Univerzita Palackého v Olomouci

Bakalarska praca

Olomouc 2020 Jaroslav Fil’o



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie a genetiky

Vyvoj systému pro in vivo analyzu dynamiky a oprav
toxickych DNA-proteinovych vazeb u husenicku
rolniho

Bakalarska praca

Jaroslav Fil’o

Studijny program: Biologie
Studijny odbor: Molekularni a bunééna biologie

Forma studia: Prezenc¢ni

Olomouc 2020 Veduci prace: doc. Mgr. Ale§ Pecinka Ph.D



Bibliografické udaje
Meno a priezvisko autora: Jaroslav Fil'o

Nazov prace: Vyvoj systému pro in vivo analyzu dynamiky a oprav toxickych DNA-proteinovych

vazeb u husenic¢ku rolniho

Typ prace: bakalarska

Pracovisko: Katedra bunééné biologie a genetiky, PfF UP v Olomouci
Veduci prace: doc. Mgr. Ale§ Pe¢inka Ph.D.

Rok obhajoby prace: 2020

Kruacové slova: DNA-proteinova védzba, zebularin, SMC5/6 komplex, konfokalna mikroskopia

S rotujucim diskom
Pocet stran: 65
Pocet priloh: 0
Jazyk: slovensky

Sthrn:

Porozumenie procesom zodpovednych za vznik ur¢itého typu poskodenia DNA predstavuje
dolezity krok pre moznost’ $tadia repara¢nych mechanizmov, ktoré¢ toto poskodenie opravujt. Jednym
Z obzvlast’ toxickych poskodeni je DNA-proteinova vdzba. Toto poskodenie je charakteristické
vznikom stabilnej vazby medzi DNA a proteinom. Takymto proteinom moze byt akykol'vek protein
v blizkosti DNA, napriklad: histonové proteiny alebo enzymy.

Hlavnym cielom tejto bakalarskej prace bolo vytvorenie rastlinnych systémov, pomocou
ktorych bolo mozné vizualizovat’ vplyv cytidinového analdégu zebularinu na tvorbu DNA-proteinove;j
vézby. Navrhutie tychto rastlinnych systémov sa opieralo o vysledky prac, kde autori $tudovali efekt
zebularinu a inych cytidinovych analégov na rastlinné alebo zivocisne systémy. V jednej z takych prac
autori preukazali, Ze zebularin ovplyvituje DNA METYLTRANSFERAZU 1 a indukuje tak vznik
DNA-proteinovej vizby. Tento efekt zebularinu bol v navrhnutych systémoch, ktoré obsahovali DNA
METYLTRANSFERAZU 1 fizovanu s Gervenym fluorescenénym proteinom, vizualizovany metodou
konfokalnej mikroskopie s rotujicim diskom. Po tuspeSnej vizualizacii efektu zebularinu bol
otestovany jeho wvplyv na tvorbu pozorovan¢ho efektu u deficientného mutanta V géne
STRUKTURNEJ UDRZBY CHROMOZOMOV 6B. Kvantifikciou a itatistickym vyhodnotenim
ziskanych dat sa podarilo preukazat Specificky efekt zebularinu na pripravené reportérove,
kombinované a mutantné linie Arabidopsis thaliana. Muticia v géne STRUKTURNEJ UDRZBY
CHROMOZOMOV 6B vedie k zmene dynamiky pozorovaného efektu po vystaveni zebularinu.
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Summary:

Understanding of the processes responsible for certain types of DNA damage is an important
step in the process of studying the repair mechanisms that repair this damage. One of the particularly
toxic damages is DNA-protein crosslink. This damage is characterized by the formation of a stable
bond between DNA and protein. Such a protein can be any protein in the vicinity of DNA, for
example histone proteins or enzymes.

The main goal of this bachelor thesis was to create plant systems that could be used to visualize
the effect of the cytidine analog zebularin on the formation of DNA-protein crosslink. The design
of these plant systems was based on the results of works, where the authors studied the effect
of zebularin and other cytidine analogues on plant or animal systems. In one such work, the authors
demonstrated that zebularin affects DNA METYLTRANSFERASE 1 and thus induces the formation
of DNA-protein crosslink. This effect of zebularin was visualized by spinnig-disk confocal
microscopy in the proposed systems, which contained METYLTRANSFERASE 1 DNA fused to a red
fluorescent protein. After successful visualization of the effect of zebularine, its effect on the
formation of the observed effect in a deficient mutant in the STRUCTURAL MAINTENANCE
OF CHROMOSOME 6B was tested. By quantification and statistical evaluation of the obtained data,
we were able to demonstrate the specific effect of zebularine on the prepared reporter, combined and
mutant Arabidopsis thaliana lines. A mutation in the STRUCTURAL MAINTENANCE
OF CHROMOSOME 6B gene leads to a change in the dynamics of the observed effect after zebularin

treatment.
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1 UVOD

Molekula DNA je neustale pod tlakom environmentalnych, endogénnych a exogénnych
faktorov vyvolavajtcich jej poskodenie. Preto ako odpoved’ na neustale vznikajice poskodenia DNA,
doslo k evolucii reparaénych mechanizmov opravujucich tieto poSkodenia (Hacker et al., 2020).
Porucha alebo utlmenie repara¢nej aktivity tychto mechanizmov moéze mat fatilne nasledky
pre udrzanie integrity a stability genomu (Hoeijmakers, 2001).

Snaha o pochopenie molekularnych mechanizmov zodpovednych za rozvoj réznych l'udskych
syndromov viedla k charakterizacii vel'’kého mnozstva poskodeni DNA. Zaroven sa zacinali objavovat’
prvé prace odkryvajiice molekularne mechanizmy oprav pre jednotlivé formy poSkodeni. Mechanizmy
oprav DNA st dnes vel'mi dobre preskimané a stale intenzivne Studované hlavne u kvasinkovych
a zivoc¢isnych systémov (zhrnuté v Houtgraaf et al., 2006). Tento zaujem vyplyva zo snahy pochopit’
molekularne pric¢iny vzniku ochoreni a preniest’ tieto poznatky do huméannej mediciny.

V poslednych rokoch dochddza k pomerne intenzivnemu skimaniu repara¢nych drah i u rastlin.
Svoj prispevok na tom maju genomické data zo sekvenovania organizmov. Ziskané informacie
poukazuji na pritomnost’ rastlinnych homolognych génov véacsiny charakterizovanych reparacnych
drah u zivoc¢ichov (Canturk et al., 2016; Hu et al., 2016). Niektoré drahy zameriavajice sa na opravu
posSkodenia DNA in sensu stricto st preskimané viac nez ostatné. Velmi dobre preskimanymi
drdhami st napr. excizne opravy a opravy pomocou homoldgnej rekombindcie. Malo preskimané
st drahy zamerané na Specifické poskodenia DNA, ktoré priamo interferujii s procesmi replikacie
a transkripcie. Takymto poskodenim je napriklad vznik stabilnej vdzby medzi DNA a proteinom, tzv.
DNA-proteinova vizba. Tento typ poskodenia je vysoko toxicky a priamo ohrozuje integritu genomu
(Sstingele et al., 2017).

Stadie na kvasinkich a cicavcoch poodkryli zlozité procesy stojace za opravou
DNA-proteinovej viazby (Stingele et al., 2014, 2015, 2017; Vaz et al., 2017). V kontraste s mnozstvom
prac na kvasinkach a zivocichoch, len malo prac bolo podniknutych na rastlinnych systémoch. Preto
ostava mnoho aspektov vzniku alebo opravy DNA-proteinovej vizby neobjasnenych (Enderle et al.,
2019a). Vedecka skupina doc. Peésinku prisla na to, Ze pre opravu tohto typu poSkodenia je dolezity
SMC6B, ktory je sucastou SMC5/6 komplexu (STRUCTURAL MAINTENANCE OF
CHROMOSOME 5/6). SMC5/6 je jeden z malo prebadanych typov DNA reparaéného mechanizmu
u rastlin (Liu et al., 2015; Prochazkova, Finke et Pecinka, nepublikované).

V snahe o prispenie k Studovanému problému, sme sa rozhodli vyvinut' in vivo systém
Z rastlinnych reportérovych linii, ktory ndm umozni $tudovat’ vznik $pecifickej enzymatickej DNA-
proteinovej vizby a jej opravu pomocou konfokalnej mikroskopie. Cielom nasej prace bolo poskytnut’
experimentalne dokazy o Specifickom posobeni indukéného cinidla zebularinu na tvorbu DNA-
proteinovej vézby u divého typu a Vv navéznosti na prebiehajiici vyskum, chceme potvrdit’ tlohu

komplexu struktarnej udrzby chromozémov SMC5/6 pri oprave DNA-proteinovej véizby.



2 CIELE PRACE

Tato bakalarska praca nadvizuje na poznatky o posobeni chemickej latky zebularin (Champion
et al., 2010; Liu et al., 2015; Nowicka et al., 2020). Zebularin je cytidinovy analég dlho pouzivany
ako demetylacné cinidlo. Nové prace poukazuji na skutocnost, Ze zebularin indukuje Specifické
poskodenia DNA, tzv. DNA-proteinovej vézby. Ciel'om tejto prace bolo vyvinut' systém umoznujici
analyzovat DNA-proteinové vizby indukované zebularinom pomocou fluorescenéne znaceného
proteinu, ktory je naviazany na DNA ajeho sledovanim pomocou konfokalnej mikroskopie.

Pre vypracovanie bakalarskej prace boli za tymto ucelom stanovené nasledujuce Ciastkové ciele:

1. Vypracovat' literarnu reSer§ na tému poskodenia DNA aich opravy so zameranim na DNA-
proteinovu vézbu.

2. Priprava mutantnych, reportérovych a kombinovanych rastlinnych systémov.

3. Mikroskopicka analyza vplyvu zebularinu a d’alSich DNA poskodzujicich chemikalii na tvorbu
a dynamiku DNA-proteinovych vézieb in vivo.

4. Analyza vplyvu zebularinu na fenotyp mutantov ovplyviujacich tvorbu DNA-proteinovej vézby.



3 LITERARNY PREHLAD

3.1 PrehPad reparacnych drah a ich molekularne ciele

Molekula DNA ako nositel’ka genetickej informacie hra ustrednt rolu v diferenciacii, deleni,
raste a preziti akéhokol'vek zivého organizmu. Prostredie, v ktorom sa DNA nachadza, predstavuje
hrozbu pre pentdzafosfatovi kostru a dusikaté bazy. Preto v priebehu evolucie doslo k vyvoju DNA
reparacnych drah (DDR, DNA Damage Response), ktoré dokdzu opravit’ poskodenie DNA a udrzat’
tak stabilitu a integritu genomu, vid’ Obr. 1 (Vonarx et al., 1998).
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Obrazok 1: Schematicky model zakladnych poSkodeni DNA a ich prislu$né reparacné drahy. Obrazok
d’alej ukazuje rozne laboratorne pouzivané latky alebo typy Ziareni, ktoré indukuju uréité typy poskodeni. ROS —
reaktivne formy kyslika (Reactive Oxygen Species); BLE — bleomycin; X-ray — rontgenové luce; cis-Pt — cis-
platina; UV — ultrafialové ziarenie (Ultra Violet Radiation); MMC — mitomycin C; CPT — kamptotecin
(Camptothecin); ETO — etopozid (Etoposide); CA — cytidinové analdgy; SSB — jednoretazcovy zlom (Single-
strand Break); AP — apurinové/apyrimidinové miesta (Apurinic/Apyrimidinic); DSB — dvojretazcovy zlom
(Double-strand Break); CPD — cyklobutanovy pyrimidinovy dimér; 6-4PP — pyrimidin (6-4) pyrimidon; MM —
chybné zaradenie baze (Mismatch); ICL — medziretazcova vizba (Interstrand Crosslink); DPC — DNA-
proteinova vizba (DNA-Protein Crosslink); DDR — DNA repara¢na draha (DNA Damage Response); BER —
bazova excizna oprava (Base Excision Repair); HR — homologna rekombinacia; NHEJ — spojovanie
nehomoldgnych koncov (Non-Homologous End Joining); PR — fotoreaktivacia (Photoreactivation); NER —
nukleotidova excizna oprava (Nucleotid Excision Repair); MMR — oprava chybného zaradenia baze (Mismatch
Repair); FA — Fanconiho anémia (Fanconi Anemia); DPC-PR — oprava DPC proteolyzou (DPC—Proteolysis

Repair). Obrazok in$pirovany schémou v publikacii Vaz et al., 2017.



Pre nepohyblivé organizmy ako st rastliny, predstavuju environmentalne vplyvy vyzvu
pre ich geneticku informaciu. Typickym environmentalnym faktorom je UV ziarenie (Ultra Violet
Radiation), ktoré spdsobuje poSkodenie vo forme vnutroretazcovych vézieb (Vonarx et al., 1998).
Medzi endogénne zdroje poskodenia DNA patria medziprodukty bunkového metabolizmu. Typickym
endogénnym faktorom su reaktivne formy kysliku (Reactive Oxygen Species, ROS), ktoré vznikajt
napr. oxidativnou fosforylaciou v mitochondriach. Exogénne faktory spdsobujuce Siroku Skalu
poskodeni su latky vyuzivané v protirakovinovej terapii ale iv zakladnom vyskume. Medzi takéto
latky patri napr. mitomycin C (MMC), bleomycin (BLE), cis-platina alebo cytidinové analogy
5-azacytidin (AC) a 5-aza-2-deoxycytidin (DAC).

Vdaka vedeckému zaujmu je dnes znadma celd Skala poSkodeni DNA. Poskodenia ako zlomy
v pentézafosfatovej kostre DNA alebo opravy poskodenych nukleotidov st opravované viacerymi
reparacnymi drahami, ale Casto je preferovana prave jedna draha. V pripade oprav medziret'azcovych
véazieb a DNA-proteinovych vidzieb dochadza k sucinnosti viacerych drah (Stingele et al., 2017;
Enderle et al., 2019b). Vysledky sekvenovania anasledna bioinformatickd analyza gendému
modelového organizmu Arabidopsis thaliana odhalili pritomnost’ génov, ktoré su homoldgne
pre vel’ka vaéSinu reparaénych drah pritomnych u ostatnych modelovych organizmov, vratane
exciznych oprav a homolognej rekombinacie (HR) (Britt, 1995, 1999; Vonarx et al., 1998; Bray
et West, 2005; Bleuyard et al., 2006; Kimura et Sakaguchi, 2006).

VSeobecne je mozné kazdi reparaénu drahu rozdelit’ do troch krokov. V prvom kroku dochadza
k rozpoznaniu poskodenia. V druhom kroku prejde poskodenie signalnou drahou a v poslednom kroku
dochadza k oprave poskodenia. Bezchybnost’ v tychto procesoch je esencidlna pre prezitie organizmu.
Pokial’ d6jde k preruSeniu alebo zastaveniu reparac¢nej drahy, moze dojst’ k vzniku mutacie, bunkovej

smrti alebo (u zivoéichov) k nekontrolovatelnému deleniu, vid’ Obr. 2.
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Obrazok 2: Schematické znazornenie vysledku poskodenia DNA. A) poskodenie je opravené; B) vznik

—

D)

mutacie; C) bunkova smrt’; D) nekontrolovatel'né bunkové delenie.

Jednou z dobre popisanych reparaénych drah je bazova excizna oprava (Base Excision Repair,
BER) zamerana na malé poSkodenia baz, ktoré nemaju va¢s$i vplyv na helixova Struktiru DNA
(Krokan et Bjoras, 2013). Dusikatd baza médze byt poSkodena pdsobenim ROS, spontannou
deaminaciou alebo metylaciou DNA prostrednictvom S-adenozylmetioninu (Fortini et al., 2003).
Exogénnymi zdrojmi poSkodenia modzu byt alkylacné c¢inidla ako etylmetan sulfonat alebo
deamina¢né ¢inidla, napr. kyselina dusitd. Dal$im typom exciznej opravy je nukleotidova excizna

oprava (Nucleotide Excision Repair, NER). Cieli na poskodenie DNA, ktoré¢ deformuje Struktiru
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a-helixu. Takouto deformaciou mozu byt poskodené nukleotidy alebo DNA-proteinova vizba (DNA-
protein Crosslink, DPC) ako nasledok UV ziarenia (Wood, 1999; Ide et al., 2011, 2018; Manova
et Gruszka, 2015). Mechanizmus nukleotidovej exciznej opravy U rastlin nebol doposial’ Gplne
prestudovany, zatial' ¢o u cicavcov su Stadie, ktoré odhal'uju mechanizmus tejto opravy (Vermeulen
et Fousteri, 2013).

Jednym zo Specifickych reparacnych mechanizmov pre opravu poskodenych nukleotidov
U rastlin je fotoreaktivacia. Tato reparacnd drdha opravuje poskodenia ako pyrimidinové diméry alebo
fotoprodukty indukované UV-B Ziarenim pomocou enzymov nazyvanych fotolyazy, ktoré rozstiepia
atypickt védzbu za pouZitia energie UV-A ziarenia (Dany et al., 2001).

Dalgim typom reparatnej drahy je oprava chybného zaradenia baze. Tento reparadny
mechanizmus opravuje chyby sposobené DNA polymerazou pocas replikacie. Problém, ktory
predstavuje chybné parovanie baz spociva v tom, ze pokial nedojde k jeho oprave je tato zmena
v d’alsom kole replikacie prevedend na mutaciu. V tom momente je uz chyba nedetekovatel'na a moze
viest’ bud’ k bunkovej smrti alebo k nekontrolovateI'nému bunkovému deleniu (Kunz et al., 2009).

Obzvlast zavaznym poskodenim DNA je vznik dvojretazcového zlomu (Double-strand Break,
DSB). Toto poSkodenie je opravované rekombina¢nymi opravami. Medzi takéto opravy patria dva
dobre preskiimané mechanizmy a to spajanie nehomolognych koncov (Non-Homologous End Joining,
NHEJ) a homoldgna rekombinacia. Obidva mechanizmy opravuju dvojretazcové zlomy, liSia sa vSak
mechanizmom akym tto opravu vykonavaju (Chowdhury et al., 2013).

V pripade opravy mechanizmom NHEJ dochadza k prostému zlepeniu vol'nych koncov DSB,
zatial’ ¢o oprava mechanizmom HR vyuziva na opravu DSB homoldgny templat, ktory je pritomny
len v S alebo G2 faze bunkového cyklu (Chowdhury et al., 2013).

Specifickym typom poskodenia DNA je medziretazcova vizba (Interstrand Crosslink, ICL).
Jej unikatnost’ spo¢iva v tom, Ze pre jej opravu je nutné zapojene viacerych reparacnych mechanizmov
(Moldovan et D’Andrea, 2009). Prace na cicavcoch ukazali, ze tieto reparatné mechanizmy
su zahrnuté v reparacnej drahe Fanconiho anémie. ICL vznikéd chemickym prepojenim dvoch ret'azcov
DNA (Noll et al., 2006). Faktormi indukujice vznik ICL su latky vyuzivané v protirakovinovej
terapii, napr. derivaty cis-Pt alebo MMC (lyer et Szybalski, 1963). Toxicita tohto typu poskodenia
spociva v zabraneni rozchodu ret'azcov pocas replikacie, ¢o vedie k zablokovaniu replika¢nej vidlicky
(Vare etal., 2012).

Dalsim poskodenim DNA, ktoré taktiez interferuje s replikaénym/transkripénym aparatom
je DNA-proteinova vidzba. Toto poSkodenie je dnes predmetom intezivneho vedeckého badania.
Pretoze latky indukujuce vznik DPC predstavuju novy pristup k liecbe uréitych typov nadorov. Prave
preto mnohé nové poznatky pochadzaju z cicavéich a kvasinkovych systémov. Naproti tomu, vyskum
DPC urastlin nie je az tak rozvinuty. Bioinformatické data predpokladaju pritomnost’ rastlinnych
homoldgov vaésiny zivoéisnych reparaénych génov, ateda i tych ktoré by mohli byt’ zainteresované

v oprave DPC. Z tohto dovodu je oprava DPC u rastlin vel'mi aktudlnou témou, ¢oho dbékazom
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je i mnozstvo publikovanych prac v nedavnej dobe (Stingele et al., 2014, 2015, 2017; Enderle et al.,
2019a, 2019b). Tieto prace predstavuju dobry odrazovy mostik pre Stadium tohto typu poskodenia

u rastlin.

3.2 DNA-proteinova vizba U rastlin

V pripade eukaryotického organizmu prichadza jadrova DNA neustdle do kontaktu
S obrovskym mnozstvom proteinov, ¢i uz histonovej alebo nehistonovej povahy. Prikladom mézu byt
proteiny replikacného/transkripéného aparatu alebo proteinové komplexy udrzujuce stabilitu genomu.
Akékol'vek narusenie dynamiky tychto interakcii méze viest k vaznym biologickym nasledkom.
Vzhl'adom na mnozstvo proteinov, Sktorymi prichddza DNA do kontaktu, nie je prekvapenim,
ze moze dojst K vytvoreniu Specifického typu poskodenia nazyvaného DNA-proteinova vizba
(Tretyakova et al., 2015; Stingele et al., 2017). Za normalne;j situacie tvori protein s DNA docasnu
vézbu. Pokial’ dojde k vytvoreniu stabilnej viazby, protein ostava zachyteny na molekule DNA a moze
tak predstavovat’ stéricku bariéru pre d’alsie proteiny.

Narusenie dynamiky interakcie medzi DNA a proteinom, veduce k vzniku DNA-proteinovej
vizby, modze byt spdsobené pritomnostou iného poskodenia v blizkosti miesta interakcie alebo
pritomnostou exogénneho faktoru priamo stojacim za zachytenim proteinu na molekule DNA (Hacker

et al., 2020).

3.2.1 Klasifikacia DNA-proteinovych vizieb

DNA-proteinova vizba je vel'mi variabilnym typom poskodenia DNA. Zakladnym rozdelenim
DPC je podl'a povahy proteinu, ktory je zachyteny na DNA. DPC rozliSujeme na tzv. enzymatické
a neenzymatické (Stingele et al., 2016). Enzymaticky DPC vznika ako nasledok zachytenia
Specifického enzymu na molekule DNA. Neenzymaticky DPC je tvoreny ktorymkol'vek proteinom
Vv blizkosti DNA, napr. histony (Tretyakova et al., 2015).

Dalsim spdsobom akym je mozné roztriedit DPC je zohladnenie faktorov ako je napr. velkost
proteinu, fyzikalnochemické vlastnosti a povaha samotnej viazby. Podla tychto faktorov je mozné

rozli§it’ $tyri hlavné typy DPC, vid’ Obr. 3 (Hacker et al., 2020).
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Obrazok 3: Klasifikacia typov DNA-proteinovych vizieb. Jednotlivé typy su popisané v nasledujicom
texte. PARP1 — Poly(ADP-Ribose) Polymerase 1; TOP1/2 — TOPoisomerase 1/2. Obrazok inSpirovany
publikaciou Hacker et al., 2020.




Ako typ | su oznacené DPC kedy je protein priamo naviazany na DNA bez toho, ze by doslo
k poruseniu retazcov DNA, vid Obr. 3. Do tejto skupiny mézeme zaradit' akykol'vek protein
v blizkosti DNA, ktory pod vplyvom environmentalnych, endogénnych alebo exogénnych faktorov
utvori s DNA stabilnti vazbu. Exogénnymi faktormi znamymi indukciou tohto poskodenia u cicavcov
st cytidinové analogy baz. Ich efekt spoCiva v zachyteni reakéného medziproduktu DNA
metyltransferazy (DNMT) na DNA (Santi et al., 1984).

Typom 1l je enzymaticky DPC, ktory vznika v blizkosti apurinového/apyrimidinového (AP)
miesta po¢as BER, vid’ Obr. 3. Vézba vznika medzi DNA a PARP1 (poly(ADP-ribose) polymerase 1)
alebo Polf} (DNA polymerase B) po tom ¢o doslo k ich stabilizacii na molekule DNA (Ide et al., 2018).
Exogénny faktor indukujtci vznik PARP1 DPC je napr. terapeutické lie¢ivo olaparib.

Ako typ Il a1V sa oznacuju DPC tvorené zachytenymi Stiepnymi komplexami Topoizomeraz
1(TOP1) alebo TOP2, vid Obr. 3. Uloha topoizomeraz spoéiva v uvolneni torzného napitia
na molekule DNA pocas replikacie, rekombinacie alebo transkripcie (Ide et al., 2018). Tieto komplexy
mozu byt prevedené na DPC pokial sa vich blizkosti nachadzaju iné poskodenie DNA, napr.
AP miesto alebo jednoretazcovy zlom. Exogénny faktor indukujici vznik DPC typu Il je kamptotecin
(Camptothecin, CPT), typ IV je indukovany etopozidom (ETO). Rozdiel v genotoxicite DPC typu 11
a IV spociva v mechanizme akym tieto topoizomerazy funguju. TOP1 vytvara v DNA jednoretazcové
zarezy, zatial ¢o TOP2 vytvara DSB. DSB predstavuji obrovské riziko pre udrzanie integrity genomu,
resp. pre prezitie bunky samotnej. Kedze je funkcia topoizomeraz vysoko konzervovana naprie¢
vSetkymi skupinami organizmov, maju DPC typu Il a IV velky biologicky dopad ina geneticka
informaciu rastlin (Singh et al., 2004; Hacker et al., 2020).

3.2.2 OpravaDPC

Aktualne sa predpoklada, ze okrem Specifickych reparaénych drah st v oprave DPC
zainteresované i klasické repara¢né mechanizmy ako NER a HR. Prace na kvasinkach a baktériach
potvrdili uc¢ast’ NER pri oprave mens$ich (<16 kDa) DPC typu | pred vstupom do S fazy bunkové cyklu
(Minko et al., 2005; Nakano et al., 2007; de Graaf et al., 2009). Velkost DPC menSia nez 11 kDa
ucicavcov je asociovana sopravou pomocou NER. Tieto zistenia podporuji domnienku,
ze aby mohol byt velky DPC opraveny pomocou NER musi byt najprv ciastocne zdegradovany.
Vhodnym prikladom st DPC typu Il alV kedy TOP1/2 predstavujii obrovské proteiny, ktoré
st zrejme spracované 26S proteazomom alebo inym Specializovanym enzymom, napr. TDP1/2
(TYROSYL-DNA PHOSPHODIESTERASE 1/2), pred tym nez sa aktivuje NER. Tato hypotéza
je zaujimava, ale stale chybaju experimentalne dokazy (Hacker et al., 2020).

Na rozdiel od NER, homoldgna rekombinacia opravuje mensie, ale i vic¢sie DPC typu I, Il a IV
pocas S a G2 fazy bunkového cyklu (Nakano et al., 2009; Vaz et al., 2017). Tvrdenie podporuju stadie
mutantnych linii u baktérii, htib a cicavcov, ktoré vykazovali zvySenu senzitivitu vo¢i formaldehydu,
AC aETO (Sabourin et al., 2003; de Graaf et al., 2009; Orta et al., 2013). Zistenia podporuju



aj vysledky stadie na cicavcoch, kde preukazali zvysenu frekvenciu reparacnych foci asociovanych
SHR po oSetreni CPT (Ferrara et Kmiec, 2004). Je potrebné brat na vedomie, Zze formaldehyd
ako typicky induktor DPC typu I, indukuje i tvorbu vnutroretazcovych vizieb alCL. Teda
nie je mozné vylucit', Ze zvySena frekvencia HR nie je nasledkom inej reparacnej drahy, napr. draha
Fanconiho anémie (Vaz et al.,, 2017). Sohladom na vysoku S$pecificitu CPT aETO je mozné
predpokladat’, Ze homoldgna rekombinacia je dolezita pre opravu DPC typu Il a V.

U rastlinnych systémov nie je mnoho dokazov o tlohe tychto klasickych reparaénych drah
pri oprave DPC. Jedny z mala $tadii naznacujucich tito skutoénost’ boli podniknuté na A. thaliana.
Po o3etreni zebularinom doslo k zvy3enej expresii okrem inych génov i génov spojenych s HR. Dal§im
moznym argumentom je senzitivita mutantov atm (ATAXIA TELANGIECTASIA MUTATED) a atr
(ATAXIA TELANGIECTASIA MUTATED AND RAD3-RELATED) po oSetreni zebularinom,
¢o by mohlo indikovat zahrnutie HR pri oprave poskodenia vyvolaného zebularinom (Liu et al.,
2015). Zaroven v tejto $tudii demonstrovali Ciastocnl senzitivitu mutanta pre jeden z faktorov NER
voci zebularinu, ¢o naznacuje pritomnost’ NER pri oprave DPC (Liu et al., 2015).

V poslednych rokoch doslo k charakterizacii troch novych faktorov hrajucich ddlezit tlohu
pri oprave DPC u rastlin. Kazdy z tychto faktorov cieli na urcitu cast DPC. Jednotlivé ciele DPC
mbzu byt odstranené bud’ endonukleolytickym Stiepenim DNA ¢asti DPC, enzymom MUS81 (MMS
AND UV SENSITIVE 81), degradaciou proteinovej ¢asti DPC protedzou WSSIA (WEAK
SUPPRESSOR OF SMT3 PROTEIN) alebo hydrolyzou vézby na rozhrani DNA a proteinu
Specializovanymi enzymami TDP1 a TDP2 (TYROSYL-DNA PHOSPHODIESTERASE 1 a 2),
vid’ Obr. 4 (Hacker et al., 2020).
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Obrazok 4: Schéma DPC a enzymy zamerané na jednotlivé komponenty u rastlin. Schéma inSpirované

podrla Stingele et al., 2017.

3.2.2.1 Endonukleolytické odstranenie DPC

Resolvaza MUSS81 S$pecificky cieli na DNA ¢ast’ DPC, vid’ Obr. 4 (Enderle et al., 2019a).
MUSSI patri do rodiny XPF/MUS81 endonukleaz a je konzervovana naprie¢ eukaryotmi (Interthal
et Heyer, 2000). Stiepenie Specifickych DNA medziproduktov je katalyzované funkénym
heterodimérnym komplexom, ktory tvori MUS81 a EME1A (ESSENTIAL MEIOTIC



ENDONUCLEASE 1A, u kvasiniek Emel) (Boddy et al., 2001; Geuting et al., 2009). Typickym
substratom su zadrzané replikac¢né vidlicky, D-slu¢ky a zarezy pri Holliday junction (HJ) (Boddy
etal., 2001; Doe et al., 2002; Gaillard et al., 2003; Gaskell et al., 2007; Mannuss et al., 2010).
Mechanizmom akym su tieto Struktiry rozrusené je nick-counternick mechanizmus (Gaillard et al.,
2003). Bolo dokazané, ze MUS81 mutanti vykazovali zvySenu sensitivitu vo¢i MMC a cis-Pt.
Toto zistenie viedlo k zaveru, ze MUS8I1 je dolezity faktor pri oprave vnutroretazcovej vizby a ICL
(Mannuss et al., 2010; Enderle et al., 2019b). Obrat nastal po tom ¢o u l'udskych a kvasinkovych
kultar deficientnych v MUS81 preukazali zvySenu senzitivitu vo¢i CPT (Liu et al., 2002; Regairaz
etal., 2011). Vysledky predoslych stadii urobili z MUS81 protein zaujmu pri $tadiu DPC u rastlin.
Jednym z vysledkov podporujucich tvrdenie ze MUS81 ma svoju ulohu i pri oprave DPC, je zvySena
senzitivita mutantov voci Cis-Pt, ktora indukuje tvorbu DPC typu I. Aktualny model opravy pomocou
MUSS81 nepredpoklada priame vystrihnutie DPC. Zda sa ze MUS81 vytvori d’alsi zarez ¢o vedie
k vzniku DSB. Ten je nasledne opraveny inou reparac¢nou drahou, napr. homolégnou rekombinaciou

(Hacker et al., 2020).

3.2.2.2 Proteolyticka degradacia DPC

Relativne nedavno doslo k odhaleniu $pecifickej proteazy Wssl u kvasiniek, ktora degraduje
proteinova cast DPC. Wssl je schopna degradovat’ minimalne DPC typu I, lll alV pri¢om
nie je zavisla od zlomov DNA, typu vézby a typu proteinu (Stingele et al., 2014; Serbyn et al., 2020).
U zivogichov tato tlohu zastava protedza Spartan (SPRTN). Siroka $pecificita SPRTN/Wss1 rodiny
je kontrolovana viacerymi mechanizmami za 0U¢elom degradacie len tych proteinov, ktoré
su kovalentne naviazané na DNA. Jednym z takych mechanizmov je tzv. ubiquitinovy prepinac.
Po proteolyze proteinovej zlozky DPC ostava na DNA zachyteny len maly peptid, ktory je obideny
transléziovou syntézou DNA (Duxin et al., 2014). Predpoklada sa moznost’ odstranenia peptidu
i pomocou NER ale tento zaver nie je zatial’ podporeny experimentalnymi datami.

U Arabidopsis thaliana bola dokéazana pritomnost” WSS1, ktory sa tu vyskytuje v dvoch kopiach
WSSI1A a WSSIB, zatial o pritomnost SPRTN nebola potvrdena. Studie preukazali vyznamny
podiel WSS1A pri reparacii DPC. Stidia s knock-out mutantmi WSS1A odhalila zvysent senzitivitu
voéi cis-Pt a CPT (Enderle et al., 2019b). Tieto zistenia potvrdili tlohu WSS1A pri oprave DPC
a to konkrétne typu | a lll. Dalsie experimenty s mutantmi wssla poukazali na $pecificky fenotyp,
kedy bola pozorovanad vyrazne redukovana dizka korienku Vv porovnani s divym typom a vysSie
mnozstvo mrtvych buniek v korefiovom meristéme. Tieto zistenia podporuju vyznam WSSIA
pre bunkové delenie u rastlin (Enderle et al., 2019a, 2019b).

Dalsou protedzou, ktora by mohla byt zainteresovana v oprave DPC u rastlin je DDI1 (DNA
DAMAGE INDUCIBLE 1). Pévodne bolo v praci na kvasinkach potvrdené, ze Ddil sa chova
ako DPC proteaza V pritomnosti Wssl (Serbyn et al., 2020). Kvasinkovy mutanti v géne Ddil
preukazali vysSiu citlivost’ voci cis-Pt, CPT a ETO (Stingele et al., 2015; Serbyn et al., 2020). Tieto



vysledky naznacuju ze Ddil hra rolu v oprave DPC typu I, Il alV. Zaujimavou informaciou je,
ze Ddil obsahuje RVP doménu (Retroviral Protease), ktora je v ramci eukaryot vysoko konzervovana.
Je teda mozné, ze funkcia Ddil v oprave DPC je evolu¢ne konzervovana a pritomna i u rastlin (Hacker
et al., 2020).

Jednym z prvych mechanizmov spojenych s opravou DPC bola proteolyza 26S proteazémom.
Prislo sa na to po tom, ¢o boli cicavfie bunky oSetrené¢ inhibitorom proteazomu, ¢o vyustilo
k akumulacii DPC typu Il (Desai et al.,, 1997, 2001). Pdévodne sa predpokladalo, Ze tymto
mechanizmom st opravované vyluéne enzymatické DPC, vzhladom na polyubiquitinaciu
pri ich degradacii (Lin etal., 2008; Nakano et al., 2009). Zaroven, ale bolo demonstrované,
ze proteazom opravuje i DPC typu Il a IV. Vysledky naznacuju, Ze proteazom cieli na rovnaké typy
DPC ako Wssl a SPRTN. Kedze aktivne miesto proteazomu je ukryté v 20S podjednotke, je schopny
odstranovat’ len velmi velké DPC (Larsen et al., 2019). V kontraste s predoslym, SPRTN a WSss1,
maju svoje aktivne miesta exponované, ¢o im umoziuje degradovat’ protein az na maly peptidovy
zvySok. 268 proteazom je V ramci eukaryot konzervovany a jeho funkcia v oprave DPC by mohla byt
zrejme tieZ konzervovana v rastlinnej risi (Hacker et al., 2020). Tato domnienku je nutné podlozit’
vedeckymi dokazmi, pretoze ubiquitin proteazomova signalna draha je u rastlin zlozitejSia nez u inych

systémov.

3.2.2.3 Enzymaticka hydrolyza DPC

Samotna vézba medzi DNA a proteinom je schovana vo vnutri tohto aduktu a nie je pristupna
k hydrolyze (Stingele et al., 2015, 2017). Dalsou komplikaciou je charakter samotnej vizby, ktory
sa lisi v zavislosti na aminoreziduach aminokyselin nachadzajucich sa v jej okoli. Uréité enzymatické
DPC wvznikaju s vysSou frekvenciou a v priebehu evolicie muselo dojst k vzniku enzymov
$pecializovanych na reparaciu tychto DPC. Takymto enzymom je i TDP1, schopnym hydrolyzovat’
vdazbu medzi 3" koncom a aduktom v ramci DPC. M4 sa za to, ze TDP1 je zapojena v oprave DPC
typu 1l a 11l (Pommier et al., 2006; Prasad et al., 2019). V praci, kde vyuzili mysi fibroblast dokazali,
ze TDP1 je schopna rozrusit' vdzbu medzi 3" koncom DNA a primarnou aminoskupinou lyzinu
v PARPI1, po tom ¢o PARP1 bolo degradované proteazomom (Prasad et al., 2019). Vyrazny pokrok
pri odhaleni mechanizmu opravy DPC typu Il bol publikovany relativne nedavno na kvasinkach
(Stingele et al., 2014). Tdpl hydrolyzuje fosfodiesterovii vizbu medzi pentdzafosfatovou kostrou
DNA a tyrozylovym zvyskom Topl (Pouliot et al., 1999). Po hydrolyze, ostava na 3" konci fosfat,
ktory zabrafuje religacii. Tento fosfat je odstraneny fosfatdzou a vzniknuty jednoretazcovy zlom
je nasledne opraveny klasickym BER mechanizmom (Plo et al., 2003).

Stadie na A. thaliana poukazuju na mozni podobnost’ vo funkcii TDP1 medzi rastlinami
a kvasinkami. Fenotyp a senzitivita tdpl mutanta sa neodliSovala od divého typu, ale v kombinacii
s mutantom v WSS1A alebo MUSS81 doslo k vzniku synergistického efektu. U dvojitych mutantov

doslo k narastu mftvych buniek v koreiovom meristéme a zaroven doslo k zvyseniu sensitivity voci
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CPT. Zaverom tychto experimentov bolo, ze TDP1 sluzi ako zalozna reparacna draha DPC u rastlin
(Enderle et al., 2019a). Enzym TDP2 je zodpovedny za hydrolyzu dvoch fosfotyrozylovych vizieb
medzi Top2 a DNA. Experimenty s deficientnymi bunkami v TDP2 ukazali hypersenzitivitu vo¢i ETO
a v kombinacii s mutaciou v TDP1, doslo i k aditivnej senzitivite vo¢i CPT (Zeng et al., 2011, 2012).
Z uvedeného vyplyva, ze TDP2 funguje ako zalozna draha pri hydrolyze vizby u DPC typu IlI.
Samotna hydrolyza vizby je skomplikovana velkostou Top2. Studia na stavovcoch poukazala na to,
7e TDP2 nie je schopna priamo hydrolyzovat’ vdzbu, z toho dévodu je v prvom kroku nutna ¢iastocna
hydrolyza proteazomom. V druhom kroku SUMO E3 ligaiza ZNT451/ZATT (Zinc finger protein
Associated with TDP2 and TOP2) sumoyluje TOP2, ¢o spdsobi konformac¢né zmeny proteinu.
Vo vysledku dochadza k zmene, ktora Spristupniuje vizbu k hydrolyze (Schellenberg et al., 2017;
Zagnoli-Vieira et Caldecott, 2017). Po hydrolyze dochadza k vzniku DSB, ktory je opraveny pomocou
NHEJ (Gomez-Herreros et al., 2013). Snahy o najdenie TDP2 u rastlin vyustili v identifikaciu celkovo
troch homoldgov. A. thaliana je vlastnikom iba jedného z nich a to TDP2a (Confalonieri et al., 2014).

3.3 Latky indukujtce Specifické poSkodenie DNA a enzymové jedy

V dnesnej dobe su latky indukujuce Specifické poskodenie DNA extenzivne vyuzivané
v protirakovinovej terapii a zaroven iV zakladnom vyskume. Medzi takéto latky patri BLE, MMC,
CPT aETO. BLE je radiomimetické antibiotikum vyuzivané na lie¢bu rakoviny vaje¢nikov alebo
rakoviny semennikov. Vo vyskume sa vyuziva kvoli jeho schopnosti indukovat’ jednoretazcové
a dvojretazcové zlomy v molekule DNA (Wu et al., 1985). MMC je chemoterapeutikum pouzivané
napr. Vv liecbe rakoviny prsnika. Jeho mechanizmus ucinku spociva v tvorbe vnutroretazcovych
a medziretazcovych vizieb v molekule DNA (lyer et Szybalski, 1963). CPT a ETO su enzymové jedy
Topoizoméraz 1 a2 indukujiuce vznik Specifického typu DNA-proteinovej vizby (Liu et al., 1996;
Montecucco et al., 2015).

Dal§imi latkami, ktoré s charakteristické svojim $pecifickym mechanizmom uéinku
su cytidinové analégy ako 5-azacytidin, 5-aza-2-deoxycytidin a pravdepodobne i zebularin (Santi
et al., 1984; Liu et al., 2015). Vedecka skupina, v ramci ktorej bola vypracovana tato bakalarska praca,
sa zaobera zebularinom, ako moznym induktorom DNA-proteinovej vizby a pravdepodobnou ulohou
SMC5/6 komplexu v oprave tohto poskodenia DNA (Liu et al., 2015; Prochazkova, Finke et Pecinka,

nepublikované).

3.3.1 Cytidinové analogy ako induktory DNA-proteinovych vizieb?

Rakovinové bunky sa vyznaCuji vyraznymi vykyvmi urovne metylacie naprie¢ genémom.
Velka cast’ ich genomu je hypometylovana, ale je mozné identifikovat’ regiony s lokalnym narastom
urovne metylacie. Tieto regiony su Casto hypermetylované promotory tumor supresorovych génov,
¢o vedie K ich umlc¢aniu (Ehrlich, 2002; Laird, 2005). Analogy cytidinu su vyuzivané v terapii kvoli

svojej schopnosti inhibovat’ aktivitu DNA metyltransferaz, ¢o vedie k znizeniu urovne metylacie.
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V ramci eukaryot su evolu¢ne konzervované tri rodiny DNA metyltransferaz, ktoré su pritomné
ucicavcov tak i u rastlin. Kazdd rodina sa vyznaCuje svojou Specifickou aktivitou.
DNA METYLTRANSFERAZA 1 (MET1) ajej cicavéi homolég (Dnmtl) je zodpovedna
za udrziavanie metylacie v motive CG. Metyltransferazy z d’alSej rodiny sa vyznacuju tRNA
metylacnou aktivitou (podobne ako u cicavcov Dnmt2) (Goll et al., 2006). Poslednou rodinou
sidenovo DNA  metyltransferazy kam patri rastlinna DOMAIN REARRANGED
METHYLTRANSFERASE (DRM) a jej cicav¢i homolég Dnmt3.

Jedine¢na skupina cytozin metyltransferdz pritomna u rastlin sa vyznacuje pritomnostou
chromodomény. CHROMOMETYLAZA 2 (CMT2) hra délezita ulohu pri udrziavani CHH motivu
(pricom Hje C, A alebo T) v $pecifickom genomickom kontexte, napr. centralny region velkych
transponovatelnych elementov. CHROMOMETYLAZA 3 (CMT3) je asociovana s replikaciou DNA
a je kI"a€ova pre CHG metylaciu (Bartee et al., 2001).

Mechanizmus akym cytidinové analogy, napr. AC alebo DAC inhibuji aktivitu DNA
metyltransferaz je dobre prestudovany na cicavéich systémoch. Po inkorporacii DAC do nového
vlakna DNA dochadza k zachyteniu reakéného medziproduktu DNA metyltransferazy na molekule
DNA (Santi et al., 1984). Dalsim cytidinovym analégom, ktory vykazuje podobnid aktivitu
ako AC a DAC je zebularin.

Zebularin je aktualne predmetom klinickych skuasok kvoli jeho potencialnej tumor supresivnej
aktivite. Jednym z dévodov je fakt, Ze vykazuje podobny efekt na rakovinové bunky ako DAC, ktory
je schvaleny pre protirakovinova terapiu. Zebularin, na rozdiel od predoslych diskutovanych
cytidinovych analogov, vykazuje vyssiu stabilitu vo vodnom roztoku a mensiu cytotoxicitu (McCarthy
et Rissman, 2015). Z tohto dovodu sa javi ako mozna alternativa k DAC.

V in vitro podmienkach bolo preukazané, ze zebularin dokaZe zachytit' bakterialnu DNA
metyltransferazu M.Sssl (DNA methylase from Spiroplasma sp. strain MQ1) na syntetickom
oligonukleotide, ktory obsahoval zebularin (Champion et al., 2010). Na zaklade podobnych vlastnosti
prokaryotickej M.Sssl a cicavéej Dnmtl je mozné predpokladat’, ze by zebularin mohol S$pecificky
inhibovat’ Dnmtl mechanizmom formovania DPC. Tato hypotéza by mohla byt podporena faktom,
ze rakovinové bunky, ktoré boli vystavené efektu zebularinu v horizonte niekol’kych dni vykazovali
vyCerpanic DNMT enzymov s vyraznou senzitivitou prave Dnmtl (McCarthy et Rissman, 2015).
Moznym vysvetlenim by mohlo byt prave zachytenie DNA metyltransferazy na molekule DNA.

Mikroskopicky dokaz zachytenia Dnmtl po oSetreni cytidinovym analégom DAC predstavuje
dobry argument v prospech formovania DPC u cicavcov (Schermelleh et al., 2007). Autori sledovali
vplyv DAC na lokalizaciu dvoch proteinov spojenych s replikaciou DNA. Prvym z nich je PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) fazovana s cervenym fluorescenénym proteinom (Red
Fluorescent Protein, RFP). PCNA funguje ako posuvna svorka pre DNA polymerazu 8, € a dalSie
proteiny, ktoré su sticastou replizomu (Leonhardt et al., 1992; Chuang et al., 1997; Easwaran et al.,

2004). Druhym Studovanym proteinom bola prave Dnmtl, fizovana so zelenym fluorescenénym
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proteinom (Green Fluorescent Protein, GFP), ktora je taktiez asociovana s replikaciou. V kontrolnych
podmienkach vykazovali tieto proteiny kolokalizaciu fluorescenénych signalov. V priebehu dvoch
hodin po oSetreni DAC doslo k progresivnej separacii GFP-Dnmtl a RFP-PCNA. Tento vysledok
indikuje zachytenie Dnmtl na molekule DNA a zarovenn poukazuje na to, Ze cytidinové analogy
neovplyviluji postup replikacnej vidlicky (Schermelleh et al., 2007).

Z doposial’ uvedenych informécii je mozné vyvodit' zaver, ze cytidinové analdgy spdsobuju
tvorbu enzymatického DPC typu I u cicavcov in vivo. Mnohé dokazy o efekte zebularinu, resp.
cytidinovych analogov, na indukciu tvorby DPC u rastlin st zatial' nepriame alebo nedostacujtice.
Obzvlast, vplyv zebularinu je aktualne odhadovany iba na zaklade jeho Struktirnej podobnosti

S ostanymi cytidinovymi analogmi, vid’ Obr. 5.
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Obrazok 5: Cytidin a jeho analégy. A) cytidin, B) zebularin, C) 5-azacytidin, D) 5-aza-2-deoxycytidin.

3.3.2 Zebularin aktivuje opravné drahy reagujuce na poskodenie DNA

Tato praca nadvédzuje na publikacie, v ktorych autori Studovali vplyv zebularinu a inych
cytidinovych analdgov na rastliny (Baubec et al., 2009; Liu et al., 2015; Diaz et al., 2019; Nowicka
et al., 2020). Pévodne boli tieto latky charakterizované ako latky Ciastoéne znizujuce Grovei metylacie
DNA, ale v sucastnosti sa hromadia dokazy, Ze vyvolavaju Specifické poSkodenie DNA. Jeden
z dokazov V prospech poskodzovania DNA zebularinom je zvySenie expresie génov reparacnych drdh
po vystaveni zebularinu, napr. gény homolognej rekombinacie alebo Fanconiho anémie, vid’ Obr. 6A.
Dal§im moznym dokazom je efekt zebularinu na deficientnych DNA reparaénych mutantov atm-2,
atr-2 a mutanta smc6éb-1, vid’ Obr. 6B.
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Obrazok 6: Analyza efektu zebularinu na troveii expresie génov a fenotyp deficientnych mutantov.
A) Zvysena expresia génov po oSetreni zebularinom u divého typu. B) Fenotyp mutantov atm-2, atr-2, atm-2
atr-2 a sme6b-1 po vystaveni zebularinu. ZIté $ipky ukazuju skratenti dizku korienkov po posobeni zebularinu.

Prevzaté a upravené z Liu et al., 2015.
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Citlivost’ tychto mutantov voci zebularinu je pravdepodobne dana tym, ze zebularin indukuje
urcité poSkodenie DNA (Liu et al., 2015). Hypersenzitivita mutanta smc6b-1 indikuje, Ze SMC6B hra
obvzlast' doleziti ulohu v oprave poSkodenia DNA vyvolaného zebularinom (Liu et al., 2015;
Prochazkova, Finke et Pecinka, nepublikované).

SMC5/6 komplex, ktorého sucastou je SMC6B, zastupuje dolezitti tlohu v regulacii rastlinného
vyvoja, pohlavnom rozmnozovani, vV odpovedi na abioticky stres a pravdepodobne iv oprave
poskodenia DNA (Kozak et al., 2009; Liu et al., 2015). SMC5/6 komplex patri medzi komplexy
udrzujuce Struktiru chromozomov. Medzi takéto komplexy patri, okrem spomenutého SMC5/6,
i kohezin a kondenzin. Tieto komplexy zastavaju dolezitG ulohu v udrzovani chromozémovej
organizacie, dynamiky a ich stability (zhrnuté v Losada et Hirano, 2005; Hirano, 2006; De Piccoli
et al., 2009; Jeppsson et al., 2014; Uhlmann, 2016).

V naviznosti na predoslé zistenia bol navrhnuty dopredny ZRS (ZEBULARINE RESISTANT
SMCB6B) supresorovy screen (Prochazkova, Finke et Pecinka, nepublikované). U¢elom tohto screenu
je identifikacia mutacii, ktoré maji za nasledok potlacenie hypersenzitivneho fenotypu smc6b-1
po vystaveni zebularinu. Jeden z identifikovanych kandidatov je mutant metl v genetickom pozadi
smc6b-1, ¢o naznacduje, ze zebularin by mohol zachytavat MET1 na molekule DNA. Kedze je MET1
v takomto kandidatovi mutovana, pravdepodobne nedochadza k jej zachyteniu na molekule DNA
a teda ani k tvorbe DPC. Tato skuto¢nost’ viedla k navrhnutiu in vivo systémov, ktoré obsahuju MET1
fuzovant s Cervenym fluorescenénym proteinom (MET1-RFP, Jullien et al., 2012). Domnievame sa,
ze by bolo mozné pomocou takéhoto systému potencidlny DPC vizualizovat'.

Identifikacia kandidata metl v ZRS screene dalej viedla k otazke, ¢i iina rastlinna DNA
metyltransferaza asociovana s replikdciou DNA je ovplyvnena zebularinom. Pre otestovanie tejto

otazky bola zvolena deficientna DNA metyltransferazova linia cmt3 (Bartee et al., 2001).

3.4  Mikroskopické metody detekcie proteinov v Zivych bunkach

Moznost’ presnej vizualizicie proteinov v zivych bunkach pri§la s objavom GFP technoldgie
(zhrnuté v Remington, 2011) a rozvojom fluorescenénej mikroskopie. Medzi zakladné mikroskopické
techniky umoziujtce zobrazovat’ proteiny fuzované s fluorescenénym proteinom patria fluorescenéna
mikroskopia a konfokalna mikroskopia. Medzi sofistikovanejSie techniky patri: konfokalna
mikroskopia s rotujucim diskom (SD), light-sheet konfokalna mikroskopia, FRET (Fluorescence
Resonance Energy Transfer) a FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching).

Pre potreby tejto bakalarskej prace bola zvolend SD konfokdlna mikroskopia. Cielom bolo
snimanie intracelularnej distribucie fluorescenénych markerov vo vysokom priestorovom a ¢asovom
rozliSeni. Metoda SD sa od klasickej konfokalnej mikroskopie 1i§i pritomnostou rotujiiceho disku
(Nipkow disk), vid’ Obr. 7. Tento disk je charakteristicky perforaciami a po jeho oziareni laserom
dochadza k vzniku obrovského mnozZstva lu¢ov dopadajucich na vzorku sucasne. Pomocou kamier

S vykonnymi Cipmi je konfokalny obraz zaznamenany. Obraz je vysledkom mnohych kratkych
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expozicii pri nizkej intenzite excitatného ziarenia. Nizkou intenzitou excitatného ziarenia je tak

e , vi u flu ie. pri . " , . , [
mozné predist’ vysvieteniu fluorescencie, pripadne poskodeniu preparatu pri dlhodobom snimani
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Obrazok 7: Schéma svetelného lica v konfokialnom mikroskope s rotujiucim diskom. Prevzaté a upravené

zo Stehbens et al., 2012.
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4 MATERIAL A METODY

4.1

Material a pomocky

V nasledujucich podkapitoldch budi uvedené materialy a pomocky, pouzité pri vypracovani

tejto prace.

411

Laboratérne vybavenie

Pre vypracovanie bakalarskej prace boli pouzité nasledujlice pristroje:
automaticka pinzeta GentleGrab (Labdeers),
centrifaga myFuge Mini (Benchmark Scientific),
elektroforeticka komora Wide Mini-Sub Cell GT Cell (Bio-Tech),
fluorescenény stereozoom mikroskop SZX12 (Olympus),
fotoaparat Nikon, AF-S Micro (Nikon),
fytotronova komora (Wiss Gallenkamp),
chladena mikrocentriftiga Fresco 17 (Thermo Fisher Scientific),
laminarny box MSC 1.2 Advantage (Thermo Fisher Scientific),
laserovy mikroskop pre zobrazovanie Zivych buniek (Spinning-disk, Axio Observer Z1,
ZEISS),
mikrovinna traba EMN (Zanussi),
rastova komora (Percival Scientific),
stereomikroskop SZX16 (Olympus),
termoblok Block Heater (Thermo Fisher Scientific),
termocyklér C1000 Touch (Bio-Rad),
TissueLyser 11 (Qiagen),
transiluminator InGenius LHR (Syngene),

zdroj napétia PowerPac™ (Bio-Rad).

Pouzity software
Pre vyhodnotenie a spracovanie dat boli vyuZité nasledovné programy:
ImageJ (verejné vlastnictvo),
Microsoft Excel (Microsoft),
Minitab (Minitab Inc.),
ZEN Blue 2012 (Zen Software Ltd.).
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Chemikalie

Pre vypracovanie bakalarskej prace boli pouzité nasledovné chemikalie. ZloZenie pufrov je

zhrnuté v Tab. 1.

1X TAE pufor,

5-aza-2-deoxycytidin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A3656),
5-azacytidin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. A2385),

6X DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. R0611),
96% etanol (Lach-ner, kat. ¢. 20025-A96),

agardza (Amresco, kat. ¢. 0491B70),

bleomycin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. B8416),

BTE pufor,

deionizovana voda (H2O),

dimetylsulfoxid (DMSO) (Serva, kat. ¢. 39757),

EB pufor,

Edwardsov pufor,

etidiumbromid (Top-Bio, kat. ¢. P047),

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, ready-to-use (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. SM1333),

chlorid sodny (NaCl) (Lach-ner, kat. ¢. 30423),

chlérnan sodny (NaClO) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1056142500),
izopropanol 99% (Lach-ner, kat. ¢. 20037-AT0),

kyselina etylendiamintetraoctova (EDTA) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E5134),
kyselina octova (Lach-ner, kat. ¢. 10047-A99-M1000-1),

laurylsiran sodny (SDS) (Lach-ner, kat. ¢. 40089-AP0-G1000-1),
mitomycin C (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M4287),

MS mix (Duchefa Biochemie, kat. ¢. M0231),

nuclease-free water (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 10977015),
octan draselny (KAc) (Penta, kat. ¢. 25017G1000),

octan sodny (NaAc) (Lach-ner, kat. ¢. 40122-CP0-G1000-1),
sachardza (Lach-ner, kat. ¢. 10135-AP0),
tris(hydroxymetyl)aminometan (Tris) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. T1503),
Tween20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 9005-64-5),

zebularin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 3690-10-6),

B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. M3148).
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Tabul’ka 1: ZloZenie pouZitych pufrov a média.

Pufor Zloika Koncentracia
Tris 0,2 mol-I*
NaCl 0,25 mol-I*
Edwards EDTA 0,025 mol 1L
pH 7,5-8
SDS 0,5 %
H.0 -
Tris 0,1 mol-I*?
EDTA 0,05 mol-I*
piBg NaCl 0,5 mol-I.
B-merkaptoetanol 10 pmol-I?
H.O -
Tris 0,05 mol-I*
BTE EDTA 0,001 mol-I*
pH7
H.O -
Tris 0,04 mol-I*
D;J ~ k. octova 0,02 mol-1
EDTA 0,001 mol-I*
MS mix 2,2%
2 MS Sacharoza 1%
pH 5,8 MES 0,1 %
Agar 0,6 %

414 Enzymy

Pre vypracovanie bakalarskej prace boli pouzité tieto enzymy:

o DreamTaq Hot Start DNA Polymerase (Thermo Scientific, kat. ¢. EP1711)
e Msel (New England Biolabs, kat. ¢. R0525S)

415 Oligonukleotidy

Oligonukleotidy pouzité pre PCR amplifikéciu st zhrnuté v tabulke 2. VSetky oligonukleotidy

boli navrhnuté Mgr. Klarou Prochazkovou a Mgr. Evou Dvotak Tomastikovou Ph.D.

Tabul’ka 2: Oligonukleotidy pouzité pre PCR amplifikaciu.

Nazov Sekvencia (5" — 3")
gSMC6B-1_F AGCTTCAACGTGAAATCATGG
gSMC6B-1_R CTAGACAACATGTCATACCGGG

T-DNA ACTGGAACAACACTCAACCCTATCT

gCMT3 F GTTCTGCGTCAGTTAATTGTTGAG
gCMT3 R CAGCATGTCAACGACGTTTTCC
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41.6 Rastlinny material

Rastlinné linie pouzité pri vypracovani bakalarskej prace su skladované vo forme semienok,

v tme a pri 4 °C. Zoznam linii je zhrnuty v Tab. 3.

Tabul’ka 3: Zoznam pouzitych rastlinnych linii

Nazov linie Nazov v texte Zdroj
Col-0 WT -
ProMET1:MET1-RFP MET1-RFP Jullien et al., 2012
ProPCNA1:PCNA-GFP PCNA-GFP Yokoyama et al., 2016
smc6b-1 smc6b-1 SALK 101968C
cmt3 cmt3 Bartee et al., 2001
smcéb-1 zrs4-1 smc6b-1 zrs4-1 Prochazkova, Finke et Pecinka,
smc6b-1 zrs4-2 smc6b-1 zrs4-2 nepublikované

4.2  Manipulacia s rastlinnym materialom
4.2.1 Rast materialu in vitro

Pre rast in vitro kultar bolo pouzité médium Murashige a Skoog (Murashige et Skoog, 1962)
s polovi¢nou koncentraciou sachardzy. Zlozenie Y2 MS je zhrnuté v Tab. 1. Pre potreby jednotlivych
experimentov boli testované latky pridané do 2 MS média v pozadovanej koncentracii, vid’ Tab. 4.

Zasobné roztoky boli uchovavané v mraziacom boxe pri —20 °C. Pracovné roztoky boli uchovavané

v lade.

Tabul’ka 4: Zoznam chemikalii a ich pracovné koncentracie pouZité v jednotlivych experimentoch.

Chemikilia Rozpistadle  Zasebny Pracovna Experiment
roztok koncentracia
Kontrola ) ) i mikroskopia,
selekcia
10 1|2 selekcia
Zebularin DMSO 10 mmol-I* L ~
40 pmol-l
5-azacytidin 10 mmol-I* 40 pmol-I* odkonicks
5-aza-2-deoxycytidin 10 mmol-I* 20 pmol-I*? Mikroskopicka
- - H.O ) n analyza
Mitomycin C 2,25 mmol-I 20 pmol-l
Bleomycin 100 umol-I* 100 nmol-I*

Podmienky, za ktorych boli rastliny A. thaliana pestované st zhrnuté v Tab. 5. Substrat bol
oSetreny pripravkom Careo a zmiesany s perlitom v pomere 3:1. Rastliny pouzité na genotypizaciu
alebo propagaciu rastli vo fytotrone 6—8 tyzdiov. Po 6—8 tyzdiioch boli premiestnené do sklenika,
kde boli az do konca svojho genera¢ného cyklu. Rastliny uréené pre krizenie rastli vylucne

vo fytotrone.

19



Tabulka 5: Podmienky rastu v rastovej komore (Percival) a vo fytotrone.

Komora Podmienky (deii/noc) Ukel
16 hodinovy deii, osvetlenie 5:00/21:00,
teplota 21 °C/18 °C
16 hodinovy deii, osvetlenie 3:00/19:00,
teplota 19 °C/18 °C, vlhkost 60 %

Percival in vitro, selekcia

Fytotron krizenie, propagacia

4.2.2 Sterilizacia a vysev semien Arabidopsis thaliana

Z dovodu vyhnutia sa kontaminacie a zaistenia kontrolovatelnych in vitro podmienok boli
vSetky semienka sterilizované. Nedodrzanie podmienok prace za sterilnych podmienok, by mohlo mat’
negativny vplyv na vysledok a reprodukovatel'nost’ experimentu. Potrebné mnozstvo semienok bolo
prenesené do 1,5ml mikroskimavky. Obsah mikroskimavky bol premyvany 5 minat (min)
v 70% etanole, nasledne bol etanol odstrdneny. Nasledovalo 6—10 min premyvanie sterilizacnym
roztokom (8-9% NaClO, 1% Tween 20). Pre dokonalé odstranenie sterilizaéného roztoku bolo
potrebné semienka 4x premyt sterilnou H»O. Pred vysievanim boli semienka stratifikované
v 0,1% agaréze alebo v tekutom %2 MS po dobu 48 hodin, pri 4 °C a v tme. Semienka boli vysievané
na Stvorcové petriho misky s tuhym %2 MS médiom (0,6% obsah agardzy) a nasledne boli umiestnené

do rastovej komory Percival.

4.3  Selekcia rastlinnych linii pre analyzu DPC

4.3.1 Rastlinné linie pre mikroskopicka analyzu

Pre mikroskopickll analyzu boli pouzit¢ dominantné reportérové linie MET1-RFP a PCNA1-
GFP (PROLIFERATING CELL NUCLEAR ANTIGEN 1) znaené fluorescenénymi proteinmi.
MET1-RFP je komplementovana linia v metl-3 mutantnom pozadi pod nativnym prométorom. Linia
naviac obsahuje GFP reportér pritomny v semienku (s-GFP). Vzhl'adom k tomu, ze autori v pévodne;j
publikacii preukazali, ze MET1-RFP je funkénym konstruktom, nebolo potrebné pri planovani
experimentov brat do uvahy alelu divého typu. Pomocou s-GFP bolo mozné selektovat’” semienka
nestce MET1-RFP, ¢o viedlo k vyznamnému urychleniu selekcie (Jullien et al., 2012). Pomocou tejto
linie sme chceli vyzualizovat' jadrova lokalizaciu MET1-RFP pred a po inkubécii s testovanymi
latkami.

Dalou pouzitou liniou bola PCNA1-GFP. Tato linia exprimuje PCNA1 fazovany so zelenym
fluorescenénym proteinom pod nativnym promoétorom (Yokoyama et al., 2016). Pomocou tejto linie
sme chceli analyzovat’ efekt zebularinu na vzajomnu lokalizaciu MET1-RFP a PCNAL-GFP. Tato
linia je charakteristickd tromi vzormi, ktoré je moZzné pozorovat Vramci bunkového cyklu.
Su to vzory: ,,diftzny*, ,,bodkovany* a ,,ohniskovy*, vid’ Obr. 8. Vzor ,,difizny* je moZzné pozorovat
v G1 a G2 faze, vzor ,,bodkovany“ na zacéiatku S faze a vzor ,,ohniskovy* v neskorej S faze bunkového
cyklu (Yokoyama et al., 2016). Pre neskorSie analyzy bolo potrebné nakrizit’ tieto dve reportérové

linie a vyselektovat’ dvojita homozygotnu reportérovu liniu MET1-RFP PCNA1-GFP.
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Difuzny Bodkovany Ohniskovy

Obrazok 8: Pozorované vzory PCNAL1-GFP v jadrach A. thaliana. Mierka 3 pum. Prevzaté aupravené

z Yokoyama et al., 2016.

Za ucelom stadia lokalizacie MET1-RFP v genetickom pozadi smc6b-1 boli tieto linie skrizené
anasledne bola vyselektovana dvojita homozygotna linia. Prostrednictvom takéhoto systému
sme chceli sledovat’ zmeny v lokalizacii MET1-RFP po oSetreni zebularinom v divokom a mutantnom
type.

4.3.2 Rastlinné linie pre analyzu fenotypu deficientnych mutantov

Pre tato analyzu boli vyselektované homozygotné linie smc6b-1 zrs4-1, smc6b-1 zrs4-2
asmcbb-1 cmt3. Prvé dve zmienené linie boli identifikované v ZRS supresorovom skrine
(Prochazkova, Finke et Pecinka, nepublikované). Posledna linia tj. smc6b-1 ¢cmt3 bola pripravena
skrizenim smc6b-1 a cmt3 linii a selekciou dvojitého homozygota v F2 generacii. Uelom tejto linie
je poskytnutie informacie, ¢i CMT3 DNA metyltransferaza taktiez vytvara DPC po oSetreni

zebularinom.

4.3.3 KiriZenie Arabidopsis thaliana

Pre potreby kriZenia rastlin A. thaliana bolo potrebné odstranit’ ty¢inky z kvetu, aby nedoslo
k samoopeleniu. Pracovalo sa s mladymi kvetmi. Tie boli vel'mi opatrne otvorené a pinzetou boli
odstranené tyCinky. Pri otvarani kvetu je velmi doélezité aby nedoSlo k poskodeniu blizny.
Takto vypreparované kvety boli nechané 24 hodin vo fytotrone aby sa zregenerovali. Po uplynuti
24 hodin boli kvety opatrne opédt’ otvorené ana bliznu bol naneseny pel’ z kvetu inej rastliny.
Po preneseni pel’'u bola rastlina vratena spét’ do fytotronu. Po troch tyzdiioch boli pozbierané tobolky

z nakrizenych kvetov.

4.3.4  Princip selekcie rastlinnych linii po kriZeni

Cielom selekcie bolo ziskat' rastliny, ktoré budu homozygotné. V pripade selekcie dvojitej
reportérovej linie MET1-RFP PCNA1-GFP bolo cielom vyselektovat dvojit¢tho dominantného
homozygota. Pri selektovani kombinovanej linie smc6b-1 MET1-RFP bolo cielom vyselektovat
rastlinu, ktora bola homozygotnym nositelom mutacie Smc6b-1 a v pripade fluorescenéného markeru,
dominantnym homozygotom. Cielom selekcie dvojitej mutantnej linie smc6b-1 cmt3 bolo

vyselektovat’ homozygotnt rastlinu v obidvoch genotypoch.
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Pre navrhnutie experimentu bol vyuzity Mendelov stvorec, vid Obr. 9. Pomocou neho bolo
mozné predpovedat’ vSetky kombinacie genotypov a nasledne i Casovu a technickl naroc¢nost’

experimentu. Mnozstvo rastlin, ktoré mali byt selektované, bolo ziskané vynasobenim maximalneho

mnozstva kombinacii

Cislom tri, zdovodu zvysenia pravdepodobnosti ziskania pozadovanej

kombinacie. V pripade selekcie dvoch znakov je maximalny pocet kombinacii 16. Na selekciu bolo

pouzitych minimalne 48 rastlin pricom boli o¢akavané najmenej dve dvojité homozygotné rastliny.

A) B) Q)
MET1-RFP x PCNA1-GFP smc6b-1x MET1-RFP smc6b-1 x cmt3
P RRgg mGG SSIT RRSS ssCC SSce
| | | | | |
F1: L RrGg <J L SsRr J L SsCc <J
RG Rg G rq SR Sr sR sr SC Sc sC sC
RG |RRGG|RRGg| RrGG | RrGg SR |SSRR| SSRr [ SsRR | SsRr SC |SSCC| SSCc | SsCC | SsCc
F2: | Rg | RrGg | RRgg | RrGg | Rrgg Sr | SsRr | SSir | SsRr | Ssir Sc | 8sCc | SScc | SsCc | Ssce
rG [RrGG | RrGg | GG | rrGg sR [SsRR| SsRr | ssRR | ssRr sC |SsCC| SsCc | ssCC | ssCc
rg [RrGg | Rrgg | rrGg [ rrgg sr | SsRr | Ssir | ssRr | ssIr sc | SsCc | Sscc | ssCc | ssce
9 z 16 rastlin pozitivnych na 3 z 16 rastlin budi homozygotny 1 z 16 rastlin bude dvojity mutant
semienkovy a korienkovy GFP signal mutanti pozitivny na semienkovy
GFP signal
. Selekcia rastlin so 100% signalom  Selekcia rastlin so 100% signalom L .
F3: GFP v semienku a korienku. GFP v semienku. Selekcia nie je potrebna.

Obrazok 9: Princip selekcie rastlin naprie¢ generaciami. A) Selekcia dvojitej reportérovej linie MET1-RFP
PCNAL-GFP. B) Selekcia kombinovanej linie smc6b-1 MET1-RFP. C) Selekcia dvojitej mutantnej linie Smc6b-
1 cmt3. Zvyraznené kombinacie boli v F2 generacii selektované. Legenda: R/G/S/C — dominantna alela; r/g/s/c —
recesivna alela; R/r — alely MET1-RFP; G/g — alely PCNAL1-GFP; S/s — alely smc6b-1; C/c — alely cmt3.

4.3.5 Selekcia pomocou mikroskopie

Pomocou fluorescencnej binokularnej lupy boli selektované semienka a sedemdnové korefiové
$picky pozitivne na pritomnost’ GFP signalu (Jullien et al., 2012; Yokoyama et al., 2016). Rastliny
s pozadovanymi fenotypmi boli, v pripade F1 aF2 generacie, presadené do pddy a prevedené
do d’alsej generacie. V pripade F3 generacie boli vyselektované len rastliny, ktoré vykazovali 100%

frekvenciu selektovaného znaku a teda nedochadzalo k segregacii.

4.3.6 Selekcia pomocou PCR genotypizacie

Pomocou tejto metoddy boli selektované mutantné rastliny v génoch SMC6B a CMT3. Rastliny
smc6b-1 st T-DNA inzerény mutanti, vid’ oddiel 4.3.6.2.

Rastliny cmt3 st EMS mutagenizovanou liniou, ktora nesie bodovi mutaciu. Determinovat’
genotyp rastliny s takouto mutaciou je mozné pomocou PCR amplifikacie a naslednym CAPS testom,
vid’ oddiel 4.3.6.3.
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4.3.6.1 Izolacia DNA z rastlin Arabidopsis thaliana

Pre potreby PCR genotypizdcie bolo potrebné vyizolovat DNA 7z rastlinného materialu.
Pri vypracovani tejto zaverec¢nej prace boli pouzité dva rézne protokoly, Edwards — vysokovykonna
upravena metoda (Edwards et al., 1991) a Dellaporta (Dellaporta et al., 1983). Edwards sa vyznacuje
rychlostou a mnozstvom vyizolovanych vzoriek za ¢as, ale na ukor Cistoty a stability DNA.
V idealnom pripade az 96 vzoriek za 1 h (hodinu). Dellaporta poskytuje via¢sie mnozstvo vyizolovanej
DNA, zaroveii i Cistota (pomer absorbancii 260/280) izolovanej DNA je lepsia. DNA vyizolovana
touto metdodou sa moze pouzit’ i na narocnejsie analyzy, napr. Southern blot. Nevyhodou tohto postupu

je jeho Casova naroc¢nost’.

4.3.6.1.1 Modifikovany protokol Edwards (upravené podl’a Edwards et al., 1991):

Mala cast’ zeleného listu (velkost 0,5 cm) bola spracovana do mikroskumavky. Obsah
mikroskamaviek bol pomocou pristroja TissueLyser (Qiagen) zhomogenizovany (2x 30 sekund (s)).
Ku vzniknutému prasku bolo pridanych 100 pl pufru Edwards. Nasledne bol obsah mikroskimavky
centrifugovany (2 250 g, 10 min). Do novej mikroskimavky bolo prenesenych 80 ul supernatantu
a pridanych 80 ul izopropanolu. Nasledne bol roztok centrifugovany (2 250 g, 10 min). Supernatant
bol odstraneny a bolo pridanych 80 pl 70% etanolu. Nésledne bol roztok centrifugovany (2 250 g,
10 min) a supernatant bol odstraneny. Precipitat bol vysuseny v inkubatore (37 °C, 20 min) alebo
pri laboratornej teplote cez noc. Po vysuSeni bol precipitat rozpusteny v 50 pl TE pufru. Izolovana

DNA bola skladovand v chladnicke pri teplote 4 °C, maximalne 7 dni.

4.3.6.1.2 Protokol Dellaporta (upravené podPa Dellaporta et al., 1983):

Priblizne 100 mg materialu bolo spracovanych do mikroskiimavky a nasledne do tekutého
dusiku (=196 °C). Material bol zhomogenizovany a umiestneny na l'ad. Bolo pridanych 500 ul EB
pufru a obsah mikroskiimavky bol premieSany prevratenim o 180°. Po pridani 70 ul 10% SDS bol
obsah vortexovany a potom inkubovany (65 °C; 10 min). Okamzite po inkubacii bolo pridanych
130 ul 5mol-I?* KAc. Mikroskimavka bola nechana v lade 5 min. Vzorka bola centrifugovana
(13300 g, 10 min). Supernatant bol preneseny do mikroskimavky obsahujucej 640 pl izopropanolu
60 pl a 3mol-I"* NaAc. Vzorka bola premiesana a centrifugovana (13 300 g, 10 min). Supernatant bol
odstraneny a precipitat bol premyty 70% etanolom. Po odstraneni etanolu a vysuseni (37 °C; 20 min)
alebo pri laboratornej teplote cez noc. Precipitat bol rozpusteny pridanim 200 ul BTE pufru (pri
laboratornej teplote cez noc, alebo na 50 °C, 1 hodinu (h)). Vzorka bola centrifugovana (13 300 g,
10 min). Supernatant bol preneseny do novej mikroskimavky. K supernatantu boli pridané
2 ul RNazy A (10 mg-ml?) a bola prevedend inkubécia (37 °C, 1 h). K vzorke bolo pridanych 20 ul
3mol-I"t NaAc a 440 ul 96% etanolu, nasledne bola vzorka inkubovana (20 °C, 1 h alebo
pri laboratoérnej teplote cez noc). Vzorka bola centrifugovana (13 300 g, 10 min). Supernatant bol
odstraneny a precipitat bol premyty 70% etanolom a nasledne vysuSeny. Vzorka bola rozpustena

v 20 pl TE pufru. [zolovana DNA bola skladovana pri 4 °C alebo —20 °C.
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Vzhladom na casovlil naroCnost protokolu, je mozné proces izolacie pre ucely PCR
genotypizacie ukoncit po rozpusteni precipitditu v BTE pufri. Dévodom preco bolo pristipené

k tomuto protokolu, bola séria netspesnych izolacii pomocou protokolu Edwards.

4.3.6.2 PCR genotypizacia T-DNA inzeréného mutanta smc6b-1

T-DNA (transfer DNA) inzerény mutant je generovany nahodnou inzerciou T-DNA do genomu
Vv procese transformacie sprostredkovanej Agrobacterium tumefaciens. Pozicia inzertu je nasledne
zamapovana v genéme. Dnes su v pripade A. thaliana dostupné mnohé kolekcie/knihovne takychto T-
DNA mutantov. T-DNA inzerény mutanti nachadzaju uplatnenie v tzv. priamej a spitnej genetike
za tcelom odhalenia molekularnych mechanizmov biologickych procesov u rastlin (Qu et Qin, 2014).

Detekcia inzerénej mutacie prebieha pomocou vhodnej kombinacie oligonukleotidov forward
alebo reverse s T-DNA specifickym oligonukleotidom. Pri genotypizacii T-DNA inzeréného mutanta

je nutné, aby boli pripravené dve sady PCR reakénych zmesi, vid’ Tab. 6.

Tabulka 6: ZloZenie PCR zmesi pre genotypovanie mutanta Smc6b-1. Objem jednej reakcie 20 pl.

Koncentracia Pracovna

Zasobny roztok zasobného roztoku koncentracia Objem [ul]

PCR pufor 10x 1x 2

dNTPs 10 mmol-1* 200 pmol-1*? 0,4

DreamTagq Hot Start DNA Polymerase 5U-ul? 1,25 U/reakcia 0,25
Forward oligonukleotid 10 umol-1* 0,5 pmol-1? 1
Reverse alebo T-DNA oligonukleotid 10 pmol-1* 0,5 pmol-1? 1
gDNA ~100 ng-ul* ~50 ng-ul? 1

Nuclease-free H,O - - 14,5

Jedna PCR zmes obsahuje kombinaciu oligonukleotidov pre amplifikovanie WT (Wild type,
divy typ) alely. Druha PCR zmes obsahuje kombinaciu oligonukleotidov pre amplifikaciu pritomného
T-DNA inzertu. Pouzité oligonukleotidy st zhrnuté v Tab. 2. Po pripraveni PCR zmesi bola vykonana
PCR reakcia, vid’ Tab. 7.

Tabul’ka 7: Teplotny cyklus PCR.

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Uvodna denaturécia 95 2 min 1
95 30s
PCR amplifikacia 56 30s 35
72 60 s
Zaverecna elongacia 72 5 min 1

Pokial’ doslo k amplifikacii T-DNA inzertu, znamena to, ze vzorka bola minimalne
heterozygotom. Genotyp sa jednozna¢ne potvrdi az po ziskani informacie, ¢i doslo/nedoslo

k amplifikacii alely divého typu. Vysledok PCR amplifikacie bol detegovany elektroforézou

24



nukleovych kyselin v 1% agar6zovom gély. Schematické zndzornenie moznych vysledkov

genotypizacie po elektroforetickej separacii je znazornené na Obr. 10.

[bp] ™ WT H Mut
1500 — [ ] i 1 [ ]
FfR F+T F+R F+T  F+R F+T

1000 s—

Obrazok 10: Ocfakavané vysledky separacie PCR produktov genotypizacie mutanta smc6b-1. Legenda:
M — $tandard molekulovej hmotnosti; WT — divy typ; H — heterozygot; Mut — mutant; F+R — kombinacia
oligoukleotidov amplifikujuca alelu divého typu; F+T — kombindcia oligonukleotidov amplifikujica mutantnt

alelu; F — forward oligonukleotid; R — reverse oligonukleotid; T — T-DNA $pecificky oligonukleotid.

4.3.6.3 CAPS marker

Detekcia bodovej mutacie v sekvencii génu CMT3 prebichala pomocou PCR amplifikacie
a nasledného restrikéného Stiepenia. V prvom kroku bola ¢ast’ génu CMT3 amplifikovana pomocou
PCR reakcie s vyuzitim $pecifickych oligonukleotidov, vid’ Tab. 2. ZloZenie PCR zmesi a nastavenie
teplotného cyklu, vid’ Tab. 8 a 9.

Tabul’ka 8: ZloZenie PCR zmesi pre amplifikaciu ¢asti sekvencie CMT3. Objem jednej reakcie 20 pl.

i Koncentracia Pracovna .
Latka zasobného roztoku koncentracia Objem [ul]
PCR pufor 10x 1x 2
dNTPs 10 mmol-1* 200 pmol-1*? 0,4
DreamTagq Hot Start DNA Polymerase 5U-ult 1,25 U/reakcia 0,1
Forward primer gCMT3_F 10 umol-1* 0,5 pmol-1* 1
Reverse primer gCMT3_R 10 umol-1* 0,5 pmol-1* 1
gDNA ~100 ng-ul* ~50 ng-ul? 1
Nuclease-free H20 - - 145
Tabul’ka 9: Teplotny cyklus PCR.
Proces Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Uvodné denaturécia 95 2 min 1
95 30s
PCR amplifikacia 55 30s 35
72 60 s
Zavere¢na elongacia 72 5 min 1
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V d’alsom kroku bol produkt PCR reakcie Stiepeny pomocou restrikénej endonukleazy Msel.
Reak¢na zmes bola inkubovana pri 37 °C po dobu 75 min. ZloZenie reakénej zmesi je zhrnuté v Tab.

10.

Tabul’ka 10: ZloZenie reakénej zmesi. Objem jednej reakcie 10 pl.

, Koncentracia Pracovna .
Latka zasobného roztoku koncentracia Objem [ul]
Reakény pufor 10x 1x 2
Msel 10 U-pul? 2 Ulreakcia 0,2
PCR produkt - - 3
Nuclease-free H20 - - 5,8

Pokial’ by sa jednalo o divy typ, fragmenty by mali velkost’ 266 a 15 bp. Pokial’ by vzorka DNA
pochadzala od mutanta, doslo by k Stiepeniu na 3 fragmenty o velkosti 181, 85 a 15 bp. Vysledky
Stiepenia pre jednotlivé genotypy su znazornené na Obr. 11. Vysledok restrikéného Stiepenia bol
detegovany pomocou elektroforézy v 1% agaré6zovom géle. S ohl'adom na pouziti koncentraciiu

agarozového gélu, je pravdepodobné ze fragment o velkosti 15 bp nebude mozné detekovat’.

[bp]l] M WT H Mut
300 em—
L [ ]
200 e ——— ——
75 emm— —— ———
15 s o——— — ——

Obrazok 11: Ocakavané vysledky CAPS testu po Stiepeni enzymom Msel. Legenda: M — Standard
molekulovej hmotnosti; WT — divy typ; H — heterozygot; Mut — mutant.

4.4  Mikroskopia Zivych systémov
441 Priprava rastlinného materialu

Priprava rastlinného materialu je popisana v oddiele 4.2. Sterilné semienka boli stratifikované
v tekutom % MS médiu 48 h pri 4 °C. Vol'ba stratifikacie v tekutom % MS médiu bola zalozena
na potrebe jednoduchsej manipulacie so semienkami pri vyseve. Semienka boli prenesené
z mikroskiimavky na sterilny filtraény papier, kde boli ponechané priblizne 15 min aby sa vysusili.
Po vysuSeni boli semienka vysievané na povrch tuhého Y2 MS média (0,6% agar6za). Samotny vysev
na médium bol realizovany automatickou pinzetou GentleGrab (Labdeers), pinzeta umoznovala vel'mi
jednoduché a presné manipulovanie so semienkami ¢o dopomohlo k optimalizacii vysevu. Po vysiati

boli Petriho misky zalepené Parafilmom aumiestnené do rastovej komory kolmo voci podlozke
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natri dni. Dovodom takejto orienticie misky je zabranenie rastu korienka do vnutra média,

¢im sa predislo jeho poskodeniu pri neskorSej priprave mikroskopického preparatu.

4.4.2 Priprava mikroskopického preparatu

Pre potreby mikroskopie je potrebné aby rastlina bola adaptovana na prostredie v ktorom bude
snimand. Tato priprava bola vykonana podla publikovaného protokolu (Ovecka et al., 2005).
Adaptaciou rastliny sa predislo ovplyvneniu bunkového cyklu a rastlina mala optimalne podmienky
pre rast. Samotna priprava mikroskopického preparatu prebiehala nasledovne.

Podlozné akrycie sklicka bolo nutné odistit’ a odmastit’ pomocou saponatu. Nasledne bolo
sklicko oplachnuté vodou z vodovodu, potom 70% etanolom a nakoniec destilovanou H,O. Sklicka
boli postavené uzsou stranou na filtraény papier a nechali sa vysusit. Suché podlozné a krycie sklicka
boli pomocou pinzety umiestnené do kyvety. Kyveta so skliCkami bola nasledne naplnena
96% etanolom a sklicka boli ponechané v etanole po dobu 20 min. Kyveta bola premiestnena
do laminarneho boxu a pomocou pinzety boli podlozné a krycie skli¢ka vybrané z kyvety a vysusené
pradom vzduchu v laminarnom boxe. Etanol v kyvete bol preliaty do zasobnej fI'ase a uchovany pre
neskorsie pouzitie.

Na suché sterilné podlozné sklicko boli nalepené 2 pasiky Parafilmu (vid® obrazok 12A).
Vzdialenost’ pasikov, bola priblizne 18 mm. Do suchej, sterilnej a odmastenej kyvety bolo naliatych
55 ml tekutého 2 MS média. Do priestoru medzi parafilmové pasiky bolo pomocou automatickej
pipety nanesenych 10 ul tekutého 2 MS média (vid® obrazok 12B). Do tejto kvapky média bola
pomocou pinzety prenesena trojdnova rastlina z Petriho misky (vid’ obrazok 12C). Krycie sklicko bolo
velmi opatrne polozené na pasiky Parafilmu (vid obrazok 12D). Takto pripraveny preparat
(vid’ obrazok 12E) bol umiestneny do kyvety s médiom. Po polozeni sklicka do kyvety, zacalo
médium vzlinat' do priestoru medzi podloZznym a krycim sklickom. Doslo tak k vytesneniu bublin
a dokonalému vyplneniu komorky médiom. Kyveta bola uzavrena, zalepena Parafilmom a umiestnena

do rastovej komory (Percival), kde boli rastliny adaptované 10—12 hodin.

A) B)
podlozné sklicko—» 17— kvapka média
parafilmovy pasik ——DI I I rastlina

/ krycie sklicko
C) D) E) /

Obriazok 12: Schéma pripravy mikroskopického preparatu. Orientacia: A, B, C. E pohl'ad z hora; D pohl'ad

zo strany.

Po uplynuti ¢asu adaptacie nasledovala perfizia. Perfuzia je Setrny sposob ako dostat’ testovani

latku do blizkosti korienka, ktory sa nachadza medzi podloznym a krycim sklickom. K tomuto ukonu
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bolo pristipené z jedného jediného doévodu a to aby nebolo potrebné otvarat’ komédrku a predislo sa tak
poskodeniu preparatu.

Este pred samotnou perfuziou bolo potrebné pripravit’ roztoky testovanych chemikalii. Tieto
roztoky bolo nutné pripravit z média, v ktorom boli rastliny adaptované. Tento krok je nutny k tomu
aby sa zachovali podmienky v ktorych bola rastlina adaptovana a nedoSlo K netimyselnému
ovplyvneniu vysledkov. Po pripraveni pracovnych roztokov testovanych latok bolo pristipené
k samotnej perfuzii.

Perftzia prebiehala nasledovne. K rastlinke boli opatrne prilozené dva filtraéné papieriky ktoré
mali rovnaky rozmer, vid’ Obr. 13A. Dévodom preco museli mat’ filtraéné papieriky rovnaky rozmer
je zaistenie konstantného ubtidania média v komérke. Po tom, ¢o doslo k zmodéeniu papierika zacal
objem média v komorke klesat. Pomocou automatickej pipety bolo do komorky prenesenych
10 pl roztoku testovanej latky. Poloha aplikacie roztoku testovanej latky bola menena tak,

aby sa dosiahlo optimalneho vymytia objemu komorky, vid’ Obr. 13B.

(fp)
A) = B)

/AR NN/ AR\

(Ep

351472

Obrazok 13: Schéma perfuzie (pohl’ad zpredu). A) dva filtracné papieriky (fp) a ich poloha; B) 1-5 — r6zne
polohy pipetovania; $p — $picka pipety.

Rychlost’ pipetovania bola priblizne 10—15 ul'min™. Typickym znakom rychlej aplikacie
roztoku bolo oddelenie buniek korenovej ¢iapocky. Po aplikécii bol priestor komorky zalepeny
Parafilmom tak, aby nedochadzalo k odparovaniu média po¢as snimania. Takto pripraveny preparat
bol vlozeny do vlhkej komorky na dobu nutnej inkubacie. Po inkubacii bol preparat premiestneny
do mikroskopu a snimany. Parametre snimania boli nasledovné. Detekcia mRFP1.2 (MET1-RFP)
s excitaciou 590 nm a v emisnom spektre pri 612 nm. Detekcia EGFP (PCNA1-GFP) s excitaciou
pri 488 nm a v emisnom spektre 509 nm. Celkom bolo snimanych priblizne 70—80 optickych rezov
zachycujuci epidermis, kortex a endodermis meristematickej a diferencovanej zony.

Na ziskané mikroskopické snimky bol aplikovany pocitacovy matematicky algoritmus,
tzv. dekonvolucia, za ucelom vylepSenia nasnimanych signalov. Dekonvoluciou boli ziskané obrazky,
ktoré mali vylepSenu ostrost’, potlaceny neSpecificky signél a nizsie pozadie. Takto upravené obrazky

bolo jednoduchsie vyhodnotit’, ¢im sa zvysila presnost’ kvantifikacie.
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4.5 Analyza fenotypov mutantov

Sterilizacia a vysev rastlinného materialu je popisany v odiely 4.2. Rastliny boli vysiate v dvoch
sadach. Kontrolna sada bola rastena na 2 MS médiu bez zebularinu. Druha sada bola rastena na 2 MS
médiu s pridavkom zebularinu (10 umol-1?). Petriho misky boli umiestnené do rastovej komory
(Percival), vodorovne s podlozkou, kde boli ponechané 10 dni. Po 10 diioch boli Petriho misky

vyfotografované. Pre meranie vel'kosti plochy kli¢nych listov bol vyuzity program ImageJ.

4.6 Statistické spracovanie dat

Za ucelom zistenia variability v ziskanom subore dat bola pouzita jednosmerna ANOVA
analyza. Pre porovnanie jednotlivych testovanych latok v ramci jednotlivych zon korena bol pouzity
Fisherov test s intervalom spolahlivosti p = 0,05. Pre porovnanie efektu zebularinu na deficientnych
DNA metyltransferazovych mutantov bol pouzity Tukeyho test s intervalom spolahlivosti p = 0,05.

Pre porovnanie distribticie kvantitativneho znaku u dvoch nezavislych linii bol pouzity Mann-
Whitney-Wilcoxon test s intervalom spolahlivosti p = 0,05. Pre tieto analyzy bol vyuZzity program
Minitab.

Za uCelom vizualizacie zavislosti lokalizacie MET1-RFP a PCNA1-GFP foci po oSetreni
zebularinom boli vyuzité Vennove diagramy. Na zostrojenie Vennovych diagramov bol pouzity online
nastroj pristupny na adrese http://eulerr.co/. Za ucelom preukazania signifikantnosti v zmene
vzajomnej lokalizacie signalov MET1-RFP a PCNA1-GFP, bol na ziskané data aplikovany Studentov
t-test s intervalom spol’ahlivosti p = 0,05.

29



5 VYSLEDKY

5.1 Selekcia rastlinnych systémov
Selekcia hybridov v F1 generacii nebola potrebna vzhl'adom na povahu krizenia a vlastnosti
jednotlivych linii. Po ziskani semienok z jednotlivych krizeni boli hybridi prevedeny do F2 generacie.
V F2 generacii hybridov dochadzalo k segregicii alel podl'a 2. Mendelovho zdkona. Postupnou
selekciou na pritomnost/absenciu GFP signalov v semienkach alebo korefiovych $pickach a PCR
genotypizaciou bola redukovana velkost’ experimentov. Nasledkom toho klesala priestorova a ¢asova

naro¢nost’ experimentov.

5.1.1 Linia MET1-RFP PCNA-GFP

Selekcia dvojitej linie MET1-RFP PCNAL1-GFP prebichala pomocou fluorescencne;j
mikroskopie. V prvom kroku selekcie boli selektované semienka na pritomnost’ s-GFP linie MET1-
RFP. Z celkovo analyzovanych 1799 semienok, bolo 74 % (n = 1 332) semienok pozitivnych
na s-GFP. V druhom kroku bolo analyzovanych 188 rastlin, pri¢om 62 % (n = 116) bolo pozitivnych
na GFP v korenovych $pi¢kach (k-GFP), vid’ Obr. 14. Ziskany pomer bol niz§i nez sme ocakavali,

¢o mdze byt’ sposobené letalnost’ou recesivnych homozygotov metl.

F2 | RG Rg G rg analyzovanych semienok: 1799
RG [RRGG|RRGg|RrGG | RrGg .
Rg | RrGq | RRag | RrGa | Rrgg s-GFP pozitivnych: 1332 (74 %)
rG |RrGG | RrGg | GG | rrGg
g [RrGg | Rrqg | mGg | mag analyzovanych korienkov: 188
Ocakavany pomer 9 z 16. )
k-GFP pozitivnych: 116 (62 %)

Ziskany pomer 7 z 16.

Obrazok 14: Selekcia linie MET1-RFP PCNAL-GFP v F2 generacii. Legenda: R/G — dominantna alela; r/g
recesivna alela; R/r — alely MET1-RFP; G/g — alely PCNA1-GFP; s-GFP — semienkovy GFP signal asociovany
s MET1-RFP; k-GFP — korienkovy PCNA1-GFP signal.

Nasledne bolo 30 korienkov, ktoré boli pozitivne na zelenti fluorescenciu v semienku
a Vv koretiovej $picke presadenych z média do pddy. Do d’alsej generacie preslo 25 rastlin, z ktorych
boli ziskané semienka F3 generacie. ZvysSnych pét rastlin uschlo.

Selekcia v F3 generacii prebichala nasledovne. V prvom kroku boli selektovani hybridi,
u ktorych mali vSetky ich semienka zelenu fluorescenciu. Vyselektovanych bolo 12 hybridov.
Nésledne bolo na 2 MS medium vysiatych priblizne 40 vyselektovanych semienok od kazdého
hybrida. Vsetci hybridi vykazovali segregaciu v PCNAL1-GFP. Tento vysledok selekcie nebol v sulade
s ocakavanim, kedze uz v F3 generacii malo byt mozné vyselektovat dvojitétho homozygota.
Preto bolo nutné linie previest’ do d’alSej generacie. Do F4 generacie bolo vysiatych 40 semienok
hybrida, ktory mal PCNAL1-GFP signal v korefiovej $picke a nesegregoval v MET1-RFP. Ziskané boli
semienka z 31 hybridov. Zvysnych devét rastlin uschlo.

V F4 generacii boli selektovani hybridi, ktori nevykazovali segregaciu V selektovanych
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znakoch. Vsetky semienka analyzovanych rastlin (n = 31) boli pozitivne na s-GFP. Na tuhé 2 MS
médium bolo vysiatych priblizne 40 semienok od kazdého hybrida. Vyselektovani boli traja hybridi,
ktori nesegregovali v PCNA1-GFP.

5.1.2 Linia smc6b-1 MET1-RFP

Pri selekcii linie smc6b-1 MET1-RFP bola vyuzita fluorescenéna mikroskopia a PCR
genotypizacia. V F2 generacii boli v prvom kroku selekcie selektované semienka so zelenou
fluorescenciou. Celkom bolo analyzovanych 668 semienok v ramci ktorych bolo 73 % (n = 668)
pozitivnych na s-GFP. V druhom kroku selekcie bolo do pody vysiatych 40 vyselektovanych
semienok a asi po mesiaci bolo genotypovanych 22 rastlin. Ostatné rastliny s oh'adom na vysledok
genotypizacie neboli genotypované. Podarilo sa vyselektovat’ 12 homozygotnych rastlin nesucich
T-DNA inzert v géne smc6b-1. Reprezentativny gél PCR genotypizacie smcéb-1 mutanta je mozné

vidiet’' na obrazku 15. Vyselektované mutantné rastliny boli prevedené do F3 generacie.

Kontrola ‘ R1 R2 | R | R4 | R5 | R6 R7 | R8 | R9 ‘ R10 ‘ R11 ‘ R12

WTWTIWTIWTWTWT|{WTWT|WTWT|WT|{WT|{WT[{WT M [bp]
we 1500
1 000

.e Wy e S Egs - ey e - 588
-

WT [Mut| H| H| H|WT| H | H |WT|WT | H | Mut| WT|WT

Obrazok 15: Vysledok PCR genotypizacie T-DNA inzeréného mutanta smc6b-1. Legenda: W — alela divého
typu; T — mutantna alela; R1-R12 — vzorky; WT — divy typ; H — heterozygot; Mut — mutant. M — $tandard

molekulovej hmotnosti.

V F3 generacii boli selektované rastliny, ktoré nevykazovali segregaciu v MET1-RFP.
Analyzovanych bolo 12 rastlin. Vyselektované boli tri rastliny, u ktorych nedochadzalo k segregacii
MET1-RFP.

KedZze mutanti smc6b-1 st hypersenzitivni voc¢i zebularinu (Liu et al., 2015), bolo mozné
na zéaklade fenotypu overit’ genotyp. Na 5 MS médium s pridavkom ZEB (10 umol-I), bolo vysiatych
30 semienok od kazdej rastliny a boli nechané v rastovej komore (Percival) 10 dni. Po uplynuti 10 dni
boli Petriho misky s narastenymi rastlinami vizualne skontrolované. Kontrola selekcie odhalila
segregaciu alely smc6b-1. Nasledne bolo pomocou pinzety, za sterilnych podmienok, prenesenych
11 hypersenzitivnych rastlin na pevné %2 MS medium (0,6% agardza). Rastliny boli regenerované
10 dni v rastovej komore. Nasledne bolo osem rastlin (tri uhynuli) presadenych do pody a po siedmich
dnoch boli tieto rastliny genotypované. Vetky hypersenzitivne rastliny boli podl'a PCR genotypizacie

homozygotnymi nositel'mi alely smc6b-1.
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5.1.3 Linia smc6b-1 cmt3

Pre selekciu linie smc6b-1 cmt3 bola vyuzita PCR genotypizacia a CAPS marker. Pomocou
PCR genotypizacie bolo genotypovanych 27 rastlin F2 generacie. Podarilo sa vyselektovat' pat
homozygotnych hybridov nesucich alelu smc6b-1. U tychto piatich hybridov, plus jeden heterozygot,
bola nasledne pomocou PCR amplifikovana ¢ast’ sekvencie génu CMT3, v ktorej by sa mala
nachadzat’ bodova muticia (Bartee et al., 2001). Nasledne boli pomocou restrik¢ného Stiepenia
a elektroforetickej separacie vyselektovani mutanti cmt3, vid® Obr. 16. Pruh o velkosti 15 bp
sa nepodarilo zachytit, ked’ze bol pouzity 1% agarézovy gél. Z celkového poctu rastlin, sa podarilo

vyselektovat’ troch mutantov.

[bp] M Kontrola R1 R2 R3 R4 R5 R6 M
-—— e
500  —
400 W -
300 — (= —l s s am
200 " o & @
- -
75 e
Mut WT Mut WT H H Mut Mut

Obrazok 16: Vysledok CAPS testu po restrikénom Stiepeni enzymom Msel. Legenda: M — Standard
molekulovej hmotnosti; R1-R6 vzorky; Mut — mutant; WT — divoky typ; H — heterozygot.
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5.2  SD konfokalna mikroskopia in vivo systémov

5.2.1 Fyziologické kontroly a pozorovany efekt zebularinu

Protokol pre pripravu vzoriek bol natol'ko optimalizovany, Ze sa ndm podarilo simulovat
fyziologické podmienky vo vnutri komorky, kde sa nachadzala adaptovanad rastlina. Dokazom
vyhovujtceho fyziologického stavu korienka bol na trovni buniek napr. pohyb cytoplazmy, organel,
ale i delenie buniek, vid’ Obr. 17. Na urovni pletiva bolo mozné pozorovat’ rast korienka. NenaruSené
bunkové delenie bolo pre potreby experimentu obzvlast ddlezitym procesom. Pokial’ bolo mozné
vidiet' deliacu sa bunku, znamenalo to, Ze bunkovy cyklus nebol ovplyvneny a ziskané vysledky

ziskavaju patriéntl vaznost'.

A) 0.000s 3533s 7.066s 10.599s 14.132s 17.665s 21.198s 24.731s 28.264s 31.797s 35.330s

Obrazok 17: Fyziologické kontroly a sledovany efekt zebularinu na linin MET1-RFP. A) Pohyb
cytoplazmy v korefiovom vlasku. Sipka ukazuje pohyb endozému v korefiovom vlasku. Snimané v intervale
35 sekund. Mierka 10 um. B) Difuzny signdl MET1-RFP v deliacom sa jadre (hviezda). Mierka 5 pm.
C) Lokalizacia MET1-RFP v interfaznych jadrach. Nu — jadierko. Mierka 3 pm. D) MET1-RFP foci po inkubacii
s0 zebularinom (40 umol-1?). Mierka 3 um.
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5.2.2 Analégy baz AC, DAC a ZEB indukuju tvorbu MET1-RFP foci

V experimente sme sa snazili porovnat efekt ZEB (40 umol-1?) a dalsich analdogov baz,
t.j. AC (40 umol-1*) a DAC (20 umol-1?), na liniu exprimujucu MET1-RFP, vid’ Obr. 18. Experiment
preukazal u vSetkych testovanych latok zmenu oproti kontrole. Po dvoch hodinach inkubacie korienku
S testovanymi latkami, doslo k signifikantnému narastu jadier s MET1-RFP foci v meristematickej

a diferencovanej zone, vid’ Graf 1.

2h Kontrola 40pM ZEB 40pM AC 20puM DAC

Diferencovana zona

Meristematicka zona

Obrazok 18: Diferencovana a meristematicka zona koreiia Arabidopsis thaliana, linia exprimujica MET1-
RFP po oSetreni cytidinovymi analégmi. Snimané po dvoch hodindch inkubécie so ZEB (40 pumol-17); AC
(40 pmol-1) alebo DAC (20 umol-1'Y). Cervena $ipka ukazuje na vybrané jadro/4 s indukovanymi MET1-RFP
foci. Obdizik ohrani¢uje skupinu jadier s indukovanymi MET1-RFP foci. Mierka 20 pum.

Pritomnost MET1-RFP foci v kontrolnych podmienkach bola Spociatku prekvapiva.
V porovnani s analogmi baz iSlo o vyrazne niz§ie mnozstvo. Naproti tomu, vSetky korienky ktoré boli
inkubované so ZEB, AC alebo DAC vykazovali vidite'nti tvorbu MET1-RFP foci. Samozrejme, bolo
mozné pozorovat’ rozdiely medzi jednotlivymi latkami. V meristematickej zone bola indukcia MET1-
RFP foci po oSetreni zebularinom nizsia nez v pripade AC a DAC. Rozdiel medzi AC a DAC nebolo
mozné z prostého pozorovania ur¢it. Tak ako v pripade meristematickej zony, tak aj v diferencovanej
z6ne korena boli v kontrolnych podmienkach pritomné MET1-RFP foci. V porovnani s analogmi baz
sa ale jednalo 0 vel'mi nizke mnoZstvo. Zaujimavé ale je, Ze rozdiel v indukcii MET1-RFP foci medzi

ZEB, AC a DAC v diferencovanej zone nebolo mozné vizualne rozlisit’.
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Po kvantifikacii a naslednom Statistickom vyhodnoteni sa potvrdili odhady z vizualneho
pozorovania. V kontrolnych podmienkach vykazovali priblizne 3 % jadier pritomnost MET1-RFP foci

v meristematickej a diferencovanej zone, vid’ Graf 1 a Tab. 11.
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Graf 1: Jadra s indukovanymi MET1-RFP foci po vystaveni zebularinu (ZEB), 5-azacytidinu (AC) alebo
5-aza-2-deoxycytidinu (DAC). Koncentracia ZEB (40 umol-1t), AC (40 umol-I') a DAC (20 pumol-1?%).
Skupiny lisiace sa pismenom su signifikantne odlisné (p < 0,05). Jednotlivé zony korenia neboli medzi sebou

porovnavané. Chybové tsecky zostrojené z troch biologickych replikatov.

Tabulka 11: Jadra vykazujice MET-RFP foci po vystaveni zebularinu (ZEB), 5-azacytidinu (AC) alebo
5-aza-2-deoxycytidinu (DAC). Celkom analyzovanych jadier: 2 063.

Jadra vykazujuce MET1-RFP foci [%]

Meristematickd zona  Diferencovana zéna

Testovana latka

Kontrola 2,4 3,3
40uM ZEB 13,2 26,7
40uM AC 17,8 20,4
20uM DAC 18,7 18,2

Po inkubécii s testovanymi latkami doSlo v meristematickej zone k signifikantnému nérastu
jadier, ktoré boli pozitivne na MET1-RFP foci. Z trojice analogov baz v meristematickej zone,
17,8 % a 18,7 %, dosahovali AC a DAC.

V diferencovanej zone taktiez doslo k signifikantnym zmenam oproti kontrole. Zatial' o ZEB
vykazoval v meristematickej zone najnizSie percento jadier s MET1-RFP foci, tak v diferencovanej
zOne nastala situacia opacna. Po oSetreni ZEB vykazovalo 26,7 % jadier pritomnost MET1-RFP foci,
zatial’ ¢o u AC a DAC to bolo len 20,4 % a 18,2 %.
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5.2.3 Mitomycin C a ani bleomycin nesposobuju tvorbu MET1-RFP foci

Tymto experimentom sme chceli zistit, ¢i pozorovany efekt je Specificky pre cytidinové
analogy alebo i pre iné ¢inidla poskodzujuce DNA (DDR chemikalie). MET1-RFP liniu sme vstavili
efektu ZEB (40 pmol-1*), MMC (20 umol-17) alebo BLE (100 nmol-1"). MMC ani BLE neindukovali
tvorbu MET1-RFP foci, ¢o bolo mozné vidiet uz z mikroskopickych dat, vid” Obr. 19. MMC
a ani BLE nepreukazali signifikantni zmenu v porovnani s kontrolnou situaciou, vid’ Graf 2. Vysledky

ktoré sme ziskali suhlasili s o¢akavanim

2h Kontrola 40uM ZEB 40pM MMC 100nM BLE

Diferencovana zéna

Meristematicka zona

Obrazok 19: Diferencovana a meristematicka zéna korena A. thaliana, linia exprimujica MET1-RFP
po osetreni DDR chemikaliami. Snimané po dvoch hodinach inkubécie so zebularinom (ZEB, 40 pmol-17);
mitomycinom C (MMC, 40 umol-I'Y) alebo bleomycinom (BLE, 100 nmol-1"). Sipka ukazuje na jadro/a
s indukovanymi MET1-RFP foci. Mierka 20 pm.

Nasledna kvantifikacia a Statistické spracovanie dat potvrdilo predosli domnienku. Efekt MMC

a BLE sa od kontrolnych podmienok signifikantne nelisil, vid’ Graf 2 a Tab. 12.
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Graf 2: Frekvencia jadier s indukovanymi MET1-RFP foci po vystaveni zebularinu (ZEB), mitomycinu C
(MMC) alebo bleomycinu (BLE). Koncentricia ZEB (40 pmol-1*), MMC (40 umol-1) a BLE (100 nmol-1%).
Skupiny lisiace sa pismenom su signifikantne odlisné (p < 0,05). Jednotlivé zoény koretia neboli medzi sebou

porovnavané. Chybové tsecky zostrojené z troch biologickych replikatov.

Meristematickd zona v kontrolnych podmienkach apo oSetreni MMC a BLE vykazovala
priemerne 2,3 % jadier s MET1-RFP foci. Zatial’ ¢o po oSetreni ZEB to bolo 13,2 %.

Diferencovana zona v kontrolnych podmienkach mala 3,3 % jadier pozitivnych na MET1-RFP
foci. Po vystaveni BLE bolo len 2,6 % jadier pozitivnych na MET1-RFP foci. Po oSetreni MMC

nebola zaznamenana pritomnost MET1-RFP foci.

TabulPka 12: Jadra vykazujuce MET-RFP foci po vystaveni zebularinu (ZEB), mitomycinu C (MMC)
alebo bleomycinu (BLE). Celkom analyzovanych jadier: 1 873.

Jadra vykazujuce MET1-RFP foci [%]

Meristematicka zona  Diferencovana zona

Testovana latka

Kontrola 2,4 3,3
40uM ZEB 13,2 26,7
40uM MMC 2,3 0
100nM BLE 2,2 2,6
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5.2.4 Mutacia v géne SMC6B vedie k zmene dynamiky tvorby MET1-RFP foci

Vzhladom na skuto¢nost’, ze sSmc6b-1 vykazuje hypersenzitivny fenotyp po vystaveni ZEB (Liu
et al., 2015), zaujimalo nas, ¢i nastanii vyrazné zmeny v lokalizacii a poéte MET1-RFP foci.
V experimente sme porovnavali efekt ZEB (40 pmol-1?) na liniu MET1-RFP a kombinovanu liniu
smcéb-1 MET1-RFP po dvoch hodinach inkubacie. Experiment preukazal signifikantny rozdiel
v tvorbe MET1-RFP foci medzi liniami MET1-RFP (divy typ) a smc6b-1 MET1-RFP (mutant), vid’
Obr. 20.

MET1-RFP smc6b-1 MET1-RFP
Kontrola 40uM ZEB Kontrola 40uM ZEB

 J

2h

Diferencovana zona

Meristematicka zona

>

Obrazok 20: Analyza efektu zebularinu na linie MET1-RFP a smc6b-

1 MET1-RFP. Snimané po dvoch
hodinach inkubacie so zebularinom (ZEB, 40 pmol-1"). Sipka ukazuje na jadro/a s indukovanymi MET1-RFP
foci. Mierka 20 pm.

V kontrolnych podmienkach pri testovani mutanta nebola zaznamenana pritomnost MET1-RFP
foci. Po oSetreni ZEB doslo u mutanta k poklesu jadier vykazujucich MET1-RFP foci v porovnani
S divym typom. Toto pozorovanie nestihlasilo s tym, ¢o sme oCakavali.

Nésledné Statistické vyhodnotenie potvrdilo domnienky z mikroskopického pozorovania.
U mutanta doSlo k redukcii po¢tu jadier vykazujucich MET1-RFP foci, a to priblizne o polovicu, vid’
Obr. 22A.

Vzhl'adom na vysledok predo$lého experimentu sme sa rozhodli predlzit’ ¢as expozicie rastlin

zebularinu na osem hodin, vid’ Obr. 21.
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MET1-RFP smc6b-1 MET1-RFP
40pM ZEB 40pM ZEB

Kontrola Kontrola
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Obrazok 21: Analyza efektu zebularinu na linie MET1-RFP a smc6b-1 MET1-RFP. Snimané po 6smich
hodinach inkubacie so zebularinom (ZEB, 40 pmol1?%). Cervend Sipka/Stvorec ukazuju na jadro/a

s indukovanymi MET1-RFP foci. Mierka 20 pm.

Rozdiely v mnozstve jadier pozitivnych na MET1-RFP foci medzi divym typom a mutantom
sa na prvy pohlad nelisili, to platilo pre obidve zony korena. Rozdiel, ktory ale bolo mozné pozorovat’
bolo mnozstvo MET1-RFP foci v jadre. U mutanta to vypadalo, 7e dochadza v jadrach k indukcii
vacsieho mnozstva MET1-RFP foci. Kvantifikacia a $tatistické vyhodnotenie dat potvrdilo
domnienky, vid Obr. 22B, C a D. V kontrolnych podmienkach u mutanta nedochadzalo k tvorbe
MET1-RFP foci ani po 6smich hodinach inkubécie. Po inkubacii so zebularinom mutant vykazoval
narast v indukcii MET1-RFP foci, ale tato zmena nebola signifikantna v porovnani s divym typom.

Trend véacsieho mnozstva MET1-RFP foci v jadre je mozné vidiet na Obr. 22C. V jadrach
divého typu bolo mozné najcastejSie pozorovat’ 3—5 MET1-RFP foci, pri¢om jadra, ktoré mali viac
ako pat’ foci boli zriedkavé. U linie smc6b-1 MET1-RFP je mozné pozorovat’ opaény trend, a teda
narast po¢tu MET1-RFP foci v jadrach nad hodnotu 5, vid’ Obr. 22D.

39



A) B)
~ 0] 50 a
=2 10 4 a a 2
85 ] [ 2
2.2 307 30 -
=] a
N & 20 a b 20 4
X Y T
25107 bob - b CR I
28 o mm | | e T T |
% E MET1-RFP smc6b-1 EMET’I-RFP smcBb-1 MET1-RFP smc6b-1 EMET‘I-RFP smc6b-1
= g MET1-RFPt MET1-RFP; MET1-RFP# MET1-RFPt
— H H H H
o Kontrola Zebularin Kontrola Zebularin
EMeristematicka zéna @Diferencovana zona
C) D)
254
20 o
o
20 16
o s ° T
E‘ 15 o 124 .
8 3
o o
54 4-
0 0 —
172 3 4 5 6 7 8 91011121314 1516 17 18 19 Median: 457 725

Pocet foci v jadre

BEMET1-RFP @smc6b-1 MET1-RFP

Obrazok 22: Porovnanie efektu zebularinu (ZEB) na linie MET1-RFP a smc6b-1 MET1-RFP po dvoch
a 0smich hodinach inkubacie. A) Zastipenie jadier pozitivnych na pritomnost MET1-RFP foci po dvoch
hodinach inkubacie so ZEB (40 pmol-1?). Analyzovanych jadier: 1960. B) Zastipenie jadier pozitivnych
na pritomnost MET1-RFP foci po dsmich hodinich inkubacie so ZEB (40 pmol-Il). Analyzovanych jadier:
1 668. Skupiny liSiace sa pismenom su signifikantne odlisné (p < 0,05). Zény koretia neboli medzi sebou
porovnavané. Chybové Usecky s zostrojené z troch biologickych replikatov. C) Absolitne zastipenie jadier
s 1-19 MET1-RFP foci v meristematickej a diferencovanej zone koreiia spolo¢ne. D) Variabilita v pocte MET1-
RFP foci v jadre. Pocet analyzovanych jadier s MET1-RFP foci: MET1-RFP (n = 89); smc6b-1 MET-RFP (n =
121).
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5.2.5 Vplyv zebularinu na lokalizaciu PCNA1-GFP

U cicavcov bol preukazany pokles v kolokalizacii Dnmtl a PCNA po vystaveni DAC
(Schermelleh et al., 2007). Zaujimalo nas, ¢i aj u rastlin je mozné pozorovat’ podobny vzor chovania
proteinov MET1 a PCNA1 po pdsobeni zebularinu, kedze sa taktieZ jedna o cytidinovy analog. Tuto
otazku sme sa rozhodli otestovat’ pomocou pripravenej linie MET1-RFP PCNA1-GFP a jej oSetrenim
ZEB (40 pmol-1*, po dobu dvoch hodin). Efekt zebularinu je mozné pozorovat’ na Obr. 23A a B.

A) Kontrola 40uM ZEB
B)

Diferencovana zona

Meristematicka zona

Obrazok 23: Efekt zebularinu (ZEB) na liniu MET1-RFP PCNA1-GFP. A) Snimky meristematicke;j
a diferencovanej zony korefia v kontrolnom a zebularinom ovplyvnenej vzorku (40 pmol-1?, inkubacia po dobu
dvoch hodin). Oznacené ¢asti ukazuju jadra, ktorych detail je mozné vidiet' v d’alej ¢asti figury. Mierka 20 pm.

B) Variabilita pozorovanych vzorov jadier. Mierka 3 pm.

Zaujimavym vysledkom bola pozorovana variabilita jadier, ¢i uz v kontrolnych alebo
experimentalnych podmienkach, vid® Obr. 23B. Prvé experimenty taktiez odhalili komplikaciu
vo forme semienkového fluorescenéného markeru, ktory je bohuzial’ neSpecificky a poskytuje silny
cytoplazmaticky signal i v kli¢iacich rastlinach. Kvéli tomu bola nasledna kvantifikacia dat stazena,
vid’ Obr. 24.
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A) MET1-RFP PCNA1-GFP Zlucené

B) Kontrola

2h ®RFP foci [%] _ ®GFP foci[%] __ RFP-GFP foci [%]
Kontrola 67 14 19
40uM ZEB 79 12 9

Obrazok 24: Efekt zebularinu na vzajomnu lokalizaciu MET1-RFP a PCNA1-GFP v jadre po dvoch
hodinach inkubacie. A) Detail jadra s lokalizaciou MET1-RFP a PCNA1-GFP foci. Kolokalizacia signalov
(hviezda), nekolokalizujuci signal MET1-RFP (§ipka), nekolokalizujuci signal PCNAI1-GFP (trojuholnik).
Mierka 5 pm. B) Zobrazenie vztahu kolokalizacie fluorescenénych markerov. Diagrami s zhotovené z piatich

biologickych replik. Celkovy pocet analyzovanych jadier: Kontrola, n = 744; ZEB, n = 695.

V kontrolnej situacii vykazovalo 19 % foci kolokalizaciu fluorescen¢nych signalov MET1-RFP
a PCNA1-GFP. Frekvencia vylu¢ne MET1-RFP foci je u 67 %, zatial’ ¢o frekvencia PCNA1-GFP foci
predstavovala 14 %.

Korienky po inkubacii so ZEB vykazuji pokles vo frekvencii prekryvajucich sa signalov,
iba 9 % foci sa prekryvalo. Tato zmena je signifikantna (p < 0,05). Dalej je mozné pozorovat relativny
narast MET1-RFP foci (79 %). Frekvencia PCNA1-GFP nebola nijak vyrazne ovplyvnena (12 %).
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5.2.6  Analyza vplyvu zebularinu na metyltransferizovych mutantov

Cielom experimentu bolo poskytnut’ informacie ¢i aj ina rastlinna DNA metyltransferaza,
v tomto pripade CMT3, tvori DPC. Boli vyselektované dvojité homozygotné linie smc6b-1 zrs4-1,
smc6b-1 zrs4-2 a smc6b-1 cmt3 a nasledne boli vystavené ZEB (10 pmol-17?), vid Obr. 25.

WT smc6b-1 cmt3 smc6b-1 zrs4-1 smc6b-1 zrs4-2 smc6b-1 cmt3
’ .
»

Kontrola

10puM ZEB

Obrazok 25: Fenotypy 10-diiovych mutantnych linii po o$etreni zebularinom (ZEB). Legenda: WT — divy
typ.

Identifikovani kandidati smc6b-1 zrs4-1 asmc6b-1 zrs4-2 maju, Vv porovnani s mutantom
smc6b-1, dlhsi korienok a vicsiu plochu kliénych listov, vid’ Obr. 25 (Prochazkova, Finke et Pecinka,
nepublikované). Fenotypovy prejav korienka nebol dalej analyzovany z dovodu, ze nedoslo
k vyraznému potladeniu hypersenzitivneho fenotypu smcéb-1. Druhym fenotypovym prejavom,
na zaklade ktorého boli tito kandidati identifikovani je plocha kli¢nych listkov, ktord sa javila byt
vel'mi podobna divému typu. Po zmerani plochy kli¢nych listkov a naslednom $tatistickom spracovani
dat, je mozné pozorovat’ potlacenie hypersenzitivneho fenotypu smcéb-1 mutacie, vid’ Graf 3. U linie
smc6b-1 zrs4-1 doslo k zvdcseniu plochy kliénych listov o 34 % a u linie smc6b-1 zrs4-2 az o 55 %.
Linia smc6b-1 cmt3 nepotlaca hypersenzitivny fenotyp mutanta smc6b-1. Rozdiel v pomere kli¢nych

listov predstavuje len 3 %, ¢o nie povazované za signifikantni zmenu.
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. 25 l
0

smcBb-1 cmt3 smcBb-1 smcBb-1 smc6b-1
zrs4-1  zrs4-2 cmt3

Pomer pléch klignych listov
ZEB : KONTROLA [%

Graf 3: Pomer ploch Kklinych listov deficientnych metyltransferazovych mutantov po oSetreni
zebularinom (ZEB, 10 pmol-1"%). Skupiny liSiace sa pismenom st signifikantne odligné (p < 0,05). Chybové
usecky zostrojené z troch biologickych replik. WT — divy typ.
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6 DISKUSIA

Vypracovana reSer§ na tému poskodenie DNA, so zameranim na DNA-proteinovl vézbu,
sa opiera o prace podniknuté na ré6znych modelovych organizmoch. Mnohokrat sa jedna o kvasinkové
alebo cicavCie systémy, na ktorych bolo podniknutych velké mnozstvo S§tidii zaoberajicich
sa problematikou DNA-proteinovej vizby a jej opravy. U rastlinnych systémov zatial’ takéto prace

chybaju, a preto je mnoho informacii extrapolovanych na rastliny.

6.1  Selekcia rastlinnych systémov

Selekcia systémov v F2 a F3 generacii neprebichala vzdy podla ocakavani. Odchylky
od teoretickych vysledkov je mozné brat ako kombinaciu vplyvu malej populacie a letalnosti
homozygotov met1.

V rameci vyvoja mikroskopického systému boli selektované i dalSie kombinované linie.
Z dovodov komplikacii vzniknutych pri selekcii a s ohl'adom na ¢asové moznosti bola praca s nimi

pozastavena. Ich d’alSou selekciou je mozné nadviazat’ na tuto pracu.

6.2 Mikroskopia in vivo systémov

6.2.1 Linia MET1-RFP

Pritomnost’ malého mnozstva jadier s MET1-RFP foci v kontrolnych podmienkach by mohlo
indikovat’ dva javy. V prvom pripade by sa mohlo jednat o chromocentra. Druhym javom moze
byt pritomnost’ DNA-proteinovej vizby ako nasledok fyziologickych dejov v bunke, napr. peroxidacia
lipidov alebo pritomnost’ ROS (Barker et al., 2005; Ide et al., 2018).

Jednym z argumentov v prospech DPC je fakt, ze efekt cytidinovych analégov zebularinu,
5-azacytidinu a 5-aza-2-deoxycytidinu je podla ziskanych vysledkov podobny, ¢i uz v in vitro
podmienkach alebo v eukaryotickych in vivo systémoch. (Santi et al., 1984; Schermelleh et al., 2007;
Champion et al., 2010). Prekvapenim bolo zistenie, ze efekt DAC sa nelisil od AC. Ocakavali sme
vysSie percento jadier s indukovanymi MET1-RFP foci. Pri¢inou tejto domnienky bol fakt, Ze tento
analog nemusi byt aktivitou ribonukleotidreduktaz redukovany v pozicii 2° a méze byt priamo
zaradeny do DNA.

Pomocou MMC a BLE sme chceli zistit, ¢i jav vyvolany zebularinom je $pecificky len pre
zebularin alebo i pre iné chemikalie poskodzujuce DNA. Vysledky neukazuju signifikantny rozdiel
v indukcii MET1-RFP foci v porovnani s kontrolou. Tieto chemikalie teda nemaji vplyv na indukciu
tvorby MET1-RFP foci. Vysledok tohto experimentu poukazuje na fakt, ze zebularin zrejme
poskodzuje DNA inym mechanizmom neZ testované chemikalie. Pomocou tychto latok sa nam
podarilo vyradit DNA poskodenia ako si: jednoretazcové a dvojretazcové zlomy, vnuitroretazcové
a medziretazcové vizby v molekule DNA.

K ziskaniu d’alSich informacii by mohla prispiet selektovand linia obsahujuca METI1-RFP

a RAD54-EYFP (Enhanced Yellow Fluorescent Protein, EYFP) (Hirakawa et Matsunaga, 2019).

44



Flurescen¢ny marker RADS54-EYFP je chromatin remodelujicim faktorom, ktory hra ddlezitt tilohu
Vv homolognej rekombinacii. Kedze homologna rekombinacia je potvrdend ako jedna z drah ucastniaca
sa v oprave DPC, tak v pripade kolokalizacie tychto dvoch markerov, by bolo mozné vyvodit’ zaver,
7ze METI-RFP foci je poskodenim DNA anie napr. nejaka degradovana Struktira alebo

chromocentrum.

6.2.2 Experimenty s liniou smc6b-1 MET1-RFP

V prvom nastaveni experimentu sme pozorovali pokles vo frekvencii jadier pozitivnych
na pritomnost MET1-RFP foci po dvojhodinovom posobeni zebularinu. Tento vysledok bol v rozpore
snaSim ocakavanim. Kedze SMC6B sa zda byt jednym =zklaovych reparaénych faktorov
pozorovaného poskodenia, domnievali sme sa, ze deficiencia v tomto géne by mohla viest’ k zlyhaniu
opravy poskodenia DNA vyvolaného zebularinom. Toto zlyhanie by sa mohlo prejavit zvySenym
po&tom jadier pozitivnych na MET1-RFP foci. Dalsim efektom, ktory sme ocakavali bolo vicsie
mnozstvo MET1-RFP foci v jadrach. S ohl'adom na ziskané vysledky po dvojhodinovej inkubacii
rastlin so zebularinom, sme sa rozhodli prediZit’ dobu expozicie na osem hodin.

Po 6smich hodinach doslo k vyraznému narastu vo frekvencii jadier pozitivnych na MET1-RFP
foci. Jednou z moznosti oneskoreného nastupu efektu zebularinu by mohla byt skuto¢nost’, Zze SMC5/6
ako reparaény faktor potrebuje na opravu tohto poskodenia viacej ¢asu (Kozak et al., 2009).

Dalsi zaujimavy vysledok poskytla analyza zavislosti poétu jadier a mnoZstva MET1-RFP foci
Vv tychto jadrach. Jadra mutanta smc6b-1 vykazuju vicSie mnozstvo MET1-RFP foci v porovnani

s divym typom.

Ako uz bolo zmienené, aktualne sa v procese selekcie nachadza niekolko dal$ich in vivo
systémov. Medzi ne patri napriklad systém, kde sa nachadza centromericky marker EYFP-CENH3
(Centromeric Histone 3) (Lermontova et al., 2006). Pomocou tohto systému by bolo mozné rozlisit’,
¢i nejaka ¢ast MET1-RFP foci je nasledok efektu zebularinu a nie nasledok pritomnosti chromocentra.
V pripade, ze by sa velké mnozstvo zebularinom indukovanych MET1-RFP foci tvorili prave
v chromocentrach, vysvetl'ovalo by to velkost’ pozorovanych signalov v jadrach.

Dalsie systémy obsahujii muticiu v géne DDM1 (DECREASED DNA METHYLATION 1).
Tento mutant bol taktiez identifikovany v ZRS screene, ajeho uloha vtvorbe DPC je zatial
predmetom vyskumu (Prochazkova, Finke et Pecinka, nepublikované). DDM1 je chromatin
remodelujici komplex, ktory spristupfiuje DNA enzymom. Pokial’ d6jde k jeho deficiencii, tak napr.
METI nie je schopna metylovat’ nové vlakno DNA. V pripravovanom systéme ddml MET1-RFP
by sme teda ocakavali pokles vtvorbe MET1-RFP foci. Pokial by sme takyto systém vystavili
zebularinu, nedoslo by k zachyteniu MET1 a de facto by nedoslo ani k indukcii tvorby MET1-RFP

foci.
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6.2.3 Zebularin indukuje separaciu signalov MET1-RFP a PCNA1-GFP

Vysledky naznacuju, Ze zebularin Specificky zachytava MET1 na molekule DNA a priamo
neovplyviluje postup replikacného aparatu. Toto tvrdenie je podporené vysledkom, kedy doslo
k narastu mnozstva MET1-RFP foci, ktoré nekolokalizovali s PCNAL-GFP. Ziskané vysledky
st v stlade s pracou na cicavcoch, kde autori tvrdia, ze Dnmtl je asociovana s PCNA a imobilizacia

Dnmtl neovplyviiuje postup replikacného aparatu (Schermelleh et al., 2007).

6.3 Analyza fenotypu metyltransferazovych mutantov

Podl'a dosiahnutych vysledkov sa zda, ze zebularin indukuje zachytenie MET1 na molekule
DNA, tj. indukuje DPC (Prochazkova, Finke et Pecinka, nepublikované). Toto tvrdenie sa zaklada
na pozorovanom fenotype kandidatov zrs4-1 azrs4-2 v genetickom pozadi smc6b-1. Po oSetreni
zebularinom  doSlo  k potlaceniu  hypersenzitivneho  fenotypu mutacie smc6b-1.  Zrs4-1
je pravdepodobne slabsia muticia v géne METI, ktora mierne potlatuje fenotyp dizky korienka
a vyrazne potlacuje fenotyp plochy klicnych listkov v porovnani s mutantom smc6b-1. Zrs4-2
je mutacia, ktora taktiez mierne potlacuje fenotyp dizky korienka a takmer tplne potlada fenotyp
plochy kliénych listov v porovnani s mutantom smcéb-1. Kedze su tito kandidati deficientni v géne
metl, tak po vystaveni zebularinu nedochadza k zachyteniu MET1 na molekule DNA, ¢o vedie
k pozorovanému fenotypu.

Mutacia v géne CMT3 nepotlaéa smcéb-1 hypersenzitivny fenotyp po vystaveni zebularinu.
Jeteda pravdepodobné, ze CMT3 DNA metyltransferaza nie je ovplyviiovana zebularinom

a nepodiel’a sa na tvorbe DNA-proteinovej vizby.
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7 ZAVER

Plodny vyskum v oblasti poSkodenia a oprav DNA viedol k charakterizacii mnohych poskodeni
a reparacnych mechanizmov naprie¢ vSetkymi modelovymi organizmami. Typ poSkodenia DNA,
ktorému sa az v poslednych rokoch dostalo velkej pozornosti je DNA-proteinova vdzba. Vznik
aoprava tohto Specifického poskodenia DNA je pomerne dobre popisand U zivocisnych
a kvasinkovych systémov (zhrnuté v Stingele et al., 2017; Hacker et al., 2020). Naproti tomu u rastlin
ostava mnoho detailov neobjasnenych.

Vypracovanie experimentalnej &asti tejto bakalarskej prace bolo realizované na Ustavu
experimentalni botaniky AV CR v Olomouci aV laboratériu profesora Samaja, ktoré je sucastou
Centra regionu Hana pro biotechnologicky a zeméd¢lsky vyzkum.

Pri plneni ciel'ov tejto bakalarskej prace som sa nau¢il spravne navrhnut’ experiment a pochopil
som nezastupitel'na tlohu kontrol v experimentoch. Medzi najddlezitejSie metody, ktoré som si osvojil
patri mikroskopia Zivych systémov za vyuzitia konfokalnej mikroskopie s rotujucim diskom a PCR
genotypizacia réznych typov mutantov.

V tejto praci som sa snazil naviazat’ na aktualne poznatky za G¢elom vyvinat rastlinné systémy
pre Studium DNA-proteinovej vidzby po poOsobeni latky zebularin. Pomocou tychto systémov
sa mi podarilo preukazat, Ze zebularin Specificky indukuje tvorbu METI1-RFP foci avplyva
na separaciu signalov MET1-RFP a PCNA1-GFP. Zmena dynamiky tvorby MET1-RFP foci u linie
smc6b-1 MET1-RFP poukazuje na dolezitost’ SMC6B v oprave tohto poSkodenia.

Vysledky tejto prace poskytuju dobré zaklady pre dalSie Stadium DNA-proteinovej vizby

u rastlin po pdsobeni zebularinu a tlohy SMC6B v oprave tohto poskodenia.
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