v TRAP jsme ziskali pro vyse uvedeny
motiv. Zbyvalo pomoci FISH ovéfit, zda
tato sekvence lezi na koncich chromozo-
mi, je skutecné citlivd k BAL31 a zda je
produktem telomerazové reakce. Nikdo
ale nem4 rad, kdyz je k dispozici jeden
vystfel na trefu do ¢erného. Proto jsme
kritéria pro finaln{ kandidaty ponékud
rozvolnili a pomoci TRAP testovali 17 riiz-
nych motiv1, jen proto, aby nas vysledek
utvrdil, Ze onen jediny kandidét s podiv-
nou sekvenci (CTCGGTTATGGG),, ale ji-
nak nejslibnéjsi, je ten spravny (obr. 10).
A tak skoncily nadéje, tedy prozatim, na
objev netelomerazové vyjimky v rdmci su-
chozemskych rostlin. U Zivoc&ichti jsme si
jisti, Ze alesponl obcas je telomeraza vystii-
déna netelomerdzovymi systémy. U sucho-
zemskych rostlin za¢ina byt v tomto smys-
lu zfejmé telomerazova totalita. Utéchou
muZe byt, Ze na odhaleni prvniho piikladu
u tabaku virginského (Nicotiana tabacum,
r. 1996) a zatim i posledni varianty z cibulo-
vin (r. 2016) se podepsala ¢eska pracovisté.
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