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1 UVOD

Uvnitf bunék zivych organismi dochazi kazdou minutu k obrovskému mnozstvi procesu,
které jsou dulezité pro zachovani integrity genomu. Ta vSak byva ¢asto narusena, protoze organismy
jsou konstantn¢ vystavovany vlivim vnitfnitho a vnéjsiho prostredi, jezZ mohou zpusobovat rizné
zavazné typy poskozeni DNA. Mezi takové poskozeni patfi napiiklad DNA-proteinové crosslinky.
Ty vznikaji pomoci chemikalii, jejichz typickou schopnosti je vytvaret kovalentni vazby mezi DNA
a proteinem. Nasledkem této interakce dochazi ke vzniku bariéry pro pohyb dalSich enzymiu spjatych
se spravnym fungovani zakladnich procesu, jako je replikace nebo transkripce.

Jednou z chemikalii, které zpusobuji tvorbu DNA-proteinovych crosslinka, je i analog
cytidinu — zebularin. Zebularin se béhem DNA syntézy zaclefiuje do nové vzniklého vlakna misto
cytosinu a indukuje tvorbu kovalentnich vazeb s METYLTRANSFERAZOU 1, ktera po replikaci
metyluje DNA. Tim zapficini zablokovani aktivity tohoto enzymu a soucasné i celkov¢ snizeni metylace
DNA. Aby byla zachovana stabilita genomu a minimalizovalo se riziko vzniku dalSich poskozeni,
je nutné zajistit opravu téchto vysoce toxickych 1ézi.

K nalezeni novych gent podilejicich se na opravach DNA-proteinovych crosslinkii je mozné
vyuzit dopfedny geneticky screen. Jedna se o soubor postupt, které jsou aplikovany na populaci rostlin
husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) mutagenizovanou EMS ¢inidlem.

I kdyz byla v minulosti objevena fada gent ucastnicich se oprav kovalentnich vazeb mezi DNA
a proteinem, mechanismus oprav stale neni zcela objasnén. Odhalenim novych gena u rostlin

se vSak véda dostava blize k pochopeni tohoto komplikovaného procesu.



2 CILE PRACE

e Prostudovani dostupnych literarnich zdroja.

e Vypracovani literarni reSerSe na téma bakalarské prace.

e Vybér kandidatnich rostlin senzitivnich na zebularin z M3 generace EMS-mutagenizované
populace rostlin.

e Vytvoreni mapovacich populaci kandidatnich rostlin a izolace jejich genomické DNA.

e Celogenomové sekvenovani mapovacich populaci.

o Identifikace kauzalnich gent, které se zapojuji do oprav DNA-proteinovych crosslinku u rostlin

husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana).



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana)

Husenicek rolni patfi v ¢eledi brukvovitych (Brassicaceae) mezi jednoleté nebo ozimé byliny.
Typicky je pro néj tenky hlavni kofen, pfizemni listova rizice, pfima lodyha a bilé¢ korunni listky.
V drobném kvétu se nachazi jeden pestik obklopeny vétSinou 6 tyCinkami (Obrazek 1). RozmnoZzuje
se predev§im samosprasenim, coz umoziuje diferenciaci a ustaleni drobnych morfologicko-

ckofyziologickych odchylek.

Obrazek 1: Morfologie husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) v riznych fazich Zivotniho cyklu.

(A) Vyvoj od semene (vlevo dole) pies vegetativni fazi (11-39 dni), ktera je nasledné vystiidana fazi generativni
(45-59 dni). Poté¢ nasleduje senescence. (B) Detail kvétu, (C) pylového zrna a (D) zralych Sesuli (vlevo zaviena

SeSule, vpravo oteviena Sesule se semeny) (pfevzato z Kramer, 2015).

Huseniéek rolni je rozsifen po celém tzemi Ceské republiky a nalézt jej muzeme piedevsim
na vysychavych pudach. Drive se mélo za to, ze se jedna o Casto vyskytujici se a nevyznamny plevel
polnich kultur. Od 21. stoleti je vSak vyuzivan ve véd¢ jako dulezity objekt genetickych studii,
protoze poskytuje nékolik vyhod (Stépanck, 1992). Jednou z nich je relativné kratka generaéni doba,
dlouha okolo 5 tydnd. Dalsi vyhodou je genom, ktery ma velikost pouhych 125 Mbp a je tvofen péti
chromozomy. Nanich se nachazi zhruba 27000 genti kodujicich proteiny a mnoh¢ z téchto genti miizeme
nalézt i u jinych druhu rostlin (Meinke et al., 1998; The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).
Genetickou analyzou huseni¢ku rolniho ziskavame informace nejen o fungovani nékterych geni,
ale i informace pro pochopeni zakladnich genetickych rozdili mezi rostlinami a jinymi eukaryotnimi

organismy.



3.2 PoSkozeni DNA

DNA, jakozto zakladni jednotka dédi¢nosti, je prfirozené reaktivni a zaroven vysoce citliva
molekula na chemické modifikace (Chatterjee er Walker, 2017). Buiky jsou neustale vystavovany
Cinidlim z vnitiniho 1 vnéjsiho prostfedi (Obrazek 2), které mohou zpisobovat mutace a narusovat
tak integritu genomu (Stingele et al., 2014).

Do skupiny cinidel z vnitiniho prostfedi patfi napfiklad reaktivni formy kysliku nebo nezbytny
metabolicky meziprodukt, reaktivni formaldehyd. Ten vznikda v organismu z aminokyselin serinu,
glycinu ¢i methioninu nebo je produkovan demetylaci z metabolismu xenobiotickych chemikalii.

Formaldehyd se vSak fadi i mezi ¢inidla druh¢ skupiny, kdy jako velkoobjemova chemicka latka
muze vstupovat do téla z vnéjsiho prostredi (Swenberg et al., 2011). Neni vSak jediny. Dale do skupiny
¢inidel z vnéjSiho prostiedi patfi slouceniny platiny a analogy cytidinu (Chvalova et al., 2007; Baubec
et al., 2009). Z fyzikalnich Cinitelt je to pak ionizujici zafeni nebo elektromagnetické zafeni v podobé

UV svétla (Ho et al., 1994; Cadet et al., 2005).

3.2.1 Role EMS ¢inidla

Etylmetansulfonat (EMS) je alkylacni ¢inidlo, které diky svym ucinkiim patfi k nejcastéji
pouzivanym chemickym mutagenim u rostlin. Mezi dalsi chemické mutageny se fadi azid sodny,
diepoxybutan a nitroslouc¢eniny. EMS alkyluje guaninové baze, coz ma za nasledek chybné parovani
alkylovan¢ho guaninu s thyminem. Dochazi tak primamé k tranzicim G/C na A/T. Jelikoz zplisobuje
vysokou frekvenci jednonukleotidovych zmén v genomu, je tak idealni chemikalii k vytvareni riznych
typti mutaci (Talebi et al., 2012).

Bodové mutace produkované EMS lze detekovat pomoci sekvenovani nové generace (NGS).
Populaci mutagenizovanou EMS lze analyzovat pomoci dopfedné genetiky.

Jelikoz jsou u dopredné genetiky zjevné fenotypy charakterizovany jest¢ pred identifikaci
zakladniho genu, dostava se ji vyuziti pfi studiu EMS-mutantnich rostlin se specifickym a pro nas
zajimavym vzhledem - v naSem pfipad¢ senzitivita rostlin k zebularinu. Tento fakt predstavuje
vyznamnou vyhodu v porovnani s metodami reverzni genetiky, u niz jsou naopak nejprve detekovany
mutace v pozadovanych genech a ty jsou az pozd¢ji spojeny se specifickou funkci nebo fenotypem

(Espina et al., 2018).

3.2.2 Typy posSkozeni DNA

Mezi jednotlivymi typy poskozeni DNA jsou vyrazné rozdily, jelikoz mohou sahat
od jednonukleotidovych zmén v fetézcich DNA az po zlomy chromozomu (Obrazek 2). K rozsahle
studovanym a dobfe pochopenym poskozenim patfi napriklad poskozené baze nebo zlomy feté¢zce DNA

(Kuzminov, 2001; Caldecott, 2008; Chan et al., 2013).



Poskozené dusikaté baze maji za nasledek predev§im chybné kodovani aminokyselin.
Pokud vsak nedojde k opravé téchto 1ézi jesté pred replikaci DNA, mohou vést k fixaci mutaci
v genomu. Zakladnim nastrojem pro opravu téchto 1¢zi je excize bazi (BER), kterou zahajuje enzym
N-glykosylaza. Jeji schopnosti je rozpoznat poskozenou bazi a nasledn¢ ji vystfihnout z vlakna
dvousroubovice, nékdy ale dochazi k chybnému vystfihnuti normalni baze. Oba zminované pripady
vedou ke vzniku abazickych mist (Chan et al., 2013).

Abazicka mista (AP mista) jsou oblasti na DNA, kde chybi purinova nebo pyrimidinova baze.
Patfi mezi jedny z nejcastéjSich 1ézi na DNA, podle odhadi se totiz v kazd¢ generaci savéich bunck
vytvoii 2000-10000 AP mist (Lindahl et Nyberg, 1972; Nakamura et Swenberg, 1999). Jak jiz bylo
zminéno, vytvareji se pii opravé poskozenych bazi hydrolytickym $tépenim N-glykosylové vazby
nebo zahajenim spontanni chemické depurinace oxidovanych bazi (Nakamura er Swenberg, 1999).
Tvorba AP mist je navic pozitivné ovlivilovana vysokymi teplotami a extrémnimi podminkami pH
(Lindahl er Nyberg, 1972).

Velmi Casty typ poskozeni DNA predstavuji zlomy fetézce DNA, které se déli na jednovlaknoveé
(SSB) a dvouvlaknové (DSB). Jednovlaknové zlomy jsou diskontinuity v jednom vlaknu
dvousroubovice DNA, které spojuje poskozeni nebo nespravné sparovani 3'- a 5'-koncti v mistech SSB
(Caldecott, 2008). Jednim z nejbéznéjSich zdroju SSB je oxidacéni stres, zlomy v fetézci vSak mohou
vznikat i diky chybné aktivit¢ bunéénych enzymi nebo pfimo pfi opravach poskozeni DNA (Dianov
et Parsons, 2007). Jiz dfive bylo dokazano, ze se jednovlaknové zlomy podileji na vzniku rakoviny,
neurodegenerativnich onemocnéni a srde¢niho selhani (Hossain et al., 2018). Pokud nedojde k oprave
SSB, mohou byt béhem replikace DNA prevedeny na Skodlivéjsi dvouvlaknové zlomy (Kuzminov,
2001). Vzniklé DSB maji za nasledek zlomy a translokace chromozomii, coz vede k vazné nestabilité

genomu (Ensminger et al., 2014).

Rentgenové paprsky UV svétlo Rentgenové paprsky Replikacni chyby
Alkylacni ¢inidla Polycyklické aromatické Protinadorova cinidla
Kyslikové radikaly uhlovodiky

Uracil Objemny adukt Mezivlaknovy crosslink A-G neshoda bazi

Abazicka mista (6-4)PP Dvouvlaknovy zlom T-C neshoda bazi
8-Oxoguanin Inzerce
Jednovlaknovy zlom Delece

Obrazek 2: Typy poskozeni DNA a pficiny jejich vzniku.

V horni ¢asti jsou popsana béZna Cinidla zpusobujici poskozeni DNA. V dolni ¢asti jsou uvedeny typy poskozeni
indukované t¢mito Cinidly (pfevzato a upraveno z Hoeijmakers, 2001).
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3.3 DNA-proteinové crosslinky

Specifickym typem poskozeni na deoxyribonukleové kyseling jsou DNA-proteinové crosslinky
(DPC), které¢ vznikaji v buiikach vystavenych riznym crosslinkacnim ¢inidlim a jsou definovany
tvorbou kovalentni vazby mezi proteinem a DNA (Nakano et al., 2013; Enderle er al., 2019).
Kvuli nadmémé velikosti proteinové casti dochazi na chromatinu ke vzniku sterické zabrany,
ktera zptsobuje naruseni mnoha zakladnich procesu probihajicich na DNA, jako je transkripce
a replikace (Enderle et al., 2019). DPC jsou kvili riznym velikostem a strukturam pfipojenych proteint,
typiim vazeb a rozdilnému pusobeni crosslinkacnich ¢inidel, pravdépodobné jednim z nejvariabilnéjsich

typu poskozeni DNA (Prochazkova et al., 2022).

3.3.1 Typy DNA-proteinovych crosslinki

V soucasné¢ dobé 1ze DNA-proteinové crosslinky rozdélit na 4 typy v zavislosti na asociaci
se zlomy DNA sousedici s DPC (Obrazek 3), ale také na zdroji a mechanismu vzniku DPC (Reardon
et al., 2006; Ide et al., 2011).

1. typ DNA-proteinovych crosslinki neni spojen se zlomy na DNA, misto toho dochazi
ke spojeni proteinu s neporusenym feté¢zcem DNA. Tento typ se vyskytuje velmi Casto, protoze jakykoli
druh proteinu nachazejici se pobliz DNA muze pod vlivem riznych ¢inidel vytvofit tzv. neenzymaticke
DPC (Ide et al., 2011; Zhang et al., 2020). Tim se tento typ odliSuje od zbylych, tzv. enzymatickych
DPC, které jsou naopak indukované specifickymi jedy stabilizujicimi jinak pfechodnou vazbu enzymu
na DNA (Zhang et al., 2020).

K indukeci 1. typu slouzi napriklad formaldehyd, ktery produkuje DPC tvorbou metylenovych
mustki mezi jednotlivymi nukleosidy a zbytky nukleofilnich aminokyselin (Lu er al., 2010).
Vliv ionizujiciho zarfeni vede k radiolyze molekul vody, coZz ma za nasledek vysoké hladiny volnych
radikaltt DNA, které nasledné reaguji s proteinem spojenym s DNA za vzniku DPC (Nakano et al.,
2017). Cytidinové analogy jsou zase schopny zachytit DNA metyltransferazu (DNMT) na DNA
(Prochazkova et al., 2022). Cytidinov¢ analogy vSak budou podrobnéji popsany v podkapitole 3.4.

2. typ DNA-proteinovych crosslinkti vznika pfi opravé DNA bazi excizi budto pomoci
POLY(ADP-RIBOZA) POLYMERAZY 1 (PARP1), nebo DNA polymerazy Polp (Prasad et al., 2014;
Quitiones et al., 2015). PARP1 je hojné exprimovany jaderny enzym asociovany s chromatinem,
ktery se podili na rozpoznani poskozeni DNA zahrnujici vazbu na zlomy v DNA, ta ale mize byt trvala
(Horton et al., 2014). Tvorba PARP1 DNA-proteinovych crosslinkii je podporovana piisobenim
olaparibu, veliparibu a dal§ich malomolekularnich inhibitort, protoze potlacuji katalytickou aktivitu
PARPI1 a tim ji zachycuji na DNA (Murai et al., 2012). Polf DNA-proteinové crosslinky se tvofi
za pritomnosti volnych radikald nebo oxida¢nich cinidel. Jejich plisobenim se na DNA nejprve vytvori
oxidované abazické misto (AP misto) 2-deoxyribonolakton (dL), které zapricini vznik kovalentni vazby
s DNA polymerazou B béhem pokusu o opravu DNA (Quifiones et al., 2015). O vyznamu tohoto typu

DPC u rostlin je vSak pouze omezené¢ mnozstvi informaci (Ide et al., 2018).
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3. a 4. typ DNA-proteinovych crosslinku pochazi z trvalého zachyceni normalné prechodného
kovalentniho meziproduktu topoizomeraza-DNA béhem reakcniho cyklu enzymu (Stingele et al., 2015).
Topoizomerazy patfi do velké rodiny enzymu, jejichZz schopnosti je Stépit hlavni fetézec DNA,
rozplétat raizn¢ komplexni struktury a nasledné spojit Stépenou DNA. Klasifikovany jsou
jako topoizomeraza 1 (TOP1) nebo topoizomeraza 2 (TOP2) v zavislosti na tom, jaky typ vlaknového
zlomu produkuji (Baker et al., 2009). K zachyceni meziprodukti enzymatickych reakci mize dochazet
spontann¢, nebo pomoci enzymovych jedd. Tyto jedy stabilizuji topoizomerazy na DNA tvorbou
kovalentni vazby, ¢imZ navic zabranuji religaci naruS§ené¢ DNA (Pommier ef Marchand, 2011; Enderle
et al., 2019). Deformace v DNA takté¢Z podporuji tvorbu DPC 3. a 4. typu (Stingele ef al., 2014).

Ackoli je pavod obou typtt DPC velmi podobny, dusledky pro integritu genomu se kvuli jejich
rozdilnému chemickému slozeni znaéné¢ lisi. U DPC 3. typu je topoizomeraza 1 spojena s DNA
prostfednictvim tyrosyl-fosfodiesterové vazby na 3'-konci jednovlaknového zlomu napriklad
pusobenim enzymového jedu kamptotecinu (CPT). Naproti tomu u DPC 4. typu je zachycena
topoizomeraza 2 spojena s DNA prostiednictvim dvou tyrosyl-fosfodiesterovych vazeb na 5'-koncich

dvouvlaknového zlomu napfiklad diky ucinku dexrazoxanu (ICRF-187) (Wang, 1996).

Typ L Typ 2
Polp
PARPI1
1
Protein | NH
1
HN P HO C=0
5 | 5 I L 5 ] |
3 3 3
Typ 3 Typ 4
OH HO
5 1 @ | 5 1
3 3

Obrazek 3: Typy DNA-proteinovych crosslinkii.

Typ 1 — protein kovalentn¢ pfipojeny k neporusenému ftetézci, Typ 2 — PARPI pfipojend k 3" konci SSB
a polymeraza Polf spojena s 5' koncem SSB, Typ 3 — TOPI1 pfipojend k 3" konci SSB pomoci tyrosyl-
fosfodiesterové vazby, Typ 4 — TOP2 pripojena ke dvéma 5' konciim DSB pomoci tyrosyl-fosfodiesterovych

vazeb (pfevzato a upraveno ze Zhang et al., 2020).



3.4 Cytidinové analogy

Chemické analogy cytosinu jsou Siroce pouzivanymi inhibitory enzymu, které jsou ustfedni
pro metabolismus  nukleovych  kyselin.  Schopnosti  téchto  inhibitordi je inkorporovat
se do dvousroubovice DNA a nasledné ovliviiovat jeji metylaci (Santi et al., 1983; Zhou et al., 2002).

Metylace DNA, kterou zajistuji enzymy z rodiny DNA metyltransferaz (DNMT), je fenoménem
epigenetické regulace napiic¢ Sirokou skalou organismu (Finnegan et al., 1996). Pii tomto procesu
totiz dochazi k umléovani gent fidicich zakladni bunééné procesy (Gnyszka et al., 2013).
V bézném pripad¢ probiha tak, Ze je metylova skupina pfenesena z kofaktoru S-adenosylmethioninu
na 5. pozici pyrimidinového kruhu cytosinu. Vznik 5-metylcytosinu nasledné¢ vede k uvolnéni DNMT
pomoci B-eliminace, zaclenéné cytidinové analogy vSak procesu uvolnéni zabranuji. Vysledkem je
tedy tvorba kovalentni vazby s DNMT, ktera zpusobi zablokovani enzymu na DNA (Gowher et Jeltsch,
2004; Baubec et al., 2009).

Nejznaméj$im a zaroven bézné vyuzivanym inhibitorim je vénovana nasledujici cast.

3.4.1 Typy cytidinovych analogi
a stale nejrozsirenéj§im epigenetickym modulatorim (Gnyszka et al., 2013).

Jedna se o nemetylovatelné analogy cytidinu ze skupiny 5-azacytidind, jejichz chemicka struktura
obsahuje dusik misto uhliku v poloze 5 pyrimidinového kruhu. LiSi se ale svou cukernou casti,
kdy azacytidin je tvoren ribdzou a decitabin deoxyriboézou, diky tomu u nich dochazi k odlisSnému
metabolismu (Obrazek 4) (Dowd et al., 2008; Gu et al., 2021). Zatimco ribonukleosid azacytidin
je zaclenén do RNA a v mensi mife i do DNA, analog deoxyribozy decitabin miize byt inkorporovan
pouze do vlakna DNA (Yang et al., 2010).

Ob¢ slouceniny jsou charakterizovany jako jediné epiléky, které byly schvaleny pro 1é¢bu
pacientu s akutni myeloidni leukémii a myelodyplastickym syndromem (Gnyszka et al., 2013).
Zasluhou jejich inhibi¢nich vlastnosti totiz funguji jako molekulamni nastroje pro indukci demetylace
DNA v bunéénych modelovych systémech (Stresemann er Lyko, 2008).

Transport nukleosidu a nukleosidovych metabolitii pfes bunéénou membranu zprostiedkovavaji
specializované transportéry (Chen et al., 2006). Po bunééném piijmu jsou azanukleosidy modifikovany
na jejich trifosfatové formy a integrovany do genomu rychle proliferujicich bungk. Inkorporované
cytidinové analogy poté narusuji interakci mezi DNA a DNMT prostiednictvim dusiku v poloze 5
modifikovaného pyrimidinu (Yang et al., 2010).

Navzdory jejich Castému pouzivani a vysoké ucinnosti pfi 1€cbé rakoviny jsou azacytidin
i decitabin povazovany za nestabilni a vysoce toxické (Stresemann er Lyko, 2008). Kvuli zlepseni
vlastnosti cytidinovych analogi byl vyvinut novy inhibitor — zebularin [1-(B-D-ribofuranosyl)-1,2-
dihydropyrimidin-2-on]. Ten poskytuje vyhody, jako je vyssi stabilita, delsi polo¢as rozpadu ¢i mensi
mnozstvi vedlejSich uéinka (Cheng et al., 2003; Ben-Kasus et al., 2005).
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Chemickou strukturu zebularinu tvofi 2-(1H)-pyrimidinovy kruh, ktery postrada aminoskupinu
v poloze 4 a stejn¢ jako u decitabinu je i jeho soudasti cukr deoxyribdza (Obrazek 4) (Cheng et al.,

2003).

NH, NH, NH, l
. (\4 . Nl/\N . Nl/xN (%N
o LA LA o
H0—| :0: HO—l :O: HOW :0: | HOT :O:
HO OH HO OH HO HO
Cytidin Azacytidin Decitabin Zebularin

Obrazek 4: Srovnani chemické struktury cytidinu a jeho analogt.
Hlavnim rozdilem je piitomnost dusiku na 5. pozici pyrimidinového kruhu u azacytidinu a decitabinu.
Zebularinu zase chybi aminoskupina na pozici 4. Lisi se také cukernou ¢asti, kdy cytidin a azacytidin jsou tvofeny

ribdzou a decitabin se zebularinem deoxyribozou (pievzato a upraveno z Gnyszka et al., 2013).

Puvodné byl hodnocen jako inhibitor cytidindeaminazy, na zaklad¢ svych vlastnosti vSak zacal
byt pouzivan ruiznymi studiemi jako potencialni protinadorova latka (Gnyszka et al., 2013). Zajimavy
je taktéz charakter zebularinu v rostlinném vyzkumu, kdy nejenze méni mnozstvi DNA metylace,
ale také slouzi jako induktor poskozeni DNA u husenic¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) (Liu et al.,
2015).

Do bun¢k je zebularin aktivné transportovan pomoci nukleosidového transportéru
EQUILIBRATIVE NUCLEOSIDE TRANSPORTER 3 (ENT3), ktery piepravuje také dalsi,
Casto toxické cytidinové analogy. Tento mechanismus je konzervovan napfi¢ zivocisnou a rostlinnou
fisi (Li et al., 2003; Prochazkova et al., 2022). Uvnitf bunék je pak zebularin komplexné metabolicky
aktivovan. Aby byl za¢lenén do DNA, musi nejprve podstoupit fosforylaci nasledovanou konverzi
na odpovidajici deoxynukleotid (Ben-Kasus et al., 2005). Po konverzi na 2'-deoxyzebularintrifosfat
a nasledném zaclenéni dochazi k tvorbé DNA-proteinovych crosslinku 1. typu (Ben-Kasus et al., 2005;
Prochazkova et al., 2022). Nepritomnost 4-aminoskupiny zebularinu totiZ neumoziuje aktivaci polohy
cytosinu C5 a prenos metylové skupiny, coz zabranuje disociaci enzymu DNMT z DNA.

Predchozi principy transportu a aktivace zebularinu jiz byly prokazany pomoci biochemickych
analyz u bakterii (Champion et al., 2010). Na zaklad¢ genetickych a molekularmé-biologickych dat
se predpoklada, ze stejny mechanismus funguje i u rostlin. Potvrzena je napfiklad zebularinem
indukovana tvorba DPC pomoci proteinu METYLTRANSFERAZY 1 (MET1) (Prochazkova et al.,
2022). Dale se vi, ze poskozeni DNA zpusobené zebularinem nastava specificky béhem replikace DNA

a s nejvetsi pravdépodobnosti se objevi az béhem syntézy nového vlakna. Signalizace tohoto poskozeni



je zprostfedkovana aditivni aktivitou ATAXIA TELANGIECTASIA MUTATED (ATM) a ATAXIA
TELANGIECTASIA MUTATED AND RAD3-RELATED (ATR) kinaz.

Uginky odliujici zebularin od jinych &inidel poskozujicich DNA podporuji piitomnost specifické
strategie opravy. Zejména bylo zjisténo, ze STRUCTURAL MAINTENANCE OF CHROMOSOMES
5/6 (SMC5/6) hraje dulezitou roli v ramci homologni rekombinace (HR) pii opravach poskozeni DNA
vyvolan¢ho zebularinem. Dosud v§ak nedoslo k uplnému objasnéni povahy poskozeni DNA vyvolané¢ho

inhibitorem a jeho opravného mechanismu (Liu et al., 2015).

3.5 Opravy DNA-proteinovych crosslinka

Pro zajisténi stability genomu je nezbytna obnova nativni sekvence a struktury DNA pomoci
opravnych mechanismu specifickych pro kazdy typ poskozeni. Zatimco opravy jednovlaknovych
nebo dvouvlaknovych zlomu, pfi¢nych vazeb a adukti bazi byly stfedem zajmu studia u riznych druhu
organismu, opravam DNA-proteinovych crosslinku se dlouhou dobu nevénovala pozornost (Enderle
etal., 2019). Nicmén¢ toxické DPC predstavuji bariéru pro pohyb enzymu spojenych s DNA,
a proto jsou rozpoznany jako abnormalni struktury spoustéjici signalizaci pro odstranéni téchto 1ézi
na DNA (Stingele et al., 2016). U rostlin byly dosud identifikovany tfi hlavni opravné drahy
DNA-proteinovych crosslinkii — endonukleolytické stépeni DNA v blizkosti DPC, proteolytické stépeni

proteinové slozky DPC a degradace fosfodiesterové vazby.

3.5.1 Endonukleolytické §tépeni DPC

Endonukleolytické Stépeni, které specificky cili na odstranéni crosslinkované DNA z DPC,
je usnadnéno predevsim strukturné-specifickou resolvazou METHYL METHANESULFONATE
AND UV SENSITIVE PROTEIN 81 (MUSS81) (Enderle et al., 2019).

MUSS81 patii do rodiny endonukleaz a je vysoce konzervovany napfi¢ eukaryotickou fisi,
jeho biologicka role se vSak mezi riznymi organismy li§i. Spolu s endonukleazou ESSENTIAL
MEIOTIC ENDONUCLEASE 1 (EME1) tvofi heterodimerni funkéni komplex podilejici
se na procesech HR, ktery je navic schopen rozliSit vSestranné meziprodukty DNA, jako jsou
Hollidayovy spoje (HJ) nebo zastavené replikacni vidlice (Hartung et al., 2006; Mannuss et al., 2010).
Jelikoz bylo zjisténo, Ze v souvislosti s CPT-senzitivitou se MUS81 u kvasinek podili na opravach DPC,
stal se protein zajimavym kandidatem ve vyzkumu opravy DPC i u rostlin huseni¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana) (Liu et al., 2002; Enderle et al., 2019). Na rozdil od kvasinek se v tomto
modelovém organismu vedle homologu MUS81 vyskytuji dal§i dva homology EME1 proteindg,
z nichZ oba sestavuji komplex feSici poskozené struktury specifickym mechanismem (Geuting et al.,
2009; Enderle et al., 2019). Jedna se o proces, béhem kter¢ho komplex MUS81-EMEI s nejvétsi
pravdépodobnosti provadi symetrické fezy na vlaknech DNA, ¢imz vznika DSB umoziujici pfistup

kanonickym opravnym draham (Geuting et al., 2009).
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3.5.2 Proteolyticka degradace DPC

Existence proteazy, ktera specificky degraduje proteiny vazané na DNA, byla objevena teprve
nedavno, ale uz nyni se jedna o prevladajici mechanismus opravy DPC (Stingele et al., 2014).

WEAK SUPPRESSOR OF SMT3 (WSS1) je metaloproteaza objevena u kvasinek, ktera ptiivodné
souvisela s drahou malého modifikatoru podobnému ubikvitinu (Stingele et al., 2015; Enderle et al.,
2019). WSS1 byla prvnim prikladem enzymu, ktera poskytovala odolnost vici ¢inidlim indukujicim
DPC. Soucasny model opravy DPC je v pripad¢ kvasinek takovy, ze WSSI1 proteazy interaguji
s chromatinem a specificky degraduji vétSinu proteinovych slozek DPC, ¢imZz umoziuji postup
replikacni helikazy. Zbyvajici ¢ast peptidu kovalentné spojen¢ho s DNA sice stale tvofi mechanickou
zabranu, replikace DNA ale muze pokraovat diky specifické polymeraze pro syntézu translézi.
Tato alternativni cesta opravy, oznacovana jako tolerance DPC, poté generuje DSB, které jsou dale
zpracovany jinymi mechanismy oprav (Stingele et al., 2014). U zvifat je tato funkce zastoupena
metaloproteazou Spartan (SPRTN), ktera byla na zaklad¢ sekvencni podobnosti identifikovana
jako vzdalena pribuzna WSSI1, jelikoz vykazuje podobnou doménovou organizaci a sdili spolecny
evolucni puvod i funkce (Stingele et al., 2015; Zhang et al., 2020).

I pfes jejich pozoruhodnou proteolytickou aktivitu musi byt DPC-proteazy z rodiny
WSS1/SPRTN rizeny n¢kolika mechanismy, aby se vyhnulo degradaci jinych jadernych proteina a bylo
zajisténo zpracovani pouze proteinu kovalentné spojenych s DNA. Kdyby nedoslo ke kontrole tohoto
procesu, mohlo by to mit Skodlivé dusledky pro buiku. Jednim ze zakladnich mechanismu kontroly
objeveném u SPRTN se zda byt ubikvitinovy prepinac. Ten spousti diky indukci DPC deubikvitinaci
SPRTN, a tim umoziuje relokalizaci chromatinu nasledovanou umisténim proteaz do mista opravy.
Na druhé urovni kontroly WSS1/SPRTN proteaza vyzaduje, aby se pro ni stala DNA proteolyticky
aktivni (Stingele et al., 2016).

Vzhledem k udajiim ziskanym ze studii na kvasinkach a zivocisich piivedla védce na myslenku,
zda se mechanismus proteolytické degradace DPC vyskytuje i1 v rostlinné fisi. Experimenty provadéné
na husenic¢ku potvrdily, Zze se v jeho genomu nachazi 2 ortology opravné metaloproteazy — WSS1A
a WSS1B. Jako nezbytny nastroj pro opravu DPC vSak byla identifikovana pouze WSSIA.
Linie se ztratou prislusného proteinu vykazovaly precitlivélost na crosslinkacni ¢inidla CPT
a cis-platinu, coz naznacilo ucast WSS1A jako kli¢ové proteazy pii opravé enzymatickych DNA-TOP1
crosslinku a také neenzymatickych DPC indukovanych cis-platinou. V porovnani s kvasinkami vSak tato
opravna draha u rostlin nijak nesouvisi s HR, a proto se pfedpoklada oprava jinymi mechanismy

(Enderle et al., 2019).

3.5.3 Enzymaticka hydrolyza DPC
Krom¢ DNA nebo proteinové ¢asti DPC se muzou opravné mechanismy zaméfit i na samotnou
crosslinkacni vazbu, a pravé k tomu slouzi specializované enzymy TYROSYL-DNA

FOSFODIESTERAZA 1 (TDP1) a TYROSYL-DNA FOSFODIESTERAZA 2 (TDP2) (Prasad et al.,
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2019). TDP1 a TDP2 jsou vyznamng¢ pro opravu zachycenych komplexi DNA-protein a pro zpracovani
ruznych 3'- a 5'-blokujicich skupin na koncich DNA (Pommier ef al., 2014).

TDP1 se podili na opravach DPC typu 2 a 3. Jeho schopnosti je katalyzovat hydrolyzu
crosslinkac¢ni vazby mezi 3'-DNA koncem a PARP1/TOPI, predtim ale musi dojit k proteolyze
navazaného proteinu (Ide et al., 2018; Prasad et al., 2019). Na 3'-konci zanechava fosfat,
jehoz odstranéni nasledn¢ katalyzuje polynukleotid kinaza-fosfataza (Ide er al., 2018). Diky tomu
se vytvori 3'-hydroxylové konce, které mohou byt prodlouzeny polymerazami (Pommier et al., 2014).

Opravné drahy pomoci TDP1 se zdaji byt podobné jak pro DPC 2. typu, tak i pro DPC 3. typu.
Dilezity rozdil je pfedev§im v tom, ze TDP1 hydrolyzuje v ptipadé PARP1 vazbu mezi 3'-koncem
DNA a lysinovym primamim aminem proteinu, zatimco u TOP1 je hydrolyzovana fosfodiesterova
vazba mezi 3'-koncem DNA a aktivnim tyrosylovym zbytkem proteinu (Prasad et al., 2019).

TDP 2 je viceucelovy enzym, ktery se na rozdil od TDP1 nevyskytuje u kvasinek, ale u obratlovcu
(Pommier et al., 2014). Je zapojen do procesu signalizace, transkripéni regulace a apoptotické regulace.
Hlavni je ale jeho opravna funkce, kdy iniciuje opravu DPC 4. typu hydrolytickym odstranénim
zachyceného topoizomerazového peptidu z 5'-koncit DSB, ¢imz umoziuje religaci (Zeng et al., 2011).

Aby byla zahajena aktivita TDP2, muze dojit vedle znamé proteolytické degradace proteinu
i k denaturaci navazané¢ TOP2 na DNA. Bylo totiz prokazano, ze SUMO E3 Ligaza podporuje
sumoylaci TOP2 a aktivitu enzymu. Sumoylace indukuje konformacni zménu proteinu a umoziuje
tak pristup TDP2 ke crosslinku. Po uspésné hydrolyze zesiténi lze vysledny dvouvlaknovy zlom,
pozustatek po DPC typu 4, opravit pfimo nechomolognim spojovanim konct (Schellenberg et al., 2017,
Zagnoli-Vieira et Caldecott, 2017).

Predchozi vyzkumy prokazaly, ze jsou vSechny 3 specifické drahy opravy DPC zachovany

mezi riznymi organismy (Obrazek 5).

Obrazek 5: Specifické modely oprav DNA-proteinovych crosslinki.

Tento typ DPC mize byt odstranén endonukleolytickym Stépenim DNA pomoci MUS81, proteolytickym
pusobenim WSS1A na proteinové Casti nebo hydrolyzou fosfodiesterové vazby pires TDP1 (pievzato a upraveno
z Enderle et al., 2019).
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Pomoci analyzy TDP1 a TDP2 byla potvrzena role enzymatické hydrolyzy DPC i u rostlin.
Cesta feseni toxickych crosslinktt pomoci TDP1 je, na rozdil od endonukleolytického §tépeni DNA
nebo proteolytické degradace proteinové ¢asti, vedlejsi a vyuziva se prfedevs§im v nepfitomnosti enzymu
jedné ze zminovanych opravnych drah DPC. Enzym TDP2 je na druhou stranu pfimo vyzadovan

pro opravu DNA-TOP2 crosslinku (Enderle et al., 2019; Hacker et al., 2022).
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material
V ramci mé bakalafské prace bylo otestovano 58 Mj; populaci semen z rostlinné linie 21B
huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Linie W35 a smc6b-1 byly pouzity jako kontroly.

Seznam pouzitych linii a jejich zakladni charakteristiky jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1: Seznam pouzitych linii rostlin husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana).

Nazev linie Popis linie Vyznam Zdroj
W35 Col-0 wild type Rlié;s:reolizm Pecinka group
Col-0, T-DNA inzerce,
smc6b-1 chromozom 3, Senzitivni kontrola SALK 101968C
AT5G61460
Col-0 mutagenizovana Vybér
21B M3 populace pomoci kandidatnich linii Pecinka group
EMS ¢inidla rostlin
Ovéreni EMS
Col-0, T-DNA inzerce, mutace pomoci
dper? chromozom 1 komplemé)ntaéniho dper7-2
kfizeni

Rostliny byly v riznych fazich svého vyvoje umistovany do rozdilného prostiedi. Po vysevu
vysterilizovanych semen byly Petriho misky se vzorky inkubovany po dobu 7 dni v ristové komorte
Percival. Poté¢ byly vykli¢ené rostliny preneseny do substratu oSetfené¢ho pripravkem Careo
a smichaného s perlitem v poméru 3:1. Takto pfipravené rostliny byly péstovany ve fytotronové komore,
dokud nedoSlo k ziskani zralych nakfizenych Sesuli. Na zavér byly dosp€lé rostliny umistény
do skleniku. Jednotlivé podminky ristu rostlin husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) jsou shrnuty

v Tabulce 2.

Tabulka 2: Podminky ristu rostlin husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) v rizném prostiedi.

E Podminky i
Prostredi Den Noc Vyznam
Klic¢eni semen in vitro,
Rustova komora - Ao - oo vybér kandidatnich
Percival 16 hpfi 21°C 8hpfi 18 °C r(})/stlin po 7 dnech,
analyza délky kofenu
Rast rostlin
Fytotronové komora 16 hpi 19 °C 8hpii 18 °C v substratu, zrani
(65% vlhkost) (65% vlhkost) a sbér nakfizenych
Sesuli
Sklenik 16 h pii 24 °C 8 h pii 16 °C Skladovani a suseni
rostlin
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4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

4.2.1

Pouzité chemikalie

1x TAE pufr

Agar bacteriological (VWR Chemicals, kat. ¢. 84609.0500)

Agarose I™ (VWR Chemicals, kat. &. 0710-500G)

Destilovana voda

DMSO (dimetylsulfoxid) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 27043-1)

DreamTaq™ Green DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific, kat. . EP0714)

Etanol 96% (Lach-Ner, kat. ¢. 20025-A96)

Etidium bromid (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E8751-5G)

Exonuclease I (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EN0582)

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EF0651)
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. SM1331)

Chlornan sodny (Merck, kat. ¢. 1056142500)

RiboLock RNase Inhibitor (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EO0381)

Tween® 20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. P9416-100)

Zebularin [1-(B-D-ribofuranosyl)-1,2-dihydropyrimidin-2-on] (Sigma-Aldrich, kat. ¢. Z4775-
25MG)

B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M3148)

Pouzité soupravy

GeneJET Plant Genomic DNA Purification Mini Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. K0792)
RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. K1632)
RNase-Free DNase Set (50) (Qiagen, kat. ¢. 79254)

RNeasy® Plant Mini Kit (50) (Qiagen, kat. ¢. 74904)

15



4.2.3 Pouzité roztoky a jejich priprava
10% hypochlorid sodny s 0.01% Tween® 20: Smichat 7 ml zasobniho roztoku NaClO s 3 ml destilované

vody. Pomoci automatické pipety s odstfizenou Spickou pridat 10 pl detergentu Tween® 20.

> Murashige a Skoog (MS) médium (pH 5.8) s 0.6 nebo 0,8% agarem: Smichat 22 g MS soli, 10 g

sacharozy, 1 g MES a 6 nebo 8 g agaru. Doplnit do objemu 1 1 destilovanou vodou, upravit pH na 5,8

pomoci KOH a pfipraveny roztok autoklavovat.

Y, Murashige a Skoog (MS) médium s 0,6 nebo 0,8% agarem a s pfidavkem 20umol-1"! zebularinu:

Smichat 100 pl 10mmol-1" zasobniho roztoku zebularinu s 50 ml mirné vychladlého %> MS média s 0,6

nebo 0,8% agarem.

1% agar pro fotodokumentaci natazenych kofenu: Smichat 2 g agaru s 200 ml destilované vody.

Roztok v lahvi s neutaZenym vickem rozvafit v mikrovlnné troubé, dokud nebude zcela Ciry.

Rozlévat po 10 ml do Petriho misek a roztok nechat ztuhnout.
1x TAE pufi: Do nadoby nalit 20 ml 50x TAE pufru a doplnit destilovanou vodou na objem 1000 ml.

1% agar6zovy gel pro elektroforetickou separaci: Smichat 1 g agarézy se 100 ml 1x TAE pufru.

Roztok v 1ahvi s neutaZenym vickem rozvafit v mikrovinné troubé, dokud nebude zcela Ciry.
Po vytaZeni z mikrovlnné trouby nechat chvili zchladnout, nasledné k roztoku pfidat 2 pl etidium
bromidu a promichat. Roztok nalit do elektroforetické komirky s vlozenym hrebinkem a nechat

ztuhnout.
1x reakéni pufr pro purifikaci PCR produkti: Smichat 1 pl 10x reakéniho pufru s 9 ul destilované vody.
4.2.4 Pouzité primery

Primery pouzit¢ pfi PCR amplifikaci a Sangerové seckvenovani byly navrZzeny manualné

Mgr. Evou Dvorak Tomastikovou, Ph.D. Seznam pouzitych primera a jejich zakladni charakteristiky

jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Seznam primera ur¢enych pro PCR amplifikaci a Sangerovo sekvenovani.

Nazev Sekvence 5’ — 3' Typ ;ﬂ:ll:;(sttup[gll}]
ET0419 GCTTCCTCCACCAAAGGTTA

ET0420 AAGATTTTGCGGGTCAAGCT cDNA 349
ET0419 GCTTCCTCCACCAAAGGTTA eDNA 937
ET0420 AAGATTTTGCGGGTCAAGCT

16



4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

4.3.1 Pristroje a zaFizeni
e Analytické vahy (Sartorius)
e Centrifuga MiniStar (VWR)
e Digitalni predvazky Scout SC4010 (Ohaus)
e Fotoaparat Nikon, AF-S Micro (Nikon)
e Fytotronova komora (Weiss Gallenkamp)
e Hlubokomrazici box JOUAN pultovy ULF 320 (Trigon-Plus)
e Horizontalni elektroforéza MultiSUB Choice Trio se zdrojem napéti (Cleaver Scientific)
e Laboratorni digestor M 1800 (Merci)
e Laminarni box JOUAN MSC 9 (Trigon-Plus)
e Lednice RK (Gorenje)
e Michacka vortex digit. (VWR)
e Mikrocentrifuga MicroStar 17R (VWR)
e  Mikrovinna trouba EMN (Zanussi)
e NanoDrop One spektrofotometr (Thermo Fisher Scientific)
e Rustova komora (Percival Scientific)
e Termocykler T-Gradient (Biometra)
e Termomixer thermal (VWR)
e TissueLyser MM301 (Retsch)
e Transiluminator InGenius 3 (Syngene)
o Triepacka vortex VV3 (VWR)
e Vyrobnik ledu (Brema)

4.3.2 Programy
e GeneSnap verze 7.12.06 (Syngene)
e Imagel (Java)
e  Microsoft Excel (Microsoft)
e SnapGene verze 6.0.2 (GSL Biotech LLC)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Sterilizace semen pro kontrolovany vysev

Semena byla nejdrive presypana do 1,5ml mikrozkumavek a nasledné pfenesena do laminarniho
boxu, kde za sterilnich podminek pokracovala sterilizace semen. Do jednotlivych mikrozkumavek bylo
pridano 500 ul 70% etanolu, ve kterém byla semena po dobu 5 minut a za mirného tfepani inkubovana.
Po uplynuti 5 minut byl veskery etanol odpipetovan a do mikrozkumavek bylo pfidano 500 ul 10%
hypochloridu sodného s 0,01% Tween® 20. Semena byla s hypochloridem opét inkubovana po dobu
5 minut za mirného tfepani. Po odpipetovani hypochloridu nasledovalo promyvani semen v 500 ul
destilované vody. Tento krok byl po 5 minutach inkubace dvakrat opakovan. K sementim byla pfidana

0,1% agar6za, poté doslo ke stratifikaci v lednici po dobu 2 dnt pfi 4 °C.

4.4.2 Validace M3 kandidatnich linii rostlin EMS-mutagenizované populace

Po 2denni stratifikaci nasledoval vysev na 50ml Petriho misky s %2 MS médiem s 0,6% agarem
a také na misky s %2 MS médiem obsahujicim 20umol-1"" zebularin. Nasledné byly misky se vzorky
inkubovany v riastové komote Percival po dobu 7 dni.

Po uplynulém tydnu byly rostlinné linie jevici senzitivitu k zebularinu nataZzeny na 1% agarové
médium a vyfotografovany pomoci fotoaparatu Nikon. Délka kofent jednotlivych rostlin byla zméfena
v programu ImagelJ a udaje ziskané z tohoto programu byly vyuzity k uréeni primémé délky kotenu
rostlin rostoucich jak na klasickém médiu, tak i na médiu s obsahem zebularinu. K hlavnimu vybéru
zkoumanych linii rostlin v§ak slouzil az pomé&r mezi témito dvéma ziskanymi priméry. Pravé kandidatni

linie prokazovaly redukci kofene minimalné o 60 %, zatimco rezistentni kontrola pfiblizné 40 %.

4.43 Kiizeni kandidatnich linii rostlin

K upeviiovani mutaci v genomu kandidatnich linii rostlin a vytvofeni mapovaci populace bylo
provedeno jejich zpétné kiizeni s matetskymi liniemi. Pokud rostliny vykazovaly senzitivni fenotyp,
ktery odpovidal fenotypu nékterého ze znamych mutanti zapojenych v opravach zebularinem-
indukovanych DPC, bylo provedeno i komplementaéni kfiZzeni s touto mutantni linii.

Jako prvni byly emaskulovany 3 nejstar$i pupeny se zelenymi ¢i mirné¢ Zlutymi prasniky.
Dalsi den byl na blizny emaskulovanych pupenti pfenesen pyl z jiné linie. ZkfiZzené rostliny byly
na 3 tydny preneseny do fytotronové komory, ve které probihalo zrani Sesuli. Po jejich opatrném sbéru
byly zbyl¢ rostliny premistény do skleniku.

Kfizenim kandidatnich linii rostlin s kontrolni linii W35 (wild type) vznikli kfizenci BCF;
generace. Sesbirand semena z této generace byla vyseta do hliny a po samospraseni hybridnich rostlin
doslo k produkci BCF: semen, ktera predstavovala mapovaci populaci. 1200 semen BCF, generace bylo
vysazeno na ¥» MS médium obsahujici 20umol-1"! zebularin a inkubovano po dobu 7 dni v rustové
komorte Percival. K dalsi analyze slouzily pouze fenotypové identické rostliny s vyrazné€ redukovanymi

kofeny znacici senzitivitu k zebularinu, a tudiz nesouci zajmovou mutaci.
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P1i komplementacnim kfiZzeni byla hybridni semena rovnou sazena na %> MS médium obsahujici

20umol-1"! zebularin a inkubovana po dobu 7 dni v rustové komote Percival.

4.4.4 Izolace gDNA

Pro izolaci gDNA slouzily 7denni rostliny husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana).
Rostliny vlozené do 1,5ml mikrozkumavek se zamkem a sklenénymi kulickami byly prudce zmrazeny
v tekutém dusiku pii —196 °C. Poté prob¢hla homogenizace pomoci TissueLyser MM301 po dobu
1 minuty a 30 sekund pfi frekvenci 30 Hz. Mikrozkumavky s homogenizovanymi vzorky byly opét
preneseny do tekutého dusiku. Dale bylo u izolace gDNA postupovano podle protokolu soupravy
GenelET Plant Genomic DNA Purification Mini Kit.

4.4.5 Izolace RNA

K izolaci RNA byly taktéz pouzity 7denni rostliny huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana),
avSak s tim rozdilem, Ze jejich maximalni navazka musela ¢init 100 mg. Homogenizace vzorku
probihala stejné jako u izolace gDNA. Dale bylo u izolace RNA postupovano podle protokolu soupravy
RNeasy® Plant Mini Kit (50).

4.4.6 Méreni koncentrace a Cistoty izolovanych nukleovych kyselin

Po izolaci nukleovych kyselin bylo nutné stanovit jejich koncentraci a cCistotu pomoci
spektrofotometru NanoDrop One. Na spektrofotometr byl pomoci automatické pipety prenasen 1 pl
vzorku vyizolované nukleové kyseliny. Cistota byla urovana z pomé&ru hodnot absorbanci pii vinovych

délkach 260 a 280 nm. Cista gDNA vykazovala hodnotu A260/A280 okolo 1,8 a RNA okolo 2.

4.47 Sekvenovani nové generace (NGS)

Pro identifikaci kandidatniho genu byla gDNA senzitivnich rostlin BCF, generace odeslana
ke komer¢nimu sekvenovani (Novogene LTD, Cambridge, UK). Analyza sekvenacnich dat byla
provedena Mgr. Evou Dvorak Tomastikovou, Ph.D. dle Prochazkova et al., 2022. Vystupné grafy byly
taktéz vygenerovany vedouci prace v programu RStudio (RStudio Team, 2020).

4.4.8 Syntéza cDNA

Pri syntéze cDNA byl k 1 pg RNA pfidan 1 pl Oligo(dT) primeri, smés byla doplnéna
Nuclease-free vodou na celkovy objem 12 pl. V prvni ¢asti probéhla denaturace RNA po dobu 5 minut
pii 65 °C. K denaturované RNA byly pfidany zbyvajici slozky reakéni smési podle Tabulky 4. Samotna
syntéza cDNA probihala nejdfive 60 minut pii 42 °C a poté 5 minut pii 70 °C.
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Tabulka 4: Slozeni reakéni smési pro syntézu cDNA.

Slozka reak¢ni smési . Kon’c entrace Konec¢na koncentrace Pipetovany objem
zasobniho roztoku ]
Reakéni pufr 5x 2,5% 4
Ribolock RNase 20 Ul 20 Ulreakce 1
inhibitor
dNTPs 10 mmol-1"! 2.5 mmol-1"! 2
RevertAid reverzni 200 U-pl”! 200 Ulreakee 1

transkriptaza

4.49 Polymerazova ietézova reakce

Pro PCR amplifikaci konkrétniho useku DNA byla vyuZzita DreamTaq™ Green DNA polymeraza

(Thermo Fisher Scientific). Nejdiive doslo k pfipravé reakéni smési podle poctu vzorku.

Jednotlivé slozky a jejich objemy jsou uvedeny v Tabulce 5, pouzité¢ primery jsou zaznamenany

v Tabulce 3. K rozpipetované reakéni smési byla nasledné pfidana templatova gDNA nebo cDNA,

vysledny objem reakce byl 30 ul. Po pfeneseni jednotlivych vzorku do termocykleru T-Gradient byl

nastaven program PCR reakce podle Tabulky 6.

Tabulka S: SloZeni reakéni smési pro PCR amplifikaci.

Koncentrace Konecna Pipetovany objem [pl]
Slozka reak¢ni smési zasobniho ;.
koncentrace  (celkovy objem reakce 30 pl)
roztoku
DreamTaq Green pufr 10x 1 3
dNTP Mix 2 mmol-1"! 0,2 mmol-1"! 3
Forward primer 10 pmol-1'! 0,5 wmol 1" 1,5
Reverse primer 10 pmol 1! 0,5 umol 1'! 1,5
DreamTaq™ Green DNA SU-u" 0,75 Ulreakee 0,15
polymeraza
Destilovana voda 15,85
Templatova DNA 5
Tabulka 6: Program PCR reakce.
Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Pocatecni denaturace 95 3 min 1
95 30s
PCR amplifikace 56 30s 35
72 1 min/kb
Zavérecna elongace 72 10 min 1
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4.4.10 Agarozova gelova elektroforéza

K separaci PCR produktii byla vyuzita elektroforéza v 1% agarézovém gelu s etidium bromidem.
Vedle jednotlivych vzorku byl do gelu napipetovan i GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, ktery slouzil
k pfibliznému stanoveni velikosti fragmentu PCR produkti. Elektroforeticka separace probihala
po dobu 30 minut pfi napéti 100 V. Po jejim skonéeni byl gel pfenesen do UV transiluminatoru

InGenius 3, pomoci kterého byl pozorovan vysledek.

4.4.11 Purifikace PCR reak¢ni smési

Pro dalsi vyhodnocovani bylo potfebné pracovat s opravdu ¢istou cDNA, tzn. zbavenou ostatnich
sloZzek PCR reakéni smési. Pri purifikaci bylo postupovano podle Tabulky 7. Z duvodu velmi malych
objemu jednotlivych slozek doslo nejdfive k pripravé purifikacni smési podle poctu vzorkd.
Nasledovalo rozpipetovani purifikacni smési a piidani PCR reakéni smési, vysledny objem reakce byl

7 pl. Poté byly jednotlivé vzorky pfeneseny k inkubaci do termocykleru T-Gradient.

Tabulka 7: Slozeni purifika¢ni smési a program reakce pro purifikaci PCR reakéni smési.

Pipetovany objem [ul]

Slozka reak¢ni smési (celkovy objem reakce 7 ul)

Program reakce

Exonukleaza I 0,05
FastAP alkalicka fosfataza 0,5 30 min pfi 37 °C, poté¢ 20 min
1x reakéni pufr 2,45 pri 80 °C
PCR produkt 4

Pred koncem inkubace byla pfipravena smés podle pozadavku firmy SEQME (Tabulka 8).
Tato smé&s obsahovala 2,5 pul 10umol-1" roztoku primeri a doporuéené mnozstvi PCR produktu dle jeho
délky, nasledovalo doplnéni destilovanou vodou do celkového objemu 10 pl. Takto pfipravené vzorky

byly odeslany na osekvenovani.

Tabulka 8: Pozadavky firmy SEQME pro sekvenovani s pouzitim vlastnich primert.

Templat Mnozstvi [ng] Pouzité primery Celkovy objem [ul]
PCR produkt < 500 bp 50
PCR produkt 500— 100 25 pmol
1000 bp (tj. 2,5 pl 10pmol- 1" 10
PCR pmil;kt > 1000 200 roztoku primeri)
Plasmid 500
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5 VYSLEDKY

5.1 Vybér pravych senzitivnich linii 21B

Pro vybér senzitivnich kandidati husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) byla provedena
validace semen M3 generace na 2 MS médiu 0,6% agar (mock) a na médiu s pfidavkem 20umol-1"!
zebularinu. Jako kontrola rezistentni k zebularinu byla pouzita linie W35, u niz dochazi k redukci kofene
o pouhych 40 %. U senzitivni kontroly smc6b- 1 byvaji kofeny redukovany okolo 90 % oproti rostlinam
rostoucim na médiu bez pridavku chemikalie.

Kandidati byli povazovani za pravé v pripad¢€, kdy rustem na zebularinu vykazovali minimalné
60% redukci délky kofene ve srovnani s délkou kofene dané linie rostouci na médiu bez pridavku
zebularinu. Diky tomuto kritériu bylo pii analyze délky kofenu vybrano 5 kandidatnich linii — 21B-5,
21B-7, 21B-15, 21B-22 a 21B-30, zbyl¢ linie byly vyfazeny (Obrazek 6). V piipad¢ prvni kandidatni
linie 21B-5 doslo az k 90% redukci délky kofene, coz poukazovalo na vysokou citlivost k zebularinu
a udélalo to z ni pfednostné kandidata ¢islo 1. Kandidatni linie 21B-30 vykazovala druhou nejvyrazng;jsi
redukei kofene, a to 0 82 %. U dalSich kandidatt nebyla redukce zas az tak vyrazna, ale stale odpovidala
pozadavkim analyzy. Provedenim validace semen M4 generace se ale vétSina kandidatnich linii
prokazala jako falesné¢ senzitivni, proto byly v dalSich experimentech vyuZity jen linie 21B-5 a 21B-30.

Jednotlivé fenotypoveé projevy kandidatnich linii 1ze vidét na Obrazku 7.
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Obrazek 6: Vybér senzitivnich kandidatnich linii na zakladé analyzy délky kofent.

Kvantitativni udaje o délkach kofenii kandiddtnich a nékterych vyfazenych linii rostlin 21B. Analyza byla
provedena z 10 rostlin od kazdé linie.
Svétle modra — zvalidované kandidatni linie 21B (senzitivni k zebularinu), tmavé modra — vyfazené linic 21B

(rezistentni k zebularinu).
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Obrazek 7: Fenotypy vybranych kandidatnich linii senzitivnich k zebularinu.

Semena byla vyseta na ¢isté médium (mock) a médium s 20pmol 1! zebularinem (ZEB). Fenotypy rostlin byly
analyzovany po 7 dnech.
W35 — rezistentni kontrola, smc6b-1 — senzitivni kontrola, 21B-5 a 21B-30 — kandidatni linie pouzivané v dalsich

experimentech. MéFitko — 1 cm.
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5.2 Priprava mapovaci populace u kandidatni linie 21B-5 a identifikace zasazeného

genu

Zaucelem identifikace kauzalniho genu byla vytvofena mapovaci populace, kdy doslo ke zkfizeni
kandidatni linie 21B-5 s kontrolni linii W335, ktera byla rezistentni k zebularinu. Vznikla semena BCF,
generace se vysela do hliny a po samospraseni téchto hybridnich rostlin nasledovala produkce semen
BCF, generace mapovaci populace.

1200 semen mapovaci populace BCF, bylo sazeno na 2 MS médium 0,6% agar s pridavkem
20umol-1'! zebularinu, 100 semen pak bylo sazeno na Cisté 2 MS médium 0,6% agar. Po vyklieni
semen doslo k segregaci rostlinnych fenotypt, diky ¢emuz bylo dohromady vybrano pouze okolo 80
senzitivnich rostlin nejvice odpovidajicich fenotypu matefské rostliny 21B-5. Ukazku recesivniho
fenotypu BCF; generace 21B-5 x W35 lze vidét na Obrazku 8. Z téchto rostlin byla vyizolovana gDNA,
ktera se po ovéieni koncentrace (¢ = 8 ng-pl™!) poslala na celogenomové osekvenovani. Sekvenaéni data

byla vyuzita ke zmapovani mutace, diky kterému byl identifikovan zasaZeny gen.

W35 smc6b-1 21B-5 x W35

mock

ZEB (20umol-11)

Obrazek 8: Fenotyp kandidatni linie 21B-5 a BCF, mapovaci populace.

Po samospraseni hybridnich rostlin 21B-5 x W35 byla vytvofena mapovaci populace. Semena byla vyseta na Cisté
médium (mock) a médium s 20umol-1"! zebularinem (ZEB). Fenotypy rostlin byly analyzovany po 7 dnech.
W35 — rezistentni kontrola, smc6b-1 — senzitivni kontrola, 21B-5 — kandidatni linie, 21B-5 x W35 — BCF,

mapovaci populace. MéFitko — 1 cm.
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Z vysledku sekvenac¢ni analyzy bylo zjisténo, ze se mutace u kandidata 21B-5 nachazela v distalni
¢asti chromozomu 1 (Obrazek 9). Podrobnéjsi analyzou sekvenacnich dat se jako nejpravdépodobné;si
mutace, zodpovédna za senzitivitu k zebularinu, jevila mutace v genu DPCR7. V tomto genu doslo
k bodové mutaci vedouci k nesynonymni substituci baze G za A, ktera mé¢la za nasledek naruseni v misté

sestfihu intronu 5 (Tabulka 9).
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Obrazek 9: Graf frekvence vyskytu jednonukleotidového polymorfismu (SNP) kandidata 21B-5
na chromozomu 1.

Tato frekvence jednonukleotidového polymorfismu byla ziskana osekvenovanim gDNA pfiblizn¢ 80 rostlin
vybranych z BCF, generace 21B-5 x W35, které vykazovaly senzitivitu k zebularinu. Jednotlivé teCky piedstavuji
frekvenci mutantnich alel vypocitanou jako primér 11 po sob¢ jdoucich a vysoce spolehlivych SNP.

7

Hlavni kandidatni oblast v koncové ¢asti chromozomu 1 je ohrani¢ena ¢ervenym rameckem.

Tabulka 9: Kandidatni SNP v lokalizované oblasti chromozomu 1.

CHROMOZOM  POZICE PHRED FREKVENCE REF ALT EFEKT DOPAD
1 24894102 10 19 G T upstream_gene_variant MODIFIER
1 25221092 228 100 G NA NA NA
1 25266880 228 95 G A missense_variant MODERATE
1 25273045 228 100 G A missense_variant MODERATE
1 25444034 228 97 G A downstream_gene_variant MODIFIER
1 25557554 228 100 G A splice_donor_variant&intron_variant HIGH
1 25586148 228 100 G A intron_variant MODIFIER
1 25615260 228 100 G A stop_gained HIGH
1 25846440 221 80 A T 3_prime_UTR_variant MODIFIER
1 25882808 219 88 G A missense_variant MODERATE
1 25945638 228 91 G A synonymous_variant Low
1 26111174 228 96 G A upstream_gene_variant MODIFIER
1 26117818 228 92 G A 5_prime_UTR_variant MODIFIER
1 26167794 219 88 G NA NA NA
1 26481618 15 23 G T 5_prime_UTR_variant MODIFIER
1 26601537 220 84 G NA NA NA
1 26627000 221 81 G A splice_donor_variant&intron_variant HIGH
1 26666704 228 91 G A missense_variant MODERATE
1 26720458 4 20 A NA NA NA
1 26856034 221 78 C T intron_variant MODIFIER
1 26856166 221 74 C T missense_variant MODERATE
1 26994056 221 74 G A intron_variant MODIFIER

Pfisné filtrovani spolehlivych a vysokofrekvencnich mutaci vedlo k identifikaci kandiddtniho genu DPCR7
(modfe zvyraznény), vykazujiciho sestfihovou variantu & intron variantu mutace se 100% frekvenci vyskytu
mutace.

PHRED - skore kvality sekvenovani, REF — nukleotid v referencni sekvenci, ALT — zménény nukleotid.
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5.3 Ovéreni mutace v genu pomoci komplementacniho krizeni

K ovéfeni potencialné kauzalni mutace v genu DPCR7 u kandidata 21B-5 byla pouZita specificka
T-DNA inzer¢ni linie dpcr7-2, ktera nesla mutaci ve stejném genu. Tato linie byla objednana z databaze
NASC a poskytnuta Be. Jaroslavem Fil’o, ktery se stejnou linii pracoval ve své diplomové praci.

Po provedeném komplementacnim kfiZeni linii byla vznikla hybridni semena 21B-5 x dpcr7-2
otestovana na ¥ MS médiu 0,8% agar a na médiu s ptidavkem 20pmol-1"!' zebularinu. Z vysledného
fenotypu zkfiZzenych rostlin (Obrazek 10) bylo zfejmé, Zze u obou linii lezi mutace v genu DPCR7,
jelikoz vSechny rostliny vykazovaly vysokou senzitivitu k zebularinu, a navic byly fenotypové identicke
s rodi¢ovskymi rostlinami. Pfedmétem dalSich experimentt bylo identifikovat, jaky vliv méla tato

mutace na editaci primamiho transkriptu.

W35 smc6b-1

mock

ZEB (20umol-1")

Obrazek 10: Fenotyp kandidatni linie 21B-5 a jedince vzniklého komplementacnim kfiZenim.

Komplementa¢ni kiizeni kandidatni linic 21B-5 s T-DNA linii dpcr7-2. Semena byla vyseta na Cist¢ médium
(mock) a médium s 20pmol-1"!' zebularinem (ZEB). Fenotypy rostlin byly analyzovany po 7 dnech. Doslo k 100%
zisku rostlin se senzitivnim fenotypem.

W35 —rezistentni kontrola, smc6b-1 — senzitivni kontrola, 21B-5 — kandidatni linie, dpcr7-2 — T-DNA linie rostlin,
21B-5 x dpcr7-2 — hybridni jedinec vznikly komplementacnim kiizenim. MéFitko — 1 cm.

5.4 Ovéreni pozice mutace pomoci Sangerova sekvenovani

Na zaklad¢ celogenomového sekvenovani bylo stanoveno, Zze se mutace nachazi na pocéatku
intronu 5 v genu DPCR?7. Pro ovéfeni tohoto tvrzeni bylo zapotfebi vyizolovat gDNA jak z kontrolni
linie W335, tak i z linie 21B-5 nesouci mutaci. Pomoci specificky navrzenych primera ET0419 a ET0420,
umisténych na exonech 4 a 6, byla kauzalni oblast amplifikovana a nasledn¢ elektroforeticky
separovana. Dle predpokladu byla vysledna velikost obou produktii 937 bp (Obrazek 11). Nasledné byla

PCR reakéni smés s gDNA produkty obou linii purifikovana a poslana na osekvenovani firmou SEQME.
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Obrazek 11: Elektroforeticka separace PCR produktu gDNA linii W35 a 21B-5 s o¢ekavanou velikosti.

U PCR produktit gDNA linii W35 a 21B-5 bylo dosazeno o¢ekavané velikosti 937 bp.
M — marker molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, 1 — linie W35, 2 — linie 21B-5.

Porovnanim referencni sekvence W35 se sekvenci kandidata 21B-5 bylo potvrzeno, Ze vlivem
mutace doslo k zaméné baze guaninu za adenin na zacatku intronu 5, tzn. v sestfihové oblasti genu

(Obrazek 12). Schématické srovnani referencni sekvence se sekvenci genu DPCRY7 lze vidét na Obrazku
13.

Obrazek 12: Schéma genu DPCR7 kandidatni linie 21B-5 s ocekavanou sestfihovou variantou mutace.

Dle vysledki doslo k mutaci, ktera zpuisobuje zaménu baze G za A na zacatku 5. intronu genu DPCR7 kandidatni
linie 21B-5.

v

Tmavé modré oblasti — exony, preruSovana ¢ira — introny, ¢ervena znacka — jednonukleotidova zaména

guaninu za adenin.

ATCAGAGCCTACGAATGACAGGGCCAAGATTGTTATTACAATACAGBACAAAGATGGACAGAAGACACTCCGGETGTTTECGgtaagttttttcactgettgecacttactatccaaccttccatcgacaataagettactatccaaactttttctagetagat
! ' | | ! | ! ! 1 ' y 1 y
t 1 t t

t t t t t t t t t t t t
TAGTCTCGGATGCTTACTGTCCCGGTTCTAACAATAATGTTATGTCCTGTTTCTACCTGTCTTCTGTGAGGCCCACAAACGCCat tcaaaaaagtgacgaacggtgaatgataggttggaaggtagetgttattcgaatgataggtttgaaaaagatcgatcta
T X —

[ intron 5

ATCAGAGCCTACGAATGACAGGGCCAAGATTGTTATTACAATACAGGACAAAGATGGACAGAAGACACTCCGGETGTTTECGgtaagttttttcactgettgecacttactatecaaccttecategacaataagettactatecaaactttttetagetagat

ATCAGAGCCTACGAATGACAGGGCCAAGATTGTTATTACAATACAGGACAAAGATGGACAGAAGACACTCCGGETGTTTGCGATAAGTTTTTTCACTGCTTGCCACTTACTATCCAACCTTCCATCGACAATAAGCTTACTATCCAAACTTTTTCTAGCTAGAT
A
fIn
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Obrazek 13: Schématické porovnani sekvenci gDNA kontrolni linie W35 s kandidatni linii 21B-5.
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Znazornénd mutace v gDNA linie 21B-5 nachazejici se v misté€ sestiihu.

Horni pruh — referencni sekvence gDNA linie W35, dolni pruh — sekvence mutantni gDNA linie 21B-5.
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5.5 Charakterizace efektu mutace na vysledny transkript pomoci Sangerova

sekvenovani

K charakterizaci efektu mutace na editaci primarniho transkriptu bylo zapotfebi vyizolovat RNA
taktéZz z kontrolni linie W35 a kandidatni linie 21B-5. Vyizolovana RNA byla nasledné prevedena
na cDNA a amplifikovana opét pomoci specifickych primert ET0419 a ET0420, kterymi byla
ohranicena oblast zajmu. Po elektroforetické separaci ale byly ziskany produkty o rozdilnych
velikostech. Zatimco u linie W335 byl ziskan produkt s o¢ekavanou velikosti 349 bp, u linie 21B-5 to byl
produkt vyrazn¢ vétsi (Obrazek 14). Po provedené elektroforéze byla PCR reakéni smés s cDNA

produkty obou linii purifikovana a poslana na osekvenovani firmou SEQME.
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Obrazek 14: Elektroforeticka separace PCR produktii cDNA linii W35 a 21B-5 s rozdilnou velikosti.

PCR produkty cDNA linii W35 a 21B-5 dosahovaly odlisnych velikosti. O¢ekavana velikost obou PCR produkti
byla 349 bp, coz odpovidalo produktu linie W35. Produkt linie 21B-5 byl daleko vétsi.
M — marker molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, 1 — linie W35, 2 — linie 21B-5.

Z porovnanych sekvenci cDNA (Obrazek 15) bylo zjisténo, ze jednonukleotidova substituce
vedla k nevystfizeni celého intronu 5, jez byl stale soucasti sekvence transkriptu. Béhem proteosyntézy
pak sice doslo k pfifazeni nékolika nahodnych aminokyselin do nadbyte¢né oblasti intronu, v ur€ité fazi
ale vznikl terminac¢ni kodon (Obrazek 16). Predasné ukoncéena syntéza produktu zpusobila, ze byl

vysledny protein nefunkéni a nemohl vykonat svou roli pfi opravé poskozené DNA.
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GAGCCTACGAATGACAGGGCCAAGATTGTTATTACAATACAGBACAAAGATGGACAGAAGACACTCCBGGTGTTTGCE
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CTCGBATGCTTACTGTCCCGETTCTAACAATAATGTTATGTCCTGTTTCTACCTGTCTTCTGTGAGGCCCACAAACGE

GAGCCTACGAATGACAGEGCCAAGATTGTTATTACAATACAGGACAAAGATGGACAGAAGACACTCCEGGTGTTTGCE

GAGCCTACGAATGACAGGBCCAAGATTGTTATTACAATACAGGACAAAGATGGACAGAAGACACTCCGGGTGTTTGCGATAABTTTITTCACTGCTTGCCACTTACTATCCAACCTTCCATCGACAATAAGCTTACTATCCAAACTITTTCTAGETAGATACT
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Obrazek 15: Schématické porovnani sekvenci cDNA kontrolni linie W35 s kandidatni linii 21B-5.

Vlivem zamény baze G za A nedoslo k vystfizeni intronu 5 v genu DPCR7 u kandidatni linie 21B-5.
Horni pruh — referencni sekvence cDNA linie W35, dolni pruh — sekvence mutantni cDNA linie 21B-5.

ABCCTACGAATGACAGGGCCAAGATTGTTATTACAATACAGGACAAAGATGEACAGAAGAGACTCCGG6TGTTTGCEgtaagttttttcactgettgecacttactatccaaccttccatcgacaataagettactatecaaactttttctagetagatactag
v | ' ' ! | ! | | 1 s ! y | | 1

t t t t t t t t t t t t t t t t
TCGGATGCTTACTGTCCCGGTTCTAACAATAATGTTATGTCCTGTTTCTACCTGTCTTCTGTGAGBCCCACAAACGC cattcaaaaaagtgacgaacggtgaatgataggttggaaggtagetgttattcgaatgataggtttgaaaaagatcgatctatgate
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Obrazek 16: Vznik predéasné¢ho terminacniho kodonu v oblasti intronu 5 béhem syntézy proteinu
DPCRY7.

Po piifazeni n¢kolika ndhodnych aminokyselin v oblasti intronu (ohrani¢eny ¢ervenym rameckem) byl pfifazen
terminacni kodon, ¢imz doslo k piedcasnému ukonceni proteosyntézy a vzniku nefunkEniho proteimu.

Svétle modry pruh — sekvence aminokyselin v produktu proteosyntézy genu DPCR7, tmavé modry pruh —

sekvence aminokyselin u nemutovaného produktu proteosyntézy, ¢erny pruh — nepiekladana oblast.
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5.6 Kandidatni linie 21B-30

Jelikoz linie 2 1B-30 vykazovala druhou nejvyrazngjsi senzitivitu k zebularinu hned po kandidatni
linii 21B-5, také u ni byla vytvofena mapovaci populace za ucelem identifikace kauzalniho genu.

Po vysazeni a vykliceni hybridnich rostlin BCF, generace bylo opét vybrano pouze
okolo 80 senzitivnich rostlin odpovidajicich fenotypu materské rostliny 21B-30. Ukazku recesivniho
fenotypu BCF, generace 21B-30 x W35 lze vidét na Obrazku 17. Z téchto rostlin byla vyizolovana
gDNA, ktera se po ovéfeni koncentrace (¢ = 20 ng-pl') poslala na celogenomové osekvenovani.

Sekvenacni data byla vyuzita ke zmapovani mutace.

smc6b-1 21B-30 21B-30 x W35

mock

ZEB (20umol- 1)

Obrazek 17: Fenotyp kandidatni linie 21B-30 a BCF, mapovaci populace.

Po samospraseni hybridnich rostlin 21B-30 x W35 byla vytvofena mapovaci populace. Semena byla vyseta
na Cisté médium (mock) a médium s 20pmol-I"' zebularinem (ZEB). Fenotypy rostlin byly analyzovany po 7
dnech.

W35 — rezistentni kontrola, smc6b-1 — senzitivni kontrola, 21B-30 — kandidatni linie, 21B-30 x W35 — BCF,

mapovaci populace. Méritko — 1 cm.

Z vysledka sekvenacni analyzy bylo zjisténo, ze se mutace u kandidata 21B-30 nachazela
pobliz centromerické oblasti chromozomu 1 (Obrazek 18). Dle kritérii vybéru mutaci byly
predpovézeny 2 kandidatni geny, kter¢ by mohly byt zodpovédné za senzitivni fenotyp u rostlin
husenicku. Jednalo se o geny ACTIVATED DISEASE RESISTANCE 1 (ADRI)
a PARALLEL SPINDLE 1 (PSI) (Tabulka 10). Z ¢asovych davodu vSak nedoslo k provéreni potencialné

kauzalnich mutaci, a proto budou kandidati z linie 21B-30 pfedmétem dalSich analyz.
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Obrazek 18: Graf frekvence vyskytu jednonukleotidového polymorfismu (SNP) kandidata 21B-30
na chromozomu 1.

Tato frekvence jednonukleotidového polymorfismu byla ziskana osekvenovanim gDNA piiblizn¢ 80 rostlin
vybranych z BCF, generace 21B-30 x W35, které vykazovaly senzitivitu k zebularinu. Jednotlivé teCky pfedstavuji
frekvenci mutantnich alel vypocitanou jako primér 11 po sob¢ jdoucich a vysoce spolehlivych SNP.

Hlavni kandidatni oblast pobliz centromerické oblasti chromozomu 1 je ohrani¢ena ¢ervenym rameckem.

Tabulka 10: Dva kandidatni SNP v lokalizované oblasti chromozomu 1.

CHROMOZOM  POZICE PHRED FREKVENCE REF ALT EFEKT DOPAD

1 10471512 219 89 G A missense_variant MODERATE
1 10529556 181 88 G NA NA NA

1 10763226 219 85 G A intron_variant MODIFIER
1 10836543 228 98 G A missense_variant MODERATE
1 10883875 223 91 G A intron_variant MODIFIER
1 10961424 219 85 G A splice_region_variant&synonymous_variant LOowW

1 11238187 228 94 G A downstream_gene_variant MODIFIER
1 11469265 218 88 G A upstream_gene_variant MODIFIER
1 11551897 219 87 G NA NA NA

1 11697810 220 86 G A missense_variant MODERATE
1 11919776 219 86 G NA NA NA

1 11962411 221 76 G A upstream_gene_variant MODIFIER
1 12050495 221 78 G A downstream_gene_variant MODIFIER
1 12170481 228 93 G A missense_variant MODERATE
1 12401546 220 84 G NA NA NA

1 12514835 203 81 C T missense_variant MODERATE
1 12539113 220 81 G A missense_variant MODERATE
1 12576485 228 92 G A upstream_gene_variant MODIFIER
1 12651804 220 83 G A intron_variant MODIFIER
1 12804933 116 83 G A missense_variant MODERATE

Piisné filtrovani spolehlivych a vysokofrekvencnich mutaci vedlo k vytipovani 2 nejpravdépodobnéjsich
kandidatnich genii ADR]I s frekvenci vyskytu mutace 93 % a u genu PS7 81 % (modfe zvyraznéné). Oba kandidati
vykazuji missense variantu mutace.

PHRED - skore kvality sekvenovani, REF — nukleotid v referencni sekvenci, ALT — zménény nukleotid.
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6 DISKUSE

Pro zachovani stability a struktury genetické¢ho materialu musi byt organismy schopny vyporadat
DNA-proteinové crosslinky (DPC), kdy jsou proteiny vyskytujici se v okoli chromatinu kovalentné
spojeny s molekulou DNA nasledkem puisobeni riiznych crosslinkacnich ¢inidel (Enderle et al., 2019).
Takovym ¢inidlem muize byt mimo jin€ i cytidinovy analog zebularin, jehoZ uéinky byly studovany
na husenicku rolnim (Arabidopsis thaliana). Jiz dfive bylo prokazano, Ze pokud jsou rostliny vystaveny
ucinkim zebularinu, nedochazi pouze ke sniZzeni metylace DNA, ale po kratkodobé expozici
také k vyznamné upregulaci 31 genu, z nichz je zhruba tfetina spojenych s metabolismem a opravou
poskozeni DNA. Jednalo se napiiklad o geny BREAST CANCER SUSCEPTIBLE 1 (BRCAI)
nebo RAS ASSOCIATED WITH DIABETES 51 (RAD5I1) (Liu et al., 2015; Nowicka et al., 2020).
Nov¢ byl tento analog identifikovan jako crosslinkacni ¢inidlo u husenicku, jenz po inkorporaci do DNA
béhem replikace specificky vaze METYLTRANSFERAZU 1 (MET1) (Prochazkova et al., 2022).
Z toho divodu se o opravnych mechanismech zebularinem indukovanych DPC zatim moc nevi.
Ziejmé ovsem je, ze neopraven¢ DPC vedou vlivem proteinové piekazky k zastaveni béZznych procesu
udrzujicich integritu genomu (Nowicka et al., 2020; Prochazkova et al., 2022).

Myslenka identifikace novych gen, které hraji roli v opravach DPC vedla ke vzniku dopfedné
fizeného genetického screenu. Pro zahajeni tohoto vyzkumu bylo nutné vytvorit EMS-mutagenizovanou
populaci (Kruska, 2017). Nahodna jednonukleotidova mutageneze pomoci EMS ¢inidla umoziuje
studovat geny pomoci dopfedné genetiky. Nasledkem zmény v genomu totiz nejprve dochazi ke vzniku
specifickych fenotypt rostlin vykazujicich zfetelnou redukei kofene vuci urcité chemikalii a az poté
jsou identifikovany geny zpusobujici tento vzhled. Reverzni genetika pracuje na opaéném principu,
kdy jsou nejprve nalezeny kauzalni geny, ke kterym se piifazuji fenotypy. Casto se ale nepodaii nalézt
spravny podnét pro identifikaci naprosto novych faktori zapojenych v konkrétnich procesech,
coz zvyhodriuje postupy dopfedné genetiky, a tim padem i postupy vysoce specifick¢ho genetického
screenu (Espina et al., 2018).

Analyzovana byla M3 generace linie 21B husenicku, ktera byla ziskana vybérem primarnich
kandidata z M, generace rostlin. Vzhledem k tomu, Ze v této prvni fazi vybéru jsou M, rostliny vybirany
pouze na zaklad¢ délky kofene na zebularinu, dochazi Casto k nespecifickému vybéru kandidatnich
rostlin. Rostliny mohou mit naptiklad mutaci v genu zodpovédném za rust kotfene, ktera ale nijak
nesouvisi se senzitivitou k zebularinu. Proto je nutné semena téchto primarnich kandidata podrobit
n¢kolika validacim na senzitivitu k zebularinu, které odhali pouze pravé kandidaty. Timto zptisobem
byli ziskani kandidati 21B-5 a 21B-30, ktefi slouzili k vysledné identifikaci genti zapojenych v opravach
DPC. Z dat ziskanych sekvenacni analyzou genomu kandidata 21B-5 bylo zifejmé, Ze se kauzalni mutace
nachazi v koncové casti chromozomu 1. Stringentnim filtrovanim jednotlivych SNP byl

jako nejpravdépodobnéjsi  kandidatni gen identifikovan DPCR7, ktery se po ovéfeni pomoci
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komplementaéniho kfizeni prokazal jako kauzalni. Nasledujici experimenty vedly k charakterizaci
efektu mutace na urovni transkriptu, jelikoz se jednalo o sestfihovou mutaci, tzn. Ze doslo k substituci
bazi na hranici mezi exonem a intronem. Osekvenovanim ¢cDNA z mutantnich rostlin doslo k zjisténi,
ze spliceozom prehlédl zménénou bazi a diky tomu nedoslo k vystfiZeni intronu 5. Zachovani intronu
vedlo ke zméné ¢teciho ramce a eventualné vzniku stop kodonu.

Stejné jako u linie 21B-5 1 u kandidata 21B-30 byla provedena sekvenacni analyza.
V prvnim piipad¢ byl potencialni kauzalni gen nalezen poméme jednoznaéné, protoze se jednalo o dalsi
alelu jiz znamého genu identifikované¢ho v nasem genetickém screenu. U linie 21B-30 vSak nebyla
situace upln¢ jasna. Dle polohy s nejvyssimi frekvencemi SNP a efektu danych mutaci bylo vybrano
n¢kolik potencialnich genu, které mohly byt zodpovédné za senzitivni fenotyp rostlin. Z databaze NASC
byly objednany T-DNA mutantni linie, vzhledem k ¢asové naroc¢nosti experimentu vSak nebylo mozné
analyzu dokoncit. Mezi vybranymi kandidaty byly geny ACTIVATED DISEASE RESISTANCE 1
(ADRI)a PARALLEL SPINDLE 1 (PSI1). ACTIVATED DISEASE RESISTANCE 1 patfi do stejnojmenné
rodiny proteint, ktera souvisi s obrannou reakci. Gen ADRI koduje produkt majici fadu klicovych
znaku, véetn¢ homologie se subdoménami protein kinaz, nukleotidové vazebné domény a repetice
bohat¢ na leucin. Pfechodna exprese tohoto genu zprostfedkovava pozoruhodnou odolnost vuci
chorobam ve spojitosti s akumulovanou kyselinou salicylovou (Grant et al., 2003). Jiz v ramci jiné
studie bylo prokazano, ze pritomnost kyseliny salicylové indukuje expresi obrannych gent a zvySenou
rychlost homologni rekombinace (HR), jakozto jedné z cest oprav poskozené DNA. Opravna draha je
pfitom zavisla na podjednotce SUPPRESSOR OF npri-i1, INDUCIBLE 1 (SNI1) komplexu
STRUCTURAL MAINTENANCE OF CHROMOSOMES 5/6 (SMC5/6), o némz samotném je¢ znamo,
ze udrzuje integritu genomu (Watanabe et al., 2009; Yan et al., 2013). Zdali ma produkt genu ADR]
podobnou roli jako SNII, je momentaln¢ predmétem spekulaci. PARALLEL SPINDLE 1,
nesouci domény naznacujici regulacni funkci, je konzervovan v celé rostlinné fisi. U husenicku hraje
roli predevsim pfi rozchodu chromozomu v meidze II. Pokud je vSak tento gen mutovan,
dochazi k abnormalni orientaci vieténka a u samcui tim padem vznikaji diploidni gamety (d'Erfurth
et al., 2008). Spojitost genu PSI s meidzou nas navedla na myslenku, ze by se gen mohl ucastnit
reparacnich drah béhem crossing-overu, kdy musi nejprve vzniknout DSB, nez dojde k vyméné
nesesterskych chromatid. Jestli by tomu tak doopravdy bylo, repara¢ni faktory by mohly fungovat
i v somatickych opravach.

Identifikovany gen DPCR7 neni zdaleka jedinym faktorem, ktery se ucastni oprav tohoto
specifického poskozeni DNA. V laboratofi doc. Pecinky byla jiz dfive testovana senzitivita raznych
mutanti vuci zebularinu. Vysledky prokazaly roli dvou evoluéné konzervovanych kinaz ATAXIA
TELANGIECTASIA MUTATED (ATM) a ATAXIA TELANGIECTASIA MUTATED AND RAD3-
RELATED (ATR) v signalizaci zebularinem indukovan¢ho poskozeni DNA, ktera vedla k opravam
pomoci HR (Liu ef al., 2015). Stale vSak neexistuje dostatek informaci pro pochopeni povahy oprav
DPC vyvolanych zebularinem, a proto stale probiha identifikace novych kandidati pomoci dopfedného
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genetického screenu. V ramci bakalarské prace byly identifikovany geny, které jsou zapojeny do oprav
DNA-proteinovych crosslinku indukovanych zebularinem. Ziskavanim poznatku o vlastnostech

a vyuziti téchto genu by mohlo v budoucnu napomoci objasnéni molekularniho mechanismu oprav

DNA-proteinovych crosslinku u husenicku.
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7 ZAVER

K identifikaci novych gent podilejicich se na opravach DNA-proteinovych crosslinku
u husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) byly pomoci dopredného genetického screenu analyzovany
populace rostlin mutagenizované¢ EMS cinidlem.

Celkem bylo otestovano 58 M3 populaci semen z rostlinné linie 21B. Hned po prvotni fazi
validace vSak doslo k vyfazeni vétSiny linii, jelikoz neprokazovaly specifickou senzitivitu
ke crosslinka¢nimu ¢inidlu zebularinu. Stringentni selekci jednotlivych fenotypu byly ziskany linie
21B-5 a 21B-30, které slouzily k dal§im analyzam.

Linie 21B-5, ktera projevovala vysokou senzitivitu k zebularinu ve vSech pfipadech testovani,
se stala prednostnim kandidatem. Pro identifikaci mutace kauzalniho genu byla vytvorena mapovaci
populace BCF,, z niz byly vybrany pouze rostliny s velmi kratkymi kofeny pfedstavujici recesivni
fenotyp. Po nalezeni a nasledném potvrzeni kauzalni mutace v genu DPCR7 pomoci sekvenovani byl
charakterizovan dopad mutace na editaci primarniho transkriptu. Vlivem jednonukleotidové substituce
na zacatku intronu 5 nedoslo k jeho vystfizeni a tim padem zistal soucasti proteinového produktu.
To zpusobilo jeho disfunkei pfi opravach DNA-proteinovych crosslinkt.

U linie 21B-30 bylo taktéz provedeno sekvenovani BCF, mapovaci populace. Na zaklad¢ analyzy
frekvence jednonukleotidovych polymorfisma se ocekava vyskyt kauzalni mutace pobliz centromerické
oblasti chromozomu 1. Kandidatni gen vSak nebyl doposud identifikovan, a proto bude tato linie dale

experimentalné zkoumana.
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