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DNA-metyltransferázu 1.  
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reparačních mechanismů. 
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1 

1 ÚVOD 

Metylace DNA představuje důležitou epigenetickou modifikaci, během níž dochází 

k přenosu metylové skupiny z donorové molekuly SAM (S-adenosyl-methionin) na 5’ pozici 

aromatického řetězce cytosinu. Metylace je katalyzována enzymy zvanými DNA 

metyltransferázy. U rostlin je tato modifikace důležitá především pro potlačení exprese 

repetitivních sekvencí a transpozonů, odvozeně pak i pro regulaci exprese specifických genů.  

Metylační úroveň v buňkách snižují inhibitory DNA-metyltransferáz, mezi které se řadí 

i zebularin. Jedná se o cytidinový analog, který se začleňuje do DNA během procesu replikace. 

Po začlenění do molekuly DNA je schopen kovalentně vázat DNA-metyltransferázu 1 za vzniku 

stabilního DNA-proteinového komplexu. Vytvořené DNA-proteinové komplexy jsou pro buňky 

více toxické než hypometylační účinky zebularinu, jelikož zabraňují replikaci či transkripci 

a v buňkách dochází k aktivaci specifické reparační odpovědi. Vzhledem k tomu, že účinky 

zebularinu silně interferují s replikací DNA, nedochází k tvorbě nových vláken a dělení buněk. 

U mutantních rostlinných linií rostoucích na médiu v přítomnosti zebularinu lze pozorovat různé 

buněčné a molekulární fenotypy, které napomáhají zkoumat mechanismus reparace                  

DNA-proteinových komplexů. 
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2 CÍLE PRÁCE 

Tato práce vychází z poznatků o účincích cytidinového analogu zebularinu (Champion et 

al., 2010; Liu et al., 2015) a navazuje již na předchozí práce (Kruska, 2017; Jemelková 2019). 

Výzkum je zaměřen na analýzu genů zapojených v opravách DNA-proteinových komplexů 

indukovaných zebularinem, konkrétně na SMC6B a TEBICHI. Pro zpracování diplomové práce 

byly vytyčeny tyto cíle: 

 

- Genetický skrínink a funkční analýza genů (selekce homozygotních mutantů a validace 

kandidátních genů). 

- Resekvenování a ověřování mutací v kandidátním genu SMC6B. 

- Ověření mutace v genu TEBICHI.  

- Analýza vybraných genů podílejících se na opravě DNA-proteinových komplexů za užití 

genetické analýzy (křížení, komplementace), molekulárně biologické charakterizace 

(izolace DNA a RNA, sekvenování, PCR, reverzní transkripce, kvantitativní PCR). 

- Vytvoření nových mapovacích populací u kandidátních linií 

- Vyhodnocení experimentálních výsledků. 
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3 LITERÁRNÍ PŘEHLED 

3.1 Poškození a reparace DNA 

Deoxyribonukleová kyselina (DNA) představuje základní genetickou jednotku každé 

buňky, její integrita a stabilita je nezbytná pro buněčný život. Jakékoliv poškození, které není 

opraveno reparačními procesy, dává možnost vzniku mutace. K poškozením DNA, zapříčiněnými 

jak exogenními, tak endogenními vlivy, nedochází zřídka, nýbrž až tisíckrát denně (Lindahl, 

1993). Poškození ovlivňují nejen samotnou kódující informaci, ale také průběh relikace či 

transkripce (Friedberg et al., 1995). V současné době jsou zkoumána různá poškození DNA 

a jejich specifické reparační mechanismy zajišťující genomovou stabilitu. 

Exogenně na DNA působí řada fyzikálních a chemických mutagenů. Mezi fyzikální 

mutageny lze zařadit neionizující UV-B záření (280–320 nm) vytvářející kovalentní vazby mezi 

sousedními pyrimidinovými (cytosinovými a thyminovými) bázemi (tzv. pyrimidinové dimery) 

(Grossman et al., 1988; Reef et al., 2009). Za přítomnosti UV-A (320–400 nm) a světelného (400–

700 nm) záření jsou pyrimidinové dimery opravovány DNA-fotolyázami procesem zvaným 

„fotoreaktivace“. Fotolyáza nejpve detekuje místo poškození, na které se poté váže. Světelná 

energie je využívána pro oxidaci cyklobutanové kostry, při čemž konvertují dimery na monomery 

(Brettel et Byrdin, 2010). Proces fotoreaktivace byl popsán u prokaryot, nižších eukaryot, rostlin, 

u placentálních savců však tento mechanismus chybí. U nich jsou pyrimidinové dimery 

opravovány odstraněním poškozené báze (BER), nukleotidu (NER) či pomocí mismatch reparace 

(MMR) nezávisle na světelných podmínkách (Thoma, 1999).  

Nebezpečí pro buňky představuje také ionizující záření (λ <10 nm). Energie ionizujícího 

záření je pohlcována vodou, což zapřičiňuje tvorbu reaktivních volných radikálů, které mohou 

reagovat s DNA za vzniku mnoha aduktů. Důsledkem není jen poškození bází, ale převážně 

jednovláknové (SSBs) a dvouvláknové zlomy (DSBs) (Leadon, 1996; Tripathy et Oelmüller, 

2012; Hu et al., 2016). Mechanismus reparace SSBs a DSBs se liší. SSBs využívá nukleotidovou 

excizní opravu (NER) či mismatch reparaci (MMR), zatímco oprava DSBs je zprostředkována 

homologní rekombinací (HR) či nehomologním spojováním konců (NHEJ) (Sargent et al., 1997; 

Puchta, 2005). V hypoxické oblasti buněk pak indukuje ionizující záření především DNA 

proteinové crosslinky (Stingele et Jentsch, 2015). 

Působením chemických alkylačních činidel, jako je ethylmetan sulfonát (EMS) či 

metylmetan sulfonát (MMS), dochází k tranzici (záměna purinových bází, nebo pyrimidinových 

bází) a transverzi (záměna purinových za pyrimidinové a naopak) (Maple et Møller, 2007). 

Tranzice i transverze jsou nejčastěji opravovány pomocí bázové excizní reparace (BER) (Krokan 

et Bjørås, 2013). Pokud dojde na takto pozměněné sekvenci k DNA replikaci, může být změna 

zafixována a předávána dále jako mutace. Díky mutagenním vlastnostem nachází alkylační 
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činidla uplatnění při tvorbě mutagenizovaných populací, které se využívají pro potřeby 

genetického skrínování (Kim et al., 2006).  

Vyjmenovaná poškození však nemusí být zapřičiněna jen účinkem exogenních vlivů. Řada 

z nich je i endogenního původu. Mezi hydrolytická poškození se řadí depurinace či 

depyrimidinace, při nichž dochází k rozrušení glykosidické vazby mezi purinovými či 

pyrimidinovými bázemi a deoxyribózou. Následkem je ztráta bází a vznik abazických míst tzv. 

„abasic site“ (Lindahl, 1993). Oprava hydrolytických poškození je zajištěna BER či NER 

(Lindahl, 1993; Naegeli, 1997; Swenberg et al., 2011).  

DNA je rovněž náchylná k oxidaci. Nejběžnější bázovou modifikací je oxidace guaninu na 

8-oxo-guanin, který má schopnost párovat se s adeninem (Lindahl, 1993). Tato modifikace 

s mutagenním potenciálem je generována endogenními reaktivními kyslíkovými radikály, ale 

může vznikat i spontánně během aerobního metabolismu (Kamiya, 2004). 

Typickým poškozením jsou také DNA crosslinky, které vznikají spojením dvou 

nukleotidových zbytků na jednom řetězci (intrastrand) nebo mez dvěma řetězci (interstrand). 

Reparace intrastrand crosslinků je zprostředkována NER, zatímco interstrand crosslinky jsou 

opravovány zejména HR nebo NHEJ (Huang et Li, 2013).  

Velká pozornost je v současné době věnována protinádorovým preparátům, jejichž 

mechanismus účinku je založen na cíleném poškození DNA, inhibici replikace či mitózy 

a apoptóze nádorové buňky. Řadí se sem inhibitory Topoizomeráz 1 (deriváty camptothecinu) 

a 2 (etoposid), cisplatina mající podobný účinek jako alkylační činidla, antibiotika (mitomycin C, 

bleomycin), analogy bází (zebularin, 5-azacytidin a 2’-deoxy-5-azacytidin) a mnohá další 

(Espinosa et al., 2003). Řada chemoterapeutik stojí za vznikem kovalentní vazby mezi proteinem 

a DNA, tvoří tzv. DNA-proteinové komplexy (DPCs). Vzniklé adukty jsou velké a blokují 

procesy spojené s chromatinem – transkripci, odvíjení DNA i samotnou replikaci. Inhibice 

opravných drah DPCs nabízí nový přístup pro kombinovanou protinádorovou terapii (Stingele et 

al., 2017). Vzhledem k tomu, že výzkum mé diplomové práce je zaměřen na reparaci DPCs, bude 

toto poškození popsáno podrobněji v samostatné kapitole. 

 

 
 

Obrázek 1: Schématické znázornění poškození DNA 

V molekule DNA může dojít k chybnému párování či záměně bází. Častá poškození DNA představují jednovláknové 

(SSBs) či dvouvláknové zlomy (DSBs). DNA-DNA komplexy vznikají kovalentním spojením dvou nukleotidých 

zbytků na jednom řetězci (intrastrand CL) nebo mezi dvěma řetězci (interstrand CL). Pokud dojde ke kovalentnímu 

navázání proteinu či enzymu na molekulu DNA, dochází ke vzniku DNA-proteinového komplexu. Schéma vytvořeno 

v online aplikaci Biorender. 
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3.2 DNA-proteinové komplexy a jejich klasifikace 

Molekula DNA přichází neustále do kontaktu s širokou řadou proteinů, avšak vazba mezi 

nimi je zpravidla reverzibilní a po vykonané akci jsou proteiny z molekuly DNA disociovány. 

Tím jsou vlákna DNA zpřístupněna pro kompakci ve formě nukleozomů, replikaci, transkripci 

i pro opravné mechanismy. Pokud jsou buňky vystaveny činidlům poškozujícím DNA, může dojít 

ke kovalentnímu navázání proteinů na molekulu DNA za vzniku toxických DNA-proteinových 

komplexů (DNA-protein crosslinks, DPCs) (Ide et al., 2015).  

Podle povahy zachyceného proteinu mohou být DPCs enzymatické vyznačující se 

kovalentní vazbou mezi specifickým enzymem a DNA, či neenzymatické, přičemž se na DNA 

zachytí jakýkoliv protein nacházející se v její blízkosti (Stingele et Jentsch, 2015).  

DPCs se odlišují svou velikostí i fyzikálně chemickými vlastnostmi. Jednotlivé DPCs lze 

rozdělit dle místa jejich vzniku a vazby na čtyři odlišné typy. DPC typu 1 (viz Obrázek 2) nejsou 

asociovány se zlomy DNA, protein se spojuje s neporušeným řetězcem. Běžně jsou tyto DPCs 

vyvolány účinností formaldehydu, sloučeninami platiny, ale pravděpodobně také analogy 

cytidinu, jako jsou 5-azacytidin a zebularin (Hacker et al., 2020).  

DPCs typu 2, 3 a 4 jsou pouze enzymatického charakteru. Při neúspěšné bázové excizní 

reparaci (BER) opravující SSBs může dojít k zachycení Poly(ADP-riboza)-polymerázy 1 

(PARP1) či DNA-polymerázy β (POL β). Tyto proteinové adukty vzniklé vedle apurinových míst 

jsou zařazovány pod DPCs typu 2 (Quiñones et al., 2015; Nakano et al., 2017; Ide et al., 2018).  

DPCs typu 3 jsou spojeny s Topoizomerázou 1 (TOP1), která za běžných podmínek 

uvolňuje torzní pnutí štěpem jednoho vlákna DNA. TOP1 se váže na 3’ konec SSBs pomocí 

tyrosyl-fosfodiesterové vazby, zatímco 5’ konec s OH skupinou je volný a má možnost rotovat 

kolem druhého neporušeného vlákna. Po uvolnění torzního pnutí je obvykle TOP1 z molekuly 

DNA uvolněna. Působením inhibitorů TOP1 (deriváty campothecinu) dochází ke kovalentnímu 

přichycení TOP1 na DNA, čímž vzniká DPCs (Pommier et Marchand, 2012; Stingele et al., 2017).  

Na vzniku DPCs typu 4 se podílí Topoizomeráza 2 (TOP2), která indukuje dvouvláknové 

štěpy. Zachycená TOP2 je spojena s DNA prostřednictvím dvou tyrosyl-fosfodiesterových vazeb 

na 5’ koncích DSBs. DPCs typu 4 představují závažnější poškození než DPCs typu 3 (Wang, 

1996; Hacker et al., 2020).   



6 

 
 

Obrázek 2: Klasifikace DPCs (typy 1-4) podle vazby na DNA 

DPCs typu 1 (Type 1) tvoří proteiny, které jsou kovalentně připojeny na nepoškozenou DNA. DPCs typu 2 (Type 2) 

vznikají neúspěšnou opravou BER, přičemž se na molekule DNA kovalentně zachytí PARP1 či POL β. Typ 3 (Type 

3) DPCs představuje TOP1 připojenou na 3’ konec SSB DNA přes jednu tyrosyl-fosfodiesterovou vazbu. DPCs typu 

4 (Type 4) se tvoří připojením TOP2 ke dvěma 5’ koncům DSB DNA prostřednictvím dvou tyrosyl-fosfodiesterových 

vazeb (Ide et al., 2015; Nakano et al., 2017). 

3.2.1 Analogy cytidinu jako inhibitory DNA-metyltransferáz 

Metylace cytosinu je u rostlin nezbytnou epigenetickou modifikací, která je katalyzována 

enzymy zvanými DNA metyltransferázy. DNA metyltransferázy přenáší metylovou skupinu 

z donorové molekuly SAM (S-adenosyl-methionin) na 5’ pozici cytosinu (Robertson, 2001). 

U rostlin dochází k metylaci ve všech sekvenčních kontextech (CG, CHG a CHH, kde H zastupuje 

všechny báze kromě G) (Feng et al., 2010; Zhang et al., 2018). Regulační oblasti genů jsou buď 

v metylovaném nebo demetylovaném stavu, přičemž každý stav má jiný biologický efekt a vliv 

na expresi. Metylace je spojována s heterochromatinem, který je více kompaktní, a tedy obtížněji 

přístupný pro transkripční mašinérii. V metylovaných oblastech dochází ke ztrátě genové exprese 

(Robertson, 2001; McMahon et al., 2017; Zhang et al., 2018). 

Aberantní metylace hraje velkou roli během procesu karcinogeneze (Bird, 2002; Jones et 

Baylin, 2002). Hypermetylace promotorů genů pro tumorové supresory způsobuje jejich 

transkripční represi a naopak dává prostor pro onkogenní transformaci (Baylin et Herman, 2000; 

Whitman et al., 2008).  

Jeden z novodobých přístupů léčby karcinogeneze spočívá v inhibici DNA metyltransferáz, 

což umožňuje opětovnou reaktivaci umlčených genů. Mezi inhibitory metylace DNA se řadí 

analogy cytidinu – 5-azacytidin (5-azaC), 2’-deoxy-5-azacytidin (5-azadC), ale také zebularin 

(Jones et Baylin, 2002; Dote, 2005). Tyto látky mají rozdílný biologický poločas, pro 5-azaC se 

udává 4 hodiny, zatímco biologický poločas zebularinu je až 3 týdny (Champion et al., 2010; 

Pecinka et Liu, 2014). Kromě toho 5-azaC a 5-azadC vykazují značnou toxicitu a nestabilitu ve 

vodních roztocích na rozdíl od zebularinu, který je pro svou menší toxicitu a větší stabilitu ve 

vodném roztoku více preferovaným cytidinovým analogem  (Constantinides et al., 1977; Beisler, 

1978; Cheng et al., 2003).   
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3.2.2 Analogy cytidinu jako induktory poškození DNA 

Champion et al. (2010) zkoumali in vitro kovalentní zasíťování bakteriální DNA-

metyltransferázy pomocí molekul DNA obsahující cytidinový analog zebularin za vzniku DNA 

proteinových komplexů (DPCs) (Champion et al., 2010). Orta et al. (2013) ve studii využívali 

buněčné linie z vaječníků čínského křečka roustoucích na Petriho miskách s cytidinovými 

analogy. V buňkách docházelo nejen ke snížení úrovně metylace záchytem DNA-

metyltranferázy, ale vzniklé proteinové adukty se jevily pro buňky jako vysoce toxické. DPCs 

představují fyzickou bariéru pro většinu enzymů, které se pohybují podél vlákna DNA (Orta et 

al., 2013).  

Analogy cytidinu se vyskytují ve formě tzv. proléčiv či prekurzorů a oproti původnímu 

cytidinu se liší svou strukturou. Aby došlo k jejich začlenění do molekuly DNA, musí být 

fosforylovány a redukovány za vzniku aktivní formy trifosfát-deoxycitidinu. Konverze se účastní 

ribonukleotid-reduktáza (RNR) a cytidin-deoxycytidinkináza (DCK), přičemž RNR hraje roli při 

přeměně ribunukleotidu na deoxyribonukleoitid a DCK je zodpovědná za fosforylaci (Lim et al., 

2011). 

Do molekuly DNA jsou cytidinové analogy začleňovány během S fáze buněčného cyklu. 

Mohou se tedy pravděpodobně začlenit jak do nově syntetizovaných řetězců DNA, tak i do RNA 

primerů Okazakiho fragmentů (Liu et al., 2015). Strukturní porovnání cytidinu a zebularinu je 

zobrazeno na Obrázku 3.  

 

Obrázek 3: Strukturní srovnání cytidinu a zebularinu 

Zebularin se od cytidinu liší nepřítomností 4’ aminoskupiny. Začleněním zebularinu do molekuly DNA dochází ke 

snížení úrovně metylace kovalentní vazbou s DNA-metyltransferázami za vzniku DPCs. 

 

Výzkumy provedené na modelovém organismu huseníčku rolním (Arabidopsis thaliana) 

prokázaly, že zebularin v buňkách spouští specifickou reparační odpověď nezávisle na měnící se 

úrovni metylace. Zebularinem indukované poškození tedy pro buňku představuje větší riziko než 

hypometylační účinky a buňka se vůči tomuto poškození snaží bránit. Signalizace poškození je 

zprostředkována ATR a ATM kinázami v replikační fázi buněčného cyklu. ATR a ATM kinázy 

fosforylují histonovou variantu H2AX nacházející se v chromatinu v místě poškození. Tato 

fosforylace indukuje akumulaci dalších proteinů, které se podílejí na reparační odpovědi (Amiard 

et al., 2011). Z výzkumu rovněž vyplývá, že důležitou roli v opravě zebularinem indukovaného 
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poškození zaujímá komplex strukturní údržby chromosomů Structural maintenance of 

chromosomes 5/6 (SMC5/6) (Liu et al., 2015).  

Vzhledem k tomu, že účinky zebularinu silně interferují s replikací DNA, nedochází 

k tvorbě nových vláken a dělení buněk. U mutantních rostlinných linií rostoucích na médiu 

v přítomnosti zebularinu lze pozorovat různé buněčné a molekulární fenotypy, které napomáhají 

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

3.2.3 Reparace DPCs typu 1 

V posledních letech bylo získáno mnoho poznatků týkajících se opravy DPCs u kvasinek 

či savců (Ide et al., 2015; Stingele et Jentsch, 2015). V současné době je na vzestupu i výzkum 

mechanismu opravy DPCs u rostlin (Liu et al., 2015; Enderle et al., 2019a; Hacker et al., 2020).  

DPCs jsou v buňkách opravovány jak kanonickými opravnými dráhami, tak 

i specializovanými mechanismy (Enderle et al., 2019b). Pro kvasinky a bakterie je 

nepostradatelný mechanismus NER opravující DPC typu I (<16 kDa) před samotnou replikací 

DNA (Nakano et al., 2007; de Graaf et al., 2009). Mechanismus NER byl popsán také u savců, 

navázaný protein však nesměl přesáhnout velikost 11 kDa (Nakano et al., 2007).  

Pro objasnění reparačního mechanismu u huseníčku rolního byly využity linie nesoucí 

mutace v genech, jejichž produkty jsou zapojeny ve specifických opravných dráhách. Gen XPF 

kóduje endonukleázu, která je nezbytná při opravě NER (Gaillard et Wood, 2001; Dubest et al., 

2002). Rostlinny xpf byly dle očekávání hypersenzitivní v přítomnosti MMC, avšak v přítomnosti 

zebularinu byla senzitivita těchto rostlin nižší. Z toho vyplývá, že NER má při opravách 

poškození způsobených zebularinem minoritní roli (Liu et al., 2015). Stejně nízká senzitivita byla 

prokázána i u rad5a-2 rostlin, čímž bylo vyloučeno, že zebularin ovlivňuje regresi replikační 

vidličky (Heyer et al., 2010; Liu et al., 2015).  

Důležitým reparačním mechanismem opravujícím DPCs během S nebo G2 fáze je také HR 

(Nakano et al., 2007; Vaz et al., 2017). HR mutanti kvasinek i rostlin ve výzkumech vykazovali 

zvýšenou senzitivitu vůči crosslinkujícím činidlům jako je formaldehyd, 5-azaC či ZEB (de Graaf 

et al., 2009; Liu et al., 2015). Působení formaldehydu je však spojováno také s tvorbou DNA-

DNA crosslinků a 5-azaC s indukcí SSBs (Liu et al., 2015; Vaz et al., 2017). Spojitost mezi HR 

a DPCs typu 1 indukovanými formaldehydem a 5-azaC je tedy nadále podmětem pro další 

výzkum. Nicméně bylo potvrzeno, že při opravě zebularinem indukovaných DPCs je HR 

stěžejním opravným mechanismem  (Liu et al., 2015).  

Kromě těchto kanonických cest existuje u rostlin i řada specializovaných enzymů, které se 

podílí na opravách DPCs typu 1. Endonukleáza MUS81 (MMS AND UV SENSITIVE 81 

endonukleáza) štěpí DNA v blízkosti DPCs, proteáza WSS1A (WEAK SUPRESSOR OF SMT3 

1A) degraduje proteinovou část DPCs. Tyrosyl-DNA-fosfodiesteráza 1 (TDP1) umožňuje 
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hydrolýzu vazby mezi proteinem a DNA, přičemž se podílí především na reparaci DPCs typu 3 

(Enderle et al., 2019b). 

 

Obrázek 4: Specializované mechanismy reparace DPCs u huseníčku rolního 

Huseníček rolní využívá při opravě DPCs specializované mechanismy. DPCs mohou být opraveny proteolytickou 

degradací, jíž se účastní proteáza WSS1A, či pomocí endonukleolytického štěpení pomocí endonukleázy MUS81. 

Enzymatické DPCs, jako jsou TOP1-DNA-komplexy vzniklé účinkem camptothecinu, lze opravit hydrolýzou tyrosyl-

fosfodiesterové vazby pomocí TDP1 (Enderle et al., 2019a). 

 

MUS81 patří do rodiny XPF/MUS81 endonukleáz a je rozšířena napříč eukaryontními 

organismy (Interthal et Heyer, 2000). Při výzkumu bylo zjištěno, že rostliny mus81 vykazují 

senzitivitu vůči crosslinkujícím činidlům, jako je MMC a cisplatina (Mannuss et al., 2010; 

Enderle et al., 2019a). MUS81 se účastní reparace DPCs typu 1 a 3. Patrně však nevytváří zářez 

na vlákně DNA, které je zesíťováno, nýbrž na opačném vlákně DNA, a to nejčastěji naproti již 

existujícímu zářezu, čímž vzniká DSB, který je opraven kanonickými dráhami (Regairaz et al., 

2011).  

Další endonukleázou zapojenou do reparace DPCs je MRE11, která je součástí 

konzervovaného komplexu MRN. Kromě MRE11 se komplex MRN skládá z rekombinázy 

RAD50 a signálního transdukčního proteinu NBS1 (Williams et al., 2007). MRN komplex je 

zapojený v opravách DSBs a jeho role při reparaci DPCs je stále předmětem výzkumu. Mutantní 

kvasinkové linie mre11 vykazovaly při výzkumu senzitivitu vůči formaldehydu, etoposidu 

i camptothecinu (de Graaf et al., 2009; Stingele et al., 2017). MRE11 patrně vytváří zářez na 

komplementárním řetězci naproti generovanému SSB stejně jako MUS81. Vzniklé DBSs jsou 

opravovány opět kanonickými reparačními dráhami. Vzhledem k tomu, že reparace MRN 

komplexem probíhá nezávisle na kovalentně vázaném proteinu, je možné, že se podílí na 

opravách všech typů DPCs (Stingele et al., 2017). 

Proteáza WSS1 degradující proteiny kovalentně navázané na DNA byla objevena relativně 

nedávno (Stingele et al., 2014). WSS1 byla identifikována u kvasinek s deficitem TDP1, čímž se 

dostala do popředí její nenahraditelná funkce. Bylo prokázáno, že WSS1 specificky degraduje 

proteinovou část DPCs. Patrně je schopna opravovat DPCs typu 1, 3 a 4 (Stingele et al., 2014; 

Serbyn et al., 2020). U živočichů tuto funkci plní proteáza Spartan (SPRTN/DVC1) (Stingele et 
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al., 2015). Proteázy z rodiny SPRTN/WSS1 jsou kontrolovány několika mechanismy. Jedním 

z nich je deubikvitinace SPRTN/WSS1 doposud neznámým mechanismem umožňujícím 

lokalizaci na chromatin (Stingele et al., 2016). Po proteolýze DPC zůstává na DNA navázaný 

malý peptid, který již nepřekáží, případně se uvažuje, že může být opraven NER (Stingele et al., 

2017). Huseníček rolní obsahuje dva homology WSS1A a WSS1B, avšak pouze u WSS1A byl 

prokázán podíl na opravách DPC a funkce WSS1B zatím nebyla objasněna. Mutantní linie Atwss1 

vykazují na cisplatině či camptothecinu defektní fenotyp vyznačující se krátkou délkou kořene ve 

srovnání s WT a zvýšeným počtem mrtých buněk v kořenovém meristému (Enderle et al., 2019b). 

TDP1 je spojována převážně s opravou DPCs typu 3, avšak pro úplnost zahrnu 

v diplomové práci i tento princip opravy (Pommier et al., 2006; Prasad et al., 2019). TDP1 

hydrolyticky štěpí vazbu mezi DNA a proteinem. Mechanismus účinnosti byl detailněji popsán 

u kvasinek (Murai et al., 2012). TDP1 hydrolyzuje fosfodiesterovou vazbu mezi 

pentózafosfátovou kostrou DNA a tyrozylovým zbytkem TOP1 (Pouliot et al., 1999). Na 3’ konci 

DNA zůstává navázaný fosfát, který je dále odstraněn fosfatázou. SSB je následně opraven BER 

(Plo, 2003). Výzkumy se snažily objasnit funkci TDP1 i u rostlin. Mutantní linie tdp1 huseníčku 

rolního se však po působení crosslinkujících činidel nelišila od WT, avšak v kombinaci 

s mutatními liniemi wss1 či mus81 vykazovali dvojití mutanti silnější defektní fenotyp. U těchto 

dvojitých mutantů došlo k nárůstu mrtvých buněk v kořenovém meristému při vystavení 

camptothecinu. Z výsledků vyplývá, že TDP1 je vysoce specializovanou reparační dráhou DPCs 

(Enderle et al., 2019b). 

3.3 Výzkum DNA-proteinových komplexů indukovaných zebularinem 

Přestože se výzkum opravy DPC typu 1 posunuje neustále kupředu, stále je otázkou, jaké 

reparační dráhy se do celého procesu zapojují, a které proteiny je tvoří. Výzkum pod vedením 

doc. Mgr. Aleše Pečinky Ph.D. je zaměřen na reparaci DPCs indukovaných zebularinem. Ve 

studii pracujeme s EMS mutagenizovanou populací huseníčku rolního, u níž hledáme mutace 

v genech, jejichž produkty se účastní jednotlivých reparačních drah (strategie dopředné genetiky). 

Mutantní rostlinné linie lze fenotypově odlišit na růstovém médiu se zebularinem – jsou vůči 

zebularinu senzitivní, menší a jejich kořeny dosahují maximálně 40% délky než na kontrolním 

médiu. 

Po objevu zájmového fenotypu je třeba identifikovat zasažený gen (geny), jenž se na 

výsledném fenotypu podílí, určit mutaci a popsat alelické vztahy. Po tyto účely se využívají testy 

na alelismus, segregační analýzy, analýzy reciprokého křížení a mapování pomocí sekvenování 

(SHORE mapování) (Schneeberger et al., 2009; Schneeberger et Weigel, 2011; Galvão et al., 

2012; Sun et Schneeberger, 2015).  

Během SHORE mapování se mutantní rostliny kříží s nemutantní rostlinou stejného 

genotypu a následná generace se samospráší. Rekombinantní F2 populace následně nese 
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segregující fenotyp – jedinci s mutantním fenotypem jsou z této populace izolováni 

a celogenomově sekvenováni. Během sekvenační analýzy dochází k porovnání polymorfních 

markerů rodičovských alel a stanovuje se chromozomální oblast, která obsahuje kandidátní 

kauzální mutace, které jsou poté ověřovány pomocí komplementačních testů (Sun et 

Schneeberger, 2015).  

 

Obrázek 5: Diagram SHORE mapování 

V F2 mapovací populaci generované zpětným křížením s nemutagenizovaným jedincem dochází k segregaci 

mutantního fenotypu. Tito jedinci jsou izolováni a sekvenováni. Porovnáním polymorfismů mezi dvěma rodičovskými 

alelami dochází k určení chromozomové oblasti s možným vyskytem kauzální mutace (Schneeberger et Weigel, 2011).  

Nicméně reparační systém je složitý a oportunistický. Pokud jedna reparační dráha 

nefuguje, může oprava alespoň částečně probíhat pomocí jiné reparační dráhy. Cíleně proto 

vnášíme do mutantní homozygotní rostliny hybridizačním křížením mutaci jiného genu 

a sledujeme jejich společný fenotypový účinek. Při tomto procesu dochází k vyřazení dvou genů 

zároveň, přičemž mohou spadat do stejné reparační dráhy, ale také do dvou rozdílných 

reparačních drah. 

Pokud dojde k vyřazení dvou genů jedné reparační dráhy, nemá obvykle toto vyřazení na 

senzitivitu vliv – stále je ovlivněna pouze jedna reparační dráha a senzitivita rostlin zůstává na 

stejné hladině. Naopak u linií, u nichž došlo k vyřazení dvou genů, jenž spadají do dvou 

reparačních drah (atm atr), mají tato vyřazení aditivní účinek a rostliny se stávají vůči zebularinu 

hypersenzitivními.  

Mutantní linie atm a atr vykazují na médiu s 20 μmol∙l-1 ZEB určitou senzitivitu. Jejich 

kořeny jsou oproti kontrolní linii W35 značně menší. Jak je známo, ATM hraje roli převážně 

v opravě dvouvláknových zlomů DNA, zatímco ATR je přítomna při opravách poškození na 

replikačních vidličkách v průběhu replikace, kde se nachází jednovláknové zlomy (Cimprich et 
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Cortez, 2008; Liu et al., 2015). U dvojitých mutantů atm atr tak došlo k vyřazení dvou 

reparačních drah a rostliny se staly hypersenzitivními vůči zebularinu (Liu et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 6: Dvojití mutanti – Vyřazení dvou reparačních drah 

Schématické znázornění fenotypového projevu dvojitého mutanta, u něhož došlo k vyřazení dvou reparačních drah. 

Rostlinná linie WT nenese v genech ATR a ATM mutaci. Mutantní alela atr je značena zeleně, mutantní alela atm žlutě. 

Při růstu na kontrolním růstovém médiu dosahují jednoduché mutantní linie i dvojitý mutant stejné délky, jako kontrolní 

linie. 20 μmol∙l-1 ZEB působí jako induktor poškození, což se projevuje na fenotypech mutantních linií, u nichž došlo 

k vyřazení potřebných genů pro reparaci. Po vyřazení jednoho genu se inaktivuje jedna reparační dráha a rostliny jsou 

vůči interní kontrole menší. Po vyřazení dvou genů z odlišných reparačních drah se vyřadí obě tyto reparační dráhy, 

dvojití mutanti se vyznačují vyšší hypersenzitivitou vůči zebularinu než jednoduší mutanti (Schéma dle výsledků Liu 

et al., 2015, vytvořeno v online aplikaci BioRender).  

3.3.1 Předcházející výzkum 

Genetický skrínink započal Dr. Andreas Finke (Max Planck Institute for Plant Breeding 

Research, Colegne, Německo) mutagenizací 10 000 semen linie W35 (Col-0) činidlem EMS 

způsobující ethylaci v pozici N7- nebo O6- na guaninu. Mutagenizovaná semena byla zaseta do 

zeminy a sloužila pro další reprodukci a získání M2 generace semen, u nichž se předpokládal 

výskyt mutací v homozygotním stavu.  

Při genetickém skríninku bylo sesbíráno 108 skupin semen M2, z nichž tři skupiny (9A, 9B 

a 10A) byly použity pro můj výzkum v rámci bakalářské práce (Jemelková, 2019). Z každé 

skupiny bylo vyseto ~1200 semen na médium obsahující 7,5 μmol∙l-1 zebularin. Po týdnu byl 

pozorován u vyklíčených rostlin značný rozdíl v délce jejich kořínků. Rostliny s malými kořínky 

byly selektovány na 1/2 MS médium. 

Z každé skupiny bylo selektováno přibližně 80 rostlin, avšak účinky zebularinu byly pro 

některé z nich fatální a po přesazení do média či zeminy uhynuly. Z vitálních rostlin byla následně 

získána sbírka semen (M3 generace) sloužící pro ověření kandidátů a další selekci na 20 μmol∙l-1 

zebularinu. Sbírky byly označeny čísly dle rostlin (semena první rostliny ze skupiny 9A získala 

označení 9A-1).  
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Při následné selekci byly vyčleněny linie, které byly vůči zebularinu (i) nesenzitivní – délky 

kořínků na kontrolním médiu a na médiu se zebularinem byly stejné (falešně pozitivní kandidát); 

(ii) vývojoví mutanti mající malé kořínky nezávisle na inhibitoru; (iii) senzitivní linie – na 

zebularinu měly rostliny krátké kořínky, kdežto na kontrolním médiu měly kořínky dlouhé.  

Zásadním výstupem této analýzy pro každou rostlinou linii byl poměr průměrných délek kořínku 

na zebularinu a na kontrolním médiu. Tento parametr umožňoval porovnání všech kandidátních 

linií s kontrolními liniemi (W35 a smc6b-1). Za senzitivní kandidáty byly považovány rostliny, 

u nichž délka kořínku na zebularinu dosáhla méně než 40 % délky na kontrolním médiu.  

Kandidátní linie 9A-10, 9A-30 a 9A-32 vykazovaly při tomto selektivním testu na 

20 μmol∙l-1 zebularinu stejný fenotyp jako pozitivní kontrolní linie smc6b-1 (Jemelková, 2019). 

Mutace v genu SMC6B byla u těchto linií potvrzena pomocí komplementačního křížení. Avšak 

ověření přítomnosti mutace pomocí sekvenování nebylo úspěšné. Oblast mezi exonem 17. až 20. 

nebylo možné PCR naamplifikovat. V rámci diplomové práce jsem se rozhodla ve výzkumu 

pokračovat s cílem ověřit přítomnost mutace v genu SMC6B u vybraných kandidátních linií.  

Kandidátní linie s neznámou mutací byly kříženy s linií W35 pro zisk hybridní mapovací 

F2 populace. V získané F2 populaci došlo k segregaci mutantního fenotypu (SHORE mapování). 

Segregující rostliny byly izolovány a následně celogenomově sekvenovány. Pomocí 

bioinformatických analýz provedených Mgr. Klárou Procházkovou a Mgr. Martinem Kovačikem 

byly u těchto linií dle skóre vyčleněny mutace genů, které se mohou podílet na opravách DNA-

proteinových komplexů. U linie 9B-43 byla nalezena mutace v genu TEBICHI, jejímž ověřením 

se rovněž zabývám ve své diplomové práci.   

3.3.2 Charakterizace SMC5/6 komplexu 

Chromatin tvořící eukaryontní jaderný genom je během buněčných procesů dynamicky 

remodelován (Alabert et Groth, 2012). Nezbytnou roli při těchto procesech zastávají tzv. SMC 

komplexy (STRUCTURAL MAINTENANCE OF CHROMOSOMES): kohezin tvořený SMC1 

a SMC3 podjednotkami, kondenzin tvořený SMC2 a SMC4 podjednotkami a SMC5/6 komplex 

(Jeppsson et al., 2014). Kohezin umožňuje párování sesterských chromatid a tento stav udržuje 

až do anafáze buněčného cyklu (Uhlmann et al., 1999; Losada et al., 2000). Kondenzin se podílí 

na kondenzaci mitotických chromozomů během interfáze. Kompaktní struktura chromozomů je 

pro jaderné dělení nezbytná (Hirano et Mitchison, 1994; Hirano et al., 1997).  

SMC5/6 komplex je konzervován napříč eukaryontními organismy. Jeho biologická funkce 

není zcela přesně definována. Během S fáze buněčného cyklu usnadňuje průběh replikace 

a podporuje stabilitu replikační vidličky (Irmisch et al., 2009; Peng et al., 2018). U mutantních 

smc5/6 kvasinek bylo zjištěno, že oblasti DNA obsahující repetice, jako jsou lokusy rDNA 

a telomery, nebyly úspěšně replikovány, přičemž neúplné a aberantní replikace vedly až 
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k chromozomálním zlomům (Torres-Rosell et al., 2005; Bermudez-Lopez et al., 2010; Chavez et 

al., 2010).  

Ve studiích na lidských buňkách bylo zjištěno, že SMC5/6 komplex je asociován 

s chromatinem během interfáze, ale během mitózy dochází k jeho disociaci (Taylor et al., 2001; 

Gallego-Paez et al., 2014). Malá množství SMC5/6 komplexu byla pozorována i na mitotických 

chromozomech, avšak nepředpokládá se, že by detekované množství mělo účinek na jejich 

sestavení. Odstranění SMC5 a SMC6 podjednotek vedlo k deformaci sesterských chromatid, 

hyperkondenzaci distálních ramen a hypokondenzaci centromer. Tyto aberace potvrzují 

souvislost s funkcí komplexu při replikaci a remodelaci chromatinu. Bez komplexu se 

chromozomální segregace stává defektní a dochází k prolínání sesterských chromatid (Gallego-

Paez et al., 2014).  

Studium SMC5/6 komplexu u huseníčku potvrzuje jeho zapojení v opravách DNA 

(Mengiste, 1999; Watanabe et al., 2009; Díaz et al., 2019). SMC5/6 komplex se také podílí na 

regulaci správného vývoje rostlin, reaguje na abiotický stres, ovlivňuje sexuální reprodukci 

a potlačuje autoimunitní reakce (Diaz et Pecinka, 2018).   

3.3.2.1 Architektura a dynamika SMC5/6 komplexu 

SMC podjednotky jsou charakteristické svou podobnou doménovou strukturou. Každá 

SMC podjednotka se skládá z pantové domény (hinge) nacházející se uprostřed aminokyselinové 

sekvence, dvou terminálních hlavových domén s ATPázovou aktivitou a dvou ramenových částí, 

tzv. coil spojujících hlavové domény s pantem. Proteiny SMC vytváří dimery spojením svých 

pantových domén, které představují kostru celého komplexu. Hlavové terminální domény se 

skládají ze dvou motivů Walker A a Walker B, které umožňují navázání molekuly ATP. Po 

návázání dvou molekul ATP dochází k dimerizaci ATPázových domén (Fousteri, 2000; Nasmyth 

et Haering, 2005; Hirano, 2006; Palecek et al., 2006).  

 

   Rameno (Coil)   Rameno (Coil) 

 

 Walker A         Pant (Hinge)   Walker B  

ATPázová doména            ATPázová doména 

 

Obrázek 7: Stuktura SMC proteinu 

SMC proteiny mají konzervované doménové struktury. V centrální oblasti se nachází pant (Hinge), jež je ohraničen 

dvěma rameny (Coil) ukončenými hlavovými doménami s ATPázovou aktivitou tvořenými motivy Walker A (N- 

terminální doména) a Walker B (C-terminální doména) (Carter et Sjögren, 2012). 

 

Podjednotky SMC5 a SMC6 dále interagují s nejméně šesti NSE (NON-SMC-ELEMENT) 

podjednotkami, které vytváří odlišné subkomplexy: NSE2-SMC5-SMC6, NSE1-NSE3-NSE4 

a NSE5-NSE6. Přestože SMC5/6 komplex má u různých organismů stejnou či podobnou stavbu, 
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nomenklatura jeho podjednotek se liší, v některých případech jsou jednotlivé podjednotky 

kódovány dvěma paralogními geny (Diaz et Pecinka, 2018). 

Podjednotky NSE1, NSE3 a NSE4 tvoří stabilní subkomplex, který se specificky váže na 

SMC5/6 komplex (Duan et al., 2009; Hudson et al., 2011). Paleček et al. (2006) uvádí, že SMC5 

a SMC6 podjednotky jsou spojeny kleisinovým proteinem NSE4. Kleisinová molekula zároveň 

stimuluje hydrolýzu ATP (Fousteri, 2000; Vondrova et al., 2019). U huseníčku byly nalezeny dva 

paralogní geny kódující NSE4A a NSE4B proteiny, jenž interagují s SMC5/6 komplexem (Díaz 

et al., 2019). Diaz et al. (2019) udávají, že NSE4A je zapojen do oprav somatického poškození 

DNA u huseníčku rolního a zároveň se podílí na vývoji semen. Silná mutace NSE4A je pro 

huseníček letální (Diaz, 2018, Díaz et al., 2019). 

NSE1 obsahuje RING motiv ve své C-terminální části, jež je charakteristický pro E3-

ubikvitin ligázy. Sama o sobě je ubikvitin ligázová aktivita NSE1 v lidském SMC5/6 komplexu 

slabá, avšak v přítomnosti NSE3/MAGEG1 proteinu dochází k jejímu zesílení. RING doména je 

také nutná při lokalizaci NSE4 a SMC5 v jaderných ohniscích při poškození DNA (Pebernard et 

al., 2008; Bozděchová, 2016). Mutace v RING doméně vede k přecitlivělosti na poškození DNA 

a úplné deleci NSE1, jež je letální nejen pro kvasinky, ale i pro huseníček (Fujioka et al., 2002; 

McDonald et al., 2003; Li et al., 2017; Diaz et Pecinka, 2018). 

NSE3 se řadí do rodiny MAGE proteinů (MELANOMA-ASSOCIATED-ANTIGEN) 

(Piccoli et al., 2009; Hudson et al., 2011). U rostlin, hlístic, hmyzu a obratlovců (vyjma savců) 

byl nalezen pouze jeden gen MAGE (NSE3), zatímco u savců bylo potvrzeno 55 různých genů 

exprimující MAGE proteiny (Piccoli et al., 2009). V lidském komplexu SMC5/6 byla prokázána 

přítomnost MAGEG1 proteinu, jenž je ortologem NSE3 (Taylor et al., 2008; Hudson et al., 2011). 

Ukázalo se, že MAGEG1 stimuluje ativitu E3 ligázy NSE1 (Doyle et al., 2010). Funkce zbylých 

MAGE proteinů nejsou zcela objasněny, avšak jsou spojovány s vývojem neuronů, diferenciací 

buněk i apoptózou (Barker et Salehi, 2002; Kuwajima, 2006).  

Studie na kvasinkách dokazuje, že interakce mezi SMC6 a NSE4 je zprostředkována skrze 

„krček“, jenž se nachází mezi ramenem a hlavovou doménou SMC6 proteinu, a skrze HTH (helix-

turn-helix) terminální doménu NSE4 proteinu. Interakce mezi SMC6 a NSE4 je po navázání 

molekuly ATP nestabilní. Naopak stabilnější vazbou je spojena globulární hlavová oblast SMC5 

proteinu s kleisinovou molekulou přes WHD (winged-helix domain) doménu (Vondrova et al., 

2019). Propojení NSE1 s NSE4 či NSE3 s NSE4 umožňují winged helix B domény (WH-B). 

Vzájemně interagují 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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Obrázek 8: Interakce NSE4 proteinu s jeho vazebnými partnery 

NSE4 interaguje s SMC6 podjenotkou skrze HTH doménu a s SMC5 podjednotkou přes WHD doménu. S NSE4 

molekulou interagují také NSE3 a NSE1 podjednotky prostřednitvím WH-B domény (Vondrova et al., 2019; Zabrady 

et al., 2016). Schéma vytvořeno dle předlohy Vondrova et al., 2019. 

 

NSE1 a NSE3 (KITE) proteiny se podílí na stabilizaci SMC5-NSE4-SMC6 komplexu 

v nepřítomnosti ATP. Konformace s navázaným ATP je doprovázena disociací NSE4 a KITE 

proteinů. Při vazbě ATP dochází k rozrušení vazby mezi NSE4 a SMC6 podjednotkou 

a k otevření konformace komplexu. Zároveň je možná i disociace NSE3 od NSE4. Kleisin a KITE 

podjednotky tedy patrně pohánějí dynamiku SMC5/6 komplexu a s ním spojené molekulární 

mechanismy (Vondrova et al., 2019). 

 

 

Obrázek 9: Schematické znázornění dynamiky SMC5/6 komplexu během ATPázového cyklu 

SMC5/6 podjednotky bez ATP jsou stabilizovány NSE4 proteinem, na němž jsou navázané KITE proteiny (NSE1 

a NSE3). Po vazbě ATP není konformace NSE4 s asociovanými KITE proteiny kompatibilní, dochází k narušení 

několika protein-proteinových interakcí. NSE4 je disociována z SMC6 podjednotky, stejně tak je narušena vazba mezi 

NSE3 proteinem a NSE4 (Vondrova et al., 2019).  

 

Otevřený kruhový komplex dokáže topologicky zachytit a obejmout dva řetězce DNA. Dvě 

vlákna DNA mohou být reprezentována dvěma sesterskými chromatidami, nebo dvěma segmenty 

jedné molekuly DNA. Spojení dvou segmentů jedné molekuly DNA vede k vytvoření 

intramolekulární smyčky. Vazba a hydrolýza ATP umožňuje motorickou aktivitu komplexu 

a umožňuje jeho translokaci podél molekuly DNA (Farcas et al., 2011; Kanno et al., 2015; Ganji 

et al., 2018; Palecek, 2018).  

Součástí SMC5/6 komplexu je i NSE2 protein, známý jako MMS21 

(METHYLMETHANSULFONATE SENSITIVE 21) či HPY2 (HIGH PLOIDY 2), který se váže 

do středové oblasti coiled coil SMC5 a je spojován se SUMO (SMALL UBIQUITIN-RELATED 
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MODIFIER) E3 ligázovou aktivitou (Andrews et al., 2005; Zhao et Blobel, 2005). U huseníčku 

je funkční aktivita NSE2 spojena s SIZ/PIAS-RING motivem. NSE2 není pro huseníček 

esenciální, avšak jeho nepřítomnost má vliv na výsledný fenotyp. Mutantní rostliny vykazují 

deformaci listů, malý vzrůst, méně semen či dokonce úplnou sterilitu (Huang et al., 2009; Ishida 

et al., 2009; Liu et al., 2014; Diaz et Pecinka, 2018). 

Proteiny NSE5 a NSE6 tvoří heterodimer, který se pravděpodobně podílí na multimerizaci 

a/nebo lokalizaci celého komplexu na chromatin, a představuje jeho nekonzervovanou část. 

V dělících se kvasinkách pivních (Saccharomyces cerevisiae) je tento heterodimer umístěn 

v pantových oblastech SMC5 a SMC6 proteinů a je nezbytný pro životaschopnost kvasinek 

(Palecek et al., 2006). Pro pučící kvasinky (Saccharomyces pombe) není tento heterodimer 

esenciální a váže se do hlavových oblastí proteinů SMC5 a SMC6. Ze studií na kvasinkách 

vyplývá, že NSE5/6 heterodimer může regulovat dynamiku pantů SMC5/6 komplexu. (Duan et 

al., 2009). U huseníčku rolního byly nalezeny dva proteiny, ASAP1 (ARABIDOPSIS SNI1 

ASSOCIATED PROTEIN 1) a SNI1 (SUPRESSOR OF NPR1-1, INDUCIBLE 1), jež interagují 

s SMC5 i SMC6 a mají podobnou strukturu jako NSE5 a NSE6 a mohou tedy představovat možné 

funkční ortology NSE5 a NSE6 (Yan et al., 2013). U člověka tvoří homology NSE5 a NSE6 

proteiny SLF1 a SLF2 (SMC5/6 COMPLEX LOCALIZATION FACTOR 1, 2), které jsou 

zároveň součástí ubikvitinové kaskády, kde propojují SMC5/6 komplex s proteinem RAD18 

majícím E3-ubikvitin ligázovou aktivitu (Raschle et al., 2015).  

 

Obrázek 10: Architektura SMC5/6 komlexu kvasinek, rostlin a člověka 

SMC5/6 komplexy kvasinek, rostlin i člověka mají podobnou architekturu (A): SMC5 a SMC6 proteiny interagují 

v oblasti pantu. Prostřednictvím ramen (coiled-coil) se terminální konce přibližují a vytváří aktivní místo ATPázy. Na 

terminální oblasti se také vážou non-SMC proteiny (NSE1, NSE3 a NSE4). NSE2 SUMO ligáza je navázána na rameno 

SMC5. Odlišné je pak umístění NSE5/6 heterodimeru (B): u pučících kvasinek (S. pombe) je umístěn v blízkosti 

ATPázové domény, u dělících kvasinek (S. cerevisiae) je umístěn v pantové doméně. U huseníčku rolního (A. thaliana) 

byly nalezeny možné ortology těchto proteinů (ASAP1 a SNI1), stejně tak u člověka (SLF1 a SLF2), avšak jejich 

vazebné místo na proteinu nebylo doposud popsáno (Diaz et Pecinka, 2018).   

 

3.3.2.2 Zapojení SMC5/6 komplexu v opravách DNA 

SMC5/6 komplex je nezbytným komponentem buněčné odpovědi reagující na DSBs. 

Výzkum prováděný na huseníčku rolním naznačuje, že komplex SMC5/6 se účastní 
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postreplikativní opravy komplexních i objemných lézí převážně reparačním mechanismem HR, 

avšak malou roli má i při NHEJ (Diaz et Pecinka, 2018). Vazba SMC5/6 komplexu do místa 

poškození je patrně závislá na přítomnosti MRN komplexu (Irmisch et al., 2009; Stephan et al., 

2011). 

 Mutanti smc6b a nse2/mms21/hpy2 huseníčku rolního vykazují hypersenzitivitu vůči 

MMC i zebularinu, který působí nejen jako demetylační činidlo, ale je také induktorem 

enzymatických DPCs (Baubec et al., 2009; Liu et al., 2015; Procházková, Finke, Pečinka et al, 

nepublikováno). S využitím transgenních reportérových systému bylo zjištěno, že mutantní linie 

huseníčku smc6a, smc6b a nse2 mají sníženou frekvenci HR (Mengiste, 1999; Watanabe et al., 

2009, Yuan et al., 2014). SMC5/6 je pozitivním regulátorem HR v komplexní regulační síti, v níž 

kompetují jednotlivé reparační dráhy o svou účast v opravě DNA (McDonald et al., 2003; Potts 

et al., 2006; De Piccoli et al., 2006). Signalizace poškození indukovaných zebularinem je 

zprostředkována ATM a ATR kinázami, avšak mechanismus fosforylace/aktivace SMC5/6 

komplexu zůstává neznámý (Garcia et al., 2003; Culligan et al., 2006; Liu et al., 2015).  

Reparace založená na homologii je obtížná převážně v tandemově se opakujících částech 

genomu. Vysoká podobnost opakujících se jednotek zvyšuje riziko HR mezi ektopickými 

kopiemi, jež může vést k nechtěným přestavbám chromozomů či ztrátě genetické informace 

(Devos, 2002; Ampatzidou et al., 2006). Studie na kvasinkách a zvířatech naznačují, že SMC5/6 

komplex se shlukuje v oblastech bariér replikačních vidlic (Replication Fork Barrier) rDNA či 

telomerických sekvencí během G2/M fáze a kontroluje zde HR (Torres-Rosell et al., 2005; De 

Piccoli et al., 2006; Piccoli et al., 2009). SMC5/6 komplex rozpoznává poškození 

a pravděpodobně zprostředkovává vazbu proteinu RAD52, jenž se účastní HR (Irmisch et al., 

2009). 

SMC5/6 komplex se podílí i na opravě zkolabované replikační vidlice (Ampatzidou et al., 

2006). Při poškození DNA dochází k zastavení replikace. Pokud není replikace obnovena, může 

dojít ke kolapsu replikační vidlice. U kvasinek je restart replikační vidlice zajištěn SMC5/6 

komplexem interagujícím 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) huseníčku rolního kóduje DNA polymerázu, která se 

účastní oprav dvouvláknových zlomů (DSBs) DNA mechanismem mikrohomologního spojování 

konců (MMEJ), avšak hraje také roli při integraci T-DNA (Kregten et al., 2016). Její úloha je 

rovněž spjata s regulací buněčného dělení a diferenciací meristému, stejně tak je nezbytná při 

replikaci a nese zodpovědnost za správnou expresi genů během vývoje (Inagaki et al., 2006, 

2009).   
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Homologem TEB huseníčku rolního je MUS308 octomilky (Drosophila melanogaster), či 

Polymeráza théta POLθ/POLQ, jež je exprimovaná u savců, nevyjímaje člověka. U bakterií a hub 

se tato DNA polymeráza nevyskytuje (Inagaki et al., 2006, 2009). 

Gen TEB v genomu huseníčku rolního se skládá z 28 exonů a kóduje polypeptid dlouhý 

2 154 aminokyselin. Výsledný protein obsahuje dvě konzervované funkční domény: N-terminální 

DNA/RNA helikázovou doménu a C-terminální DNA polymerázovou I doménu (Inagaki et al., 

2006).  

Rostliny s mutací v genu TEB vykazují morfologické defekty, které se projevují krátkou 

délkou kořínku a nadměrně zoubkovanými listy. Buněčné dělení u těchto mutantů není zcela 

pravidelné, stejně tak je pro ně charakteristická defektní diferenciace meristému a jsou 

hypersenzitivní vůči DNA crosslinkujícím činidlům. Fenotypový projev mutantních linií je silně 

spjatý s lokalizací dané mutace. Jestliže se mutace nachází v N-terminální helikázové doméně, 

vykazuje rostlina silný morfologicky defektní fenotyp popsaný výše. Naopak rostlinné linie 

s mutací v C-terminální DNA polymerázové doméně se fenotypově spíše podobají kontrolní linii 

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

3.3.3.1 Molekulární a genetická analýza genu TEBICHI u rostlin 

Inagaki et al. (2006) skrínovali ve své sbírce mutované T-DNA linie huseníčku rolního 

(ekotyp Columbia-0), přičemž narazili na rostliny vyznačující se krátkou délkou kořínku. 

Objevená mutantní linie získala název tebichi-1 (teb-1), což je v japonském dialektu výraz pro 

„prasečí kopýtko“. Vědecká skupina porovnávala 10denní rostliny Col-0 se stejně 

starými rostlinami mutantní linie. Kromě krátké délky kořínků u teb-1 popsala i kořenové vlášení 

dosahující těsné blízkosti kořenové čepičky. Dalším kontrastem byly buňky kořenového 

apikálního meristému (RAM), jež byly u Col-0 pravidelně organizovány, naopak u teb-1 nikoliv 

(Inagaki et al., 2006).  

Genetická analýza teb-1 ukázala, že fenotyp této linie je výsledkem recesivní mutace 

nesouvisející s inzercí T-DNA. Bylo zjištěno, že v genomické DNA teb-1 se nachází delece 

o délce 2,7 kb zasahující 7. až 13. exon, což v proteinové sekvenci odpovídá helikázové doméně. 

Delece nenarušila expresi mutovaného genu, nýbrž vedla k produkci zkráceného transkriptu 

a  nefunkčního proteinu (Inagaki et al., 2006).  

Ve sbírce Salk Institute se nachází čtyři T-DNA mutantní linie – teb-2, teb-3, teb-4 a teb-5 

(Alonso, 2003). T-DNA inzerce linií teb-5 a teb-2 narušují helikázovou doménu výsledného 

proteinu TEB a zároveň mají linie fenotypovou podobnost s linií teb-1. T-DNA inzerce linií teb-

3 a teb-4 zasahují do polymerázové domény v proteinové sekvenci, nicméně fenotypově se tyto 

linie neliší od kontrolních rostlin Col-0 (viz Obrázek 11). Z těchto výsledků lze usuzovat, že 

vývojový fenotyp teb mutantů souvisí s deficitem helikázové domény proteinu TEB (Inagaki et 

al., 2006).  
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Obrázek 11: (B) Morfologické fenotypy listové růžice mutantních linií teb 

Mutantní linie teb-3, teb-4 jsou fenotypově podobné Col-0, avšak linie teb-1, teb-2 a teb-5 vykazují morfologické 

defektní fenotypy. Vývojový fenotyp teb mutantů souvisí s deficitem helikázové domény proteinu TEB (Inagaki, et al. 

2006). 

 

 

 

Vědecká skupina  

 

 

 

 

 

 

Inagaki et al. (2006) sledovali efekt crosslinkujícího činidla mitomycinu C (MMC) 

a alkylačního činidla metylmetan sulfonátu (MMS) na růst kořenů u mutantních rostlin. Délka 

kořenů teb-1 byla v přítomnosti 0,2 mg‧l-1 MMC poloviční vůči délce kořenů na kontrolním 

médiu bez přídavku MMC, zatímco u Col-0 nebyl pozorován žádný efekt. Senzitivita teb-1 se 

prokázala i u alkylačního činidla MMS. Kromě toho zkoumali dlouhodobý účinek, jenž měl 

dopad převážně na morfologii mutantních rostlin. Ačkoliv rostliny Col-0 pěstované na médiu 

obsahující vyšší koncentraci MMS byly menší, jejich morfologie nebyla ovlivněna. Naopak 

rostliny teb-1 měly jasné morfologické defekty – kromě velmi malého vzrůstu měly jejich listy 

zoubkovaný tvar. Zajímavé je, že MMS byla rovněž ovlivněna linie teb-3, která se na kontrolním 

médiu podobala Col-0, nicméně na MMS vykazovala podobné fenotypy jako linie teb-1. Ve svém 

článku rovněž uvádí, že podobné fenotypy získali i na médiu s MMC, nicméně přesná data zde 

nejsou uvedena (Inagaki et al., 2006). Tyto výsledky naznačují, že vývojové fenotypy teb linií 

souvisí s odpovědí na poškození DNA (Inagaki et al., 2006).  

V roce 2009 Inagaki et al. provedli sérii genetických analýz s mutantními rostlinami teb, 

jejichž výsledkem bylo zjištění, že se TEB podílí na replikaci a rekombinaci DNA, ale také je tato 

polymeráza zapojena do správné exprese genů, včetně těch regulujících vývoj organismu. Uvádí, 

že polymeráza TEB je důležitá pro udržení vzoru genové exprese po replikaci a rekombinaci 

DNA (Inagaki et al., 2009). 

Snaha objasnit molekulární souvislost mezi odpovědí na poškození DNA a vývojovým 

fenotypem teb vedla k analýze genetické interakce TEB s ATM (ATAXIA TELANGIECTASIA 

MUTATED) a ATR (ATAXIA TELANGIECTASIA MUTATED AND RAD-3 RELATED) 

proteinovými kinázami, které jsou klíčovými regulátory kontrolních bodů buněčného cyklu. Mezi 

eukaryontními organismy jsou tyto kinázy konzervované. Jsou aktivovány poškozením 

v molekule DNA a aktivují další buněčné komponenty pro opravu DNA či pro progresi 

A B 

Obrázek 11: (A) Struktura genu TEB a lokalizace mutantních alel 

Nahoře: Intron-exonová struktura genu TEB s mutantními alelami. Černě značeny exony, bíle značeny netranslatované 

oblasti. Dole: Doménová stuktura proteinu TEB. Tmavě šedou barvou značena helikázová doména, bíle značena DNA-

polymerázová doména (Inagaki, et al. 2006).  
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buněčného cyklu (Abraham, 2001). ATM hraje roli převážně v opravě dvouvláknových zlomů 

DNA, zatímco ATR je přítomna při opravách poškození na replikačních vidličkách v průběhu 

replikace, kde se nachází jednovláknové zlomy (Cimprich et Cortez, 2008; Liu et al., 2015). 

Inagakiho výzkumná skupina (2009) provedla analýzu fenotypů dvojitých mutantů teb atm, teb 

atr. Dvojití mutanti teb atr měli zesílený vývojový fenotyp typizovaný morfologickými defekty, 

menším vzrůstem a kratšími kořeny. Naopak teb atm dvojití mutanti neměli na vývojový fenotyp 

teb vliv. To naznačuje funkci TEB v signální dráze ATM a roli v replikaci DNA (Inagaki et al., 

2009). 

 Kregten et al. (2016) zkoumali mechanismus integrace T-DNA do genomu u huseníčku 

rolního. Vědci demonstrovali, že procesů integrace se účastní polymeráza TEB (Kregten et al., 

2016). Při integraci T-DNA do uměle vytvořených dvouvláknových zlomů (DSBs) využívá 

Agrobacterium tumefaciens enzymy hostitelského organismu, které se podílejí na opravě DSBs. 

Původně se uvažovalo, že se do této integrace zapojují opravné dráhy využívající nehomologní 

spojování konců (NHEJ) (Attikum et al., 2001) a HR (Tzfira, 2004). Nicméně, i při 

kombinovaném vyřazení obou opravných drah nadále probíhala integrace T-DNA, což vedlo 

k dedukci, že existuje i jiný, doposud neznámý mechanismus, který se podílí na integraci T-DNA, 

a tedy i opravě DNA, konkrétněji DSBs (Kregten et al., 2016). Tento mechanismus je nazýván 

mikrohomologií zprostředkované spojování konců (microhomology-mediated end joining – 

MMEJ). 

3.3.3.2 Mikrohomologií zprostředkované spojování konců 

Oprava dvouvláknových zlomů (DSBs) je u eukaryontních organismů zajištěna dvěma 

mechanismy – homologní rekombinací (HR) či nehomologním spojováním konců (NHEJ) 

(Sargent et al., 1997; Puchta, 2005). Kromě klasické opravy nehomologním spojováním konců 

(cNHEJ) existuje i tzv. alternativní dráha (aNHEJ), známá také jako mikrohomologií 

zprostředkované spojování konců (MMEJ), která na rozdíl od cNHEJ není závislá na Ligáze 4 

(LIG 4) (Deriano et Roth, 2013). Pro průběh MMEJ je nutné, aby se na obou stranách DSBs 

nacházely krátké mikrohomologní sekvence o délce 5–25 bp (Decottignies, 2013).  

MMEJ se řadí mezi nedávno objevené reparační mechanismy. Doposud byl mechanismus 

MMEJ zkoumán především u kvasinek, háďátek a savců. Ze studií vyplývá, že MMEJ nefiguruje 

jako záložní mechanismus, v případě že selže reparace HR či NHEJ, ale aktivně se podílí na 

opravě DNA, přičemž často kompetuje s HR (Truong et al., 2013).  

V lidkých buňkách má při reparaci MMEJ důležitou roli Poly(ADP-ribosa)-polymeráza 1 

(PARP1), která nahrazuje funkci heterodimeru Ku. Při vzniku DSBs se PARP1 naváže na vzniklé 

konce a usnadní tak nábor MRN komplexu (MRE11-RAD50-NBS1) i jeho mediátoru CtIP (C-

terminal interacting protein), přičemž oba tito aktéři figurují také v rámci HR. ATPáza RAD50, 

jež je sočástí MRN komplexu, stimuluje aktivitu MRE11 (Trujillo et Sung, 2001; Chen et al., 
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2005). Svou funkcí i stavbou je RAD50 podobný SMC podjednotkám, ve své struktuře obsahuje 

hlavové domény s ATPázovou aktivitou a také pohyblivá ramena (Hirano, 2002). Aktivita 

nukleázy MRE11 je důležitá pro generování jednořetězových zářezů na DNA (McVey et Lee, 

2008). MRN komplex je naváděn do blízkosti DSBs, kde degraduje DNA 3’→5’ exonukleázovou 

aktivitou, čímž dochází k odhalení sekvenčních mikrohomologií (MH) (Takeda et al., 2007; 

Nicolette et al., 2010; Truong et al., 2013; Seol et al., 2018).   

Mikrohomologní sekvence na sebe nasedají doposud neznámým způsobem. Vzniklý 

intermediát je modifikován XPF/ERCC1 nukleázovým komplexem, jenž odstraněním 

nehomologních sekvencí umožní nasednutí POLQ/POLθ zpřostředkovávající syntézu vláken (Ma 

et al., 2003; Arana et al., 2008; Ahmad et al., 2008; Kent et al., 2015). Ligace DNA je 

katalyzována činností ligázy 1 a 3 (LIG 1, LIG3) (Ma et al., 2003; Liang et al., 2008; Seol et al., 

2018).  

Je možné, že mechanismus MMEJ se bude u různých organismů lišit, proto je nezbytné 

pokračovat v jeho studiích. Zároveň je otázkou, zda se mechanismus MMEJ podílí i na reparaci 

DPCs typu 1.  

 

 

Obrázek 12: Mechanismus MMEJ v lidských buňkách 

PARP1 se váže na konce DSBs a umožňuje nasednutí MRN komplexu a CtIP mediátoru. Činností MRN komplexu 

dochází k odhalení mikromologních (MH) sekvencí (v obrázku jsou MH sekvence znázorněny žlutým obdélníkem). 

MH na sebe vzájemně nasedají. Pomocí nukleázového komplexu XPF/ERCC1 dochází k odstranění nehomologních 

sekvencí. Po navázání POLQ/POLθ dochází k dosyntetizování vláken DNA. Ligace je katalyzována LIG1 nebo LIG3 

(Seol et al., 2018).  
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4 MATERIÁL A METODY 

4.1 Biologický materiál 

Pro funkční charakterizaci genů, jež se podílejí na opravách DNA-proteinových komplexů 

indukovanými zebularinem, byly použity rostlinné linie huseníčku rolního viz Tabulka 1. 

Tabulka 1: Seznam rostlinných linií 

Název Popis linie Původ 

W35 Col-0 wild type Pecinka group 

W35 

mutagenizovaná 

M2 populace 

Col-0 mutagenizovaná EMS Pecinka group 

smc6b-1 
Col-0, T-DNA inzerce, 

chromozom 5, AT5G61460 
SALK_101968C 

teb-1 
Col-0, delece exonů 7–13, chromozom 4, 

AT4G32700 

 

 

Inagaki et al, 2006 

mus81-1 
Col-0, T-DNA inzerce, chromozom 4, 

AT4G30870 
GK_113F11 

recE 

(IC9) 

Reportérová linie huseníčku pro studium 

frekvence „synthesis-dependent strand annealing“ 

typu HR 

Barbara Hohn lab 

(Molinier et al., 

2004) 

recB 

(B11) 

Reportérová linie huseníčku pro studium 

frekvence „single strand annealing“ typu HR  

Barbara Hohn lab 

(Puchta et al., 1995) 

lig4 
Col-0, T-DNA inzerce, chromozom 5, 

AT5G57160 
SALK_044027 

fan1-1 Col0, T-DNA inzerce, chromozom 1, AT1G48360 GK_815C08 

rtel1-1 
Col-0, T-DNA inzerce, chromozom 1, 

AT1G79950 
SALK_113285C 

ku70 
Col-0, T-DNA inzerce, chromozom 1, 

AT1G16970 
SALK_123114C 

Vysterilizovaná semena byla vysévána na Petriho misky obsahující 1/2 Murashige a Skoog 

růstové médium, jež byly následně inkubovány 7 dní v růstové komoře s kontrolovanými 

podmínkami (Percival). Vyklíčené rostliny byly přesazeny do zeminy, která byla ošetřena 

přípravkem Careo a smíchána s perlitem v poměru 3:1. Po dobu 3–4 týdnů byly vysazené rostliny 

uskladněny ve fytotronu, poté byly rostliny přemístěny do skleníku. Růstové podmínky jsou 

shrnuty v Tabulce 2.  
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Tabulka 2: Růstové podmínky 

Místnost Použití Podmínky Účel 

Percival 

Petriho misky s růstovým 

médiem pro vyklíčení 

semen 

Den Noc 
Klíčení semen, analýza délky 

kořínků 7denních rostlin 
16 hod 

21 °C 

8 hod 

18 °C 

Fytotron 
Rostliny zaseté v zemině 

s perlitem 

16 hod 

19 °C 

vlhkost 

65 % 

8 hod 

18 °C 

vlhkost 

65 % 

Růst rostlin, dozrávání šešulí 

vzniklých hybridizačním 

křížením 

Skleník 

Rostliny zaseté v zemině 

s perlitem obvykle starší 

než 1 měsíc 

16 hod 

24 °C 

8 hod 

16 °C 

Uskladnění rostlin, dozrávání 

jejich šešulí 
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4.2 Použité chemikálie, soupravy, oligonukleotidy a roztoky 

4.2.1 Seznam chemikálií 

- Agar (HiMedia, kat.č. RM201) 

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

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

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

- dNTPs (10 mmol∙l-1 each) (Thermo Fisher Scientific, kat. č. R0191) 

- DreamTaq™ Buffer (10×) (Thermo Fisher Scientific, kat. č. B65) 

- DreamTaq™ Green Buffer (10×) (Thermo Fisher Scientific, kat. č. B71) 

- DreamTaq DNA Polymerase (5 U‧μl-1) (Thermo Fisher Scientific, kat. č. EP0705) 

- Eco130I/StyI endonukleáza (10 U‧μl-1) (Thermo Fisher Scientific, kat. č. ER0411) 

- EDTA (kyselina ehylendiamintetraoctová) (Sigma-Aldrich, kat.č. E5134)  

- Endonukleázový pufr O (10×) (Thermo Fisher Scientific, kat. č. BO5) 

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

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

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

- Hydroxid draselný p.a. (Lach-ner, kat.č. 10003-AP3)  

- Hydroxid sodný perly p.a. (Lach-ner, kat.č. 10006-AP2)  

- Chlorid sodný p.a. (Lach-ner, kat. č. 30423) 

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

- ICRF (dextrazoxan; 4,4'-(1,2-dimetyl-1,2-ethanediyl)-bis-2,6-piperazinedion) (Sigma-

Aldrich, kat. č. 24584-09-6)  

- Isopropylalkohol 99% p.a. (Lach-ner, kat. č. 20037-AT0) 

- DNA Loading Dye (6×) (Thermo Fisher Scientific, kat.č. R0611)  

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

- MS směs (Duchefa Biochemie, kat.č. M0231)  

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

- PCR agaróza (Top-Bio, kat.č. P045)  

- Phusion HF Buffer (5×) (Thermo Fisher Scientific, kat.č. F520L) 

- Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (2 U‧μl-1) (Thermo Fisher Scientific, kat. č. 

F530L) 

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

- SDS (dodecylsíran sodný) (Lach-ner, kat. č. 40089-AP0-G1000-1) 

- Tango endonukleázový pufr (10×) (Thermo Fisher Scientific, kat. č. BY5) 

- Tris (Sigma-Aldrich, kat.č. T1503)  

- Triton X-100 (t-oktylfenoxypolyetoxyetanol) (Sigma-Aldrich, kat.č. 9002-93-1)  

- Tween20 (Sigma-Aldrich, kat. č. 9005-64-5) 

- T4 DNA Ligase (5 U‧μl-1) (Thermo Fisher Scientific, kat. č. EL0011) 

- T4 DNA Ligase pufr (10×) (Thermo Fisher Scientific, kat. č. B69) 

- XmnI endonukleáza (10 U‧μl-1) (New England Biolabs, kat. č. R0194S) 

- Zebularin (1-β-D-ribofuranosyl)-1,2-dihydropyrimidin-2-on) (Sigma-Aldrich, kat.č. 3690-

10-6) 

- β-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, kat. č. M3148) 

4.2.2 Seznam chemických souprav 

- ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup (Thermo Fisher Scientific, kat. č. 78250.40.UL) 

- GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. č. K0691) 

- NucleoSpin Plant II Kit (Macherey-Nagel, BioTech, kat. č. 740770.250) 

- RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, kat. č. 74904) 

- RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, kat. č. K1621) 

- QIAquick PCR purification (Qiagen, kat. č. 28115) 

4.2.3 Seznam oligonukleotidů 

Sekvence oligonukleotidů určené pro genotypizaci T-DNA linií pomocí PCR byly 

vygenerovány přes SIGnAL T-DNA Primer Design (Salk Institute Genomic Analysis Laboratory, 

http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress). Oligonukleotidy určené pro sekvenování či CAPs 

marker (cleaved amplified polymorphic sequence, PCR amplifikace spojená s endonukleázovou 

restrikcí) byly navrženy manuálně v programu SnapGene 5.2 (GSL Biotech LLC). Syntézu 

oligonukleotidů zajišťovala firma Eurofins. Použité oligonukleotidy jsou uvedeny v Tabulce 3. 

Tabulka 3: Seznam použitých oligonukleotidů 

Název Sekvence 5´→3´ Účel 

ET0028 CGAGGATACTGGACAGTCAGGTTA Genotypování 

ET0029 CTACTAACATGTGAGGACCACCC Genotypování 

ET0032 ATATTGACCATCATACTCATTGC Genotypování 

 

http://signal.salk.edu/cgi-bin/tdnaexpress
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Pokračování Tabulky 3 

Název Sekvence 5´→3´ Účel 

ET0035 AGCTTCAACGTGAAATCATGG Genotypování 

ET0036 CTAGACAACATGTCATACCGGG Genotypování 

ET0043 CTTCTTCAGTTGGTCCTTCATG Genotypování 

ET0044 GCTAAGGTAGTTTAGCTTCAAC Genotypování 

ET0045 ACAGGTGGGACTTCGCATATGA Genotypování 

ET0046 GAAAAGTTGAGGGATCGACACCAA Genotypování 

ET0088 ATAATAACGCTGCGGACATCTACATTTT Genotypování 

ET0222 TTTCTTGTTTGAGGTGCCCTTTTT Genotypování 

ET0223 ATTGATTCATACCCAACAGGAGCG Genotypování 

gRTEL2-F GGGTTACCAAACGATTATAC Genotypování 

gRTEL2-R CGACACAGAATATAAAGAACA Genotypování 

LB_AP1 ACTGGAACAACACTCAACCCTATCT Genotypování 

RecB F TGCTGGTGAACACGTAAAGC Genotypování 

RecB R CAGTCGGATGGTTCGTTTCT Genotypování 

RecE F ACTGAGTTTGGTAACCTGTG Genotypování 

RecE R CCAGAAGTAAAAGTGAAGTTC Genotypování 

Gus F CGGTGATATCGTCCACCCAG Genotypování 

Gus R TGGATCGCGAAAACTGTGGA Genotypování 

Teb_CAPSfw GCAGTTCATCATCACTTGCCC CAPS marker 

Teb_CAPSrs AAACACCATCTACCTGAAGACAC CAPS marker 

Teb4E_fw ATCGTGGTGTAAGATCTGTTTC 
PCR amplifikace 

a sekvenování 

Teb5E_rs AAACACCATCTACCTGAAGACAC 
PCR amplifikace 

a sekvenování 

ET0276 AAGCACCGCAGCCAAGCAGAG 
PCR amplifikace 

a sekvenování 

ET0278 AAAGAAGATTGAGAAAGACC 
PCR amplifikace 

a sekvenování 

SMC6B  

Produkt 1 fw 
CCCTAAGCAGTCGCATCAAT 

PCR amplifikace 

a sekvenování 
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Pokračování Tabulky 3   

Název Sekvence 5´→3´ Účel 

SMC6B  

Produkt 1 rs 
CCACACACGGATTTTCAACA 

PCR amplifikace 

a sekvenování 

SMC6B 

Produkt 2 fw 
AATGTGAGTTTTGGCCGTTC 

PCR amplifikace 

a sekvenování 

SMC6B  

Produkt 2 rs 
TTCATTGCAGTTGATTCATCC 

PCR amplifikace 

a sekvenování 

SMC6B  

Produkt 3 fw 
TCGAGCTCAGACTGGTTGATT 

PCR amplifikace 

a sekvenování 

SMC6B  

Produkt 3 rs 
TTACCACATGGGAGCCAATAG 

PCR amplifikace, 

a sekvenování 

SMC6B 

Produkt 4 fw 
ACATGCTCACCAGGTTACTGC 

PCR amplifikace 

a sekvenování 

SMC6B  

Produkt 4 rs 
TGCTTCGATCTCAGCAGCGA 

PCR amplifikace 

a sekvenování 

SMC6B  

Produkt 5 fw 
CGCTAGTATCCATAACCGTT 

PCR amplifikace 

a sekvenování 

SMC6B  

Produkt 5 rs 
GAGCGTTGAATCTGCTTAGAA 

PCR amplifikace 

a sekvenování 

SMC6B 

Produkt 6 fw 
GGCAGTAAGAGTCGCTTTCC 

PCR amplifikace 

a sekvenování 

SMC6B  

Produkt 6 rs 
ATGGACATTTCTTAATCCGAAGC 

PCR amplifikace 

a sekvenování 

4.2.4 Použité roztoky 

Agarózové médium pro fotodokumentaci: Ve 100 ml destilované vody rozpustit 1 g agarózy. 

Roztok rozvařit v mikrovlnné troubě v uzavíratelné skleněné lahvi s neutaženým víčkem, dokud 

nebude zcela čirý. Po 10 ml nanášet na Petriho misky a při pokojové teplotě nechat 15 min 

tuhnout. 

Agarózový gel pro elektroforézu: Pro přípravu 1% agarózového gelu navážit 1 g agarózy 

a smíchat se 100 ml TAE pufru. Roztok rozvařit v mikrovlnné troubě v uzavíratelné láhvi 

s neutaženým víčkem, dokud nebude zcela čirý. Do vychladlého roztoku přidat 1 μl 5× ethidium 

bromidu. Roztok nalít do elektroforetické komůrky. Po vylití vložit do komůrky elektroforetický 

hřebínek. 

Edwardsův pufr: Smíchat 20 ml 1 mol∙l-1 Tris (pH 7,5 nebo 8), 5 ml 5 mol∙l-1 NaCl, 5 ml                 

0,5 mol∙l-1 EDTA a 5 ml 10% SDS. Doplnit vodou do 100 ml.  

Hypochlorid sodný 8%: Smíchat 7 ml 12% NaClO s 3 ml destilované vody. S využitím 

automatické pipety přidat 100 μl 20% detergentu Tween20.  
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1/2 Murashige a Skoog (MS) médium (pH 5,8): Smíchat 22 g MS soli (Duchefa M0231), 10 g 

sacharózy, 1 g MES (+ 6 g nebo 8 g agaru). Doplnit do objemu 1 l destilovanou vodou. Upravit 

pH na 5,8 pomocí přídavku KOH. Připravený roztok se autoklávuje.  

1/2 MS médium s přídavkem 20 μmol∙l-1 ZEB: Do 50 ml vychladlého 1/2 MS média přidat 100 μl 

10 mmol∙l-1 roztoku ZEB.  

1/2 MS médium s přídavkem 10 μmol∙l-1 ICRF-187: Do 50 ml vychladlého 1/2 MS média přidat 

50 μl 10 mmol∙l-1 roztoku ICRF-187.  

1/2 MS médium s přídavkem 20 nmol∙l-1 CPT: 3,48 mg CPT smíchat s 1 ml DMSO (10 mmol∙l-1 

zásobní roztok CPT). Zásobní 10 mmol∙l-1 roztok zředit znovu 1000× pro získání 10 μmol∙l-1 

roztoku. Do 50 ml vychladlého 1/2 MS média přidat 100 μl 10 μmol∙l-1 roztoku CPT.  

1/2 MS médium s přídavkem 50 nmol∙l-1 BLEO: Do 50 ml vychladlého 1/2 MS média přidat 25 μl 

100 μmol∙l-1 roztoku BLEO. 

1/2 MS médium s přídavkem 10 μmol∙l-1 MMC: Do 50 ml vychladlého 1/2 MS média přidat 

222 μl 2,25 mmol∙l-1 roztoku MMC. 

50x TAE pufr: Rozpustit 242 g Tris v 800 ml destilované vodě, přidat 57,1 ml 99% kyseliny 

octové a 100 ml 0,5 mol∙l-1 EDTA (pH 8). Doplnit destilovanou vodou do 1000 ml.  

0,5 mol∙l-1 EDTA (pH 8): 186,1 g EDTA rozpustit v 800 ml destilované vody, upravit pH 

přídavkem NaOH na požadovanou hodnotu. Doplnit destilovanou vodou do 1000 ml a sterilizovat 

filtrací. 

1x TAE pufr: Smíchat 20 ml 50x TAE pufru a doplnit destilovanou vodou do 1000 ml. 
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4.3 Seznam použitých přístrojů a zařízení 

- Automatická třepačka (Heidolph Reax) 

- Centrifuga MiniStar Silverline (VWR) 

- Centrifuga myFuge Mini (Benchmark Scientific) 

- Centrifugační evaporátor (SPD1010) 

- Chlazená mikrocentrifuga Fresco 17 (Thermo Fisher Scientific) 

- Digitální předvážky Scout SC4010 (Ohaus)  

- Elektroforetická komora (Bio-Tech) 

- Flow box (Biohazard Thermo Scientific) 

- Fotoaparát Nikon, AF-S Micro (Nicon) 

- Fytotromová komora (Wiss Gallenkamp) 

- Konfokální mikroskop Leica TCS SP8 (Leica Microsystems) 

- Laboratorní digestoř M 1800 (Merci 1800) 

- Laminární box MSC 1.2 Advantage (Thermo Fisher Scientific) 

- Magnetická míchačka VS-C7 (VWR) 

- Mikrovlnná trouba EMN (Zanussi 2015) 

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

Scientific)  

- pH metr InoLab pH 7110 (WTW) 

- Predikce sekundární struktury proteinů – online aplikace PSIPRED 

- Souprava pro horizontální gelovou elektroforézu (Bio-Rad) 

- Termostatovaná třepačka MaxQ 4000 (Thermo Fisher Scientific) 

- Thermocycler T-Gradient (Biometra) 

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

- Tvorba schémat – online aplikace BioRender 

- Zpracování a analýza snímků – program Image J (Java) a Adobe Photoshop CS5 (Adobe)  

- Zpracování struktury genů, navrhování sekvencí primerů – Snapgene (verze 5.2) 
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4.4 Použité experimentální a vyhodnocovací postupy 

4.4.1 Sterilizace semen  

Sterilizace semen se prováděla 24–48 hod před samotným vyséváním na Petriho misky 

s růstovým médiem za účelem zabránění kontaminace sterilního růstového média během klíčení. 

Vysušená semena umístěná v 1,5ml zkumavce byla promývána v 70% EtOH po dobu 5 min. Po 

vyjmutí EtOH byla semena sterilizována v 8% roztoku hypochloridu sodného s přídavkem 1% 

Tweenu20 v čase 9–12 min. Hypochlorid byl odstraněn vymýváním sterilní vodou. K vymytým 

semenům byla následně přidána 0,1% agaróza, díky jejíž konzistenci semena při vysévání na 

médium neztékala. Vysterilizovaná semena se poté stratifikovala v lednici při 4 °C, což 

umožnilo synchronizaci klíčení.  

4.4.2 Testování senzitivity na chemikáliích 

Kandidátní rostlinné linie s potvrzenou mutací byly vysévány na Petriho misky s růstovým 

médiem obsahujícím vybrané chemikálie poškozující DNA (Pecinka and Liu, 2014).  Jednalo se 

o 20 μmol∙l-1 ZEB, 20 nmol∙l-1 CPT, 10 μmol∙l-1 ICRF-187, 50 nmol∙l-1 BLEO a 10 μmol∙l-1 MMC. 

Kontrolní misky neobsahovaly žádnou z těchto chemikálií. Cílem experimentu bylo zjistit, zda 

testované linie budou senzitivní vůči těmto chemikáliím – zda jejich genová mutace ovlivňuje 

reparaci poškození, které tyto chemikálie způsobují. 

Petriho misky s vysetými semeny byly inkubovány 7 dní v percivalu. Po týdnu byly 

rostliny z jednotlivých Petriho misek s chemikáliemi nataženy na 1% agar a fotografovány. 

Pomocí programu Image J a interní kontroly byly pro každou rostlinnou linii stanoveny přesné 

délky kořínků z jednotlivých Petriho misek. Naměřené délky kořínků sloužily pro výpočet 

průměrných délek kořínku.  

Pro každou rostlinnou linii byl důležitým parametrem poměr průměrných délek kořínku na 

médiu s chemikálií a na kontrolním 1/2 MS médiu. Tento poměr sloužil ke vzájemnému 

porovnání rostlinných linií a hodnocení senzitivity. Pro každou linii byly zhotoveny tři replikáty, 

kdy jeden replikát tvořilo přibližně 30 rostlin. Z výsledných poměrů byla poté vypočítána 

směrodatná odchylka.  

Výsledné hodnoty poměrů sloužily pro jednofaktorovou analýzu rozptylu ANOVA 

(Analysis of Variance) v programu Minitab. Po zamítnutí nulové hypotézy rovnosti středních 

hodnot byl následně použit Tukeův-HSD test („honestly“ significant difference test) umožňující 

mnohonásobné porovnávání. Za statisticky signifikantní byly brány výsledky s P ≤ 0,05. 

4.4.3 Hybridizační a komplementační křížení 

Princip komplementačního testování či testu na alelismus spočívá v křížení mutantní linie 

se známou recesivní mutací s linií mající podobný fenotyp, u níž se domníváme, že mutace 

postihuje stejný gen. Při křížení dvou recesivních mutantů vykazuje F1 potomstvo stejné 
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rodičovské znaky – opět jsou recesivními mutanty. Pokud by křížené linie nesly mutace 

v odlišných genech, fenotyp F1 linie by se podobal standardnímu fenotypu daného organismu, 

jelikož recesivní mutace by vymizela a F1 potomci by byli heterozygotní.  

Hybridizační křížení spočívá ve vnášení alel a jejich znaků do populace. Dochází 

k hybridizaci linie nesoucí recesivní mutaci v genu A s linií nesoucí recesivní mutaci v genu B. 

F1 hybridi budou dle Mendlového zákona heterozygoti (1. Mendelův zákon o stejnorodosti 

populace). V F2 generaci se budou vyštěpovat znaky rodičů v charakteristickém poměru celých 

čísel 9:3:3:1. Častěji nás poté zajímají právě jedinci nesoucí recesivní mutace v obou genech 

(mutace v genech A i B), jejichž četnost je v populaci nejmenší.  

 

Obrázek 13: Princip komplementačního a hybridizačního křížení 

Při křížení dvou mutantních linií nesoucích recesivní mutace ve stejném genu (mutant 2 × mutant 3) vzniká F1 

potomstvo vykazující stejný senzitivní fenotyp jako parentální generace. Pokud se naopak kříží dvě mutantní linie 

nesoucí resecivní mutace v odlišných genech (mutant 1 s mutací v genu B × mutant 2 nesoucí mutaci v genu A), vzniká 

F1 potomstvo vykazující rezistentní fenotyp – recesivní mutace byly potlačeny a v sledovaných genech jsou tito potomci 

heterozygotní. Avšak v následující F2 generaci může dojít k opětovovnému výskytu mutací, buď v genu A nebo B, či 

v obou genech zároveň (upraveno Kruska, 2017) 

 

Huseníček rolní se řadí mezi samosprašné rostliny. Pro křížení byly vybírány pupeny 

s nezralými prašníky, které měly zelenou barvu. Při křížení musely být z pupenů prašníky 

odstraněny, aby se zabránilo přenosu vlastního pylu na bliznu. Emaskulované květy se po jednom 

až dvou dnech opylovaly pylovými zrny jiné linie huseníčku rolního. Po 3 týdnech růstu ve 

fytotromu byly zralé šešule s hybridními semeny sesbírány tak, aby nedošlo ke kontaminaci 

jinými šešulemi s nehybridními semeny vzniklými klasickým samosprášením. 
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4.4.4 Analýza buněčné smrti v kořenovém meristému 

Kořen je symetrický radiální rostlinný orgán, který se skládá z různých buněk. Vně lemují 

kořen buňky epidermis, následují buňky kortexu, endodermis a vaskulární tkáně. Podélně lze 

kořen rozdělit do tří zón – kořenový apikální meristém (RAM), elongační zónu (EZ) a maturační 

zónu (MZ). 

Ve špičce kořene v RAM je lokalizována skupina buněk s nízkou mitotickou aktivitou 

nazývaná jako klidové centrum (quiescent center, QC). Buňky QC jsou dále obklopeny 4 typy 

kmenových buněk pro (1) epidermis/laterální buňky kořenové čepičky; (2) kortex/endodermis; 

(3) vaskulární tkáň a (4) kořenovou čepičku (columella). Pro tyto buňky je charakteristické, že se 

dělí asymetricky, čímž vznikají jednotlivé dceřinné buňky s definovanou funkcí (Dolan et al., 

1993). 

 

 

Obrázek 14: Archtektura kořenového meristému  

V kořenovém meristému se nachází skupina buněk s nízkou mitotickou aktivitou (quiescent centrer QC) – označeny 

světle šedou barvou. QC obklopují 4 typy kmenových buněk pro epidermis/laterální buňky kořenové čepičky (tmavě 

fialová); kortex /endodermis (zelená); vaskulární tkáň (tmavě červená) a kořenovou čepičku (černá). Tyto buňky se 

dělí asymetricky, čímž vznikají již definované dceřinné buňky epidermis (světle fialová), laterální kořenové buňky 

(tmavě šedá), buňky endodermis (modrá) a kortexu (žlutá), vaskulární buňky (světle červená) a buňky kořenové 

čepičky (hnedá) (Rahni et Birnbaum, 2019).  

 

Meristematická zóna obsahuje buňky s nejvyšší proliferační aktivitou a představuje 

přechodnou zónu, v níž se buňky začínají prodlužovat (Ivanov et Dubrovsky, 2013). Rostlinné 

kmenové buňky tvoří prekurzory všech tkání pro celý rostlinný organismus, z toho důvodu je zde 

zároveň důležitá ochrana před poškozením DNA. Buňky kořene a apikálního meristému jsou 

vysoce citlivé vůči genotoxickému stresu. I při nízké úrovni poškození DNA dochází 

v meristematické tkáni k selektivnímu výskytu programované buněčné smrti (Fulcher et 

Sablowski, 2009).  

Propidium jodid je fluorescenční interkalační barvivo, které je vůči buněčným membránám 

intaktní. Pokud je některá buňka v kořenovém meristému poškozena, proniká propidium jodid do 

jejího nitra, díky čemuž je v konfokálním mikroskopu umožněna její vizualizace. Propidium jodid 
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je vhodný pro analýzu buněčné smrti a kvantifikaci poškození DNA spojeného s replikací 

v mutantních liniích. V závislosti na povaze defektu při zpracování aberantní replikace je za 

normálních podmínek růstu rostlin detekovatelná zvýšená buněčná smrt (Röhrig et al., 2016; 

Klemm et al., 2017). 

Vysterilizovaná semena byla vyseta na tuhé 0,8% 1/2 MS médium. Petriho misky se 

semeny byly inkubovány v percivalu ve vertikální poloze. 5denní semenáčky byly přeneseny 

z 0,8% 1/2 MS média do tekutého 1/2 MS média bez přídavku chemikálie a s 20 μmol∙l-1 ZEB. 

Linie s mutací v genu TEBICHI byly dále přeneseny také do 10 μmol∙l-1 ICRF-187, 50 nmol∙l-1 

BLEO a 10 μmol∙l-1 MMC. Následovala 12–24 hod inkubace. Pro vizualizaci poškozených 

a mrtvých buněk v kořenovém meristému u 6denních semenáčků byl využit konfokální 

mikroskop Leica TCS SP8 (Leica Microsystems). 

Na podložní sklíčko bylo naneseno 150 μl 100× propidium jodidu. 6denní semenáčky byly 

po přenesení na podložní sklíčko přikryty krycím sklíčkem. Následovala analýza na konfokálním 

mikroskopu s 20× zvětšením. 

4.4.5 Izolace DNA 

Pro většinu molekulárně genetických analýz je nezbytným krokem izolace DNA. V rámci 

diplomové práce byly využity dva postupy – izolace dle upraveného protokolu Edwardse 

(Edwards et al., 1991) a izolace na kolonkách s využitím soupravy NucleoSpin Plant II 

(Macherey-Nagel, BioTech). 

4.4.5.1 Upravený protokol Edwardse 

Upravený protokol Edwardse sloužil k izolaci DNA, jež byla využívána pro genotypizaci 

pomocí PCR amplifikace. Výhodou metody je malé vstupní množství rostlinného materiálu 

a finanční nenáročnost. Protokol je vhodný i pro multikapacitní izolaci DNA, početní omezení 

klade pouze 96jamková destička. Vyizolovaná DNA však nedosahuje příliš velké čistoty 

a rychleji podléhá degradaci, avšak pro genotypizaci PCR amplifikací je takto vyizolovaná DNA 

dostačující.  

Malé kousky listu z jednotlivých rostlin (0,5–1 × 0,5 cm) se vložily do 1,5ml VWR 

mikrozkumavek, které byly naplněny skleněnými kuličkami o průměru 1,26–1,65 mm. Po 

odebrání jednotlivých vzorků byly mikrozkumavky uzavřeny a zmrazeny v tekutém dusíku. 

Následovala homogenizace v Tissue Raptoru, kdy bylo třeba dávat pozor, aby zkumavky 

nerozmrzly a zároveň aby se rostlinný obsah zhomogenizoval. Homogenizace se proto většinou 

prováděla ve dvou opakováních.  

Po homogenizaci bylo ke vzorkům přidáno 100 μl Edwardsova pufru. Zkumavky byly 

centrifugovány při 2250 g po dobu 20 min. Z každého vzorku byl přenesen supernatant o objemu 

80 μl na 96jamkovou destičku. Po přidání 80 μl izopropanolu se destičky zcentrifugovaly při 

2250 g po dobu 10 min.  Supernatant byl slit a po přidání 70% EtOH byly destičky opět 
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zcentrifugovány za stejných podmínek. Supernatant byl vyjmut. Aby došlo k odpaření 

zbývajícího EtOH, nechaly se destičky sušit na buničině dnem vzhůru při pokojové teplotě po 

dobu 1 hod. Pelet byl následně rozpuštěn v 50 μl TE pufru.  

4.4.5.2 Kolonková izolace NucleoSpin Plant II 

Kolonková izolace představuje rychlou metodu pro získání DNA o vyšší kvalitě. 

Vyizolovaná DNA je vhodná pro PCR amplifikaci a následnou sekvenaci či endonukleázové 

štěpení. 

Pro izolaci se využívaly rostliny staré 7 dní o navážce 100 mg. Rostliny se vložily do 1,5ml 

zkumavky se skleněnými kuličkami o průměru 1,26–2 mm. Po zamrazení v tekutém dusíku 

následovala stejně jako v předešlé izolaci homogenizace s využitím Tissue Raptoru. Ke 

zhomogenizovanému prášku bylo přidáno 300 μl pufru PL2 a 10 μl RNázy A. Další kroky 

probíhaly standardním postupem dle instrukcí výrobce. 

4.4.6 Izolace RNA a syntéza cDNA 

RNA byla izolována pomocí kolonkové soupravy RNeasy Plant Mini firmy Qiagen 

standardním postupem. Pro izolaci RNA se opět využívaly rostliny staré 7 dní o navážce 100 mg. 

Před homogenizací rostlin se připravily roztoky nutné pro izolaci o potřebném objemu (na 

3 vzorky): 

1) 1 ml pufru RLT se smíchal s 10 μl β-merkaptoetanolu 

2) 5 μl DNázy I se smíchalo s 25 μl 10× RDD pufru a 220 μl ddH2O. 

Následné kroky izolace probíhaly dle instrukcí výrobce. Po stanovení koncentrace bylo 

možné RNA uskladnit v mrazícím boxu o teplotě -80 °C, případně pokračovat v syntéze cDNA.  

Při syntéze cDNA byl k 1–2 μg RNA přidán 1 μl Oligo(dT) primerů (100 μmol∙l-1), reakce 

byla doplněna vodou, jež byla zbavená nukleáz, do objemu 12 μl. Následovala inkubace 5 min 

při 65 °C v termocycleru. Do reakce byly po inkubaci přidány chemikálie dle Tabulky 2: 

Tabulka 4: Syntéza cDNA 

Látka 
Koncentrace 

zásobního roztoku 

Konečná 

koncentrace 

Pipetovaný

objem [μl] 

Reakční pufr 5× 2,5× 4 

Ribolock RNázový inhibitor 20 U‧μl-1 2,5 U‧μl-1 1 

dNTPs 10 mmol∙l-1 2,5 mmol∙l-1 2 

RevertAid reverzní transkriptáza 200 U‧μl-1 25 U‧μl-1 1 

Syntéza cDNA probíhala 1 hod při 42 °C a následně 5 min při 70 °C. Nasyntetizovaná 

cDNA byla použita pro PCR amplifikaci, případně byla uskladněna do lednice se stabilní teplotou 

-20 °C.  
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4.4.7 Polymerázové řetězové reakce 

Polymerázová řetězová reakce (PCR) slouží k amplifikaci specifických úseků DNA. 

Samotná reakce probíhá v přístroji zvaném thermocycler, jenž zajišťuje měnící se teplotní 

a časové podmínky jednotlivých fází a také opakování cyklů. V první fázi PCR dochází 

k denaturaci dsDNA na ssDNA. Na jednovláknové molekuly DNA následně nasedají specifické 

primery, od nichž polymeráza syntetizuje komplementární vlákno. Opakováním těchto cyklů 

dochází k exponenciálnímu nárustu kopií specifického úseku DNA.  

V rámci výzkumu byly použity dva principy PCR – klasická či konvenční PCR a inverzní 

PCR. Konvenční PCR slouží k amplifikaci úseku ohraničeného dvěma primery směřujícími 

dovnitř. Konvenční PCR se využívala pro naamplifikování konkrétního úseku za účelem 

sekvenace či genotypizace (viz kapitola 4.4.8). Naopak inverzní PCR se využívá na amplifikaci 

neznámého úseku. Při této PCR je nutné DNA naštěpit restrikčním enzymem, přičemž k jedné ze 

dvou restrikcí dojde v neznámé sekvenci. Nafragmentované úseky se následně ligují do cirkulární 

molekuly, která slouží jako templát pro PCR amplifikaci (Clark et al., 2019).  

4.4.7.1 Konvenční polymerázová řetězová reakce 

Konvenční PCR reakce slouží k amplifikaci úseku, jež je ohraničen dvěma primery 

směřujícími dovnitř. Pro PCR amplifikaci specifického úseku DNA za účelem zjištění jeho 

nukleotidové sekvence byla použita Phusion polymeráza s proofreading aktivitou (Thermo Fisher 

Scientific). Teplota umožňující hybridizaci primerů byla specifická pro každý primerový pár 

a byla odvozována z teplot tání jednotlivých primerů. Při využití více primerových párů se 

využívala průměrná teplota pro nasedání primerů. Objemy jednotlivých reagencií tvořící PCR 

premix jsou uvedeny v Tabulce 5. Teplotní a časové podmínky jednotlivých fází jsou uvedeny 

v Tabulce 6. 

Tabulka 5: Složení PCR reakční směsi 

Látka 
Koncentrace 

zásobního roztoku 

Konečná 

koncentrace 

Pipetovaný objem [μl] 

(objem reakce 25 μl) 

Phusion HF pufr 5× 1× 5 

DNA, cDNA ⁓50 ng‧μl-1 ⁓1 ng‧μl-1 0,5 

Primer forward 10 μmol∙l-1 0,2 μmol∙l-1 0,5 

Primer reverse 10 μmol∙l-1 0,2 μmol∙l-1 0,5 

Polymeráza Phusion 2 U‧μl-1 0,02 U‧μl-1 0,25 

dNTPs 10 μmol∙l-1 0,2 μmol∙l-1 0,5 

ddH2O - - 17,75 
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Tabulka 6: Podmínky PCR  

Proces Teplota [°C] Čas Počet cyklů 

Počáteční denaturace 98 30 s 1 

Denaturace 98 10 s 

35 Nasedání primerů 
průměrná teplota tání 

primerů snížená o 5 °C 
20 s 

Elongace 72  30 s/kb 

Závěrečná elongace 72 10 min 1 

Dokončení reakce 4 ∞  

Úspěšnost PCR byla hodnocena elektroforézou na 1–2% agarózovém gelu s přídavkem 

ethidium bromidu. Pro stanovení velikosti PCR produktů byl použit marker molekulové 

hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). Vizualizace probíhala 

pomocí UV transiluminátoru.  

Úspěšně naamplifikované PCR produkty byly purifikovány metodou ExoSAP (Thermo 

Fisher Scientific). Pokud se v gelu nacházely i jiné nespecifické produkty odchylující se od 

očekávané velikosti, byl veškerý PCR produkt znovu separován pomocí gelové elektroforézy, 

přičemž specifické produkty byly z gelu vyřezány a purifikovány pomocí soupravy GeneJET 

Extraction. Extrakce z gelu však nebyla šetrná a vedla k určité ztrátě naamplifikovaných kopií. 

Proto bylo nutné přečištěné DNA produkty reamplifikovat.  

PCR produkty byly sekvenovány Sangerovou metodou firmou SEQMe. Příprava PCR 

produktů spočívala v zakoncentrování vakuovým evaporátorem na koncentraci 50 ng‧μl-1. Jedna 

sekvenační reakce se skládala z 5 μl zakoncentrovaného PCR produktu a 5 μl 10 μmol∙l-1 

primeru.  

4.4.7.2 Inverzní polymerázová řetězová reakce 

Inverzní PCR slouží k amplifikaci neznámé nukleotidové sekvence, vedle níž se nachází 

známá sekvence se specifickými primery. Důležitým krokem inverzní PCR bylo štěpení DNA 

restrikčním enzymem v neznámé sekvenci. DNA fragmenty se následně pomocí ligace spojily do 

kruhové molekuly, která byla dále použita jako templát při inverzní PCR. Neznámá sekvence byla 

amplifikována dvěma primery nasedajícími na známou sekvenci.  
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Obrázek 15: Princip inverzní PCR 

DNA je naštěpena restrikčním enzymem v neznámé sekvenci. Fragmentované úseky DNA jsou ligovány do kruhové 

molekuly, která slouží jako templát pro inverzní PCR (Clark et al., 2019). 
 

Rostlinná DNA byla izolovaná pomocí kolonkové soupravy NucleoSpin plant II 

(Macherey-Nagel, BioTech). Pro endonukleázové štěpení enzymem XmnI (10 U‧μl-1) (New 

England Biolabs) a Eco130I (10 U‧μl-1) (Thermo Fisher Scientific) bylo třeba 0,5–2 μg DNA. 

Objemy použitých reagencií pro oba enzymy byly ponechány dle instrukcí výrobce viz Tabulka 7 

a Tabulka 8. Digesce běžela přes noc při 37 °C. Po inaktivaci restrikčního enzymu (vystavení 

teplotě 65 °C po dobu 20 min) byly DNA fragmenty přečištěny pomocí kolonkové soupravy 

QIAquick PCR purification. Na konečnou eluci bylo použito 50 μl TE pufru.  

Tabulka 7: Digesce gDNA enzymem XmnI (NEB) 

Látka 
Koncentrace 

zásobního roztoku 

Konečná 

koncentrace 

Pipetovaný objem 

[μl] 

NEB pufr 10× 1× 5  

Enzym XmnI 10 U‧μl-1 0,2 U‧μl-1 1  

DNA 0,5–2 μg‧μl-1 10–40 ng‧μl-1 1  

ddH2O (nuclease-free) - - Doplnit do 50 μl 

 

  

Enzymatické štěpení 

Ligace 

Inverzní PCR 

Sekvenování 

Známá sekvence

 

Neznámá sekvence 

Restrikční místo 

Primery pro inverzní PCR 

Primery pro sekvenování 
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Tabulka 8: Digesce gDNA enzymem Eco130I (Thermo Fisher Scientific) 

Látka 
Koncentrace 

zásobního roztoku 

Konečná 

koncentrace 

Pipetovaný objem 

[μl] 

Pufr O 10× 1× 2  

Enzym Eco130I 10 U‧μl-1 0,5 U‧μl-1 1  

PCR produkt 0,5–2 μg‧μl-1 25–100 ng‧μl-1 1 

ddH2O (nuclease-free) - - 16  

Pro ligaci bylo třeba 10–50 ng DNA. Ligační reakce se skládala z rozfragmentované 

DNA, T4 DNA ligázy, T4 DNA ligázového pufru a ddH2O (Thermo Fisher Scientific). Jednotlivé 

objemy reagencií jsou uvedeny v Tabulce 9.   

Tabulka 9: Složení ligační směsi 

Látka 
Koncentrace 

zásobního roztoku 
Konečná koncentrace 

Pipetovaný objem / 

pipetované množství 

T4 DNA ligáza 5 U‧μl-1 0,1 U‧μl-1 1 μl 

Ligázový pufr 10× 1× 5 μl 

Lineární DNA - - 10–50 ng 

ddH2O - - Doplnit do 50 μl 

Při ligaci lepivých konců byla nutná inkubace 1 hod při pokojové teplotě.  Následovala 

PCR amplifikace – gDNA, jež byla štěpena enymem XmnI, byla po ligaci amplifikována dvojicí 

primerů SMC6B Produkt 3rs a ET276, gDNA štěpená enzymem Eco130I byla po ligaci 

amplifikována primery JJ010 a ET276. Objemy reagencií pro inverzní PCR jsou uvedeny 

v Tabulce 10. Podmínky inverzní PCR jsou uvedeny v Tabulce 11.  

Tabulka 10: Složení reakční směsi pro inverzní PCR 

Látka 
Koncentrace 

zásobního roztoku 

Konečná 

koncentrace 

Pipetovaný objem [μl] 

(objem reakce 50 μl) 

Dream Taq pufr 10× 1× 5  

Primer forward 10 μmol∙l-1 0,5 μmol∙l-1 2,5  

Primer reverse 10 μmol∙l-1 0,5 μmol∙l-1 2,5  

dNTPs 2 mmol∙l-1 0,2 mmol∙l-1 5  

Polymeráza Dream Taq 5 U‧μl-1 0,025 U‧μl-1 0,25  

ddH2O - - 32,75  

ligovaná DNA - - 2  
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Tabulka 11: Podmínky inverzní PCR 

Proces Teplota [°C] Čas Počet cyklů 

Počáteční denaturace 95 3 min 1 

Denaturace 95 30 s 

35 Nasedání primerů 
průměrná teplota tání 

primerů snížená o 5 °C 
30 s 

Elongace 72  1 min/kb 

Závěrečná elongace 72 10 min 1 

Dokončení reakce 4 ∞  

Po PCR amplifikaci následovala gelová elektroforéza (1,5% agarózový gel) s extrakcí 

z gelu. Bandy PCR produktů, jež byly předmětem zájmu, byly vyřezány z gelu a purifikovány 

pomocí kolonkové soupravy GeneJET. Podle nutnosti byly tyto produkty opět reamplifikovány. 

Purifikované a zakocentrované PCR produkty byly sekvenovány Sangerovým sekvenováním 

firmou SEQMe. 

4.4.8 Genotypizace 

Genotypizace slouží k určení alelické konstituce genu. Odlišení jednotlivých alel je 

umožněno díky přítomnosti markerů, které jsou reprezentovány jednonukleotidovými 

polymorfismy (SNP), opakujícími se repeticemi či tzv. indely (inzerce, delece). V diplomové 

práci pro detekci SNP byl využit CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) marker. Pro 

detekci T-DNA inzerce byla využita PCR amplifikace se specifickým oligonukleotidem pro 

inzert. Výhoda obou metod spočívá v jejich kodominantním charakteru, dokážou rozlišit jak 

homozygotní, tak heterozygotní konstituci daného genu.  

4.4.8.1 Genotypizace T-DNA linií, reportérových linií a linie teb-1 pomocí metody PCR 

T-DNA linie vznikly náhodnou mutagenezí zprostředkovanou Agrobacterium tumefaciens 

prostřednictvím jejich Ti-plazmidu. T-DNA se začleňuje do rostlinného genomu, čímž vytváří 

mutace. Inzertované sekvence zároveň slouží jako markery, které je možné detekovat.  

Reportérové linie recB (B11) a recE (IC9) slouží pro hodnocení frekvence homologní 

rekombinace. Linie recB obsahuje přímé repetice pro rekombinační substrát a slouží pro detekci 

frekvence HR typu „single strand annealing“ (Puchta et al., 1995). Linie recE (IC9) obsahuje 

obrácené repetice a slouží pro detekci frekvence HR typu „synthesis-dependent strand annealing“ 

(Molinier et al, 2004).  

Z testovaných T-DNA linií, reportérových linií a mutantní linie teb-1 se nejprve izolovala 

DNA dle upraveného protokolu Edwardse (kapitola 4.1.1.1).  

Po izolaci DNA následovala PCR amplifikace. Přítomnost reportérových alel byla 

hodnocena PCR amplifikací sekvence pro β-glukuronidasu (GUS). Pro genotypizaci T-DNA linií 

byly připraveny vždy dvě sady PCR premixů. Jeden premix obsahoval oligonukleotidy specifické 
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pro WT alelu (bez T-DNA inzerce), druhý zaměňoval jeden z WT oligonukleotidů za specifický 

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

Tabulka 12: Genotypizace T-DNA a reportérových linií  

Gen Alela 
WT alela T-DNA inzert 

Forward Reverse Forward Reverse 

SMC6B 

At5g61460 

smc6b-1, 

SALK_101968C 
ET0035 ET0036 ET0035 LB_AP1 

RTEL1 

At1g79950 

rtel-1, 

SALK_113285C 
gRTEL2-F gRTEL2-R gRTEL2-F LB_AP1 

KU70 

At1g16970 

ku70, 

SALK_123114C 
ET0043 ET0044 ET0043 LB_AP1 

LIG4 

AT5G57160 

lig4, 

SALK_044027 
ET0045 ET0046 ET0045 LB_AP1 

FAN1 

AT1G48360 

fan1, 

GK_815C08 
ET0028 ET0029 ET0028 ET0032 

MUS81 

AT4G30870 

mus81-1, 

GK_113F11 
ET0222 ET0223 ET0223 ET0088 

REC E 

(IC9) 

rec E 

Molinier et al., 

2004 

RecE F RecE R Gus F Gus R 

REC B 

(B11) 

rec B 

Puchta et al., 

1995 

RecB F RecB R Gus F Gus R 

V případě genotypizace linie teb-1 (Inagaki et al., 2006) nesoucí 2,7 kb deleci v gDNA 

zasahující 7.–13. exon genu TEBICHI (TEB) byly oligonukleotidy navrženy manuálně 

v programu SnapGene (Obrázek 16). Pro analýzu WT alely byl specifický reverzní oligonukleotid 

(teb-1 WT rs) lokalizován do exonu 8, jenž spadá do deletované oblasti mutantní alely teb-1. Pro 

genotypizaci mutantní alely byl reverzní oligonukleotid (teb-1 deletion rs) navržen do exonu 14. 

Oba primery byly kombinovány s forward oligonukleotidem pojmenovaným teb-1 WT.  

 

 

 

Obrázek 16: Genotypizace linie teb-1 

Nahoře: Intron-exonová struktura genu TEBICHI mutantní linie teb-1 obsahující 2,7 kb deleci zasahující 7.–13. exon. 

Dole: Šedě znázorněna intron-exonová struktura genu TEB bez delece. Purpurově značena proteinová struktura TEB 

s helikázovou a DNA polymerázovou doménou. Šipkou značeny použité oligonukleotidy umožňující genotypizaci 

mutantní linie teb-1. 
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Kombinace oligonukleotidů sloužící pro genotypizaci mutantní linie teb-1 jsou pro 

přehlednost uvedeny v Tabulce 13. 

Tabulka 13: Genotypizace linie teb-1 

Gen Mutantní alela 
WT alela Delece 

Forward Reverse Forward Reverse 

TEB 

AT4G32700 

teb-1 

Inagaki et al, 

2006 

teb-1 WT 

fw 

teb-1 WT 

rs 

teb-1 WT 

fw 

teb-1 

deletion rs 

Pro PCR amplifikaci byla použita DreamTaq polymeráza s 10× DreamTaq pufrem 

(DreamTaq™ Buffer, DreamTaq™ Green Buffer, Thermo Fisher Scientific). Jednotlivé 

reagencie PCR reakce jsou shrnuty v Tabulce 14. Podmínky PCR jsou uvedeny v Tabulce 15.   

Tabulka 14: Složení PCR reakční směsi pro genotypizaci T-DNA linií a linie teb-1 

Látka 
Koncentrace 

zásobního roztoku 

Konečná 

koncentrace 

Pipetovaný objem [μl] 

(celkový objem 20 μl) 

Dream Taq reakční pufr 10× 1× 2 

Primer forward 10 μmol∙l-1 0,5 μmol∙l-1 1 

Primer reverse 10 μmol∙l-1 0,5 μmol∙l-1 1 

dNTPs 2 μmol∙l-1 0,2 μmol∙l-1 2 

Polymeráza Dream Taq 5 U‧μl-1 0,025 U‧μl-1 0,1 

DNA - - 1 

ddH2O - - 12,9 

Tabulka 15: Podmínky PCR pro genotypizaci T-DNA linií a linie teb-1 

Proces Teplota [°C] Čas Počet cyklů 

Počáteční denaturace 95 3 min 1 

Denaturace 95 30 s 

35 Nasedání primerů 
průměrná teplota tání 

primerů snížená o 5 °C 
30 s 

Elongace 72  1 min/kb 

Závěrečná elongace 72 10 min 1 

Dokončení reakce 4 ∞  

Po PCR amplifikaci následovala gelová elektroforéza v 1% agarózovém gelu s ethidium 

bromidem. Dle přítomnosti naamplifikovaných bandů bylo možné určit genotyp analyzovaných 

rostlinných linií. 
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4.4.8.2 Genotypizace DPCR kandidáta 9B-43 pomocí CAPS markeru 

Nalezená DPCR kandidátní linie 9B-43 nese v genu TEB SNP mutaci, která zapřičiňuje 

zánik restrikčního místa pro enzym Eco130I (StyI) (Thermo Fisher Scientific). U kandidátních 

rostlin lze amplifikací tohoto úseku a jeho následnou restrikcí enzymem určit genotyp.  

Z kandidátních rostlin byla nejprve izolována DNA pomocí kolonkové soupravy 

NucleoSpin Plant II (Macherey-Nagel, BioTech). Následně došlo k PCR amplifikaci části genové 

sekvence o velikosti 1703 bp dvojicí oligonukleotidů Teb_CAPSfw a Teb_CAPSrs. Objemy 

reagencií PCR směsi a podmínky PCR reakce jsou stejné jako v předešlé podkapitole 4.4.8.1. 

Úspěšnost amplifikace byla vyhodnocena na 1% agarózovém gelu s přídavkem ethidium 

bromidu.  

Úspěšně naamplifikovaná DNA se poté využívala k restrikci enzymem Eco130I      

(10 U‧μl-1). Objemy reagencií pro digesci jsou uvedeny v Tabulce 16. Digesce probíhala 6 hod 

při teplotě 37 °C a byla opět hodnocena v 1–1,5% agarózovém gelu.  

Tabulka 16: Složení reakční směsi pro restrikci 

Látka 
Koncentrace 

zásobního roztoku 

Konečná 

koncentrace 

Pipetovaný objem/ 

pipetované množství 

Pufr O 10× 1× 3 μl 

Enzym Eco130I 10 U‧μl-1 0,33 U‧μl-1 1 μl 

PCR produkt - - 10 μl / 0,1–0,5 μg 

ddH2O (nuclease-free) - - Doplnit do 30 μl 

U rostliny nesoucí SNP mutaci v genu TEB nedocházelo k resktrikci naamplifikované 

DNA – v agarózovém gelu byl vizualizován PCR produkt o celkové velikosti 1703 bp. Pokud 

byla rostlina heterozygotní, nacházely se na gelu tři produkty o velikostech 1703 bp, 1120 bp 

a 583 bp. Pokud rostlina nenesla SNP mutaci (WT), byl PCR produkt rozfragmentován na dvě 

části o velikostech 1120 bp a 583 bp (viz Obrázek 17).  

 

Obrázek 17: Očekávané výsledky gelové elektroforézy po restrikci 

enzymem Eco130I (10 U‧μl-1) 

(1) U rostliny nesoucí homozygotně SNP mutaci v genu TEB došlo k zániku 

restrikčního místa pro enzym Eco130I, PCR produkt není fragmentován 

a jeho velikost činí 1703 bp.  (2) U standardní rostliny není přítomná daná 

mutace v genu TEB, nedošlo tedy k zániku restrikčního místa. PCR produkt 

byl fragmentován enzymem Eco130I za vzniku dvou produktů o velikostech 

1120 bp a 583 bp. (3) Rostlina má heterozygotní genotyp. Na gelu lze 

identifikovat tři produkty.  
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5 VÝSLEDKY 

5.1 Kandidátní linie s mutací v genu SMC6B 

Gen SMC6B je lokalizován u huseníčku rolního na 5. chromozomu v pozici 24 714 076–

24 721 970 bp. V diplomové práci jsem zkoumala 5 kandidátních linií nesoucích mutaci v genu 

SMC6B. Tři linie (9A-10, 9A-30 a 9A-32) jsem získala dopředným genetickým screenem, jenž 

byl součástí mého bakalářského výzkumu (Jemelková, 2019). Linie 6-10 byla stejným postupem 

objevena M.Sc. Karin Kruska (Ruhr University Bochum, Bochum, SRN) a linie 17A-26 

Mgr. Klárou Procházkovou.  

5.1.1 Komplementační křížení  

Komplementační křížení odráží genetický přístup, který na základě fenotypové podobnosti 

F1 hybridů s parentální generací dává informaci o genetické konstituci křížených linií. Při křížení 

dvou linií, jež vykazují určitou senzitivu na 20 μmol∙l-1 zebularinu, lze u jejich F1 hybridů 

pozorovat dvě fenotypové varianty. Pokud nesou křížené linie mutaci ve stejném genu, budou mít 

F1 hybridi na zebularinu stejný senzitivní fenotyp jako původní parentální linie. Pokud dvě 

křížené linie nesou mutace v rozdílných genech, mutace F1 hybridů se dostávají do 

heterozygotního stavu a nedochází k jejich manifestaci – fenotypově se podobají WT. 

Kandidátní linie byly kříženy s kontrolní mutantní linií smc6b-1, jež vykazuje na                  

20 μmol∙l-1 zebularinu stejný senzitivní fenotyp, a zároveň s nemutovanou linií W35, jež je vůči 

zebularinu rezistentní. F1 hybridní semena byla vyseta na 1/2 MS médium bez zebularinu a se 

zebularinem. Vyhodnocení komplementačního testu bylo provedeno za 7 dní od vysetí semen 

a spočívalo v porovnání průměrných délek kořínků F1 hybridů s parentální generací. 

Komplementační křížení kandidátní linie 6-10 je zobrazeno na Obrázku 18. Komplementační 

křížení linií 9A-10, 9A-30, 9A-32 a 17A-26 jsou zobrazena na Obrázku 19. 

 

W35        smc6b-1  6-10      6-10 × W35   6-10 × smc6b-1 

 

Obrázek 18: Komplementační křížení kandidátní linie 6-10 
Kandidátní linie byla křížena s mutantní linií smc6b-1 a WT linií W35. F1 hybridní semena byla vyseta na 1/2 MS 

médium bez zebularinu (MOCK) a s 20 μmol∙l-1 zebularinem (ZEB). Na obrázcích jsou znázorněny 7denní rostliny. 

Křížením linie 6A-10 se senzitivní linií smc6b-1 vznikli F1 hybridi (6-10 × smc6b-1) mající stejné fenotypové vlastnosti 

jako parentální generace. Křížením linie 6-10 s WT linií W35 vznikají F1 hybridi (6-10 × W35), kteří jsou vůči 

zebularinu rezistentní. U linie 6-10 byla potvrzena mutace v genu SMC6B. Měřítko představuje 1 cm.  

 

MOCK 

 

 

ZEB 
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          smc6b-1   9A-10       9A-10 × smc6b-1         smc6b-1         9A-30       9A-30 × smc6b-1 

 

Obrázek 19: Komplementační křížení kandidátních linií s mutací v genu SMC6B 

Na obrázcích jsou zobrazena křížení kandidátních linií s T-DNA linií smc6b-1. F1 hybridní semena byla vyseta na 

1/2 MS médium bez zebularinu (MOCK) a s 20 μmol∙l-1 zebularinem (ZEB). Křížením kandidátních linií se senzitivní 

linií smc6b-1 vznikli F1 hybridi mající stejné fenotypové vlastnosti jako parentální generace. U všech kandidátních linií 

byla potvrzena mutace v genu SMC6B. Měřítko představuje 1 cm.  

Na základě komplementačního křížení byla u všech testovaných kandidátních linií 

potvrzena mutace v genu SMC6B, jelikož F1 hybridi vzniklí komplementací s mutantní linií 

smc6b-1 se fenotypově nelišili od parentální generace.  

5.1.2 Ověření mutace linie 6A-10 

Karin Kruska ve své diplomové práci (Kruska, 2017) určila mutaci linie 6-10 v genomické 

DNA (gDNA) genu SMC6B. Abych na její práci navázala, bylo nutné si přítomnost mutace 

v gDNA ověřit. V programu SnapGene 5.2 (GSL Biotech LLC) jsem vytvořila strukturu genu 

SMC6B, jenž je u huseníčku rolního lokalizován na 5. chromozomu. Gen SMC6B má celkovou 

délku 7894 bp a je rozdělen na 28 exonů. Objevená mutace linie 6-10 by se měla nacházet před 

exonem 28. 

Vyizolovanou gDNA jsem amplifikovala pomocí dvojice primerů pro Produkt 6, které 

ohraničovaly úsek s očekávaným výskytem mutace (viz Obrázek 20). Úspěšně naamplifikovaný 

PCR produkt byl přečištěn a poslán do firmy SEQMe na Sangerovo sekvenování, které potvrdilo 

změnu báze z G na A před exonem 28 v pozici 7362 bp (G7362A) jak je vidět na Obrázku 21.  

 

 

MOCK 

 

ZEB 

 

 

 

 

 

  

MOCK 

 

 

ZEB 

 

 

 

 

 

 

smc6b-1       9A-32        9A-32 × smc6b-1          smc6b-1         17A-26     17A-26 × smc6b-1 
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Obrázek 20: Amplifikace úseku genu SMC6B linie 6-10 s pravděpodobným výskytem mutace 

Intron-exonová struktura genu SMC6B. Linie 6-10 nese dle výsledků Karin Kruska (2017) mutaci před exonem 28 

(G/A). Ověření mutace probíhalo PCR amplifikací primery Produkt 6 fw a Produkt 6 rs.  

 

Obrázek 21: Mutace v gDNA linie 6-10 

Mutace linie 6-10 se nachází v akceptorovém místě sestřihu před exonem 28 v pozici G7362A.  

Potvrzená mutace se nachází v tzv. akceptorovém místě sestřihu (splice acceptor site), jenž 

udává spliceozomu hranici mezi intronem a exonem. Pokud dochází v tomto místě ke změně 

sekvence, nemusí spliceozom při sestřihu rozpoznat začínající exon, což může mít za následek 

odstranění části kódující sekvence, jejíž deficit ovlivní výsledný protein.  

Pro určení efektu na výsledný protein bylo nutné izolovat RNA, jak z linie 6-10, tak z linie 

W35, a reverzní transkripcí připravit cDNA. Amplifikace cDNA probíhala primery ET278 

a SMC6B Produkt 6 rs. Úspěšně naamplifikované a přečištěné PCR produkty o délce ⁓1900 bp 

byly opět zaslány na Sangerovo sekvenování do firmy SEQMe. Výsledné sekvence byly 

hodnoceny v programu SnapGene 5.2 (GSL Biotech LLC). 

Sekvenování cDNA linie 6-10 odhalilo částečnou deleci exonu 28 o velikosti 10 bp (viz 

Obrázek 22). I tato malá delece zapřičiňuje změnu aminokyselinové sekvence v primární 

struktuře proteinu – původních 18 aminokyselin (pozice 1040–1058 AA primárního proteinu) 

bylo nahrazeno jinými aminokyselinami, z nichž jedna v pozici 1044 udává STOP kodon. 

Výsledný protein je tedy od své původní velikosti zkrácen o 14 aminokyselin (viz Obrázek 23).  

SMC6B 

 

SMC6B 

 

 

SMC6B 

6-10 



47 

 

Obrázek 22: Delece cDNA u linie 6-10 

Změnou báze v akceptorovém místě sestřihu nerozpoznal spliceozom hranici mezi intronem a exonem a vystřihl 

i  10  bp kódující sekvence exonu 28.  

 

 

 

Obrázek 23: Změna v aminokyselinové sekvenci výsledného SMC6B proteinu linie 6-10 

Mutace zapřičiňuje kromě aminokyselinových změn v proteinové sekvenci SMC6B u linie 6-10 také vznik předčasného 

STOP kodonu (1044 AA). Výsledný protein je zkrácen o 14 aminokyselin. 

Na konci SMC6B proteinu se nachází Walker B/ATPázová doména. Jedná se 

o konzervovaný motiv DEFD (1001–1004 AA) a P (1035 AA). Tato funkční doména SMC6B 

zůstala u linie 6-10 zachována.  

Pomocí online aplikace PSIPRED byla analyzována sekundární struktura proteinu 

SMC6B. V původním SMC6B proteinu je v oblasti 1048–1051 AA predikována sekundární 

struktura v podobě beta-skládaného listu. Tato aminokyselinová oblast byla u linie 6-10 vlivem 

mutace deletována. Nepřítomnost této sekundární stuktury může mít vliv na další skládání 

proteinu, funkčnost ATPázové domény, ale také na interakci SMC6B s jinými proteiny. 

V sekundární struktuře SMC6B proteinu linie 6-10 v oblasti 1036–1039 AA byla rovněž 

predikována šroubovice (alfa-helix), avšak konfidence této predikce je výrazně menší.  

  

SMC6B 

 

SMC6B 

 
SMC6B 

W35 

 

 

 

 

6-10 

SMC6B 

WT 

 

SMC6B 

6-10 

 

 

SMC6B 

6-10 
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5.1.3 Ověření mutací u linií 9A-10, 9A-30, 9A-32 a 17A-26 

V programu SnapGene 5.2 (GSL Biotech LLC) jsem vytvořila strukturu genu SMC6B, 

který je u huseníčku rolního lokalizován na 5. chromozomu. Gen SMC6B má celkovou délku 

7894 bp a je rozdělen na 28 exonů. Amplifikace celé genové sekvence najednou by byla obtížná, 

z toho důvodu byl gen rozdělen na 6 dílčích částí (označeny čísly 1–6), mezi nimiž byly 

zachovány překryvy (viz Obrázek 25). Tyto úseky se následně amplifikovaly specifickými PCR 

primery (SMC6B Produkt 1–6 fw + SMC6B Produkt 1–6 rs). 
 

 

Obrázek 25: Amplifikace genu SMC6B 

Intron-exonová struktura genu SMC6B. Gen SMC6B byl amplifikován 6 PCR reakcemi se specifickými primery 

(SMC6B Produkt 1–6 fw + SMC6B Produkt 1–6 rs). 

 

Amplifikace produktů 1–4 proběhla úspěšně, stejně jako u produktu 6. Sekvenování těchto 

úseků však nezjistilo žádnou kauzální mutaci.  

Produkt 5 genu SMC6B se mi dle původního plánu u vybraných linií nepodařilo 

naamplifikovat, naopak amplifikace tohoto úseku u WT linie W35 proběhla zdárně. Částečná 

amplifikace (Produkt 7) u kandidátních linií nebyla rovněž úspěšná, stejně jako další amplifikace 

s různou kombinací primerů ET276 a ET278 (viz Obrázek 26). Do kompletní sekvence genu 

SMC6B kandidátních linií chyběl úsek mezi 16.–24. exonem.  
 

Obrázek 24: Predikce změny sekundární struktury SMC6B u mutace 6-10. 

V původním SMC6B je v oblasti 1048–1051 AA predikována sekundární struktura beta skládaný list. Tato struktura 

je v SMC6B rostlinné linii 6-10 deletována. Zkrácení aminokyselinové sekvence a ztráta posledního beta listu může 

mít vliv na další skládání proteinu, což by mělo dopad i na ATPázovou doménu Walker B a interakci SMC6B s jinými 

proteiny. U linie 6-10 je dále v oblasti 1036–1039 AA SMC6B predikována šroubovice (alfa helix), avšak s nižší 

konfidencí.  

SMC6B 

WT 

 

 

 

 

SMC6B 

6-10 

 

 

SMC6B 

6-10 
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Obrázek 26: Amplifikace problematické oblasti genu SMC6B 

Oblast genu SMC6B mezi 16.–24. exonem nebylo možné u vybraných kandidátních linií naamplifikovat. Použité 

primery jsou značeny světle fialovou barvou.  

 

Vzhledem k tomu, že u WT linie bylo možné tento úsek naamplifikovat, byla stanovena 

hypotéza, že v daném úseku došlo k přestavbě chromozomu, a to nejspíše k translokaci. Jako 

vhodnou metodu pro další postup byla zvolena inverzní PCR. Důležitým aspektem bylo vybrání 

restrikčního enzymu, který se nachází v blízkosti problematického úseku. Byly vybrány dva 

restrikční enzymy – XmnI (10 bp cutter) se 3 restrikčními místy v genu SMC6B a Eco130I (6 bp 

cutter) se 7 restrikčními místy v genu SMC6B (viz Obrázek 27). Digesci vybranými enzymy byla 

vystavena gDNA linií 9A-10, 17A-26 a gDNA kontrolní linie W35.  

 

Obrázek 27: Restrikční místa endonukleázy XmnI a Eco130I v genu SMC6B 

Intron-exonová struktura genu SMC6B. Restriktáza Eco130I (6 bp cutter) má v genu SMC6B celkem 7 restrikčních 

míst, patří mezi častěji štěpící enzymy. Restriktáza XmnI (10 bp cutter) má v genu SMC6B pouze 3 restrikční místa, 

řadí se mezi méně často štěpící enzymy. Žlutě zaznačená restrikční místa enzymů spadají do problematického úseku. 

Fialově značeny primery – Produkt 3 rs, JJ010 a ET0276.  

 

DNA fragmenty byly po přečištění kolonkovou soupravou QIAquick PCR purification 

(Qiagen) ligovány T4 DNA ligázou (Thermo Fisher Scientific) do cirkulární molekuly DNA. 

Zligovaná DNA byla amplifikována specifickými primery – Produkt 3rs a ET276 (amplifikace 

gDNA po štěpení enzymem XmnI), JJ010 a ET276 (amplifikace gDNA štěpené enzymem 

Eco130I). Objem PCR reakce činil 50 μl. Amplifikace byla hodnocena na 1,5 % agarózovém gelu 

s přídavkem ethidium bromidu. Na gel byly nanášeny celé objemy produktu. 

PCR produkt (Eco130I) měl u kandidátních linií i kontrolní linie stejnou velikost (⁓800 bp), 

což souhlasilo i s bioinformatickým stanovením. PCR produkty (XmnI) kandidátních linií 9A-10 

a 17A-26 měly odlišnou velikost (⁓2000 bp) vůči PCR produktu kontrolní linie W35 (⁓1200 bp). 

Štěpení restrikčním enzymem XmnI se jevilo jako přínosnější, jelikož rozdílná velikost produktů 

naznačovala zánik původního restrikčního místa/přítomnost jiného restrikčního místa, a tedy 

i změnu sekvence. Jednotlivé PCR produkty, jež byly středem zájmu, byly z agarózového gelu 

izolovány GeneJET Gel Extraction Kitem (Thermo Fisher Scientific) a následně připraveny na 

Sangerovo sekvenování (SEQMe).  
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Obrázek 28: Produkty inverzní PCR 

Amplifikace ligovaných fragmentů po štěpení enzymy Eco130I a XmnI. Zájmové PCR produkty (Eco130I) linie       

17A-26 a W35 dosahují stejné velikosti (⁓800 bp). Po štěpení enzymem XmnI vznikly po ligaci a amplifikaci u linie 

17A-26 a W-35 PCR produkty odlišné velikosti. U linie 17A-26 měl amplifikovaný produkt velikost ⁓2000 bp, zatímco 

u linie W35 dosahoval produkt délky ⁓1500 bp. M – marker molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder 

(Thermo Fisher Scientific). 

Sekvenační analýza potvrdila u kandidátních linií 9A-10 a 17A-26 změnu sekvence za 

19. exonem (od pozice 5602 bp genu SMC6B). Pomocí algoritmu BLAST bylo zjištěno, že 

neznámá sekvence pochází ze 4. chromozomu (SMC6B se nachází na chromosomu 5) a obsahuje 

částečnou sekvenci genu NBR1 (NEXT TO BRCA1) (Rodríguez et al., 2014) . Část nové sekvence 

se rovněž skládala z opakujících se repetic GAAG či GAG, které byly na základě homologie 

přirovnány algoritmem BLAST k sekvenci transgenní linie A huseníčku rolního (5’ junction 

region) (Sawasaki et al., 1998). Vzhledem k tomu, že se tyto repetice v rostlinných genomech 

nacházejí poměrně často, jedná se patrně pouze o náhodnou podobnost mezi sekvencemi.  

 

  

 

 

Obrázek 29: Sekvenčnační analýza PCR produktu kandidátních linií 

Nahoře: Intron-exonová struktura genu SMC6B s restrikčními místy pro enzymy Eco130I a XmnI. Fialovou barvou 

značeny primery. Aligment produktu z inverzní PCR po štěpení enzymem XmnI je znázorněn šipkou. Totožná sekvence 

s genem SMC6B je v šipce zaznačena černě, bílá oblast šipky značí odlišnou sekvenci.  

Dole: Sekvenační analýzou a následným BLAST algoritmem byla u kandidátních linií zjištěna změna sekvence genu 

SMC6B. Translokovaná sekvence genu NBR1 (Rodríguez et al., 2014) pocházela ze 4. chromozomu.  

Chromozomovou přestavbu bylo nutné ověřit klasickou PCR amplifikací v gDNA 

kandidátních linií 9A-10, 9A-30, 9A-32 a 17A-26. Jako negativní kontrola byla využita gDNA 

linie W35, u níž se aberace nevyskytuje. Při amplifikaci byl využit navržený primer NBR1 rs, 

jenž leží v translokované oblasti, a jeho amplifikačním partnerem se stal primer ET276. 

Chromozomová přestavba byla potvrzena u všech kandidátních linií. U linie W35 dle očekávání 

nevyšel žádný produkt (viz Obrázek 30).  
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Obrázek 30: PCR amplifikace gDNA s primerem spadajícím do translokované oblasti 

U linií 9A-10, 9A-30, 9A-32 a 17A-26 došlo k naamplifikování gDNA primery ET276 a NBR1 rs. Primer ET276 je 

lokalizován do genu SMC6B (chromozom 5), zatímco primer NBR1 rs leží v genu NBR1 (původní lokalizace 

chromozom 4). Amplifikace gDNA kandidátních linií potvrdila chromozomovou přestavbu. U linie W35 se přestavba 

chromozomů nevyskytuje, z toho důvodu nedošlo k amplifikaci. M – marker molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb 

Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), H2O – negativní kontrola. 

 

PCR produkty linií 9A-10 a 17A-26 byly opětovně izolovány z gelu a po purifikaci byly 

odeslány na sekvenování (SEQMe). Důležitý parametr byl přechod mezi sekvencemi genu 

SMC6B a NBR1. Výstup ze sekvenování je znázorněn na Obrázku 31.  

 

 

Obrázek 31: Sekvenační analýza potvrzující chromozovou přestavbu u kandidátních linií 

Chromozomální přestavba byla u kandidátních linií potvrzena klasickou PCR amplifikací a sekvenací vzniklých PCR 

produktů. V rámečku zaznačen přechod, kde došlo k přerušení sekvence genu SMC6B. 

Výskyt stejné mutace u linií 9A byl pravděpodobný, jelikož pocházejí z jedné sbírky 

(batche), která obsahovala přibližně 100 M1 rostlin. Téměř jistě se jedná o potomky stejné M1 

mateřské rostliny. U linie 17A-26 byl výskyt přestavby překvapivý, jelikož linie vychází 

z nezávislé mutantní sbírky. Nejpravděpodobnější příčinou je kontaminace semenem ze sbírky 

9A. 
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Obrázek 32: Testování senzitivity linií 

smc6b vůči zebularinu 

5.1.4 Testování senzitivity linií 6-10, 9A-30 a smc6b-1 vůči zebularinu 

Statistická analýza senzitivity vůči 20 μmol‧l-1 zebularinu byla provedena pouze na liniích 

6-10, 9A-30 a na kontrolních liniích smc6b-1 a W35. Test byl proveden ve třech opakováních, 

přičemž v jednom kole bylo hodnoceno 30 rostlin z každé linie. Hodnocení senzitivity probíhalo 

7 dní od vysetí semen. Vzhledem k tomu, že linie 9A-10, 9A-32 a 17A-26 nesou stejnou mutaci 

jako linie 9A-30, byl pro každou z nich zhotoven jeden replikát, který však do výsledné statistiky 

v této podkapitole není zahrnut. 

 Všechny linie s mutací smc6b vykazovaly na zebularinu vysokou míru senzitivity. 

Průměrná délka kořenů těchto linií se na 20 μmol‧l-1 zebularinu pohybuje do 1,5 mm (viz 

Obrázek 32). Průměrné délky kořínků testovaných linií na kontrolním médiu (MOCK) a 

s 20 μmol‧l-1 zebularinem (ZEB) jsou zobrazeny v Grafu 1.  

 

          W35       smc6b-1     9A-30         6-10 

  

 

 

 

 

 

 

Obrázek 32: Na obrázku jsou zobrazeny 7denní rostliny linií s mutací v genu SMC6B (smc6b-1, 9A-30 a 6-10), jež 

byly vysazeny na kontrolní 1/2 MS médium (MOCK) a na médium s 20 μmol‧l-1 zebularinem (ZEB). Linie W35 slouží 

jako negativní kontrola, smc6b-1 představuje zároveň pozitivní kontrolu. Měřítko značí 1 cm. 

Graf 1: V grafu jsou zaznamenány průměrné délky [mm] kořínků 7denních testovaných rostlin na kontrolním médiu 

(MOCK) a na 20 μmol‧l-1 zebularinu (ZEB). 

Statistická analýza vycházela z poměru průměrných délek kořenů chemikálie/mock. 

Kořeny smc6b linií dosahovaly na médiu se zebularinem max. 9 % délky než na kontrolním 

médiu. 

Získané poměry sloužily ke vzájemnému porovnání rostlinných linií a hodnocení 

senzitivity. Výsledné hodnoty byly využity pro jednofaktorovou analýzu rozptylu ANOVA 

(Analysis of Variance) a následně Tukeův-HSD test („honestly“ significant difference test) 

umožňující mnohonásobné porovnání (program Minitab). Za statisticky signifikantní byly brány 

výsledky s P ≤ 0,05. Získané poměry délek [%] a výsledky mnohonásobného porovnání jsou 

zobrazeny v Grafu 2. 
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Graf 1: Průměrné délky kořínků testovaných smc6b 
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Rozdíly poměrů délek ZEB/MOCK nebyly u jednotlivých linií smc6b signifikantní a dle 

Tukeyho testu spadají do jedné skupiny, na rozdíl od linie W35, která je vůči zebularinu téměř 

rezistentní. Linie W35 dosahuje na médiu s 20 μmol‧l-1 zebularinem 60% délky než na kontrolním 

1/2 MS médiu (MOCK).  

Mutace linií 6-10 a 9A-30 v genu SMC6B ovlivňují funkčnost výsledného proteinu. 

Vyřazení podjednotky SMC6B má dopad i na celistvý komplex SMC5/6, který v důsledku toho 

nemůže plnit své funkce. Výsledky potvrzují, že SMC5/6 komplex má nezbytnou roli v opravě 

DNA-proteinových komplexů indukovaných zebularinem.  
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Graf 2: Poměr délek kořínků zebularin/mock u smc6b  
linií 
Zobrazeny jsou poměry délek kořínků testovaných linií na 

20 μmol‧l-1 zebularinu (ZEB) vůči 1/2 MS médiu (MOCK). 

Hodnoty značené stejným písmenem nevykazují dle 

Tukeyho testu signifikantní odlišnost (P ≤ 0,05). 
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5.2 Kandidátní linie s mutací v genu TEBICHI 

Gen TEBICHI je u huseníčku rolního lokalizován na 4. chromozomu v pozici 15 767 185–

15 779 697 bp a skládá se z 26 exonů. Celková délka genu činí 12 513 bp. U kandidátní linie 9B-

43 byla mutace v genu TEBICHI zjištěna celogenovým sekvenováním, které bylo provedeno na 

odvozené F2 mapovací populaci (Jemelková, 2019). Mutace linie 9B-43 byla lokalizována na 

4. chromozomu a zasahovala do genu TEB (G2565A). Mutace byla ověřována komplementačním 

křížením s mutantní linií teb-1 (Inagaki et al., 2006) a PCR amplifikací. Selekce mutantní 

homozygotní linie 9B-43 spočívala ve využití CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence) 

markeru.  

5.2.1 Selekce homozygotních mutantů 9B-43 pomocí CAPS markeru 

Vzhledem k tomu, že M3 generace linie 9B-43 částečně segregovala, bylo nutné 

vyselektovat na základě výsledků z celogenového sekvenování homozygotní mutantní jedince 

a odstranit heterozygotní zástupce. Genotyp rostlin byl zjišťován pomocí CAPS markeru.  

Mutace v genu TEB (G2565A) zapříčinila zánik restrikčního místa pro enzym Eco130I. 

Oblast s vyskytující se mutací byla u testovaných rostlin a kontrolní linie amplifikována dvojicí 

primerů (Teb_CAPSfw a Teb_CAPSrs) a následně štěpena enzymem Eco130I (viz kapitola 

4.4.8.2). Gelová elektroforéza odhalila genotypy jednotlivých testovaných rostlin.  

U rostliny nesoucí SNP mutaci v genu TEB nedocházelo k resktrikci naamplifikované 

DNA – v agarózovém gelu byl vizualizován PCR produkt o celkové velikosti 1703 bp. Tyto 

zvalidované rostliny pak sloužily k propagaci semen. Pokud byla rostlina heterozygotní, 

nacházely se na gelu tři produkty o velikostech 1703 bp, 1120 bp a 583 bp. Pokud rostlina nenesla 

SNP mutaci (WT), byl PCR produkt rozfragmentován na dvě části o velikostech 1120 bp 

a 583 bp. 

 

Obrázek 33: Selekce homozygotních mutantů 9B-43 pomocí CAPS markeru 

Amplifikovaná DNA rostliny 9B-43 nebyla štěpena enzymem Eco130I. Tato rostlina nese homozygotní mutaci v genu 

TEB zapříčiňující zánik restrikčního místa pro použitý enzym. Amplifikovaná DNA kontrolní linie W35 byla naštěpena 

enzymem Eco130I dle očekávání.  
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5.2.2 Ověření mutace 9B-43 komplementačním křížením 

Před samotným komplementačním křížením byla nutná genotypizace a selekce 

homozygotních mutantních zástupců linie teb-1. V genu TEB nesou rostliny linie teb-1 2,7 kb 

deleci mezi 7. až 13. exonem. Genotypizace byla provedena PCR amplifikací (viz kapitola 

4.4.8.1). Homozygotní jedinci byli propagováni do další generace (zisk semen).   

Kandidátní linie 9B-43 byla křížena s mutantní linií teb-1, jež vykazuje na 20 μmol∙l-1 

zebularinu podobný senzitivní fenotyp, a zároveň s nemutovanou linií W35, jež je vůči zebularinu 

rezistentní. F1 hybridní semena byla vyseta na 1/2 MS médium bez zebularinu a se zebularinem. 

Porovnání délek kořínků F1 hybridů s parentální generací bylo provedeno 7. den od vysetí. 

Komplementační křížení je zobrazeno na Obrázku 34.  

 

     W35             teb-1 9B-43  9B-43×W35   9B-43×teb-1 

 

Obrázek 34: Komplementační křížení linie 9B-43 

Linie 9B-43 byla křížena s mutantní linií teb-1 a WT linií W35. F1 hybridní semena byla vyseta na 1/2 MS médium 

bez zebularinu (MOCK) a s 20 μmol∙l-1 zebularinem (ZEB) Na obrázcích jsou znázorněny 7denní rostliny. Křížením 

linie 9B-43 s linií teb-1 vznikli F1 hybridi mající stejné fenotypové vlastnosti jako parentální generace. Křížením linie 

9B-43 s WT linií W35 vznikají rezistentní F1 hybridi. U linie 9B-43 byla potvrzena mutace v genu TEB. Měřítko na 

jednotlivých snímcích představuje 1 cm.  

Komplementační testování potvrdilo u linie 9B-43 mutaci v genu TEB. F1 hybridní 

potomstvo linie teb-1 a 9B-43 vykazovalo stejný fenotyp jako původní parentální generace.  

5.2.3 Ověření mutace 9B-43 PCR amplifikací a sekvenováním 

Celogenomové sekvenování linie 9B-43 odhalilo mutaci na chromozomu 4 v genu TEB, 

kde v exonu 4 došlo k záměně bází z G na A v pozici 2565 (G2565A). Mutace byla ověřována 

standardní PCR amplifikací s využitím primerů Teb_4E_fw a Teb_5E rs (viz Obrázek 35). PCR 

produkty byly sekvenovány Sangerovou metodou firmou SEQMe. Výsledky sekvenační analýzy 

jsou zobrazeny na Obrázku 36.   
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Obrázek 35: Amplifikace úseku genu TEBICHI linie 9B-43 s výskytem mutace 

Šedě znázorněna intron-exonová struktura genu TEB. Purpurově značena proteinová struktura TEB s helikázovou 

a DNA polymerázovou doménou. Světle fialovou barvou jsou značeny použité oligonukleotidy umožňující amplifikaci 

úseku s výskytem mutace.  

 

 

Obrázek 36: Potvrzení mutace linie 9B-43 Sangerovým sekvenováním 

Mutace linie 9B-43 se nachází v exonu v pozici 2565 bp genu TEB (G2565A). 

 

Mutace linie 9B-43 v genu TEB byla Sangerovým sekvenováním potvrzena. Změna bází 

(G/A) v pozici 2565 bp měla vliv na výslednou aminokyselinovou sekvenci. Původní 

aminokyselina tryptofan (518 AA) byla nahrazena předčasným STOP kodonem. Při translaci 

vzniká nefunkční produkt TEB s deficiencí helikázové i polymerázové domény.   

 

 

 

Obrázek 37: Změna v aminokyselinové sekvenci výsledného TEB proteinu linie 9B-43 

V aminokyselinovém řetězci u linie 9B-43 došlo ke změně tryptofanu (518 AA) na STOP kodon. Výsledný proteinový 

produkt je tedy zkrácen o 1637 aminokyselin a potýká se s deficiencí helikázové a polymerázové domény. 

5.2.4 Testování senzitivity linií 9B-43 a teb-1 na chemikáliích 

Linie 9B-43 a teb-1 byly testovány na chemikálicích poškozující DNA (20 μmol∙l-1 ZEB, 

20 nmol∙l-1 CPT, 10 μmol∙l-1 ICRF-187, 50 nmol∙l-1 BLEO a 10 μmol∙l-1 MMC). Při testování byly 

využity také kontrolní linie W35 a smc6b-1. Test byl proveden ve třech opakováních, přičemž 

v jednom kole bylo hodnoceno 30 rostlin z každé linie. Hodnocení senzitivity probíhalo 7 dní od 

vysetí semen.  

Pro každou rostlinnou linii byl důležitým parametrem poměr průměrných délek kořínku na 

médiu s chemikálií a na kontrolním 1/2 MS médiu. Tento poměr sloužil ke vzájemnému 
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Obrázek 38: Testování senzitivity linií 

9B-43 a  teb-1 na vybraných 

chemikáliích 

porovnání rostlinných linií a hodnocení senzitivity. Výsledné hodnoty byly využity pro 

jednofaktorovou analýzu rozptylu ANOVA (Analysis of Variance) a následně Tukeův-HSD test 

(„honestly“ significant difference test) umožňující mnohonásobné porovnání (program Minitab). 

Za statisticky signifikantní byly brány výsledky s P ≤ 0,05. 

Na Obrázku 38 jsou zobrazeny 7denní rostliny, které byly vystaveny jednotlivým 

chemikáliím. Průměrné délky kořínků [mm] rostlinných linií na kontrolním médiu (MOCK) a na 

chemikáliích jsou zobrazeny v Grafu 3. Výsledný poměr délek kořínků chemikálie/mock je 

uveden v Grafu 4.  

         W35      smc6b-1     teb-1     9B-43 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Obrázek 38: Na obrázku jsou zobrazeny 7denní rostliny s mutací v genu TEB (9B-43 a teb-1), jež byly vysazeny na 

chemikálie poškozující DNA. MOCK je označení pro kontrolní médium bez chemikálie (1/2 MS). Rostlinná linie W35 

slouží jako negativní kontrola, smc6b-1 jako pozitivní kontrola. Měřítko představuje 1 cm. 

Graf 3: V grafu jsou zaznamenány průměrné délky [mm] kořínků 7denních testovaných rostlin na jednotlivých 

chemikáliích. MOCK představuje kontrolní médium bez chemikálie (1/2 MS).  

Graf 4: Zobrazeny jsou poměry délek kořínků testovaných linií na chemikálii vůči 1/2 MS médiu (MOCK). Hodnoty 

značené stejným písmenem nevykazují dle Tukeyho testu signifikantní odlišnost (P ≤ 0,05). 

 

Použité chemikálie vyvolávají rozmanitou škálu poškození. Účinky zebularinu již byly 

popsány v literárním přehledu. CPT způsobuje rovněž vznik DPCs, avšak interaguje s TOP1. CPT 

stabilizuje vazbu tyrosyl-fosfodiesteru mezi TOP1 a DNA. Vzniklý DPCs je často doprovázen 

SSBs (Hsiang et al., 1985; Pommier, 2009). 
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Graf 3: Průměrné délky kořínků testovaných teb linií na 

chemikáliích 

Graf 4: Poměr délek kořínků chemikálie/mock u teb linií 
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ICRF-187 je schopný blokovat mitózu (Sharpe et al., 1970). Inhibuje TOP2 za vzniku 

DNA-proteinového komplexu. Poškození je doprovázeno vznikem DSBs (Sehested et Jensen, 

1996). 

MMC je alkylační činidlo, které v molekule DNA způsobuje transformaci N7- nebo            

O6-guaninu na MMC-mono-dG. Výsledný adukt je schopen interagovat s jinými bázemi DNA za 

vzniku interstrand crosslinků (Fu et al., 2012).  

Radiomimetické antibiotikum BLEO stejně jako ionizující záření dokáže štěpit DNA. Po 

aktivaci metalovým iontem vytváří peroxidové radikály a indukuje vznik SSBs, DSBs nebo 

abazických míst (Povirk, 1996; Ma et al., 2009). Účinky BLEO ovlivňují buňky nezávisle na fázi 

buněčného cyklu a efektivně u nich spouštějí expresi genů zúčastňujících se reparace 

indukovaného poškození (Houser et al., 2001; De Schutter et al., 2007; Pecinka et al., 2009; 

Adachi et al., 2011).  

Rostlinné linie s mutací v genu TEB, stejně jako kontrolní linie smc6b-1, vykazovaly na 

všech chemikáliích určitou míru senzitivity. Testem bylo dokázáno, že TEB se může podílet nejen 

na reparaci DPCs, ale také SSBs, DSBs a DNA komplexů.  

MMEJ (aNHEJ), kterého je TEB aktérem, představuje relativně nedávno objevenou 

reparační dráhu nezávislou na LIG4 (Deriano et Roth, 2013). Podmínkou reparace je přítomnost 

mikrohomologních sekvencí o délce 5–25 bp a DSBs (Decottignies, 2013).  

5.2.5 Analýza buněčné smrti v kořenovém meristému linií 9B-43 a teb-1 

Analýza buněčné smrti byla provedena na 6denních semenáčcích, které nejprve po dobu 

5 dnů rostly na tuhém 0,8% 1/2 MS médiu a následně byly přeneseny do tekutého 1/2 MS média 

bez přídavku chemikálie a s jednotlivými chemikáliemi – 20 μmol∙l-1 ZEB, 10 μmol∙l-1 ICRF-187, 

20 nmol∙l-1 CPT, 50 nmol∙l-1 BLEO a 10 μmol∙l-1 MMC. Po 12–24 hod inkubaci byly připraveny 

preparáty přenesením rostlin na podložní sklíčko s propidium jodidem (100×), který se 

interkaloval do poškozených buněk v kořenovém meristému. Pro vizualizaci poškozených buněk 

byl použit konfokální mikroskop Leica TCS SP8 (Leica Microsystems). 

U kontrolní linie W35 bylo možné sledovat pravidelné uspořádání kořenového meristému. 

Buněčná smrt byla zaznamenána v malé míře pouze na CPT, MMC a BLEO (viz Obrázek 39).  

Zóna kořenového apikálního meristému u linií teb-1 i 9B-43 byla v porovnání s kontrolní 

linií W35 zkrácena. Kořenové apikální meristémy linií teb-1 i 9B-43 vykazovaly již na kontrolním 

médiu (MOCK) morfologické defekty. Individuální buněčné typy (QC a přilehlé kmenové buňky) 

bylo v některých případech obtížné rozeznat. Rovněž zde byla zaznamenána buněčná smrt. Po 

přídavku jednotlivých chemikálií došlo v meristémech těchto linií k nárůstu buněčné smrti. 

Intenzivnější buněčná smrt byla pozorována zejména na ZEB, ICRF-187, CPT a BLEO.  

 

 



59 

   

 

 

Obrázek 39: Analýza buněčné smrti v kořenovém meristému linií 9B-43 a teb-1  

Na obrázku jsou zobrazeny kořeny 6denních semenáčků linií W-35, teb-1 a 9B-43, které byly po dobu 5 dnů nejprve 

pěstovány na 0,8% 1/2 MS médiu a následně 12 hod inkubovány v tekutém 1/2 MS médiu bez chemikálie (MOCK) 

a s jednotlivými chemikáliemi (20 μmol∙l-1 ZEB, 10 μmol∙l-1 ICRF-187, 50 nmol∙l-1 BLEO a 10 μmol∙l-1 MMC). 

Poškozené buňky v kořenech se jeví tmavě. Měřítko na snímcích představuje 100 μm.  

 Výsledky potvrzují zapojení TEB do reparace různých poškození DNA, jako jsou DPCs, 

SSBs, DSBs, ale pravděpodobně i DNA-komplexy. Z analyzovaných výsledků také vyplývá, že 

již samotná deficience TEB má negativní vliv na vývoj apikálního kořenového meristému. 
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5.2.6 Tvorba dvojitých mutantních linií a jejich selekce 

Tvorbě dvojitých mutantních linií předcházela selekce jednoduchých mutantů pomocí PCR 

genotypizace. Kromě homozygotní teb-1 linie, byly vyselektovány homozygotní reportérové linie 

recB a recE, homozygotní T-DNA linie smc6b-1, rtel1-1, fan1-1, mus81-1, lig4 a ku70. 

Homozygotní T-DNA i reportérové linie byly následně kříženy s homozygotní linií teb-1. 

Dle 1. Mendelova zákona se předpokládalo, že F1 populace těchto hybridů bude fenotypově 

i genotypově uniformní. V obou sledovaných alelách se tedy v F1 generaci předpokládal 

heterozygotní stav.  

V F2 populaci bylo možné sledovat dvojité homozygoty, jejichž zastoupení bylo v celé 

populaci procentuálně nejmenší (6,25 %). F2 hybridní semena byla nejprve vyseta na 5 μmol∙l-1 

ZEB umožňující selekci na základě fenotypu. Po týdnu byli senzitivní hybridní kandidáti 

přesazeny na 0,6% 1/2 MS médium. Třítýdenní hybridi byli zasazeni do zeminy a opětovně 

genotypováni. 

PCR genotypizací byl v F2 generaci nalezen pouze jeden dvojitý homozygot teb-1 fan1-1. 

Zbylé genotypované rostliny nesly často jednu alelu homozygotní, druhou heterozygotní. 

Nicméně i z těchto vyselektovaných rostlin byla získána F3 hybridní semena. Genotypizace byla 

stejným způsobem provedena i na F3 populaci.  

Na F3 populaci teb-1 fan-1 byla provedena „bulk“ PCR genotypizace. Z 20 rostlin                  

teb-1 fan-1 byla hromadně izolována gDNA do jedné zkumavky pomocí kolonkové soupravy 

NucleoSpin Plant II (Macherey-Nagel, BioTech), která pak byla využita pro PCR genotypizaci.  

Při PCR amplifikaci se využívaly 4 kombinace primerů – 2 kombinace pro alelu FAN1 (WT      

a T-DNA inzert) a 2 kombinace pro alelu TEB (WT a delece). Použité primery jsou pro 

přehlednost uvedeny v Tabulce 17. Kontrolní amplifikace byla rovněž provedena na gDNA 

homozygotních rostlin fan1-1 a teb-1. Výsledky genotypizace jsou uvedeny na Obrázku 40.  

Tabulka 17: Genotypizace teb-1 fan1-1 

Gen Mutantní alela 
WT alela T-DNA inzert 

Forward Reverse Forward Reverse 

FAN1 

AT1G48360 

fan1, 

GK_815C08 
ET0028 ET0029 ET0028 ET0032 

TEB 

AT4G32700 

teb-1 

Inagaki et al, 

2006 

teb-1 WT 

fw 

teb-1 WT 

rs 

teb-1 WT 

fw 

teb-1 

deletion rs 
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Obrázek 40: Genotypizace teb1 fan1-1 

Vzorek 1 – gDNA fan1-1, vzorek 2 – bulk gDNA teb-1 fan1-1, vzorek 3 – gDNA teb-1. M – marker molekulové 

hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific). 

 

Bulk PCR genotypizací bylo ověřeno, že získaná linie teb-1 fan1-1 nese mutaci v obou 

genech. Tato linie je připravena pro další analýzu, která by mohla objasnit funkční vztahy TEB 

a FAN1 při reparaci DNA-protenových komplexů, případně i interstrand crosslinků (Herrmann 

et al., 2015). 

V F3 generaci byly dále vyselektovány dvojitě mutantní homozygotní rostliny – teb-1 

smc6b-1 (viz Obrázek 41) a teb-1 mus81-1 (viz Obrázek 42), které budou propagovány do 

generace F4, na níž by se měla analyzovat přítomnost dvojité mutace pomocí „bulk“ PCR 

genotypizace. Po pozitivním ověření by tyto linie opět sloužily pro analýzu funkčních vztahů 

a objasnění reparace DNA-proteinových komplexů. S ohledem na časovou náročnost se mi jiné 

dvojité mutantní homozygotní linie nepodařilo vyselektovat.  

 

 

Obrázek 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). 

 

 
Obrázek 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 Analýza linie teb-1 fan1-1 

Ze studie Herrmann et al. (2015) vyplývá, že nukleáza FAN1-1 je zapojena do oprav 

interstrand crosslinků a mutantní linie vykazují senzitivitu vůči MMC. FAN1-1 má 5’→3’  

exonukleázovou aktivitu a dokáže štěpit každý třetí nukleotid v místě poškození (Kurzbauer et 

al., 2018). 

U linie fan1-1 byla testována senzitivita na 20 μmol∙l-1 ZEB, dále na 10 μmol∙l-1 ICRF-187, 

20 nmol∙l-1 CPT, 50 nmol∙l-1 BLEO a 10 μmol∙l-1 MMC. Vůči činidlům způsobujícím DNA-

proteinové komplexy (ZEB, ICRF-187, CPT) byla linie rezistentní, naopak zvýšená senzitivita se 

jevila po indukci BLEO. Hypersenzitivita fan1-1 byla zaznamenána pouze na MMC. Z mých 

výsledků plyne, že FAN1 není primárně zapojena do reparace DNA-protenových komplexů, ale 

účastní se reparace interstrand crosslinků. Z toho důvodu byly všechny chemikálie kromě MMC 

z testování vyřazeny.  

Na 10 μmol∙l-1 MMC v pevném 1/2 MS médiu byla testována i získaná mutantní linie      

teb-1 fan1-1 ve 3 replikátech (stáří semenáčků 7 dní), nicméně tato koncentrace nebyla pro 

dvojitou mutantní linii ideální, jelikož fenotyp teb-1 fan1-1 se nelišil od fenotypu jednoduché 

mutantní linie teb-1. Pro analýzu linie teb-1 fan1-1 by bylo vhodné použít tékuté médium se 

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

 

 

Obrázek 43: Testování senzitivity linií fan1-1, teb-1 a dvojité mutantní linie teb-1 fan1-1 na MMC 

Na obrázku jsou zobrazeny 7denní rostliny, jež byly vysazeny na kontrolní 1/2 MS médium (MOCK) a na 10 μmol∙l-1 

MMC. Linie W35 slouží jako negativní kontrola. Měřítko představuje 1 cm. 
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Graf 5: Průměrné délky kořínků testovaných linií 

na 10 μmol∙l-1 MMC 

V grafu jsou zaznamenány průměrné délky [mm] 

kořínků 7denních testovaných rostlin na kontrolním 

1/2 MS médiu (MOCK) a na 10 μmol∙l-1 MMC. 
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Zároveň byla u linií teb-1, fan1-1 a dvojité mutantní linie teb-1 fan1-1 po obarvení 

propidium jodidem analyzována buněčná smrt v kořenovém meristému po indukci 10 μmol∙l-1 

MMC (5 dní inkubace v 0,8% 1/2 MS a 24 hod inkubace v tekutém 1/2 MS bez chemikálie 

a s 10 μmol∙l-1 MMC). 

 

 

Obrázek 44: Analýza buněčné smrti v kořenovém meristému u linie teb-1 fan1-1 

Na obrázku jsou zobrazeny kořeny 6denních semenáčků linií W-35, fan1-1, teb-1 a teb-1 fan1-1, které byly po dobu 

5 dnů nejprve pěstovány na 0,8% 1/2 MS médiu a následně 12 hod inkubovány v tekutém 1/2 MS médiu bez chemikálie 

(MOCK) a s 10 μmol∙l-1 MMC. Poškozené buňky jsou v kořenech značeny tmavě. Měřítko na snímcích představuje 

100 μm.  

 

a

b

c c

0

20

40

60

80

100

MMC

P
o

m
ěr

 M
M

C
/m

o
ck

 [
%

]

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

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

 

 

 

 

 
 

MOCK

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MMC 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Graf 6: Poměr délek kořínků MMC/mock u testovaných 

linií 

Zobrazeny jsou poměry délek kořínků testovaných linií na 

10 μmol∙l-1 MMC vůči 1/2 MS médiu (MOCK). Hodnoty 

značené stejným písmenem nevykazují dle Tukeyho testu 

signifikantní odlišnost (P ≤ 0,05). 
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Kořenový meristém linie W35 byl pravidelně uspořádán. Působením 10 μmol∙l-1 MMC 

nedošlo k poškození buněk, buněčná smrt nebyla zaznamenána. U linie fan1-1 byly po indukci 

10 μmol∙l-1 MMC poškozeny buňky nacházející se v blízkosti QC. Často se jednalo právě 

o kmenové buňky, které fungují jako prekurzory diferencovaných buněk. U linie teb-1 byla 

zaznamenána buněčná smrt již na kontrolním médiu (MOCK), po indukci 10 μmol∙l-1 MMC byl 

pozorován její nárůst. Kořeny teb-1 jsou charakteristické morfologickou deformací. 

Při analýze apikálního kořenového meristému teb-1 fan1-1 nebyl pozorován zhoršující 

fenotyp, než jaký byl zaznamenán u linie teb-1. Dvojitá mutantní linie vykazovala podobné 

morfologické defekty v kořenovém apikálním meristému, jaké se nacházely i u linie teb-1.  

Vzhledem k tomu, že nebyl sledován aditivní účinek mutací dvou genů u linie                      

teb-1 fan1-1, lze usuzovat, že nukleáza FAN1-1 může být zapojena ve stejné dráze jako TEB. 

FAN1-1 se patrně podílí na resekci DNA, kdy činností MRN komplexu a CtIP může odhalovat 

mikrohomologní sekvence, které jsou nutné pro opravu MMEJ. Ačkoliv podobný názor zastávají 

také ve studii Kais et al. (2016), zůstává molekulární mechanismus propojení FAN1 a MMEJ 

neobjasněn a vyžaduje ještě další analýzy pro jeho pochopení.  
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6 DISKUSE 

Výzkum na Ústavu experimentální botaniky AV ČR pod vedením doc. Mgr. Aleše 

Pečinky, Ph.D. je zaměřen na analýzu genů, které se účástní oprav DNA-proteinových komplexů. 

Od samotného počátku experimentu nejsou známy zájmové geny, jako je tomu v reverzní 

genetice. Naopak využíváme princip dopředné genetiky (Page et Grossniklaus, 2002). V EMS 

mutagenizované populaci huseníčku rolního identifikujeme zasažené geny selektivně díky 

senzitivitě na metyltrasnferázový inhibitor zebularin, který je po začlenění do molekuly DNA 

schopen vytvářet DNA-proteinové komplexy s DNA-metyltransferázou 1.  

Experimentální část navazovala na diplomovou práci M.Sc. Karin Kruska (Kruska, 2017) 

a mou bakalářskou práci (Jemelková, 2019). V rámci těchto prací byly vyselektovány kandidátní 

linie s mutací v genu TEBICHI (9B-43) a SMC6B (6-10, 9A-10, 9A-30, 9A-32). Jedna kandidátní 

smc6b linie (17A-26) byla nalezena také Mgr. Klárou Procházkovou. 

SMC5/6 komplex má důležitou roli v opravě DNA-proteinových komplexů při replikaci 

DNA. SMC5/6 komplex je považován za zprostředkovatele homologní rekombinace závislé na 

syntéze DNA vlákna (SDSA, synthesis-dependent strand-annealing) (Mengiste, 1999; Hanin et 

al., 2000; Watanabe et al., 2009; Liu et al., 2015).  

 

Obrázek 45: Pracovní model poškození způsobeného zebularinem 

a jeho reparace 

Zlomy DNA, DNA-proteinové komplexy, ale i interstrand crosslinky 

mohou být vyvolány v jakékoliv fázi buněčného cyklu. Zebularinem 

indukované poškození je specifické tím, že vzniká během replikace 

DNA v průběhu syntézy nových řetězců, v důsledku čehož dochází 

k pozastavení buněčného dělení, podpoře endoreduplikace a aktivaci 

signalizace poškození DNA aktivitou ATR a ATM. Oprava DNA-

proteinových komplexů indukovaných zebularinem je závislá na 

aktivitě SMC5/6 komplexu a je prováděna primárně cestou SDSA, 

v menší míře také SSA homologní rekombinací (Liu et al., 2015). 

 

 

 

 

 

Základ SMC5/6 komplexu tvoří SMC5 a SMC6 podjednotky, které dále interagují 

s nejméně šesti NSE (NON-SMC-ELEMENT) podjednotkami, jež vytváří odlišné subkomplexy: 

NSE2-SMC5-SMC6, NSE1-NSE3-NSE4 a NSE5-NSE6. Přestože SMC5/6 komplex má 

u různých organismů stejnou či podobnou stavbu, nomenklatura jeho podjednotek se liší 

a v některých případech jsou jednotlivé podjednotky kódovány dvěma paralogními geny (Diaz et 

Pecinka, 2018). 
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U huseníčku rolního byly identifikovány dvě SMC6 podjednotky – SMC6A a SMC6B. 

Linie smc6b se za standardních podmínek neliší od WT linie, avšak byla u ní prokázána 

hypersenzitivita vůči činidlům zapřičiňujícím poškození DNA. Zároveň je u této linie redukována 

frekvence homologní rekombinace (Mengiste, 1999; Watanabe et al., 2009; Liu et al., 2015). 

Linie smc6a je životaschopná, avšak kombinace smc6b smc6a se jeví jako letální, což poukazuje 

na částečnou funkční redundanci SMC6 podjednotek (Watanabe et al., 2009; Yan et al., 2013).  

V rámci diplomové práce jsem měla za cíl popsat mutace v genu SMC6B kandidátních linií. 

U linie 6-10 byla potvrzena mutace G7362A, která se nacházela před exonem 28 

v tzv. akceptorovém místě sestřihu (splice acceptor site), jenž udává spliceozomu hranici mezi 

intronem a exonem. Vlivem mutované báze nedokázal spliceozom rozpoznat začínající exon 

a 10 bp kódující sekvence deletoval. Původních 18 aminokyselin (pozice 1040–1058 AA 

primárního proteinu) bylo nahrazeno jinými aminokyselinami, z nichž jedna v pozici 1044 udává 

STOP kodon. Výsledný protein je tedy od své původní velikosti zkrácen o 14 aminokyselin. 

Walker B/ATPázová doména nebyla mutací zasažena. Analýza sekundární struktury proteinu 

SMC6B predikovala v oblasti 1048–1051 AA výskyt beta-skládaného listu. Tato 

aminokyselinová oblast byla u linie 6-10 vlivem mutace deletována a je tedy možné, že 

nepřítomnost této sekundární stuktury může mít vliv na další skládání proteinu, funkčnost 

ATPázové domény, ale také na interakci SMC6B s jinými proteiny. Linie 6-10 je doposud jedinou 

popsanou smc6b linií, která nebyla získána T-DNA mutagenezí.  

U linií 9A-10, 9A-30, 9A-32 a 17A-26 byla pomocí inverzní PCR detekována 

chromozomová přestavba, která zasahovala právě do genu SMC6B. Ačkoliv alkylační činidlo 

EMS způsobuje převážně tranzice bází, mohlo v genomu dojít na několika místech 

k jejich nahromadění. Tyto změny dále vedly k zablokování replikačního aparátu a vytvoření 

DSBs. Chromozomová přestavba je následkem nesprávného spojení vzniklých DSBs. Charakter 

této chomozomové přestavby nebyl dále zkoumán. Linie s chromozomovou přestavbou jsou pro 

výzkum nevhodné a z toho důvodu nebudou do dalších studií zahrnuty. 

Studiem SMC5/6 komplexu a jeho NSE podjednotek se výzkumná skupina doc. Mgr. Aleše 

Pečinky Ph.D. zabývá od samotného počátku a potvrdila jeho zapojení do reparace DNA-

proteinových komplexů (Liu et al., 2015; Díaz et al., 2019; Procházková, Finke, Pečinka et al, 

nepublikováno). Komplementační křížení, test senzitivity na zebularin a potvrzené mutace 

u zmíněných linií jsou pouze minimálním přínosem do komplexního výzkumu.  

Nově identifikovaným genem, jenž se zapojuje do oprav DNA-proteinových komplexů, je 

TEBICHI kódující polymerázu s helikázovou aktivitou. Homologem TEB je u mnohobuněčných 

eukaryontních organismů POLQ/POLθ. Již z dřívějších výzkumů bylo zjištěno, že se tyto 

polymerázy zapojují do oprav dvouvláknových zlomů reparační dráhou známou také jako 

mikrohomologní spojování konců (MMEJ) (Decottignies, 2013; Deriano et Roth, 2013; Truong 

et al., 2013; Wang et al., 2019). Kromě toho zastávájí také důležitou funkci při integraci T-DNA 
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do genomu (Kregten et al., 2016). Úloha TEB je rovněž spjata s regulací buněčného dělení 

adiferenciací meristému, stejně tak je nezbytná při replikaci a nese zodpovědnost za správnou 

expresi genů během vývoje (Inagaki et al., 2006, 2009).  

Rostlinní mutanti teb vykazují morfologické defekty, pokud je zasažena jejich N-terminální 

helikázová doména (Inagaki et al., 2006). Toto tvrzení koresponduje i s mými výsledky. Mutací 

genu TEB (G2565A) u linie 9B-43 vzniká proteinový produkt bez této helikázové domény. 

Fenotypy linií teb-1 (Inagaki et al., 2006) a 9B-43 byly shodné.  

Mutantní linie teb (Arabidopsis thaliana, Physcomitrella patens) byly ve dvou studiích 

testovány na chemikáliích vyvolávajících různá poškození. Analyzovala se senzitivita vůči MMC, 

MMS, BLEO a cisplatině (Inagaki et al., 2006; Mara et al., 2019). Výsledky sensitivity teb linií 

se u obou skupin liší. Mara et al. (2019) uvádí, že mutantní linie Physcomitrella patens vykazují 

stejnou senzitivitu na MMS a cisplatinu jako WT linie a na BLEO jsou v porovnání s WT linií 

rezistentnější. Inagaki et al. (2006) testovali na chemikáliích mutantní linie huseníčku rolního 

(Arabidopsis thaliana) teb-3 (s mutací v polymerázové doméně) a teb-1 (s mutací v helikázové 

doméně). Linie teb-1 vykazovala vyšší senzitivitu na MMC i MMS v porovnání s linií teb-3 či 

WT. Senzitivita linií je patrně ovlivněna i lokalizací dané mutace.  

V rámci diplomové práce jsem analyzovala senzitivitu linií huseníčku rolního teb-1 a 9B-

43 na 20 μmol∙l-1 ZEB, 20 nmol∙l-1 CPT, 10 μmol∙l-1 ICRF-187, 50 nmol∙l-1 BLEO a 10 μmol∙l-1 

MMC. Na všech testovaných chemikáliích vykazovaly tyto linie vyšší úroveň senzitivity 

v porovnání s WT linií. Z výsledků vyplývá, že MMEJ není pouze vedlejší reparační dráhou, ale 

aktivně se zapojuje do reparace různých poškození (DNA-proteinových komplexů, interstrand 

crosslinků, jednovláknových a dvouvláknových zlomů).  

Studie Beagan et al. (2017) provedená na Drosophila melanogaster, ale také výzkum 

Muzzini et al. (2008) na Caenorhabditis elegans potvrzují zapojení POLθ do oprav interstrand 

crosslinků (Muzzini et al., 2008; Beagan et al., 2017).  

Zapojení TEB/POLQ/POLθ do oprav DNA-proteinových komplexů v dráze MMEJ 

potvrzuje také nedávno publikovaná studie Chandramouly et al. (2021), která byla prováděna na 

vaječných extraktech Xenopus laevis. Počáteční fáze reparace MMEJ pravděpodobně vyžaduje 

účast PARP1, která usnadňuje nábor esenciální POLθ do místa poškození (Ceccaldi et al., 2015; 

Mateos-Gomez et al., 2017). MRE11 A CtIP iniciují proces resekce vedoucí k tvorbě 3´ ssDNA 

přesahů. POLθ usnadňuje synapsi 3´ssDNA konců pomocí mikrohomologních sekvencí 

a následně prodlužuje každý přesah (Black et al., 2016). V konečné fázi se na spojení vláken 

podílí LIG3 nebo LIG1 (Liang et al., 2008; Sfeir et Symington, 2015; Lu et al., 2016).  

MRE11 je součástí konzervovaného komplexu MRN (Stingele et al., 2017). Kromě 

MRE11 se komplex MRN skládá z rekombinázy RAD50 a signálního transdukčního proteinu 

NBS1 (Williams et al., 2007). MRN a CtIP zahajují 5’-3’ resekci DNA během S a G2 fáze, jež je 

nutná mimo MMEJ také pro HR.  Nukleázová aktivita MRE11 a CtIP zajišťuje rezistenci vůči 
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CPT a etoposidu, které vytváří DNA proteinové komplexy s TOP1 a TOP2 (Stingele et al., 2017). 

HR a MMEJ využívají při opravě DNA-proteinových komplexů patrně stejný typ resekce 

vytvořený pomocí endonukleázového komplexu MRN a CtIP, které na vlákně DNA vytvářejí 

DSB (Truong et al., 2013). Je možné, že se podobný mechanismus reparace DPCs dráhou MMEJ 

nachází také u rostlin, avšak toto tvrzení bude nutné ověřit. 

 

Obrázek 46: Reparace DNA-proteinových komplexů dráhou MMEJ 

Homologní rekombinace (HR) a mikrohomologní spojování konců (MMEJ) využívají při opravě DNA-proteinových 

komplexů patrně stejný typ resekce, který je vytvářen MRN a CtIP. Působením MRN a CtIP dochází k indukci DSBs, 

který pak může být opraven MMEJ či HR (Chandramouly et al., 2021). 

  

V rámci mého výzkumu jsem vyselektovala dvojitou mutantní homozygotní linii teb-1 

fan1-1. FANC (Fanconi anemia complementation group) geny jsou zapojeny v opravách 

interstrand crosslinků reparační dráhou FA (Fanconi anemia pathway). U savců bylo 

identifikováno celkem 22 FANC genů (FANCA/ B/ C/ D1/ D2/ E/ F/ G/ I/ J/ L/ 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 těchto genech vyvolává vzácné autozomální onemocnění známé jako Fanconiho 

anémie, které způsobuje selhání kostní dřeně a zapřičiňuje chromozomové zlomy. Lidé 

s Fanconiho anémií se potýkají s vrozenými fyzickými malformacemi (Bogliolo et Surrallés, 

2015; Nepal et al., 2017). 

U rostlin byla identifikována přibližně polovina z 22 savčích FANC genů – FANCD1 

(BRCA2)/ D2/ E/ I/ J (BRIP1)/ L/ M/ O (RAD51C)/ Q (ERCC4)/ R/ T (Dong et al., 2015). Do 

opravy interstrand crosslinků jsou zapojeny dva FANC geny (FANCJ a FANCM) (Knoll et al., 

2012; Dorn et al., 2019). 

U huseníčku rolního byl objeven homolog FANC pojmenovaný jako FAN1 

(Fanconi/FANCD2 associated nuclease 1). Herrmann et al. (2015) uvádí, že linie fan1 je 

hypersenzitivní vůči MMC, z čehož plyne její zapojení do reparace interstrand crosslinků. Toto 
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tvrzení koresponduje i s mými daty. Dle dostupných informací je nukleáza FAN1 zapojena do 

reparace interstrand crosslinků, které mohou být opravovány jak somatickou, tak i meiotickou 

homologní rekombinací. Nicméně role FAN1 je v této dráze spíše vedlejší (Herrmann et al., 2015; 

Kurzbauer et al., 2018).  

Pro zjištění míry poškození či buněčné smrti v apikálním kořenovém meristému bylo 

využito interkalační barvivo propidium jodid. U linie fan1-1 byly po indukci 10 μmol∙l-1 MMC 

poškozeny buňky nacházející se v blízkosti QC. Často se jednalo právě o kmenové buňky, které 

fungují jako prekurzory diferencovaných buněk. U linie teb-1 byla zaznamenána buněčná smrt 

již na kontrolním médiu a po indukci 10 μmol∙l-1 MMC došlo k jejímu rapidnímu navýšení. 

U dvojitě mutantní linie teb-1 fan1-1 nebyl sledován aditivní účinek vlivem dvou vyskytujících 

se mutací. Na kontrolním médiu vykazovaly kořeny teb-1 fan1-1 morfologické deformace, jako 

tomu bylo u linie teb-1. Po působení 10 μmol∙l-1 MMC došlo k nárůstu buněčné smrti, avšak míra 

zasažených buněk byla srovnatelná s linií teb-1. Výsledky naznačují, že nukleáza FAN1 může být 

zapojena do dráhy MMEJ.  

Podobný závěr byl vyřčen také ve studii Kais et al. (2016). Dále bylo potvrzeno, že FAN1 

je schopna do míst poškození přitáhnout CtIP (Murina et al., 2014), jenž je spojován s MRN 

komplexem (viz výše) (Liu et Huang, 2016). Zářezy vytvořené MRE11 jsou zpracovávány ve 

směru 3’→5’ exonukleázovou aktivitou MRN celistvého komplexu, čímž dochází k odhalení 

sekvenčních mikrohomologií (MH) (Takeda et al., 2007; Nicolette et al., 2010; Truong et al., 

2013; Seol et al., 2018). Zářez je také zpracováván ve směru 5’→3´ exonukleázovou aktivitou 

exonukleázy 1 (EXO1) (Decottignies, 2007). Nicméně tato exonukleáza není schopná vypořádat 

se s interstrand crosslinky a je možné, že tuto roli zaujímá FAN1 (Pizzolato et al., 2015).  

Pizzolato et al. (2015) tvrdí, že se na resekci DNA účastní společně s MUS81, avšak toto tvrzení 

bylo vyvráceno ve studii Dorn et al. (2019), kde prokázali, že ačkoliv se reparace DNA crosslinků 

účastní také MUS81, děje se tak ve zcela nezávislých dráhách (Dorn et al., 2019). 

Na základě získaných informací z literárních zdrojů a výsledků mé analýzy se domnívám, 

že nukleáza FAN1 není zapojena do reparace DNA-proteinových komplexů, ale účastní se oprav 

DNA interstrand crosslinků DNA. Díky interakci s CtIP a MRN komplexem může iniciovat 

opravu dvěma typy cest – HR a MMEJ.  
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7 ZÁVĚR 

Výsledky získané v rámci mé diplomové práce, jež byla zpracována pod vedením 

doc. Mgr. Aleše Pečinky, Ph.D., přispěly ke komplexnímu výzkumu, který se zabývá identifikací 

a analýzou genů podílejících se na opravách DNA-proteinových komplexů u modelové rostliny 

huseníčku rolního (Arabidopsis thaliana). Výzkum využívá strategii dopředného genetického 

screenu, tudíž je postaven na náhodné mutagenezi populace huseníčku rolního alkylačním 

činidlem ethylmetan sulfonátem a následné identifikaci zasažených genů. Pro selekci senzitivních 

rostlin je využíván cytidinový analog zebularin, jenž je schopen kovalentně vázat DNA-

metyltransferázu 1, přičemž indukuje vznik DNA-proteinových crosslinků. 

Výzkum diplomové práce navazuje na mou bakalářskou práci (Jemelková, 2019), v níž 

byly identifikovány tři linie s mutací v genu SMC6B (9A-10, 9A-30 a 9A-32). V rámci bakalářské 

práce byla zároveň vyselektována linie 9B-43 s pravděpodobnou mutací v genu TEBICHI. Dále 

byly pro výzkum využity další linie s mutací v genu SMC6B získané M.Sc. Karin Kruska (linie 

6-10) a Mgr. Klárkou Procházkovou (linie 17A-26).  

Zasažené geny byly identifikovány pomocí komplementačního křížení a mutace se 

u vybraných linií potvrzovala sekvenováním. U linie 6-10 byla potvrzena mutace G7362A v genu 

SMC6B, která se nacházela před exonem 28 v tzv. akceptorovém místě sestřihu (splice acceptor 

site), jenž udává spliceozomu hranici mezi intronem a exonem. Vlivem mutované báze nedokázal 

spliceozom rozpoznat začínající exon a 10 bp kódující sekvence deletoval. Původních 

18 aminokyselin (pozice 1040–1058 AA primárního proteinu) bylo nahrazeno jinými 

aminokyselinami, z nichž jedna v pozici 1044 udává STOP kodon. Výsledný protein je tedy od 

své původní velikosti zkrácen o 14 aminokyselin. Walker B/ATPázová doména nebyla mutací 

zasažena. Analýza sekundární struktury proteinu SMC6B predikovala v oblasti 1048–1051 AA 

výskyt beta-skládaného listu. Tato aminokyselinová oblast byla u linie 6-10 vlivem mutace 

deletována a je tedy možné, že nepřítomnost této sekundární struktury může mít vliv na další 

skládání proteinu, funkčnost ATPázové domény, ale také na interakci SMC6B s jinými proteiny. 

Linie 6-10 je doposud jedinou popsanou smc6b linií, která nebyla získána T-DNA mutagenezí.  

U linií 9A-10, 9A-30, 9A-32 a 17A-26 byla detekována pomocí inverzní PCR 

chromozomová přestavba, která zasahovala právě do genu SMC6B, čímž narušila jeho funkčnost. 

Linie s chromozomovou přestavbou jsou pro výzkum nevhodné, a z toho důvodu nebudou do 

další studie zahrnuty.  

Analýza senzitivity vůči zebularinu potvrdila, že SMC6B, potažmo i celý SMC5/6 

komplex, jsou zapojeny do reparace DNA-proteinových komplexů.  

Nově identifikovaným genem, jenž se zapojuje do oprav DNA-proteinových komplexů, je 

TEBICHI kódující polymerázu s helikázovou aktivitou. TEB je aktérem reparační dráhy 

využívající mikrohomologní sekvence, která je známá pod názvem mikrohomologní spojování 
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konců (MMEJ). U linie 9B-43 byla identifikována záměna bází G2565A v genu TEB. Původní 

aminokyselina tryptofan v primární struktuře proteinu (v pozici 518 AA) byla nahrazena za 

předčasný STOP kodon. Při transkripci mutovaného genu a následné translaci vzniká nefunkční 

produkt TEB s deficiencí helikázové i polymerázové domény.  

Mutantní linie s nefunkční helikázovou doménou vykazují senzitivitu vůči chemikáliím, 

které indukují vznik DNA-proteinových komplexů (ZEB, CPT i ICRF-187), dvouvláknové zlomy 

(BLEO), ale také interstrand crosslinky (MMC). Po indukci daných chemikálií došlo v apikálních 

kořenových meristémech mutantních linií k nárůstu buněčné smrti. Tyto analýzy potvrdily 

zapojení TEB do reparace různých typů poškození.  

Mechanismus reparace jednotlivých poškození dráhou MMEJ zůstává doposud neznámý. 

Analýzy dvojitých mutantních linií nám ve výzkumu umožňují pochopit roli a zapojení 

jednotlivých komponent do reparace různých typů poškození, primárně tedy DNA-proteinových 

komplexů. Selekce a analýza dvojité mutantní linie teb-1 fan1-1 potvrdila zapojení FAN1 a TEB 

do stejné reparační dráhy opravující interstrand crosslinky. Na základě výsledků mé analýzy se 

domnívám, že se FAN1 nepodílí na reparaci DNA-proteinových komplexů. Objasnění dalších 

vztahů je předmětem budoucího výzkumu.  
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