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Abstrakt:

DNA reparaéni drahy jsou dilleZitym mechanismem udrzujici genomickou stabilitu. Rada
mechanismt poSkozeni DNA a jejich reparace byla v minulosti jiz popsana. Doposud méné
probadana je reparace DNA-proteinovych komplexi.

Diplomova prace se zabyva studiem gent, jejichz produkty se ucastni reparace DNA
proteinovych komplext indukovanych zebularinem. Cytidinovy analog zebularin se do DNA
zacleniuje béhem procesu replikace a vytvaii DNA-proteinové komplexy tim, Ze kovalentné vaze
DNA-metyltransferazu 1.

Vyzkum vyuziva strategii dopifedné genetiky a je postaven na nahodné mutagenezi
populace husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana) alkylaénim ¢inidlem ethylmetan sulfonatem
anasledné identifikaci zasazenych gend. Mezi identifikované geny milZzeme zafadit
STRUCTURAL MAINTENANCE OF CHROMOSOMES 6B, jez je soucasti SMC5/6 komplexu,
ale také gen TEBICHI kodujici DNA polymerazu s helikazovou aktivitou.

Cilem prace bylo identifikovat mutace v téchto genech a popsat jejich dopad na
proteinovou sekvenci. Nasledné pomoci molekularné biologickych a genetickych analyz zjistit,
jakou roli mohou zastavat funkéni proteiny pti opravach DNA-proteinovych komplexti. TEBICHI
a SMC6B jsou prostiedniky rozdilnych repara¢nich drah. SMC6B je podjednotka SMC5/6
komplexu, ktery podporuje homologni rekombinaci, zatimto TEBICHI je soucasti reparace
znamé jako mikrohomologii zprostiedkované spojovani koncd. Diplomova prace potvrzuje, ze
oprava DNA-proteinovych komplextl neni zavisla na jedné reparacni draze, ale vyuziva vice

reparac¢nich mechanismu.
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Pocet stran: Xiv + 88
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Abstract:

DNA repair pathways represent important mechanisms that maintain genomic stability.
Many DNA damages and their repair have been described to date. The repair of DNA-protein
crosslinks is yet to be widely explored.

The master thesis is focused on analyzing genes which are involved in the repair of DNA-
protein crosslinks induced by zebularine. Zebularine is a cytidine analog which is incorporated
into DNA during strand synthesis in DNA replication where zebularine induces DNA-protein
crosslinks by covalently trapping DNA-methyltransferase 1.

The study of these genes is based on a strategy of forward genetics. Random mutagenesis
of population of Arabidopsis thaliana by alkylating agent ethyl methane-sulfonate and following
identification of affected genes are used.

Among the studied genes involved in the repair of DNA-protein complexes, SMC6B is
contained which is classified as a subunit of the SMC5/6 complex but also a gene encoding DNA
polymerase with helicase activity called TEBICHI.

The aim of the study was to identify mutations in these genes and describe their impact on
the protein sequence. Subsequently, we used molecular biological and genetic analyses to
determine the role that functional proteins may play in the repair of DNA-protein complexes.
TEBICHI and SMC6B are mediators of different repair pathways. SMC6B promotes repair by
homologous recombination, whereas TEBICHI is part of a repair known as microhomology-
mediated end joining. The diploma thesis confirms that the repair of DNA-protein complexes

does not depend on the only one repair pathway but uses multiple repair mechanisms.
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1 UVOD

Metylace DNA piedstavuje dulezitou epigenetickou modifikaci, béhem niz dochazi
k pfenosu metylové skupiny z donorové molekuly SAM (S-adenosyl-methionin) na 5’ pozici
aromatického fetézce cytosinu. Metylace je katalyzovana enzymy zvanymi DNA
metyltransferazy. U rostlin je tato modifikace dilezitd ptedev§im pro potlaéeni exprese
repetitivnich sekvenci a transpozonti, odvozené pak i pro regulaci exprese specifickych gend.

Metylaéni Groven v buiikach snizuji inhibitory DNA-metyltransferaz, mezi které se fadi
i zebularin. Jedna se o cytidinovy analog, ktery se zac¢leniuje do DNA b&hem procesu replikace.
Po zaclenéni do molekuly DNA je schopen kovalentné vazat DNA-metyltransferazu 1 za vzniku
stabilniho DNA-proteinového komplexu. Vytvoiené DNA-proteinové komplexy jsou pro burniky
vice toxické nez hypometylaéni G¢inky zebularinu, jelikoZz zabranuji replikaci ¢i transkripci
a Vv bunkach dochazi k aktivaci specifické repara¢ni odpovédi. Vzhledem k tomu, Zze ucinky
zebularinu siln¢ interferuji s replikaci DNA, nedochazi k tvorbé novych vlaken a d€leni bungk.
U mutantnich rostlinnych linii rostoucich na médiu v pfitomnosti zebularinu lze pozorovat rizné
bunééné a molekularni fenotypy, které napomahaji zkoumat mechanismus reparace

DNA-proteinovych komplex.



2 CILE PRACE

Tato prace vychazi z poznatkl o Gcincich cytidinového analogu zebularinu (Champion et
al., 2010; Liu et al., 2015) a navazuje jiz na piedchozi prace (Kruska, 2017; Jemelkova 2019).
Vyzkum je zaméfen na analyzu gend zapojenych v opravach DNA-proteinovych komplext

indukovanych zebularinem, konkrétné na SMC6B a TEBICHI. Pro zpracovani diplomové prace

byly vyty€eny tyto cile:

- Geneticky skrinink a funk¢ni analyza gent (selekce homozygotnich mutantt a validace
kandidatnich gent).

- Resekvenovani a ovéfovani mutaci v kandidatnim genu SMC6B.

- Ovéfeni mutace v genu TEBICHI.

- Analyza vybranych genu podilejicich se na opravé DNA-proteinovych komplext za uziti
genetické analyzy (kiiZzeni, komplementace), molekularné biologické charakterizace
(izolace DNA a RNA, sekvenovani, PCR, reverzni transkripce, kvantitativni PCR).

- Vytvoteni novych mapovacich populaci u kandidatnich linii

- Vyhodnoceni experimentalnich vysledki.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Poskozeni a reparace DNA

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) pfedstavuje zakladni genetickou jednotku kazdé
buiiky, jeji integrita a stabilita je nezbytna pro bunécny zivot. Jakékoliv poSkozeni, které¢ neni
opraveno reparac¢nimi procesy, dava moznost vzniku mutace. K poskozenim DNA, zapii¢inénymi
jak exogennimi, tak endogennimi vlivy, nedochazi ziidka, nybrz az tisickrat denn¢ (Lindahl,
1993). Poskozeni ovliviiuji nejen samotnou kodujici informaci, ale také prubéh relikace ¢i
transkripce (Friedberg et al., 1995). V soucasné dobé jsou zkoumana rizna poskozeni DNA
a jejich specifické reparaéni mechanismy zajist'ujici genomovou stabilitu.

Exogenné na DNA pisobi fada fyzikalnich a chemickych mutagent. Mezi fyzikalni
mutageny lze zatadit neionizujici UV-B zafeni (280-320 nm) vytvaiejici kovalentni vazby mezi
sousednimi pyrimidinovymi (Cytosinovymi a thyminovymi) bazemi (tzv. pyrimidinové dimery)
(Grossman et al., 1988; Reef et al., 2009). Za piitomnosti UV-A (320-400 nm) a svételného (400—
700 nm) zafeni jsou pyrimidinové dimery opravovany DNA-fotolyazami procesem zvanym
,fotoreaktivace®. Fotolyaza nejpve detekuje misto poskozeni, na které se poté vaze. Svételna
energie je vyuzivana pro oxidaci cyklobutanové kostry, pti ¢emz konvertuji dimery na monomery
(Brettel et Byrdin, 2010). Proces fotoreaktivace byl popsan u prokaryot, niz§ich eukaryot, rostlin,
u placentalnich savci vSak tento mechanismus chybi. U nich jsou pyrimidinové dimery
opravovany odstranénim poskozené baze (BER), nukleotidu (NER) ¢i pomoci mismatch reparace
(MMR) nezavisle na svételnych podminkach (Thoma, 1999).

Nebezpeéi pro bunky predstavuje také ionizujici zafeni (A <10 nm). Energie ionizujiciho
reagovat s DNA za vzniku mnoha aduktd. Disledkem neni jen poskozeni bazi, ale pfevazné
jednovlaknové (SSBs) a dvouvlaknové zlomy (DSBs) (Leadon, 1996; Tripathy et Oelmiiller,
2012; Hu et al., 2016). Mechanismus reparace SSBs a DSBs se lisi. SSBs vyuziva nukleotidovou
excizni opravu (NER) ¢i mismatch reparaci (MMR), zatimco oprava DSBs je zprostiedkovana
homologni rekombinaci (HR) ¢i nehomolognim spojovanim koncti (NHEJ) (Sargent et al., 1997;
Puchta, 2005). V hypoxické oblasti bunék pak indukuje ionizujici zatfeni piedev§im DNA
proteinové crosslinky (Stingele et Jentsch, 2015).

Plisobenim chemickych alkylacnich c¢inidel, jako je ethylmetan sulfonat (EMS) ¢i
metylmetan sulfonat (MMS), dochazi k tranzici (zaména purinovych bazi, nebo pyrimidinovych
bazi) atransverzi (zaména purinovych za pyrimidinové a naopak) (Maple et Mgller, 2007).
Tranzice i transverze jsou nejéastéji opravovany pomoci bazové excizni reparace (BER) (Krokan
et Bjoaras, 2013). Pokud dojde na takto pozménéné sekvenci k DNA replikaci, mize byt zména

zafixovana a pfedavana dale jako mutace. Diky mutagennim vlastnostem nachazi alkyla¢ni



¢inidla uplatnéni pfi tvorbé mutagenizovanych populaci, které se vyuzivaji pro potieby
genetického skrinovani (Kim et al., 2006).

Vyjmenovana poskozeni viak nemusi byt zapfi¢inéna jen uinkem exogennich vlivi. Rada
znich je i endogenniho puvodu. Mezi hydrolyticka poSkozeni se ftadi depurinace ¢i
depyrimidinace, pti nichz dochazi krozruSeni glykosidické vazby mezi purinovymi ¢&i
pyrimidinovymi bazemi a deoxyribozou. Nasledkem je ztrata bazi a vznik abazickych mist tzv.
»abasic site” (Lindahl, 1993). Oprava hydrolytickych poskozeni je zajist¢tna BER ¢i NER
(Lindahl, 1993; Naegeli, 1997; Swenberg et al., 2011).

DNA je rovnéz nachylna k oxidaci. Nejbéznéjsi bazovou modifikaci je oxidace guaninu na
8-0x0-guanin, ktery ma schopnost parovat se sadeninem (Lindahl, 1993). Tato modifikace
s mutagennim potencidlem je generovana endogennimi reaktivnimi kyslikovymi radikaly, ale
mize vznikat i spontanné béhem aerobniho metabolismu (Kamiya, 2004).

Typickym poskozenim jsou také DNA crosslinky, které vznikaji spojenim dvou
nukleotidovych zbytkll na jednom fetézci (intrastrand) nebo mez dvéma fetézci (interstrand).
Reparace intrastrand crosslinkl je zprostifedkovana NER, zatimco interstrand crosslinky jsou
opravovany zejména HR nebo NHEJ (Huang et Li, 2013).

Velka pozornost je VsouCasné dob& vénovana protinadorovym preparatim, jejichz
mechanismus u¢inku je zaloZzen na cileném poskozeni DNA, inhibici replikace ¢i mitozy
a apoptdze nadorové buiiky. Radi se sem inhibitory Topoizomeraz 1 (derivaty camptothecinu)
a 2 (etoposid), cisplatina majici podobny ué¢inek jako alkyla¢ni ¢inidla, antibiotika (mitomycin C,
bleomycin), analogy bazi (zebularin, 5-azacytidin a 2’-deoxy-5-azacytidin) a mnoha dalsi
(Espinosa et al., 2003). Rada chemoterapeutik stoji za vznikem kovalentni vazby mezi proteinem
a DNA, tvofi tzv. DNA-proteinové komplexy (DPCs). Vzniklé adukty jsou velké a blokuji
procesy spojené s chromatinem — transkripci, odvijeni DNA i samotnou replikaci. Inhibice
opravnych drah DPCS nabizi novy pfistup pro kombinovanou protinadorovou terapii (Stingele et
al., 2017). Vzhledem k tomu, Ze vyzkum mé diplomové prace je zaméfen na reparaci DPCs, bude

toto poskozeni popsano podrobnéji v samostatné kapitole.

: h oy
Base mismatch Single-strand Double-strand Interstrand Bulky adducts/ DNA- protein
break break crosslinks  Intrastrand crosslinks  crosslinks

Obrazek 1: Schématické znazornéni poskozeni DNA

V molekule DNA miize dojit k chybnému parovéni ¢i zaméné bazi. Casta poskozeni DNA piedstavuji jednovlaknové
(SSBs) ¢i dvouvlaknové zlomy (DSBs). DNA-DNA komplexy vznikaji kovalentnim spojenim dvou nukleotidych
zbytkl na jednom fetézci (intrastrand CL) nebo mezi dvéma fetézci (interstrand CL). Pokud dojde ke kovalentnimu
navazani proteinu ¢i enzymu na molekulu DNA, dochazi ke vzniku DNA-proteinového komplexu. Schéma vytvoreno
v online aplikaci Biorender.



3.2 DNA-proteinové komplexy a jejich klasifikace

Molekula DNA pfichazi neustale do kontaktu s Sirokou fadou proteint, avSak vazba mezi
nimi je zpravidla reverzibilni a po vykonané akci jsou proteiny z molekuly DNA disociovany.
Tim jsou vlakna DNA zpfistupnéna pro kompakci ve forme nukleozomt, replikaci, transkripci
i pro opravné mechanismy. Pokud jsou buiiky vystaveny ¢inidltim poSkozujicim DNA, mize dojit
ke kovalentnimu navazani proteini na molekulu DNA za vzniku toxickych DNA-proteinovych
komplexi (DNA-protein crosslinks, DPCs) (Ide et al., 2015).

Podle povahy zachycené¢ho proteinu mohou byt DPCs enzymatické vyznacujici se
kovalentni vazbou mezi specifickym enzymem a DNA, ¢i neenzymatické, pticemz se na DNA
zachyti jakykoliv protein nachazejici se v jeji blizkosti (Stingele et Jentsch, 2015).

DPCs se odlisuji svou velikosti i fyzikalné chemickymi vlastnostmi. Jednotlivé DPCs lze
rozdélit dle mista jejich vzniku a vazby na ¢tyfi odlisné typy. DPC typu 1 (viz Obrazek 2) nejsou
asociovany se zlomy DNA, protein se spojuje s neporusenym fetézcem. Bézné jsou tyto DPCs
vyvolany uéinnosti formaldehydu, slouc¢eninami platiny, ale pravdépodobné také analogy
cytidinu, jako jsou 5-azacytidin a zebularin (Hacker et al., 2020).

DPCs typu 2, 3 a 4 jsou pouze enzymatického charakteru. Pii netispéSné bazové excizni
reparaci (BER) opravujici SSBs muze dojit k zachyceni Poly(ADP-riboza)-polymerazy 1
(PARP1) ¢i DNA-polymerazy B (POL B). Tyto proteinové adukty vzniklé vedle apurinovych mist
jsou zafazovany pod DPCs typu 2 (Quifiones et al., 2015; Nakano et al., 2017; Ide et al., 2018).

DPCs typu 3 jsou spojeny s Topoizomerazou 1 (TOP1), ktera za béznych podminek
uvolfiuje torzni pnuti §tépem jednoho vldkna DNA. TOPI1 se vaze na 3° konec SSBS pomoci
tyrosyl-fosfodiesterové vazby, zatimco 5> konec s OH skupinou je volny a ma mozZnost rotovat
kolem druhého neporuseného vlakna. Po uvolnéni torzniho pnuti je obvykle TOP1 z molekuly
DNA uvolnéna. Pusobenim inhibitord TOP1 (derivaty campothecinu) dochazi ke kovalentnimu
ptichyceni TOP1 na DNA, ¢imz vznika DPCs (Pommier et Marchand, 2012; Stingele etal., 2017).

Na vzniku DPCs typu 4 se podili Topoizomeraza 2 (TOP2), ktera indukuje dvouvlaknové
S§tépy. Zachycend TOP2 je spojena S DNA prostiednictvim dvou tyrosyl-fosfodiesterovych vazeb

4

1996; Hacker et al., 2020).
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Obrazek 2: Klasifikace DPCs (typy 1-4) podle vazby na DNA

DPCs typu 1 (Type 1) tvoii proteiny, které jsou kovalentné pfipojeny na neposkozenou DNA. DPCs typu 2 (Type 2)
vznikaji netspésnou opravou BER, pti¢emz se na molekule DNA kovalentné zachyti PARP1 ¢i POL B. Typ 3 (Type
3) DPCs piedstavuje TOP1 ptipojenou na 3” konec SSB DNA pies jednu tyrosyl-fosfodiesterovou vazbu. DPCs typu
4 (Type 4) se tvoti pfipojenim TOP2 ke dvéma 5’ koncim DSB DNA prostiednictvim dvou tyrosyl-fosfodiesterovych
vazeb (Ide et al., 2015; Nakano et al., 2017).

3.2.1 Analogy cytidinu jako inhibitory DNA-metyltransferaz

Metylace cytosinu je u rostlin nezbytnou epigenetickou modifikaci, ktera je katalyzovana
enzymy zvanymi DNA metyltransferazy. DNA metyltransferdzy pienasi metylovou skupinu
z donorové molekuly SAM (S-adenosyl-methionin) na 5’ pozici cytosinu (Robertson, 2001).
U rostlin dochazi k metylaci ve v§ech sekvenénich kontextech (CG, CHG a CHH, kde H zastupuje
vSechny baze kromé G) (Feng et al., 2010; Zhang et al., 2018). Regula¢ni oblasti gent jsou bud’
v metylovaném nebo demetylovaném stavu, pticemz kazdy stav ma jiny biologicky efekt a vliv
na expresi. Metylace je spojovana s heterochromatinem, ktery je vice kompaktni, a tedy obtizné&ji
ptistupny pro transkripéni masinérii. V metylovanych oblastech dochazi ke ztraté genové exprese
(Robertson, 2001; McMahon et al., 2017; Zhang et al., 2018).

Aberantni metylace hraje velkou roli béhem procesu karcinogeneze (Bird, 2002; Jones et
Baylin, 2002). Hypermetylace promotorti gend pro tumorové supresory zpusobuje jejich
transkrip¢ni represi a naopak dava prostor pro onkogenni transformaci (Baylin et Herman, 2000;
Whitman et al., 2008).

Jeden z novodobych ptistupti 1é¢by karcinogeneze spo¢iva v inhibici DNA metyltransferaz,
coz umoziiuje opétovnou reaktivaci umléenych genti. Mezi inhibitory metylace DNA se fadi
analogy cytidinu — 5-azacytidin (5-azaC), 2’-deoxy-5-azacytidin (5-azadC), ale také zebularin
(Jones et Baylin, 2002; Dote, 2005). Tyto latky maji rozdilny biologicky poloc¢as, pro 5-azaC se
udava 4 hodiny, zatimco biologicky poloCas zebularinu je az 3 tydny (Champion et al., 2010;
Pecinka et Liu, 2014). Kromé toho 5-azaC a 5-azadC vykazuji zna¢nou toxicitu a nestabilitu ve
vodnich roztocich na rozdil od zebularinu, ktery je pro svou mensi toxicitu a vetsi stabilitu ve
vodném roztoku vice preferovanym cytidinovym analogem (Constantinides et al., 1977; Beisler,
1978; Cheng et al., 2003).



3.2.2  Analogy cytidinu jako induktory po$kozeni DNA

Champion et al. (2010) zkoumali in vitro kovalentni zasitovani bakterialni DNA-
metyltransferazy pomoci molekul DNA obsahujici cytidinovy analog zebularin za vzniku DNA
proteinovych komplext (DPCs) (Champion et al., 2010). Orta et al. (2013) ve studii vyuZzivali
bunécné linie z vaje¢nikti ¢inského kiecka roustoucich na Petriho miskach s cytidinovymi
analogy. V buiitkdch dochazelo nejen ke snizeni urovné metylace zachytem DNA-
metyltranferazy, ale vzniklé proteinové adukty se jevily pro buiky jako vysoce toxické. DPCs
predstavuji fyzickou bariéru pro vétsinu enzymu, které se pohybuji podél vlakna DNA (Orta et
al., 2013).

Analogy cytidinu se vyskytuji ve formé tzv. proléciv ¢i prekurzorii a oproti ptivodnimu
cytidinu se li§i svou strukturou. Aby do$lo k jejich zaclenéni do molekuly DNA, musi byt
fosforylovany a redukovany za vzniku aktivni formy trifosfat-deoxycitidinu. Konverze se ucastni
ribonukleotid-reduktaza (RNR) a cytidin-deoxycytidinkinaza (DCK), pficemz RNR hraje roli pfi
pfeméné ribunukleotidu na deoxyribonukleoitid a DCK je zodpovédna za fosforylaci (Lim et al.,
2011).

Do molekuly DNA jsou cytidinové analogy za¢lefiovany béhem S faze bunétného cyklu.
Mohou se tedy pravdépodobné zaclenit jak do nové syntetizovanych fetézcti DNA, tak i do RNA

primert Okazakiho fragmentt (Liu et al., 2015). Strukturni porovnani cytidinu a zebularinu je

L

Riboza Ribcza

zobrazeno na Obrazku 3.

Cytidin Zebularin

Obrazek 3: Strukturni srovnani cytidinu a zebularinu
Zebularin se od cytidinu 1i§i nepfitomnosti 4* aminoskupiny. Za¢lenénim zebularinu do molekuly DNA dochazi ke
snizeni urovné metylace kovalentni vazbou s DNA-metyltransferdzami za vzniku DPCs.

Vyzkumy provedené na modelovém organismu huseni¢ku rolnim (Arabidopsis thaliana)
prokazaly, ze zebularin v bunikach spousti specifickou repara¢ni odpovéd’ nezavisle na ménici se
urovni metylace. Zebularinem indukované poskozeni tedy pro bunku predstavuje vétsi riziko nez
hypometylaé¢ni ucinky a burika se vici tomuto poskozeni snazi branit. Signalizace poskozeni je
zprostfedkovana ATR a ATM kinazami Vv replikacni fazi bunécného cyklu. ATR a ATM kinazy
fosforyluji histonovou variantu H2AX nachazejici se v chromatinu v misté poskozeni. Tato
fosforylace indukuje akumulaci dalSich proteint, které se podileji na reparacni odpoveédi (Amiard

et al., 2011). Z vyzkumu rovnéz vyplyva, Ze dileZitou roli v opravé zebularinem indukovaného



posSkozeni zaujima komplex strukturni udrzby chromosomi Structural maintenance of
chromosomes 5/6 (SMC5/6) (Liu et al., 2015).

Vzhledem k tomu, Ze uéinky zebularinu silné interferuji s replikaci DNA, nedochazi
Kk tvorbé novych vlaken a déleni bunék. U mutantnich rostlinnych linii rostoucich na médiu
Vv pfitomnosti zebularinu lze pozorovat rizné bunétné a molekularni fenotypy, které napomahaji

zkoumat mechanismus reparace (Liu et al., 2015).

3.2.3 Reparace DPCs typu 1

V poslednich letech bylo ziskano mnoho poznatki tykajicich se opravy DPCs u kvasinek
¢i savcu (lde et al., 2015; Stingele et Jentsch, 2015). V soucasné dob¢ je na vzestupu i vyzkum
mechanismu opravy DPCs u rostlin (Liu et al., 2015; Enderle et al., 2019a; Hacker et al., 2020).

DPCs jsou Vbunkach opravovany jak kanonickymi opravnymi drahami, tak
i specializovanymi mechanismy (Enderle et al., 2019b). Pro kvasinky a bakterie je
nepostradatelny mechanismus NER opravujici DPC typu I (<16 kDa) pfed samotnou replikaci
DNA (Nakano et al., 2007; de Graaf et al., 2009). Mechanismus NER byl popsan také u savci,
navazany protein v§ak nesmél presahnout velikost 11 kDa (Nakano et al., 2007).

Pro objasnéni reparacniho mechanismu u husenic¢ku rolniho byly vyuZity linie nesouci
mutace Vv genech, jejichz produkty jsou zapojeny ve specifickych opravnych drahach. Gen XPF
koduje endonukleazu, ktera je nezbytna pii opravé NER (Gaillard et Wood, 2001; Dubest et al.,
2002). Rostlinny xpf byly dle o¢ekavani hypersenzitivni v ptitomnosti MMC, avSak v pfitomnosti
zebularinu byla senzitivita téchto rostlin nizsi. Ztoho vyplyvd, Ze NER ma pii opravach
poskozeni zpisobenych zebularinem minoritni roli (Liu et al., 2015). Stejné nizka senzitivita byla
prokazana i u rad5a-2 rostlin, ¢imz bylo vylouceno, ze zebularin ovlivituje regresi replikac¢ni
vidlicky (Heyer et al., 2010; Liu et al., 2015).

Dilezitym repara¢nim mechanismem opravujicim DPCs béhem S nebo G2 faze je také HR
(Nakano et al., 2007; Vaz et al., 2017). HR mutanti kvasinek i rostlin ve vyzkumech vykazovali
zvysenou senzitivitu vici crosslinkujicim ¢inidlim jako je formaldehyd, 5-azaC ¢i ZEB (de Graaf
et al., 2009; Liu et al., 2015). Pasobeni formaldehydu je vSak spojovano také s tvorbou DNA-
DNA crosslinki a 5-azaC s indukci SSBs (Liu et al., 2015; Vaz et al., 2017). Spojitost mezi HR
a DPCs typu 1 indukovanymi formaldehydem a 5-azaC je tedy nadale podmétem pro dalsi
vyzkum. Nicméné bylo potvrzeno, ze pii opravé zebularinem indukovanych DPCs je HR
stézejnim opravnym mechanismem (Liu et al., 2015).

Kromeé téchto kanonickych cest existuje u rostlin i fada specializovanych enzymu, které se
podili na opravach DPCs typu 1. Endonukledza MUS81 (MMS AND UV SENSITIVE 81
endonukleaza) stépi DNA v blizkosti DPCs, proteaza WSS1A (WEAK SUPRESSOR OF SMT3
1A) degraduje proteinovou cast DPCs. Tyrosyl-DNA-fosfodiesteraza 1 (TDP1) umoziuje



hydrolyzu vazby mezi proteinem a DNA, pfi¢emz se podili pfedev§im na reparaci DPCs typu 3
(Enderle et al., 2019b).

MUS81 Y CPT

Obrazek 4: Specializované mechanismy reparace DPCs u huseni¢ku rolniho

Husenicek rolni vyuziva pti opravé DPCs specializované mechanismy. DPCs mohou byt opraveny proteolytickou
degradaci, jiz se tGcastni proteaza WSS1A, ¢i pomoci endonukleolytického §tépeni pomoci endonukleazy MUSS8I1.
Enzymatické DPCs, jako jsou TOP1-DNA-komplexy vzniklé i¢inkem camptothecinu, 1ze opravit hydrolyzou tyrosyl-
fosfodiesterové vazby pomoci TDP1 (Enderle et al., 2019a).

MUSS81 patii do rodiny XPF/MUS81 endonukleaz a je rozsifena napfi¢ eukaryontnimi
organismy (Interthal et Heyer, 2000). Pii vyzkumu bylo zjisténo, Ze rostliny mus81 vykazuji
senzitivitu vuci crosslinkujicim ¢inidlim, jako je MMC a cisplatina (Mannuss et al., 2010;
Enderle et al., 2019a). MUSB81 se ucastni reparace DPCs typu 1 a 3. Patrné vSak nevytvaii zafez
na vlakné¢ DNA, které je zesitovano, nybrz na opacném vlakné DNA, a to nejcastéji naproti jiz
existujicimu zafezu, ¢imz vznika DSB, ktery je opraven kanonickymi drahami (Regairaz et al.,
2011).

Dalsi endonukleazou zapojenou do reparace DPCs je MREILI, ktera je soucasti
konzervovaného komplexu MRN. Kromé MREI11 se komplex MRN sklada z rekombinazy
RADS0 a signalniho transdukéniho proteinu NBS1 (Williams et al., 2007). MRN komplex je
zapojeny v opravach DSBs a jeho role pii reparaci DPCs je stale pifedmétem vyzkumu. Mutantni
kvasinkové linie mrell vykazovaly pii vyzkumu senzitivitu vaéi formaldehydu, etoposidu
i camptothecinu (de Graaf et al., 2009; Stingele et al., 2017). MRE11 patrné vytvaii zafez na
komplementarnim fetézci naproti generovanému SSB stejné jako MUSS81. Vzniklé DBSs jsou
opravovany opét kanonickymi reparaénimi drahami. Vzhledem ktomu, Ze reparace MRN
komplexem probiha nezavisle na kovalentné vazaném proteinu, je mozné, Ze se podili na
opravach vsech typt DPCs (Stingele et al., 2017).

Protedza WSS1 degradujici proteiny kovalentné navazané na DNA byla objevena relativné
nedavno (Stingele et al., 2014). WSS1 byla identifikovana u kvasinek s deficitem TDP1, ¢imz se
dostala do poptedi jeji nenahraditelna funkce. Bylo prokazano, ze WSS1 specificky degraduje
proteinovou ¢ast DPCs. Patrné je schopna opravovat DPCs typu 1, 3 a 4 (Stingele et al., 2014;
Serbyn et al., 2020). U Zivodichi tuto funkci plni proteaza Spartan (SPRTN/DVCI) (Stingele et



al., 2015). Protedzy z rodiny SPRTN/WSSI jsou kontrolovany nékolika mechanismy. Jednim
znich je deubikvitinace SPRTN/WSSI1 doposud neznamym mechaniSmem umoziujicim
lokalizaci na chromatin (Stingele et al., 2016). Po proteolyze DPC ziistava na DNA navazany
maly peptid, ktery jiz nepiekazi, ptipadné se uvazuje, ze mize byt opraven NER (Stingele et al.,
2017). Husenicek rolni obsahuje dva homology WSS1A a WSS1B, avsak pouze u WSS1A byl
prokazan podil na opravach DPC a funkce WSS 1B zatim nebyla objasnéna. Mutantni linie Atwss1
vykazuji na cisplating ¢i camptothecinu defektni fenotyp vyznacujici se kratkou délkou kotene ve
srovnani s WT a zvySenym poétem mrtych bunék v kofenovém meristému (Enderle et al., 2019b).

TDP1 je spojovana pievazné sopravou DPCs typu 3, avSak pro uplnost zahrnu
v diplomové praci i tento princip opravy (Pommier et al., 2006; Prasad et al., 2019). TDP1
hydrolyticky $tépi vazbu mezi DNA a proteinem. Mechanismus ucinnosti byl detailnéji popsan
u kvasinek (Murai et al., 2012). TDP1 hydrolyzuje fosfodiesterovou vazbu mezi
pentozafosfatovou kostrou DNA a tyrozylovym zbytkem TOP1 (Pouliot et al., 1999). Na 3’ konci
DNA zistava navazany fosfat, ktery je dale odstranén fosfatazou. SSB je nésledné opraven BER
(Plo, 2003). Vyzkumy se snazily objasnit funkci TDP1 i u rostlin. Mutantni linie tdpl huseni¢ku
rolniho se vSak po pusobeni crosslinkujicich ¢inidel nelisila od WT, avsak v kombinaci
s mutatnimi liniemi wss1 ¢i mus81 vykazovali dvojiti mutanti silnéjsi defektni fenotyp. U téchto
dvojitych mutanti do$lo K naristu mrtvych bun€k v kofenovém meristému pii vystaveni
camptothecinu. Z vysledki vyplyva, Zze TDPI je vysoce specializovanou repara¢ni drahou DPCs
(Enderle et al., 2019b).

3.3 Vyzkum DNA-proteinovych komplexi indukovanych zebularinem

Prestoze se vyzkum opravy DPC typu 1 posunuje neustale kuptedu, stale je otazkou, jaké
reparacni drahy se do celého procesu zapojuji, a které proteiny je tvoii. Vyzkum pod vedenim
doc. Mgr. Alese Peéinky Ph.D. je zaméfen na reparaci DPCs indukovanych zebularinem. Ve
studii pracujeme s EMS mutagenizovanou populaci huseni¢ku rolniho, u niz hledame mutace
v genech, jejichZ produkty se G¢astni jednotlivych repara¢nich drah (strategie dopredné genetiky).
Mutantni rostlinné linie 1ze fenotypové odlisit na ristovém médiu se zebularinem — jsou vuci
zebularinu senzitivni, mensi a jejich kofeny dosahuji maximalné 40% délky neZ na kontrolnim
médiu.

Po objevu zajmového fenotypu je tieba identifikovat zasazeny gen (geny), jenz se na
vysledném fenotypu podili, urcit mutaci a popsat alelické vztahy. Po tyto Gcely se vyuzivaji testy
na alelismus, segregacni analyzy, analyzy reciprokého kiizeni a mapovani pomoci sekvenovani
(SHORE mapovani) (Schneeberger et al., 2009; Schneeberger et Weigel, 2011; Galvao et al.,
2012; Sun et Schneeberger, 2015).

Béhem SHORE mapovani se mutantni rostliny kiizi s nemutantni rostlinou stejného

genotypu a nasledna generace se samospra$i. Rekombinantni F» populace nasledné nese
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segregujici fenotyp — jedinci s mutantnim fenotypem jsou ztéto populace izolovani
a celogenomové sekvenovani. Béhem sekvenacni analyzy dochazi k porovnani polymorfnich
markerd rodi¢ovskych alel astanovuje se chromozomalni oblast, kterd obsahuje kandidatni
kauzalni mutace, které jsou poté oveéfovany pomoci komplementaénich testi (Sun et

Schneeberger, 2015).

Plants Chromosomes

Wild type Mutant

L X T

SNPs
LT

10/
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| ——
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 ——
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TRENDS in Plant Science

Obrazek 5: Diagram SHORE mapovani

V F2 mapovaci populaci generované zpétnym kiiZenim S nemutagenizovanym jedincem dochazi k segregaci
mutantniho fenotypu. Tito jedinci jsou izolovani a sekvenovani. Porovnanim polymorfismi mezi dvéma rodi¢ovskymi
alelami dochézi k uréeni chromozomové oblasti s moZnym vyskytem kauzalni mutace (Schneeberger et Weigel, 2011).

Nicméné reparacni systém je slozity a oportunisticky. Pokud jedna reparacni draha
nefuguje, muze oprava alespon Castecné probihat pomoci jiné reparacni drahy. Cilené proto
vnasime do mutantni homozygotni rostliny hybridiza¢nim kiiZzenim mutaci jiného genu
a sledujeme jejich spoleény fenotypovy uéinek. Pti tomto procesu dochazi k vyfazeni dvou geni
zaroven, pfiCemz mohou spadat do stejné reparacni drahy, ale také do dvou rozdilnych
reparacnich drah.

Pokud dojde k vytazeni dvou gent jedné reparaéni drahy, nema obvykle toto vyfazeni na
senzitivitu vliv — stale je ovlivnéna pouze jedna repara¢ni draha a senzitivita rostlin zustava na
stejné hladin€é. Naopak u linii, u nichz doslo k vyfazeni dvou genil, jenz spadaji do dvou
reparacnich drah (atm atr), maji tato vyfazeni aditivni ti€inek a rostliny se stavaji vi¢i zebularinu
hypersenzitivnimi.

Mutantni linie atm a atr vykazuji na médiu s 20 pmol-1"* ZEB ur¢itou senzitivitu. Jejich
koteny jsou oproti kontrolni linii W35 znacné mensi. Jak je znamo, ATM hraje roli pfevazné
v opravé dvouvlaknovych zlomi DNA, zatimco ATR je pfitomna pii opravach poskozeni na

replikaénich vidlickach v prubéhu replikace, kde se nachazi jednovlaknové zlomy (Cimprich et
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Cortez, 2008; Liu et al.,, 2015). U dvojitych mutantd atm atr tak doSlo k vyfazeni dvou

reparacnich drah a rostliny se staly hypersenzitivnimi vuéi zebularinu (Liu et al., 2015).

Mock
a a
WT atr atm atr x atm
20 uM zeb
m a
x 'x
WT atr atm atr x atm

Obrazek 6: Dvojiti mutanti — VyFazeni dvou reparacnich drah

Schématické znazornéni fenotypového projevu dvojitého mutanta, u néhoz doslo k vyfazeni dvou repara¢nich drah.
Rostlinna linie WT nenese v genech ATR a ATM mutaci. Mutantni alela atr je znaGena zelen€, mutantni alela atm zluté.
Pfi ristu na kontrolnim raistovém médiu dosahuji jednoduché mutantni linie i dvojity mutant stejné délky, jako kontrolni
linie. 20 pmol-1"t ZEB pisobi jako induktor poskozeni, coZ se projevuje na fenotypech mutantnich linii, u nichz doslo
k vytazeni potiebnych genil pro reparaci. Po vyfazeni jednoho genu se inaktivuje jedna reparaéni dréha a rostliny jsou
vuci interni kontrole mensi. Po vyfazeni dvou genii z odlisnych repara¢nich drah se vyfadi obé tyto reparacni drahy,
dvojiti mutanti se vyznacuji vyssi hypersenzitivitou viéi zebularinu nez jednodusi mutanti (Schéma dle vysledkt Liu
et al., 2015, vytvoteno v online aplikaci BioRender).

3.3.1 Predchazejici vyzkum

Geneticky skrinink zapocal Dr. Andreas Finke (Max Planck Institute for Plant Breeding
Research, Colegne, Némecko) mutagenizaci 10 000 semen linie W35 (Col-0) ¢inidlem EMS
zpusobujici ethylaci v pozici N’- nebo O°- na guaninu. Mutagenizovana semena byla zaseta do
zeminy a slouzila pro dalsi reprodukci a ziskani M» generace semen, u nichz se predpokladal
vyskyt mutaci v homozygotnim stavu.

Pti genetickém skrininku bylo sesbirano 108 skupin semen M, z nichz tfi skupiny (9A, 9B
a 10A) byly pouzity pro mtij vyzkum v ramci bakalarské prace (Jemelkova, 2019). Z kazdé
skupiny bylo vyseto ~1200 semen na médium obsahujici 7,5 pmol-1* zebularin. Po tydnu byl
pozorovan u vykli¢enych rostlin zna¢ny rozdil v délce jejich kotinkd. Rostliny s malymi kotinky
byly selektovany na 1/2 MS médium.

Z kazdé skupiny bylo selektovano piiblizné 80 rostlin, avSak ucinky zebularinu byly pro
nekteré z nich fatalni a po pfesazeni do média ¢i zeminy uhynuly. Z vitalnich rostlin byla nasledné
ziskéana sbirka semen (M3 generace) slouzici pro ovéfeni kandidat a dalsi selekci na 20 umol 17t
zebularinu. Sbirky byly oznaceny ¢&isly dle rostlin (semena prvni rostliny ze skupiny 9A ziskala

oznaceni 9A-1).

12



Pti nasledné selekci byly vy€lenény linie, které byly vuci zebularinu (i) nesenzitivni — délky
kotinkt na kontrolnim médiu a na médiu se zebularinem byly stejné (faleSné pozitivni kandidat);
(i1) vyvojovi mutanti majici malé kofinky nezavisle na inhibitoru; (iii) senzitivni linie — na
zebularinu mély rostliny kratké kotinky, kdezto na kontrolnim médiu mély kotfinky dlouhé.
Zasadnim vystupem této analyzy pro kazdou rostlinou linii byl pomér primérnych délek kotinku
na zebularinu a na kontrolnim médiu. Tento parametr umoziioval porovnani vSech kandidatnich
linii S kontrolnimi liniemi (W35 a smc6b-1). Za senzitivni kandidaty byly povazovany rostliny,
u nichz délka kotinku na zebularinu dosahla mén¢ nez 40 % délky na kontrolnim médiu.

Kandidatni linie 9A-10, 9A-30 a 9A-32 vykazovaly pfi tomto selektivnim testu na
20 umol-1* zebularinu stejny fenotyp jako pozitivni kontrolni linie smc6b-1 (Jemelkova, 2019).
Mutace v genu SMC6B byla u téchto linii potvrzena pomoci komplementa¢niho kiizeni. Avsak
ovéieni pritomnosti mutace pomoci sekvenovani nebylo uspésné. Oblast mezi exonem 17. az 20.
nebylo mozné PCR naamplifikovat. V ramci diplomové prace jsem se rozhodla ve vyzkumu
pokracovat s cilem ovéfit pritomnost mutace v genu SMC6B u vybranych kandidatnich linii.

Kandidatni linie s neznamou mutaci byly ktizeny s linii W35 pro zisk hybridni mapovaci
F2 populace. V ziskané F, populaci doslo k segregaci mutantniho fenotypu (SHORE mapovani).
Segregujici rostliny byly izolovany a néasledné celogenomoveé sekvenovany. Pomoci
bioinformatickych analyz provedenych Mgr. Klarou Prochazkovou a Mgr. Martinem Kovacikem
byly u téchto linii dle skore vy¢lenény mutace gend, které se mohou podilet na opravach DNA-
proteinovych komplext. U linie 9B-43 byla nalezena mutace v genu TEBICHI, jejimZ ovéfenim

se rovneéZz zabyvam ve své diplomové praci.

3.3.2 Charakterizace SMC5/6 komplexu

Chromatin tvofici eukaryontni jaderny genom je béhem bunécénych procestt dynamicky
remodelovan (Alabert et Groth, 2012). Nezbytnou roli pii téchto procesech zastavaji tzv. SMC
komplexy (STRUCTURAL MAINTENANCE OF CHROMOSOMES): kohezin tvofeny SMC1
a SMC3 podjednotkami, kondenzin tvofeny SMC2 a SMC4 podjednotkami a SMC5/6 komplex
(Jeppsson et al., 2014). Kohezin umoziiuje parovani sesterskych chromatid a tento stav udrzuje
az do anafaze buné¢ného cyklu (Uhlmann et al., 1999; Losada et al., 2000). Kondenzin se podili
na kondenzaci mitotickych chromozomi béhem interfaze. Kompaktni struktura chromozomu je
pro jaderné déleni nezbytna (Hirano et Mitchison, 1994; Hirano et al., 1997).

SMC5/6 komplex je konzervovan napii¢ eukaryontnimi organismy. Jeho biologicka funkce
neni zcela pfesné definovana. Béhem S faze bunééného cyklu usnadiiuje prubéh replikace
a podporuje stabilitu replika¢ni vidli¢ky (Irmisch et al., 2009; Peng et al., 2018). U mutantnich
smc5/6 kvasinek bylo zjisténo, ze oblasti DNA obsahujici repetice, jako jsou lokusy rDNA

a telomery, nebyly uspésné replikovany, pficemz nelplné a aberantni replikace vedly az

13



k chromozomalnim zlomtim (Torres-Rosell et al., 2005; Bermudez-Lopez et al., 2010; Chavez et
al., 2010).

Ve studiich na lidskych buiikdch bylo zjisténo, ze SMC5/6 komplex je asociovan
S chromatinem bé&hem interfaze, ale béhem mitozy dochazi k jeho disociaci (Taylor et al., 2001;
Gallego-Paez et al., 2014). Mala mnozstvi SMC5/6 komplexu byla pozorovana i na mitotickych
chromozomech, avSak nepiedpoklada se, ze by detekované mnozstvi mélo ucinek na jejich
sestaveni. Odstranéni SMC5 a SMC6 podjednotek vedlo k deformaci sesterskych chromatid,
hyperkondenzaci distalnich ramen a hypokondenzaci centromer. Tyto aberace potvrzuji
souvislost s funkci komplexu pii replikaci a remodelaci chromatinu. Bez komplexu se
chromozomalni segregace stava defektni a dochazi k prolinani sesterskych chromatid (Gallego-
Paez et al., 2014).

Studium SMC5/6 komplexu u husenic¢ku potvrzuje jeho zapojeni Vv opravach DNA
(Mengiste, 1999; Watanabe et al., 2009; Diaz et al., 2019). SMC5/6 komplex se také podili na
regulaci spravného vyvoje rostlin, reaguje na abioticky stres, ovliviiuje sexualni reprodukei

a potlacuje autoimunitni reakce (Diaz et Pecinka, 2018).

3.3.2.1 Architektura a dynamika SMC5/6 komplexu

SMC podjednotky jsou charakteristické svou podobnou doménovou strukturou. Kazda
SMC podjednotka se sklada z pantové domény (hinge) nachazejici se uprostied aminokyselinové
sekvence, dvou terminalnich hlavovych domén s ATPazovou aktivitou a dvou ramenovych ¢asti,
tzv. coil spojujicich hlavové domény s pantem. Proteiny SMC vytvaii dimery spojenim svych
pantovych domén, které ptedstavuji kostru celého komplexu. Hlavové terminalni domény se
skladaji ze dvou motivii Walker A a Walker B, které umoziiuji navazani molekuly ATP. Po
navazani dvou molekul ATP dochazi k dimerizaci ATPazovych domén (Fousteri, 2000; Nasmyth
et Haering, 2005; Hirano, 2006; Palecek et al., 2006).

Rameno (Coil) Rameno (Coil)
Walker A Pant (Hinge) Walker B
ATPazova doména ATPazova doména

Obrazek 7: Stuktura SMC proteinu

SMC proteiny maji konzervované doménové struktury. V centralni oblasti se nachazi pant (Hinge), jeZ je ohranicen
dvéma rameny (Coil) ukonéenymi hlavovymi doménami s ATPazovou aktivitou tvofenymi motivy Walker A (N-
terminalni doména) a Walker B (C-terminalni doména) (Carter et Sjogren, 2012).

Podjednotky SMC5 a SMC6 dale interaguji s nejméné Sesti NSE (NON-SMC-ELEMENT)
podjednotkami, které vytvari odlisné subkomplexy: NSE2-SMC5-SMC6, NSE1-NSE3-NSE4

a NSE5-NSESB. Prestoze SMC5/6 komplex ma u riiznych organismu stejnou ¢i podobnou stavbu,
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nomenklatura jeho podjednotek se 1isi, v nékterych piipadech jsou jednotlivé podjednotky
kodovany dvéma paralognimi geny (Diaz et Pecinka, 2018).

Podjednotky NSE1, NSE3 a NSE4 tvoii stabilni subkomplex, ktery se specificky vaze na
SMC5/6 komplex (Duan et al., 2009; Hudson et al., 2011). Palecek et al. (2006) uvadi, ze SMC5
a SMC6 podjednotky jsou spojeny kleisinovym proteinem NSE4. Kleisinova molekula zaroven
stimuluje hydrolyzu ATP (Fousteri, 2000; Vondrova et al., 2019). U husenic¢ku byly nalezeny dva
paralogni geny kodujici NSE4A a NSE4B proteiny, jenz interaguji S SMC5/6 komplexem (Diaz
et al., 2019). Diaz et al. (2019) udavaji, ze NSE4A je zapojen do oprav somatického poskozeni
DNA u husenic¢ku rolniho a zaroven se podili na vyvoji semen. Silna mutace NSE4A je pro
husenicek letalni (Diaz, 2018, Diaz et al., 2019).

NSE1 obsahuje RING motiv ve své C-terminalni ¢asti, jez je charakteristicky pro E3-
ubikvitin ligazy. Sama o sob¢ je ubikvitin ligazova aktivita NSE1 v lidském SMC5/6 komplexu
slaba, avsak v ptitomnosti NSE3/MAGEG]1 proteinu dochazi k jejimu zesileni. RING doména je
také nutna pii lokalizaci NSE4 a SMC5 v jadernych ohniscich pfi poskozeni DNA (Pebernard et
al., 2008; Bozdéchova, 2016). Mutace v RING doméné¢ vede k piecitlivélosti na poSkozeni DNA
a uplné deleci NSE1, jez je letalni nejen pro kvasinky, ale i pro husenié¢ek (Fujioka et al., 2002;
McDonald et al., 2003; Li et al., 2017; Diaz et Pecinka, 2018).

NSE3 se fadi do rodiny MAGE proteini (MELANOMA-ASSOCIATED-ANTIGEN)
(Piccoli et al., 2009; Hudson et al., 2011). U rostlin, hlistic, hmyzu a obratlovct (vyjma savci)
byl nalezen pouze jeden gen MAGE (NSE3), zatimco u savct bylo potvrzeno 55 riznych genti
exprimujici MAGE proteiny (Piccoli et al., 2009). V lidském komplexu SMC5/6 byla prokazana
ptitomnost MAGEG! proteinu, jenz je ortologem NSE3 (Taylor et al., 2008; Hudson et al., 2011).
Ukazalo se, ze MAGEGI stimuluyje ativitu E3 ligazy NSE1 (Doyle et al., 2010). Funkce zbylych
MAGE proteinti nejsou zcela objasnény, avsak jsou spojovany s vyvojem neurond, diferenciaci
bunék i apoptozou (Barker et Salehi, 2002; Kuwajima, 2006).

Studie na kvasinkach dokazuje, ze interakce mezi SMC6 a NSE4 je zprostfedkovana skrze
,.kréek*, jenz se nachazi mezi ramenem a hlavovou doménou SMCS6 proteinu, a skrze HTH (helix-
turn-helix) terminalni doménu NSE4 proteinu. Interakce mezi SMC6 a NSE4 je po navazani
molekuly ATP nestabilni. Naopak stabilnéjsi vazbou je spojena globularni hlavova oblast SMC5
proteinu s kleisinovou molekulou ptes WHD (winged-helix domain) doménu (Vondrova et al.,
2019). Propojeni NSE1 s NSE4 ¢i NSE3 s NSE4 umoznuji winged helix B domény (WH-B).
Vzajemné interaguji také NSE1 a NSE3 podjednotky, a to skrze winged helix A doménu (WH-
A) (Doyle et al., 2010; Palecek et Gruber, 2015; Zabrady et al., 2016).
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Obrazek 8: Interakce NSE4 proteinu s jeho vazebnymi partnery
NSE4 interaguje s SMC6 podjenotkou skrze HTH doménu a s SMC5 podjednotkou ptes WHD doménu. S NSE4
molekulou interaguji také NSE3 a NSE1 podjednotky prostfednitvim WH-B domény (Vondrova et al., 2019; Zabrady
et al., 2016). Schéma vytvofeno dle pfedlohy Vondrova et al., 2019.

NSE1 a NSE3 (KITE) proteiny se podili na stabilizaci SMC5-NSE4-SMC6 komplexu
v nepfitomnosti ATP. Konformace s navazanym ATP je doprovazena disociaci NSE4 a KITE
proteinti. Pii vazbé ATP dochazi krozruseni vazby mezi NSE4 a SMC6 podjednotkou
a k otevieni konformace komplexu. Zaroven je mozna i disociace NSE3 od NSE4. Kleisina KITE
podjednotky tedy patrné pohanéji dynamiku SMC5/6 komplexu a s nim spojené molekularni
mechanismy (Vondrova et al., 2019).

vSMC6_ kSMC5

hinge
arm
KITE binding
_
head
Nse1
Nse4
KITE proteins shape ATP constrains
Nse4 linker KITE-bound Nse4

Obrazek 9: Schematické znazornéni dynamiky SMC5/6 komplexu béhem ATPazového cyklu

SMC5/6 podjednotky bez ATP jsou stabilizovany NSE4 proteinem, na némz jsou navazané KITE proteiny (NSE1
a NSE3). Po vazbé ATP neni konformace NSE4 s asociovanymi KITE proteiny kompatibilni, dochazi k naruseni
nékolika protein-proteinovych interakci. NSE4 je disociovana z SMC6 podjednotky, stejné tak je naruSena vazba mezi
NSE3 proteinem a NSE4 (Vondrova et al., 2019).

Otevieny kruhovy komplex dokaze topologicky zachytit a obejmout dva fetézce DNA. Dvé
vlakna DNA mohou byt reprezentovana dvéma sesterskymi chromatidami, nebo dvéma segmenty
jedné molekuly DNA. Spojeni dvou segmenti jedné molekuly DNA vede K vytvofeni
intramolekularni smyc¢ky. Vazba a hydrolyza ATP umoziuje motorickou aktivitu komplexu
a umoziuje jeho translokaci podél molekuly DNA (Farcas et al., 2011; Kanno et al., 2015; Ganji
et al., 2018; Palecek, 2018).

Soucasti SMC5/6 komplexu je 1 NSE2 protein, znamy jako MMS2I
(METHYLMETHANSULFONATE SENSITIVE 21) ¢i HPY2 (HIGH PLOIDY 2), ktery se vaze
do stfedové oblasti coiled coil SMC5 a je spojovan se SUMO (SMALL UBIQUITIN-RELATED
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MODIFIER) E3 ligazovou aktivitou (Andrews et al., 2005; Zhao et Blobel, 2005). U huseni¢ku
je funk¢ni aktivita NSE2 spojena s SIZ/PIAS-RING motivem. NSE2 neni pro husenicek
esencialni, avSak jeho nepfitomnost ma vliv na vysledny fenotyp. Mutantni rostliny vykazuji
deformaci listd, maly vzrist, méné semen ¢i dokonce tplnou sterilitu (Huang et al., 2009; Ishida
etal., 2009; Liu et al., 2014; Diaz et Pecinka, 2018).

Proteiny NSE5 a NSE6 tvoii heterodimer, ktery se pravdépodobné podili na multimerizaci
a/nebo lokalizaci celého komplexu na chromatin, a ptedstavuje jeho nekonzervovanou ¢ast.
V délicich se kvasinkach pivnich (Saccharomyces cerevisiae) je tento heterodimer umistén
v pantovych oblastech SMC5 a SMC6 proteinti a je nezbytny pro Zivotaschopnost kvasinek
(Palecek et al., 2006). Pro pucici kvasinky (Saccharomyces pombe) neni tento heterodimer
esencialni a vaze se do hlavovych oblasti proteint SMC5 a SMC6. Ze studii na kvasinkach
vyplyva, ze NSE5/6 heterodimer mtze regulovat dynamiku pantd SMC5/6 komplexu. (Duan et
al., 2009). U husenic¢ku rolniho byly nalezeny dva proteiny, ASAP1 (ARABIDOPSIS SNI1
ASSOCIATED PROTEIN 1) a SNI1 (SUPRESSOR OF NPR1-1, INDUCIBLE 1), jezZ interaguji
s SMC5 i SMC6 a maji podobnou strukturu jako NSE5 a NSE6 a mohou tedy piedstavovat mozné
funkéni ortology NSE5 a NSE6 (Yan et al., 2013). U ¢lovéka tvoti homology NSE5 a NSE6
proteiny SLF1 a SLF2 (SMC5/6 COMPLEX LOCALIZATION FACTOR 1, 2), které jsou
zaroven soucasti ubikvitinové kaskady, kde propojuji SMC5/6 komplex s proteinem RAD18
majicim E3-ubikvitin ligazovou aktivitu (Raschle et al., 2015).

B
NSE5®® NSE6

\._o NSE5 @ NSE6

S. pombe S. cerevisiae

SNI1T { ‘ | ISLFZ
ASAP1 7 ‘ : :SLF1

+ ) 3

A. thaliana  H. sapiens

Obrazek 10: Architektura SMC5/6 komlexu kvasinek, rostlin a ¢lovéka

SMC5/6 komplexy kvasinek, rostlin i ¢lovéka maji podobnou architekturu (A): SMCS5 a SMC6 proteiny interaguji
Vv oblasti pantu. Prostfednictvim ramen (coiled-coil) se terminalni konce pfiblizuji a vytvaii aktivni misto ATPazy. Na
terminalni oblasti se také vazou non-SMC proteiny (NSE1, NSE3 a NSE4). NSE2 SUMO ligaza je navazana na rameno
SMCS5. Odlisné je pak umisténi NSE5/6 heterodimeru (B): u puéicich kvasinek (S. pombe) je umistén v blizkosti
ATPazové domény, u délicich kvasinek (S. cerevisiae) je umistén v pantové doméné. U husenicku rolniho (A. thaliana)
byly nalezeny mozné ortology téchto proteinii (ASAP1 a SNII), stejné tak u Elovéka (SLF1 a SLF2), avsak jejich
vazebné misto na proteinu nebylo doposud popsano (Diaz et Pecinka, 2018).

3.3.2.2 Zapojeni SMC5/6 komplexu v opravach DNA
SMC5/6 komplex je nezbytnym komponentem bunécné odpovédi reagujici na DSBs.

Vyzkum provadény na husenicku rolnim naznacuje, Ze komplex SMC5/6 se Uucastni
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postreplikativni opravy komplexnich i objemnych 1ézi pfevazné reparaénim mechanismem HR,
av8ak malou roli ma i pti NHEJ (Diaz et Pecinka, 2018). Vazba SMC5/6 komplexu do mista
poskozeni je patrné zavisla na piitomnosti MRN komplexu (Irmisch et al., 2009; Stephan et al.,
2011).

Mutanti smc6b a nse2/mms21/hpy2 husenicku rolniho vykazuji hypersenzitivitu vici
MMC i zebularinu, ktery pusobi nejen jako demetylac¢ni cinidlo, ale je také induktorem
enzymatickych DPCs (Baubec et al., 2009; Liu et al., 2015; Prochazkova, Finke, Pecinka et al,
nepublikovano). S vyuzitim transgennich reportérovych systému bylo zjisténo, ze mutantni linie
husenicku smc6a, Smcéb a nse2 maji snizenou frekvenci HR (Mengiste, 1999; Watanabe et al.,
2009, Yuan et al., 2014). SMC5/6 je pozitivnim regulatorem HR v komplexni regula¢ni siti, v niz
kompetuji jednotlivé reparacni drahy 0 svou ucast v opravé DNA (McDonald et al., 2003; Potts
et al., 2006; De Piccoli et al., 2006). Signalizace poskozeni indukovanych zebularinem je
zprostiedkovana ATM a ATR kindzami, avSak mechanismus fosforylace/aktivace SMC5/6
komplexu ztstava neznamy (Garcia et al., 2003; Culligan et al., 2006; Liu et al., 2015).

Reparace zalozena na homologii je obtizna pievazné v tandemové se opakujicich ¢astech
genomu. Vysoka podobnost opakujicich se jednotek zvySuje riziko HR mezi ektopickymi
kopiemi, jeZ muze vést K nechténym piestavbam chromozomu ¢&i ztraté genetické informace
(Devos, 2002; Ampatzidou et al., 2006). Studie na kvasinkach a zvifatech naznacuji, ze SMC5/6
komplex se shlukuje v oblastech bariér replika¢nich vidlic (Replication Fork Barrier) rDNA ¢i
telomerickych sekvenci béhem G2/M faze a kontroluje zde HR (Torres-Rosell et al., 2005; De
Piccoli et al., 2006; Piccoli et al., 2009). SMC5/6 komplex rozpoznava poskozeni
a pravdépodobné zprostiedkovava vazbu proteinu RAD52, jenz se ucastni HR (Irmisch et al.,
2009).

SMC5/6 komplex se podili i na opravé zkolabované replikaéni vidlice (Ampatzidou et al.,
2006). Pti poskozeni DNA dochazi k zastaveni replikace. Pokud neni replikace obnovena, mize
dojit ke kolapsu replika¢ni vidlice. U kvasinek je restart replikacni vidlice zajistén SMC5/6
komplexem interagujicim s RAD52 a RPA (Betts Lindroos et al., 2006; Irmisch et al., 2009;
Zapatka et al., 2019).

3.3.3  Charakterizace genu TEBICHI

Gen TEBICHI (TEB, AT4G32700) husenic¢ku rolniho koéduje DNA polymerazu, ktera se
ucastni oprav dvouvlaknovych zlomu (DSBs) DNA mechanismem mikrohomologniho spojovani
koncti (MMEYJ), avsak hraje také roli pfi integraci T-DNA (Kregten et al., 2016). Jeji uloha je
rovnéZ spjata s regulaci bunééného déleni a diferenciaci meristému, stejné tak je nezbytna pti
replikaci a nese zodpovédnost za spravnou expresi gentt béhem vyvoje (Inagaki et al., 2006,

2009).
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Homologem TEB huseni¢ku rolniho je MUS308 octomilky (Drosophila melanogaster), ¢i
Polymeraza théta POLO/POLQ), jeZ je exprimovana u savci, nevyjimaje cloveka. U bakterii a hub
se tato DNA polymeraza nevyskytuje (Inagaki et al., 2006, 2009).

Gen TEB v genomu husenicku rolniho se sklada z 28 exont a kdduje polypeptid dlouhy
2 154 aminokyselin. Vysledny protein obsahuje dvé konzervované funkéni domény: N-terminalni
DNA/RNA helikazovou doménu a C-terminalni DNA polymerazovou I doménu (Inagaki et al.,
2006).

Rostliny s mutaci v genu TEB vykazuji morfologické defekty, které se projevuji kratkou
délkou kotfinku a nadmémé zoubkovanymi listy. Bunééné déleni u téchto mutantd neni zcela
pravidelné, stejné¢ tak je pro né charakteristickd defektni diferenciace meristému a jsou
hypersenzitivni vii¢i DNA crosslinkujicim ¢inidlim. Fenotypovy projev mutantnich linii je silné
spjaty s lokalizaci dané mutace. Jestlize se mutace nachazi v N-terminalni helikdzové doméné,
vykazuje rostlina silny morfologicky defektni fenotyp popsany vyse. Naopak rostlinné linie
s mutaci v C-terminalni DNA polymerazové doméngé se fenotypove spise podobaji kontrolni linii

Col-0 (Inagaki et al., 2006).

3.3.3.1 Molekularni a geneticka analyza genu TEBICHI u rostlin

Inagaki et al. (2006) skrinovali ve své sbirce mutované T-DNA linie husenic¢ku rolniho
(ekotyp Columbia-0), ptic¢emz narazili na rostliny vyznacujici se kratkou délkou kotinku.
Objevena mutantni linie ziskala nazev tebichi-1 (teb-1), coz je v japonském dialektu vyraz pro
»prase¢i kopytko“. Védecka skupina porovnavala 10denni rostliny Col-0 se stejné
starymi rostlinami mutantni linie. Krom¢ kratké délky kotinki u teb-1 popsala i kofenové vlaseni
dosahujici tésné blizkosti kotfenové cCepicky. Dalsim kontrastem byly bunky kofenového
apikalniho meristému (RAM), jez byly u Col-0 pravidelné organizovany, naopak u teb-1 nikoliv
(Inagaki et al., 2006).

Geneticka analyza teb-1 ukazala, Ze fenotyp této linie je vysledkem recesivni mutace
nesouvisejici s inzerci T-DNA. Bylo zjisténo, ze v genomické DNA teb-1 se nachazi delece
0 délce 2,7 kb zasahujici 7. az 13. exon, coZ v proteinové sekvenci odpovida helikazové doméng.
Delece nenarusila expresi mutovaného genu, nybrz vedla k produkci zkraceného transkriptu
a nefunkéniho proteinu (Inagaki et al., 2006).

Ve sbirce Salk Institute se nachazi ¢tyii T-DNA mutantni linie — teb-2, teb-3, teb-4 a teb-5
(Alonso, 2003). T-DNA inzerce linii teb-5 a teb-2 narusuji helikdzovou doménu vysledného
proteinu TEB a zaroven maji linie fenotypovou podobnost s linii teb-1. T-DNA inzerce linii teb-
3 a teb-4 zasahuji do polymerazové domény v proteinové sekvenci, nicméné fenotypové se tyto
linie nelisi od kontrolnich rostlin Col-0 (viz Obrazek 11). Z téchto vysledki lze usuzovat, ze
vyvojovy fenotyp teb mutantd souvisi s deficitem helikazové domény proteinu TEB (Inagaki et
al., 2006).
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Obrazek 11: (A) Struktura genu TEB a lokalizace mutantnich alel

Nahofe: Intron-exonova struktura genu TEB s mutantnimi alelami. Cerné znadeny exony, bile znageny netranslatované
oblasti. Dole: Doménova stuktura proteinu TEB. Tmavé $edou barvou znacena helikazova doména, bile znatena DNA-
polymerazova doména (Inagaki, et al. 2006).

Obrizek 11: (B) Morfologické fenotypy listové ritzice mutantnich linii teb

Mutantni linie teb-3, teb-4 jsou fenotypové podobné Col-0, avsak linie teb-1, teb-2 a teb-5 vykazuji morfologické
defektni fenotypy. Vyvojovy fenotyp teb mutantii souvisi s deficitem helikazové domény proteinu TEB (Inagaki, et al.
2006).

Inagaki et al. (2006) sledovali efekt crosslinkujiciho ¢inidla mitomycinu C (MMC)
a alkyla¢niho ¢inidla metylmetan sulfonatu (MMS) na rtst kofen U mutantnich rostlin. Délka
kofent teb-1 byla v pfitomnosti 0,2 mg-1* MMC polovi¢ni vici délce kofenii na kontrolnim
médiu bez ptidavku MMC, zatimco u Col-0 nebyl pozorovan zadny efekt. Senzitivita teb-1 se
prokazala i u alkylacniho ¢inidla MMS. Kromé toho zkoumali dlouhodoby tucinek, jenz mél
dopad pfevazn¢€ na morfologii mutantnich rostlin. Ackoliv rostliny Col-0 péstované na médiu
obsahujici vyssi koncentraci MMS byly mensi, jejich morfologie nebyla ovlivnéna. Naopak
rostliny teb-1 mély jasné morfologické defekty — kromé velmi malého vzrustu mély jejich listy
zoubkovany tvar. Zajimavé je, Ze MMS byla rovnéz ovlivnéna linie teb-3, ktera se na kontrolnim
médiu podobala Col-0, nicméné na MMS vykazovala podobné fenotypy jako linie teb-1. Ve svém
¢lanku rovnéz uvadi, ze podobné fenotypy ziskali i na médiu s MMC, nicméné presna data zde
nejsou uvedena (Inagaki et al., 2006). Tyto vysledky naznacuji, ze vyvojové fenotypy teb linii
souvisi s odpovédi na poskozeni DNA (Inagaki et al., 2006).

V roce 2009 Inagaki et al. provedli sérii genetickych analyz s mutantnimi rostlinami teb,
jejichz vysledkem bylo zjisténi, Ze se TEB podili na replikaci a rekombinaci DNA, ale také je tato
polymeraza zapojena do spravné exprese gentl, véetné téch regulujicich vyvoj organismu. Uvadi,
ze polymeraza TEB je dulezita pro udrzeni vzoru genové exprese po replikaci a rekombinaci
DNA (Inagaki et al., 2009).

Snaha objasnit molekularni souvislost mezi odpovédi na poskozeni DNA a vyvojovym
fenotypem teb vedla k analyze genetické interakce TEB s ATM (ATAXIA TELANGIECTASIA
MUTATED) a ATR (ATAXIA TELANGIECTASIA MUTATED AND RAD-3 RELATED)
proteinovymi kinazami, které jsou kli¢ovymi regulatory kontrolnich bodd bunééného cyklu. Mezi
eukaryontnimi organismy jsou tyto kinazy konzervované. Jsou aktivovany poskozenim

v molekule DNA a aktivuji dals$i bunééné komponenty pro opravu DNA ¢i pro progresi
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buné¢ného cyklu (Abraham, 2001). ATM hraje roli pievazné v opravé dvouvldknovych zlomu
DNA, zatimco ATR je pfitomna pii opravach poskozeni na replikacnich vidlickadch v prubehu
replikace, kde se nachazi jednovlaknové zlomy (Cimprich et Cortez, 2008; Liu et al., 2015).
Inagakiho vyzkumna skupina (2009) provedla analyzu fenotypt dvojitych mutanti teb atm, teb
atr. Dvojiti mutanti teb atr méli zesileny vyvojovy fenotyp typizovany morfologickymi defekty,
mensim vzristem a krat$imi koteny. Naopak teb atm dvojiti mutanti neméli na vyvojovy fenotyp
teb vliv. To naznacuje funkci TEB v signalni draze ATM a roli v replikaci DNA (Inagaki et al.,
2009).

Kregten et al. (2016) zkoumali mechanismus integrace T-DNA do genomu u huseni¢ku
rolniho. Védci demonstrovali, Ze procest integrace se ucastni polymeraza TEB (Kregten et al.,
2016). Pti integraci T-DNA do uméle vytvotenych dvouvlaknovych zlomt (DSBs) vyuZiva
Agrobacterium tumefaciens enzymy hostitelského organismu, které se podileji na opravé DSBs.
Ptvodné se uvazovalo, Ze se do této integrace zapojuji opravné drahy vyuzivajici nehomologni
spojovani koncti (NHEJ) (Attikum et al., 2001) a HR (Tzfira, 2004). Nicménég, i pfi
kombinovaném vyfazeni obou opravnych drah nadale probihala integrace T-DNA, coz vedlo
k dedukci, Ze existuje i jiny, doposud neznamy mechanismus, ktery se podili na integraci T-DNA,
a tedy i opravé DNA, konkrétnéji DSBs (Kregten et al., 2016). Tento mechanismus je nazyvan
mikrohomologii zprostiedkované spojovani koncti (microhomology-mediated end joining —
MMEJ).

3.3.3.2 Mikrohomologii zprostiedkované spojovani konci

Oprava dvouvlaknovych zlomu (DSBs) je u eukaryontnich organismii zajisténa dvéma
mechanismy — homologni rekombinaci (HR) ¢i nehomolognim spojovanim konct (NHEJ)
(Sargent et al., 1997; Puchta, 2005). Krom¢ klasické opravy nehomolognim spojovanim konci
(cNHEJ) existuje i tzv. alternativni drdha (aNHEJ), znama také jako mikrohomologii
zprosttedkované spojovani koncti (MMEJ), kterd na rozdil od cNHEJ neni zavisla na Ligaze 4
(LIG 4) (Deriano et Roth, 2013). Pro pribéh MMEJ je nutné, aby se na obou stranach DSBs
nachazely kratké mikrohomologni sekvence o délce 5-25 bp (Decottignies, 2013).

MMEJ se fadi mezi nedavno objevené reparaéni mechanismy. Doposud byl mechanismus
MMEJ zkouman piedevsim u kvasinek, had’atek a savcu. Ze studii vyplyva, ze MMEJ nefiguruje
jako zalozni mechanismus, Vv piipad¢ ze selze reparace HR ¢i NHEJ, ale aktivné se podili na
opravé DNA, pficemz ¢asto kompetuje s HR (Truong et al., 2013).

V lidkych burikach ma pii reparaci MME] dilezitou roli Poly(ADP-ribosa)-polymeraza 1
(PARP1), ktera nahrazuje funkci heterodimeru Ku. Pii vzniku DSBs se PARP1 navaze na vzniklé
konce a usnadni tak nabor MRN komplexu (MRE11-RAD50-NBS1) i jeho mediatoru CtIP (C-
terminal interacting protein), pficemz oba tito aktéfi figuruji také v ramci HR. ATPaza RAD50,
jez je socasti MRN komplexu, stimuluje aktivitu MRE11 (Trujillo et Sung, 2001; Chen et al.,
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2005). Svou funkeci i stavbou je RADS50 podobny SMC podjednotkam, ve své struktufe obsahuje
hlavové domény s ATPazovou aktivitou a také pohybliva ramena (Hirano, 2002). Aktivita
nukleazy MREI1 je dulezita pro generovani jednofetézovych zafezii na DNA (McVey et Lee,
2008). MRN komplex je navadén do blizkosti DSBs, kde degraduje DNA 3’25’ exonukleazovou
aktivitou, ¢imz dochazi k odhaleni sekven¢nich mikrohomologii (MH) (Takeda et al., 2007
Nicolette et al., 2010; Truong et al., 2013; Seol et al., 2018).

Mikrohomologni sekvence na sebe nasedaji doposud nezndmym zplsobem. Vznikly
intermediat je modifikovan XPF/ERCC1 nukleazovym komplexem, jenz odstranénim
nehomolognich sekvenci umozni nasednuti POLQ/POLS zpfostiedkovavajici syntézu vlaken (Ma
et al.,, 2003; Arana et al., 2008; Ahmad et al., 2008; Kent et al., 2015). Ligace DNA je
katalyzovana ¢innosti ligazy 1 a 3 (LIG 1, LIG3) (Ma et al., 2003; Liang et al., 2008; Seol et al.,
2018).

Je mozné, ze mechanismus MMEJ se bude u riznych organismi lisit, proto je nezbytné
pokracovat v jeho studiich. Zaroveii je otdzkou, zda se mechanismus MMEJ podili i na reparaci
DPCs typu 1.
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Obrazek 12: Mechanismus MMEJ v lidskych buiikach

PARPI1 se véze na konce DSBs a umozituje nasednuti MRN komplexu a CtIP mediatoru. Cinnosti MRN komplexu
dochazi k odhaleni mikromolognich (MH) sekvenci (v obrazku jsou MH sekvence znazornény zlutym obdélnikem).
MH na sebe vz4jemné nasedaji. Pomoci nukledzového komplexu XPF/ERCC1 dochézi k odstranéni nehomolognich
sekvenci. Po navazani POLQ/POL® dochazi k dosyntetizovani vlaken DNA. Ligace je katalyzovana LIG1 nebo LIG3
(Seol et al., 2018).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Pro funkéni charakterizaci gend, jez se podileji na opravach DNA-proteinovych komplext

indukovanymi zebularinem, byly pouzity rostlinné linie husenicku rolniho viz Tabulka 1.

Tabulka 1: Seznam rostlinnych linii

Nazev Popis linie Pivod
W35 Col-0 wild type Pecinka group
W35

mutagenizovana Col-0 mutagenizovana EMS Pecinka group
M, populace
Col-0, T-DNA inzerce,
smc6b-1 SALK_101968C
chromozom 5, AT5G61460
Col-0, delece exonu 7-13, chromozom 4, )
teb-1 Inagaki et al, 2006
AT4G32700
Col-0, T-DNA inzerce, chromozom 4,
mus81-1 GK_113F11
AT4G30870
£ Reportérova linie huseni¢ku pro studium Barbara Hohn lab
rec
(1C9) frekvence ,,synthesis-dependent strand annealing* (Molinier et al.,
typu HR 2004)
recB Reportérova linie huseni¢ku pro studium Barbara Hohn lab
(B11) frekvence ,,single strand annealing® typu HR (Puchta et al., 1995)
) Col-0, T-DNA inzerce, chromozom 5,
ligd SALK 044027
AT5G57160
fanl-1 Col0, T-DNA inzerce, chromozom 1, AT1G48360 GK 815C08
Col-0, T-DNA inzerce, chromozom 1,
rtel1-1 SALK _113285C
AT1G79950
Col-0, T-DNA inzerce, chromozom 1,
ku70 SALK_123114C
AT1G16970

Vysterilizovana semena byla vysévana na Petriho misky obsahujici 1/2 Murashige a Skoog
rustové médium, jez byly nasledné¢ inkubovany 7 dni v ristové komote s kontrolovanymi
podminkami (Percival). Vykli¢ené rostliny byly pfesazeny do zeminy, kterd byla oSetfena
ptipravkem Careo a smichana s perlitem v poméru 3:1. Po dobu 3—4 tydnt byly vysazené rostliny

uskladnény ve fytotronu, poté byly rostliny premistény do skleniku. Riistové podminky jsou
shrnuty v Tabulce 2.
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Tabulka 2: Riistové podminky

Mistnost | PouZiti Podminky Ucel
Petriho misky s rustovym | Den Noc
] . Kli¢eni semen, analyza délky
Percival | médiem pro vykliceni | 16 hod 8 hod
kotinkti 7dennich rostlin
semen 21°C 18 °C
16 hod 8 hod
Rust rostlin, dozravani Sesuli
Rostliny zaseté v zeminé | 19 °C 18 °C
Fytotron . vzniklych hybridizacnim
s perlitem vlhkost vihkost
ktizenim
65 % 65 %
Rostliny zaseté v zeminé
) 16 hod 8 hod Uskladnéni rostlin, dozravani
Sklenik | s perlitem obvykle starsi o
24 °C 16 °C jejich sesuli

nez 1 mésic
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4.2 Pouzité chemikalie, soupravy, oligonukleotidy a roztoky

4.2.1 Seznam chemikalii

- Agar (HiMedia, kat.c. RM201)

- Bleomycin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 55658-47-4)

- Camptothecin (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 7689-03-4)

- DMSO (dimetyl sulfoxid) (Serva, kat.c. 39757)

- dNTPs (10 mmol-1* each) (Thermo Fisher Scientific, kat. &. R0191)

- DreamTaq™ Buffer (10x) (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. B65)

- DreamTaq™ Green Buffer (10x) (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. B71)

- DreamTaq DNA Polymerase (5 U-ul) (Thermo Fisher Scientific, kat. &. EP0705)

- Eco130I/Styl endonukleaza (10 U-ul?) (Thermo Fisher Scientific, kat. &. ER0411)

- EDTA (kyselina ehylendiamintetraoctova) (Sigma-Aldrich, kat.c. E5134)

- Endonukledzovy pufr O (10x) (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. BOS)

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

- Etylalkohol 96% (Lach-ner, kat. ¢. 20025-A96)

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

- Hydroxid draselny p.a. (Lach-ner, kat.¢. 10003-AP3)

- Hydroxid sodny perly p.a. (Lach-ner, kat.¢. 10006-AP2)

- Chlorid sodny p.a. (Lach-ner, kat. ¢. 30423)

- Chloroform (Lach-ner, kat. ¢. 20034-AT1)

- ICRF (dextrazoxan; 4,4'-(1,2-dimetyl-1,2-ethanediyl)-bis-2,6-piperazinedion) (Sigma-
Aldrich, kat. ¢. 24584-09-6)

- Isopropylalkohol 99% p.a. (Lach-ner, kat. ¢. 20037-ATO)

- DNA Loading Dye (6x) (Thermo Fisher Scientific, kat.¢. RO611)

- Mitomycin C (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 50-07-7)

- MS smés (Duchefa Biochemie, kat.¢. M0231)

- Nuclease-free water (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 10977015)

- PCR agaroéza (Top-Bio, kat.¢. P045)

- Phusion HF Buffer (5x) (Thermo Fisher Scientific, kat.¢. F520L)

- Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (2 U-ul) (Thermo Fisher Scientific, kat. &.
F530L)

- Propidium jodid (Sigma-Aldrich kat. ¢. P4170)
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Sacharo6za p.a. (Lach-ner, kat.¢. 40135-AP0)

SDS (dodecylsiran sodny) (Lach-ner, kat. ¢. 40089-AP0-G1000-1)

Tango endonukleazovy pufr (10x) (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. BY5)

Tris (Sigma-Aldrich, kat.¢. T1503)

Triton X-100 (t-oktylfenoxypolyetoxyetanol) (Sigma-Aldrich, kat.¢. 9002-93-1)
Tween20 (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 9005-64-5)

T4 DNA Ligase (5 U-ult) (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. EL0011)

T4 DNA Ligase pufr (10x) (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. B69)

Xmnl endonukledza (10 U-ul?) (New England Biolabs, kat. ¢. R0194S)
Zebularin (1-B-D-ribofuranosyl)-1,2-dihydropyrimidin-2-on) (Sigma-Aldrich, kat.¢. 3690-
10-6)

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

4.2.2 Seznam chemickych souprav

EX0SAP-IT™ PCR Product Cleanup (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 78250.40.UL)
GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. KO691)

NucleoSpin Plant Il Kit (Macherey-Nagel, BioTech, kat. ¢. 740770.250)

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

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. K1621)
QIAquick PCR purification (Qiagen, kat. ¢. 28115)

4.2.3 Seznam oligonukleotidi

Sekvence oligonukleotidii urcené pro genotypizaci T-DNA linii pomoci PCR byly

vygenerovany pies SIGnAL T-DNA Primer Design (Salk Institute Genomic Analysis Laboratory,

http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). Oligonukleotidy uréené pro sekvenovani ¢i CAPs

marker (cleaved amplified polymorphic sequence, PCR amplifikace spojena s endonukleazovou

restrikci) byly navrZzeny manualné v programu SnapGene 5.2 (GSL Biotech LLC). Syntézu

oligonukleotidt zajist'ovala firma Eurofins. Pouzité oligonukleotidy jsou uvedeny v Tabulce 3.

Tabulka 3: Seznam pouzitych oligonukleotidi

Niazev Sekvence 5'—3" Ucel
ET0028 CGAGGATACTGGACAGTCAGGTTA Genotypovani
ET0029 CTACTAACATGTGAGGACCACCC Genotypovani
ET0032 ATATTGACCATCATACTCATTGC Genotypovani
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Pokrac¢ovani Tabulky 3

Nazev Sekvence 5" —3° Uéel

ET0035 AGCTTCAACGTGAAATCATGG Genotypovani
ET0036 CTAGACAACATGTCATACCGGG Genotypovani
ET0043 CTTCTTCAGTTGGTCCTTCATG Genotypovani
ET0044 GCTAAGGTAGTTTAGCTTCAAC Genotypovéni
ET0045 ACAGGTGGGACTTCGCATATGA Genotypovani
ET0046 GAAAAGTTGAGGGATCGACACCAA Genotypovéni
ET0088 ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT |  Genotypovéni
ET0222 TTTCTTGTTTGAGGTGCCCTTTTT Genotypovéni
ET0223 ATTGATTCATACCCAACAGGAGCG Genotypovani
gRTEL2-F GGGTTACCAAACGATTATAC Genotypovéni
gRTEL2-R CGACACAGAATATAAAGAACA Genotypovani
LB_AP1 ACTGGAACAACACTCAACCCTATCT Genotypovéni
RecB F TGCTGGTGAACACGTAAAGC Genotypovani
RecB R CAGTCGGATGGTTCGTTTCT Genotypovéni
RecE F ACTGAGTTTGGTAACCTGTG Genotypovani
RecE R CCAGAAGTAAAAGTGAAGTTC Genotypovéni
Gus F CGGTGATATCGTCCACCCAG Genotypovani
Gus R TGGATCGCGAAAACTGTGGA Genotypovani
Teb_CAPSfw GCAGTTCATCATCACTTGCCC CAPS marker
Teb_CAPSTs AAACACCATCTACCTGAAGACAC CAPS marker

TebdE_fw ATCGTGGTGTAAGATCTGTTTC PCR amplifikace
a sekvenovani

Teb5E_rs AAACACCATCTACCTGAAGACAC PCR amplifikace
a sekvenovani

ET0276 AAGCACCGCAGCCAAGCAGAG PCR amplifikace
a sekvenovani

ET0278 AAAGAAGATTGAGAAAGACC PCR amplifikace
a sekvenovani

oo o8 CCCTAAGCAGTCGCATCAAT PCR amplifikace
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Pokrac¢ovani Tabulky 3

Nazev Sekvence 5'—3’ Uéel
SMceB CCACACACGGATTTTCAACA PCR amplifikace
Produkt 1 rs a sekvenovani
SMC6B PCR amplifikace
Produkt 2 fw AATGTGAGTTTTGGCCGTTC a sekvenovani
SMceB TTCATTGCAGTTGATTCATCC PCR amplifikace
Produkt 2 rs a sekvenovani
SMC6B PCR amplifikace
Droduc3 fur TCGAGCTCAGACTGGTTGATT i
SMceB TTACCACATGGGAGCCAATAG PCR amplifikace,
Produkt 3 rs a sekvenovani
SMC6B PCR amplifikace
Drodulc 4 fur ACATGCTCACCAGGTTACTGC i
SMceB TGCTTCGATCTCAGCAGCGA PCR amplifikace
Produkt 4 rs a sekvenovani
SMC6B PCR amplifikace
PrOdUkt 5 fW CGCTAGTATCCATAACCGTT a SekvenOVéni
SMceB GAGCGTTGAATCTGCTTAGAA PCR amplifikace
Produkt 5 rs a sekvenovani
SMC6B PCR amplifikace
PrOdUkt 6 fW GGCAGTAAGAGTCGCTTTCC a SekvenOVéni
SMceB ATGGACATTTCTTAATCCGAAGC PCR amplifikace
Produkt 6 rs a sekvenovani

4.2.4 PouZité roztoky

Agardzové médium pro fotodokumentaci: Ve 100 ml destilované vody rozpustit 1 g agarozy.

Roztok rozvatit v mikrovinné troubé v uzaviratelné sklenéné lahvi s neutazenym vickem, dokud
nebude zcela ¢iry. Po 10 ml nanaset na Petriho misky a pfi pokojové teploté nechat 15 min

tuhnout.

Agar6zovy gel pro elektroforézu: Pro pfipravu 1% agar6zového gelu navazit 1 g agardzy

a smichat se 100 ml TAE pufru. Roztok rozvafit v mikrovinné troub€ v uzaviratelné lahvi
s neutazenym vickem, dokud nebude zcela ¢iry. Do vychladlého roztoku pfidat 1 pl 5x ethidium
bromidu. Roztok nalit do elektroforetické komurky. Po vyliti vlozit do komurky elektroforeticky
hiebinek.

Edwardstv pufr: Smichat 20 ml 1 mol-1* Tris (pH 7,5 nebo 8), 5 ml 5 mol-I* NaCl, 5 ml
0,5 mol-I'* EDTA a 5 ml 10% SDS. Doplnit vodou do 100 ml.

Hypochlorid sodny 8%: Smichat 7 ml 12% NaClO s3 ml destilované vody. S vyuzitim

automatické pipety pridat 100 pl 20% detergentu Tween20.
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1/2 Murashige a Skoog (MS) médium (pH 5.8): Smichat 22 g MS soli (Duchefa M0231), 10 g
sacharézy, 1 g MES (+ 6 g nebo 8 g agaru). Doplnit do objemu 1 | destilovanou vodou. Upravit

pH na 5,8 pomoci ptidavku KOH. Pfipraveny roztok se autoklavuje.

1/2 MS médium s piidavkem 20 umol-1' ZEB: Do 50 ml vychladlého 1/2 MS média ptidat 100 pl
10 mmol-1** roztoku ZEB.

1/2 MS médium s piidavkem 10 umol-1? ICRF-187: Do 50 ml vychladlého 1/2 MS média piidat
50 pl 10 mmol-1? roztoku ICRF-187.

1/2 MS médium s pfidavkem 20 nmol-1"* CPT: 3,48 mg CPT smichat s 1 ml DMSO (10 mmol-1*
zésobni roztok CPT). Zasobni 10 mmol-1* roztok zfedit znovu 1000x pro ziskani 10 umol-1*
roztoku. Do 50 ml vychladlého 1/2 MS média piidat 100 ul 10 wmol-I* roztoku CPT.

1/2 MS médium s piidavkem 50 nmol-1* BLEO: Do 50 ml vychladlého 1/2 MS média piidat 25 pl
100 pmol-I* roztoku BLEO.

1/2 MS médium s piidavkem 10 pmol-1* MMC: Do 50 ml vychladlého 1/2 MS média piidat
222 ul 2,25 mmol-1* roztoku MMC.

50x TAE pufr: Rozpustit 242 g Tris v 800 ml destilované vod¢, piidat 57,1 ml 99% kyseliny
octové a 100 ml 0,5 mol-1* EDTA (pH 8). Doplnit destilovanou vodou do 1000 ml.

0.5 mol1? EDTA (pH 8): 186,1 g EDTA rozpustit v 800 ml destilované vody, upravit pH

ptidavkem NaOH na pozadovanou hodnotu. Doplnit destilovanou vodou do 1000 ml a sterilizovat

filtraci.

1x TAE pufr: Smichat 20 ml 50x TAE pufru a doplnit destilovanou vodou do 1000 ml.
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4.3 Seznam pouZitych pristroji a zarizeni

- Automaticka tiepacka (Heidolph Reax)

- Centrifuga MiniStar Silverline (VWR)

- Centrifuga myFuge Mini (Benchmark Scientific)

- Centrifuga¢ni evaporator (SPD1010)

- Chlazena mikrocentrifuga Fresco 17 (Thermo Fisher Scientific)

- Digitalni ptedvazky Scout SC4010 (Ohaus)

- Elektroforeticka komora (Bio-Tech)

- Flow box (Biohazard Thermo Scientific)

- Fotoaparat Nikon, AF-S Micro (Nicon)

- Fytotromova komora (Wiss Gallenkamp)

- Konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 (Leica Microsystems)

- Laboratorni digestof M 1800 (Merci 1800)

- Laminarni box MSC 1.2 Advantage (Thermo Fisher Scientific)

- Magneticka michacka VS-C7 (VWR)

- Mikrovinna trouba EMN (Zanussi 2015)

- NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, program ND-1000 V3.8.1 (Thermo Fisher
Scientific)

- pH metr InoLab pH 7110 (WTW)

- Predikce sekundarni struktury proteinti — online aplikace PSIPRED

- Souprava pro horizontalni gelovou elektroforézu (Bio-Rad)

- Termostatovana tiepacka MaxQ 4000 (Thermo Fisher Scientific)

- Thermocycler T-Gradient (Biometra)

- Transiluminator InGenius LHR (Syngene), program GeneSnap (Syngene)

- Tvorba schémat — online aplikace BioRender

- Zpracovani a analyza snimkt — program Image J (Java) a Adobe Photoshop CS5 (Adobe)

- Zpracovani struktury genti, navrhovani sekvenci primerti — Snapgene (verze 5.2)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Sterilizace semen

Sterilizace semen se provadéla 2448 hod pted samotnym vysévanim na Petriho misky
s rastovym médiem za Gi¢elem zabranéni kontaminace sterilniho ristového média béhem kli¢eni.
Vysusena semena umisténa v 1,5ml zkumavce byla promyvana v 70% EtOH po dobu 5 min. Po
vyjmuti EtOH byla semena sterilizovana v 8% roztoku hypochloridu sodného s ptidavkem 1%
Tweenu20 v ¢ase 9-12 min. Hypochlorid byl odstranén vymyvanim sterilni vodou. K vymytym
sementim byla nasledné piidana 0,1% agaroza, diky jejiz konzistenci semena pii vysévani na
médium neztékala. Vysterilizovana semena se poté stratifikovala v lednici pii 4 °C, coz

umoznilo synchronizaci kliceni.

442 Testovani senzitivity na chemikaliich

Kandidatni rostlinné linie s potvrzenou mutaci byly vysévany na Petriho misky s ristovym
médiem obsahujicim vybrané chemikalie poskozujici DNA (Pecinka and Liu, 2014). Jednalo se
020 pumol-1* ZEB, 20 nmol-I* CPT, 10 umol-1* ICRF-187, 50 nmol-1* BLEO a 10 pmol-I* MMC.
Kontrolni misky neobsahovaly Zadnou z téchto chemikalii. Cilem experimentu bylo zjistit, zda
testované linie budou senzitivni vici témto chemikdliim — zda jejich genova mutace ovliviiuje
reparaci poskozeni, které tyto chemikalie zpusobuji.

Petriho misky s vysetymi semeny byly inkubovany 7 dni v percivalu. Po tydnu byly
rostliny z jednotlivych Petriho misek s chemikaliemi natazeny na 1% agar a fotografovany.
Pomoci programu Image J a interni kontroly byly pro kazdou rostlinnou linii stanoveny piesné
délky kotfinki z jednotlivych Petriho misek. Naméfené délky kofinka slouzily pro vypocet
prumérnych délek kotinku.

Pro kazdou rostlinnou linii byl dilezitym parametrem pomér pramérych délek kotinku na
médiu s chemikalii a na kontrolnim 1/2 MS médiu. Tento pomér slouzil ke vzajemnému
porovnani rostlinnych linii a hodnoceni senzitivity. Pro kazdou linii byly zhotoveny tfi replikaty,
kdy jeden replikat tvorilo pfiblizné 30 rostlin. Z vyslednych pomért byla poté vypocitana
smeérodatna odchylka.

Vysledné hodnoty pomért slouzily pro jednofaktorovou analyzu rozptylu ANOVA
(Analysis of Variance) v programu Minitab. Po zamitnuti nulové hypotézy rovnosti stiednich
hodnot byl nasledné pouzit Tuketv-HSD test (,,honestly* significant difference test) umoziujici

mnohonasobné porovnavani. Za statisticky signifikantni byly brany vysledky s P < 0,05.

4.4.3 Hybridiza¢ni a komplementacni kiiZeni
Princip komplementa¢niho testovani ¢i testu na alelismus spociva v kiizeni mutantni linie
se znamou recesivni mutaci s linii majici podobny fenotyp, u niz se domnivame, ze mutace

postihuje stejny gen. Pfi kiizeni dvou recesivnich mutantli vykazuje F1 potomstvo stejné
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rodiCovské znaky — opét jsou recesivnimi mutanty. Pokud by kiizené linie nesly mutace
v odlisnych genech, fenotyp F: linie by se podobal standardnimu fenotypu daného organismu,
jelikoz recesivni mutace by vymizela a F1 potomci by byli heterozygotni.

Hybridiza¢ni kiizeni spoliva ve vnaSeni alel a jejich znakd do populace. Dochazi
k hybridizaci linie nesouci recesivni mutaci v genu A s linii nesouci recesivni mutaci v genu B.
F1 hybridi budou dle Mendlového zakona heterozygoti (1. Mendeliv zakon o stejnorodosti
populace). V F, generaci se budou vystépovat znaky rodi¢t v charakteristickém poméru celych
gisel 9:3:3:1. Castéji nas poté zajimaji pravé jedinci nesouci recesivni mutace v obou genech

(mutace v genech A i B), jejichZ ¢etnost je v populaci nejmensi.

Mutant 1 Mutant 2 Mutant 3
senzitivni fenotyp senzitivni fenotyp senzitivni fenotyp
= :“:— B ” - *
= :“::— = * = *
gen A gen B gen A gen B gen A gen B
X - X
— |=”=:— -
oen A gen B gen A gen B
rezistentni fenotyp senzitivni fenotyp
— ” #—
gen A gen B
senzitivni fenotyp

Obrazek 13: Princip komplementa¢niho a hybridiza¢niho k¥iZeni

Pfi kfiZzeni dvou mutantnich linii nesoucich recesivni mutace ve stejném genu (mutant 2 x mutant 3) vznika F1
potomstvo vykazujici stejny senzitivni fenotyp jako parentalni generace. Pokud se naopak kiizi dvé mutantni linie
nesouci resecivni mutace v odlisnych genech (mutant 1 s mutaci v genu B x mutant 2 nesouci mutaci v genu A), vznika
F1 potomstvo vykazujici rezistentni fenotyp — recesivni mutace byly potlaceny a v sledovanych genech jsou tito potomci
heterozygotni. Avsak v nasledujici F2 generaci mize dojit k opétovovnému vyskytu mutaci, bud’ v genu A nebo B, ¢i
Vv obou genech zaroven (upraveno Kruska, 2017)

Husenicek rolni se fadi mezi samosprasné rostliny. Pro ktizeni byly vybirany pupeny
s nezralymi prasniky, které mély zelenou barvu. Pti kiizeni musely byt z pupent prasniky
odstranény, aby se zabranilo pfenosu vlastniho pylu na bliznu. Emaskulované kvéty se po jednom
az dvou dnech opylovaly pylovymi zrny jiné linie husenicku rolniho. Po 3 tydnech ristu ve
fytotromu byly zralé SeSule s hybridnimi semeny sesbirany tak, aby nedoSlo ke kontaminaci

jinymi Sesulemi s nehybridnimi semeny vzniklymi klasickym samosprasenim.
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4.44 Analyza bunééné smrti v kofenovém meristému

Kofen je symetricky radialni rostlinny organ, ktery se sklada z riznych bunék. Vné lemuji
koten buniky epidermis, nasleduji bunky kortexu, endodermis a vaskularni tkané. PodéIné 1ze
koten rozdélit do tii zon — kotenovy apikalni meristém (RAM), elongacni zonu (EZ) a maturacéni
zonu (M2Z).

Ve $picce kofene v RAM je lokalizovana skupina buné€k s nizkou mitotickou aktivitou
nazyvana jako klidové centrum (quiescent center, QC). Bunky QC jsou dale obklopeny 4 typy
kmenovych bun¢k pro (1) epidermis/lateralni buiky kotenové Cepicky; (2) kortex/endodermis;
(3) vaskularni tkan a (4) kofenovou ¢epicku (columella). Pro tyto buriky je charakteristické, Ze se
déli asymetricky, ¢imZ vznikaji jednotlivé dcefinné buriky s definovanou funkei (Dolan et al.,
1993).

endodermis
cortex
QC

\? epidermis
lateral root cap

columella

Obrazek 14: Archtektura kofenového meristému

V kofenovém meristému se nachazi skupina bun€k s nizkou mitotickou aktivitou (quiescent centrer QC) — oznaceny
svétle Sedou barvou. QC obklopuji 4 typy kmenovych bunék pro epidermis/lateralni buiky kofenové cepicky (tmavé
fialova); kortex /endodermis (zelend); vaskularni tkan (tmavé ervend) a kofenovou epicku (Cernd). Tyto buriky se

(tmavé¢ $edd), buiiky endodermis (modrd) a kortexu (zlutd), vaskularni buriky (svétle Cervend) a buitky kotfenové
Cepicky (hnedd) (Rahni et Birnbaum, 2019).

Meristematicka zona obsahuje bunky Snejvyssi proliferaéni aktivitou a predstavuje
piechodnou zénu, v niz se buriky za¢inaji prodluzovat (Ivanov et Dubrovsky, 2013). Rostlinné
kmenové bunky tvoii prekurzory vSech tkani pro cely rostlinny organismus, z toho diivodu je zde
zaroven dulezita ochrana pred poSkozenim DNA. Burky kotene a apikélniho meristému jsou
vysoce citlivé vici genotoxickému stresu. 1 pfi nizké urovni poSkozeni DNA dochézi
v meristematické tkani K selektivnimu vyskytu programované bunééné smrti (Fulcher et
Sablowski, 2009).

Propidium jodid je fluorescencni interkalacni barvivo, které je vici bunéénym membranam
intaktni. Pokud je n€ktera buiika v kofenovém meristému poskozena, pronika propidium jodid do

jejiho nitra, diky cemuz je v konfokalnim mikroskopu umoznéna jeji vizualizace. Propidium jodid
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je vhodny pro analyzu bunééné smrti a kvantifikaci poskozeni DNA spojeného s replikaci
v mutantnich liniich. V zavislosti na povaze defektu pfi zpracovani aberantni replikace je za
normalnich podminek ristu rostlin detekovatelna zvySena bunécnd smrt (Rohrig et al., 2016;
Klemm et al., 2017).

Vysterilizovana semena byla vyseta na tuhé 0,8% 1/2 MS médium. Petriho misky se
semeny byly inkubovany v percivalu ve vertikalni poloze. 5denni semenacky byly pieneseny
2 0,8% 1/2 MS média do tekutého 1/2 MS média bez ptidavku chemikalie a s 20 umol-1* ZEB.
Linie s mutaci v genu TEBICHI byly dale pieneseny také do 10 pmol-1* ICRF-187, 50 nmol-1*
BLEO a 10 umol-I* MMC. Nasledovala 12-24 hod inkubace. Pro vizualizaci pokozenych
amrtvych buncék v kofenovém meristému u 6dennich semenackd byl vyuzit konfokalni
mikroskop Leica TCS SP8 (Leica Microsystems).

Na podlozni skli¢ko bylo naneseno 150 pl 100x propidium jodidu. 6denni semenacky byly
po preneseni na podlozni sklicko prikryty krycim sklickem. Nasledovala analyza na konfokalnim

mikroskopu s 20x zvétSenim.

4.45 lzolace DNA

Pro vétSinu molekularné genetickych analyz je nezbytnym krokem izolace DNA. V ramci
diplomové prace byly vyuzity dva postupy — izolace dle upraveného protokolu Edwardse
(Edwards et al., 1991) aizolace na kolonkach svyuzitim soupravy NucleoSpin Plant II
(Macherey-Nagel, BioTech).

4451 Upraveny protokol Edwardse

Upraveny protokol Edwardse slouzil k izolaci DNA, jez byla vyuZzivana pro genotypizaci
pomoci PCR amplifikace. Vyhodou metody je malé vstupni mnozstvi rostlinné¢ho materialu
a finan¢ni nenaro¢nost. Protokol je vhodny i pro multikapacitni izolaci DNA, pocetni omezeni
klade pouze 96jamkova desticka. Vyizolovana DNA vSak nedosahuje prili§ velké Cistoty
a rychleji podléha degradaci, av§ak pro genotypizaci PCR amplifikaci je takto vyizolovand DNA
dostacujici.

Malé kousky listu z jednotlivych rostlin (0,51 x 0,5 cm) se vlozily do 1,5ml VWR
mikrozkumavek, které byly naplnény sklenénymi kulickami o praméru 1,26-1,65 mm. Po
odebrani jednotlivych vzorkll byly mikrozkumavky uzavieny a zmrazeny v tekutém dusiku.
Nasledovala homogenizace v Tissue Raptoru, kdy bylo tfeba davat pozor, aby zkumavky
nerozmrzly a zaroven aby se rostlinny obsah zhomogenizoval. Homogenizace se proto vétSinou
provadéla ve dvou opakovanich.

Po homogenizaci bylo ke vzorkim ptidano 100 ul Edwardsova pufru. Zkumavky byly
centrifugovany pii 2250 g po dobu 20 min. Z kazdého vzorku byl pfenesen supernatant o objemu
80 ul na 96jamkovou desticku. Po ptidani 80 pl izopropanolu se desticky zcentrifugovaly pfi
2250 g po dobu 10 min. Supernatant byl slit a po ptidani 70% EtOH byly desticky opét
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zcentrifugovany za stejnych podminek. Supernatant byl vyjmut. Aby dosSlo k odpaieni
zbyvajiciho EtOH, nechaly se desti¢ky susSit na buni¢iné dnem vzhlru pii pokojové teploté po

dobu 1 hod. Pelet byl nasledné rozpustén v 50 ul TE pufru.

4.45.2 Kolonkova izolace NucleoSpin Plant I1

Kolonkova izolace ptedstavuje rychlou metodu pro ziskani DNA o vyssi kvalité.
Vyizolovana DNA je vhodna pro PCR amplifikaci a naslednou sekvenaci ¢i endonukleazové
Stépeni.

Pro izolaci se vyuzivaly rostliny staré 7 dni o navazce 100 mg. Rostliny se vlozily do 1,5ml
zkumavky se sklenénymi kulickami o primeéru 1,262 mm. Po zamrazeni v tekutém dusiku
nasledovala stejné jako v predeSlé izolaci homogenizace s vyuzitim Tissue Raptoru. Ke
zhomogenizovanému prasku bylo pfidano 300 pl pufru PL2 a10 ul RNazy A. Dalsi kroky

probihaly standardnim postupem dle instrukci vyrobce.

4.4.6 lzolace RNA a syntéza cDNA

RNA byla izolovana pomoci kolonkové soupravy RNeasy Plant Mini firmy Qiagen
standardnim postupem. Pro izolaci RNA se opét vyuZzivaly rostliny staré 7 dni o navazce 100 mg.
Pied homogenizaci rostlin se pfipravily roztoky nutné pro izolaci o potiebném objemu (na

3 vzorky):

1) 1 ml pufru RLT se smichal s 10 ul B-merkaptoetanolu
2) 5 ul DNazy I se smichalo s 25 pl 10x RDD pufru a 220 pl ddH2O.

Nasledné kroky izolace probihaly dle instrukci vyrobce. Po stanoveni koncentrace bylo
mozné RNA uskladnit v mrazicim boxu o teploté -80 °C, piipadné pokracovat v syntéze cDNA.
Pfi syntéze cCDNA byl k 1-2 pg RNA pfidan 1 ul Oligo(dT) primeri (100 umol 1), reakce
byla doplnéna vodou, jeZ byla zbavena nukleaz, do objemu 12 pl. Nasledovala inkubace 5 min

pti 65 °C v termocycleru. Do reakce byly po inkubaci ptidany chemikalie dle Tabulky 2:

Tabulka 4: Syntéza cDNA

Koncentrace Konecna Pipetovany
Latka .
zasobniho roztoku koncentrace objem [pl]
Reak¢ni pufr 5x 2,5x 4
Ribolock RN4zovy inhibitor 20 Ul 2,5U-ult 1
dNTPs 10 mmol-1? 2,5 mmol-1? 2
RevertAid reverzni transkriptiza 200 U-pl? 25 U-plt 1

Syntéza cDNA probihala 1 hod pfi 42 °C a nasledné 5 min pifi 70 °C. Nasyntetizovana
cDNA byla pouzita pro PCR amplifikaci, pfipadné byla uskladnéna do lednice se stabilni teplotou
-20 °C.
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447 Polymerazové fetézové reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) slouzi k amplifikaci specifickych tsekti DNA.
Samotna reakce probihd v pfistroji zvaném thermocycler, jenz zajiStuje meénici se teplotni
a Casové podminky jednotlivych fazi a také opakovéani cykld. V prvni fazi PCR dochézi
k denaturaci dsDNA na ssDNA. Na jednovlaknové molekuly DNA nasledné nasedaji specifické
primery, od nichz polymeraza syntetizuje komplementarni vlakno. Opakovanim téchto cyklt
dochazi k exponencialnimu narustu kopii specifického tiseku DNA.

V ramci vyzkumu byly pouzity dva principy PCR — klasicka ¢i konvenéni PCR a inverzni
PCR. Konven¢ni PCR slouzi k amplifikaci useku ohrani¢eného dvéma primery sméfujicimi
dovnitt. Konvenéni PCR se vyuzivala pro naamplifikovani konkrétniho useku za ucelem
sekvenace ¢i genotypizace (viz kapitola 4.4.8). Naopak inverzni PCR se vyuziva na amplifikaci
neznamého tseku. Pii této PCR je nutné DNA nastépit restrikénim enzymem, pticemz k jedné ze
dvou restrikci dojde v neznamé sekvenci. Nafragmentované useky se nasledné liguji do cirkularni

molekuly, ktera slouzi jako templat pro PCR amplifikaci (Clark et al., 2019).

4.4.7.1 Konvencni polymerazova retézova reakce

Konven¢ni PCR reakce slouzi k amplifikaci useku, jeZ je ohrani¢en dvéma primery
smé&fujicimi dovnité. Pro PCR amplifikaci specifického useku DNA za Géelem zjisténi jeho
nukleotidové sekvence byla pouZzita Phusion polymeraza s proofreading aktivitou (Thermo Fisher
Scientific). Teplota umoznujici hybridizaci primert byla specifickd pro kazdy primerovy par
abyla odvozovana z teplot tani jednotlivych primert. Pfi vyuziti vice primerovych part se
vyuzivala primérna teplota pro nasedani primerd. Objemy jednotlivych reagencii tvotici PCR
premix jsou uvedeny v Tabulce 5. Teplotni a ¢asové podminky jednotlivych fazi jsou uvedeny

v Tabulce 6.

Tabulka 5: Slozeni PCR reakéni smési

Litka Koncentrace Kone¢na Pipetovany objem [pl]
zasobniho roztoku koncentrace (objem reakce 25 pl)
Phusion HF pufr 5x 1x 5
DNA, cDNA ~50 ng-plt ~1 ng-pl* 05
Primer forward 10 umol I 0,2 umol-I*? 0,5
Primer reverse 10 umol I 0,2 umol-I*? 0,5
Polymeraza Phusion 2 Ul 0,02 U-ult 0,25
dNTPs 10 pmol-I*? 0,2 umol-I*? 0,5
ddH:0 - - 17,75

36



Tabulka 6: Podminky PCR

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s

pramérna teplota tani

Nasedani primert orimerti snizend o 5 °C 20s 35
Elongace 72 30 s/kb

Zaveérecna elongace 72 10 min 1
Dokonceni reakce 4 0

Uspé&snost PCR byla hodnocena elektroforézou na 1-2% agarézovém gelu s piidavkem
ethidium bromidu. Pro stanoveni velikosti PCR produktd byl pouZzit marker molekulové
hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Vizualizace probihala
pomoci UV transiluminatoru.

Uspé&sné naamplifikované PCR produkty byly purifikovany metodou ExoSAP (Thermo
Fisher Scientific). Pokud se v gelu nachazely i jiné nespecifické produkty odchylujici se od
ocekavané velikosti, byl veskery PCR produkt znovu separovan pomoci gelové elektroforézy,
pticemz specifické produkty byly z gelu vyfezany a purifikovany pomoci soupravy GenelET
Extraction. Extrakce z gelu v8ak nebyla Setrna a vedla k urcité ztrat€ naamplifikovanych kopii.
Proto bylo nutné piecisténé DNA produkty reamplifikovat.

PCR produkty byly sekvenovany Sangerovou metodou firmou SEQMe. Piiprava PCR
produktii spo¢ivala v zakoncentrovani vakuovym evaporatorem na koncentraci 50 ng-pl™. Jedna
sekvena¢ni reakce se skladala z5 ul zakoncentrovaného PCR produktu a 5 ul 10 pmol-1?

primeru.

4.4.7.2 Inverzni polymerazova ietézova reakce

Inverzni PCR slouzi k amplifikaci neznamé nukleotidové sekvence, vedle niz se nachazi
znama sekvence se specifickymi primery. Dulezitym krokem inverzni PCR bylo §tépeni DNA
restrikénim enzymem Vv neznamé sekvenci. DNA fragmenty se nasledné pomoci ligace spojily do
kruhové molekuly, ktera byla dale pouzita jako templat pti inverzni PCR. Neznama sekvence byla

amplifikovana dvéma primery nasedajicimi na znamou sekvenci.
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DNA je nastépena restrik¢énim enzymem v neznimé sekvenci. Fragmentované iseky DNA jsou ligovany do kruhové

molekuly, ktera slouZi jako templat pro inverzni PCR (Clark et al., 2019).

Rostlinna DNA byla izolovana pomoci kolonkové soupravy NucleoSpin plant Il

(Macherey-Nagel, BioTech). Pro endonukleazové $tépeni enzymem Xmnl (10 U-pl?) (New
England Biolabs) a Eco1301 (10 U-plt) (Thermo Fisher Scientific) bylo tfeba 0,5-2 pg DNA.
Objemy pouzitych reagencii pro oba enzymy byly ponechany dle instrukci vyrobee viz Tabulka 7

a Tabulka 8. Digesce bézela ptes noc pii 37 °C. Po inaktivaci restrikéniho enzymu (vystaveni

teploté 65 °C po dobu 20 min) byly DNA fragmenty pfeciStény pomoci kolonkové soupravy

QIAquick PCR purification. Na kone¢nou eluci bylo pouzito 50 ul TE pufru.

Tabulka 7: Digesce gDNA enzymem Xmnl (NEB)

Litk Koncentrace Konecna Pipetovany objem
atka
zasobniho roztoku koncentrace [pl]
NEB pufr 10x 1x 5
Enzym Xmnl 10 U-plt 0,2 U-ult 1
DNA 0,5-2 pg-ult 10-40 ng-ul* 1

ddH20 (nuclease-free) - -

Doplnit do 50 pl
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Tabulka 8: Digesce gDNA enzymem Eco1301 (Thermo Fisher Scientific)

Létka Koncentrace Konecna Pipetovany objem
zasobniho roztoku koncentrace [ul]
Pufr O 10x 1x 2
Enzym Eco130I 10 U-plt 0,5 U-ult 1
PCR produkt 0,5-2 pg-ult 25-100 ng-ul*? 1
ddH:0 (nuclease-free) - - 16

Pro ligaci bylo tieba 10-50 ng DNA. Ligacni reakce se skladala z rozfragmentované
DNA, T4 DNA ligazy, T4 DNA ligazového pufru a ddHO (Thermo Fisher Scientific). Jednotlivé

objemy reagencii jsou uvedeny v Tabulce 9.

Tabulka 9: SloZeni liga¢ni smési

Koncentrace Pipetovany objem /
Latka Konecéna koncentrace
zasobniho roztoku pipetované mnoZstvi
T4 DNA ligaza 5U-ul? 0,1 U-ult 1ul
Ligazovy pufr 10% 1% 5ul
Linearni DNA - - 10-50 ng
ddH:0 - - Doplnit do 50 ul

P1i ligaci lepivych koncl byla nutna inkubace 1 hod pfi pokojové teploté. Nasledovala
PCR amplifikace — gDNA, jez byla §tépena enymem Xmnl, byla po ligaci amplifikovana dvojici
primert SMC6B Produkt 3rs a ET276, gDNA Stépena enzymem Ec0l30l byla po ligaci
amplifikovana primery JJ010 a ET276. Objemy reagencii pro inverzni PCR jsou uvedeny
v Tabulce 10. Podminky inverzni PCR jsou uvedeny v Tabulce 11.

Tabulka 10: SloZeni reakéni smési pro inverzni PCR

Litka Koncentrace Koneéna Pipetovany objem [pl]
zasobniho roztoku koncentrace (objem reakce 50 pl)

Dream Taq pufr 10x 1x 5
Primer forward 10 umol I 0,5 umol-I? 2,5
Primer reverse 10 pmol-1*t 0,5 pmol-1*t 2,5
dNTPs 2 mmol-I* 0,2 mmol-I* 5
Polymeraza Dream Taq 5 U-ul? 0,025 U-ul? 0,25
ddH.0 - - 32,75
ligovana DNA ) : 2
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Tabulka 11: Podminky inverzni PCR

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocateéni denaturace 95 3 min 1
Denaturace 95 30s

prumérna teplota tani

Nasedani primert primerdi sniZend o 5 °C 30s 35
Elongace 72 1 min/kb

Zaveérecna elongace 72 10 min 1
Dokonceni reakce 4 o0

Po PCR amplifikaci nasledovala gelova elektroforéza (1,5% agarozovy gel) s extrakei
z gelu. Bandy PCR produktt, jez byly predmétem zajmu, byly vyfezany z gelu a purifikovany
pomoci kolonkové soupravy GeneJET. Podle nutnosti byly tyto produkty opét reamplifikovany.
Purifikované a zakocentrované PCR produkty byly sekvenovany Sangerovym sekvenovanim

firmou SEQMe.

4.4.8 Genotypizace

Genotypizace slouzi k ur€eni alelické konstituce genu. OdliSeni jednotlivych alel je
umoznéno diky pfitomnosti markerd, které jsou reprezentovany jednonukleotidovymi
polymorfismy (SNP), opakujicimi se repeticemi ¢i tzv. indely (inzerce, delece). V diplomové
praci pro detekci SNP byl vyuzit CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) marker. Pro
detekci T-DNA inzerce byla vyuzita PCR amplifikace se specifickym oligonukleotidem pro
inzert. Vyhoda obou metod spociva v jejich kodominantnim charakteru, dokazou rozlisit jak

homozygotni, tak heterozygotni konstituci daného genu.

4.48.1 Genotypizace T-DNA linii, reportérovych linii a linie teb-1 pomoci metody PCR

T-DNA linie vznikly ndhodnou mutagenezi zprostiedkovanou Agrobacterium tumefaciens
prostfednictvim jejich Ti-plazmidu. T-DNA se zaclefiuje do rostlinného genomu, ¢imz vytvari
mutace. Inzertované sekvence zarovei slouzi jako markery, které je mozné detekovat.

Reportérové linie recB (B11) a recE (IC9) slouzi pro hodnoceni frekvence homologni
rekombinace. Linie recB obsahuje pfimé repetice pro rekombinaéni substrat a slouzi pro detekci
frekvence HR typu ,,single strand annealing® (Puchta et al., 1995). Linie recE (IC9) obsahuje
obracené repetice a slouzi pro detekci frekvence HR typu ,,synthesis-dependent strand annealing*
(Molinier et al, 2004).

Z testovanych T-DNA linii, reportérovych linii a mutantni linie teb-1 se nejprve izolovala
DNA dle upraveného protokolu Edwardse (kapitola 4.1.1.1).

Po izolaci DNA nasledovala PCR amplifikace. Piitomnost reportérovych alel byla
hodnocena PCR amplifikaci sekvence pro B-glukuronidasu (GUS). Pro genotypizaci T-DNA linii
byly ptipraveny vzdy dvé sady PCR premixu. Jeden premix obsahoval oligonukleotidy specifické
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pro WT alelu (bez T-DNA inzerce), druhy zaménoval jeden z WT oligonukleotida za specificky

oligonukleotid pro amplifikaci T-DNA inzertu (viz Tabulka 12).

Tabulka 12: Genotypizace T-DNA a reportérovych linii

WT alela T-DNA inzert
Gen Alela
Forward Reverse Forward Reverse
SMC6B smc6b-1,
ET0035 ETO0036 ET0035 LB _AP1
At5061460 SALK 101968C
RTEL1 rtel-1,
gRTEL2-F | gRTEL2-R | gRTEL2-F LB _AP1
At1g79950 SALK 113285C
KU70 ku70,
ET0043 ETO0044 ETO0043 LB _AP1
Atl1g16970 SALK 123114C
LIG4 lig4,
ET0045 ET0046 ET0045 LB _AP1
AT5G57160 SALK 044027
FAN1 fani,
ET0028 ET0029 ET0028 ET0032
AT1G48360 GK_815C08
MUS81 mus81-1,
ET0222 ET0223 ET0223 ETO0088
AT4G30870 GK 113F11
recE
FEF(?Q)E Molinier et al., RecE F RecE R Gus F Gus R
2004
rec B
RECB Puchtaetal, | RecBF | RecBR Gus F GusR
(B11) 1995

V piipadé genotypizace linie teb-1 (Inagaki et al., 2006) nesouci 2,7 kb deleci v gDNA
zasahujici 7.-13. exon genu TEBICHI (TEB) byly oligonukleotidy navrzeny manualné
v programu SnapGene (Obrazek 16). Pro analyzu WT alely byl specificky reverzni oligonukleotid
(teb-1 WT rs) lokalizovan do exonu 8, jenz spada do deletované oblasti mutantni alely teb-1. Pro
genotypizaci mutantni alely byl reverzni oligonukleotid (teb-1 deletion rs) navrzen do exonu 14.

Oba primery byly kombinovany s forward oligonukleotidem pojmenovanym teb-1 WT.

teb-1WTfw =

« teb-1deletionrs

teb-1 WT fw = + teb-1 deletion rs

M- - .- - 1 RN - - - - S

DNA poly

Obrazek 16: Genotypizace linie teb-1

Nahote: Intron-exonova struktura genu TEBICHI mutantni linie teb-1 obsahujici 2,7 kb deleci zasahujici 7.-13. exon.
Dole: Sedé znazornéna intron-exonova struktura genu TEB bez delece. Purpurové znacena proteinové struktura TEB
s helikazovou a DNA polymerazovou doménou. Sipkou znageny pouzité oligonukleotidy umoziiujici genotypizaci
mutantni linie teb-1.
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Kombinace oligonukleotidii slouZici pro genotypizaci mutantni linie teb-1 jsou pro

ptehlednost uvedeny v Tabulce 13.

Tabulka 13: Genotypizace linie teb-1

WT alela Delece
Gen Mutantni alela
Forward Reverse Forward Reverse
teb-1
TEB ) teb-1 WT teb-1 WT teb-1 WT teb-1
Inagaki et al, )
AT4G32700 2006 fw rs fw deletion rs

Pro PCR amplifikaci byla pouzita DreamTaq polymeraza s 10x DreamTaq pufrem
(DreamTaq™ Buffer, DreamTaq™ Green Buffer, Thermo Fisher Scientific). Jednotlivé
reagencie PCR reakce jsou shrnuty v Tabulce 14. Podminky PCR jsou uvedeny v Tabulce 15.

Tabulka 14: SloZeni PCR reak¢ni smési pro genotypizaci T-DNA linii a linie teb-1

Litka Koncentrace Kone¢na Pipetovany objem [pl]
zasobniho roztoku koncentrace (celkovy objem 20 pl)
Dream Taq reakéni pufr 10x 1x 2
Primer forward 10 umol I 0,5 umol-I* 1
Primer reverse 10 umol I 0,5 umol-I? 1
dNTPs 2 umol-1?t 0,2 umol-I* 2
Polymeréaza Dream Taq 5U-ult 0,025 U-plt 0,1
DNA - - 1
ddH:0 - - 12,9

Tabulka 15: Podminky PCR pro genotypizaci T-DNA linii a linie teb-1

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 95 3 min 1
Denaturace 95 30s

pramérna teplota tani

Nasedani primerti primerdi snizend o 5 °C 30s 35
Elongace 72 1 min/kb

Zavéreéna elongace 72 10 min 1
Dokonceni reakce 4 0

Po PCR amplifikaci nasledovala gelova elektroforéza v 1% agarézovém gelu s ethidium
bromidem. Dle ptitomnosti naamplifikovanych bandt bylo mozné urcit genotyp analyzovanych

rostlinnych linii.
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4.4.8.2 Genotypizace DPCR kandidata 9B-43 pomoci CAPS markeru

Nalezena DPCR kandidatni linie 9B-43 nese v genu TEB SNP mutaci, ktera zapfti¢inuje
zanik restrikéniho mista pro enzym Ec0130I (Styl) (Thermo Fisher Scientific). U kandidatnich
rostlin 1ze amplifikaci tohoto useku a jeho naslednou restrikci enzymem ur€it genotyp.

Z kandidatnich rostlin byla nejprve izolovana DNA pomoci kolonkové soupravy
NucleoSpin Plant 11 (Macherey-Nagel, BioTech). Nasledn¢ doslo k PCR amplifikaci ¢asti genové
sekvence o velikosti 1703 bp dvojici oligonukleotida Teb_CAPSfw a Teb_CAPSrs. Objemy
reagencii PCR smési a podminky PCR reakce jsou stejné jako v predeslé podkapitole 4.4.8.1.
Uspésnost amplifikace byla vyhodnocena na 1% agarézovém gelu s piidavkem ethidium
bromidu.

Uspésné naamplifikovandi DNA se poté vyuzivala K restrikci enzymem Eco130l
(10 U-plY). Objemy reagencii pro digesci jsou uvedeny v Tabulce 16. Digesce probihala 6 hod
pfi teploté 37 °C a byla opét hodnocena v 1-1,5% agardézovém gelu.

Tabulka 16: SloZeni reakéni smési pro restrikci

Litka Koncentrace Konecna Pipetovany objem/
zasobniho roztoku koncentrace pipetované mnoZstvi
Pufr O 10x 1x 3ul
Enzym Eco130I 10 U-plt 0,33 U-ult 1wl
PCR produkt - - 10 ul/0,1-0,5 pg
ddH0 (nuclease-free) - - Doplnit do 30 pl

U rostliny nesouci SNP mutaci v genu TEB nedochazelo k resktrikci naamplifikované
DNA — v agarézovém gelu byl vizualizovan PCR produkt o celkové velikosti 1703 bp. Pokud
byla rostlina heterozygotni, nachazely se na gelu tii produkty o velikostech 1703 bp, 1120 bp
a 583 bp. Pokud rostlina nenesla SNP mutaci (WT), byl PCR produkt rozfragmentovan na dvé
¢asti o velikostech 1120 bp a 583 bp (viz Obrazek 17).

1 2 3
N0G Obrazek 17: Ocekavané vysledky gelové elektroforézy po restrikci
5000~ enzymem Eco1301 (10 U-pl?)
e (1) U rostliny nesouci homozygotné SNP mutaci v genu TEB doslo k zaniku

1500—

o restrikéniho mista pro enzym Eco130I, PCR produkt neni fragmentovan
700-

a jeho velikost ¢ini 1703 bp. (2) U standardni rostliny neni pfitomna dana
ggg: mutace v genu TEB, nedoslo tedy k zaniku restrikéniho mista. PCR produkt
153%: byl fragmentovan enzymem Ec0130I za vzniku dvou produkti o velikostech

1120 bp a 583 bp. (3) Rostlina ma heterozygotni genotyp. Na gelu lze

identifikovat tfi produkty.
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5 VYSLEDKY

5.1 Kandidatni linie s mutaci v genu SMC6B

Gen SMCB6B je lokalizovan u husenic¢ku rolniho na 5. chromozomu v pozici 24 714 076—
24 721 970 bp. V diplomové praci jsem zkoumala 5 kandidatnich linii nesoucich mutaci v genu
SMCB6B. Tii linie (9A-10, 9A-30 a 9A-32) jsem ziskala dopfednym genetickym screenem, jenz
byl soucasti mého bakalaiského vyzkumu (Jemelkova, 2019). Linie 6-10 byla stejnym postupem
objevena M.Sc. Karin Kruska (Ruhr University Bochum, Bochum, SRN) a linie 17A-26

Magr. Klarou Prochazkovou.

5.1.1 Komplementacni k¥iZeni

Komplementaéni kfizeni odrazi geneticky piistup, ktery na zakladé fenotypové podobnosti
F1 hybrida s parentalni generaci dava informaci o genetické konstituci kiizenych linii. Pfi kiizeni
dvou linii, jez vykazuji ur¢itou senzitivu na 20 pmol-1? zebularinu, lze u jejich Fi hybrida
pozorovat dve fenotypové varianty. Pokud nesou kiizené linie mutaci ve stejném genu, budou mit
F1 hybridi na zebularinu stejny senzitivni fenotyp jako ptvodni parentalni linie. Pokud dvé
kiizené¢ linie nesou mutace v rozdilnych genech, mutace Fi hybridi se dostavaji do
heterozygotniho stavu a nedochazi k jejich manifestaci — fenotypové se podobaji WT.

Kandidatni linie byly kiizeny s kontrolni mutantni linii smc6b-1, jez vykazuje na
20 pumol-1* zebularinu stejny senzitivni fenotyp, a zaroven s nemutovanou linii W35, jez je viici
zebularinu rezistentni. F1 hybridni semena byla vyseta na 1/2 MS médium bez zebularinu a se
zebularinem. Vyhodnoceni komplementa¢niho testu bylo provedeno za 7 dni od vyseti semen
aspocivalo v porovnani primérnych délek kofinki Fi hybridi s parentdlni generaci.
Komplementaéni kiizeni kandidatni linie 6-10 je zobrazeno na Obrazku 18. Komplementa¢ni
ktizeni linii 9A-10, 9A-30, 9A-32 a 17A-26 jsou zobrazena na Obrazku 19.

W35 smcéb-1 6-10 6-10 x W35 6-10 x smc6b-1

MOCK

ZEB

Obrazek 18: Komplementac¢ni kiiZeni kandidatni linie 6-10

Kandidatni linie byla kiizena s mutantni linii smc6b-1 a WT linii W35. F1 hybridni semena byla vyseta na 1/2 MS
médium bez zebularinu (MOCK) a s 20 umol-I"* zebularinem (ZEB). Na obrazcich jsou zndzornény 7denni rostliny.
Kiizenim linie 6A-10 se senzitivni linii Smc6b-1 vznikli F1 hybridi (6-10 x smc6b-1) majici stejné fenotypové vlastnosti
jako parentalni generace. K¥iZzenim linie 6-10 s WT linii W35 vznikaji F1 hybridi (6-10 x W35), ktefi jsou vici
zebularinu rezistentni. U linie 6-10 byla potvrzena mutace v genu SMC6B. M¢étitko ptedstavuje 1 cm.
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smc6b-1 9A-10 9A-10 x smc6b-1 smcéb-1 9A-30 9A-30 x smc6b-1

MOCK

ZEB

smcéb-1 9A-32 9A-32 x smc6b-1 smcéb-1 17A-26  17A-26 x smc6b-1

Obrazek 19: Komplementa¢ni kiiZeni kandidatnich linii s mutaci v genu SMC6B

Na obrazcich jsou zobrazena kfiZeni kandidatnich linii s T-DNA linii smc6b-1. F1 hybridni semena byla vyseta na
1/2 MS médium bez zebularinu (MOCK) a s 20 umol-I"? zebularinem (ZEB). KiiZenim kandidatnich linii se senzitivni
linii smc6b-1 vznikli F1 hybridi majici stejné fenotypové vlastnosti jako parentalni generace. U vSech kandidatnich linii
byla potvrzena mutace v genu SMC6B. M¢étitko ptedstavuje 1 cm.

Na zékladé¢ komplementacniho kifizeni byla u vSech testovanych kandidatnich linii
potvrzena mutace v genu SMC6B, jelikoz F1 hybridi vznikli komplementaci s mutantni linii

smc6b-1 se fenotypove nelisili od parentalni generace.

5.1.2 Ovéreni mutace linie 6A-10

Karin Kruska ve své diplomové praci (Kruska, 2017) ur¢ila mutaci linie 6-10 v genomické
DNA (gDNA) genu SMC6B. Abych na jeji praci navazala, bylo nutné si pfitomnost mutace
v gDNA ovéfit. V programu SnapGene 5.2 (GSL Biotech LLC) jsem vytvofila strukturu genu
SMCEG6B, jenz je u husenicku rolniho lokalizovan na 5. chromozomu. Gen SMC6B ma celkovou
délku 7894 bp a je rozdélen na 28 exonl. Objevena mutace linie 6-10 by se méla nachazet pred
exonem 28.

Vyizolovanou gDNA jsem amplifikovala pomoci dvojice primerd pro Produkt 6, které
ohrani¢ovaly tsek s odekavanym vyskytem mutace (viz Obrazek 20). Usp&sné naamplifikovany
PCR produkt byl ptecistén a poslan do firmy SEQMe na Sangerovo sekvenovani, které potvrdilo
zménu baze z G na A pred exonem 28 v pozici 7362 bp (G7362A) jak je vidét na Obrazku 21.
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Start EETDNB ‘Produkt 6 fw Produkt 6 rs_ End

Produkt 6 - 1337 bp

Obrazek 20: Amplifikace useku genu SMC6B linie 6-10 s pravdépodobnym vyskytem mutace
Intron-exonova struktura genu SMC6B. Linie 6-10 nese dle vysledkt Karin Kruska (2017) mutaci pfed exonem 28
(G/A). Ovéteni mutace probihalo PCR amplifikaci primery Produkt 6 fw a Produkt 6 rs.

SMC6B aagtgaataacttggatgaaactcttratctettgrgetetrttacagCAT66TGAAGTCECACGABAGGATAAAGAAACAGCAAATGECTGCTCCTCETTCTT6Aaaacaaaaaaaaacte
+ ' X ' + f s ! . | . 4 " n L ' L ' :

T t T t T t T t T T T T T T T T
ttcacttattgaacctactttgagasatagagaacacgagaaaatgtcBTACCACTTCABCBTBCTCTCCTATTTCTTTGTCOTTTACCGACGAGGAGCAAGAACT EtEgeetEteTttgag:

1040 1045 L 1050 1055

SMC6B mvké»iealgxaﬁ{,A;pagi‘

SMC6B protsin

domain |

| 3UT
/A

SMC6B

aagtgaataacttggatgaaactctttatctcttgtgetcttttacagCATGGTGAAGTCGCACBAGAGBATAAAGAAACAGCAAATGGCTGCTCCTCBTTCTTGAaaacaaaaaaaaacte

6-10 AAGTGAATAACTTGGATGAAACTCTTTATCTCTTGTGCTCTTTTACAREATGETGAAGTCGCACGAGAGBATAAAGAAACAGCAAATGGCTGCTCCTCGTTCTTGAAAACAAARAARAACTL

T e

Obrazek 21: Mutace v gDNA linie 6-10
Mutace linie 6-10 se nachazi v akceptorovém misté sestfihu pfed exonem 28 v pozici G7362A.

Potvrzena mutace se nachazi v tzv. akceptorovém misté sestiihu (splice acceptor site), jenz
udéava spliceozomu hranici mezi intronem a exonem. Pokud dochdzi v tomto misté ke zméné
sekvence, nemusi spliceozom pfi sestiihu rozpoznat zacinajici exon, coz miZze mit za nasledek
odstranéni ¢asti kodujici sekvence, jejiz deficit ovlivni vysledny protein.

Pro uréeni efektu na vysledny protein bylo nutné izolovat RNA, jak z linie 6-10, tak z linie
W35, a reverzni transkripci pfipravit cDNA. Amplifikace cDNA probihala primery ET278
a SMC6B Produkt 6 rs. Uspéiné naamplifikované a pre¢isténé PCR produkty o délce ~1900 bp
byly opét zaslany na Sangerovo sekvenovani do firmy SEQMe. Vysledné sekvence byly
hodnoceny v programu SnapGene 5.2 (GSL Biotech LLC).

Sekvenovani cDNA linie 6-10 odhalilo ¢astecnou deleci exonu 28 o velikosti 10 bp (viz
Obrazek 22). 1 tato mala delece zapfififiuje zménu aminokyselinové sekvence Vv primarni
struktufe proteinu — piivodnich 18 aminokyselin (pozice 1040-1058 AA primarniho proteinu)
bylo nahrazeno jinymi aminokyselinami, z nichz jedna v pozici 1044 udava STOP kodon.

Vysledny protein je tedy od své puvodni velikosti zkracen o 14 aminokyselin (viz Obrazek 23).
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SMC6B [TECAATTG6AGAAGGATCGCAGTGEATGTTCATCACCCCTCATGATATCAGCATGETGAAGTCGCACGAGAGGATAAAGAAACAGCAAATGGCTGCTCCTCETTCTT6Aaaacaaaaaaaaactetecttgts
+ I I I ! I ! 1 I } 1 I 1 I +

+ I I e s R SRSl ot
MACGTTAACCTCTTCCTAGCGTCACCTACAAGTAGTGGGGAGTACTATAGTCGTACCACTTCAGCGTGCTCTCCTATTTCTTTGTCGTTTACCGACGAGGAGCAAGAACTtttgrtttettttgagaggaacat

. 1023 . 1030 s 1035 1040 . 1045 L 1050 . 1055 ,
SMCBB A 1 G E G S W M F I T P H D I 5 M V K S H E R I K K M A A P R _S
SMCSB protein

T Zinc-haok domain ]

Exon27 Exon28 .  3uT

GCAA GGAGAAGGATCGCAGTGGATGTTCATCACCCCTCATGATATCAGCATGETGAAGTCGCACGAGAGGATA, GAAACAGCAAATGGCTGCTCCTC Aaacaaaaaaaaacteocteccttgti
SMC6B 1+ T T TTCAT TAT 1667 AA T66CTGCT GTTCTTOA
W35 ITGCAATTGGAGAAGGATCGCAGTGGATGTTCATCACCCCTCATGATATCAGCATGGTGAAGTCGCACGAGAGGATAAAGAAACAGCAAATGGCTGCTCCTCOTTCTTGAAAACAAAAAAAAACTCTCCTTGTS

6-10

Obrazek 22: Delece cDNA u linie 6-10
Zménou baze v akceptorovém misté sesttihu nerozpoznal spliceozom hranici mezi intronem a exonem a vystfihl
i 10 bp kédujici sekvence exonu 28.

1 1025 L 1030 , L L 1035 L 1040 L 1045 1 1050
SMCeB 4% % TR, K

1055 L
P R S

zk

A A

WT

SMC6B protein
SMCEB , 1025 , ., 1030 , |, , 1035 , A 1040 , , , , 1045 , , , , 1050 , , 1055
6-10

SMCEE protein

Obrazek 23: Zména v aminokyselinové sekvenci vysledného SMC6B proteinu linie 6-10

STOP kodonu (1044 AA). Vysledny protein je zkracen o 14 aminokyselin.

Na konci SMC6B proteinu se nachazi Walker B/ATPazova doména. Jedna se
0 konzervovany motiv DEFD (1001-1004 AA) a P (1035 AA). Tato funkéni doména SMC6B
zustala u linie 6-10 zachovana.

Pomoci online aplikace PSIPRED byla analyzovana sekundarni struktura proteinu
SMCB6B. V ptivodnim SMC6B proteinu je v oblasti 1048-1051 AA predikovana sekundarni
struktura v podob¢ beta-skladaného listu. Tato aminokyselinova oblast byla u linie 6-10 vlivem
mutace deletovana. Nepfitomnost této sekundarni stuktury mize mit vliv na dalsi skladani
proteinu, funkénost ATPazové domény, ale také na interakci SMC6B s jinymi proteiny.
V sekundarni strukture SMC6B proteinu linie 6-10 v oblasti 1036-1039 AA byla rovnéz

predikovana Sroubovice (alfa-helix), aviak konfidence této predikce je vyrazné mensi.
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SMC6B
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Legend:
Strand Conf: - il Confidence of prediction
Helix Cart:  3-state assignment cartoon

— Coil Pred:  3-state prediction
AA: Target Sequence

Obrazek 24: Predikce zmény sekundarni struktury SMC6B u mutace 6-10.

V piivodnim SMC6B je v oblasti 1048-1051 AA predikovana sekundarni struktura beta skladany list. Tato struktura
je v SMC6B rostlinné linii 6-10 deletovana. Zkraceni aminokyselinové sekvence a ztrata posledniho beta listu mize
mit vliv na dalsi skladani proteinu, coz by mélo dopad i na ATPazovou doménu Walker B a interakci SMC6B s jinymi
proteiny. U linie 6-10 je dale v oblasti 1036-1039 AA SMC6B predikovana Sroubovice (alfa helix), avSak s nizsi
konfidenci.

5.1.3 Ovéfeni mutaci u linii 9A-10, 9A-30, 9A-32 a 17A-26

V programu SnapGene 5.2 (GSL Biotech LLC) jsem vytvorila strukturu genu SMCGB,
ktery je u husenicku rolniho lokalizovan na 5. chromozomu. Gen SMC6B ma celkovou délku
7894 bp a je rozdélen na 28 exonii. Amplifikace celé genové sekvence najednou by byla obtizna,
z toho divodu byl gen rozdélen na 6 dil¢ich ¢asti (oznaceny Cisly 1-6), mezi nimiz byly
zachovany prekryvy (viz Obrazek 25). Tyto tseky se nasledné amplifikovaly specifickymi PCR
primery (SMC6B Produkt 1-6 fw + SMC6B Produkt 1-6 rs).

@ Produkt 1 rs Produkt 3 fw
Start, IProdukt 1fw @@ Produkt 2 fwl produkt 2rs @ @ Produkt 4L produkt 3 rs © Produkt 5 fwl Produkt 4 rs @ Produkt 6 fwl produkt 5rs @ © Produkt 6 s, End

Produld 4 - 1731 bp Produkt 6 - 1337 bp
Produke 5 - 1658 bp

Obrazek 25: Amplifikace genu SMC6B
Intron-exonova struktura genu SMC6B. Gen SMCG6B byl amplifikovan 6 PCR reakcemi se specifickymi primery
(SMC6B Produkt 1-6 fw + SMC6B Produkt 1-6 rs).

Amplifikace produktti 1—4 probéhla uspésné, stejné jako u produktu 6. Sekvenovani téchto
usekt v8ak nezjistilo zadnou kauzalni mutaci.

Produkt 5 genu SMC6B se mi dle ptivodniho planu u vybranych linii nepodafilo
naamplifikovat, naopak amplifikace tohoto iseku u WT linie W35 probéhla zdarng. Casteéna
amplifikace (Produkt 7) u kandidatnich linii nebyla rovnéz tispésna, stejn¢ jako dalsi amplifikace
s riznou kombinaci primertt ET276 a ET278 (viz Obrazek 26). Do kompletni sekvence genu

SMCG6B kandidatnich linii chybél usek mezi 16.—24. exonem.
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ET0276
@ Produkt 7 fw @ Produkt 5 fw I— Produkt 4 rs @ ET0278 Produkt 7 rs @ Produkt & fw Produkt 5 rs @
— — = [

Exon16 Exonl7? Exon18 Exo... Exo... Exon21 Exon22
Produkt 4 = 1731 bp Produkt 6 - 1337 bp
Produkt 5 - 1698 bp

Produkt 7 - 1191 bp ]

Obrazek 26: Amplifikace problematické oblasti genu SMC6B
Oblast genu SMC6B mezi 16.—24. exonem nebylo mozné u vybranych kandidatnich linii naamplifikovat. PouZité
primery jsou znaceny svétle fialovou barvou.

Vzhledem k tomu, ze u WT linie bylo mozné tento Gisek naamplifikovat, byla stanovena
hypotéza, ze v daném useku doslo k prestavbé chromozomu, a to nejspiSe k translokaci. Jako
vhodnou metodu pro dalsi postup byla zvolena inverzni PCR. Diilezitym aspektem bylo vybrani
restrikéniho enzymu, ktery se nachdzi v blizkosti problematického useku. Byly vybrany dva
restrikéni enzymy — Xmnl (10 bp cutter) se 3 restrikénimi misty v genu SMC6B a Eco1301 (6 bp
cutter) se 7 restrikénimi misty v genu SMC6B (viz Obrazek 27). Digesci vybranymi enzymy byla
vystavena gDNA linii 9A-10, 17A-26 a gDNA kontrolni linie W35.

Ec01301

Produkt 3 rs Eco130I

Start  Eco1301

11010 ET0276 Eco1301 Eco1301
L

Obrazek 27: Restrikéni mista endonukleazy Xmnl a Eco1301 v genu SMC6B

Intron-exonova struktura genu SMC6B. Restriktaza Eco1301 (6 bp cutter) ma v genu SMC6B celkem 7 restrikénich
mist, pati{ mezi Casté&ji §tépici enzymy. Restriktdza Xmnl (10 bp cutter) ma v genu SMCEB pouze 3 restrikéni mista,
fadi se mezi méné &asto §tdpici enzymy. Zluté zaznadena restrikéni mista enzymi spadaji do problematického useku.
Fialové znaceny primery — Produkt 3 rs, JJ010 a ET0276.

DNA fragmenty byly po piecisténi kolonkovou soupravou QIlAquick PCR purification
(Qiagen) ligovany T4 DNA ligazou (Thermo Fisher Scientific) do cirkularni molekuly DNA.
Zligovana DNA byla amplifikovana specifickymi primery — Produkt 3rs a ET276 (amplifikace
gDNA po $tépeni enzymem Xmnl), JJ010 a ET276 (amplifikace gDNA S$tépené enzymem
Eco130I). Objem PCR reakce ¢inil 50 ul. Amplifikace byla hodnocena na 1,5 % agarézovém gelu
s ptidavkem ethidium bromidu. Na gel byly nanaseny celé objemy produktu.

PCR produkt (Eco130T) mél u kandidatnich linii i kontrolni linie stejnou velikost (~800 bp),
coz souhlasilo i s bioinformatickym stanovenim. PCR produkty (Xmnl) kandidatnich linii 9A-10
a 17A-26 mély odlisnou velikost (~2000 bp) va¢i PCR produktu kontrolni linie W35 (~1200 bp).
Stépeni restrikénim enzymem Xmnl se jevilo jako ptinosnéjsi, jelikoz rozdilna velikost produktt
naznacovala zanik pavodniho restrik¢niho mista/pfitomnost jiného restrik¢niho mista, a tedy
i zménu sekvence. Jednotlivé PCR produkty, jez byly stfedem zajmu, byly z agarézového gelu

izolovany GeneJET Gel Extraction Kitem (Thermo Fisher Scientific) a nasledné pfipraveny na

Sangerovo sekvenovani (SEQMe).
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Obrazek 28: Produkty inverzni PCR

Amplifikace ligovanych fragmentd po §tépeni enzymy Ecol30l a Xmnl. Zajmové PCR produkty (Ecol30l) linie
17A-26 a W35 dosahuji stejné velikosti (~800 bp). Po $tépeni enzymem Xmnl vznikly po ligaci a amplifikaci u linie
17A-26 a W-35 PCR produkty odlisné velikosti. U linie 17A-26 mél amplifikovany produkt velikost ~2000 bp, zatimco
u linie W35 dosahoval produkt délky ~1500 bp. M — marker molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Thermo Fisher Scientific).

Sekvenacni analyza potvrdila u kandidatnich linii 9A-10 a 17A-26 zménu sekvence za
19. exonem (od pozice 5602 bp genu SMC6B). Pomoci algoritmu BLAST bylo zjisténo, ze
neznama sekvence pochazi ze 4. chromozomu (SMC6B se nachazi na chromosomu 5) a obsahuje
&aste¢nou sekvenci genu NBR1 (NEXT TO BRCAL) (Rodriguez et al., 2014) . Cast nové sekvence
se rovnéz skladala z opakujicich se repetic GAAG ¢i GAG, které byly na zakladé¢ homologie
ptirovnany algoritmem BLAST k sekvenci transgenni linie A huseni¢ku rolniho (5” junction
region) (Sawasaki et al., 1998). Vzhledem k tomu, Ze se tyto repetice v rostlinnych genomech
nachazeji pomérné Casto, jedna se patrné pouze o nahodnou podobnost mezi sekvencemi.

Eco1301
Produkt 3 rs EED Eco130T
Start  Eco1301 Xmnl [xmni] 11010 ET0276 CEIED Eco1301 Eco1301 End
& | |
L] [l 5'UTR |

NBR1 (641 ..659)

Obrazek 29: Sekven¢nacni analyza PCR produktu kandidatnich linii

Nahote: Intron-exonova struktura genu SMC6B s restrikénimi misty pro enzymy Eco1301 a Xmnl. Fialovou barvou
znaceny primery. Aligment produktu z inverzni PCR po Stépeni enzymem Xmnl je zndzornén Sipkou. Totozna sekvence
s genem SMC6B je v §ipce zaznacena Cerné, bila oblast Sipky znaci odlisnou sekvenci.

Dole: Sekvenaéni analyzou a naslednym BLAST algoritmem byla u kandidatnich linii zji§téna zména sekvence genu
SMCB6B. Translokovana sekvence genu NBR1 (Rodriguez et al., 2014) pochazela ze 4. chromozomu.

Chromozomovou piestavbu bylo nutné ovétit klasickou PCR amplifikaci v gDNA
kandidatnich linii 9A-10, 9A-30, 9A-32 a 17A-26. Jako negativni kontrola byla vyuzita gDNA
linie W35, u niz se aberace nevyskytuje. Pii amplifikaci byl vyuzit navrzeny primer NBRI rs,
jenz lezi v translokované oblasti, a jeho amplifikacnim partnerem se stal primer ET276.
Chromozomova piestavba byla potvrzena u vSech kandidatnich linii. U linie W35 dle o¢ekavani

nevysel zadny produkt (viz Obrazek 30).
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Obrazek 30: PCR amplifikace gDNA s primerem spadajicim do translokované oblasti

U linii 9A-10, 9A-30, 9A-32 a 17A-26 doslo k naamplifikovani gDNA primery ET276 a NBR1 rs. Primer ET276 je
lokalizovan do genu SMC6B (chromozom 5), zatimco primer NBR1 rs lezi v genu NBR1 (pivodni lokalizace
chromozom 4). Amplifikace gDNA kandidatnich linii potvrdila chromozomovou piestavbu. U linie W35 se ptestavba
chromozomul nevyskytuje, z toho divodu nedoslo k amplifikaci. M — marker molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb
Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), H20 — negativni kontrola.

PCR produkty linii 9A-10 a 17A-26 byly opétovné izolovany z gelu a po purifikaci byly
odeslany na sekvenovani (SEQMe). Dulezity parametr byl pfechod mezi sekvencemi genu

SMC6B a NBR1. Vystup ze sekvenovani je znazornén na Obrazku 31.

GAGCT. T TTCAGTET TACCEETTETTTTTTCOI TTAGACAACTTAATAACACATTGTGOTOTAAACAAATTGACGETTAGACAACTTAATAACACATTGCGBACETTT
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Ovéfeni 17A_26 GAGCTAAAGAAGATTGAGAAAGACCTTCAGTCTGCCGAAGCGGTACCCCTTCTTTTTTCGITTAGACAACTTAATAACACATTGTGGTGTAAACAAATTGACGCTTAGACAACTTAATAACACATTGCGGACGTTT
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Obrazek 31: Sekvena¢ni analyza potvrzujici chromozovou prestavbu u kandidatnich linii
Chromozomalni prestavba byla u kandidétnich linii potvrzena klasickou PCR amplifikaci a sekvenaci vzniklych PCR
produktl. V ramecku zaznacen ptechod, kde doslo k preruseni sekvence genu SMCGB.

Vyskyt stejné mutace u linii 9A byl pravdépodobny, jelikoz pochazeji z jedné sbirky
(batche), kterd obsahovala pfiblizné¢ 100 M1 rostlin. Téméf jisté se jedna o potomky stejné M1
matefské rostliny. U linie 17A-26 byl vyskyt piestavby piekvapivy, jelikoz linie vychazi
Z nezavislé mutantni sbirky. Nejpravdépodobnéjsi pti¢inou je kontaminace semenem ze sbirky

9A.
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5.1.4 Testovani senzitivity linii 6-10, 9A-30 a smc6b-1 viéi zebularinu

Statisticka analyza senzitivity vii¢i 20 umol-I"! zebularinu byla provedena pouze na liniich
6-10, 9A-30 a na kontrolnich liniich smc6b-1 a W35. Test byl proveden ve tfech opakovanich,
pticemz v jednom kole bylo hodnoceno 30 rostlin z kazdé linie. Hodnoceni senzitivity probihalo
7 dni od vyseti semen. Vzhledem k tomu, Ze linie 9A-10, 9A-32 a 17A-26 nesou stejnou mutaci
jako linie 9A-30, byl pro kazdou z nich zhotoven jeden replikat, ktery vsak do vysledné statistiky
v této podkapitole neni zahrnut.

VS8echny linie s mutaci smcéb vykazovaly na zebularinu vysokou miru senzitivity.
Primérna délka kofend téchto linii se na 20 umol-I* zebularinu pohybuje do 1,5 mm (viz
Obrazek 32). Primérné délky kofinkl testovanych linii na kontrolnim médiu (MOCK) a
s 20 umol-I"* zebularinem (ZEB) jsou zobrazeny v Grafu 1.

W35  smc6b-1 9A-30 6-10

g 20
£
2 15
= T
MOCK 5
- -
2 10 -
=
3
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ZEB £
E . dy I
2
& MOCK ZEB

Obrazek 32: Testovani senzitivity linii WW35 msme6b-1 mO9A-30 ©6-10

smc6b vici zebularinu

Graf 1: Primérné délky koFinki testovanych smc6b
linii na zebularinu

Obrazek 32: Na obrazku jsou zobrazeny 7denni rostliny linii s mutaci v genu SMC6B (smc6b-1, 9A-30 a 6-10), jez
byly vysazeny na kontrolni 1/2 MS médium (MOCK) a na médium s 20 umol-I* zebularinem (ZEB). Linie W35 slouzi
jako negativni kontrola, smc6b-1 piedstavuje zaroven pozitivni kontrolu. Méfitko znac¢i 1 cm.

Graf 1: V grafu jsou zaznamenany pramérné délky [mm] kofinkt 7dennich testovanych rostlin na kontrolnim médiu
(MOCK) a na 20 pmol-I** zebularinu (ZEB).

Statisticka analyza vychazela z poméru prumérnych délek kofenti chemikalie/mock.
Kofeny smc6b linii dosahovaly na médiu se zebularinem max. 9 % délky nez na kontrolnim
médiu.

Ziskané poméry slouzily ke vzajemnému porovnani rostlinnych linii a hodnoceni
senzitivity. Vysledné hodnoty byly vyuzity pro jednofaktorovou analyzu rozptylu ANOVA
(Analysis of Variance) a nésledn¢ TukelGv-HSD test (,,honestly* significant difference test)
umoznujici mnohonasobné porovnani (program Minitab). Za statisticky signifikantni byly brany
vysledky s P < 0,05. Ziskané poméry délek [%] a vysledky mnohonasobného porovnani jsou

zobrazeny v Grafu 2.
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Graf 2: Pomér délek ko¥inka zebularin/mock u smc6b

— 100 - linii
= Zobrazeny jsou poméry délek kotinkt testovanych linii na
(% 80 - a 20 umol 1"t zebularinu (ZEB) vici 1/2 MS médiu (MOCK).
o [ Hodnoty znadené stejnym pismenem nevykazuji dle
% 60 - Tukeyho testu signifikantni odli$nost (P < 0,05).
m
N 40 A
=
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Rozdily poméru délek ZEB/MOCK nebyly u jednotlivych linii Smc6b signifikantni a dle
Tukeyho testu spadaji do jedné skupiny, na rozdil od linie W35, ktera je vii¢i zebularinu témer
rezistentni. Linie W35 dosahuje na médiu s 20 umol-I* zebularinem 60% délky nez na kontrolnim
1/2 MS médiu (MOCK).

Mutace linii 6-10 a 9A-30 v genu SMC6B ovlivituji funkénost vysledného proteinu.
Vyfazeni podjednotky SMC6B ma dopad i na celistvy komplex SMC5/6, ktery v disledku toho
nemiize plnit své funkce. Vysledky potvrzuji, ze SMCS5/6 komplex ma nezbytnou roli v oprave

DNA-proteinovych komplexii indukovanych zebularinem.
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5.2 Kandidatni linie s mutaci v genu TEBICHI

Gen TEBICHI je u huseni¢ku rolniho lokalizovan na 4. chromozomu Vv pozici 15 767 185—
15 779 697 bp a sklada se z 26 exont. Celkova délka genu ¢ini 12 513 bp. U kandidatni linie 9B-
43 byla mutace v genu TEBICHI zjisténa celogenovym sekvenovanim, které bylo provedeno na
odvozené F, mapovaci populaci (Jemelkova, 2019). Mutace linie 9B-43 byla lokalizovana na
4. chromozomu a zasahovala do genu TEB (G2565A). Mutace byla ovéfovana komplementa¢nim
kiizenim s mutantni linii teb-1 (Inagaki et al., 2006) a PCR amplifikaci. Selekce mutantni
homozygotni linie 9B-43 spocivala ve vyuziti CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence)
markeru.

5.2.1 Selekce homozygotnich mutanti 9B-43 pomoci CAPS markeru

Vzhledem ktomu, Ze M; generace linie 9B-43 ¢aste¢né segregovala, bylo nutné
vyselektovat na zakladé vysledkl z celogenového sekvenovani homozygotni mutantni jedince
a odstranit heterozygotni zastupce. Genotyp rostlin byl zjistovan pomoci CAPS markeru.

Mutace v genu TEB (G2565A) zapficinila zanik restrikéniho mista pro enzym Ecol130l.
Oblast s vyskytujici se mutaci byla u testovanych rostlin a kontrolni linie amplifikovana dvojici
primert (Teb_CAPSfw a Teb_CAPSrs) anasledné Stépena enzymem Ecol30I (viz kapitola
4.4.8.2). Gelova elektroforéza odhalila genotypy jednotlivych testovanych rostlin.

U rostliny nesouci SNP mutaci v genu TEB nedochézelo k resktrikci naamplifikované
DNA — v agar6zovém gelu byl vizualizovan PCR produkt o celkové velikosti 1703 bp. Tyto
zvalidované rostliny pak slouzily k propagaci semen. Pokud byla rostlina heterozygotni,
nachazely se na gelu tii produkty o velikostech 1703 bp, 1120 bp a 583 bp. Pokud rostlina nenesla
SNP mutaci (WT), byl PCR produkt rozfragmentovan na dvé casti o velikostech 1120 bp
a 583 bp.
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Obrazek 33: Selekce homozygotnich mutanti 9B-43 pomoci CAPS markeru

Amplifikovana DNA rostliny 9B-43 nebyla §t€pena enzymem Eco130I. Tato rostlina nese homozygotni mutaci v genu
TEB zapticinujici zanik restrikéniho mista pro pouzity enzym. Amplifikovana DNA kontrolni linie W35 byla nastépena
enzymem Eco1301 dle ocekavani.
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5.2.2 Ovéreni mutace 9B-43 komplementa¢nim kiiZenim

Pied samotnym komplementaénim kiizenim byla nutna genotypizace a selekce
homozygotnich mutantnich zastupcu linie teb-1. V genu TEB nesou rostliny linie teb-1 2,7 kb
deleci mezi 7. az 13. exonem. Genotypizace byla provedena PCR amplifikaci (viz kapitola
4.4.8.1). Homozygotni jedinci byli propagovani do dalsi generace (zisk semen).

Kandidatni linie 9B-43 byla kiiZena s mutantni linii teb-1, jez vykazuje na 20 pmol-1*
zebularinu podobny senzitivni fenotyp, a zaroven s nemutovanou linii W35, jez je vuci zebularinu
rezistentni. F1 hybridni semena byla vyseta na 1/2 MS médium bez zebularinu a se zebularinem.
Porovnani délek kotinkG Fi1 hybridd s parentalni generaci bylo provedeno 7. den od vyseti.

Komplementaéni kiizeni je zobrazeno na Obrazku 34.

teb-1 9B-43  9B-43xW35 9B-43xteb-1

ZEB

Obrazek 34: Komplementaéni kiiZeni linie 9B-43

Linie 9B-43 byla kiizena s mutantni linii teb-1 a WT linii W35. F1 hybridni semena byla vyseta na 1/2 MS médium
bez zebularinu (MOCK) a s 20 umol-1"* zebularinem (ZEB) Na obréazcich jsou zndzornény 7denni rostliny. K¥iZenim
linie 9B-43 s linii teb-1 vznikli F1 hybridi majici stejné fenotypové vlastnosti jako parentalni generace. Kfizenim linie
9B-43 s WT linii W35 vznikaji rezistentni F1 hybridi. U linie 9B-43 byla potvrzena mutace v genu TEB. Méfitko na
jednotlivych snimcich pfedstavuje 1 cm.

Komplementaéni testovani potvrdilo u linie 9B-43 mutaci v genu TEB. F: hybridni

potomstvo linie teb-1 a 9B-43 vykazovalo stejny fenotyp jako ptivodni parentalni generace.

5.2.3 Ovéfeni mutace 9B-43 PCR amplifikaci a sekvenovanim

Celogenomové sekvenovani linie 9B-43 odhalilo mutaci na chromozomu 4 v genu TEB,
kde v exonu 4 doslo k zaméné bazi z G na A v pozici 2565 (G2565A). Mutace byla ovéfovana
standardni PCR amplifikaci s vyuzitim primert Teb_4E_fw a Teb_5E rs (viz Obrazek 35). PCR
produkty byly sekvenovany Sangerovou metodou firmou SEQMe. Vysledky sekvenaéni analyzy
jsou zobrazeny na Obrazku 36.
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Obrazek 35: Amplifikace iseku genu TEBICHI linie 9B-43 s vyskytem mutace

Sedé znazornéna intron-exonové struktura genu TEB. Purpurové znagena proteinové struktura TEB s helikazovou
a DNA polymerazovou doménou. Svétle fialovou barvou jsou znageny pouZité oligonukleotidy umoziiujici amplifikaci
useku s vyskytem mutace.

TEBICHI ACAATAAGAAAGGAATATCTAAACTCTATC'CTTGGCAthacutaactuttagttgatgtgtgggttgttutttgttaattutttttgga
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

TGTTATTCTTTCCTTATAGATTTGAGATAGGAACCGTCcatgtattgataatcaactacacacccaacaataaacaattaataaaaacct

G/A

TEBICHI ACAATAAGAAAGGAATATCTAAACTCTATCCTTGGCAGgtacataactattagttgatgtgtgggttgttatttgttaattatttttgga

9B-43 ACAATAAGAAAGGAATATCTAAACTCTATCCTTGACAGGTACATAACTATTAGTTGATGTGTGGGTTGTTATTTGTTAATTATTITTTGGA

il ﬂflﬁfj'\q M A O AT lmm

20

Obrazek 36: Potvrzeni mutace linie 9B-43 Sangerovym sekvenovanim
Mutace linie 9B-43 se nachazi v exonu v pozici 2565 bp genu TEB (G2565A).

Mutace linie 9B-43 v genu TEB byla Sangerovym sekvenovanim potvrzena. Zména bazi
(G/IA) vpozici 2565 bp méla vliv na vyslednou aminokyselinovou sekvenci. Puvodni
aminokyselina tryptofan (518 AA) byla nahrazena pied¢asnym STOP kodonem. Pfi translaci

vznika nefunkéni produkt TEB s deficienci helikazové i polymerazové domény.

505 , , , , 510 , , ., , 51 , , , , 5290 , , , , 5% , , , , 5% , , , , 538 ,
TEBICHI 7 s v ¥ N K kK G I 5 K L Y P W Q ¥V E € L Q ¥ D G V L Q K R N L WV Y C
wT Tebichi protein —+
sos , , , , s , , ., , s , ., , , s , ., , |, s» , , , , 530 , , . , 535 .
TEBICHI s v v N kK kK G I s K L v P @ v _E_C L Vv D G v L K R N LV Y _C

9B-43

Tebichi protein —

Obrazek 37: Zména v aminokyselinové sekvenci vysledného TEB proteinu linie 9B-43
V aminokyselinovém fetézci u linie 9B-43 doslo ke zméné tryptofanu (518 AA) na STOP kodon. Vysledny proteinovy
produkt je tedy zkracen o 1637 aminokyselin a potyka se s deficienci helikazové a polymerazové domény.

5.2.4 Testovani senzitivity linii 9B-43 a teb-1 na chemikaliich

Linie 9B-43 a teb-1 byly testovany na chemikalicich poskozujici DNA (20 pmol-1* ZEB,
20 nmol 1"t CPT, 10 umol 1t ICRF-187, 50 nmol-1* BLEO a 10 pymol-I'* MMC). Pfi testovéni byly
vyuzity také kontrolni linie W35 a smc6b-1. Test byl proveden ve tiech opakovanich, pficemz
v jednom kole bylo hodnoceno 30 rostlin z kazdé linie. Hodnoceni senzitivity probihalo 7 dni od
vyseti semen.

Pro kazdou rostlinnou linii byl dilezitym parametrem pomér prumérnych délek kotinku na

médiu s chemikalii a na kontrolnim 1/2 MS médiu. Tento pomeér slouzil ke vzajemnému
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porovnani rostlinnych linii a hodnoceni senzitivity. Vysledné hodnoty byly vyuzity pro
jednofaktorovou analyzu rozptylu ANOVA (Analysis of Variance) a nasledné Tuketiv-HSD test
(,,honestly* significant difference test) umoziujici mnohonasobné porovnani (program Minitab).
Za statisticky signifikantni byly brany vysledky s P <0,05.

Na Obrazku 38 jsou zobrazeny 7denni rostliny, které byly vystaveny jednotlivym
chemikaliim. Primérné délky kotinkd [mm] rostlinnych linii na kontrolnim médiu (MOCK) a na
chemikaliich jsou zobrazeny v Grafu 3. Vysledny pomér délek kofinkti chemikalie/mock je
uveden v Grafu 4.
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Obrazek 38: Testovani senzitivity linii =~ £ ZEB ICRE CPT MMC BLEO
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Graf 4: Pomér délek ko¥inki chemikalie/mock u teb linii

Obrazek 38: Na obrazku jsou zobrazeny 7denni rostliny s mutaci v genu TEB (9B-43 a teb-1), jez byly vysazeny na
chemikalie poskozujici DNA. MOCK je oznadeni pro kontrolni médium bez chemikalie (1/2 MS). Rostlinna linie W35
slouzi jako negativni kontrola, smc6b-1 jako pozitivni kontrola. Mé&fitko pfedstavuje 1 cm.

Graf 3: V grafu jsou zaznamenany primémé délky [mm] kofink 7dennich testovanych rostlin na jednotlivych
chemikaliich. MOCK ptedstavuje kontrolni médium bez chemikalie (1/2 MS).

Graf 4: Zobrazeny jsou poméry délek kofinkt testovanych linii na chemikalii v¢i 1/2 MS médiu (MOCK). Hodnoty
znacené stejnym pismenem nevykazuji dle Tukeyho testu signifikantni odlisnost (P < 0,05).

Pouzité chemikalie vyvolavaji rozmanitou $kalu poskozeni. Uginky zebularinu jiz byly
popsany v literarnim ptehledu. CPT zpusobuje rovnéz vznik DPCs, avsak interaguje s TOP1. CPT
stabilizuje vazbu tyrosyl-fosfodiesteru mezi TOP1 a DNA. Vznikly DPCs je Casto doprovazen
SSBs (Hsiang et al., 1985; Pommier, 2009).
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ICRF-187 je schopny blokovat mitozu (Sharpe et al., 1970). Inhibuje TOP2 za vzniku
DNA-proteinového komplexu. PoSkozeni je doprovazeno vznikem DSBs (Sehested et Jensen,
1996).

MMC je alkyla¢ni ¢inidlo, které v molekule DNA zptsobuje transformaci N’- nebo
O°-guaninu na MMC-mono-dG. Vysledny adukt je schopen interagovat s jinymi bazemi DNA za
vzniku interstrand crosslinkt (Fu et al., 2012).

Radiomimetické antibiotikum BLEO stejné jako ionizujici zateni dokaze §tépit DNA. Po
aktivaci metalovym iontem vytvaii peroxidové radikaly a indukuje vznik SSBs, DSBs nebo
abazickych mist (Povirk, 1996; Ma et al., 2009). Uéinky BLEO ovliviuji bunky nezavisle na fazi
bunééného cyklu a efektivn€ unich spoustéji expresi genli zucasthujicich se reparace
indukovaného poskozeni (Houser et al., 2001; De Schutter et al., 2007; Pecinka et al., 2009;
Adachi etal., 2011).

Rostlinné linie s mutaci v genu TEB, stejné jako kontrolni linie Smc6b-1, vykazovaly na
vSech chemikaliich ur¢itou miru senzitivity. Testem bylo dokazano, ze TEB se miize podilet nejen
na reparaci DPCs, ale také SSBs, DSBs a DNA komplexti.

MMEJ (aNHEJ), kterého je TEB aktérem, piedstavuje relativné nedavno objevenou
repara¢ni drahu nezavislou na L1G4 (Deriano et Roth, 2013). Podminkou reparace je ptitomnost
mikrohomolognich sekvenci o délce 5-25 bp a DSBs (Decottignies, 2013).

5.2.5 Analyza bunééné smrti v koirenovém meristému linii 9B-43 a teb-1

Analyza bunééné smrti byla provedena na 6dennich semenaccich, které nejprve po dobu
5 dnt rostly na tuhém 0,8% 1/2 MS médiu a nasledné byly pteneseny do tekutého 1/2 MS média
bez piidavku chemikalie a s jednotlivymi chemikaliemi — 20 umol-1* ZEB, 10 umol-1* ICRF-187,
20 nmolI'* CPT, 50 nmol-1"t BLEO a 10 umol-I* MMC. Po 12-24 hod inkubaci byly pfipraveny
preparaty pienesenim rostlin na podlozni sklicko s propidium jodidem (100x), ktery se
interkaloval do poskozenych bunék v kofenovém meristému. Pro vizualizaci poskozenych bun¢k
byl pouzit konfokalni mikroskop Leica TCS SP8 (Leica Microsystems).

U kontrolni linie W35 bylo mozné sledovat pravidelné usporadani kofenového meristému.
Bunééna smrt byla zaznamenana v malé mife pouze na CPT, MMC a BLEO (viz Obrazek 39).

Zbna kotenového apikalniho meristému u linii teb-1 i 9B-43 byla v porovnani s kontrolni
linii W35 zkracena. Kotfenové apikalni meristémy linii teb-1 i 9B-43 vykazovaly jiz na kontrolnim
médiu (MOCK) morfologické defekty. Individualni bunécéné typy (QC a prilehlé kmenové buiky)
bylo v nékterych ptipadech obtizné rozeznat. Rovnéz zde byla zaznamenana buné¢na smrt. Po
ptidavku jednotlivych chemikalii doSlo v meristémech téchto linii k narGistu bunécné smrti.

Intenzivnéj$i bunécna smrt byla pozorovana zejména na ZEB, ICRF-187, CPT a BLEO.
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Obrazek 39: Analyza bunééné smrti v koenovém meristému linii 9B-43 a teb-1
Na obrazku jsou zobrazeny kofeny 6dennich semenacka linii W-35, teb-1 a 9B-43, které byly po dobu 5 dnti nejprve
péstovany na 0,8% 1/2 MS médiu a nasledné 12 hod inkubovéany v tekutém 1/2 MS médiu bez chemikalie (MOCK)
a s jednotlivymi chemikéliemi (20 umol-1* ZEB, 10 pmol1* ICRF-187, 50 nmol-I* BLEO a 10 umol-lI* MMC).
Poskozené buriky v kofenech se jevi tmave. MéFitko na snimcich predstavuje 100 pm.

Vysledky potvrzuji zapojeni TEB do reparace ruznych poskozeni DNA, jako jsou DPCs,
SSBs, DSBs, ale pravdépodobné i DNA-komplexy. Z analyzovanych vysledku také vyplyva, ze

jiz samotna deficience TEB ma negativni vliv na vyvoj apikéalniho kofenového meristému.
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5.2.6  Tvorba dvejitych mutantnich linii a jejich selekce

Tvorbé dvojitych mutantnich linii pfedchézela selekce jednoduchych mutanti pomoci PCR
genotypizace. Kromé& homozygotni teb-1 linie, byly vyselektovany homozygotni reportérové linie
recB a reck, homozygotni T-DNA linie smc6b-1, rtell-1, fan1-1, mus81-1, lig4 a ku70.

Homozygotni T-DNA i reportérové linie byly nasledné kiiZzeny s homozygotni linii teb-1.
Dle 1. Mendelova zdkona se ptedpoklddalo, ze F1 populace téchto hybridd bude fenotypove
i genotypové uniformni. V obou sledovanych alelach se tedy v Fi generaci ptedpokladal
heterozygotni stav.

V F, populaci bylo mozné sledovat dvojité homozygoty, jejichZ zastoupeni bylo v celé
populaci procentualné nejmensi (6,25 %). F2 hybridni semena byla nejprve vyseta na 5 pmol-1*
ZEB umoznujici selekci na zakladé fenotypu. Po tydnu byli senzitivni hybridni kandidati
presazeny na 0,6% 1/2 MS médium. T¥itydenni hybridi byli zasazeni do zeminy a opé&tovné
genotypovani.

PCR genotypizaci byl v F, generaci nalezen pouze jeden dvojity homozygot teb-1 fanl-1.
Zbylé genotypované rostliny nesly cCasto jednu alelu homozygotni, druhou heterozygotni.
Nicméné i z téchto vyselektovanych rostlin byla ziskana F3 hybridni semena. Genotypizace byla
stejnym zpusobem provedena i na Fz populaci.

Na F; populaci teb-1 fan-1 byla provedena ,bulk“ PCR genotypizace. Z20 rostlin
teb-1 fan-1 byla hromadné izolovana gDNA do jedné zkumavky pomoci kolonkové soupravy
NucleoSpin Plant Il (Macherey-Nagel, BioTech), ktera pak byla vyuzita pro PCR genotypizaci.
Pii PCR amplifikaci se vyuzivaly 4 kombinace primerti — 2 kombinace pro alelu FAN1 (WT
a T-DNA inzert) a 2 kombinace pro alelu TEB (WT a delece). Pouzité primery jsou pro
ptehlednost uvedeny v Tabulce 17. Kontrolni amplifikace byla rovnéZz provedena na gDNA

homozygotnich rostlin fanl-1 a teb-1. Vysledky genotypizace jsou uvedeny na Obrazku 40.

Tabulka 17: Genotypizace teb-1 fanl-1

WT alela T-DNA inzert
Gen Mutantni alela
Forward Reverse Forward Reverse
FAN1 fani,
ETO0028 ET0029 ET0028 ET0032
AT1G48360 GK_815C08
teb-1
TEB ) teb-1 WT teb-1 WT teb-1 WT teb-1
Inagaki et al, .
AT4G32700 2006 fw rs fw deletion rs
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FAN1 WT T-DNA inzertf TEBWT | TEB delece
M1 2 3|1 2 3|1 2 3|1 2 3 M

s S 5000

s - s 1500
- - -

== 500

Obrazek 40: Genotypizace tebl fanl-1
Vzorek 1 — gDNA fanl-1, vzorek 2 — bulk gDNA teb-1 fanl-1, vzorek 3 — gDNA teb-1. M — marker molekulové
hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

Bulk PCR genotypizaci bylo ovéfeno, ze ziskana linie teb-1 fanl-1 nese mutaci v obou
genech. Tato linie je pfipravena pro dalsi analyzu, ktera by mohla objasnit funkéni vztahy TEB
a FANL1 pfi reparaci DNA-protenovych komplext, pfipadné i interstrand crosslink (Herrmann
etal., 2015).

V F; generaci byly dale vyselektovany dvojité mutantni homozygotni rostliny — teb-1
smc6b-1 (viz Obrazek 41) a teb-1 mus81-1 (viz Obrazek 42), které budou propagovany do
generace Fs4, na niz by se méla analyzovat pfitomnost dvojité mutace pomoci ,,bulk® PCR
genotypizace. Po pozitivnim ovéfeni by tyto linie opét slouzily pro analyzu funkénich vztahd
a objasnéni reparace DNA-proteinovych komplexi. S ohledem na ¢asovou naro¢nost se mi jiné

dvojité mutantni homozygotni linie nepodafilo vyselektovat.

SMC6B WT T-DNAinzert TEBWT  TEB delece
M1 2 311 2 311 23|12 3 M

5000

1500

500

L A LT 8

o ALl LT

Obrazek 41: Genotypizace teb-1 smc6b-1
Vzorek 1 — gDNA smc6b-1, vzorek 2 — gDNA teb-1 smc6b-1, vzorek 3 — gDNA teb-1. M — marker molekulové
hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).

MUS81 WT T-DNA inzert TEBWT  TEB delece
M 1 2 3|1 2 3(1 2 3|1 2 3 M
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Obrazek 42: Genotypizace teb-1 mus81-1
Vzorek 1 — gDNA mus81-1, vzorek 2 — gDNA teb-1 mus81-1, vzorek 3 — gDNA teb-1. M — marker molekulové
hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific).
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5.2.7 Analyza linie teb-1 fan1-1

Ze studie Herrmann et al. (2015) vyplyva, ze nukleaza FANI1-1 je zapojena do oprav
interstrand crosslinki a mutantni linie vykazuji senzitivitu va¢i MMC. FAN1-1 ma 5’23’
exonukleazovou aktivitu a dokaze $tépit kazdy tieti nukleotid v misté poskozeni (Kurzbauer et
al., 2018).

U linie fan1-1 byla testovéana senzitivita na 20 umol-1* ZEB, dale na 10 pmol-1"* ICRF-187,
20 nmol-1* CPT, 50 nmol-1* BLEO a 10 pmol-I* MMC. Vig¢i €inidlim zpGsobujicim DNA-
proteinové komplexy (ZEB, ICRF-187, CPT) byla linie rezistentni, naopak zvysena senzitivita se
jevila po indukci BLEO. Hypersenzitivita fanl-1 byla zaznamenana pouze na MMC. Z mych
vysledkt plyne, Ze FAN1 neni primarné zapojena do reparace DNA-protenovych komplexd, ale
ucastni se reparace interstrand crosslinkd. Z toho diivodu byly vSechny chemikalie kromé¢ MMC
zZ testovani vytazeny.

Na 10 pmol:I* MMC v pevném 1/2 MS médiu byla testovana i ziskand mutantni linie
teb-1 fanl-1 ve 3 replikatech (stafi semenacki 7 dni), nicméné tato koncentrace nebyla pro
dvojitou mutantni linii idealni, jelikoZ fenotyp teb-1 fanl-1 se nelisil od fenotypu jednoduché
mutantni linie teb-1. Pro analyzu linie teb-1 fanl-1 by bylo vhodné pouzit tékuté médium se

4 riznymi koncentracemi MMC (dle postupu Dorn et Puchta, 2020).

W35 fanl-1 teb-1 teb-1 fan1-1

Obrazek 43: Testovani senzitivity linii fanl-1, teb-1 a dvejité mutantni linie teb-1 fan1-1 na MMC
Na obrézku jsou zobrazeny 7denni rostliny, jeZ byly vysazeny na kontrolni 1/2 MS médium (MOCK) a na 10 pmol-I*
MMC. Linie W35 slouzi jako negativni kontrola. Méfitko pfedstavuje 1 cm.

Graf 5: Primérné délky koFinkid testovanych linii
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100 Graf 6: Pomér délek kofinkii MMC/mock u testovanych

linii

X 80 1 Zobrazeny jsou poméry délek kofinkd testovanych linii na
4 a 10 umol-1t MMC viigi 1/2 MS médiu (MOCK). Hodnoty
g 60 - znacené stejnym pismenem nevykazuji dle Tukeyho testu
O signifikantni odlisnost (P < 0,05).
=
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Zaroven byla u linii teb-1, fanl-1 a dvojité mutantni linie teb-1 fanl-1 po obarveni
propidium jodidem analyzové4na buné&na smrt v kofenovém meristému po indukci 10 umol-I*?
MMC (5 dni inkubace v 0,8% 1/2 MS a 24 hod inkubace v tekutém 1/2 MS bez chemikalie
a s 10 umol-I* MMC).

W35 fan1-1 teb-1 teb-1 fanl-1

e
Nt
H W

MOCK

MMC

Obrazek 44: Analyza bunééné smrti v kofenovém meristému u linie teb-1 fan1-1

Na obrazku jsou zobrazeny kotfeny 6dennich semenackd linii W-35, fanl-1, teb-1 a teb-1 fanl-1, které byly po dobu
5 dnti nejprve péstovany na 0,8% 1/2 MS médiu a nasledné 12 hod inkubovany v tekutém 1/2 MS médiu bez chemikalie
(MOCK) a's 10 pmol-I'* MMC. Poskozené butiky jsou v kofenech znadeny tmavé. Méfitko na snimcich ptedstavuje
100 pm.
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Kofenovy meristém linie W35 byl pravideln& uspofadan. Pisobenim 10 pmol-lIt MMC
nedoslo k poskozeni bunék, buné¢na smrt nebyla zaznamenana. U linie fanl-1 byly po indukci
10 umol-I" MMC poskozeny buiiky nachazejici se v blizkosti QC. Casto se jednalo pravé
0 kmenové buriky, které funguji jako prekurzory diferencovanych bunék. U linie teb-1 byla
zaznamenana buné¢na smrt jiz na kontrolnim médiu (MOCK), po indukci 10 pmol-I MMC byl
pozorovan jeji narust. Koteny teb-1 jsou charakteristické morfologickou deformaci.

Pfi analyze apikalniho kofenového meristému teb-1 fanl-1 nebyl pozorovan zhorSujici
fenotyp, nez jaky byl zaznamenan u linie teb-1. Dvojitd mutantni linie vykazovala podobné
morfologické defekty v kofenovém apikalnim meristému, jaké se nachazely i u linie teb-1.

Vzhledem ktomu, Zze nebyl sledovan aditivni u¢inek mutaci dvou geni u linie
teb-1 fanl-1, 1ze usuzovat, ze nukleaza FAN1-1 miZe byt zapojena ve stejné draze jako TEB.
FAN1-1 se patrné podili na resekci DNA, kdy ¢innosti MRN komplexu a CtIP mtize odhalovat
mikrohomologni sekvence, které jsou nutné pro opravu MMEJ. Ackoliv podobny nazor zastavaji
také ve studii Kais et al. (2016), zistava molekularni mechanismus propojeni FAN1 a MMEJ

neobjasnén a vyzaduje jesté dalsi analyzy pro jeho pochopeni.

64



6 DISKUSE

Vyzkum na Ustavu experimentélni botaniky AV CR pod vedenim doc. Mgr. Alese
Pecinky, Ph.D. je zaméfen na analyzu gentl, které se ucastni oprav DNA-proteinovych komplexi.
Od samotného pocatku experimentu nejsou znamy zajmové geny, jako je tomu V reverzni
genetice. Naopak vyuzivame princip doptedné genetiky (Page et Grossniklaus, 2002). V EMS
mutagenizované populaci huseni¢ku rolniho identifikujeme zasazené geny selektivné diky
senzitivité na metyltrasnferazovy inhibitor zebularin, ktery je po za¢lenéni do molekuly DNA
schopen vytvaiet DNA-proteinové komplexy s DNA-metyltransferazou 1.

Experimentalni ¢ast navazovala na diplomovou praci M.Sc. Karin Kruska (Kruska, 2017)
a mou bakalaiskou praci (Jemelkova, 2019). V ramci téchto praci byly vyselektovany kandidatni
linie s mutaci v genu TEBICHI (9B-43) a SMC6B (6-10, 9A-10, 9A-30, 9A-32). Jedna kandidatni
smc6b linie (17A-26) byla nalezena také Mgr. Klarou Prochazkovou.

SMC5/6 komplex ma dilezitou roli v opravé DNA-proteinovych komplexu pfi replikaci
DNA. SMC5/6 komplex je povazovan za zprostiedkovatele homologni rekombinace zavislé na
syntéze DNA vlakna (SDSA, synthesis-dependent strand-annealing) (Mengiste, 1999; Hanin et
al., 2000; Watanabe et al., 2009; Liu et al., 2015).

B Interphase

DNA strand \ . . . P . :
1 breaks | —y Obriazek 45: Pracovni model poskozeni zpisobeného zebularinem
A Inter-strand a jeho reparace

crass-Hks Replication  Z]omy DNA, DNA-proteinové komplexy, ale i interstrand crosslinky
@ DNA-protein R \

crasslinks mohou byt vyvolany v jakékoliv fazi bun&¢ného cyklu. Zebularinem

B Zebularine 8 indukované poSkozeni je specifické tim, Ze vznikd béhem replikace

ATR ATM DNA v prubéhu syntézy novych fetézct, v disledku ¢ehoz dochazi
v Kk pozastaveni bunééného déleni, podpote endoreduplikace a aktivaci
Miosis ~ DNArepair Endoreplication ~ Signalizace poskozeni DNA aktivitou ATR a ATM. Oprava DNA-

smcs-smes L HR proteinovych komplext indukovanych zebularinem je zavisla na
aktivit¢ SMC5/6 komplexu a je provadéna primarné cestou SDSA,
SSA

SDSA v mensi mife také SSA homologni rekombinaci (Liu et al., 2015).

Zaklad SMC5/6 komplexu tvofi SMC5 a SMC6 podjednotky, které dale interaguji
s nejméné Sesti NSE (NON-SMC-ELEMENT) podjednotkami, jez vytvaii odli$né subkomplexy:
NSE2-SMC5-SMC6, NSE1-NSE3-NSE4 a NSE5-NSE6. Prestoze SMCS5/6 komplex ma
U riznych organismi stejnou ¢i podobnou stavbu, nomenklatura jeho podjednotek se lisi
a v nekterych ptipadech jsou jednotlivé podjednotky kodovany dvéma paralognimi geny (Diaz et
Pecinka, 2018).
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U huseni¢ku rolniho byly identifikovany dvé SMC6 podjednotky — SMC6A a SMC6B.
Linie smc6b se za standardnich podminek nelisi od WT linie, avSak byla u ni prokdzana
hypersenzitivita vici ¢inidlim zaptic¢inujicim poskozeni DNA. Zaroven je u této linie redukovana
frekvence homologni rekombinace (Mengiste, 1999; Watanabe et al., 2009; Liu et al., 2015).
Linie smc6a je zivotaschopna, avSak kombinace smc6b smc6a se jevi jako letalni, coz poukazuje
na ¢asteénou funk¢ni redundanci SMC6 podjednotek (Watanabe et al., 2009; Yan et al., 2013).

V ramci diplomové prace jsem méla za cil popsat mutace v genu SMC6B kandidatnich linii.
U linie 6-10 byla potvrzena mutace G7362A, ktera se nachazela pfed exonem 28
v tzv. akceptorovém misté sestiihu (splice acceptor site), jenz udava spliceozomu hranici mezi
intronem a exonem. Vlivem mutované baze nedokazal spliceozom rozpoznat zaéinajici exon
a 10 bp kodujici sekvence deletoval. Pavodnich 18 aminokyselin (pozice 1040-1058 AA
primarniho proteinu) bylo nahrazeno jinymi aminokyselinami, z nichz jedna v pozici 1044 udava
STOP kodon. Vysledny protein je tedy od své puvodni velikosti zkracen 0 14 aminokyselin.
Walker B/ATPazova doména nebyla mutaci zasaZena. Analyza sekundarni struktury proteinu
SMC6B predikovala v oblasti 1048-1051 AA vyskyt beta-skladaného listu. Tato
aminokyselinova oblast byla u linie 6-10 vlivem mutace deletovana a je tedy mozné, Ze
nepfitomnost této sekundarni stuktury mize mit vliv na dal§i skladani proteinu, funkénost
ATPazové domény, ale také na interakci SMCG6B s jinymi proteiny. Linie 6-10 je doposud jedinou
popsanou smc6b linii, ktera nebyla ziskana T-DNA mutagenezi.

U linii 9A-10, 9A-30, 9A-32 a 17A-26 byla pomoci inverzni PCR detekovana
chromozomova prestavba, ktera zasahovala pravé do genu SMC6B. Ackoliv alkyla¢ni ¢inidlo
EMS zplsobuje pfevazné tranzice bazi, mohlo v genomu dojit na nckolika mistech
k jejich nahromadéni. Tyto zmény dale vedly k zablokovani replika¢niho aparatu a vytvoifeni
DSBs. Chromozomova piestavba je nasledkem nespravného spojeni vzniklych DSBs. Charakter
této chomozomové prestavby nebyl dale zkouman. Linie s chromozomovou piestavbou jsou pro
vyzkum nevhodné a z toho dtivodu nebudou do dalsich studii zahrnuty.

Studiem SMC5/6 komplexu a jeho NSE podjednotek se vyzkumna skupina doc. Mgr. Alese
Pec¢inky Ph.D. zabyva od samotného pocatku a potvrdila jeho zapojeni do reparace DNA-
proteinovych komplexi (Liu et al., 2015; Diaz et al., 2019; Prochazkova, Finke, Peinka et al,
nepublikovano). Komplementacni kiiZeni, test senzitivity na zebularin a potvrzené mutace
u zminénych linii jsou pouze minimalnim pfinosem do komplexniho vyzkumu.

Nové identifikovanym genem, jenz se zapojuje do oprav DNA-proteinovych komplexu, je
TEBICHI kédujici polymerazu s helikazovou aktivitou. Homologem TEB je u mnohobunéénych
polymerazy zapojuji do oprav dvouvlaknovych zloml reparacni drahou znamou také jako
mikrohomologni spojovani konci (MMEJ) (Decottignies, 2013; Deriano et Roth, 2013; Truong
et al., 2013; Wang et al., 2019). Kromé toho zastavaji také dalezitou funkci pii integraci T-DNA
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do genomu (Kregten et al., 2016). Uloha TEB je rovn&Z spjata s regulaci bunééného déleni
adiferenciaci meristému, stejné tak je nezbytnd pfi replikaci a nese zodpovédnost za spravnou
expresi gend béhem vyvoje (Inagaki et al., 2006, 2009).

Rostlinni mutanti teb vykazuji morfologické defekty, pokud je zasazena jejich N-terminalni
helikazova doména (Inagaki et al., 2006). Toto tvrzeni koresponduje i s mymi vysledky. Mutaci
genu TEB (G2565A) u linie 9B-43 vznika proteinovy produkt bez této helikazové domény.
Fenotypy linii teb-1 (Inagaki et al., 2006) a 9B-43 byly shodné.

Mutantni linie teb (Arabidopsis thaliana, Physcomitrella patens) byly ve dvou studiich
testovany na chemikaliich vyvolavajicich rizna poskozeni. Analyzovala se senzitivita vi¢éi MMC,
MMS, BLEO a cisplatin¢ (Inagaki et al., 2006; Mara et al., 2019). Vysledky sensitivity teb linii
se u obou skupin lisi. Mara et al. (2019) uvadi, ze mutantni linie Physcomitrella patens vykazuji
stejnou senzitivitu na MMS a cisplatinu jako WT linie a na BLEO jsou v porovnani s WT linii
rezistentngj$i. Inagaki et al. (2006) testovali na chemikaliich mutantni linie husenic¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana) teb-3 (s mutaci v polymerazové doméné) a teb-1 (s mutaci v helikazové
doméné). Linie teb-1 vykazovala vys$si senzitivitu na MMC i MMS v porovnani s linii teb-3 ¢i
WT. Senzitivita linii je patrn€ ovlivnéna i lokalizaci dané mutace.

V ramci diplomové prace jsem analyzovala senzitivitu linii huseni¢ku rolniho teb-1 a 9B-
43 na 20 umol It ZEB, 20 nmol-1* CPT, 10 pmol-1* ICRF-187, 50 nmol-1* BLEO a 10 pmol-1*
MMC. Na vsech testovanych chemikaliich vykazovaly tyto linie vy$§i Uroven senzitivity
v porovnani s WT linii. Z vysledkt vyplyva, ze MMEJ neni pouze vedlejsi reparacni drahou, ale
aktivné se zapojuje do reparace riznych poskozeni (DNA-proteinovych komplexu, interstrand
crosslinktl, jednovlaknovych a dvouvlaknovych zlomu).

Studie Beagan et al. (2017) provedena na Drosophila melanogaster, ale také vyzkum
Muzzini et al. (2008) na Caenorhabditis elegans potvrzuji zapojeni POL6 do oprav interstrand
crosslinkt (Muzzini et al., 2008; Beagan et al., 2017).

Zapojeni TEB/POLQ/POL6O do oprav DNA-proteinovych komplexii v draze MMEJ
potvrzuje také nedavno publikovana studie Chandramouly et al. (2021), ktera byla provadéna na
vajeénych extraktech Xenopus laevis. Po¢atecni faze reparace MMEJ pravdépodobné vyzaduje
ucast PARP1, ktera usnadiiuje nabor esencialni POLO do mista poskozeni (Ceccaldi et al., 2015;
Mateos-Gomez et al., 2017). MRE11 A CtIP iniciuji proces resekce vedouci k tvorbé 3" ssDNA
ptesahd. POLO usnadnuje synapsi 3'ssDNA konci pomoci mikrohomolognich sekvenci
a nasledné prodluzuje kazdy ptesah (Black et al., 2016). V kone¢né fazi se na spojeni vlaken
podili LIG3 nebo LIG1 (Liang et al., 2008; Sfeir et Symington, 2015; Lu et al., 2016).

MRE11 je soucasti konzervovaného komplexu MRN (Stingele et al., 2017). Kromé
MRE11 se komplex MRN sklad4 z rekombindzy RADS0 a signalniho transdukéniho proteinu
NBS1 (Williams et al., 2007). MRN a CtIP zahajuji 5°-3” resekci DNA béhem S a G2 faze, jez je

nutnd mimo MMEJ také pro HR. Nukleazova aktivita MRE11 a CtIP zajistuje rezistenci vuci
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CPT a etoposidu, které vytvaii DNA proteinové komplexy s TOP1 a TOP2 (Stingele et al., 2017).
HR a MMEJ vyuzivaji pii opravé DNA-proteinovych komplexi patrné stejny typ resekce
vytvofeny pomoci endonukleazového komplexu MRN a CtIP, které na vlakné DNA vytvaieji
DSB (Truong et al., 2013). Je mozné, ze se podobny mechanismus reparace DPCs drahou MMEJ

nachazi také u rostlin, avsak toto tvrzeni bude nutné ovéfit.

DNA-protein
crosslinks
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l Endonucleolytic cleavage,
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Obrazek 46: Reparace DNA-proteinovych komplexi drahou MMEJ

Homologni rekombinace (HR) a mikrohomologni spojovani koncti (MMEJ) vyuzivaji pfi opravé DNA-proteinovych
komplexti patrné stejny typ resekce, ktery je vytvafen MRN a CtIP. Piisobenim MRN a CtIP dochéazi k indukci DSBS,
ktery pak miize byt opraven MMEJ ¢i HR (Chandramouly et al., 2021).

V ramci mého vyzkumu jsem vyselektovala dvojitou mutantni homozygotni linii teb-1
fanl-1. FANC (Fanconi anemia complementation group) geny jsou zapojeny v opravach
interstrand crosslinki reparaéni drédhou FA (Fanconi anemia pathway). U savct bylo
identifikovano celkem 22 FANC gent (FANCA/ B/ C/ D1/ D2/ E/ F/ G/ 1/ 3/ LI M/ N/ O/ P/ Q/ R/
S/ T/ U/ V) (Ceccaldi et al., 2016; Mamrak et al., 2017; Nepal et al., 2017; Maung et al., 2018).
Mutace v téchto genech vyvolava vzacné autozomalni onemocnéni zndmé jako Fanconiho
anémie, které zplsobuje selhani kostni diené a zapfiCiuje chromozomové zlomy. Lidé
s Fanconiho anémii se potykaji s vrozenymi fyzickymi malformacemi (Bogliolo et Surrallés,
2015; Nepal et al., 2017).

U rostlin byla identifikovana pfiblizné polovina z 22 savéich FANC geni — FANCD1
(BRCA2)/ D2/ E/ I/ J (BRIP1)/ L/ M/ O (RAD51C)/ Q (ERCC4)/ R/ T (Dong et al., 2015). Do
opravy interstrand crosslinkt jsou zapojeny dva FANC geny (FANCJ a FANCM) (Knoll et al.,
2012; Dorn et al., 2019).

U husenicku rolniho byl objeven homolog FANC pojmenovany jako FAN1
(Fanconi/[FANCD2 associated nuclease 1). Herrmann et al. (2015) uvadi, ze linie fanl je

hypersenzitivni vii¢i MMC, z ¢ehoz plyne jeji zapojeni do reparace interstrand crosslinkt. Toto
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tvrzeni koresponduje i S mymi daty. Dle dostupnych informaci je nukleaza FAN1 zapojena do
reparace interstrand crosslinkd, které mohou byt opravovany jak somatickou, tak i meiotickou
homologni rekombinaci. Nicméné role FANT je v této draze spise vedlejsi (Herrmann et al., 2015;
Kurzbauer et al., 2018).

Pro zjisténi miry poSkozeni ¢i bunééné smrti v apikalnim kofenovém meristému bylo
vyuzito interkalaéni barvivo propidium jodid. U linie fan1-1 byly po indukci 10 umol-I* MMC
poskozeny buiiky nachazejici se v blizkosti QC. Casto se jednalo pravé o kmenové buriky, které
funguji jako prekurzory diferencovanych bunék. U linie teb-1 byla zaznamenana bunécna smrt
jiz na kontrolnim médiu a po indukci 10 pmol-I* MMC doslo k jejimu rapidnimu navySeni.
U dvojité¢ mutantni linie teb-1 fanl-1 nebyl sledovan aditivni u¢inek vlivem dvou vyskytujicich
se mutaci. Na kontrolnim médiu vykazovaly kotfeny teb-1 fan1-1 morfologické deformace, jako
tomu bylo u linie teb-1. Po ptsobeni 10 pmol:I* MMC doslo k nariistu bunééné smrti, avsak mira
zasazenych bunék byla srovnatelna s linii teb-1. Vysledky naznacuji, ze nukleaza FAN1 muize byt
zapojena do drahy MME]J.

Podobny zavér byl vyiéen také ve studii Kais et al. (2016). Dale bylo potvrzeno, ze FAN1
je schopna do mist poskozeni ptitahnout CtIP (Murina et al., 2014), jenz je spojovan s MRN
komplexem (viz vyse) (Liu et Huang, 2016). Zatezy vytvofené MREI1 jsou zpracovavany ve
sméru 3’5’ exonukleazovou aktivitou MRN celistvého komplexu, ¢imz dochazi k odhaleni
sekven¢énich mikrohomologii (MH) (Takeda et al., 2007; Nicolette et al., 2010; Truong et al.,
2013; Seol et al., 2018). Zatez je také zpracovavan ve sméru 5’3" exonukleazovou aktivitou
exonukleazy 1 (EXO1) (Decottignies, 2007). Nicméné¢ tato exonukleaza neni schopna vypotadat
se s interstrand crosslinky a je mozné, Ze tuto roli zaujima FAN1 (Pizzolato et al., 2015).
Pizzolato et al. (2015) tvrdi, Ze se na resekci DNA ucastni spoleéné s MUSS81, avsak toto tvrzeni
bylo vyvraceno ve studii Dorn et al. (2019), kde prokazali, ze ackoliv se reparace DNA crosslinki
ucastni také MUSS81, d&je se tak ve zcela nezavislych drahach (Dorn et al., 2019).

Na zéaklad¢ ziskanych informaci z literarnich zdrojii a vysledki mé analyzy se domnivam,
ze nukleaza FAN1 neni zapojena do reparace DNA-proteinovych komplext, ale ucastni se oprav
DNA interstrand crosslinkit DNA. Diky interakci s CtIP a MRN komplexem mize iniciovat
opravu dvéma typy cest — HR a MMEJ.
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7 ZAVER

Vysledky ziskané vramci mé diplomové prace, jez byla zpracovana pod vedenim
doc. Mgr. Alese Pecinky, Ph.D., pfispély ke komplexnimu vyzkumu, ktery se zabyva identifikaci
a analyzou gent podilejicich se na opravach DNA-proteinovych komplexd u modelové rostliny
husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana). Vyzkum vyuziva strategii dopfedného genetického
screenu, tudiz je postaven na ndhodné mutagenezi populace huseni¢ku rolniho alkyla¢nim
¢inidlem ethylmetan sulfonatem a nasledné identifikaci zasazenych geni. Pro selekci senzitivnich
rostlin je vyuzivan cytidinovy analog zebularin, jenz je schopen kovalentné¢ vazat DNA-
metyltransferazu 1, pfi¢emz indukuje vznik DNA-proteinovych crosslinkii.

Vyzkum diplomové prace navazuje na mou bakaldiskou praci (Jemelkova, 2019), V niz
byly identifikovany tfi linie s mutaci v genu SMC6B (9A-10, 9A-30 a 9A-32). V ramci bakalaiské
prace byla zaroven vyselektovana linie 9B-43 s pravdépodobnou mutaci v genu TEBICHI. Dale
byly pro vyzkum vyuzity dalsi linie s mutaci v genu SMC6B ziskané M.Sc. Karin Kruska (linie
6-10) a Mgr. Klarkou Prochazkovou (linie 17A-26).

Zasazené geny byly identifikovany pomoci komplementaéniho kiizeni a mutace se
u vybranych linii potvrzovala sekvenovanim. U linie 6-10 byla potvrzena mutace G7362A v genu
SMCB6B, ktera se nachazela pied exonem 28 v tzv. akceptorovém misté sestiihu (splice acceptor
site), jenz udava spliceozomu hranici mezi intronem a exonem. Vlivem mutované baze nedokazal
spliceozom rozpoznat zacinajici exon a 10 bp kodujici sekvence deletoval. Puvodnich
18 aminokyselin (pozice 1040-1058 AA primarniho proteinu) bylo nahrazeno jinymi
aminokyselinami, z nichz jedna v pozici 1044 udava STOP kodon. Vysledny protein je tedy od
své puvodni velikosti zkracen 0 14 aminokyselin. Walker B/ATPazova doména nebyla mutaci
zasaZzena. Analyza sekundarni struktury proteinu SMC6B predikovala v oblasti 1048-1051 AA
vyskyt beta-skladaného listu. Tato aminokyselinova oblast byla u linie 6-10 vlivem mutace
deletovana a je tedy mozné, ze nepfitomnost této sekundérni struktury miize mit vliv na dalsi
skladani proteinu, funkénost ATP4azové domény, ale také na interakci SMC6B s jinymi proteiny.
Linie 6-10 je doposud jedinou popsanou smc6b linii, ktera nebyla ziskana T-DNA mutagenezi.

U linii 9A-10, 9A-30, 9A-32 a 17A-26 byla detekovédna pomoci inverzni PCR
chromozomova prestavba, ktera zasahovala praveé do genu SMC6B, ¢imz narusila jeho funkénost.
Linie s chromozomovou piestavbou jsou pro vyzkum nevhodné, a z toho dtivodu nebudou do
dalsi studie zahrnuty.

Analyza senzitivity vaci zebularinu potvrdila, ze SMC6B, potazmo i cely SMC5/6
komplex, jsou zapojeny do reparace DNA-proteinovych komplexd.

Nov¢ identifikovanym genem, jenz se zapojuje do oprav DNA-proteinovych komplex, je
TEBICHI kodujici polymerazu s helikazovou aktivitou. TEB je aktérem reparacni drahy

vyuzivajici mikrohomologni sekvence, ktera je znama pod nazvem mikrohomologni spojovani
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konci (MMEYJ). U linie 9B-43 byla identifikovana zdména bazi G2565A v genu TEB. Pavodni
aminokyselina tryptofan v primarni struktufe proteinu (v pozici 518 AA) byla nahrazena za
ptedcasny STOP kodon. Pfi transkripci mutovaného genu a nasledné translaci vznika nefunkéni
produkt TEB s deficienci helikazové i polymerazové domény.

Mutantni linie S nefunkéni helikdzovou doménou vykazuji senzitivitu vici chemikaliim,
které indukuji vznik DNA-proteinovych komplext (ZEB, CPT i ICRF-187), dvouvlaknové zlomy
(BLEO), ale také interstrand crosslinky (MMC). Po indukci danych chemikalii doslo v apikéalnich
kofenovych meristémech mutantnich linii K nardstu bunééné smrti. Tyto analyzy potvrdily
zapojeni TEB do reparace riznych typi poskozeni.

Mechanismus reparace jednotlivych poskozeni drahou MMEJ zlstava doposud neznamy.
Analyzy dvojitych mutantnich linii ndm ve vyzkumu umoznuji pochopit roli a zapojeni
jednotlivych komponent do reparace rtiznych typ pos§kozeni, primarné tedy DNA-proteinovych
komplexti. Selekce a analyza dvojité mutantni linie teb-1 fan1-1 potvrdila zapojeni FAN1 a TEB
do stejné reparacni drahy opravujici interstrand crosslinky. Na zakladé vysledki mé analyzy se
domnivam, ze se FAN1 nepodili na reparaci DNA-proteinovych komplext. Objasnéni dalSich

vztaht je pfedmétem budouciho vyzkumu.
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