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Abstrakt:

DNA-proteinové crosslinky jsou vzhledem ke své variabilité¢ jednim z nejtoxictéjsich, ale
nejméné prozkoumanych DNA poSkozeni u rostlin. Za Ucelem lep$itho porozuméni opravnému
mechanismu byl v laboratofi dr. Pe¢inky navrzen dopiedny geneticky screen pro identifikaci novych
faktordi zapojenych v opravach DNA-proteinovych crosslinkd. Diky tomuto dopfednému genetickému
screenu jsou vysoce efektivné vybirany nové kandidatni geny, u nichz je analyzovano jejich zapojeni
do oprav DNA-proteinovych crosslinkt, a to v zavislosti na senzitivité vybranych rostlin k zebularinu.
Zebularin je analog cytidinu, ktery po inkorporaci do molekuly DNA vytvaii kovalentni vazbu mezi
DNA methyltransferizou 1 a DNA fetézcem, tim vytvaii fyzickou bariéru pro enzymy
zprostiedkovavajici replikaci a transkripci, ¢imz pfimo ohrozuje integritu genomu.

Diky dopiednému genetickému screenu bylo jiz diive odhaleno, Ze se oprav DNA-proteinovych
crosslinkti i¢astni také SMC5/6 komplex, ktery hraje zasadni roli v udrzovani stability genomu
odstranovanim komplexnich DNA struktur. Navic tento komplex disponuje Sirokym spektrem dalSich
funkci v DNA metabolismu. Nové identifikovanym genem zapojujicim se do oprav DNA-proteinovych
crosslinku je pak RTEL1. Tato prace je zaméfena na validaci tohoto kandidatniho genu, a také na analyzu
mechanismu jeho zapojeni do oprav poskozeni DNA, zejména pak na genetickou interakci mezi
SMC5/6 komplexem. Analyza byla provedena pomoci dvojitych mutanti vzniklych k¥izenim rostlin
deficientnich na RTEL1 a na ur¢ité podjednotky SMC5/6 komplexu.
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Due to their variability, DNA-protein crosslinks are one of the most toxic but least studied DNA
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1 UvVOoD

Rostliny jsou vystaveny celé fadé negativnich exogennich faktord, jez mohou poskozovat DNA.
Pro jejich preziti je nezbytna rychla a uc¢inna detekce DNA 1€zi a jejich nasledna oprava. U rostlin jsou
mechanismy oprav DNA poskozeni malo prozkoumanym tématem. V laboratofi doc. Pelinky
se dlouhodobé zabyvame opravami DNA-proteinovych crosslinkt, které vytvari genotoxické ¢inidlo
zebularin. Zebularin je analogem cytidinu a je schopen vytvafet kovalentni vazbu mezi
methyltransferazou 1 (MET1) a DNA fetézcem, ¢imz tvofi fyzickou bariéru pro enzymy
zprostiedkovavajici replikaci a transkripci. Z tohoto diivodu je oprava DNA-proteinovych crosslinkt
nezbytna pro zachovani integrity genomu. Analyza oprav tohoto poskozeni je zalozena na vybéru
kandidatnich rostlin z dopfedného genetického screenu (z populace mutagenizované EMS ¢inidlem),
diky kterym se snazime identifikovat proteiny zapojené do DNA opravnych mechanismti v zavislosti na
jejich senzitivit¢ k zebularinu. Pokud kandidatni rostliny vykazuji zvySenou senzitivitu k tomuto
genotoxickému ¢inidlu, je pravdépodobné, Ze gen, jenz je U rostlin vyfazen, bude zapojen do oprav
DNA-proteinovych crosslinkd.
DNA-proteinovych crosslinkll ucastni SMC5/6 komplex, jez je v nasi laboratoii podrobné¢ zkouman.
SMC5/6 komplex patii do rodiny komplexid Strukturni adrzby chromozomi (SMC), do kterych spada
také kohezin a kondenzin. Tyto proteinové komplexy, jsou klicovymi regulatory dynamiky, struktury
a funkce chromozomi u eukaryot. Hlavni funkci SMC5/6 komplexu je udrzovani stability genomu
odstraiiovanim komplexnich DNA struktur. Nové¢ identifikovanym proteinem zapojenym do oprav
DNA-proteinovych crosslinkti, objevenym v kolektivu skupiny doc. Pecinky, je helikaza RTELL. V této
praci jsem se zabyvala potvrzenim kandidatniho genu RTEL1 a odhalenim mechanismu jeho Géinku
v DNA opravach. Kromé samotné validace kandidatniho genu, byla provedena analyza fenotypu
dvojitych mutanti vzniklych kiiZzenim rostliny mutantni v genu RTEL1 a rostlin deficientnich na ur¢itou
podjednotku SMC5/6 komplexu. Tato analyza slouzila k posouzeni mechanismu uéinku té€chto proteina
v DNA opravach. Vztah téchto dvou faktori je dalezity pro podrobnéjsi porozuméni mechanismt

opravnych drah u rostlin.



2 CILE PRACE

Cile této prace zahrnovaly zpracovani literarni reSerSe na téma poskozeni DNA a mechanismy
oprav DNA u rostlin. Poté validaci kandidatniho genu podilejiciho se na opravach DNA-proteinovych
komplexti u modelového organismu Arabidopsis thaliana. Dale zahrnovaly také studium funkce
validované¢ho genu v mechanismech oprav DNA a nasledné i studium jeho genetické interakce
s SMC5/6 komplexem.



3 LITERARNI PREHLED STUDOVANE PROBLEMATIKY
3.1 PoSkozeni DNA

Rychla detekce DNA 1ézi predstavuje pro buiiku jeden z dilcich cilii preziti. Kromé toho musi
byt DNA 1éze také ui€inn€ rozpoznana mezi zbytkem odlisnych poskozeni vznikajicich v DNA. Tato
ucinna detekce je obzvlaste dilezita pro déleni bunék, pti kterém by replikace ¢i segregace chromozomi
nesoucich neopravené 1éze mohla vazné narusit integritu genomu. Ackoli jsou opravy riiznych forem
poskozeni DNA zavislé na riznych sadach proteint, spoustéji ¢asto spole¢né signalni drahy vyvolavajici
reakci na poskozeni DNA. Jednim z typickych ryst reakce na poskozeni je zpomaleni nebo zastaveni
bunécného cyklu, diky kontrolnim bodim cyklu reagujicim na stav DNA. Mezi dalsi aspekty reakce
na poskozeni pak patii posttranslacni modifikace vedouci ke zménam ve struktufe chromatinu ¢i syntéza
proteinii zapojenych do oprav poskozené DNA. Rychlost a ucinnost reakce na poSkozeni DNA
naznacuje, ze zapojené signalni proteiny jsou velmi citlivé a zna¢né zesiluji pocate¢ni stimul (Rouse,
2002).

Poskozeni jsou klasifikovana na zaklade jejich chemické struktury a také na zaklad¢ mista jejich
vzniku. Nejcastéj$imi poskozenimi jsou modifikace, zamény ¢i ztraty bazi, jednovlaknové (SSB)
¢i dvouvlaknové (DSB) zlomy DNA a DNA-DNA crosslinky v jednom fetézci (IL) nebo mezi dvéma
fetézci DNA (ICL), DNA-proteinové crosslinky (DPC) (Moustacchi, 2000).

ST
LTI IO

Deaminace Depyrimidinace/
cytosinu depurinace

Obrazek 1: Zakladni typy DNA poskozeni.
3.1.1 Ztraty a modifikace bazi

Nejcastéj$im typem endogenniho poSkozeni DNA je pravdépodobné vznik AP! mist. Ke ztraté
bazi dochazi v buiice spontann¢ diky hydrolytickym aktivitam, a to s frekvenci okolo 10 000 ztrat na
lidskou buniku za den. Dalsi ¢astou hydrolytickou reakci je deaminace cytosinu na uracil nebo deaminace
adeninu na hypoxantin. Deaminaci bazi dochazi ke zméné primarni sekvence v DNA fetézci, a pokud
nejsou tyto 1éze opraveny, vede to ke vzniku mutaci. Kromé sférického rozpadu bazi hydrolyzou
se endogenni poskozeni DNA tvori také oxidaci a alkylaci (Seeberg et al., 1995).

Oxidacéni poskozeni je zavinéno vysoce reaktivnimi formami kysliku, které jsou uvoliovany

béhem piirozeného bunécného dychani, nebo pfi zanétlivych reakcich. Reaktivni formy kysliku mohou

! Abazicka mista jsou bud’ apyrimidinova ¢i apurinova mista v fetézci DNA (Seeberg et al., 1995).



poskodit rizné formy biomolekul, jako jsou lipidy, proteiny a DNA. Podili se na mnoha chronickych
a degenerativnich lidskych onemocnénich a dokonce i na starnuti organismu (ESCODD (European
Standards Committee on Oxidative DNA Damage) et al., 2005). Oxidaci dochazi v DNA fetézci
k produkci fragmentovanych nebo kruhové otevienych forem pyrimidind a purind, a také oxidovanych
aromatickych derivati, jez maji sklon k chybnému parovani (Seeberg et al., 1995). Ptikladem jednoho
Z nejrozsitengjsich oxidac¢nich poskozeni bazi je 8-0xo-7,8-dihydroguanin (Zharkov, 2008).

Alkyla¢ni 1éze v DNA jsou vysledkem jak exogennich latek a alkyla¢nich 1éka, tak
i endogennich molekul. V piipadé exogennich ¢inidel se jedna predevsim o jednoducha methylac¢ni
¢inidla, napf. methylnitrosomocovina, nitrosaminy specifické pro tabak, nebo protirakovinné léky typu
temozolomid ¢i streptozotocin (Drables et al., 2004). K alkylaénimu poskozeni dochazi ¢asto i béhem
procest normalniho metabolismu. Pfikladem je S-adenosylmethionin fungujici v organismu jako donor
methylovych skupin v mnoha biochemickych reakcich. Tato molekula mize chemicky reagovat s DNA
za vzniku Skodlivych methylaci v podobé 3-methyladeninu (Seeberg et al., 1995), nebo
7-methylguaninu (Drables et al., 2004). Znamym alkyla¢nim ¢inidlem je i ethylmethan sulfonat
(EMS), ktery se pouziva k indukci zmén v genomu v dopiednych genetickych screenech (Maple
et Mgller, 2007).
3.1.2 Zlomy v DNA retézci

Jednotetézcové zlomy mohou byt v DNA fetézci produkovany riznymi zpiisoby, naptiklad
pomoci rentgenového zateni, kyselou hydrolyzou nebo aktivitou nukleaz (Freifelder et Trumbo, 1969).
Oprava SSB je zasadni pro udrzeni genomové stability, protoze jinak toto poskozeni generuje toxické
dvoufetézcové zlomy pii replikaci a ukoncuje genovou transkripci (Khoronenkova et Dianov, 2015).

Dvouietézcové zlomy mohou, krome vySe zminéného zpiisobu, vznikat i plsobenim
exogennich Cinidel, jako je ionizujici zafeni a chemoterapeuticka 1é¢iva, nebo endogenné generovanymi
reaktivnimi formami kysliku a mechanickym namahanim struktury chromozomu (Khanna et Jackson,
ucinné opravné mechanismy konzervované z kvasinek na ¢lovéka. Jedna se 0 homologni rekombinaci
(HR) a nehomologni spojovani koncti (NHEJ), kdy se volba mezi t€émito dvéma opravnymi cestami
u riznych organismu lisi. Buiiky kvasinek se téméf vyhradné spoléhaji na homologni rekombinaci,
zatimco zivocichové a rostlinné buiky pfednostné vyuzivaji NHEJ mechanismu (Gallego et al., 2003).
3.1.3 DNA-DNA a DNA-proteinové crosslinky
poskozeni mizeme rozdé€lit na crosslinky mezi fetézci DNA (interstrand, ICL), na crosslinky jednoho
fetézce (intrastrand, CL) a pak také na crosslinky mezi DNA a proteinem (DPC). Tato poskozeni
vznikaji jak riznymi exogennimi zdroji, tak i témi endogennimi. Pokud ICL a DPC ziistanou neopravené
pted vstupem bunky do S faze, mohou blokovat replikaci, ¢imz predstavuji hlavni hrozbu pro integritu

genomu. Aby se zabranilo zhrouceni replikac¢nich vidlic a naruseni bunécného déleni, v organismu



se vyvinuly rizné opravné mechanismy fesici tato poskozeni (ptehledné zpracovano v Enderle et al.,
2019).
3131 CLalCL

Jelikoz je pti vzniku CL postizeno pouze jedno vlakno z fetézce je toto poSkozeni Opravovano
bud’ prostiednictvim nukleotidové excizni opravy (NER), nebo postreplika¢nimi mechanismy. Oproti
tomu jsou opravy ICL, jez postihuji ob&é vlakna DNA, velmi slozité a pro korekci postradaji $ablonu
(Deans et West, 2011). Mezifetézcové kiizové vazby DNA jsou vysoce toxické pro délici se burky,
protoze indukuji mutace, chromozomalni pfesmyky a bunéénou smrt. Zajimavym aspektem ICL je,
ze se na jejich opravé podili fada vicestupniovych mechanismi oprav DNA, vcetné NER, HR
a postreplikaénich opravnych systéma (Dronkert et Kanaar, 2001). U savci jsou ICL opravovany cestou
Fanconiho anémie (FA), ktera zahrnuje 22 ruznych FANC gent (Nepal et al., 2017), zatimco
v rostlinach je oprava ICL spojena pouze se dvéma konzervovanymi geny helikaz FANCJ (Dorn et al.,
2019) a FANCM (Dangel et al., 2014). U Arabidopsis thaliana pak byly identifikovany dalsi proteiny
podilejici se na opravé ICL, napiiklad FAN1 nukleaza (Herrmann et al., 2015) ¢i RTEL1, Fe-S klastrova
helikéaza tizce spjata s FANCJ (Dorn et al., 2019).

3.1.32 DPC

K interakcim mezi proteiny a DNA dochazi témét ve vSech zakladnich procesech tykajicich se
DNA a jsou obecné velmi dynamické. Pravé tyto pfechodné DNA-proteinové interakce mohou byt vSak
zachyceny stabilni kovalentni vazbou (Stingele et Jentsch, 2015). DPC jsou vysoce §kodlivé pro
zivotaschopnost bun€k, protoze predstavuji velmi objemné adukty, diky cemuz blokuji procesy zalozené
na DNA, od replikace az po transkripci (ptehledné zpracovano v Stingele et al., 2017).

Jelikoz jsou DPC strukturné vysoce rozmanité DNA adukty, vyvinulo se mnoho specifickych
opravnych drah na jejich eliminaci. Bylo prokazano, ze NER mechanismus je schopen chranit buiiky
pted ucinky DPC v bakteriich a kvasinkach. Oprava pomoci této drahy je vSak omezena velikosti
kovalentné ptipojenych proteini (ptehledné zpracovano v Enderle et al., 2019), opravuje predevsim
maléd poskozeni a DPC zahrnujici proteiny nad 11 kDa vétSinou opravé timto mechanismem unikaji
(Stingele et Jentsch, 2015). U E. coli se prokazalo, ze DPC lze alternativné opravit pomoci homologni
rekombinace, ktera se podili také na opravach DPC u eukaryot. DPC se navic nelisi pouze kovalentné
vazanym proteinem, ale také typem vazby na DNA. To slouzi jako dal$i rozeznavaci faktor pro aktivaci
specializované opravné drahy (piehledné zpracovano v Enderle et al., 2019).

Exogenni faktory

Piikladem silného induktoru DNA-proteinovych crosslinkii jsou cytidinové analogy
5-azacytidin, 5-deoxyazacytidin a nové identifikovany zebularin (Nowicka et al., 2020), ktery na DNA
pusobi i jako relativné slabé demethyla¢ni ¢inidlo. Zebularin je analogem 5-cytidinu a v DNA vytvaii
nukleoproteinové adukty (NPA) s methyltransferazou 1. Kovalentné navazana methyltransferaza,
plsobi na vlakné DNA jako fyzicka bariéra pro enzymy pohybujici se po DNA fetézci. Timto

mechanismem dochazi k blokaci procest probihajicich na DNA, jako je replikace, transkripce ¢i oprava



DNA. U Arabidopsis thaliana bylo prokazano spusténi specifické reakce na poskozeni DNA, které
dominovalo nad zménami methylace v DNA fetézci. Opravy DNA poskozené zebularinem se poté
ucastni SMC5/6 (Structural maintenance of chromosomes) komplex (Liu et al., 2015), ktery
se U Arabidopsis thaliana pravdépodobné podili na postreplika¢nich opravach, a to predev§im
komplexnich nebo objemnych 1ézi (Diaz et Pecinka, 2018).

Endogenni faktory

Endogenni DPC mohou vnikat dvéma procesy, v prvnim piipad¢ se jednd o enzymatické
zesiténi a v druhém pak o neenzymatické zesiténi proteinu a DNA. Mezi enzymy, jeZ jsou casto
kovalentn¢ stabilizovany na DNA fetézci, patii predevs$im topoizomerazy, apurinové a apyrimidinové
(AP) lyazy, DNA glykosylazy, DNA methyltransferazy a DNA polymerazy. Nejlépe prostudovanymi
jsou DPC zahrnujici topoizomerazy 1 (TOP1) (Stingele et Jentsch, 2015). Klicovym rysem tohoto druhu
DPC je stabilizovana tyrosyl-fosfodiesterova vazba mezi fetézcem DNA a proteinem (Wang, 1996).
Enzym opravujici tuto vazbu je tyrosyl-DNA fosfodiesteraza 1 (TDP1), ktera kovalentni vazbu piimo
hydrolyzuje (Stingele et al., 2017). V ptitomnosti SSB nebo zastavenych replikacnich vidlic zpracovava
DPC endonukleaza MUS81, nezavisle na typu proteinu a zesiténi. Tento enzym zpracovava DPC
zavedenim dalsiho fezu do proté&jsiho fetézce, ¢imz vznika DSB a tim se navozuje oprava cestou HR
(Regairaz et al., 2011). Na vlakno je ptiveden komplex MRN, ktery signalizuje poskozeni a zaroven
upravuje konce zlomu (Hacker et al., 2020). K vysledné opravé je také potfeba degradace proteinové
¢asti DPC, coz zajistuje metaloproteinaza WSS1, na niz je siln€ zavisly TDP1 protein (Stingele et al.,
2014).

Neenzymatické DPC mohou, oproti enzymatickym DPC, potencidlné zahrnovat jakykoli enzym
nachdazejici se v blizkosti DNA. Zesiténi mlze byt zptisobeno riznymi Cinidly, véetné riiznych typt
zateni, ionti té€Zkych kovu a reaktivnich slou¢enin jako jsou aldehydy. Navic mize dochazet k produkci
nekterych typt reaktivnich sloucenin piimo ¢innosti metabolismu. Piikladem lze uvést vysoce reaktivni
acetaldehyd, jenz se metabolizuje v procesu oxidace ethanolu. Dobrym piikladem je také uvoliiovani
formaldehydu vznikajiciho pti deacetylaci a acetylaci histoni na chromatinu, protoze formaldehyd
je extrémné G¢inny pii zesiténi proteinti a DNA, diky tomu je pak vyuzivan jako experimentalni ¢inidlo
k zachyceni ptechodnych DNA-proteinovych interakci na chromatinu v imunoprecipitaénich testech
(Stingele et Jentsch, 2015). Genetické studie dale odhalily, Zze pro opravy nebo prevenci DNA aduktt
tvofenych acetaldehydem jsou stézejni opravné drahy NER, HR a cesta Fanconiho anémie
(Klages-Mundt et Li, 2017).

3.2 Zakladni mechanismy oprav DNA

DNA slouzici jako trvala kopie bunécného genomu, muze podléhat fadé chemickych reakci
a zmény v jeji struktufe jsou velmi vyznamné. Mutace v DNA mohou vznikat bud’ spontanné nebo
v disledku expozice chemikaliim ¢i zafeni. Poskozeni fetézce pak muze blokovat replikaci nebo

transkripci, coz mize zvySovat frekvenci vzniku dal$ich mutaci. Aby byla integrita genomu zachovéana,



musely si buiiky vyvinout mechanismy pro opravu DNA (Cooper, 2000), kdy se odhaduje, Ze kazda
jednotliva lidska buiika musi kazdy den opravit 10 000 — 20 000 1ézi DNA (Lindahl, 1993).

Je zndmo nejméné pét zdkladnich opravnych cest: bdzova excizni oprava, nukleotidova excizni
oprava, oprava chybného parovéni, oprava homologni rekombinaci a oprava nehomolognim spojenim
konct. Tyto opravné cesty jsou aktivni v riznych fazich bunéného cyklu a zajistuji tak reparaci
poskozené DNA (Chatterjee et Walker, 2017). DNA 1éze aktivuji drahy kontrolnich bodu, které reguluji
specifické mechanismy DNA oprav v riznych fazich buné¢ného cyklu (BC). Buiiky se zastavenym
kontrolnim bodem bud’ obnovuji progresi bunééného cyklu po opravé DNA poskozeni, nebo pokud 1ézi
nelze opravit, zahajuji apoptozu. Pro buiiku je tedy zasadni 1ézi v DNA opravit, kdy volba pouZzitého
opravného systému zavisi nejen na typu léze ale i na fazi bunééného cyklu. Koordinace drah DNA oprav
a bunééného cyklu je fizena aktivitami cyklin-dependentnich kindz (CDK). Tyto enzymy reguluji
piechody bunééného cyklu indukci degradace proteind inhibujicich progresi bunééného cyklu a jsou
periodicky aktivovany svymi regulacnimi cyklinovymi podjednotkami, jez jsou exprimovany s riiznou
mirou béhem jednotlivych fazi BC (viz Tabulka 1).

Tabulka 1: DNA opravy specifické pro jednotlivé faze bunééného cyklu.

Faze bunécného cyklu

Gl S G2-M
Opraveni zastavené
SSB nebo DSB NHEJ replikagni vidlicky HR
mechanismus . mechanismus
pomoci HR
Zameny bazi/
Nespravné parovani - MMR mechanismus -
bazi
VEtsi 1éze NER TLS mechanismus -
mechanismus

Dvouftetézcové zlomy, které vznikaji v G1 fazi jsou opravovany vyhradné prostfednictvim
nehomologniho spojovani koncti, zatimco DSB vytvarejici se béhem S a G2 faze cyklu podléhaji
opravam pomoci homologni rekombinace, kdy je k dispozici homologni templat. Mismatch repair
(MMR) mechanismus je velmi dtlezity pro opravu nespravného parovani bazi ¢i malych inzerci a deleci
vygenerovanych chybnou replikaci. Dalsi dtlezitou opravnou drdhou je také nukleotidova excizni
oprava (NER), jejiz role je stézejni hlavné v G1 fazi pfi opravé objemnych 1¢ézi. Pokud nejsou tyto 1éze
z DNA odstranény, miize dochézet k blokaci DNA polymerazy na fetézci. Replikace pak pokracuje
obchazenim téchto 1ézi bypassem pomoci specializované translézni syntézy (TLS) (Branzei et Foiani,
2008). Vzhledem k charakteru mé diplomové prace se podrobnéji budu vénovat piedev§im draze

homologni rekombinace.



3.2.1 Bazova excizni oprava

Mechanismem bazové excizni opravy (BER) se opravuji poskozeni DNA zpusobena oxidaci,
deaminaci, nebo alkylaci, pficemz takto vzniklé 1éze bazi zptsobuji malé zmény struktury DNA
Sroubovice (Krokan et Bjoras, 2013). BER je nezbytnou opravnou cestou, jeji deficit ovliviiuje stabilitu
genomu a je spojen s mnoha chorobami, pfed¢asnym starnutim, neurodegeneraci a rakovinou (Dianov
et Hiibscher, 2013). Oprava je zahajena specifickou DNA glykosylazou, jez §tépi N-glykosylovou vazbu
spojujici lokalizovanou bézi a deoxyribdzu. Vzniklé abazické misto je nasledné zpracovano AP
endonukleazami. Tyto enzymy s§tépi fosfodiesterovou vazbu na 5” konci od AP mista, ¢imz se vytvoii
jednoduchy zlom v fetézci. SSB obsahuje hydroxylovy zbytek na 3" konci a deoxyribofosfat na 5" konei,
coz umozni zaclenéni nového nukleotidu DNA polymerazou a nésledné spojeni fetézce DNA ligdzou
(Dianov et Hiibscher, 2013). Vétsina DNA glykosylaz odstraniuje né€kolik strukturné odlisnych
poskozeni bazi, avsak existuji i DNA glykosylazy s velmi uzkou substratovou specifitou (Krokan et al.,
1997).

Znalosti o rostlinné draze BER v poslednich dvou desetiletich znaéné pokrocily, a to zejména
diky studiim na modelovém organismu Arabidopsis thaliana. Dosud ziskané vysledky naznacuji,
ze rostliny maji ortology vétSiny gendt BER drahy, avSak maji také nékteré rostlinné specifické BER
proteiny (Roldan-Arjona et al., 2019). U rostlin bylo napfiklad identifikovano pét strukturnich
superrodin DNA glykosylaz, kdy se kazda z nich specializuje na urcity typ poskozeni, nebo na fadu
strukturné souvisejicich 1ézi (Dalhus et al., 2009). Pribéh BER mechanismu V rostlinach se nijak zvlast
od ostatnich organismu nelisi (Roldan-Arjona et al., 2019).

3.2.2 Nukleotidova excizni oprava

Klic¢ovou charakteristikou nukleotidové excizni opravy (NER) je sada enzymt rozpoznavajici
jak adukty indukované UV zafenim, ¢i environmentalnimi mutageny, tak i 1éze vzniklé pti endogennich
oxidacnich reakcich. Tato poskozeni nesdileji podobnost v chemické struktufe, ale jejich spole¢nym
rysem je destabilizace duplexu DNA. Zakladem jejich lokalizace je naruSeni parovani bazi, ohybu
a flexibility fetézce (Scharer, 2013). Deficit této drahy je spojen s onemocnénim Xeroderma
pigmentosum (XP)? (Reardon et Sancar, 2005), podle kterého bylo oznaceno sedm rozli¢nych skupin
gend (XP geny) této drahy. Tyto geny jsou nezbytné pro spravnou funkci NER mechanismu (Laat et al.,
1999), ale oprava léze vyzaduje kromé& XP gent také dalsi faktory jako je replikacni protein A (RPA),
transkripéni faktor IT H (TFITH) a nukleazu pro excizi DNA (ERCC1) (Wood, 1997). Zakladem opravy
je tvorba zarezl z kazdé strany léze v fetézci a uvolnéni poskozeného fragmentu o velikosti 24-32
nukleotidt (pro prokaryotni organismy se uvadi délka fragmentu 12-13 nukleotidti) (Reardon et Sancar,
2005), kdy je cely proces ukon¢en DNA polymerazou (6 ¢i €) a DNA ligazou (Wood, 1997).

2 Onemocnéni projevujici se silnou piecitlivélosti na slune¢ni zafeni a vyS8im rizikem vzniku rakoviny kize
(Reardon et Sancar, 2005).



UV zéfeni u rostlin, ackoli se pred jeho nepfiznivymi vlivy chrani syntézou molekul, které jej
absorbuji, do rostlinnych tkani pronika a poskozuje je (Liu et al., 2000). Rostliny obsahuji homology
vetSiny gent zapojenych do opravného mechanismu NER. Nékteré velmi vyznamné geny této drahy
nebyly u rostlin doposud nalezeny, na druhou stranu vSak obsahuji urcité geny i pfidatné faktory
zapojujici se do oprav ve vice kopiich (Kimura et Sakaguchi, 2006). Mechanismus NER opravné drahy
je zaloZen stejné jako u lidi a jinych eukaryot na dvojitém fezu, kde je tsek o délce 26-27 nukleotidii
u rostlin vystfizen a odstranén z fetézce ve vazbé na jaderny faktor TFITH (Canturk et al., 2016)

3.2.3 Mismatch repair

MMR mechanismus je zodpovédny predev§im za korekci chybného parovani bazi, inzerci
a deleci (indelt) v fetézci vznikajiciho béhem replikace DNA. Poruchy MMR jsou spojeny s nestabilitou
celého genomu, zejména kvili zvySeni mutacni rychlosti, coz vede k predispozici K uritym typim
rakoviny, pfikladem l1ze uvést dédi¢ny nepolypdzni kolorektalni karcinom (Li, 2008). Zaklad této drahy
tvofi heterodimerni komplexy proteind (Kunkel et Erie, 2005), kdy je MSH2-MSH6 komplex
odpovédny za opravu piedev§im chybného parovani bazi (Kolodner et Marsischky, 1999), zatimco
komplex MSH2-MSH3 opravuje v fetézci vzniklé inzerce a delece, které mohou mit az 16 dalsich
nukleotidt v fetézci (Kunkel et Erie, 2005). Opravy se Gcastni také protein MED1 s endonukleazovou
aktivitou a tizce souvisejici S DNA glykosylazami, jenz napomaha rozpoznat nové syntetizované vlakno
v interakci s proteiny replikaéniho komplexu (Harfe et Jinks-Robertson, 2000). Do MMR je zapojena
také fada dalsich proteind, jako jsou polymeraza d a €, RPA protein, PCNA, RFC, exonukleaza | a FEN1
endonukleaza (Kolodner et Marsischky, 1999).

V rostlindch rozpoznavani riznych 1ézi pomoci MMR umoziuje disledné potlacovat mutace
behem mitotického déleni meristematickych bunék, které jsou zakladem generativnich organti, u nichz
je nezbytné, aby byly bez mutaci. Proteiny MMR drahy mohou byt vyuzivany také k antagonizaci
homologni rekombinace mezi ¢aste¢né odlisnymi sekvencemi DNA. V rostlinach byly kromé ortologti
eukaryotickych proteini MMR nalezeny i rostlinné specifické proteiny, které se v komplexu
pravdépodobné vazi predev§im na nesoulad bazi G/T vznikajicich v nereplikujici se DNA
prostfednictvim deaminace 5-methylcytosinu na motivech mCpG a mCpNpG, které jsou v rostlinach
obzvlaste casté. Alternativné miize tento komplex rozpoznavat chyby v replikaci spojené nebo sousedici
s 5-methylcytosinem (Wu, 2003).

3.2.4 Nehomologni spojovani konct

Na rozdil od homologni rekombinace, nehomologni spojeni koncit DNA spojuje rozbité konce
DNA ve vSech fazich bunécného cyklu a je pfevladajicim opravnym mechanismem v sav¢ich
i v rostlinnych buinikach (Burma et al., 2006). DSB tak mohou byt opraveny rychlejsi cestou, nez je
homologni rekombinace, oprava vSak neni Upln¢ presnd. NHEJ se iniciuje na DSB navazanim
heterodimeru Ku70/Ku80. Tento heterodimer se na volné konce DNA vaze ve formé kruhové molekuly

a strukturalné jej zpeviiuje, aby usnadnil opétovné spojeni (Helleday, 2003).



Afinita KU komplexu k DSB je mimotadné vysoka, diky ¢emuz se komplex na DSB lokalizuje
v nékolika sekunddch od jeho vzniku. KU komplex se diky své prstencovité struktuie vaze
na sacharidovou patet DNA, a ne na bdze, coz vysvétluje schopnost komplexu se vazat na DNA
zpusobem nezavislym na sekvenci. Jakmile je KU komplex navazan na konce DSB slouzi okamzité jako
leSeni pro ndbor dalSich faktord NHEJ mechanismu do mista poSkozeni. Zasadni interakci, je pak
interakce KU80/70 s DNA dependentni proteinkinazou (DNA PK) patfici do rodiny fosfatidylinositol-3
kinaz (PI-3), ktera umoziuje aktivaci ATM a ATR proteinkinaz (Davis et Chen, 2013). Pro konce, které
nejsou spravné upraveny a neobsahuji na 3" konci hydroxylovou a na 5" konci fosfatovou skupinu,
je zapotiebi dalSich faktort. V savéim organismu mutizeme nalézt velkou sadu enzymu pro spravnou
upravu koncti, kdy nejznaméjsim proteinem, jenz slouzi k tomuto ucelu je ARTEMIS nukleaza,
objevena jako gen mutovany u vétSiny pacientd s tézkou radiosenzitivni T-B-kombinovanou
imunodeficienci (SCID) (Gent et Burg, 2007). ARTEMIS je 5’-3"exonukleaza interagujici s DNA PK,
pomoci niz je fosforylovana. Po pfipojeni se ke komplexu DNA PK s KU70/80 ziskava ARTEMIS
endonukleolytickou aktivitu se schopnosti oteviit vlasenkovou strukturu béhem rekombinace a odstranit
5" a 3" vy¢nivajici konce, tak aby byly vhodné pro opravu (Burma et al., 2006). Poslednim krokem
v NHEJ draze je ligace DNA konci komplexem ligazy IV/XRCC4 (Gent et Burg, 2007).

V rostlinach se dvojité zlomy v DNA opravuji primarné NHEJ mechanismem (Gorbunova,
1997). NHEJ muze vést ke vlozeni sekvenci z jiného mista genomu, ale mnohem castéji dochazi
k prostému spojeni konct ¢asto vedouciho ke vzniku deleci. Navic pokud je prostfednictvim NHEJ
opravovan vice neZ jeden DSB soucasné, mtze také dojit k inverzim ¢i translokacim. Vzhledem k tomu,
ze u rostlin mohou byt somatické zmény prenaSeny do zarodecné linie a tim pieneseny do dalsi generace
je NHEJ jeden z dulezitych faktord udrzovani genomu (Knoll et al., 2014). U rostlin se do této drahy
klasicky zapojuji opravné faktory, které byly popsany jiz vyse, jako je KU70/80 komplex vazici se na
konce poskozené DNA a rekrutujici dalsi faktory véetné komplexu DNA ligazy IV/XRCC4
(Lloyd et al., 2012).

3.2.5 Homologni rekombinace

Homologni rekombinace (HR) zahrnuje fadu vzajemné souvisejicich drah, které funguji pii
opravé dvouvlaknovych zlomti DNA a mezivlaknovych kiizovych vazeb (ICL) (Li et Heyer, 2008).
Ze zivocisnych systému pak vime, Zze se komponenty homologni rekombinace (Karpenshif et Bernstein,
2012), naptiklad RTEL1 helikaza, podileji na opravach DPC (Sparks et al., 2019). Rekombinace
poskytuje navic podporu pfi replikaci DNA pro obnovu zastavenych ¢i poSkozenych replika¢nich vidlic,
¢imz se podili na zvySovani tolerance proti poskozeni DNA (Li et Heyer, 2008).

Homologni rekombinace zajistuje piesnou opravu pomoci neposkozené sesterské chromatidy
nebo homologniho chromozomu slouziciho jako piedloha (Essers, 2000). Klicovym eukaryotickym
proteinem této drahy je RADS51 homologni k prokaryotickému RECA proteinu. Vytvari
nukleoproteinové vlakno, katalyzuje hledani homolognich sekvenci, parovani fetézct a jejich vyménu.

Vytazeni genu RADS1 je embryonalné letalni, podobné jako vytazeni dalSich gent zapojenych do HR

10



drahy. Z toho vyplyva, Ze intaktni HR mechanismus je nezbytny pro funkci organismu. Jako homologni
sekvence nutné pro invazi fetézce zavislého na RADS1, se vyuzivaji zejména sesterské chromatidy,
proto je HR mozna pouze v pozdnich S fazich nebo G2 fazich bunécného cyklu (Helleday, 2003).

Zasadnim pocatecnim krokem HR je generace stabilni ssDNA s pfesahem na 3° konci.
Zpracovani konct zahrnuje komplex MRE11/RADS50/NBSL1 u savci nazyvany téz jako MRN komplex
(MRX u prokaryot) a protein CtIP (SAE2 u prokaryot). CtIP slouzi k nalozeni RPA proteinu na ssDNA
a pro spusténi drahy ATR kinazy. Rozsahlejsi resekce provadi 5°-3” exonukleaza EXOL1 nebo enzymy
s kombinovanou aktivitou helikazy/nukleazy, u savett BLM, u prokaryot SGS1/DNAZ2. Protein RAD51
hydrolyzou ATP podporuje disociaci nové vzniklé heteroduplexni DNA a vytlaceni jednoho fetézce.
RPA protein se okamzit¢ vdze na ssDNA a soutézi o vazbu s RADS51, ktery se musi seskupit
s mediatorovymi proteiny. Zasadnimi mediatory jsou u kvasinek proteiny RAD52 a u savcl proteiny
BRCA2, v ptipadé Ze jsou tyto proteiny nefunkéni, dojde k naruSeni vazby RAD51 na DNA (Jasin
et Rothstein, 2013). V prubéhu spravné HR pak dochazi ke vzniku meziprodukti v podobé
Hollidayovych spojti, dochazi k syntéze DNA a nakonec k ligaci zafezu v sekvenci (Baumann et West,
1998).

Zakladni mechanismus opravy homologni rekombinaci ziistal zachovan i u rostlin. Béhem
replikace a oprav DNA vznikaji u rostlin také slozit¢é DNA struktury, a to v podobé dvojitych
Hollidayovych spojii, nebo zastavenych replikacnich vidlic. Tyto meziprodukty jsou zpracovany
endonukleazou MUSS1, helikazami RECQ a proteinem RAD5A. DNA 1éze v fetézci templatu blokujici
progresi replikacni vidlice jsou opravovany zejména mechanismem postreplikac¢nich oprav, v némz
hraje hlavni ulohu faktor RADS. Tento mechanismus zarucuje dokonceni replikace DNA i v pfipade
jejiho poskozeni (Mannuss et al., 2010). RECQA4A z rodiny proteinit RECQ puisobi spole¢né s proteinem
MUSS8L1 v paralelnich drahach, které maji za ukol odstraiovat meziprodukty vznikajici pti replikaci
DNA. Geneticka analyza prokéazala, Ze pokud jsou obé¢ tyto drahy vyfazeny, je dalsi replikace blokovéana
a rostliny odumiraji (Bleuyard et al., 2004). U Arabidopsis thaliana hraje pak prominentni roli v HR
také protein RAD51C (Mannuss et al., 2010), kdy je role paralogii RAD51 pfi opravach DNA mezi
rostlinami a obratlovci zachovana (Bleuyard et al., 2004).

3.25.1 Mechanismy HR

V ramci HR mazeme rozliSit nékolik opravnych systémd, podle templatu vyuzitého k opravé
DNA. Mechanismy spadajici pod HR jsou single strand annealing (SSA), synthesis dependent strand
annealing (SDSA) (Obrazek 2) a double strand break repair (DSBR). Single strand annealing je opravny
mechanismus, ktery lze efektivné vyuzit, pokud jsou dvé homologni sekvence uspofadany v tésné
blizkosti v tandemové orientaci. Tento zpiisob oprav je u rostlin pomérné Casty, protoze obsahuji velké
mnozstvi repetic a duplikovanych gend. Mechanismus je zalozeny na indukci DSB, kdy se pomoci
resekce katalyzované exonukleazou vytvori jednofetézcové piesahy, které jsou alespon cCasteéné
komplementarni. Tyto molekuly na sebe pak mohou nasedat a vytvaret tak chimérickou strukturu DNA.

Pievisy na 3" koncich jsou ofiznuty, jednofetezcové mezery jsou vyplnény DNA polymerazou a spojeni
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fetézcl je dokonceno DNA ligdzou. SSA miize v somatickych rostlinnych bunikach probihat témet
stejné uéinné jako NHEJ mechanismus (Siebert et Puchta, 2002).

Existuji pak jesté dva obecné mechanismy pro konzervativni opravu DSB, jedn4 se o SDSA
a DSBR, oproti SSA vsak pracuji bez ztraty genetické informace. V somatickych rostlinnych bunkach
je hlavnim mechanismem konzervativni HR opravy SDSA. V SDSA dochazi po resekci 3" konci DSB
k invazi jednoho vldkna do homologniho templatu. Tim se vytvafi takzvana D-smycka a nasledné
se zahajuje syntéza DNA pomoci nové sparovaného fetézce slouziciho jako templat. V urcitém ¢asovém
bodé se pak syntéza =zastavi, prodlouzené¢ vladkno se uvolni z D-smycky a hybridizuje
S komplementarnimi sekvencemi vlékna, jez je vysledkem resekce druhého konce zlomu. Po opravé
jednoftetézcovych mezer se tak obnovi genetickd informace poskozené dvouvlaknové DNA molekuly.
SDSA rekombinace vyzaduje pouze jednu homologni oblast na jednom z konci DNA fetézce.
Pro DSBR rekombinaci je nezbytna homologie obou konct pierusené sekvence (Puchta, 1998). DSBR
mechanismus je dilezity béhem meiotické rekombinace, kde proces crossing overu zajist'uje promichani
rodicovské informace. V DSBR dochazi mezi molekulami DNA ke tvorbé dvojitych Hollidayovych
spoji, rekombinacénich produktt, které se musi odstranit, coz ma za nasledek bud’to crossing over nebo

genovou konverzi (Knoll et al., 2014).
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Obrazek 2: Dva hlavni mechanismy HR v somatickych rostlinnych buikach.
SSA neboli single strand annealing a SDSA synthesis dependent strand annealing. Po vytvotfeni DSB
() v obou drahach dochazi k resekci fetézce a tvorbé piesahti na 3” koncich jednotlivych fezt (IT).
V piipadé SSA je dalsim krokem piimé nasedani/annealing komplementarnich jednoduchych
retézu (III). Veskera sekvencni informace mezi komplementarnimi opakovanimi je znovuspojenim
molekuly ztracena (1V). V ptipadé SDSA volny 3" konec vlakna napadne homologni dvousroubovici
DNA a iniciuje replikaci pomoci templatu (III). Poté je vlakno uvolnéno a naseda na vlakno tvorici
druhou stranu DSB (IV), dochazi opét k syntéze a vytvaii se dsSDNA molekula bez ztraty genetické
informace (V) (Knoll et al., 2014).
3.3  SMC (Structural maintenance of chromosomes) proteinové komplexy
Eukaryoticky genom je organizovan do linearnich chromozomt, kdy je DNA vazéana
na histonové oktamery, ¢imz dochazi ke tvorbé nukleosomd, primarnich chromatidovych jednotek
skladajicich se do chromatinovych vlaken. Tato vlakna se posléze sdruzuji do domén o riizné hustoté
a pristupnosti. Jak jiz bylo popsano v pfedchozich kapitolach, stabilita chromatinu je vSak ohrozovana

jak endogennimi, tak i exogennimi faktory. Tyto faktory ohrozuji stabilitu genomu Sirokou Skalou
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toxickych poskozeni a neopravené nebo nespravné opravené 1éze vedou k mutacim ohrozujicim
funkénost genu, kdy dokonce mohou zpusobit i jejich ztratu, ¢imz indukuji nestabilitu genomu (Diaz
et Pecinka, 2018).

Béhem bunéénych aktivit dochazi k remodelaci chromatinu (Alabert et Groth, 2012), kdy jsou
klicovymi faktory pro tyto procesy SMC komplexy, mezi néz patii kohezin, kondenzin a také SMC5/6
komplex (Uhlmann, 2016). Structural maintenance of chromosomes (SMC) komplexy jsou kli¢ovymi
regulatory dynamiky, struktury a funkce chromozomii u eukaryot (Diaz et Pecinka, 2018). Zakladnim
molekuldrnim mechanismem, kterym SMC komplexy plisobi na reorganizaci chromozomt, je jejich
schopnost vytvafet a postupné zvétSovat smycky DNA v procesu zvaném vytlacovani smycky. Tento
jednoduchy mechanismus mutze piiblizit dva vzdéalené elementy na stejné molekule DNA do tésné
fyzické blizkosti. Ptikladem jsou enhancery, jez mohou byt vzdalené od cilovych sekvenci stovky part
kilobazi a tento mechanismus pak umoziuje jejich zacileni na promotory, které reguluji aktivaci genové
exprese. Vytlatovani smycCky dale poskytuje elegantni metodu sklddani chromatinového vlakna
do mitotickych chromozomi. Ve vypocetnich simulacich, které vyuzivaji fyzikalni vlastnosti polymerd,
muze vytlatovani smycky skute¢né odpovidat za dynamickou sub-kompartmentalizaci genomu
do topologicky asociovanych domén (TAD), jakoz i =za tvorbu mitotickych chromozomi
a individualizaci sesterskych chromatid. Samotny proces je vSak nejasny a je navrzeno vicero
odlisujicich se modela vytlacovani DNA smycek (Hassler et al., 2018).

Zakladni struktura SMC komplexi, tedy SMC cast, je evoluéné konzervovana z bakterii
na ¢lovéka. Prokaryota vSak obsahuji pouze jeden SMC protein, ten vytvaii homodimer (Losada, 2005),
ktery se posléze shromazd'uje s dal$imi podjednotkami a formuje tak SMC komplex, jenz hraje klicCovou
roli v Gisp&sné segregaci bakterialniho nukleoidu (Hassler et al., 2018). U eukaryotickych organismu pak
muzeme najit Sest riznych SMC proteint. Ty vytvareji heterodimery ve specifickych kombinacich:
SMC1 a SMC3 tvoii komplex kohezinu, zatimco SMC2 a SMC4 jsou ustfednimi slozkami
kondenzinovych komplexti. SMC5 a SMC6 jsou soucasti SMC5/6 komplexu zapojeného do DNA oprav
(Losada, 2005) (viz Obrazek 3).

SMC proteiny jsou velké polypeptidy vyuzivajici energii z hydrolyzy adenosintrifosfatu (ATP)
k fizeni konformacnich zmén v topologii DNA (Hassler et al., 2018). Na svych N- a C- koncich
obsahujici globularni domény disponujici pravé touto ATP-dependentni DNA vazebnou aktivitou.
Primarnim krokem k vytvoreni funkéniho SMC komplexu je slozeni SMC proteinti v pantové doméné
a jejich propojeni s globularnimi doménami pomoci ramen (Kanno et al., 2015). Komplexy SMC tak
tvofi jedinecné struktury ve tvaru prstence nebo pismene V s dlouhymi rameny stoenymi do civky
a funguji jako ATP modulované, dynamické molekularni linkery genomu (Losada, 2005).
Heterodimerni kostra téchto komplext slouzi jako strukturalni komponenta pro vazbu dalsich, non-SMC

podjednotek, které se lisi v zavislosti na komplexu (Haering et Gruber, 2016).
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Obrazek 3: Zakladni struktury SMC komplexiti u eukaryot (Haering et Gruber, 2016).
SMC a non-SMC podjednotky se skladaji do tii funkéné rozdilnych komplext — kohezinu, kondenzinu
a SMC5/6 komplexu.
3.3.1 Kohezin

Ve struktufe kohezinu asociuje heterodimer SMC1-SMC3 s podjednotkami SCC1 komplexu
znamymi jako MCD1/RAD?21, a také s podjednotkami SCC3/SA (Haering et al., 2002). SCC1 komplex
je zafazen do tiidy takzvanych kleisinovych proteini zahrnujicich kondenzinové podjednotky CAP-H
a CAP-H2. Kohezin udrzuje pohromadé predevsim sesterské chromatidy (Hassler et al., 2018), a to
pomoci své prstencové struktury, kdy mezi ramena komplexu pfijme duplexni molekuly DNA (Losada,
2005). Komplex je také zodpovédny za dynamickou kompartmentalizaci chromozomti do TAD b&éhem
interfaze (Hassler et al., 2018) a spolu s SMC5/6 komplexem je zapojen do oprav DSB v G2 fazi
(Watanabe et al., 2009).
3.3.2 Kondenzin

SMC2 a SMC4 proteiny tvoti zaklad komplexu kondenzinu. Buriky obratlovci obsahuji dva
rizné kondenzinové komplexy, kondenziny I a kondenziny II. Vyznacuji se svymi rtznymi,
jedine¢nymi, a pfesto pfibuznymi sadami regulacnich podjednotek. Piikladem jsou CAP-D2 a CAP-G
regulacni podjednotky kondenzinu [ a CAP-D3 a CAP-G2 podjednotky kondenzinu II obsahujici HEAT
repetice slouzici k protein-proteinovym interakcim. DalSimi regula¢nimi jednotkami jsou CAP-H
a CAP-H2 pattici do rodiny kleisinti. Tyto regula¢ni podjednotky se vazou na globularni doménu
heterodimeru SMC (Losada, 2005). Kondenzinovy komplex je zodpovédny za kondenzaci mitotickych
chromozomd, segregaci sesterskych chromatid a podili se také na zménach genové exprese a DNA
opravach (Rana et Bosco, 2017).

3.3.3 SMC5/6 komplex

Hlavni aktivitou SMC5/6 komplexu je udrzovéni stability jaderného genomu odstranovanim
komplexnich DNA struktur. Tento komplex plni fadu funkci, pfikladem lze uvést kontrolu jednosmérné
replikace tDNA, odstranéni toxickych meziproduktt DNA béhem replikace a rekombinace DNA,

prevenci homologni rekombinace mezi nehomolognimi sekvencemi a alternativni prodluzovani telomer.
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Komplex SMC5/6 miZe byt spojen az se Sesti podjednotkami non-SMC element (NSE), které sestavuji
tii rizné subkomplexy: NSE1-NSE3-NSE4, NSE5-NSE6 a NSE2-NSE5-NSE6 (ptehledné zpracovano
v Diaz et Pecinka, 2018). Tyto odlisné strukturni subkomplexy, pak ziejmé¢ mohou zprosttedkovat
odlisné, specifické funkce nebo interakce (Aragoén, 2018).

Subkomplexy SMC5-SMC6-NSE2/MMS21

Jadro subkomplexu tvoti SMC5 a SMC6 proteiny, které spolu stejné jako ostatni SMC
heterodimery interaguji pomoci svych pantovych domén, kdy se ukazalo, ze konzervované glycinové
zbytky v pantech SMC5 a SMC6 jsou pro tuto interakci nezbytné (Sergeant et al., 2005). Bodové mutace
Vv téchto genech oslabuji interakci mezi proteiny a tim i silu spojeni, coz ohrozuje celkovou funkci
komplexu. Nejvice konzervovanou ¢ast komplexu piedstavuje jadro dvou SMC proteint a podjednotky
NSE2/MMS21 s funkci SUMO E3 ligazy (Aragén, 2018), kdy prostiednictvim NSE2/MMS21 dochazi
k enzymatické regulaci dynamiky celého komplexu (Diaz et Pecinka, 2018). NSE2 se vaze na
Sroubovicovou strukturu SMC5 v N-terminalni oblasti, zatimco RING doména zodpovédna za aktivitu
SUMO ligazy spoc¢iva na C-terminalnim konci proteinu. Tato konformace je zifejmé dulezita pro dosah
SUMO ligazy k substratim zatimco je podjednotka pevné vazana ke komplexu (Aragén, 2018). SUMO
modifikace se ucastni mnoha bunécnych procest, jako je cytosolicky transport, transkripcni regulace,
apoptdza, stabilita proteind, reakce na stres a progrese bunééného cyklu. Mezi proteiny, jez jsou
sumoylované NSE2/MMS21 patii naptiklad SMC6, NSE3 a NSE4, nebo SMC5 a KU70 (Potts et Yu,
2005). Jedinym prozatim popsanym cilem HPY2 u rostlin byla podjednotka SMC5/6 komplexu, protein
NSE4 (Rytz et al., 2018).

Subkomplex NSE1-NSE3-NSE4

Subkomplex NSE1-NSE3-NSE4 vaze dvouvlaknovou DNA a pusobi jako vazebna platforma
pro globularni domény SMC5 a SMC6 podjednotek (Diaz et al., 2019). NSE1 a NSE3 obsahuji
tandemové WINGED HELIX domény schopné asociace prostfednictvim homo a heterodimerizace.
Krom¢ toho tvoti subkomplex s NSE4 kleisinovou podjednotkou (Palecek et al., 2006), diky ¢emuz se
tyto podjednotky oznacuji jako KITE proteiny (kleisin interacting tandem winged helix element)
(Palecek et Gruber, 2015). NSE4 podjednotka ptemostuje globularni domény SMC5/6 komplexu
(Palecek et al., 2006) a reguluje vazebnou aktivitu komplexu k DNA (Aragén, 2018). NSE1 podjednotka
obsahujici RING doménu pak hraje zasadni roli pfi sestavovani trimeru NSE1-3-4, jeji mutace
zpusobuje precitlivélost organismu na DNA poskozeni. Delece NSEL je u S. cerevisiae, S. pombe
i A. thaliana letalni (Li et al., 2017, Fujioka et al., 2002).

Subkomplex NSE5-NSE6

Dalsimi komponentami komplexu jsou NSE5 a NSE6 geny vykazujici napii¢ druhy mensi
konzervovanost na trovni sekvence ve srovnani s jinymi podjednotkami SMC5/6 komplexu. Napiiklad
u delicich se kvasinek nejsou tyto geny zivotné dilezité, naproti tomu u jinych organismid ano.
Subkomplex NSE5-NSE6 vykazuje variabilitu ve svém umisténi v holokomplexu, kdy se miize nachazet

bud’ na pantovych nebo na globularnich doménach (Aragén, 2018).
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Nejlépe popsany je tento subkomplex u lidi. NSE5 a NSE6 podjednotky jsou spojeny s jadrem
komplexu SMC5/6 a rekrutuji jej do mist, kde doslo k poskozeni DNA a je vyzadovéna jejich oprava.
Lidské podjednotky NSES a NSE6 (zndmé jako SLF1 a SLF2) fyzicky spojuji RAD18 opravny faktor
s SMC5/6 komplexem (Raschle et al., 2015). Je také zajimavé, ze lidska podjednotka NSE6 vaze jak
SMCS5, tak i SMC6 protein, coz naznacuje, Ze miZze blokovat ramena komplexu a regulovat tak
dynamiku lidského komplexu SMC5/6. NSE6 podjednotka obsahuje doménu podobnou TOPO?2 a nese
C-koncovou doménu FAM, jez je konzervovana u vSech vyssich eukaryot. NSE5 podjednotka pak
obsahuje tandemové N-terminalni BRCT domény a usek repetic na svém C-konci. Vyzkumy odhalily,
ze se NSE6 doména FAM vaze na NSES5 podjednotku, ktera interaguje pouze s NSE6 proteinem a nikoli
S SMC jéadrem. Interakéni misto pro NSE6 podjednotku na SMC jadie komplexu lezi v iseku SMC5
ramene mezi globularni doménou a vazebnym mistem pro NSE2. Za vazbu na SMC5/6 komplex
je zodpovédna doména podobna TOPO2 (Adamus et al., 2020).
3.3.3.1 SMC5/6 komplex u rostlin

Stejné jako u zivocichd, je i u rostlin SMC5/6 komplex zapojen v regulaci celé fady procest.
(Diaz et Pecinka, 2018), kdy se jedna zejména o vyvoj meristému a semen (Ishida et al., 2009), dobu
kveteni (Kwak et al., 2016), vyvoj gametofytu (Liu et al., 2014), a je také nutny pro efektivni opravu
poskozené DNA prostiednictvim intramolekularni homologni rekombinace v somatickych buiikach
(Watanabe et al., 2009). SMC5/6 komplex rostlin zahrnuje Sest evolu¢né konzervovanych® a dvé
rostlinné-specifické podjednotky, ASAP1 a SNII, jez jsou navrzeny jako ortology k NSE5 a NSE6
podjednotkam (Yan et al., 2013).

SMCG6A a SMC6B podjednotky

Vétsina podjednotek je u existujicich rostlinnych druhii zastoupena genem s jedinou kopii,
vyjimkou je gen SMC6 reprezentovany SMC6A a SMC6B homology (Losada, 2005). Pro rana vyvojova
stadia rostlin, jako jsou sazenice ¢i pupeny je hlavni exprimovanou slozkou komplexu SMC6B protein
(Watanabe et al., 2009). Pokud je gen pro tento protein mutovan, rostliny jsou piecitlivélé na DNA
poskozujici latky. Po vystaveni rostlin témto ¢inidlim dochazi k opozdéni oprav DNA zlomt a sniZuje
se 1 frekvence homologni rekombinace. SniZeni frekvence homologni rekombinace bylo vSak
pozorovano nejen u Smc6b mutantd, ale také pii mutacich v genu SMC6A (Watanabe et al., 2009). Oproti
smcbb mutantim jsou mutanti smc6a Zivotaschopni i pti vazném poskozeni DNA. Dvojitd mutace
smc6a smcéb je vsak embryonalné letalni (Yan et al., 2013). Oba homology SMC6 genu jsou tedy
zapojeny do DNA oprav, avsak SMC6B hraje v komplexu zasadni tlohu (Watanabe et al., 2009). Cely
SMC5/6 komplex pak funguje jako pozitivni regulator HR v regulaéni siti, kde nékolik drah soutézi

0 zpracovani 1ézi riznymi opravnymi mechanismy (ptehledné zpracovano v Diaz et Pecinka, 2018).

3 Evolu¢né konzervované podjednotky jsou SMC5, SMC6, NSE1, NSE2, NSE3 a NSE4 (Diaz et Pecinka, 2018).
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NSE2/MMS21 podjednotka

Dalsim dulezitym rostlinnym genem zapojenym v SMC5/6 komplexu je NSE2/MMS21. Mutanti
nse2/mms21 byli identifikovani u A. thaliana na zakladé kratkych kofeni se zvySenou jadernou
endoploidii (proto jsou ozna¢ovany jako HIGH PLOIDY 2, HPY2), abnormaln¢ vyvinutymi semenacky
s malymi listy, nepravidelnou fylotaxii, obasnymi fasciemi a ¢aste¢nou sterilitou. Buniky v kofenovych
apikalnich meristémech vykazovaly S$patnou organizaci, a také zvySenou frekvenci bunééné smrti.
Molekularni a genetické studie u A. thaliana odhalily, ze NSE2/MMS21 podporuje ptechody G1/S
a G2/M destabilizaci komplexu transkripénich faktort E2FA/DPA a podporou cyklinu B1 (Ishida et al.,
2009). HPY2 podjednotka puisobi také jako supresoru kveteni. U A. thaliana je kveteni Caste¢né
regulovano transkripénim faktorem nachazejicim se ve flowering lokusu C (FLC). FLC je klicovym
regulatorem vernalizace a indukce kveteni po vystaveni dlouhodobému chladu. Tento faktor je ziejmé
stabilizovan sumoylaci pomoci HPY?2 podjednotky. Pokud vsak dojde ke ztraté podjednotky, dochazi
ke snizeni mnozstvi FLC proteinu, ¢imz se kveteni urychluje (Kwak et al., 2016).

NSE4 podjednotka

Dalsi casti komplexu, jez je u rostlin dobfe charakterizovana, je NSE4 protein, zastoupen
u A. thaliana homology NSE4A a NSE4B. NSEA protein je exprimovan v meristémech a hromadi
se béhem opravy poskozeni DNA. Céstetna ztrata NSE4A funkce neni letalni, ale vede ke vzniku
precitlivélosti na poskozeni DNA vyvolané zebularinem. Mutanti nse4a navic produkuji abnormalni
semena s nebunéénym endospermem a embryemi. Tento fenotyp poukazuje na roli SMC komplexu
pti diferenciaci béhem vyvoje semen. Exprese NSE4A je nezbytna béhem sporogeneze, gametogeneze,
embryogeneze a vyvoji endospermu, coz ukazuje nezbytnost tohoto proteinu pro reprodukéni vyvoj
u Arabidopsis. NSE4B protein je exprimovan pouze v nékolika typech bunék a mutanti se ztratou funkce
nemaji zadny zjevny abnormalni fenotyp. Funkce NSE4B zistava necharakterizovana (Diaz et al.,
2019).
3.4 Helikazy

Helikazy jsou motorové proteiny katalyzujici pfedevsim rozvijeni dvouvldknové DNA pomoci
energie ziskané hydrolyzou ATP (Knoll et Puchta, 2011). Vsechny helikazy sdileji nékteré bézné
vlastnosti jako je vazba nukleovych kyselin, vazba NTPs, hydrolyticka aktivita a odvijeni duplexni DNA
ve smeéru 3'-5" nebo 5°-3". Diky tomu jsou tyto enzymy nepostradatelné pro zakladni procesy tykajici
se zpracovani genetické informace, kdy do téchto procesti zahrnujeme replikaci, transkripci, opravy
DNA a rekombinaci. Aktivitou v téchto procesech se helikazy podileji na zabezpeceni stability genomu
(Tuteja, 2003).

Ulohy helikaz u prokaryot a eukaryot se lisi, a to zejména diky zvySujici se sloZitosti genomu.
Avsak ipfes tuto skutenost existuje urcita funkcni a genetickd shoda v ochrané stability genomu
zprostiedkované touto skupinou enzymi. U riznych fi§i mizeme najit jednotlivé ortology stejného
druhu helikaz, které se vSak lisi individualnim &islem a pfesnymi funkcemi (Dorn et Puchta, 2019).

Jednou z hlavnich skupin jsou RECQ helikazy patiici do podrodiny 3°-5" helikaz konzervovanych
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napfi¢ vSemi zivymi doménami (Knoll et Puchta, 2011). Dalsi vyznamnou skupinou jsou poté helikazy
obsahujici ve svém jadie vazebnou doménu Fe-S klastru. Radi se zde XPD, CHL1, FANCJ a RTELI
helikazy, jejichZz mutace jsou spojeny s vaznymi dédi¢nymi chorobami (Suhasini et Brosh, 2013).

U rostlin bylo identifikovano nékolik ruznych skupin helikaz (Dorn et Puchta, 2019), které jsou
zapojeny do $ir§iho spektra procest, do néhoz je zahrnuta DNA rekombinace, replikace DNA, iniciace
translace, transkripce rDNA, zpracovani pre-RNA, opravy dvoufetézcovych zlomt, udrzovani délky
telomer, nukleotidova excizni oprava, proliferace bunék béhem vyvoje kvétu, udrzovani genomickych
metylacnich spekter a bunéény cyklus (Tuteja, 2003). Dulezité je také uvést, Zze v rostlinach byly
identifikovany homology vSech vyse uvedenych helikaz (Dorn et Puchta, 2019), kdy se podrobné&ji
zamé&iim na helikdzu RTEL1, ktera je pfedmétem této diplomové prace.

3.4.1 RecQ

Jednou z hlavnich skupin jsou helikazy RECQ, které zabranuji nevratnému zhrouceni
poskozenych replikacnich vidlic a potlacuji uréité formy genetické rekombinace, ¢imz udrzuji
rovnovahu mezi replikaci DNA a jeji rekombinaci. Tyto enzymy byly identifikovany ve vSech zivych
organismech, kdy vétsina jednobuné¢nych organismu obsahuje pouze jeden gen pro RECQ helikazu,
zatimco mnohobuné¢né organismy maji vétSinou dva a vice geny (Chu et Hickson, 2009). Jedna
se 0 enzymy rozlisujici rizné DNA rekombinogenni struktury ve sméru 3°-5" a hraji hlavni roli v fadé
opravnych a rekombinaénich procest (Hartung et Puchta, 2006). V rostlinach 1ze nalézt az sedm riznych
gent pro RECQ helikazy a Arabidopsis thaliana obsahuje Sest z nich. RECQ1, RECQ2, RECQ3
a RECQS5 jsou malé proteiny o velikosti 600-700 aminokyselin, zatimco RECQ4A a RECQ4B jsou
slozeny z vice jak 1100 aminokyselin (Knoll et Puchta, 2011).

Nejvice popsanym enzymem této rodiny je RECQ4A, jenz je funkénim homologem dobie
prozkoumaného enzymu SGS1 u kvasinek, nebo dobife znamého lidského BLM proteinu (Bagherieh-
Najjar, 2003). U rostlin byly popsani dva interakéni partnéti RECQ4A, RMI1 a TOP 3a (tzv. RTR
komplex), nezbytné pro meiotickou rekombinaci u rostlin, kde hraji tustfedni roli v rozkladani
rekombinaénich meziproduktd. Po vytazeni vice RECQ gent dochazi u rostlin ke wvzniku
hyper-rekombina¢nich fenotypti a meiotickych defektd, a také k precitlivélosti k riznym typtim
poskozeni DNA (Knoll et Puchta, 2011). Pfi soub&zné ztraté RECQ4 a RTEL1 helikazy bunky nejsou
schopny odstranit toxické rekombinacni meziprodukty, coz vede ke vzniku drastickych vyvojovych vad
vedoucich ke tvorbé degenerovanych kotent, fasciovanych vyhonk® a snizené velikosti dospélych
rostlin, které jsou sterilni (Recker et al., 2014).

34.2 FANCJ

Lidska helikdza FANCIJ je ¢lenem drahy Fanconiho anémie zodpovédné za opravu ICL. Mutace
v genech FA vede k dédicnému onemocnéni charakterizovanému vrozenymi vadami, selhanim kostni
dien¢ a predispozici k rakoviné (Kim et D’Andrea, 2012). U Arabidopsis thaliana je tato helikaza
reprezentovana duplikovanym genovym parem v podobé FANCJA a FANCIJB proteint. Tyto proteiny
mezi sebou vykazuji vysokou podobnost a homologii s lidskou helikazou FANCJ, avsak pouze FANCJB
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se jevi funkénim homologem lidské verze proteinu, jelikoz bylo mozné urcit jeho funkci pii opravach
ICL poskozeni (Dorn et al., 2019).

FANCJB na rozdil od Fe-S klastrové helikazy RTEL1 neplni zadnou roli pfi potlaceni HR,
avsak jejich vzajemna genetickd interakce ma zvlastni vyznam. Analyzou meristému v kofenech byla
prokazéana jejich nezavisla role pti opravach spojenych s replikaci. Nejpozoruhodnéj$im pozorovanim
byla redukce 45S repetic na jednu tietinu z ptivodniho poctu u dvojitych mutanta rtell-1 fancjb-1.
Tato nestabilita vznika zfejmé v disledku zapojeni obou proteini do odvijeni G-kvadruplexut, které
se mohou tvofit v sekvencich bohatych na guanin, kdy ptikladem takovychto sekvenci je pravé rDNA.
Pokud dojde ke ztrat¢ RTEL1 i FANCJB najednou, mohou se G4 struktury v rDNA lokusu akumulovat,
coz zpusobi blokaci replikace a nakonec ztratu sekvenci (Dorn et al., 2019).

343 RTELL

RTELI neboli regulator helikazy 1 pro prodlouzeni telomer (,,Regulator of Telomere Elongation
Helicase1*) hraje zasadni roli v udrzovani stability genomu, a to hned nékolika zpisoby (Uringa et al.,
2011). RTEL1 funguje jako antirekombinaza pusobici proti HR rozebiranim D-smycek (Barber et al.,
2008), ucastni se oprav poskozené DNA naptiklad pii blokaci replikaénich vidlic, a také pfispiva
k homeostaze telomer rozkladanim T smycek, G4 struktur a struktur s nimi spojenymi. U lidi vedou
mutace v RTEL1 k Hoyeraal-Hreidarssonovu syndromu (Deng et al., 2013), coz je zavazna forma
dyskeratozy* (Vannier et al., 2014).

RTELL, spolu s komplexem nukleoproteinovych enzymu zvanych telomeraza, také napomaha
efektivni tdrzbé telomer (Uringa et al., 2011). U zivocichti dochazi k diferenciaci tkani a uml¢ovani
telomerazy béhem raného embryonalniho vyvoje. U rostlin probiha rist a ontogeneze prostiednictvim
sériového déleni apikalnich meristému sestavajicich z malé skupiny kmenovych bungk, které generuji
linearni sérii bunék, jez se dale diferencuji a kK umléovani telomerazy tak nedochazi (Prochazkova
Schrumpfova et al., 2019). RTELI udrzuje homeostazu telomer pomoci otevirani T-smycek pro
replikaci a transkripci zejména v somatickych bunikach. Kromé toho mtze RTELI1 branit invazi 3" konce
ssDNA telomery do sekvenci telomer jinych chromozomi, ¢imz muze zamezit rekombinaci telomer,
propleteni chromozomt a jejich naslednému rozbiti pfi segregaci béhem mitozy (Uringa et al., 2011).
RTEL1 helikdza mze omezit zkracovani telomer i diky sekven¢ni podobnosti s helikazou FANC]J, diky
¢emuz muze byt vyzadovana k rozliSeni struktur G-kvadruplext (London et al., 2008), jeZz jsou

Vv telomerach piirozené pritomny (Ding et al., 2004).

4 Jednd se o vrozenou predispozici k selhani kostni dfené a vzniku rakoviny, kdy je toto onemocnéni
charakterizovano kratkymi telomery a nestabilitou genomu (Vannier et al., 2014).
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3.43.1 RTEL1urostlin

Homolog RTEL1 se vyskytuje u Arabidopsis thaiana i u dalsich rostlin. Gen RTEL1 ma délku
5958 bp a zahrnuje 21 exond a 20 intront, pfedpokladany protein ma délku 1040 aminokyselin
a obsahuje bipartitini helikdzovou doménu zahrnujici DEAD 2 motiv v blizkosti N-konce
a Helicase_C_2 motif pobliz C-konce. U rostlin se RTEL1 podili na zachovani stability genomu
nekolika cestami a v zdsad€ lze vSechny jeho rozmanité role vysvétlit schopnosti helikdzy rozebrat
rekombinaéni meziprodukty podobné D-smycce (Recker et al., 2014).

Funkéni helikaza RTELI je nezbytna pro spravny vyvoj rostlin. U rtell-1 mutantni linie byl
V kofenovém meristému pozorovan zvySeny pocet mrtvych kmenovych bunék a dochazelo k ptreskupent
kotenového meristému. Ztrata synchronizovaného déleni buncék vedla k naruSeni architektury
kofenového meristému (Recker et al., 2014), coz zptisobilo snizeni velikosti kofenového i kortikalniho
meristému oproti wild type rostlinam. U mutantnich rostlin se projevoval inhibi¢ni u¢inek na rist kofent
zkracenim primarniho kotene. Tato linie navic vykazovala retardaci i v ristu mladych listli a vykazovala
mens$i velikost celé rostliny oproti wild type rostlindm. Bunénou analyzou bylo prokazano,
zvySenim endoreplikace DNA. Nedostatek RTEL1 proteinu tedy zpomaluje rist rostlin, v jejich
fenotypu se projevuje prodlouzeni S faze a snizena bunééna proliferace (Hu et al., 2015).

RTEL1 se na udrZzovani genomové stability podili také opravami IL a ICL (Prochazkova
Schrumpfova et al., 2019). Geneticka analyza odhalila, ze rtel1-1 mutantni rostliny vykazuji aktivaci
kontrolnich bodu bunééného cyklu a specifickou citlivost na ¢inidla vytvaiejici crosslinky v . DNA
(Hu et al., 2015). Udrzovani genomové stability pomoci DNA oprav fidi v genomu rostlin nékolik
prominentnich faktord. Jsou to zejména antirekombindza RECQ4A, nukledza MUSS1, a také RTEL1
helikaza. Tyto enzymy definovaly rizné cesty vedouci k opravé poskozené DNA (Mannuss et al., 2010).

Hlavni opravnou drahou s niz je svazana RTEL1 helikaza je homologni rekombinace, ktera
musi byt piisné regulovana a ¢asové koordinovana s progresi buné¢ného cyklu (Krogh et Symington,
2004). Analyzou reportérovych linii bylo prokazano, ze ma rtell-1 mutantni linie ve srovnani
s rostlinami s funkénim genem zvySenou frekvenci rekombinace (Recker et al., 2014). RTELI je také
paralelné s RTR komplexem zapojen do udrzovani repetitivnich sekvenci. Tento komplex u rostlin
taktéz potlacuje homologni rekombinaci a je slozen z RECQ4A helikazy, topoizomerazy 3a a RMI1
a 2 faktoru. RMI2 faktor hraje hlavni ulohu v opravach aberantnich replikacnich meziprodukti
v kofenovych meristémech a podili se i na opravach intrastrandovych vazeb. Genetickd analyza
prokazala dalsi zvySeni frekvence rekombinace u dvojité mutantnich rostlin, spoleéné se silnou
destabilizaci rDNA sekvenci, coz je $kodlivé pravé pro vysoce se délici tkanég, coz pravdépodobné vedlo
k caste¢né sterilité (Rohrig et al., 2016).

Kromé vyse zminénych oprav se RTEL1 podili i na stabilité a homeostaze telomer. Geneticka
analyza prokazala vztah mezi RTEL1 a TERT v zachovani délky telomer. U dvojitych mutanta

dochazelo k zastaveni vyvoje po Ctyfech generacich (Recker et al., 2014) ve srovnani s deseti
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generacemi u jednoduchych mutantnich tert rostlin (Riha, 2001). U dvojitych mutantti navic dochazelo
ke vzniku zavaznych vyvojovych vad, jako jsou aberantni vyhonky, $patna morfologie listti a dochazelo
také ke znaénému zmensSeni celych rostlin oproti kontrolnim rostlinam (Recker et al., 2014). Toto
pozorovani naznacuje roli RTEL1 v alternativnim prodluzovani telomer (ALT), ¢imz cCastecné
kompenzuje ztratu TERT (Rackova et al., 2008). Nasledné bylo prokazano, ze se na ALT u A. thaliana
podili homologni rekombinace zavisla na RAD51 faktoru (Olivier et al., 2018), ktery je zavisly
na RTELI1 helikaze, jez je nutna pro rozklad D-smycek pii replikaci telomer (Kamisugi et al., 2016).
Zavérem lze fici, ze se RTEL1 a TERT podileji na zachovani délky telomer a stability rostlinného

genomu (Prochazkova Schrumpfova et al., 2019).
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4 MATERIALY A METODY
Experimentalni Cast prace zahrnuje identifikaci novych proteinli zapojenych v opravach
DNA-proteinovych crosslinki pomoci kandidatnich rostlin z doptedného genetického screenu (DPCR,
,DNA-protein crosslink repair screen). EMS mutagenizované rostliny byly testovany na senzitivitu
k zebularinu, coz je DNA-protein crosslinkujici ¢inidlo. Populace byla osekvenovana pro identifikaci
potencionalnich kauzalnich mutaci a kauzalni mutace byly nasledné potvrzeny dle schématu nize:
= Selekce homozygotnich T-DNA mutanti pro kandidatni geny z DPCR screenu
= Validace T-DNA mutanti na zebularinu
= Komplementacni kfizeni S EMS mutanty pro potvrzeni kauzalni mutace
= QOvéfeni mutace U EMS mutanta Sangerovym sekvenovanim
=  Potvrzeni fenotypu identifikovanych kandidati a EMS mutantnich rostlin
Dale zahrnuje genetickou analyzu pomoci reverzniho genetického screenu pro identifikaci DNA
opravnych drah, ve kterych je kandidat zapojen:
= Kfizeni prisluSnych T-DNA mutantnich rostlin pro ziskdni dvojitych mutantt
= Selekce homozygotnich mutanti pro oba kandidatni geny
= Analyza fenotypu
o Analyza buné&tné smrti — barveni propidium jodidem
o Analyza replikacni aktivity v kofenech — méfeni diferencialni zony
o Efekt mutace na fenotyp rostlin
o Senzitivita k riznym genotoxickym latkam
4.1 Biologicky material
Pro tyto experimenty byly pouzity:
= Rostliny husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana), rizné linie, viz Tabulka 2
Tabulka 2: Seznam rostlinnych linii. V tabulce jsou uvedeny AGI ¢isla jednotlivych gend, informace
0 T-DNA liniich k pfislusnym gentim a nazvy primert pouzitych k PCR genotypovani — amplifikace
genu (Gen) a T-DNA inzertu (Inzert).

Gen Inzert
AGI nr. Mutantni alela Forward Reverse Forward Reverse
SMC6B | At5061460 smc6b-1, ET0035 ET0036 ET0035 LB AP1
g SALK 101968C ~
NSE4A | Atlgs1130 | 198422 CGK- |\ 1o1a0 F | nseda2 R | nseda-2 F | 084748-m
768HO8 - - -
HPY2-2 | At3gl5150 | . Mms21-2, HPY-2 F | HPY-2 R |SAIL LB2m| MMS21-2 R
g SAIL_77_G06 — — — —
rtell-1,
RTELL | At1g79950 | o) «©1155g5 ¢ | ORTELZF | GRTEL2R | RTEL2F | LB_APL
W35 Wild type - - - -
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Podminky kultivace rostlin byly rizné v zavislosti na fazi experimentu. Po vysazeni sterilnich

semen na misky s zivnym médiem > Murashige a Skoog byly misky umistény do inkubatoru Percival

na 7 dni. Nasledné mély rostliny dostate¢né€ vyvinuty kofen na to, aby je bylo mozné umistit do substratu

ktery byl oSetfen piipravkem Careo a smichan s perlitem v poméru 1:3. Rostliny byly poté umistény

budto do fytotronové komory nebo do skleniku. Ristové podminky pro jednotlivd zatfizeni jsou

definovana v Tabulce 3:

Tabulka 3: Podminky kultivace rostlin.

Zaiizeni Typ rostlin

Podminky

Vysetd semena na

Den Noc

miskach s zivnym

Fytotronova médiem, rostliny
komora umisténé v zeminé
vétSinou do stari 1
mesice

16 hod, 19 °C, | 8hod, 18 °C,
vihkost 65 % vlhkost 65 %

Semena vyseta na

Inkubator miskach s zivnym
Percival médiem, vétsinou do

stafi 14 dni

Den Noc

16 hod, 21 °C 8 hod, 18 °C

Rostliny umisténé v
Sklenik zeminé€ starsi nez 1
meésic

16 hod, 24 °C 8 hod, 16 °C

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

Agaroza (Top-Bio, kat. ¢. P045)

Bleomycin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 203408M)

Dexrazoxane (ICRF-187) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. D1446)

Camptothecin (CPT) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. C9911)

DNA loading dye 6x (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. R0611)

Dream Taq™ Green PCR Master Mix, (Thermo Fischer scientific, kat. ¢. K1081)
DMSO (dimethyl sulfoxid) (Serva, kat. ¢. 39757)

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E5134)

Ethidium bromid (Top-Bio, kat. ¢. P047)

Isopropanol 99% p.a. (Lach-ner, kat. ¢. 20037-ATO0)

Marker molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢.

SM1333)

Propidium iodid (Sigma-Aldrich kat. ¢. P4170)

Sterilni H,O
Tween 20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P9416)
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Zebularin 10 umol x 10 v DMSO (Sigma-Aldrich, kat. ¢. Z4775)
Mitomycin C (MMC) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M4287)
96% ethanol (Lach-ner, kat. ¢. 20025-A96)

Pouzité soupravy

DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen, kat.¢. 69106)

EX0SAP-IT PCR purifika¢ni set (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 75001.40.UL)
GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. KO832)

NucleoSpin® Plant Il kit (Biotech, kat.¢. 740770.10)

Phusion High-Fidelity DNA Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. F553S)

Platinum™ Pfx DNA Polymerase, invitrogen (Kat. ¢. 11708-013)

RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, kat.
¢. K1632)

RNase-Free DNase Set 1500 Kunitz units (Qiagen, kat. ¢. 79254)

RNase® Plant Mini Kits (Qiagen, kat. &. 74904)

PouZité roztoky a jejich priprava

Hypochlorid sodny 8%: Smichat 7 ml 12% NaClO s 3 ml destilované vody. Automatickou

pipetou pridat 100 pl 20% detergentu Tween20.
Agarézovy gel pro elektroforézu: Navazit 1 g agardzy, ptidat ji ke 100 ml TAE pufru

anechat ji rozvafit v mikrovinné troubé, dokud nebude roztok ciry. Nechat mirné
vychladnou a pfidat 1 pl ethidium bromidu na 100 ml roztoku. Roztok promichat a vlit
do elektroforetické komory.

1% agar6za pro natahovani kofent a fotodokumentaci: Navazit 3 g agarozy, pridat ji ke

300 ml destilované vody a rozehiat ji v mikrovinné troubé dokud nebude roztok ciry.
Na misku vzdy vylit 10 ml roztoku a nechat jej zatuhnout.

Edwardstv pufr: Smichat 20 ml 1M Tris (pH 7.5 nebo 8), 5 ml 5M roztoku NaCl, 5 ml
0,5M EDTA, 5 ml 10% SDS a nakonec ptidat 65 ml destilované vody.

Y% Murashige a Skoog médium (pH 5,8) s 0,6 a 0,8% agarem: Smichat 22 g MS soli, 10 g

sachar6zy, 1 g MES a 6 nebo 8 g agaru. Doplnit do objemu 1 | destilovanou vodou a upravit

pH na 5,8 pomoci KOH. Roztok nechat vyautoklavovat.
1x TAE pufr: Nalit 20 ml 50x TAE pufru do nadoby a doplnit objem destilovanou vodou
do 1000 ml.

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni

Piistroje a zatizeni

Analytické vahy Scout SC4010 (Ohaus)
Analytické vahy (Sartorius)

Automatické pipety BioPette P-YS (LabNet)
Automaticka tiepacka Digit (VWR)

25



Centrifuga MicroStar 17R (VWR)

Centrifuga MiniStar Silverline (VWR)

Centrifuga Multifuge X1R (ThermoScientific)

Centrifuga myFuge Mini (Benchmark Scientific)
Centrifuga¢nim evaporator (SPD1010)

Elektroforeticka vana se zdrojem napéti (Bio-Tech)
Fytotronova komora (Wiss Gallenkamp)

Fotoaparat Nikon, AF-S Micro (Nicon)

Hlubokomrazici box JOUAN (Trigon-Plus)

Laboratorni digestof M 1800 (Merci 1800)

Laminarni box MCS 1.2 Advantage (Thermo Fischer Scientific)
Laminarni box JOUAN (Trigon-Plus)

Mikroskop DSD2 (Andor)

Mikroskop konfokalni (Leica 265 Microsystems)

Mikrovinna trouba EMN (Zanusii 2015)

Nanodrop OneMicrovolume UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific)
Percival inkubator (Percival)

Souprava pro horizontalni gelovou elektroforézu (Bio-Rad)
Termostatovana tiepacka MaxQ 4000 (Thermo Fisher Scientific)
Tissue lyser MM301 (Retch)

Transluminator InGenius LHR (Trigon-Plus)

Thermocycler T-Gradient (Biometra)

Thermomixér THERMAL (VWR)

Vortex MiniStar (VWR)

Vortex DIGIT (VWR)

Vyrobnik ledu (Brema)

Pouzité programy

Adobe Photoshop CS5 (64 Bit)

Tlustrator obrazku Andor iQ3 (ANDOR)
Image J pro zpracovani snimku (Java)
ND-1000 V3.8.1 (Thermo Fisher Scientic)
SnapGene V5.2.4 (GSL Biotech LLC)
Statisticky program ANOVA (STATISTICA)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy
4.4.1 Sterilizace semen
4411 V ethanolovém gradientu

Semena byla vysterilizovana v ethanolovém gradientu. Ve sterilnim boxu byl ptidan k sementim
ve zkumavce 1 ml 70% ethanolu a inkubace probihala 10 minut na tfepacce. Poté byl roztok vyménén
za 1 ml 96% ethanolu a inkubace probihala 5 minut na tfepacce. VeSkery obsah ethanolu byl odsat
a semena byla suSena v mikrozkumavce umisténé v lamindrnim boxu. Nésledné byla semena vyseta na
25ml Petriho misky s zivnym médiem Murashige a Skoog (MS) a byla uloZena do fytotronové komory.
4.4.1.2 Pro kontrolovany vysev

Ve sterilnim boxu byl do mikrozkumavky se semeny pfiddn 70% ethanol a inkubace probihala
5 minut na tfepacce. Poté byl ethanol odstranén a k sementim byl ptidan 8% hypochlorid sodny s 0,01%
tweenem 20, inkubace probihala 6 minut na tiepacce. Hypochlorid byl nasledné odstranén a prob¢hla
tfi kola promyvani sterilni vodou, kdy jedna inkubace na tfepacce trvala 5 minut. Po poslednim promyti
byla k sementim ptidana 0,1% agardza. Takto nachystana semena byla stratifikovana pii 4°C po dobu
dvou dni a nasledné byla vyseta pipetou pomoci sestiizené Spicky na 50ml Petriho misky s ristovym
¥, MS médiem s 0,6% agarem. Misky s vysetymi semeny byly umistény do fytotronu.

4.4.2 lzolace DNA

Pro izolaci vysoce kvalitni DNA byly pouzity komeréni kity DNeasy ® Plant Mini Kit (50),
Qiagen, (viz navod od vyrobce) a NucleoSpin® Plant II kit, (viz navod od vyrobce). Pro izolaci DNA
z velkého mnozstvi rostlin pro genotypovani byla pouzita nasledujici metoda izolace DNA.

Z kazdé rostliny byl odstfizen kousek listku ¢i cely listek. Rostlinny material byl postupné
umistén do pfedem popsanych zkumavek s kulickami. Po uzavieni zkumavek byly vzorky zmrazeny
tekutym dusikem a homogenizovany v Tissue lyseru dvakrat po dobu 60 sekund. Nasledn¢é bylo
ke vzorkium ptidano 100 ul Edwardsova pufru, vzorky byly vortexovany a centrifugovany pii 2250 g
po dobu 20 minut. Do ¢istych zkumavek bylo napipetovano 80 ul supernatantu a bylo k nému piidano
80 ul isopropanolu pro precipitaci DNA. Vzorky byly opét vortexovany a centrifugovany pii 2250 g
po dobu 10 minut. Po centrifugaci vzorkt byl supernatant odstranén vyklepnutim, do zkumavek bylo
pro promyti peletu napipetovano 80 ul 70% ethanolu a vzorky byly opét centrifugovany pii 2250 g
po dobu 10 minut. Supernatant byl opét vyklepnutim odstranén a vzorky se nechaly vysusit v termostatu
dnem vzhuru po dobu 60 minut. Nakonec bylo ke vzorkiim ptidano 50 pl TE pufru, ve kterém byly
inkubovany ptes noc pii 4°C. Po inkubaci byly vortexovany a 1 ul takto vyizolované DNA byl pouzit
jako templat do PCR reakce.

4.4.3 lzolace RNA
Pro izolaci RNA byl pouzit RNase® Plant Mini Kit (50), Qiagen, postup viz navod od vyrobce.
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4.44 CcDNA syntéza

Pred syntézou cDNA byla vzdy zméfena koncentrace a Cistota vyizolované RNA pomoci
spektrofotometru Nanodrop. Poté byla piipravena reakéni smés pro cDNA syntézu dle poétu vzorkl
a byla provedena syntéza cDNA za stanovenych podminek, viz Tabulka 4, kdy v prvni ¢asti probiha
specificka denaturace templatu a v nasledujici ¢asti probiha samotnd syntéza cDNA.

Tabulka 4: SloZeni reakéni smési a pribéh reakce pro cDNA syntézu.

Reagencie Objem na 1 reakci [ul] Prabéh reakce
vzorek RNA 11
oligoDT primery

65 °C 5 minut

5x reakéni pufr
10mM dNTPs
Ribolock RNase inhibitor

reverzni trankriptaza

42 °C 60 minut
70 °C 5 minut

LN Y

4.4.5 PCR genotypovani

Genotypovani slouzilo k selekci T-DNA mutantnich rostlin a bylo provadéno PCR reakci
zahrnujici DreamTaq polymerazu od firmy Thermo Fisher. Byla pfipravena PCR smés dle poctu vzorkd,
viz Tabulka 5. Primery pouzivané pro jednotlivé rostlinné linie jsou uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 5: Reakéni smés pro genotypovani.

Reagencie Objem na 1 reakci [pl]
ddH20 12,9
10x Dream Taq pufr 2
2mM dNTPs 2
10 pl primer forward 1
10 pl primer reverse 1
Dream Taq polymeraza 0,1
DNA templat 1

Reak¢ni smés byla napipetovana do 96 jamkové PCR desticky a do kazdé jamky byl
napipetovan 1 pl DNA templatu vyizolovaného metodou Edwardse, kdy amplifikace probihala dle

parametr uvedenych v Tabulce 7.
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Tabulka 6: Oligonukleotidy pouzité pro amplifikaci jednotlivych lokusi. Sekvence uvedeny

v Priloze 1.
Nazev T-DNA linie Gen Inzert
forward reverse forward reverse
RTEL1 gRTEL2-F | gRTEL2-R | gRTEL2-F LB_AP1
SMCé6B ET0035 ET0036 ET0035 LB_AP1
NSE4A nsed4a-2 F | nseda-2 R | nseda-2 F 084748m
HPY?2 HPY2-2 F | HPY2-2_R |SAIL_LB2m | MMS21-2_R
RTEL1 (1222 bpnagDNA) | ETO0131 | 3_13uniR1
RTEL1 (685 bp na gDNA) ET0151 | 3_13uniR1
RTEL1 (566 bp na cDNA) ET0131 ET0152
Tabulka 7: Prubéh DNA amplifikace — genotypovani.
Teplota Cas Pocet cykli
95 °C 3 minuty 1
95°C 30 sekund
55°C 30 sekund 35
72 °C 1 min/kb
72 °C 10 minut 1
4°C o0 1

4.4.6 Elektroforeticka separace

Vzorky byly separovany na 1% agar6zovém gelu s piidavkem ethidium bromidu. Po separaci
byl gen vyzualizovan na UV transluminatoru.

4.4.7 Selekce homozygotnich mutantii pro kandidatni gen zes3-13

Pro validaci kauzalnich mutaci u jednotlivych EMS mutantnich linii byla vybrana T-DNA linie
s mutaci v predikovaném kauzalnim genu. Tento gen byl vybran na zakladé frekvence mutace v mapovaci
populaci a efektu dané mutace na funkci genu. V databdzi NASC (Nottingham Arabidopsis Stock Center)
byla objednana semena T-DNA linie (dpcr2) odpovidajici mutaci v kandidatnim genu zes 3-13. Selekce
homozygotnich mutantti probihala dle nésledujiciho postupu:

Byly navrzeny a objednany specifické primery pro genotypovani T-DNA mutantni linie.
Semena byla odsypana do Cistych 1,5ml mikrozkumavek, byla vysterilizovana metodou sterilizace
Vv ethanolovém gradientu a vyseta na %2 MS ristové médium s 0,6% agarem. Po 7 dnech ristu byly
rostliny pfesazeny do substratu a umistény do skleniku. Z kazdé rostliny byl odsttizen kousek listku ¢i
cely listek pro izolaci DNA metodou Edwardse. Nasledné bylo provedeno genotypovani mutantni linie
pomoci primert specifickych pro amplifikaci T-DNA inzertu a wilt type alely daného genu.
Po amplifikaci byly vzorky naneseny na 1% gel a rozdéleny podle své elektroforetické mobility.
Pro orienta¢ni ur¢eni molekulové hmotnosti jednotlivych spoti byl na gel nanesen také 1 kb Plus

Ladder. Pomoci UV transluminatoru byl vizualizovan elektroforetogram, ktery byl vyhodnocen.
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4471 Validace kandidatnich geni

Po selekci homozygotnich rostlin, tedy obsahujicich inzert a neobsahujicich ptivodni gen,
se kandidati ovéfovali na médiu se zebularinem — ¢inidlem tvoficim DNA-proteinové crosslinky.
Opravdovi kandidati vykazovali zvySenou senzitivitu na zebularin, kdy byla pouzita pozitivni kontrola
v podob¢ smc6b-1 rostlin, které jsou vysoce senzitivni na tuto chemikalii, a také negativni kontrola W35,
jez je vuéi zebularinu rezistentni. ZvySena senzitivita v tomto piipadé predstavuje zkraceni kotent
rostliny oproti negativni kontrole.

Byla vysazena semena jak identifikovanych kandidata z T-DNA linii, tak i EMS mutantnich
rostlin, a také kontroly (pozitivni — citliva kontrola smc6b-1 a negativni — rezistentni kontrola W35)
na 50 ml %2 MS s 0,6% agarem bez chemikalii a na 50 ml Y2 MS s 0,6% agarem s ptidavkem 20uM
zebularinu a sledovalo pfipadné zkraceni kotentl.
4.4.7.2 Komplementacni kiiZeni

Po potvrzeni senzitivity bylo provedeno kiizeni mutantnich rostlin s kandidatnimi rostlinami.
Mutace leZici v tomtéz genu zpusobi, ze budou vSechny rostliny z kiiZzeni senzitivni na zebularin, pokud
ale mutace lezi v jiném genu, rostliny budou rezistentni. Po kfiZeni kandidatni rostliny s EMS mutantni
rostlinou bylo sledovano zkraceni kofenii u M1 generace na médiu se zebularinem v porovnani
s kontrolami.
4.4.7.3 Ovéieni mutace Sangerovym sekvenovanim

Pro ovéfeni mutace v dané kandidatni EMS linii bylo provedeno Sangerovo sekvenovani. Jako
prvni byla vyizolovana DNA z kandidatnich EMS mutantti a Z kontrolni rostliny. Rostlinny material byl
vlozen do 1,5ml mikrozkumavek s kulickami, byl zmrazen tekutym dusikem a byl homogenizovan na
Tissue Lyseru dvakrat po dobu 60 sekund. DNA byla vyizolovana NucleoSpin®Plant Il kitem dle
protokolu Il. Byla zmétena koncentrace DNA pomoci spektrofotometru Nanodrop a byla provedena
amplifikace lokusu genomové DNA, ktery byl ovéfen jako kandidatni pomoci specifickych forward
a reverse primert. Po amplifikaci byly PCR produkty naneseny na 1% gel a byly rozdéleny podle své
elektroforetické mobility. Pro orienta¢ni stanoveni molekulové hmotnosti jednotlivych spott byl na gel
nanesen také 1 kb Plus DNA Ladder. Elektroforetogram byl vizualizovan na UV spektrofotometru.
Pokud bylo ve vzorku vice produkti, pak se spoty odpovidajici velikosti ptislusnému lokusu vyiezaly
z gelu, tyto vyfezané kousky gelu byly umistény do ¢istych 1,5ml mikrozkumavek a vzorky byly
extrahovany pomoci GeneJET extraction Kitu. Pokud byl ve vzorku pfitomen pouze jeden specificky
produkt, byla purifikovana pfimo PCR reak¢ni smés vzorku pomoci EX0SAP kitu. Byla opét zméfena
koncentrace DNA a v pfipadé nizké koncentrace byly vzorky zakoncentrovany na centrifugaénim
evaporatoru. Nakonec byly vzorky piipraveny pro sekvenovani firmou SEQme. Dle koncentrace
se vzorek nafedil, viz Tabulka 8, tak aby po pfidavku primeru (forward, nebo reverse) byl celkovy objem
10 ul. Pro jeden produkt byly tedy odeslany vzdy dva vzorky, jeden s forward primerem a druhy

S reverse primerem.
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Tabulka 8: Parametry pro sekvenovani s vlastnimi primery.

Velikost templatu Mnozstvi Primery Celkovy objem
PCR produkt < 500 bp 50 ng
PCR produkt 500-1000 bp 100 ng 25 pmol 10l
PCR produkt > 1000 bp 200ng | (5 ulnebo S pmol-dm?)
Plasmid 500 ng

Pro ovéfeni efektu mutace na transkripci cilového lokusu, a tedy pfipadny efekt na funkci
proteinu byla vyizolovana celkova RNA z kandidatnich EMS mutantt a z kontrolni rostliny pomoci
RNeasy® Plant Mini kitu. RNA byla reverzni transkripci prepsana do ¢cDNA. Poté byla cDNA
amplifikovana pfislusnymi primery pro dany lokus, produkty byly naneseny na gel a byly
elektroforeticky separovany. Poté byl vyhodnocen elektroforetogram a spot s odpovidajici velikosti byl
opét vyfiznut a poslan na sekvenovani. Nakonec byla provedena analyza dat ze sekvenovani, kdy se
sledovala zména genomové sekvence a sekvence transkriptu u EMS mutantni rostliny.
4.4.7.4 Analyza fenotypu identifikovanych kandidati a EMS mutantnich rostlin

Semena identifikovanych kandidat (T-DNA linie), EMS mutantt (zes3-13) a kontrol (smc6b-1,
a W35) byla vysterilizovana metodou pro kontrolovany vysev a byla vyseta na %2 MS zivné médium
s 0,6% agarem a s 20 uM zebularinem a také na ¢isté 2 MS Zivné médium s 0,6% agarem. Sedmidenni
rostliny byly poté pteneseny na misky s agar6zou, kde byly vyskladany jedna vedle druhé, a to tak aby
byly rostliny ve stejné vysce a mely natdhnuté koteny. Poté byla miska vyfocena dnem vzhiru
a Vv programu Imagel byla zméfena délka kazdého kotene. Sledovalo se zkraceni délky kotrene po
ovlivnéni zebularinem v porovnani s kontrolou.

4.4.8 Analyza dvojitych mutantia
4481 Selekce dvojitych mutanti

KftiZenim jednotlivych mutantl v kandidatnich genech byly vytvofeny M1 populace mutantnich
rostlin: rtel1l-1 smc6b-1, rtel1-1 nseda-2 a rtell-1 hpy2-2. Tato semena, ktera byla heterozygotni pro
ob¢ mutantni alely, byla pfemnozena do M2 generace, jez predstavovala populaci segregujici. Z této
generace byly selektovany dvojit¢ homozygotni mutantni rostliny. Z téchto rostlin pak byla odebrana
semena, jez byla vysterilizovana v ethanolovém gradientu a byla vysazena na %> MS médium s 0,6%
agarem. Po 7 dnech byly rostliny pfeneseny do substratu a byl z nich odebran material pro izolaci DNA
pro nasledny genotyping za pomoci specifickych primert. Rostliny, jez byly pozitivni na pfitomnost
obou mutantnich lokusi byly samospraseny, a tim pfevedeny do dal$i generace. Se semeny této populace
se nadale pracovalo.
4.4.8.2 Analyza bunééné smrti

Semena dvojitych mutantl, jednoduchych mutant a kontroly byla vysterilizovana metodou
kontrolovaného vysevu a nasledné vyseta na 2 MS s 0,8% agarem a umisténa do fytotronové komory,

kde byly kultivovany ve vertikalni poloze po dobu 7 dni. Rostliny byly poté pfeneseny na mikroskopické
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sklicko, kde byly zakapnuty roztokem propidium jodidu, coz je fluorescenéni interkala¢ni Cinidlo
pouzivané k barveni nukleovych kyselin, vizualizaci jadra, nebo k hodnoceni zivotaschopnosti bunck,
jelikoz je toto barvivo membranové nepropustné. Nasledné byly rostliny s roztokem propidium jodidu
ptikryty krycim sklem a byly pozorovany pomoci DSD2 mikroskopu se spinning diskem. U kazdé linie
bylo potizeno 30 snimki kotfenové $picky, kdy se hodnotilo mnozstvi mrtvych bunék v kazdém kotenu
a opét se porovnavaly vysledky dvojitych mutantt s mutanty jednoduchymi a kontrolou. Poté byly
koteny rostlin jednotlivych linii snimany pomoci konfokalniho mikroskopu, diky ¢emuz jsme ziskali
reprezentativni fotografie kofenovych Spicek.
4.4.8.3 Analyza replika¢ni aktivity v korenech méfenim diferencialni zony

Semena dvojitych mutantt, jednoduchych mutant a kontroly byla vysterilizovana metodou
kontrolovaného vysevu a nasledné vyseta na 2 MS s 0,8% agarem a umisténa do fytotronové komory,
kde byly kultivovany ve vertikalni poloze po dobu 7 dni. Rostliny byly poté pfeneseny na mikroskopické
sklicko, kde byly zakapnuty roztokem propidium jodidu a byly snimany na konfokalnim mikroskopu.
Nasledné se méfila délka diferencidlni zony jednotlivych kofenil a analyzovala se pfipadna deformace
bunék v této oblasti.
4.48.4 Efekt mutace na somaticky vyvoj rostlin

Semena dvojitych mutantt, jednoduchych mutanti a kontroly byla vysterilizovana metodou
kontrolovaného vysevu a nasledné vyseta na 2 MS s 0,6% agarem. Dvoutydenni rostliny byly nejprve
piesazeny do hliny a byly umistény do fytotronové komory. Nasledn¢ byly ¢tyitydenni, pétitydenni
a Sestitydenni rostliny foceny rostlina po rostlin€, diky ¢emuz byl somaticky vyvoj rostlin dvojitych
mutantll porovnavan s mutanty jednoduchymi a s negativni kontrolou.
4.4.8.5 Senzitivita k riznym genotoxickym latkam

Semena dvojitétho mutanta (rtell-1 smc6b-1), jednoduchych mutantd (rtell-1 a smc6b-1)
a kontroly (Col-0) byla vysterilizovana metodou pro kontrolovany vysev a nasledné byla vyseta
na rastové médium s 0,6% agarem. Po sedmi dnech byly rostliny jednotlivych linii pfeneseny do
tekutého Y2 MS média, kazda do samostatné Sestijamkové desticky, vzdy deset rostlin do jedné jamky,
kdy kazda jamka obsahovala 4 ml ristového média. Rostliny byly pfes noc ponechany bez ptidavku
chemikalii pro lepsi adaptaci na tekuté médium a nasledujictho dne byl pfidan vzdy 1 ml média
s chemikalii s vyslednou koncentraci spocitanou na celkovy objem 5 ml. Senzitivita rostlin byla
testovana k Sesti chemikaliim: zebularinu, bleomycinu, mitomycinu C, camptothecinu a ICRF.
Na miskach byly vzdy dvé negativni kontroly a ve zbylych ¢tyfech jamkach byl vytvoren koncentra¢ni

gradient, viz Obrazek 4. Jednotlivé koncentrace genotoxickych chemikalii jsou uvedeny v Tabulce 9.
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NG1

NG2

Obrazek 4: Schéma rozvrzeni v Sestijamkové desticce. NG1 = negativni kontrola 1, NG2 = negativni

kontrola 2, 1 = nejvyssi koncentrace chemikalie, 2 = druha nejvyssi koncentrace chemikalie, 3 = tfeti

svvr

Rostliny byly takto kultivovany po dobu 13 dnti, posléze byla zvazena jejich celkovd hmotnost.

Z téchto dat byla vytvofena statisticka analyza. Testovani bylo provedeno ve dvou ¢asové od sebe

oddélenych biologickych replikatech.

Tabulka 9: Pfehled koncentraci pouZitych pro jednotlivé genotoxické chemikalie.

Koncentrace
Chemikalie 1 2 3 4
zebularin 20 pmol-dm= | 10 pumol-dm™ | 5 pmol-dm® | 2,5 pmol-dm™
bleomycin 50 nmol dm? | 25 nmol-dm= | 10 nmol-dm=* | 5 nmol-dm
MMC 10 umol-dm= | 5 umol-dm= | 2,5 umol-dm= | 1 umol-dm™
CPT 20 nmol-dm= | 10 nmol-dm® | 5nmol-dm? |2,5nmol-dm?
ICRF 10 umol-dm= | 5 umol-dm= | 2,5 pmol-dm= | 1 umol-dm3
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5 VYSLEDKY
5.1 Kandidatni linie dpcr2

5.1.1 Selekce homozygotnich mutanti

Homozygotni mutanti byly vyselektovani pomoci PCR genotypovani. DNA vyizolovana
Z jednotlivych rostlin byla amplifikovana primery specifickymi pro gen a inzert, viz Tabulka 6,
a nasledn¢ elektroforeticky rozdélena na gelu. Po vizualizaci elektroforetogramu byli vybrani jedinci
obsahujici pouze produkty odpovidajici inzertu.
5.1.2 Validace kandidatnich geni

Pro validaci zes3-13 kandidatniho genu byla vyseta semena homozygotnich mutantti T-DNA
linie na 2 MS médium s 0,6% agarem (mock), a také na %2 MS médium s 0,6% agarem a s piidavkem
20 umol-dm™ zebularinu (ZEB). Rostliny byly hodnoceny na zdkladé délky kofene vV porovnani
S kontrolnimi rostlinami. Rostlinna linie W35, ktera je vaci zebularinu rezistentni, slouzila jako
negativni kontrola a sSmc6b-1 mutantni rostliny, jeZ jsou vysoce senzitivni, slouzily jako kontrola
pozitivni. Opravdovy kandidat musi na médiu se zebularinem vykazovat znaéné zkraceni kofene
a omezeni rustu oproti negativni kontrole, na¢ez na médiu bez chemikalie se délkou kotene k negativni
kontrole piiblizuje. Tento projev kandidatnich rostlin 1ze vidét na Obrazku 5. Rostliny T-DNA linie byly
také srovnany s dpcr2 kandidatem vybranym z EMS mutantnich linii, na jehoz zakladé byla objednana
dana T-DNA linie. U téchto rostlin byla pozorovana podobna délka kofene na 2 MS i na %4 MS

se zebularinem. Jednotlivé fenotypy jsou uvedeny na Obrazku 5.

W35 smc6b-1 dpcr2 rtel1-1

Obrazek 5: Analyza délky kofene jednotlivych rostlinnych linii na %2 MS médiu (mock) a na %2 MS
médiu se zebularinem (ZEB).
W35 negativni kontrola, smc6b-1 pozitivni kontrola, dpcr2 EMS linie uréena k validaci, rtel1-1 T-DNA

linie. Mé&fitko = 1 cm.
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5.1.3 Komplementacni k¥iZeni

Komplementa¢nim kfizenim bylo analyzovano, zda kandidatni rostlina dpcr2 nese mutaci
ve stejném genu jako T-DNA linie rtel1-1. Na Obrazku 6 je uveden vysledek komplementaéniho ktiZeni
véetné kontrol (W35 — negativni, Smc6b-1 — pozitivni, dpcr2 kandidat, rtel1-1 T-DNA linie). U rostlin
byla po kiizeni analyzovana délka kofené na 2 MS médiu s 0,6% agarem (mock) a na 2 MS médiu
$0,6% agarem a s 20 umol-dm™ zebularinu (ZEB). Komplementa¢nim kiiznim bylo prokézano,
ze mutace lezi v tomtéz genu, jelikoz po kiizeni byla vyprodukovana generace se 100 % senzitivnich
rostlin na zebularin. Pokud by mutace byla v jiném genu, pak by vznikla populace byla k zebularinu

rezistentni.

smc6b-1 dpcr2 rtell-1  dpcr2 rtell-1

Obrazek 6: Komplementaé¢ni kiiZeni kandidatni rostliny dpcr2 na %2 MS médiu (mock) a na % MS
médiu se zebularinem (ZEB).

W35 negativni kontrola, smc6b-1 pozitivni kontola, dpcr2 EMS linie urena k validaci, rtel1-1 T-DNA
linie a dpcr2 rtell-1 dvojity mutant vznikly kiizenim. Méfitko = 1 cm.
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5.1.4 Ovéreni mutace Sangerovym sekvenovanim

Pro ovéfeni pozice mutace Sangerovym sekvenovanim byla z dpcr2 kandidatnich rostlin
nejprve izolovana DNA, kterd byla nasledné amplifikovana pomoci specifickych primerii pro RTEL1
gen anasledné byla elektroforeticky separovana. Produkty piisluSné velikosti byly vyfezany z gelu,

purifikovany a odeslany na sekvenovani spole¢né s negativni kontrolou W35.

~ -

t -
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500 —— - - -
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M 1 2 3 4

Obrazek 7: RTEL1 genové produkty dpcr2 kandidatni linie a negativni kontroly W35
s o¢ekavanou velikosti produkti 1222 bp a 685 bp. Sekvence viz Obrazek 9 a 10.
Jamka 1 a 3 = W35, jamky 2 a 4 = dpcr2. M = marker molekulové hmotnosti, 1kb DNA ladder Plus.
Pouzité primery podrobnéji v Tabulce 6.

Po ovéfeni mutace v genomové sekvenci bylo nezbytné potvrdit efekt mutace na Grovni
transkriptu. Byla vyizolovana RNA, z niZ byla nasyntetizovana cDNA, ktera byla taktéZz amplifikovana,
elektroforeticky separovana, vyfiznuta z gelu, purifikovana a odeslana na sekvenovani firmou SEQme.

Ocekavana délka produktu byla 566 bp, kdy byl ziskan produkt kratsi.

—
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Obrazek 8: Elektroforeticka separace ¢cDNA dpcr2 kandidatni linie S o¢ekavanou velikosti

produktu 566 bp. Sekvence viz Obrazek 11.

M = marker molekulové hmotnosti, 1kb DNA ladder Plus. Pouzité primery podrobnéji v Tabulce 6.
Porovnanim sekvenci pfislusného lokusu dpcr2 kandidata a kontroly W35, bylo nasledné

zjisténo, Ze u mutantni linie doslo k zadméné cytosinu za adenin v ¢asti genu odpovidajici

ATP-dependentni doméné, coz je zobrazeno na mapé RTEL1 genu, viz Obrazek 9.
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| DEAD-fike helicase | [ Helicase, ATP-dependent, c2... |

Obriazek 9: Schématické znazornéni genu RTEL1 u Arabidopsis thaliana.

Cerna ¢ara = introny, Zluté boxy = exony, zelené zvyraznéni = domény (DEAD-like helikizova doména
a ATP-dependentni helikdzova doména). Mutace dpcr2 zptisobuje zaménu C za A v oblasti intronu pred
exonem 15, rtel1-1 je T-DNA inzerce pteruSujici gen v exonu 6 v DEAD-like helikazové doméné.

'

gtaaaacagGTTAAATTGAAACGAGAGTTTCTGGATGAACAATCACAACTTGCAGATGTTAAGgtLgagttca
W35 e o L R o o e e R
CattttgtcCAATTTAACTTTGCTCTCAAAGACCTACTTGTTAGTGTTGAACGTCTACAATTCcactcaagt
Helicase, ATP-dependent, c2 type

gtaaaacagGTTAAATTGAAACGAGAGTTTCTGGATGAACAATCACAACTTGCAGATGTTAAGgLtgagttca

dpcr2

GTAAAACAGGTTAAATTGAAACGAGAGTTTCTGGATGAACAATCACAACTTGCAGATGTTAAGGAGTTCA

Obrazek 10: Srovnani sekvenci genomové DNA W35 kontrolni linie s dpcr2 kandidatni linii,

ve které doSlo ke ziméné cytosinu za adenin v ATP-dependentni helikazové doméné.

CAGATCCTAGGGTTAAATTGAAACGAGAGTTTCTGGATGAACAATCACAACTTGCAGATGTTAAGCTTCCAAGATC,

STCTAGGATCCCAATTTAACTTTGCTCTCAAAGACCTACTTGTTAGTGTTGAACGTCTACAATTCGAAGGTTCTAG
exon 15
[ splice donor site dpcr2 ]
CAGATCCTAGGGTTAAATTGAAACGAGAGTTTCTGGATGAACAATCACAACTTGCAGATGTTAAGCTTCCAAGATC,
dpcr2

SAGATCCTAGG[= === === - - - - m - - - - - - - - - - — - —-----------=-=-=-- cTTccaaGcAaTC,

|
I

Obriazek 11: Srovnani cDNA sekvenci W35 kontrolni linie a dpcr2 kandidatni linie, u které doslo

—

=
=

_

K vystFiZeni exonu 15 (jedna se o tzv. splice donor site variantu).

Srovnanim sekvenci CDNA na Obrazku 11, 1ze vidét, ze zaména cytosinu za adenin zpusobuje
vystfizeni celého exonu 15. Na 3" konci tohoto exonu se nachazi splice donor site misto, jez ovliviiuje
sestfih mRNA vlakna. Diky jednonukleotidové zaméné v sekvenci intronu za 3” koncem exonu 15
dochazi ke zméné sestfihu mRNA vldkna. VystiiZzeni exonu zplsobuje pravdépodobné nefunkénost

celého proteinu, jelikoz postihuje pravé ATP-dependentni helikdazovou doménu.
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5.1.5 Citlivost identifikovanych kandidata k zebularinu

Analyza fenotypu byla provedena pomoci méfeni délky kofent kandidatni linie dpcr2
ve srovnani s T-DNA linii rtel1-1 a kontrolnimi liniemi. Rostliny byly vysazeny na 2 MS médium
s 0,6% agarem bez ptidavku chemikalii a na ¥» MS médium s 0,6% agarem s pfidavkem 20 umol-dm™
zebularinu. Byla méfena délka kofent sedmidennich rostlin, a to ve tfech samostatnych biologickych
replikatech. Z hodnot naméfenych délek kofenii byla nasledné vyhodnocena statistickda analyza
v programu ANOVA a byla provedena také srovnavaci analyza Tukey testem, ktery umoziuje nezavisle
srovnat priméry riznych vzorkli v ramci jednoho experimentu a vyhodnocuje tak stejné a odlisné
skupiny. Statistickou analyzou byly rostlinné linie roziazeny podle citlivosti k zebularinu do tii skupin.
Skupinu A tvori W35 rostlinna linie, jez je rezistentni k zebularinu, skupinu B tvofi linie dpcr2 a rtel1-1
vykazujici velmi podobnou senzitivitu k zebularinu a skupina C zahrnuje vysoce senzitivni rostlinnou

linii smc6b-1 slouzici jako pozitivni kontrola.

Redukce délky kotentli na médiu se

70 - zebularinem
a
60 1 =
S 50 -
4
g 40 - b 0
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= -
N c
20 - r
10 A L
0
a " N =
= 8§ & 3
g —

Graf 1: Analyza fenotypu rtell-1 a dpcr2 linie ve srovnani s negativni kontrolou W35 a pozitivni
kontrolou smc6b-1.
Genotypy oznacené stejnym pismenem nejsou signifikantné odlisné (jednofaktorova analyza rozptylu
ANOVA doplnéna mnohonasobnym porovnanim Tukey-HSD). P < 0,05. n > 20. Smérodatné odchylky
oznacuji prumér ze tii bilogickych replikatd.
5.2 Analyza fenotypu dvojitych mutanti
5.2.1 Selekce dvojitych homozygotnich mutanti

Dvojit¢ homozygotni mutanti byly vyselektovani pomoci amplifikace vyizolované DNA
Z jednotlivych rostlin a naslednému elektroforetickému rozdéleni na gelu. Rozliseni genového produktu
a inzertu bylo docileno pomoci specifickych primerti navrzenych na T-DNA linii (viz Tabulka 6).
Pomoci genotypovani dvou alelovych sekvenci odpovidajicich genu a inzertu, byly vyselektovani

dvojiti mutanti rtel1-1 smc6b-1, rtel1-1 nseda-2 a rtell-1 hpy2-2.
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smc6b-1 rtel1-1 rtel1-1 smc6b-1

Obriazek 12: Analyza délky kofene rtel1-1 smc6b-1 mutantni linie na % MS médiu (mock).
W35 negativni kontrola, Smc6b-1 a rtell1-1 jednoduché mutantni linie, rtel1-1 smc6b-1 linie dvojitych

g—sooo

mutantu. Méfitko = 1 cm.
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Obrazek 13: PCR genotypovani rtell-1 smc6b-1 dvojitého mutanta na piitomnost inzertni alely
smc6b-1.
Jamky 1 —7 = vzorky. Jamky 8 = Col-0 negativni kontrola. Jamky 9 = smc6b-1 pozitivni kontrola. Prvni
jamka: amplifikace ptivodniho genu. Druha jamka: amplifikace inzertni alely smc6b-1. M = marker
molekulové hmotnosti, 1kb DNA ladder Plus. Primery podrobné&ji v Tabulce 6.
5.2.2 Analyza bunééné smrti u rtel1-1 smc6b-1 linie

Analyza bunécéné smrti byla zaloZzena na pozorovani poctu odumfielych bun€k v kofenovém
meristému. Kofeny sedmidennich rostlin byly barveny propidium jodidem a pozorovany DSD2
mikroskopem se spinning diskem. Hodnoceny byly ¢tyfi linie: Col-0, jako negativni kontrola, linie
jednoduchych mutantna rtell-1 a smc6b-1 a dvojiti mutanti rtel1-1 smc6b-1. Celkem bylo hodnoceno
30 rostlin od kazdé linie a nasledné¢ byly vytvofeny reprezentativni fotografie jednotlivych linii

na konfokalnim mikroskopu, viz Obrazek 14.

39



rtell1-1 rtel1-1 smc6b-1

Obrazek 14: Analyza bunééné smrti v kofenovém meristému jednotlivych linii.
Col-0 (negativni kontrola), rtel1-1 a smc6b-1 (kontrolni linie jednoduchych mutantt) a rtel1-1 smc6b-1
(dvojity mutant). Kofeny byly barveny vitalni barvou propidium jodidem. Tmava mista v koteni znaci
mrtvé bunky. Métitko = 100 pm.

Analyzou bunééné smrti bylo zjisténo, ze u negativni kontroly Col-0 k odumirani bunék
V kofenovém meristému nedochazi a architektura kotfene je neporuSena, u rtell-1 a smc6b-1
jednoduchych mutantti dochazi k odumirani jedné az dvou bunék s mirnymi zménami v kofenové
architektuie. U dvojitych mutantl dochazi k odumirani vétsiho poétu bunék v kofenovém meristému,
dochazi ke zna¢nému naruseni kofenové architektury, viditelnému zkraceni diferencialni zony kotene
a jeho celkovému zkraceni. U dvojitych mutantt I1ze také vidét posun zony kotfenového vlaseni blize
ke kofenové Spicce.
5.2.3 Méfeni diferencialni zony u dvojitych mutantu rtel1-1 smc6b-1

Méfeni diferencialni zony bylo provedeno na sedmidennich rostlinach za pouziti propidium
jodidového barveni. Na DSD2 mikroskopu byly pozorovany kofeny rostlin s naslednym potizenim
snimku kazdého kotene. Poté byly zméfeny délky diferencidlni zony jednotlivych rostlinnych linii:
Col-0 negativni kontroly, jednoduchych mutanti rtel1-1 a smc6b-1 a dvojitych mutanta rtel1-1 smc6b-1.
Reprezentativni fotografie jsou uvedeny na Obrazku 15. Naméfené hodnoty byly zpracovany
statistickou analyzou v programu ANOVA (jednofaktorova analyza rozptylu ANOVA doplnéna

mnohonasobnym porovnanim Tukey-HSD) a byl z nich vytvofen Graf 2.
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Col-0 rtell1-1 smc6b-1 rtel1-1 smc6b-1

Obrazek 15: Analyza délky diferencidlni zony jednotlivych rostlinnych linii.

Col-0 (negativni kontrola), rtel1-1 a smc6b-1 (kontrolni linie jednoduchych mutantt) a rtel1-1 smc6b-1
(dvojity mutant). Kofeny byly barveny propidium jodidem, foceny na konfokalnim mikroskopu a délka
meristematické zony byla méfena v programu Imagel. Bild Sipka oznacuje misto pfechodu mezi
meristematickou a diferencialni zonou kotene. Métitko = 100 um.

Na Obrazku 15 je oznacen konec diferencialni zony u kotfene kazdé¢ linie. U jednoduchych
mutantl 1ze vidét mirné zkraceni diferencialni zony oproti kontrolni rostling Col-0. U dvojitého mutanta
rtel1-1 smc6b-1 1ze pak vidét zkraceni této zony oproti kontrolni rostliné vyraznéji. Lépe je zkraceni
diferencialni zény znazornéno v Grafu 2. Z naméfenych hodnot byla vyhodnocena statisticka analyza
programem ANOVA (jednofaktorova analyza rozptylu ANOVA doplnéna mnohonasobnym
porovnanim Tukey-HSD), diky kterym byly rostlinné linie rozdéleny do tfi skupin. Skupina A zahrnuje
Col-0 negativni kontrolu, skupina B zahrnuje rtel1-1 a smc6b-1 mutantni linie a skupinu C tvoti dvojity
mutant rtel1-1 smc6b-1. Z téchto dat vyplyva, ze u dvojitého mutanta doslo ke zkraceni diferencialni
z6ny o vice nez 100 um oproti Col-0 rostlinné linii a o vice nez 50 pm oproti jednoduchym mutantnim

liniim.
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Graf 2: Analyza délky diferencialni zény u jednotlivych rostlinnych linii.
Col-0 (negativni kontrola), rtel1-1 a smc6b-1 (kontrolni linie jednoduchych mutantt) a rtel1-1 smc6b-1
(dvojity mutant). Genotypy oznacené stejnym pismenem nejsou signifikantné odlisné (jednofaktorova
analyza rozptylu ANOVA doplnéna mnohonasobnym porovnanim Tukey-HSD). P <0,05. n > 20.
Smérodatné odchylky oznacuji primér z jednoho bilogického replikatu.
5.2.4 Efekt mutace na somaticky vyvoj rostlin
5.2.4.1 Dvojiti mutanti rtel1-1 smc6b-1

Semena jednotlivych rostlinnych linii byla vysazena na 2 MS médium a po sedmi dnech byly
rostliny pfeneseny z zivného média do substratu. Fenotyp rostlin byl analyzovan u ¢étyitydennich,

petitydennich a Sestitydennich rostlin.
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Obrazek 16: Analyza efektu mutace na somaticky vyvoj dvojittho mutanta rtell-1 smc6b-1

vV porovnani s jednotlivymi rostlinnymi liniemi.

Col-0 negativni kontrola, rtel1-1 a smc6b-1 kontrolni linie jednoduchych mutantd, rtell-1 smcéb-1
dvojity mutant. A = ctyitydenni rostliny, B = pétitydenni rostliny, C = Sestitydenni rostliny.
Meftitko = 1 cm.

Na Obrazku 16 v iadku A jsou zobrazeny Ctyitydenni juvenilni rostliny, u nichz Ize vidét
zmenSeni rostliny jednoduchého mutanta rtell-1 oproti kontrolni rostling, a také vyrazné zmenseni
dvojitého mutanta rtel1-1 smc6b-1, jak oproti Col-0 negativni kontrole, tak i oproti jednoduchym
mutantim. Radek B zahrnuje pétitydenni rostliny, kdy je rostlina jednoduchého mutanta rtel1-1 mensi
oproti negativni kontrole, a navic ma deformované podlouhlé listy. Rostlina rtel1-1 smc6b-1 dvojitého
mutanta je vyrazné mensi oproti ostatnim rostlinnym liniim a ma také vyrazné deformované podlouhlé
listy. U viech mutantnich linii 1ze pozorovat jiz vytvoteny stonek a kvét oproti negativni kontrole. Radek
C zobrazuje Sestitydenni rostliny, u nichz jsou rozdily nejlépe viditelné. U rostliny rtel1-1 mutanta Ize
opét sledovat mensi velikost jak oproti Col-0, tak i oproti smc6b-1 linii. Dale lze u jednoduchého
mutanta pozorovat deformaci listd. Dvojity mutant rtel1-1 smc6b-1 je opét vyrazné mensi oproti

ostatnim rostlinnym liniim s vyrazné deformovanymi zizenymi listy.
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Obrazek 17: Analyza efektu mutace na somaticky vyvoj dvojit¢tho mutanta rtell-1 smc6b-1
V porovnani s jednotlivymi rostlinnymi liniemi v horizontalni poloze.
Col-0 negativni kontrola, rtel1-1 a smc6b-1 kontrolni linie jednoduchych mutantu, rtell-1 smc6b-1
dvojity mutant. A = pétitydenni rostliny, B = Sestitydenni rostliny. Méfitko = 1 cm.

Obrazek 17 zobrazuje pétitydenni a Sestitydenni rostliny jednotlivych rostlinnych linii
Vv horizontalni poloze, kdy v fadku A lze vidét, ze vSechny mutantni linie oproti Col-0 negativni kontrole
vytvofily jiz stonek a kvét. I zde 1ze sledovat vyrazné mensi velikost rtel1-1 smc6b-1 dvojitého mutanta
ve srovnani s ostatnimi rostlinami. Radek B zahrnuje $estitydenni rostliny. U Col-0 negativni kontroly
doslo také ke tvorbé stonku a kvétu, avSak své maximalni velikosti jest¢ nedosahla. Mutantni rostliny
své maximalni velikosti jiz dosahly diky ¢emuz lze vidét, Ze dvojity mutant rtel1-1 smc6b-1 ma vyrazné
kratsi stonek oproti jednoduchym mutanttim. Zaroven i zde lze vidét jeho mensi velikost oproti ostatnim
rostlinnym liniim. CelkoVv¢ lze pak vyhodnotit, Ze rtel1-1 smc6b-1 dvojity mutant ma vyrazné zhorSeny

somaticky vyvoj oproti kontrolnim rostlinam, a to zejména kvili napadnému zmenseni celé rostliny,
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a také kvili silné deformaci listl. Z téchto dat 1ze usuzovat, ze se faktory RTEL1 a SMC6B uplatiiuji
pfi somatickém vyvoji rostlin v riznych drahéch.
5.2.5 Analyza senzitivity ke genotoxickym latkam u dvojitych mutanti rtel1-1 smc6b-1
Senzitivita ke genotoxickym latkdm byla analyzovana u dvojitych mutantd rtell-1 smcéb-1
ve dvou samostatnych biologickych replikatech, tieti replikat nebyl z ¢asovych divoda zrealizovan.
Testovany byly tyto rostlinné linie: Col-0 linie jako negativni kontrola, rtel1-1 a smc6b-1 jednoduché
mutantni linie a rtell-1 smc6b-1 dvojitd mutantni linie. Senzitivita rostlin byla testovana k péti
genotoxickym ¢inidlim, a to zebularinu, bleomycinu, mitomycinu C, camptothecinu a ICRF, vzdy ve
ctyfech riznych koncentracich. Pouziti riznych koncentraci mélo zajistit pozorovani ruzné Skaly
puisobeni genotoxickych latek, diky ¢emuz bylo mozno odhalit i drobné zmény. Nasledné byl

analyzovan Ubytek hmotnosti na médiu s chemikalii v porovnani s médiem bez chemikalie.

Celkova hmotnost rostlin po kultivaci na médiu se

zebularinem
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Graf 3: Analyza senzitivity dvojitého mutanta rtel1-1 smc6b-1 k zebularinu.

Col-0 negativni kontrola, rtel1-1 a smc6b-1 kontrolni linie jednoduchych mutanti a rtel1-1 smc6b-1
dvojity mutant. Genotypy oznacené stejnym pismenem nejsou signifikantné odlisné (jednofaktorova
analyza rozptylu ANOVA doplnéna mnohonasobnym porovnanim Tukey-HSD). P < 0,05. n > 20.
Smérodatné odchylky oznacuji primér ze dvou bilogickych replikata.

Rostlinné linie byly po kultivaci na médiu se zebularinem hodnoceny statistickou analyzou
rozptylu ANOVA doplnénou o mnohonasobné porovnani Tukey-HSD. K zebularinu vykazuje nejvyssi
citlivost dvojita mutantni linie rtel1-1 smc6b-1 spole¢né s linii jednoduchych mutanti smc6b-1, ktera je
vSak k zebularinu extrémné citliva. Nemoznost rozliSeni senzitivit téchto dvou rostlinnych linii je

zpusobeno bud’ participaci téchto faktort ve stejné draze, nebo nedostate¢nym opakovanim analyzy.
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Celkova hmotnost rostlin po kultivaci na médiu s
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Graf 4: Analyza senzitivity dvojitého mutanta rtel1-1 smc6b-1 k bleomycinu.

Col-0 negativni kontrola, rtel1-1 a smc6b-1 kontrolni linie jednoduchych mutantii a rtel1-1 smc6b-1
dvojity mutant. Genotypy oznaené stejnym pismenem nejsou signifikantné odlisné (jednofaktorova
analyza rozptylu ANOVA doplnéna mnohonasobnym porovnanim Tukey-HSD). P < 0,05. n > 20.
Smérodatné odchylky oznacuji pramér ze dvou bilogickych replikatu.

Rostlinné linie byly po kultivaci na médiu s bleomycinem hodnoceny statistickou analyzou
rozptylu ANOVA doplnénou o mnohonasobné porovnani Tukey-HSD. U tifech vyssSich koncentraci
vykazuje K bleomycinu nejvyssi citlivost rtell-1 smc6b-1 dvojitd mutantni linie spole¢né s linii
jednoduchych mutant rtel1-1. Nemoznost rozliseni senzitivit téchto dvou rostlinnych linii je zptisobeno

bud’ participaci téchto faktorti ve stejné draze, nebo nedostateénym opakovanim analyzy.
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Graf 5: Analyza senzitivity dvojitého mutanta rtel1-1 smc6b-1 k MMC.

Col-0 negativni kontrola, rtel1-1 a smc6b-1 kontrolni linie jednoduchych mutantii a rtel1-1 smc6b-1
dvojity mutant. Genotypy ozna¢ené stejnym pismenem nejsou signifikantné odlisné (jednofaktorova
analyza rozptylu ANOVA doplnéna mnohonasobnym porovnanim Tukey-HSD). P < 0,05. n > 20.
Smérodatné odchylky oznacuji pramér ze dvou bilogickych replikatu.

Rostlinné linie byly po kultivaci na médiu s MMC ¢inidlem rozdéleny statistickou analyzou
rozptylu ANOVA doplnénou o mnohonasobné porovnani Tukey-HSD do skupin dle své senzitivity
(Gbytku celkové hmotnosti rostlin). Senzitivitu rostlin lze pozorovat pouze pii pouziti vysSich
koncentraci 10 a 5 umol-dm™> MMC v médiu. V obou piipadech pouzitych koncentraci tvoii skupinu A
rostlinné linie negativni kontroly Col-0 a obé linie jednoduchych mutantt rtel1-1 a smc6b-1. Skupinu B
poté tvori samostatné linie dvojitych mutanti rtel1-1 smc6b-1, ktera vykazuje na toto ¢inidlo vyraznou
senzitivitu v porovnani s ostatnimi liniemi. Pfi pouziti obou vy$Sich koncentraci ¢inidla doslo

u dvojitych mutanti k ubytku hmotnosti o vice nez 20 % ve srovnani s negativni kontrolou.
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Celkova hmotnost rostlin po kultivaci na médiu s CPT
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Graf 6: Analyza senzitivity dvojitého mutanta rtel1-1 smc6b-1 k CPT.

2,5

Col-0 negativni kontrola, rtell-1 a smc6b-1 kontrolni linie jednoduchych mutanti a rtel1-1 smc6b-1

dvojity mutant. Genotypy ozna¢ené stejnym pismenem nejsou signifikantné odlisné (jednofaktorova

analyza rozptylu ANOVA doplnéna mnohonasobnym porovnanim Tukey-HSD). P < 0,05. n > 20.

Smérodatné odchylky oznacuji pramér ze dvou bilogickych replikatu.
Rostlinné linie byly po kultivaci na médiu s CPT hodnoceny statistickou analyzou rozptylu

ANOVA doplnénou o mnohonasobné porovnani Tukey-HSD. Byla hodnocena senzitivita rostlin

pomoci ubytku jejich celkové hmotnosti. U této analyzy vSak nelze pozorovat zadné rozdily mezi

senzitivitami jednotlivych rostlinnych linii.
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Graf 7: Analyza senzitivity dvojitého mutanta rtel1-1 smc6b-1 k ICRF.

Col-0 negativni kontrola, rtel1-1 a smc6b-1 kontrolni linie jednoduchych mutantii a rtel1-1 smc6b-1
dvojity mutant. Genotypy ozna¢ené stejnym pismenem nejsou signifikantné odlisné (jednofaktorova
analyza rozptylu ANOVA doplnéna mnohonasobnym porovnanim Tukey-HSD). P < 0,05. n > 20.
Smérodatné odchylky oznacuji pramér ze dvou bilogickych replikatu.

Rostlinné linie byly po kultivaci na médiu s ICRF hodnoceny statistickou analyzou rozptylu
ANOVA doplnénou o mnohonasobné porovnani Tukey-HSD. Rostlinné linie byly u vSech ctyf
pouzitych koncentraci slouceny pouze do jedné skupiny. Hodnoty ubytku hmotnosti jednotlivych
rostlinnych linii si byly tedy statisticky blizké. I pfes tuto skutecnost lze vSak u nejvyssich dvou
pouzitych koncentraci sledovat vyraznéjsi ubytek hmotnosti u rtel1-1 smc6b-1 linie dvojitych mutantt,

u nichz doslo ke zmengeni hmotnosti 0 23 % pfi pouziti koncentrace 10 pmol-dm=a 0 17 % pfi pouziti

koncentrace 5 pmol-dm oproti negativni kontrole Col-O0.
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5.2.5.1 Dvojiti mutanti rtel1-1 nsed4a-2

Pomoci PCR genotypovani byly vyselektovani dvojiti mutanti rtel1-1 nse4a-2, avsak po jejich
samosprasSeni nebyla vyprodukovdna homogenni populace homozygotnich rostlin. Genotypovani
ziejmé nebylo provedeno Gspésné, a proto se v populaci nachazely i heterozygotni rostliny. Z tohoto
dtvodu bylo provedeno jesté jedno ovéieni, viz Obrazek 18, kdy byly tii étrnactidenni rostliny riznych
fenotypll genotypovany a bylo potvrzeno, ze rostlina 3 odpovidé recesivnimu homozygotu. Nasledné
byli dalsi kandidati vybirani dle fenotypu. Celkem bylo vybrano osm kandidatnich rostlin, u nichz
se provedlo kontrolni genotypovani, viz Obrazek 19. To potvrdilo, ze dany fenotyp odpovidal

recesivnim homozygotim.
1 2 3 nsed4a-2 rtell-1 Col-0

Obrazek 18: Riizné fenotypy rtell-1 nsed4a-2 dvojitych mutanti.
Dvojiti mutanti rtel1-1 nsed4a-2 (1-3), kontrolni rostliny jednoduchych mutanti nse4a-2 a rtell-1

a Col-0 negativni kontrola. Métitko = 1 cm.
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Obrazek 19: PCR genotypovani dvojitého mutanta rtell-1 nse4a-2 na piitomnost nse4a-2 inzertni
alely.

Jamky 1 — 9 a1l -9 = jednotlivé vzorky. Jamky N, N a R, R = kontrolni linie jednoduchych mutantt
(N, N = nseda-2 a R, R = rtell1-1). C, C = negativni kontrola pro inzertni alelu (Col-0 rostlinna linie).

Jamky bez podrzeni byly testovany na pfitomnost ptivodni alely, jamky s podtrzenim byly testovany

na pritomnost inzertni alely. M = marker molekulové hmotnosti, 1kb DNA ladder Plus. Pro PCR

genotypovani byly pouzity primery uvedené v Tabulce 6.

Dale byl sledovan fenotyp dospélych rostlin dvojitych mutantl Vv porovnéni s nse4a-2
jednoduchym mutantem a negativni kontrolou Col-0, viz Obrazek 20. Na obrazku lze vidét, Ze rostliny
dvojitych mutant jsou oproti kontrolnim rostlinam vyrazné¢ mensi, a i pfes svou malou velikost

vytvorily jiz stonek a kvét. Rostliny v§ak maji vyrazné¢ snizenou fertilitu.
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nse4a-2 Col-0

rtel1-1 nse4a-2 3

Obrazek 20: Fenotyp dospélych rostlin rtel1-1 nsed4a-2 dvojitych mutanti v porovnani s nse4a-2
jednoduchym mutantem a negativni kontrolou Col-0.
Mgeftitko =1 cm.
5.2.5.2 Dvojiti mutanti rtel1-1 hpy2-2

Pomoci PCR genotypovani byly selektovani dvojiti mutanti rtell-1 hpy2-2, viz Obrazek 21.
Jednalo se o segregujici populaci, z niz byly rostliny vybirany dle o¢ekavaného zhorSeného fenotypu
u dvojitych mutant. Na obrazku lze vidét populaci rostlin, kdy urcita ¢ast neni zivotaschopna, tyto
rostliny byly vybrany jako kandidatni. PCR genotypovani dvojitych mutantti bylo provedeno v jednom
smésném vzorku (P) ze vSech Sesti kandidatd, viz Obrazek 22. To potvrdilo, Zze dany fenotyp odpovidal

recesivnim homozygotiim.

Obrazek 21: Selekce dvojité homozygotnich mutantu rtel1-1 hpy2-2.
P = smésny vzorek ze Sesti kandidatnich rostlin, 1 — 4 = predpokladané heterozygotni rostliny.

Meéfitko =1 cm.
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Obrazek 22: PCR genotypovani dvojitého mutanta rtel1-1 hpy2-2 na pritomnost hpy2-2 inzertni

alely.
Jamky P, 1—-4aP, 1—4=jednotlivé vzorky. Jamka H, H a R, R = kontrolni linie jednoduchych mutanti

(H,H=hpy2-2, R, R =rtel1-1), C, C = negativni kontrola pro inzertni alelu (Col-0 rostlinna linie). Jamky

bez podrzeni = testované na pritomnost ptivodni alely, s podtrzenim = testované na pfitomnost inzertni

alely. M = marker molekulové hmotnosti, 1kb DNA ladder Plus. Pro PCR genotypovani byly pouzity

primery uvedené v Tabulce 6.
rtel1-1 hpy2-2

14 3
Y ';e..’r. .rf'

Col-0

Thpy2-2  rtell-l
Obrazek 23: PiredbéZna geneticka analyza procentualniho zastoupeni dvojité homozygotnich
mutanti v populaci.

Kontrolni linie jednoduchych mutant hpy2-2 a rtel1-1 a negativni kontrola Col-0. Méfitko = 1 cm.
Vzhledem K fenotypu pozorovaného u dvojitych mutantti bylo o¢ekavano, ze 25 % rostlin
z populace dvojitych mutanti bude tomuto fenotypu odpovidat, vysledky jsou uvedeny v Tabulce 10.

Tabulka 10: Procentualni zastoupeni letalnich rostlin v populaci.

ST Pocet vysazenych | Pocet letalnich Z.aSt.o upent letalmch
Rostlinné linie D . jedincti v populaci
semen jedinct [%]
rtel1-1 hpy2-2 60 16 25
hpy2-2 21 2 9,5
rtell-1 21 0 0
Col-0 21 0 0
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6 DISKUSE

Tato prace je zamétena na identifikaci genti podilejicich se na opravach DNA-proteinovych
crosslinki v DNA u huseni¢ku rolniho. Pro vyzkum vsak nebyl pouzit klasicky pfistup reverzni
genetiky, ale naopak bylo vyuZzito dopfedného genetického screenu. Dopfednd genetika umoziuje
identifikaci a analyzu novych genti za pomoci rozliseni zmén v DNA fetézci, jez maji specificky
fenotypovy projev oproti negativni kontrole. Hlavnim prvkem dopfedné genetiky je mutagenizovana
populace rostlin, ze které jsou vybirany kandidatni rostliny. Diky tomuto pfistupu z pocatku neni
zapotiebi zadna informace o DNA sekvenci, ale pracuje se piedevsim s fenotypem kandidata a jejich
specifitou a citlivosti za riznych podminek (Alonso et Ecker, 2006). Nasledné je vSak zapotiebi
identifikovat gen, ktery je za dany projev odpovédny a charakterizovat jeho funkci. Hlavni vyhodou
doptfedného genetické screenu pak je, Ze mohou byt objeveny naprosto nové, mnohdy neocekavané
kandidatni geny.

Experimentalni ¢ast mé diplomové prace tzce navazuje na vyzkum Karin Krusky, jenz byl
proveden v ramci jeji diplomové prace v roce 2017 v Max Planck Institute for Plant Breeding. Pro tento
vyzkum byla vytvofena EMS mutagenizovana populace pfiblizné 10 000 semen rostliny Arabidopsis
thaliana, linie W35, jeZz byla nasledné rozdélena do 108 skupin. EMS je alkylaéni ¢inidlo, které
zplisobuje ndhodné mutace v DNA pomoci substituci nukleotidli, zejména pak alkylaci guaninu
(Kruska, 2017). U mutagenizovanych rostlin Arabidopsis thaliana byl proveden screen pro identifikaci
gend podilejicich se na opravach DNA-proteinovych crosslinkd vyvolanych zebularinem. Zebularin
je analogem cytidinu, a je tak schopen inkorporovat se do DNA fetézce, kde vytvaii kovalentni vazbu
mezi methyltransferazou 1 (MET1) a DNA fetézcem, ¢imz tvoii fyzickou bariéru pro enzymy
zprostiedkovavajici replikaci a transkripci. U Arabidopsis thaliana bylo prokazano, Ze zebularin
indukuje odpovéd’ na posSkozeni DNA fetézce, které je nejlépe opravovano pomoci SDSA mechanismu
homologni rekombinace (Liu et al., 2015). Pokud kandidatni rostliny vykazuji zvySenou senzitivitu
k zebularinu, je pravdépodobné, Ze gen, jenz je urostlin vyfazen, bude zapojen do oprav
DNA-proteinovych crosslinki. Zatimco u negativni kontroly dochdzi na médiu se zebularinem
ke zkraceni kofene piiblizné o 30 %, kandidatni rostliny pak musi vykazovat na médiu se zebularinem
zkraceni kotene alespont o 60 % a zaroven se za normalnich podminek musi svou délkou kotene
priblizovat k negativni kontrole. Takto dochazi k vyrazeni necitlivych kandidatt, a také rostlin
se zavaznymi vyvojovymi vadami zpusobenymi EMS ¢inidlem, které vykazuji extrémni zkraceni
kotene jak za norméalnich podminek, tak i na médiu se zebularinem (Kruska, 2017). Pfi takové selekci
vsak hraje roli i lidsky faktor, kdy posouzeni kandidati nemusi byt spravné a mize tak dojit i k vyfazeni
rostlin u nichz se dany fenotypovy projev nachazi.

V dalsi fazi analyzy bylo vyuZito techniky celogenomového sekvenovani a nasledného
mapovani kandidatnich lokusi. Diky tomu bylo mozné potvrdit shodu fenotypu rostlin s konkrétni
zménou V jejich genomové sekvenci, ktera byla odpovédna za jejich aberantni rust. Jednim

z identifikovanych kandidatd byl zes3-13 (zebularin enhancer screen, batch 3, kandidat 13) s mutaci
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v genu AT1G79950, kodujici protein homologni k lidské helikaze RTEL1 — faktoru prodluzovani
telomer 1 (Kruska, 2017). Tento enzym hraje vyznamnou roli pfi udrzovani genomové stability hned
nekolika zplisoby, jez jsou zalozeny predevSim na odstrafiovani struktur podobnych D-smyckam
v DNA. Diky tomuto mechanismu dokaze zptistupnit telomery pro jejich replikaci, nebo takto
zprostiedkovava opravu DNA pomoci SDSA mechanismu homologni rekombinace (Hu et al., 2015;
Recker et al., 2014). RTELI helikaza je dobie prozkoumanym enzymem u Zivocichd, ktefi jsou na jeho
funkci zévisly. Ptikladem lze uvést mysi, které jsou v homozygotni konstituci s vyfazenym RTEL1
genem letalni (Ding et al., 2004). U lidi vedou mutace v RTEL1 genu ke vzniku Hoyeraal-
Hreiderssonovu syndromu (Deng et al., 2013), ktery je charakterizovan kratkymi telomery a nestabilitou
genomu. Toto onemocnéni vede ke vzniku vrozené predispozice k selhani kostni diené a vzniku
rakoviny (Vannier et al., 2014).

Hlavnim cilem této prace byla analyza funkce a zapojeni RTEL1 helikazy v mechanismech
oprav DNA. Mutace genu RTEL1 byla potvrzena jako kauzalni mutace zodpovédna za zvySenou
senzitivitu kandidata zes3-13 k zebularinu. Pro pochopeni mechanismu oprav DNA-proteinovych
crosslinktl probihala analyza funkce RTEL1 genu pomoci dvojitych mutantnich linii s podjednotkami
SMC5/6 komplexu, klicového faktoru zapojeného v opravach DNA-proteinovych crosslinki.
Z Casovych divodu jsem se zaméfila pfedev§im na mutantni linii rtell-1 smc6b-1, u niz jsem se
soustfedila na fenotypové projevy spojené s vyssi mirou poskozeni DNA.

6.1 Analyza bunééné smrti v meristému korene

Kotenova Spicka je rychle se replikujici tkani a pokud je replikace jakymkoliv zplisobem
ovlivnéna projevi se to zménou délky kofene, jeho architekturou a mnozstvim mrtvych bunék. Analyzou
bunééné smrti v meristému kofene bylo zkoumano, zda je mozné, ze se RTEL1 helikaza podili na
opravach DNA spojenych s replikaci obecné. Rostliny byly obarveny pomoci propidium jodidu, coz je
vitalni barvivo, které barvi buné¢né stény zivych bunék, zatimco do mrtvych bunék vstupuje (Brana et
al., 2002). Rostliny dvojitych mutantt rtel1-1 smc6b-1 vykazovaly vétsi miru posSkozeni, v kofenovém
meristému téchto rostlin dochédzelo k odumirani vétsiho poctu bunék, a také bylo pozorovano napadné
naru$eni kofenové architektury a zkraceni diferencialni zony kotene. Dale doslo k napadnému posunu
z6ny kotenového vlaseni a jejich celkovému zkraceni oproti kontrolnim rostlinam. Oba faktory, RTEL1
1 SMC6B se podileji na vyvoji kofene a napomahaji k oprave aberantnich replikacnich struktur dvéma
riznymi cestami. Ztrata synchronizované¢ho déleni bunék by navic mohla byt divodem narusSeni
architektury kofenového meristému.

Ve studii Recker et al., 2014 bylo zkoumano propojeni RTEL1 helikdzy a faktort FANCM,
REQ4A a MUSSI. Tyto enzymy, podobné jako RTELI1, ptisobi proti homologni rekombinaci a podili
se na rozebirani toxickych meziproduktt vznikajicich v prabéhu homologni rekombinace. U dvojitych
mutant rtell-1 fancm-1 a rtell-1 mus81-1 dochazelo k podobné vyraznému poskozeni kofenového
meristému, coz naznacuje, ze je RTEL1 zapojen do zpracovani DNA replika¢nich meziproduktti

nezavisle na FANCM a MUSS81. Dvojiti mutanti rtel1-1 recq4a-4 vykazovali natolik zavazné vyvojové
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vady V kofenovém meristému, Ze nebylo mozno analyzu provést. Obé helikdzy pravdépodobné
zpracovavaji podobné typy replika¢nich meziproduktti v drahdch k sobé paralelnich. Diky témto
poznatkiim lze tedy fici, ze existuje n€kolik na sob& nezavislych cest pro odstranéni toxickych
meziproduktt replikace, které se mohou navzajem Castené nahrazovat ¢i dopliiovat. Nase data
naznacuji, ze SMC5/6 komplex je v téchto drahach také zapojen, avSak jeho pfesna funkce neni prozatim
jasna.
6.2 Analyza délky diferencialni zony korene

V této praci jsem se dale zaméfila na méfeni délky diferencidlni zony kofene jednotlivych
rostlinnych linii. U dvojitych mutanti doSlo k vyraznému zkraceni diferencidlni zony. Podobné
hodnoceni délky diferencialni zoény kofene rostlin rtel1-1 bylo provedeno ve studii Hu et al., 2015.
Snizeni velikosti kofenového meristému korelovalo se snizenim poctu dé€licich se buné€k, u nichz doslo
ke kompenza¢nimu zvétSeni. Dale byla sledovana diferencialni zona u rtell-1 weel-1 a rtell-1 atr-2
dvojitych mutantl. Kindzy ATR a WEEI hraji roli ve spousténi odpovédi na DNA poskozeni. ATR
reaguje zejména na zastavené replikaéni vidlice a jednovlaknové struktury interferujici s DNA replikaci.
Oproti tomu WEE] kinaza po piijeti signalu o DNA poskozeni zastavuje bunécny cyklus a vytvari tak
prostor pro opravu DNA. Zkraceni diferencialni zony se projevilo u jednoduchého mutanta rtell-1
a u obou dvojitych mutanti. U rostlin deficientnich na RTEL1 dochazi ke zkraceni diferencialni zony
z diivodu defektni replikace DNA u délicich se bun¢k. U dvojitych mutantd s ATR, poptipadé WEE
kinazami, dochazi k vyraznému zkraceni diferencialni zony z komplexnéjsiho divodu. Kvili vytazeni
signalnich kinaz urostlin dvojitych mutantd nedochdzi k odezvé na poSkozeni DNA fetézce
zpusobeného deficienci RTEL1. U téchto rostlin proto nedochazelo k zastaveni progrese bunééného
cyklu a nasledné opravé DNA, coz zpusobovalo vznik synergickych ristovych defekti a zkraceni
diferencialni zony. Je tedy pravdépodobné, ze pozorované zkraceni meristematické zony u dvojitych
mutanti rtel1-1 smc6b-1 je taktéz zpusobeno poruchami v replikaci DNA a RTEL1 figuruje v paralelni
draze k SMC5/6 komplexu.
6.3 Analyza efektu mutace na somaticky vyvoj rostlin

Dvojiti mutanti rtel1-1 smc6b-1 vykazovali vyrazné deformity listd a také doslo k napadnému
zmenSeni celé rostliny. Vyrazné zhorSeny fenotypovy projev rtell-1 smcéb-1 dvojitého mutanta
poukazuje na nezbytnost téchto dvou faktorti pti zdravém vyvoji rostlin. Vyrazné zmenseni rostlin miize
poukazovat na nedostatecnou replikaci bun¢k z dlivodu nahromadéni neopravenych 1ézi v DNA fetézci.
Tyto defekty mohou byt zplisobeny zvysenim frekvence homologni rekombinace vzhledem k vytazeni
genu RTEL1, kdy k hromadéni 1ézi piispiva i vyfazeni SMC6B genu, ktery se podili na spravném
pribéhu HR. Z téchto dat 1ze usuzovat, ze se tyto geny uplatiiuji v paralelnich drahach pfi somatickém
vyvoji rostlin.

Ve studii Hu et al., 2015 zkoumali somaticky vyvoj rtel1-1 recq4a-4 mutantnich rostlin. Dvojiti

mutanti rtell-1 recqda-4 vykazovali silné deformace stonkd a kvétd, a taktéz doslo k celkovému

55



zmensSeni rostlin, coz bylo ptisuzovano synergické interakci mezi RTEL1 a RECQ4A faktory v ristu
rostlin. Tato analyza ukazuje, ze ma Arabidopsis thaliana vice faktori zapojenych v homologni
rekombinaci a opravach DNA, které ovliviluji spravny vyvoj rostlin.

6.4 Analyza senzitivity na riizna genotoxicka ¢inidla

Pro odhaleni DNA-opravnych drah, ve kterych je SMC5/6 komplex spolu s RTEL1 zapojen
byly dvojiti mutanti rtel1-1 smc6b-1 analyzovani na senzitivitu ke genotoxickym latkam zpusobujicim
rizné druhy poskozeni DNA. Celkem bylo pouzito pét chemikalii: jiz zminéné DNA-protein
cosslinkujici ¢inidlo zebularin (Nowicka et al., 2020), bleomycin vytvafejici v DNA fetézci
dvouvlaknové zlomy (West et al., 2004), MMC ¢inidlo zpusobujici predevsim interstrandové DNA
crosslinky (Mannuss et al., 2010b), CPT, inhibitor topoisomerasy | (Hartung et al., 2008) a ICRF
inhibitor topoisomerasy Il (Wesierska-Gadek et Sktadanowski, 2012). U rostlin byl hodnocen tbytek
celkové vahy rostlin oproti negativni kontrole, tedy rostlindm na médiu bez chemikalie. Pfi spolecném
zapojeni danych proteint v opravach konkrétniho poskozeni DNA byl u rostlin ocekavan stejny fenotyp,
zatimco pokud se ti€astni oprav DNA v rtiznych drahéch, pak by mél byt fenotyp horsi.

Pti analyze senzitivity jednotlivych rostlinnych linii k zebularinu byl detekovan vyrazny tbytek
hmotnosti pfedev§im u smc6b-1 linie jednoduchych mutantt, kdy se jedna o linii extrémné senzitivni
k zebularinu, a pak také u rtel1l-1 smc6b-1 linie dvojitych mutantl. Vysoka senzitivita Smc6b-1 navic
i odpovida publikovanym datim, kdy maji Smc6b-1 rostliny vystavené zebularinu vyrazné kratsi kofeny
(Liu et al., 2015, Nowicka et al., 2020). Rozliseni senzitivit téchto dvou rostlinnych linii v§ak neni
mozné, coz je zpusobeno bud’ nedostatecnym opakovanim analyzy, piisobenim téchto faktorl ve stejné
draze pii opravach DNA-proteinovych crosslinki, nebo zminénou extrémni citlivosti Smc6b-1 mutantni
linie, ktera ,,maskuje* zhorSeny fenotyp dvojitych mutantt. Pti analyze byla sledovana také senzitivita
rtel1-1 jednoduchého mutanta, ktera vSak mizi se snizujici se koncentraci zebularinu a ubytek hmotnosti
téchto rostlin byl vyrazné¢ mensi oproti obéma jiz zminénym liniim. Niz§i senzitivita jednoduchého
mutanta rtel1-1 maze byt v tomto pfipadé zptsobena pozdéjsim vyvojovym stadiem rostlin, které jsou
nejprve kultivovany sedm dni na ristovém médiu bez chemikalii a nasledné jsou presunuty na médium
s genotoxickym cinidlem. Rostliny tak maji dostatek ¢asu na zakladni vyvoj kofene a ostatnich tkani.
Efekt zebularinu na tuto linii 1ze nejlépe pozorovat v ranych vyvojovych stadiich rostlin ve vysoce se
replikujicich tkanich, naptiklad pti vyvoji kotfene. Na zakladé senzitivity rtell-1 k zebularinu mizeme
nicméné usuzovat, ze je posSkozeni vyvolané zebularinem opraveno drdhou homologni rekombinace.

Pti kultivaci rostlin na médiu s bleomycinem byla detekovana senzitivita pfedevSim u mutantni
linie rtel1-1 smc6b-1. Senzitivita byla poté detekovana také u mutantni linie rtell-1, avsak vzhledem
k malym rozdilim mezi senzitivitou dvojitych mutanti rtell-1 smc6b-1 a rtell-1 linii jednoduchych
mutanti, nelze jasné fict, zdali jsou geny RTEL1 a SMC6B zapojeny Vv paralelnich, ¢i stejnych drahach
podilejicich se na opravach zlomti v DNA fetézci. U zivocichl bylo prokazano, ze je RTEL1 helikaza
pro opravu DSB nezbytna (Barber et al., 2008, Youds et al., 2010). To, ze je tato funkce konzervovana

z zivoc€ichti na rostliny, bylo potvrzeno zvy$enou senzitivitou na bleomycin u rtel1-1 mutantnich rostlin
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Physcomitrella patens (Goffova et al., 2019, Kamisugi et al., 2016). Avsak ve studii Hu et al., 2015
byla sledovana senzitivita rtel1-1 linie k zeocinu a bleomycinu u Arabidopsis thaliana. Ob¢ uvedené
latky vytvareji v DNA fetézci dvojité zlomy. U rostlin deficitnich na RTEL1 helikdzu vSak senzitivita
nebyla detekovana. Kontrast analyzy senzitivity rtel1-1 linie k bleomycinu mnou uvedenych vysledki
a vysledku ze studie Hu et al., 2015 lze vysvétlit rozdilnymi podminkami a dobou kultivace rostlin.

Pii analyze senzitivity rostlin k MMC ¢inidlu byla detekovana senzitivita vyhradné u rostlin
dvojitych mutantd rtell-1 smc6b-1. Vzhledem k vyrazné senzitivit¢ dvojitych mutantd je
pravdépodobné, ze se gen RTEL1 i SMC6B vyznamné podili na opravach interstrandovych crosslinkt
ve stejné draze a u jednoduchych mutanti muze pfi vyfazeni jedno z genl dochazet k vzijemné
kompenzaci funkce. Zapojeni RTEL1 helikdzy do oprav interstrandovych crosslinkli studovali téz
Recker et al., 2014. Zvysena senzitivita rtell-1 mutantd nebyla detekovana, rostliny nicméné
vykazovaly rustové defekty. Z tohoto divodu byla zkoumana senzitivita k MMC u dvojitych mutantd
rtel1-1 fancm-1 a rtel1-1 mus81-1 a u dvojitého mutanta rtel1-1 fancm-1 byla potvrzena. U mutantni
linie mus81-1 byla ptecitlivélost k MMC znama jiz ze studie Hartung et al., 2006. Senzitivita dvojitého
mutanta po osetieni MMC byla srovnatelna s mutantni linii mus81-1. RTELI1 tedy pisobi v paralelni
draze s FANCM helikazou, a zaroven pusobi ve stejné draze s MUS81 endonukleazou. Tyto vysledky
potvrzuji, Zze se RTELI1 helikdza oprav DNA interstradovych crosslinkti uc¢astni. Na opravé tohoto
poskozeni se vSak podili vice na sob& nezavislych drah, kdy se neti¢innost mechanismu oprav projevi
az pii vytazeni dvou a vice faktort, jelikoZ je ztrata jedné cesty kompenzovana alternativni cestou.

CPT stejné jako zebularin vytvari v DNA fetézci DNA-proteinové crosslinky. Pti pouziti CPT
vysokych koncentraci tohoto ¢inidla, kdy se senzitivita neprojevila u zadné z pouzitych rostlinnych linii.
Senzitivita rtel1-1 mutantni linie vi¢i CPT byla jiZ testovana a potvrzena ve studii Hu et al., 2015, avsak
S vy$§imi koncentracemi chemikalie.

ICREF ¢inidlo podobné jako zebularin a CPT vytvaii v DNA fetézci DNA-proteinové crosslinky.
ICRF ¢inidlo pusobilo nejvyraznéji na linii dvojitych mutanta rtel1-1 smc6b-1. U linii jednoduchych
mutantll nebyla senzitivita detekovana, z ¢ehoz lze vyvozovat, ze RTEL1 a SMC6B faktory hraji pii
opravaich DNA-proteinovych crosslinkii zpiisobenych inhibici topoisomerasy II na DNA fetézci
vyznamnou ulohu v paralelnich drahach, které se vzajemné nahrazuji v ptipade€ ztraty jedno z faktord.

Zavérem této analyzy lze uvést, Ze se RTEL1 helikaza spoleéné s SMC6B faktorem podili na
opravach DNA-proteinovych crosslinkti vyvolanych jak zebularinem tak i [CRF. V pfipadé zebularinu
neni zcela jasné, zdali tyto dva geny pusobi ve stejnych nebo paralelnich drahach, oproti tomu u ICRF
je jasné, Ze se drahy navzajem dopliuji a jsou k sob¢ paralelni. ZvySena senzitivita dvojitych mutanti
na MMC poté potvrzuje zapojeni RTEL1 a SMC6B faktord do oprav interstrandovych crosslinki
v DNA. Tento vysledek tedy podporuje roli danych faktor v homologni rekombinaci. Je vSak jasné,

7e rostliny pouzivaji riizné faktory k feSeni odlisnych typtt DNA struktur.
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Vzhledem ktomu, ze byl zcasovych divodid experiment realizovan pouze ve dvou
biologickych replikatech, bylo vyhodnoceni této analyzy velmi obtizné. Dalsi opakovani této analyzy
jsou pfedmétem budoucich studii, kdy dojde i k ipravam koncentraci.

6.5 Interakce RTEL1 a SMC6B

Diky analyzadm provedenych v ramci této prace lze potvrdit, ze RTEL1 helikdza hraje
u Arabidopsis thaliana pti udrzovani genomové stability vice roli. RTEL1 helikaza se zapojuje do oprav
DNA-proteinovych crosslinki, dvojitych zlomit v DNA fetézci i interstrandovych crosslinkd v DNA.
Dale RTEL1 pracuje v paralelnich drahach k helikaze FANCM a RECQ4A, coz ukazuje, ze Arabidopsis
ma alespon tfi nesouvisejici DNA helikazy s funkci antireckombinazy (Hu et al., 2015; Recker et al.,
2014). Do oprav spojenych s homologni rekombinaci je zapojen také faktor SMC6B, ktery je dle
predchozich dat obzvlaste dilezity pii opravach DNA-proteinovych crosslinki. SMC5/6 komplex,
v némz hraje SMC6B gen zasadni tilohu, reguluje u rostlin specifické vyvojové procesy zahrnujici vyvoj
meristému, kmenovych bunék, kvétu a semen (Diaz et Pecinka, 2018). RTEL1 i SMC6B se dle
predchozich dat podileji na vyvoji kotene, kde napomahaji k opravé aberantnich replikacnich struktur
dvéma riznymi cestami. Oba faktory se navic podileji na spravném somatickém vyvoji rostlin, kdy
pravdépodobné plsobi v riznych drahach, jez jsou odpovédné za normdlni rust rostlin. RTELI1
i SMC6B jsou poté, stejné jako RECQ4A, zasadni pro spravnou replikaci bun€k u Arabidopsis thaliana.
Pokud tyto proteiny nejsou v délicich se bunikach ptitomny dochézi k zablokovani replikaénich vidlic
neopravenymi lézemi v DNA, ¢imZ mize dochazet ke zpozdéni bunééného cyklu. Ztrata synchronizace
béhem bunécného déleni pak mize vést k neobvyklé architekture kofenového meristému, kterou lze
pozorovat predevsim u rostlin dvojitych mutanti a pokud k opraveni 1ézi nedojde, buiiky u té€chto rostlin
odumiraji. Zkraceni diferencialni zony v kotenech postizenych rostlin pak Ize vysvétlit nedostatecnym
mnozstvim normalné se délicich bunék, které je kompenzovano zkracenim diferencidlni zony
a prodlouzenim bunék stavajicich. Z toho vyplyva, ze jsou oba proteiny u rostlin kli¢ové pro jejich vyvoj

a spravny metabolismus DNA.
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7 ZAVER

Hlavnim cilem této diplomové prace byla analyza funkce a zapojeni RTEL1 helikdzy
v mechanismech oprav DNA a genetické interakci s SMC5/6 komplexem. Ustfednim krokem k této
analyze byla validace kandidatni linie zes3-13 a poté samotna analyza fenotypu pomoci dvojitych
mutantt S podjednotkami SMC5/6 komplexu. Z ¢asovych diivodii jsem se nasledné zaméfila predevsim
na mutantni linii rtel1-1 smc6b-1. Kli¢ovymi experimenty s dvojitymi mutanty byly zejména analyza
buné¢né smrti v kofenovém meristému, méteni délky diferencialni zony kotene, analyza efektu mutace
na somaticky vyvoj rostlin a také analyza senzitivity dvojitych mutanti ke genotoxickym latkdm.
DNA poskozeni u rostlin, kdy poznatky z experimentalni ¢asti této prace prispély k identifikaci gent
podilejicich se na opravach tohoto poskozeni u Arabidopsis thaliana. V této praci byla potvrzena kli¢ova
role RTEL1 helikdzy a SMC6B faktoru v mechanismech oprav DNA-proteinovych cross-linkd.
Daéle bylo zjisténo, Ze se tyto faktory se spolecné podileji na vyvoji kotene, kde pravdépodobné
napomahaji k opravé aberantnich replikacnich struktur dvéma riznymi cestami. Oba faktory se navic
podileji na spravném somatickém vyvoji rostlin, kdy zifejmé pusobi v paralelnich drahach, jez jsou
odpovédné za normalni rust rostlin. Z toho vyplyva, ze jsou oba faktory u rostlin klicové pro jejich
spravny vyvoj a metabolismus DNA.

Podrobngjsich vyzkum mechanismt oprav DNA je velmi zajimavy, jelikoz existuji vztahy mezi
mechanismy DNA oprav u rostlin a ¢lovéka. Identifikace gend pro opravy DNA-proteinovych
crosslinkl a analyza jejich funkce by proto mohla zleps$it porozuméni metabolismu DNA a zachovani

integrity genomu.
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Ptiloha 1: Oligonukleotidy pouzité pfi amplifikaci jednotlivych lokust.

Nazev primeru

Sekvence

gRTEL2-F 5" GGGTTACCAAACGATTATAC 3’
gRTEL2-R 5" CGACACAGAATATAAAGAACA 3’
ETO0035 5" AGCTTCAACGTGAAATCATGG 3’
ET0036 5" CTAGACAACATGTCATACCGGG 3’
nseda-2_F 5" GCTCAACAGGCGGTCATTTG 3’
nseda-2_R 5" ACAAAAGCCACTTAACTGCTACA 37
HPY?2-2_F 5" TGTCTGCTCTTGCCAACACT 3’
HPY2-2_R 5" ATCGTCACCAGGCATTGGTT 3’
LB_AP1 5" ACTGGAACAACACTCAACCCTATCT 3°
084748m 5" ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT 3’
SAIL_LB2m 5" TAGCATCTGAATTTCATAACCAAT 3’
MMS21-2_R 5" ACATTCCAAACTGCTTCCCTGA 3’
ET0131 5" AAGGACTGCTGATATTTTTCC 3’
ET0151 5" GTCAGCGAAGGACTGGATTT 3’
ET0152 5" CTTGACGTTAGGTCGTATCCA 3’
3 13 uniR1 5" TTCATGCACTATCTATTCGC 3’
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RTEL1 helicase and SMC5/6 complex act in parallel pathways in DNA protein crosslink repair

Eva Dvorak Tomastikova, Veronika Kaskova, Ale$ Pecinka*

Institute of Experimental Botany (IEB), Centre of the Region Hana for Biotechnological and Agricultural Research (CRH), Olomouc, Czech Republic,

*pecinka@ueb.cas.cz

\

.

Introduction

REDUCED TELOMERE LENGTHENING 1 (RTEL1) is an ATP-dependent DNA helicase that participates in DNA replication, telomere
maintenance and DNA damage repair by suppressing homologous recombination through disassembling D-loop replication intermediates. We
have identified RTEL1 in a forward-directed genetic screen seeking for proteins involved in zebularine-induced DNA-protein crosslink (DPC)
repair in Arabidopsis thaliana. Moreover, we describe its genetic interaction with SMC5/6 complex.
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(" Conclusion )

Here, we show that RTEL1 is involved in the repair of zebularine-induced DNA
protein crosslinks. Moreover, genetic interaction with SMC5/6 complex revealed
importance of both factors for proper root meristem development. We show that
RTEL1 and SMC5/6 work in parallel repair pathway during DNA-protein crosslink
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