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SOUHRN

V bakalafské praci jsem se zabyvala studiem genti podilejicich se na opravé DNA-proteinovych
komplexti u modelové rostliny huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) indukovanych pomoci

metyltransferazového inhibitoru zebularinu.

V teoretické Casti jsem se zamétila na pric¢iny vzniku poskozeni molekuly DNA a na nasledky,
které tyto poskozeni zplsobuji, ale také na jejich opravu. Vétsi zajem jsem piikladala DNA-
proteinovym crosslinkaim, jez jsou stéZejnim tématem mé bakalaiské prace. V praci je objasnén

také princip novych sekvenaénich metod, které se vyuzivaji pro analyzu a mapovani gent.

V experimentalni ¢asti jsem analyzovala geny, které se podileji na opravach DNA-proteinovych
crosslinki. Pfi této analyze jsem vyuzivala senzitivity mutagenizovanych rostlin na
methyltransferdzovy  inhibitor  zebularin, jenz tvofi DNA-proteinové  crosslinky
s methyltransferazami. Senzitivita byla u rostlin hodnocena po tydennim ristu na médiu
s pridavkem zebularinu a projevovala se kratkou délkou kofinki. Rovnéz jsem si osvojila
techniky komplementaéniho kiiZeni a ze ziskanych vysledkd komplementace jsem identifikovala
téi kandidatni linie nesouci zndmé mutace v genu SMC6B. V programu Geneious jsem vytvotila
strukturu genu SMC6B a navrhla postup, ktery by vedl k jeho osekvenovani v kandidatnich
liniich. NavrZeny postup jsem uplatnila u jedné kandidatni rostliny. Béhem této analyzy bylo
nutné optimalizovat podminky polymerazové fetézové reakce. U kandidatnich linii, které nesou
mutace zpusobujici citlivost k DNA-proteinovych crosslinkii v neznamych genech, jsem se
dopracovala k ziskani F, generace hybridnich semen pomoci komplementaéniho kiizeni
s nemutagenizovanou rostlinou W-35 (Col-0). Tato mapovaci populace je nezbytna pro dalsi

vyzkum zasazenych gent.

Cilem této prace bylo pfispét k identifikaci genii podilejicich se na opravach DNA-proteinovych
komplexit u modelové rostliny husenicku rolniho. Pochopeni vSech funkénich mechanisma by
mohlo vést k efektivnéjsimu vyuziti [€ka pti 1é€be riznych typit onemocnéni. Materidly ziskané
béhem vyzkumu budou slouzit k dal§im analyzam zaméfujici se na objasnéni principu oprav

DNA-proteinovych komplexti.



SUMMARY

In my bachelor thesis, | have been dealing with the study of genes involved in the repair of DNA-
protein complexes induced by a methyltransferase’s inhibitor zebularine in the model plant
Arabidopsis thaliana.

The theoretical part is focused on the causes of damage in molecule DNA and their consequences,
as well as means of repair of these damages. The main topic of my thesis are DNA-protein
crosslinks. The thesis also explains the principle of new sequencing methods, which are used for

gene analysis and mapping.

In the experimental part, | analyzed the genes involved in the repair of DNA-protein crosslinks. |
used the sensitivity of mutagenized plants to the methyltransferase‘s inhibitor zebularine, which
forms DNA-protein crosslinks with methyltransferases. Sensitivity of plants was evaluated after
the weekly growth in zebularine-added medium and it was proofed by the short root length. | also
applied the techniques of complementation crossing, results of which identified three candidate
lines carrying known mutations in the gene SMC6B. The software Geneious was used for creating
a structure of the gene SMC6B and for finding an appropriate procedure that would lead to
sequencing the SMC6B gene in the candidate lines. | applied the proposed procedure for
sequencing of one candidate plant. During this analysis, it was necessary to optimize conditions
of the polymerase chain reaction. For the candidate lines, carrying mutations which cause the
DNA-protein crosslink sensitivity in unknown genes, | was able to obtain F, generation of hybrid
seeds by complementing a crossing of the candidate lines with a non-mutagenized W-35 plant

(Col-0). This mapping population is necessary for the next research on the affected genes.

The aim of this work was to contribute to the identification of genes involved in the repair of
DNA-protein complexes in the Arabidopsis thaliana. The understanding of all functional
mechanisms could lead to a more effective use of drugs in the treatment of various types of
diseases. The material, which was obtained during the research, will be used for the next research

to clarify the principle of the DNA-protein complex repair.
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1 UVOD

Deoxyribonukleova kyselina (DNA) je béhem své existence vystavena fadé faktorim, které
narusuji jeji funkéni strukturu. Faktory indukuji riznd poskozeni, jako jsou vlaknové zlomy,
zamény bazi ¢i crosslinky vznikajici mezi dvéma molekulami DNA ¢i mezi DNA a proteinem
(DPC). Vzhledem k tomu, Ze jsou vazby crosslinku kovalentni, pfedstavuji tyto DPCs fyzickou
bariéru pro enzymy podilejici se na replikaci a transkripci. Pokud nedojde k opravé téchto
poSkozeni, vznikaji mutace, jeZ maji vliv nejen na stabilitu genomu, ale i na funkci jednotlivych

gend.

Stabilni analog cytidinu, zebularin, je schopen vytvaret kovalentnim spojeni s DNA-
metyltransferazami. Timto zpisobem dochazi k jeho zaclenéni do DNA ¢i RNA a indukuje
Vv téchto molekulach ztratu metylace, ktera je dulezita pro replikaci, rekombinaci, bunéénou
expresi i opravu DNA. Vlastnosti této latky byly vyuzity pro studium a identifikaci genti, které se
podileji na opravach DNA ve vybrané populaci huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana), jez je

mutagenizovana alkylaénim ¢inidlem EMS.



2 CILE PRACE

- Vypracovani literarni reserSe

- Prostudovani uvedené odborné literatury

- Identifikace genl podilejici se na opravé DNA-proteinovych komplext za uziti
genetické analyzy (kfiZzeni, komplementace)

- molekularné biologické charakterizace (izolace DNA a RNA, sekvenovani, PCR,
reverzni transkripce, kvantitativni PCR)

- Vyhodnoceni experimentalnich vysledk



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Genomova stabilita, poSkozeni DNA a reparace

Stabilita hlavni jednotky genetické informace, deoxyribonukleové kyseliny, je pro vS§echny bunky
nezbytna. Nicméné béhem své existence byva neustile vystavovana mnoha endogennim
metabolickym procesim a vlivim prostfedi, které mohou v jeji struktuie zpisobit urcita
poSkozeni (Holley et al., 1965). Ta ovliviiuji koédujici schopnosti, prubéh replikace ¢i transkripce.
Pokud nedojde k opravé téchto poSkozeni, dochazi ke genetickym zménam (mutacim) a v mnoha
ptipadech i k apoptoze (Naegeli, 1997). Aby si buiika zachovala svou genomovou stabilitu,
vyvinuly se u ni specializované systémy, které dokazi aktivovat specificky opravny mechanismus

v zavislosti na typu poskozeni (Sancar et al., 2004).

3.1.1 Piiciny vzniku poskozeni DNA a jejich dusledky

Exogenni faktory

Mezi exogenni faktory se fadi ionizujici a neionizujici zafeni. Rostliny maji na rozdil od Zivoc¢ichu
vys§i toleranci vaéi UV zafeni (100-400 nm), jelikoz jejich bunétna sténa obsahujici vosk
a suberin je schopna toto zaieni odrazet nebo absorbovat. V bunéné sténé se rovnéz akumuluji
flavonové a fenolické latky, které ptispivaji k neutralizaci volnych radikala. U¢inkiim UV zafeni
je pfevazné vystavena epidermalni vrstva buné€k, omezené v§ak miiZe zafeni pronikat i hloubé&ji

do pletiv. (Ries et al., 2000; The IARC group, 2012).

UV zéfeni je velmi snadno pohlcovano purinovymi a pyrimidinovymi bazemi v DNA, které se
tak dostavaji do reaktivnéjSiho excitovaného stavu. Nejcastéj$im typem poskozeni zptisobené UV
zatenim je produkce pyrimidinovych (cytosinovych a thyminovych) dimerd. (Grossman et al.,
1988; Reef et al., 2009). Vznikaji v disledku tvorby kovalentné kiizovych vazeb mezi dvéma
sousednimi pyrimidinovymi molekulami (Snustad et Simmons, 2017) a jejich nasledkem je

blokovani replikace ¢i transkripce (Setlow et al., 1963).

lonizujici zatfeni (A <10 nm) ma viici neionizujicimu UV zafeni schopnost indukovat zmény nejen
na povrchu, ale i v hlubsich vrstvach. Povazuje se za vice ,,agresivni®, jelikoz muze zpusobit
ionizaci jednotlivych atomu. lonizujici zafeni se déli na a, B, y zafeni a rentgenové zafeni znamé
také pod nazvem X-rays, neboli zafeni indukované X paprsky. Ackoliv a a § zafeni je mozné
zastavit pomoci fyzické bariéry, X a y zafeni maji schopnost vétsi penetrace a stavaji se hrozbou
pro organismus (Reisz et al., 2014). Ionizujici zafeni v rostlinnych buiikich nejvice ovliviiuje
vodu a kvuli vzajemné interakci dochazi ke vzniku reaktivnich radikala kysliku (ROS), zejména
k radikalim hydroxylovym. Za aerobnich podminek mize ionizujici zafeni zapficinit

dvouvlaknové zlomy, jejichz disledkem mohou byt chromozomalni zlomy, inverze, duplikace



nebo translokace. Za anaerobnich podminek vznikaji také toxické kovalentni vazby (tzv.
crosslinky) (Britt, 1996; Reisz et al., 2014).

Chemické modifikace nukleotidi mohou byt vyvolany rovnéz alkylaénimi ¢inidly, jejich
pusobeni vede k chybnému parovani ¢i vyméné bazi (Kim et al., 2006; Kondo et al., 2010).
Alkyla¢ni ¢inidla obvykle zplsobuji mutace, jako je tranzice a transverze. Pojem tranzice znaci
zaménu purinovych bazi — adeninu (A) za guanin (G) ¢i naopak, nebo pyrimidinovych bazi —
cytosin (C) za thymin (T) a obracené. Transverze je znama jako zaména purinovych bazi za
pyrimidinové ¢i pyrimidinovych za purinové. Ackoliv jsou vSechny baze citlivé vici alkylaci,
nejvice alkylaénimu poskozeni podléhaji purinové baze. Pokud nejsou tyto zmény spravné

opraveny, dochazi ke vzniku dvouvlaknovych zlomi ¢i k vytvoreni crosslinku (Britt, 1996).

Mezi alkyla¢ni ¢inidla se fadi napt. ethylmetan sulfonat (EMS) a metylmetan sulfonat (MMS).
MMS zpisobuje vznik toxickych apurinovych mist, coz muze vést k blokaci DNA polymerazy.
Pii pisobeni MMS dochazi k metylaci N’-guaninu a N3-adeninu, jejichz nasledkem je transverze
T:A na G:C ¢i transzice A:T na G:C. U rostlin je toto alkyla¢ni ¢inidlo §iroce pouzivano pro
studium reparace poskozené DNA, zejména u homologni rekombinace (HR) (Kim, 2006; Pecinka
et Liu, 2014). P¥i pisobeni EMS dochazi k ethylaci guaninu za vzniku O%-ethylguaninu, ktery je
schopen se parovat s thyminem (T), ale nikoliv s cytosinem (C). Béhem reparace se originalni par
G:C zaméni za par A:T. EMS nasel uplatnéni jako mutagen pro tvorbu mutovanych populaci pro

genetické skriny. (Kim et al., 2006).

Endogenni faktory

DNA je mistem, kde velmi ¢asto dochézi k hydrolytickym reakcim. Mezi hydrolytickd poSkozeni
se fadi depurinace, béhem niz se rozrusi glykosidické vazby mezi purinovymi bazemi a DNA.
Proces depurinace je pomérné pomaly, avSak ve velkém genomu mutze indukovat ztratu az
nékolika tisic purinovych bazi za den. Pokud nedojde k opravé apurinovych bazi, replikace

a transkripce se zablokuji, coZ je pro replikujici buriky letalni (Naegeli, 1997).

Dalsi hydrolyticka poskozeni vznikaji béhem procesu deaminace. Piikladem tohoto typu
poskozeni miize byt cytosin, ktery se deaminuje na uracil a 5-metylcytosin deaminujici se na
thymin. Oba tyto produkty se paruji spole¢né s adeninem a jsou potencialné mutagenni. Uracil je
Casto rozpoznan jako nevyhovujici baze v DNA, zatimco thymin vznikly deaminaci 5-
metylcytosinu nemiize byt rozpoznan, protoze se v DNA pfirozené nachazi. Nasledkem poté byva

tranzice bazovych part C:G na T:A, ktera je v mnoha pfipadech pti¢inou mutaci (Britt, 1996).

Reaktivni kyslikové radikaly (ROS) jsou produkovdny béhem bunécného dychani, které se
uskuteciiuje v mitochondriich a u rostlin také béhem fotosyntézy. ROS vznikaji i1 v disledku
stresu v ptipad¢, Ze je rostlina vystavena intenzivnimu dopadajicimu svétlu ¢i extrémnim

teplotam (Tripathy et Oelmiiller, 2012). Nékteré ROS mohou vzniknout specifickou reakci na



ristové faktory a cytokiny. Za normalnich fyziologickych podminek zastavaji funkci pti regulaci
signalnich drah, kde se uplatiuji jako sekundarni pienaSeCi a rovnéz pii expresi genll, proto je
jejich pfitomnost v organismu dalezita (Barzilai et Yamamoto, 2004). Nicméné ROS tvofi hlavni
tfidu endogennich toxickych latek, jez jsou produkovany jako vedlejsi produkty béhem
bunééného dychani. Mezi ROS patii superoxidovy aniontovy radikal (+O2’), peroxid vodiku
(H20) ¢i hydroxylovy radikal (*OH) (Barzilai et Yamamoto, 2004). Nahromadéni téchto radikalt
se silnym oxida¢nim potencidlem muze mit za nasledek poskozeni Siroké skaly biologickych
molekul véetné DNA. Oxidace bazi DNA vede ke vzniku jednovlaknovych ¢i dvouvldknovych
zlomu ¢i K oxidaci proteind a lipidi. V krajnim ptipadé mohou ROS zapii€init bunécnou smrt

(Hu et al., 2016; Tripathy et Oelmiiller, 2012).

3.1.2 Typy poskozeni DNA

Zaména bazi

pusobenim alkyla¢nich ¢inidel, jakymi jsou EMS ¢i MMS. Zaménu bazi rovnéZz indukuji
hydrolytické procesy ¢i ionizujici zafeni. Tato poskozeni jsou opravena pomoci bazové excizni
reparace (BER) a pomoci DNA alkyltransferaz (Krokan et Bjeras, 2013). Zaména bazi se rozliSuje
na dva typy — tranzici a transverzi. Substituce bazi mtize vést ke tfem rozdilnym efektim. Vznikaji
tzv. tiché mutace, kdy sice dojde k zaméné baze, avSak nové vznikly triplet koduje stejnou
aminokyselinu jako triplet ptivodni. Nedojde tedy k funkéni zméné. Druhy typ mutaci piedstavuji
mutace beze smyslu, kdy nové kodujici triplet koduje termindlni stop kodon. Tietim typem jsou
pozménujici mutace, jejichz triplet koduje aminokyselinu, kterd se 1i§i od ptivodni a zptisobuje

tak funk¢ni zmény (Lodish et al., 2013).

Vlaknové zlomy

Vlaknové zlomy jsou dvojiho typu — jednovlaknové (single-strand breaks, SSB) nebo
dvouvlaknové (double-strand breaks, DSB). Na jejich vzniku se podili ionizujici zafeni, rizna
chemoterapeuticka 1é¢iva a endogenni ROS. Mohou vzniknout rovnéz nasledkem mechanického
stresu pusobiciho na chromozomy (Khanna et Jackson, 2001). SSBs a DSBs maji odli$né opravné
mechanismy. Pro reparaci SSBs se vyuziva nukleotidova excizni oprava (NER) ¢i tzv. mismatch
reparace (MMR). U DSBs funguji dva opravné procesy — homologni rekombinace (HR)
a nehomologni spojovani koncti (nonhomologous end-joining, NHEJ). HR pouziva pro reparaci
ptredevsim sesterské chromatidy nebo vzacnéji homologni chromozomy, zatimco NHEJ je méné
ptesné a jednoduse spojuje dohromady dva nehomologni konce DNA (Rich et al., 2000). Principy

nékterych typt oprav budou vysvétleny v samostatné kapitole.



DNA-crosslinks

DNA crosslinky vznikaji v disledku kovalentniho spojeni dvou nukleotidovych zbytkd
ptritomnych na jednom fetézci (tzv. intra-strand crosslink) nebo mezi dvéma fetézci DNA (inter-
strand crosslink, ICL). Tvorba DNA crosslinkii zavisi na pfitomnosti dvou reaktivnich skupin
Vv jedné alkyla¢ni molekule. Pokud dvé reaktivni skupiny reaguji se dvéma bazemi umisténymi
na opacnych tetézcich DNA, dojde k vytvoireni ICL. Cilovymi misty na molekule DNA jsou
obvykle N'-guanin a N*-aminoskupina guaninu nukleotidovych zbytkii. Pro reparaci intra-strand
crosslinks se vyuziva mechanismus NER. U inter-strand crosslinks dochazi ke kombinaci

nékolika repara¢nich mechanismii — zejména HR a NER. (Huang et Li, 2013).

DNA-protein crosslinky

Interakce mezi proteiny a DNA jsou nezbytnou sou¢asti mnoha procest, které zajist'uji spravnou
expresi gentt nebo modifikace DNA a histont. Nicméné¢ tyto kratkodobé DNA-protein interakce
se mohou vyvinout v dlouhodobé z diivodu exogennich a endogennich jevi, které ptisobi na
buriku (Stingele et Jentsch, 2015). Tyto faktory zpisobi tvorbu kovalentni vazby mezi proteinem
a DNA za vzniku DNA-protein crosslinkia (DPCs) (Ide et al., 2015). Pokud nejsou tyto 1éze
opraveny, mize dojit ke vzniku mutaci, genomickych nestabilit, dokonce je ohroZena samotna
existence bunky (Klages-Mundt et Li, 2017). JelikoZ se ve své praci zabyvam analyzou gent, jeZ
se podileji na opravach DPCs, bude DNA-proteinovym crosslinkiim vyhrazena samostatna

kapitola.

damaged bases
DSB

Y

SSB

intrastrand CL

DNA-protein CL " interstrand CL

mismatches

Obrazek 1: Typy poskozeni DNA

Schématické znazornéni riznych typd poskozeni DNA, jako je jednovlaknovy a dvouvlaknovy zlom (SSB, DSB),
zamény a chyby parovani bazi, DNA a proteinové komplexy tzv. crosslinky (CL) (upraveno, Natural protective
mechanism against cancer).



3.2 DNA-protein crosslinky

Genomova DNA je neustale ve styku s regula¢nimi a strukturnimi proteiny, které maji vliv na jeji
tvar a funkéni procesy. Mohou ovlivnit spravny pribéh replikace a transkripce. Spojeni mezi
témito proteiny a DNA byvaji za fyziologickych podminek reverzibilni (Ide et al., 2011).
V piipadé nutnosti se totiz navazany protein oddéli nebo piemisti na jiné misto v DNA. Diky
tomu se zpiistupni sekvence nukleotidii potiebné pro replikaci, transkripci ¢i reparaci. Tento
proces zajistuje spravnou expresi a pienos genetické informace. Vlivem endogennich
a exogennich ¢inidel mize dojit k trvalému zasitovani DNA proteiny a vytvoreni kovalentni
vazby. Doposud jsou DPCs predmétem studii, které se snazi objasnit jejich vznik, vliv na expresi
a samotnou reparaci. Dle zplsobu vzniku a indukce se DPCs rozliSuji na enzymatické

a neenzymatické (Stingele et Jentsch, 2015).

3.2.1 Neenzymatické DPCs

Zatimco enzymaticky indukované DPCs vznikaji ptisobenim ¢inidla na jeden specificky protein,
U neenzymatickych DPCs se muze crosslinkujici ¢inidlo zachytit na jakykoliv protein, jeZ je
lokalizovan v blizkosti DNA. K jejich trvalému zasitovani dochazi po ptisobeni rtznych typi
zateni, metalickych ionti a reaktivnich komponentti, jako jsou aldehydy. (Stingele et Jentsch,
2015).

Aldehydy indukukované DPCs

Reaktivni aldehydy vznikaji béhem aminokyselinového metabolismu a oxidativni demetylace.
Pokud je karbonylovy uhlik aldehydu elektrofilni, mize reagovat s nukleofily v okolnim
prostiedi. Jestlize se vyskytuje v blizkosti chromatinu, mtiZze reagovat s aminoskupinami, které se
nachazi v bazich DNA (Klages-Mundt et Li, 2017; Walport et al., 2012). Karbonylovy uhlik
aldehydu vytvaii metylenové mistky mezi nukleofilnimi aminokyselinovymi zbytky (lysin

nebo cystein) a DNA bazemi (nejéastéji guanin) (Swenberg et al., 2011).

Nejvice prostudovanym aldehydem je formaldehyd. Jeho produkce probiha uvnitt chromatinu
demetylaci histont. Ve vétsim mnozstvi je formaldehyd pro genom toxicky (Swenberg et al.,
2011). To, Ze se tento toxin produkuje v blizkosti DNA, mtize byt pro buniku nebezpec¢né. Z toho
diivodu se v buiice nachdzi enzymy — aldehyd dehydrogenazy, které ucini formaldehyd
netoxickym. Tento mechanismus je vSak ovlivnén mnozstvim vyprodukovaného formaldehydu.
Pokud bude mit koncentrace tendenci rust, mize se o¢ekavat vétsi vyskyt DPCs (Kuykendall
et Bogdanffy, 1994; Klages-Mundt et Li, 2017).

DPCs indukované ionizujicim zifenim

Tvorba DPCs ionizujicim zafeni neni zatim zcela objasnéna. lonizujici zafeni vyvola radiolyzu
molekul vody, jejiz vysledkem jsou reaktivni hydroxylové radikaly reagujici S DNA a proteiny
(Barker et al., 2005). Stingele a Jentsch (2015) zminuji, ze tvorba DSB a DPC je podminéna



mnozstvim kysliku, ktery je pfitomny v dobé ozatovani. DPCs vznikaji v hypoxickych
podminkach, tedy pii mensim mnozstvi kysliku, zatimco DSBs potiebuji pro svoji tvorbu vice
kysliku. DPCs ptedstavuji pro buiiku mensi ohrozeni nez DSBs, z ¢eho vyplyva, ze hypoxické

buriky jsou vii¢i ionizujicimu zateni vice odolné (Stingele et Jentsch, 2015).

3.2.2 Enzymatické DPCs

Mnoho enzymatickych reakci ovliviiujicich DNA vyzaduje tvorbu reakénich meziproduktd.
Béhem téchto reakci se enzym kovalentné spojuje s DNA. Mezi tyto enzymy se fadi
topoizomerazy, apurinové a apyrimidinové lyazy, DNA glykosylazy, DNA metyltransferazy
a DNA polymerazy. Kovalentni vazba mezi témito enzymy a DNA je obvykle kratkodoba, av§ak
muize dojit k jejich trvalému zachyceni a vytvoreni stabilnich DPCs. Mezi nejvyznamnéjsi

a nejvice studované enzymy, které tvoti DPCs, patii topoizomerazy.

DPCs spojené s Topoizomerazou 1

Topoisomeraza 1 (TOP1) je enzym vazici se na 3° konec jednovlaknového zlomu na DNA pomoci
tyrosinyl-fosfodiesterové vazby (lde et al., 2015). TOP1 zbavuje DNA torzalniho napéti
nastipnutim jednoho vlakna DNA. Tento §tép ma za nasledek SSB s volnym 5’OH koncem. TOP1
se navazuje na 3‘ konec zlomu. 5° konec je volny a rotuje kolem netknutého vidkna DNA, ¢imz
dochazi k uvolnéni torzalniho stresu. Po znovunavazani je nasledné¢ TOP1 uvolnéna. Jakékoliv
strukturni deformace vedou k permanentnimu zachyceni TOP1, vytvoreni kovalentni vazby
atvorby DPCs. Tyto deformace mohou byt zpisobeny malymi molekulami, jako jsou

camptothecin a jeho derivaty (Stingele et Jentsch, 2015).

DPCs spojené s Topoizomerazou 2

Topoisomeraza 2 (TOP2) je nezbytnd pro vSechny eukaryotické buiiky. Jedna se o enzym, ktery
je soucasti struktury jaderné matrix. Hraje dilezitou roli béhem replikace a je zodpovédny za
kondenzaci a segregaci chromozomu (Larsen et al., 1996). Pfi¢inou jeho dysfunkce ma burika
sklon k aberativni mitoze, ktera vede k endoreduplikaci, polyploidii a eventudlné i k bunécné

smrti (Cortés et al., 2003).

TOP2 je zodpovédna za kratkodoby dvouvldknovy zlom, diky kterému dochazi k uvolnéni
torzalniho napéti. S DNA vytvari komplex, zvany téz jako ,,cleavage complex®. Interakce enzymu
s aktivnimi misty tyrosinovych zbytkli na 5’konci vlakna DNA se uplatituje pomoci tyrosinyl-
fosfodiesterovych vazeb. Skrze tyto vazby vznika dvouvlaknovy zlom. Pokud nedojde k inhibici
TOP2, uvolnéni tlaku miize prob&hnou bez potizi. Dojde ke spojeni rozstépenych koncii, ¢imz se

vytvoii celistvé vlakno (Gibson et al., 2013).

Tento krok je pro preziti bunky velmi rizikovy a stava se tak podstatnou hrozbou pro cely genom.
Pokud replikacni a transkripéni mechanismus na tomto komplexu selze, vytvoii se trvaly DSB,

ktery je nutno opravit. Ne vzdy je vSak oprava zdafila a bunka pteZije.



3.3 Metylace DNA a DNA metyltransferazové inhibitory

3.3.1 Metylace DNA u rostlin

Metylace je oznaCovana za konzervativni epigenetickou modifikaci, ktera je nezbytna pro
regulaci genl a genomovou stabilitu. Ovliviluje rist rostlin a rovnéz se podili na uml¢ovani
repetitivni DNA. (Vanyushin, 2006). K metylaci cytosinu dochazi po dokonéeni syntézy nového
vlakna, jedna se tedy o postreplika¢ni proces, ktery je katalyzovan DNA-metyltransferazami
(DNMTS), kdy S-adenosylmethionin je donorem metylové skupiny a DNMT ji pienasi na paty

uhlik cytosinu.

DNA metyltransferazy se u rostlin d&li na tii rodiny: (1) DNA METYLTRANSFERAZA 1
(MET1), kam se fadi kontrolni metyltransferazy sekvenci CG; (2) DOMENOVE-PRESKUPENE
METYLTRANSFERAZY (Domains-rearranged methyl-transferases, napt. DMR2) jez jsou
povazovany za de novo metyltransferazy; (3) CHROMOMETYLAZY modifikujici CHG
(CMT3) nebo CG (CMT2) sekvence a uplatiiuji se jak pti metylaci udrzovaci, tak i de novo. Pfi
metylaci de novo se metyluji dosud nemodifikované DNA (Bird, 1999). Udrzovaci metylaci se
obnovuji metyla¢ni vzorce mezi buné¢nymi generacemi. Tento proces se odehrava po dokon¢eni
replikace, kdy udrzovaci metyltransferaza rozpozna modifikovany cytosin v matefském vlakné
a podle n&j metyluje cytosin na nové vytvorenim vlakné (Bird, 2002). Rostlinné metyltransferazy
jsou homologni s metyltransferazami savci — Dnmtl, Dnmt2 a Dnmt3 (Pikaard et Mittelsten
Scheid, 2014).

CHROMOMETYLAZY (CMTs) jsou dillezitou t¥idou rostlinnych specifickych enzymi a jejich
¢innost je fizena metylaci histont (Jeandroz et Lamotte, 2017). V genomu husenic¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana) jsou kédovany tfi CMT — CMT1, CMT2 a CMT 3. Nejvice prostudovanou
chromometyldzou je CMT3, kterd reguluje rst a vyvoj rostlin. Hlavni funkci CMT3 zastava
béhem rozvoje kvétu a reprodukénich organd, v embryogenezi, ma vliv na viabilitu semen
arovnéz se uplatiuje pii organogenezi. CMT3 udrzuje u rostlin metylaci v CHG oblastech (H
reprezentuje A, C nebo T). V rostlinach CMT3 zprosttedkovava specifickou vazbu
k dimetylovanému histonu H3 lysinu 9 (H3K9me2). Asociaci CMT3 a H3K9me2 dochazi
k cilové metylaci DNA. (Jeandroz et Lamotte, 2017).

3.3.2 Nukleotidové analogy jako inhibitory metyltransferaz

Mezi inhibitory metyltransferaz jsou zatazovany chemické analogy cytidinu. Tyto analogy tvoii
kovalentni produkty s DNA metyltransferazami a tim limituji jejich katalytickou aktivitu. Pred
inkorporaci do DNA ¢i RNA, jsou cytidinové analogy fosforylovany pomoci uridin/cytidinovych
kinaz (Baubec et al., 2009). Béhem S faze bunécného cyklu jsou analogy vloZeny misto cytosinu
do fetézce DNA (Egger et al., 2004). Vzhledem k tomu, Ze analogy cytidinu maji odlisnou

strukturu v porovnani s fyziologickym cytidinem, dochazi ke kovalentnimu spojeni s DNMTSs.



Vytvoii se DNMT-DNA nukleoproteinovy produkt (DPC) ktery je spoustééem bunééné odpovédi
vedouci k zastaveni Gz faze bunétného cyklu nebo cytotoxicité (Lim et al., 2011). Aplikace

cytidinovych analogii zptisobuje doc¢asnou redukci DNA metylace (Pecinka et Liu, 2014).

5-Azacytidin a 5-aza-2°-deoxycytidin jsou latky s inhibi¢nimi G¢inky vii¢i DNMTs majici Siroké
uplatnéni v protinadorové terapii. Ob¢ latky jsou v roztocich velmi nestabilni, vysoce toxické
a maji mnoho vedlej$ich ucinku.

Zebularin (1-B-D-ribofuranosyl)-1,2-dihydropyrimidin-2-on) je dalsi popsany inhibitor DNMTs.
V porovnani s pfede$lymi zminénymi inhibitory je vice stabilni ve vodnim roztoku a také méné
toxicky. Aplikaci zebularinu na buiky dochazi ke snizeni metylace DNA v zavislosti na jeho
davce. Demetylace je spojena s transkripéni reaktivaci a casteCnou dekondenzaci
heterochromatinu. (Baubec et al., 2009). Vzhledem k chybéjici 4’amino skupiné na zebularinu
dochazi ke kovalentnimu navazani DNMTs na DNA a vytvoreni DPCs. Ty predstavuji fyzickou
bariéru pro enzymy podilejici se na replikaci a transkripci. Pokud nedojde k jejich odstranéni,
nastava kolize a DPCs se stavajici se vysoce cytotoxickymi. Tyto komplexni 1éze jsou opravovany
dvéma typy cest — HR a NHEJ (Orta et al., 2017). Struktura zebularinu je zobrazena na Obrazek
2.

NH,
NAO N /LO
| |
Ribdza Rib6za

Cytidin Zebularin

Obrazek 2: Strukturni srovnani cytidinu a zebularinu
Struktura zebularinu se li$i nepfitomnosti 4’aminoskupiny, jez je nezbytna pro metylaci, kvili tomuto nedostatku se
zebularin kovalentné vaze na DNA-metyltransferazy a tvoii s nimi kovalentni komplexy.
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3.4 Opravné mechanismy

Reparace chyb indukovanych UV zafenim

Poskozeni, ktera jsou indukovana UV zatenim lze opravit dvéma zpisoby. Prvni z nich je zavisly
na svételném zafeni a oprava probiha za ucasti enzyml zvanych DNA-fotolyazy. Béhem
fotoreaktivace fotolyaza vyuziva pro opravu svételné zateni jako zdroj energie (Thoma, 1999).
Fotolyaza identifikuje poskozena mista a rusi zde nespravné kovalentni vazby. (Reef et al., 2009).
Kromé thyminovych dimerti je DNA-fotolyaza schopna $tépit i cytosin-thyminové dimery nebo

cytosinové dimery (Snustad et Simmons, 2017).

Druhy zptisob reparace se uskuteciiuje bez ucasti viditelného svétla a miize tedy probihat i ve tmé.
Oprava je mozna odstranénim poskozené baze (base-excision repair, BER), nukleotidu
(nucleotide-excision repair, NER) ¢i pomoci tzv. mismatch reparace (MMR). Tyto opravy jsou

dulezité predevsim pro savce, jelikoz se u nich ztratila schopnost fotoreaktivace (Thoma, 1999).

Bazova excizni oprava

BER opravuje chyby zplisobené oxidaci reaktivnimi radikaly kysliku (ROS) (Fortini, 2003),
deaminaci a alkylaci. Tyto chyby nejsou vSak tak rozsahlé, aby poSkodily helixovou strukturu
DNA (Krokan et Bjoras, 2013). BER usnadiiuje opravu dvéma cestami — kratkou a dlouhou.
Kratka cesta vede pouze k opravé jednoho nukleotidu, kdezto dlouhou cestou je mozné opravit
2—6 nukleotida (Robertson et al., 2009). Nezbytnymi enzymy podilejici se na rozpoznani
a vyjmuti poSkozené baze jsou DNA glykosylazy (Krokan et Bjoras, 2013). Glykosylazy odstrani
poskozené baze bez toho, aniz by doSlo k ponieni cukru ¢i fosfatové skupiny. Vznikla
apyrimidinova a apuriova mista (AP) jsou rozpoznana endonukleazou (¢i AP-lyazou). Nasledné
dochdzi k vystépeni cukru z fosfatové vazby pomoci AP-lydzy nebo fosfodiesterazy. Pivodni
neposkozena DNA se obnovi prostfednictvim kombinace G¢inkli opravné polymerazy a DNA

ligzy (Britt, 1996).

Nukleotidova excizni oprava

Nukleotidova excizni oprava (NER) patii mezi hlavni zpusoby ochrany buiky pied raznymi
strukturnimi a chemickymi rozdily vyskytujici se na DNA. Béhem reparace je mozné opravit az
32 nukleotid (Petruseva et al., 2014). NER se uplatiiuje pfi opravé pyrimidinovych dimeru, jez
jsou indukovany UV =zafenim. Podili se také na opravé 1ézi, které jsou formovany
environmentalnimi mutageny ¢i chemoterapeutickymi Cinidly. Béhem opravy se rozpoznavaji

velké strukturni deformace diive nez pozménéné baze (Mladenov et lliakis, 2011).

Do reparace je zapojeno vice nez 30 proteinti. NER zahrnuje dvé drahy, jejichZ iniciace probiha
odlisnym zptisobem — NER spojena s transkripci (trascription-coupled NER, TC-NER) a globalni
genomova NER (global genome NER, GG-NER). TC-NER je nezbytna pro eliminaci 1ézi na
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transkribovaném vlaknu aktivnich gent, které blokuji transkripci. GG-NER rozpoznava
a odstratiuje 1éze napfi¢ celym genomem. Je pomalejsi a méné efektivni (Barzilai et Yamamoto,
2004).

Nehomologni spojovani konci

Dvouvlaknové zlomy DNA mohou byt opraveny reparaci, béhem niz dochazi k nehomolognimu
spojovanim konct (nonhomologous end joining, NHEJ). Tato repara¢ni cesta je rychlejsi nez
homologni rekombinace, nicmén¢ pii ni miize dochazet ke ztratam bazi na obou stranach zlomu

nebo k jejich nekomplementarni zaméné.

Rozpoznani DSBs je zprostfedkovano komplexem KU. Jedna se o heterodimer, ktery se sklada
ze dvou proteind — KU70 a KU80. Tyto protein se vazou se na DNA tak, ze zlomené konce
obepnout a vytvoii kruh. Na jednotky KU se ptipojuji DNA-dependentni proteinkinazové
podjenotky (DNA-PKcs) za vzniku aktivniho enzymu. Tento holoenzym rozpoznava mista
bohaté na Ser/Thr a fosforyluje nejen sam sebe, ale i dalsi proteiny zG¢astnéné v opravné draze,

jejichz interakci dochazi ke kone¢nému spojeni konci DNA (Davis et al., 2008).

Homologni rekombinace

Homologni rekombinace (homologous recombination, HR) je vysoce regulovany proces slouzici
k opravé SSBs, DSBs i ICLs. Neposkozena chromatida slouzi jako templat pro opravu poskozené
sesterské chromatidy (Kondo et al., 2010). Do reparace jsou zapojeny konzervované enzymy
z Rad51 rodiny, jez katalyzuji parovani homolognich sekvenci v eukaryotickych bunikach. Rad51
(Radiation sensitive51) zprostiedkovava tvorbu spoji pres které se spojuji homologni molekuly
DNA. Je aktivni jak v mitotickych, tak v meiotickych buiikich. Pti meidze je rovnéz aktivni jeho
meioticky-specificky homolog, rekombinaza Dmc1l (Disrupted meiotic cDNAL). U kvasinek jsou
Rad51 a Deml rekombindzy lokalizovany v meiotickém jadru vedle sebe, avSak u vysSSich
organismui se nachazi na opa¢nych stranach meiotického DSBs (Kurzbauer et al., 2012). Rad51
obsahuje ATPasovou doménu. Po navazani ATP dochazi ke zméné konformace Rad51 a jeho
integraci s DNA, ¢imz vznika presynaptické nukleoproteinové vlakno (Sehorn et al., 2004). Pii
reparaci napomahaji pomocné enzymy, které presynaptické vlakno vnoti do duplexu sesterské
chromatidy. Vznika tzv. heteroduplex, na kterém se vyhledavd homologni sekvence a poté
dochazi k nasyntetizovani chybéjiciho iseku pomoci polymerazy, kde 3¢ konec poskozeného
vlakna slouzi jako primer. Pokud ziistdva soucasné ¢ast vlakna vnotena do duplexu homologniho
chromozomu, vznika struktura s Hollidayovymi spoji. Ta musi byt rozstépena endonukledzami.
Casto v tomto piipadé dochazi ke crossing overu. P¥i mitotickém déleni je HR vedena tak, aby

Hollidaytv spoj nevznikl (San Filippo et al., 2008).
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3.5 Identifikace mutanti a geneticky skrining

Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) je kosmopolitn¢ rozsifena rostlina fadici se do celedi
brukvovitych (Brassicaceae). Jeho pomérné maly genom (157 Mb) snizkym vyskytem
repetitivnich sekvenci je organizovan do péti chromozomu a obsahuje pfiblizné¢ 27 000 gend
kodujici proteiny (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000; Cheng et al., 2017). Generacni doba
je kratka — kveteni nastava asi po 6 tydnech od vykliCeni a semena dozravaji nejpozdéji do
3 mésict (Page et Grossniklaus, 2002). Diky svym vlastnostem se huseni¢ek stal modelovym
organismem ve vyzkumech zaméfujici se na jednoduché inzeréni mutageneze, hybridizaéni
k¥iZeni, transformace DNA ¢i analyzu mutantt s rozdilnym fenotypovym projevem (Meinke,

1998).

Na pocatku 21. stoleti se genetici a molekularni biologové soustfedili na studium a pochopeni
molekularniho zakladu vyvoje rostlin, identifikaci nové objevenych gend, a to zejména
U husenic¢ku rolniho, prvni rostliny, jejiz genom byl v roce 2000 zcela osekvenovan (Alonso
et Ecker, 2006). Pies veskeré pokroky byly ziskané znalosti ohledné genti a jejich funkce stale
omezené. Pro vyzkum této problematiky byl iniciovan projekt Arabidopsis 2010, jez mél za cil
do roku 2010 identifikovat funkce Sirokého mnozstvi genii. Pro usnadnéni izolace novych genti
vznikly alternativni metody vyuzivajici mutagenezi ¢i jiné molekularné genetické postupy.
Rozlisuji se dva zpisoby, které jsou schopny propojit danou sekvenci s funkei specifického genu

— doptedni (forward) a reverzni (Peters et al., 2003).

3.5.1 Indukce mutaci

Mutageneze patii mezi zakladni néstroje studia funkce genil. K indukci mutaci se vyuzivaji
techniky klasické mutageneze chemickymi latkami (EMS) nebo puisobeni kratkovinného zafeni
(rychlé neutrony, rentgenové zatfeni, gama zateni). Z biologickych metod se nejcastéji pouziva
transformace pomoci T-DNA nebo transpozoni. Biologické metody mutageneze nejsou vhodné
pro analyzu velké mutantni populace kviili své naro¢nosti ve srovnani s chemickymi ¢i radiacnimi

¢inidly (Alonso et Stepanova, 2003).

Utinky alkylaéniho ¢inidla EMS byly popsany v kapitole 3.1.1. Chemicky indukovana
mutageneze pomoci EMS vede ke vzniku nadhodné distribuovanych mutaci v celém genomu
husenicku a miize byt pouzita nejen pro vyhledavani mutanti se ztratou nebo zisku genové
funkce, ale i pro pochopeni tlohy aminokyselinovych zbytkii a esencialnich genii. Frekvence
vyskytu mutaci zdvisi na poloze genu v genomu a podminkach pisobeni 1éiva béhem
mutageneze. U¢inky, jako jsou embryonélni lethalita &i chlorofylové mutace, souvisi s ¢asovou
délkou expozice EMS o definované koncentraci. (Kim et al., 2006). Ve srovnani s mutagenezi
ozafenim indukuje EMS pomérné¢ mélo fetézovych zlomu, které vedou k inverznim nebo

delecnim mutacim. Ackoli tento mutagen mize ménit DNA sekvence nékolika zptisoby, jeden
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z jeho nejbeéznéjSich ucinkd je chemickd modifikace guaninovych bazi v DNA vedouci ke
konverzi bazového paru G/C na par A/T. Zmeéna v sekvenci genu, ktera zahrnuje pouze jeden par
bazi, je znama jako bodova mutace. Tichd bodova mutace nezplsobuje zadnou zménu
v aminokyselinové sekvenci nebo aktivité proteinu koédovaného genem. Pozorovatelné
fenotypové dusledky zplisobené zménami aktivity proteinu vS§ak mohou vzniknout z bodovych
mutaci, které vedou k substituci jedné aminokyseliny za jinou (mutace s pozménujicim uc¢inkem),
zavedeni pred¢asného stop kodonu (nesmysiné mutace) nebo zméné ¢teciho ramce genu. Jelikoz
zmény indukované EMS vedou pievazné k poklesu nebo ztraté aktivity proteinu nez ke zvyseni
aktivity, mutageneze obvykle produkuje mnohem vice recesivnich mutaci neZ dominantnich

(Lodish et al., 2013).

3.5.2 Dopredna genetika

Dopiedna genetika je metoda zkoumajici nové geny a jejich funkci. Identifikuje sekvenéni zmeény,
jez maji za nasledek projev specifického mutantniho fenotypu. Cilem metody je odhalit geny,
které stoji za odlisnym fenotypem v porovnani s fenotypem kontrolnich rostlin (Page et
Grossniklaus, 2002). V doptedné genetice jsou zadoucimi faktory snadna reprodukovatelnost,

citlivost a specifita (Alonso et Ecker, 2006).

U huseni¢ku rolniho slouzi dopfedna genetika ke studiu vSech funk¢nich procesi. Jednim ze
zkoumanych procest byla identifikace mutantt exprimujici gen jaderného chlorofylového a/b
vazebného proteinu (CAB) v nepfitomnosti funkénich chloroplastti. Studie se zabyvala mutaci
ovlivitujici morfologické zmény vyvolané ethylenem u sazenic péstovanych ve tmé, kdy doslo
k odhaleni velkého poétu 1ézi, jez mély vliv na biosyntézu, vnimani a signalizaci vii¢i tomuto
rostlinnému hormonu. Déle byla cyklick4 exprese CAB vyuzita k vyvoji citlivych molekularnich
markert pro studium biologickych rytmi v rostlindch. Spojenim promotoru CAB s reportérovym
genem luciferazy bylo mozné pozorovat cirkadidnni oscilace v rostlinach, coz umoznilo izolovat

mutanty se zménou cirkadianniho rytmu (Alonso et Ecker, 2006).

Vychozim prvkem dopiedné genetiky je mutagenizovana populace rostlin ¢i linie rostlin, které
vykazuji uréitou fenotypickou variabilitu. Rostliny se mohou od kontrolniho organismu
(tzv. pozadi) lisit napf. tvarem list, odlisnym ¢asovym obdobim ristu, morfologii embrya ¢i
letalitou pii vysazeni. Pro studium uréitého fenotypu je nutné zjistit poCet geni, jez se na
mutantnim fenotypu podili, o jaky typ mutace se jedna a jaké jsou vztahy alel. K tomu slouzi
genetické analyzy, jako jsou testy na alelismus, segregacni analyzy, analyzy reciprokého kiizeni

a genetické mapovani.

Doptedna genetika doposud patii mezi nejvyuzivangjs$i strategie, které maji za cil
charakterizovani genl a jejich funkci. Pred vyvojem sekvenacnich technologii NGS (next

generation sequencing) zacinala identifikace variabilnich sekvenci zpUsobujicich mutantni
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fenotypy vzdy mapovanim celého genomu pomoci malého mnozstvi markerti, nasledovala
presn¢j$im mapovanim mensich sekvenci a identifikaci kauzalni mutace sekvenovanim
kandidatnich genti. Tento narocny postup byl brzy nahrazen efektivni metodou zvanou SHORE
mapovani (SHOREmap), pii niz dochazi k resekvenovani celého genomu a k hromadné
segregacni analyze. Vyhodou této metody je, Ze vyuziva mutace, které se indukuji napf.
chemickym ¢inidlem a jiz neni tfeba rostliny kiizit s geneticky odlisnou linii, coz ¢asto vedlo

k zeslabeni ¢i ztraté fenotypu. (Galvéo et al., 2012; Schneeberger et al., 2009).

V experimentech se uplatiiuje mutagenizovana populace (napf. pomoci EMS), ve které je
zastoupena ¢ast populace recesivnimi mutanty husenic¢ku rolniho. Tato populace vykazuje odlisné
fenotypové vlastnosti — slaby rdst a svétle zelené listy, patrné zplsobené vyskytem léze
v neznamém genu (Schneeberger et al., 2009). Mutantni rostliny se kiizi s nemutantni rostlinou
anasledna generace se samosprasi. Potomci druhého ktizeni vytvareji rekombinantni F2 populaci
se segregujicim mutantnim fenotypem. Jedinci, ktefi vykazuji mutantni fenotypy, mohou byt
izolovani, sdruzeni a sekvenovani. Mapovani pomoci sekvenovani pak odhaduje alelické
frekvence rodi¢ovskych alel v celém genomu a je uréena chromozomalni oblast, ktera obsahuje
pozadovanou mutaci. Pfi samotné identifikaci kauzalni mutace se stanovuje seznam kandidatnich
geni ¢i mutaci a urCuje se, co zpusobuje dany fenotyp prostiednictvim fenokopie
a komplementa¢nich test (Doitsidou et al., 2016). Princip SHOREmap je znazornén na Obrazek
3.
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Obrazek 3: Diagram SHORE mapovani
V SHORE mapovéni dochazi k segregaci mutantniho fenotypu. Cervena barva znézoriiuje kauzalni mutaci zptisobujici
mutantni fenotyp (Schneeberger et Weigel, 2011)

Mapovani pomoci sekvenovani, vyuzivajici se v SHOREmap se tedy opira o polymorfni markery

mezi dvéma rodiCovskymi alelami. Dokaze analyzovat rtizné typy segregujicich mapovacich
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populaci odvozenych od ,,outcrossing* mutantt (kiizeni mezi dvéma neptibuznymi liniemi) nebo
zpétného kiizeni mutanta s jeho progenitorem. Diky outcrossingu vznika velky pocet ptirozenych
polymorfismi, jez jsou odhaleny porovnanim alelovych frekvenci. V mapovaci populaci
generované zpétnym kiiZzenim mutanta s nemutagenizovanym progenitorem je mutantni fenotyp

segregovan (Sun et Schneeberger, 2015).

3.5.3 Reverzni genetika

Reverzni genetika vyuziva znalosti zajmového genu a snazi se urCit dopady jeho zmén na fenotyp.
Pti této metodé se tedy nehledaji geny podminujici dany fenotyp, ale analyzuji se procesy, v nichz
jsou uplatnény genové produkty (Moresco et al., 2013). K ziskani mutaci vyuziva metody T-DNA
inzer¢ni mutageneze. Pro analyzu genové sekvence se pouziva inahrada genu homologni
rekombinaci, avSak z divodu nizké efektivity neni vhodna pro analyzu genll v Sirokém méfitku
(Maes et al., 1999). Pro inzer¢ni mutagenezi je nutné urcit, zda doslo k zaclenéni inzertu do
daného genu a tim k jeho vyfazeni. Pro selekci a skrining byly vyvinuty specializované genové

vektory.

Mezi metody reverzni genetiky se fadi analyzy vyuzivajici uml¢ovani genli pomoci dvouvlaknové
RNA a je oznacovana jako RNA interference (RNAi). Diky RNAI Ize cilen¢ umlicet gen zajmu
na Urovni transkriptu, vytvari specificky knockout efekt, aniz by skuteéné mutovala pozadovanou
DNA (Bayou, 2017). Ptesto, ze RNAI byla vyvinuta jako obrana proti virim a retroelementtim,
v soucasné dobé& nasla uplatnéni ve studiu genové funkce. Umlceni geni predchazi zavedeni
dsRNA do bungk, kde se zpracovavaji pomoci RNas na malé interferujici RNA, dlouhé 20-26
nukleotidd (siRNA). Jeden ze dvou fetézcii siRNA je inkorporovan do komplexu umlcované
RNA. Vysledkem je specifickd inhibice genové exprese na trovni transkripce nebo translace

(Zhai et al., 2009).

Nejnovéjsi technika reverzni genetiky CRISPR/Cas9 (CRISPR, clustered regularly interspaced
short palindrom, Cas9, CRISPR-associated protein 9) umoziiuje editovat sekvence prakticky
Vv kazdém organismu. Vyuziva segmenty, jez jsou pravidelné rozmistény na kratkych
palindromickych repeticich (kratké useky prokaryotické DNA obsahujici kratké repetice
nukleotidil) a asociovanych protein. Enzymaticky komplex CRISPR/Cas9 se navazuje na urcité
misto v DNA, kde vystiihne ¢ast sekvence a prazdné misto nahradi jinou sekvenci (Hsu et al.,
2014). Definované misto, jez je vystifizeno nukleazou Cas9, vyhledava navadéjici crRNA. Aby
bylo dosazeno specifického rozpoznani a §t€peni DNA, Cas9 tvori komplex jak s crRNA, tak
s tracrRNA (transaktivacni CRISPR RNA). TracrRNA je nutnd pro maturaci z primarniho
transkriptu kodujici pre-crRNA. Funkce Cas9 zavisi na ptitomnosti dvou nukledzovych domén —
RuvC nachazejici se na aminovém konci a doméné HNH, jez je lokalizovana ve stfedni oblasti

proteinu. Béhem destrukce cilové DNA nukledzové domény §tépi ob¢ vlakna DNA a vytvaii DSB
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v mistech urcenych asociované crRNA. Doména HNH s§tépi komplementarni fetézec, zatimco
RuvC doména $tépi nekomplementarni fetézec (Jiang et Doudna, 2017). Pro editaci genomu byly
doposud pouzity tfi varianty Cas9 nukleazy. Prvni z nich, wild type varianta, §tépi specificky
dvouvlaknovou DNA, coz ma za nasledek aktivaci mechanismu opravy DSB, jeZ jsou opravovany
NHEJ nebo HR. Cong a kolektiv (2013) vyvinuli mutantni formu, znaimou jako Cas9D10A, jez
$tépi pouze jedno vlakno DNA, neaktivuje tak NHEJ a uplatiiuje se pouze cesta HR. Tteti varianta
Cas9 obsahuje mutaci v doméné HNH a v doméné RuvC inaktivuji aktivitu $tépeni, avSak nebrani
vazb¢ na DNA. Pouziva se pro specifické cileni na sekvence bez toho, aniz by doslo ke Stépeni,
av8ak ma schopnost umlget ¢i aktivovat geny (Sander et Joung, 2014). Jednotlivé typy Cas9 jsou

znazornény a popsany na Obrazek 4.

A. Genome Engineering With Cas9 Nuclease B. Genome Engineering By Double Nicking C. Localization With Defective Cas9 Nuclease
With Paired Cas9 Nickases
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Obrazek 4: T¥i varianty Cas9 nukleazy

(A) wild type Cas9 $té€pi dvouvlaknové DNA a tim aktivuje opravu dvouvlaknovych zlomi pomoci nehomologniho
spojovani koncti (NHEJ) nebo homologni rekombinaci (HR); (B) Mutantni forma Cas9 jez zpsobuje zlom pouze na
jednom vlaknu, tudiz neaktivuje opravnou cestu NHEJ ale pouze HR; (C) Cas9 postrada nukleazovou aktivitu, vyuziva
specifické cileni sekvence a miize byt pouzita pro aktivaci, represi ¢i vizualizaci genu (Sander et Joung, 2014).

Technika CRISPR/CAS9 umoziuje s vysokou ucinnosti vnaSet tuseky cizi DNA, nebo
akcelerovat jednotlivé geny. Objasnuje funkéni uspofadani genomu na urovni systémi a nachazi
spojeni s kauzalnimi variacemi a biologickymi fenotypy. VyuZiti nasla rovnéz v transkripnich

a epigenetickych modifikacich nebo dokonce v bunééné terapii (Zhang et al., 2018).
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3.6 Hlavni tloha projektu

Pro identifikaci genti podilejicich se na opravé DNA-proteinovych komplexi byly pouzity
fenotypy rostliny husenic¢ku, které vykazovaly citlivost vii¢i zebularinu. Zebularin je stabilni
analog cytidinu, jenz je schopen se zaélenit do RNA i DNA a vede ke ztraté metylace, jez je
zodpovédna za replikaci, rekombinaci, bunécnou expresi ¢i diferenciaci a opravu DNA. Ztrata
nékterych z metyltransferaz mize byt az letalni. Na rozdil od savct, kde se metylace DNA
obnovuje, je metylace u rostlinné DNA pienasena po celou dobu vyvoje. Aplikaci zebularinu
dochazi ke kovalentnimu spojeni s DNMTs a vytvoreni DNMT-DNA proteinového crosslinku
(Lim et al., 2011). Produkt ptedstavuje fyzickou bariéru pro polymerazy a je rozpoznan jako
poSkozeni vyzadujici opravu. Zebularin do jisté miry interferuje s chromatinovou strukturou

a zpusobuje nezadouci uc¢inky, jako je snizeni schopnosti rastu rostlin (Liu et al., 2015).

Molekularni a genetické vysledky naznacuji, Ze k poSkozenim indukovanym zebularinem dochazi
b&hem replikace. Opravné mechanismy jsou regulovany DNA DEPENDENTNIMI PROTEIN
KINAZAMI (DNA-PKcs) - ATAXIA TELANGIECTASIA MUTATED (ATM) a ATAXIA
TELANGIECTASIA MUTATED A RAD3-RELATED (ATR), které jsou nezbytné pro
rozpoznani poskozeni DNA. Dle dosavadnich vyzkumt bylo zjisténo, Ze ATM se uplatiuje pfi
opravach na dvouvlaknovych zlomech DNA, zatimco ATR je pfitomna pfi opravach poSkozeni,
kdy dochazi ke vzniku jednofetézcové DNA, predev§sim na replika¢nich vidlickach v prib&hu
replikace (Cimprich et Cortez, 2008; Liu et al., 2015). ATM a ATR kinazy fosforyluji proteiny
obsahujici serinové (Ser) nebo threoninové (Thr) zbytky, které jsou nasledovany glutaminem
(Gln), tyto proteiny tvoii tzv. SQ a TQ motivy (Bakkenist et Kastan, 2004). Kinazy jsou béhem
opravy schopny iniciovat slozité¢ zmény v lokalni struktute chromatinu pobliz mista poskozeni
(Zhou et Elledge, 2000) a aktivovat tak dalsi efektory podilejicich se na opravé DNA (Cimprich
et Cortez, 2008). Reparace rovnéz vyzadovala funkéni komplex SMC5/6 (Structural mainstence
of chromosomes 5/6), nebot’ ztrata jednoho z jeho jadrovych prvku vede k precitlivélosti na
zebularin (Liu et al., 2015).

Vyzkum zamétujici se na opravny mechanismus DNA-proteinovych komplext by mohl nalézt
efektivnéj$i vyuziti 1€kt pii 1écbe riiznych typli onemocnéni, zejména nadort. Z toho divodu je
nezbytné pochopeni vSech funkénich mechanismd, ale i identifikace gent, které se podileji na

opravach.
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pro identifikaci gend podilejicich se na opravach DN A-proteinovych komplexd byly pouzity

linie rostlin huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana), které jsou shrnuty v Tabulka 1. Semena

téchto linii byla skladovana ve 2ml zkumavkach se Sroubovacim vickem v lednici pti teploté

4 °C.

Tabulka 1: Seznam rostlinnych linii

Nazev Popis linie Pivod
W-35 Col-0 wild type Pecinka group
W-35
mutagenizovana Col-0 mutagenizovana EMS Pecinka group
M populace
Col-0 pDOK2 T-DNA inzerce,
smc6b-1 SALK 101968C
chromozom 5 pos. 8 234 555 bp; AT5G61460

Podminky pro rust rostlin byly odli§né pro rtizné faze experimentu. Sterilizovana semena byla

vysévana na 1/2 Murashige a Skoog médium (MS) a inkubovana ve fytotronu. Po sedmi dnech

Vv rustové komoie mély rostliny dostate¢né dlouhy kofen na to, aby se zasadily do zeminy. Zemina

byla oSetiena pfipravkem Careo a smichana s perlitem v poméru 3:1. Vysazené rostliny rostly

3 tydny ve fytotronu a poté se premistily do skleniku. Piesné definované riistové podminky jsou

shrnuty v Tabulka 2.

Tabulka 2: Ristové podminky

Mistnost | Pouziti Podminky Ukel
Petriho  misky s ristovym | Den Noc Analyza vykli¢enych
médiem pro vykli¢eni semen, | 16 hod 8 hod semen dle velikosti
Fytotron | rostliny zaseté 19 °C 18 °C kofinkti, rist rostlin,
s perlitem jejichz stafi je do | vihkost vihkost dozréavani SeSuli pfi
1 mésice 65 % 65 % hybridiza¢nim kiizeni
Rostliny  zaseté )
) 16 hod 8 hod Rust rostlin za G¢elem
Sklenik | s perlitem obvykle starsinez 1 o
- 24 °C 16 °C dozrévani jejich SeSuli
mesic
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4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, kat.c. R0611)

Agar (HiMedia, kat.c. RM201)

DEPC oSetfena voda (diethyl-dikarbonat) (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 159220)
DMSO (dimetyl sulfoxid) (Serva, kat.¢. 39757)

EDTA (kyselina ehylendiamintetraoctova) (Sigma-Aldrich, kat.¢. ES134)
Ethylalkohol 96% (Lach-ner, kat.¢ 20025-A96)

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

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

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

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

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

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

MS smés (Duchefa Biochemie, kat.c. M0231)

PCR agaréza (Top-Bio, kat.¢. P045)

PCR ethidium bromid (Top-Bio, kat.¢. P047)

Sacharo6za p.a. (Lach-ner, kat.¢. 40135-AP0)

Tris (Sigma-Aldrich, kat.¢. T1503)

Triton X-100 (t-oktylfenoxypolyethoxyethanol) (Sigma-Aldrich, kat.¢. 9002-93-1)
Trizol (Thermo-Fischer Scientific, kaat. ¢. 15596026)

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

Zebularin 10 pM v DMSO (1-B-D-ribofuranosyl)-1,2-dihydropyrimidin-2-on) (Sigma-
Aldrich, kat.¢. 3690-10-6)

Pouzité soupravy

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

Phusion High-Fidelity PCR Kit (Thermo Fischer Scientific, kat. ¢. F553S)
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, kat.c. 27104)

QlIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, kat.c. 28704)

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, ka¢. ¢. 04379012001)
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Pouzité oligonukleotidy

Navrhy sekvenci oligonukleotidi byly vyhotoveny manualné v programu Geneious verze 11.1.4.

Nékteré sekvence oligonukleotid byly pievzaty z diplomové prace Karin Krusky (Kruska,

2017), na jejiz praci tento vyzkum navazoval. Oligonukleotidy byly dodany od firmy Eurofins.

Sekvence pouzitych oligonukleotidy jsou uvedeny v Tabulka 3.

Tabulka 3: Oligonukleotidy pouzité pro PCR amplifikaci a Sangerovo sekvenovani

PCR ]
Nazev Sekvence 5" —3’ produk Ucel

t [bp]
smc6b_PCR1fw CCCTAAGCAGTCGCATCAAT A Amplifikace
smc6b_PCR_Alrs GCAGACTCAGTTATCCT 887 gDNA
smc6b_PCR_seqg2fw ATTTGGATGTCGAGCGAGAG B Amplifikace
smcéb_PCR_1rs CCAAATTTCGGATGAAGGAA 1249 gDNA
smcbb_PCR_seq2fw ATTTGGATGTCGAGCGAGAG C Amplifikace
smc6b_PCR_seq2rs CCACACACGGATTTTCAACA 758 gDNA
smceb_PCR_2fw AATGTGAGTTTTGGCCGTTC D Amplifikace
smcéb_PCR_2rs GAGCCTTGCAGCCCATTTGC 2320 gDNA
smcbb_PCR_segdfw TCGAGCTCAGACTGGTTGATT E Amplifikace
smcéb_PCR_2rs TTACCACATGGGAGCCAATAG 1389 gDNA
smceéb_PCR_B3fw GGCTGAACAATCTGAAATCGAGG F Amplifikace
smc6b_PCR_Clrs ATATAGCGGGATTGTCCATGCC 1446 gDNA
smcéb_PCR_3fw ACATGCTCACCAGGTTACTGC G Amplifikace
smcéb_PCR_exonl7rs | TGCTTCGATCTCAGCAGCGA 1731 gDNA
smc6b_PCR_seq7fw (:;éGAGCATCTAAGGGATATAGGA H Amplifikace
smcéb_PCR_3rs CCCTGGGCAATAATAACCTACA 1394 gDNA
smc6b_PCR_exonl6fw | CATGAGACGTAAGAGGGAGGC I Amplifikace
smc6b_PCR_3rs CCCTGGGCAATAATAACCTACA 1191 gDNA
smc6b_PCR_4fw CCAGTTTGAAACCCGGTATG ] Amplifikace
smc6b_PCR_4rs TGGGTCATGCAAGCAAAAT 1580 gDNA
smc6b_PCR seqlOfw | GGCAGTAAGAGTCGCTTTCC K Amplifikace
smc6b_PCR_4rs TGGGTCATGCAAGCAAAAT 936 gDNA
smcbb_PCR _seqllfw | TTGGAGAAGGATCGCAGTGG L Amplifikace
smcéb_PCR_seqllfw | ATGGACATTTCTTAATCCGAAGC 662 gDNA
smc6b_PCR_C3fw CGCTAGTATCCATAACCGTT Sekvenovani

Oligonukleotidy, které jsou uvedeny pro amplifikaci genomické DNA, byly pouzity rovnéZ na Sangerovo sekvenovani.

Jediny oligonukleotid, ktery
smc6b_PCR_C3fw.

slouzil pouze k dodateénému sekvenovani
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Pouzité roztoky a jejich priprava

Agardézové médium pro fotodokumentaci: Rozpustit 3 g agarézy v 300 ml destilované vody.

Roztok nechat rozvatit v mikrovinné troubé, dokud nebude zcela Ciry. Po 10 ml rozlévat

namichany roztok na Petriho misky.

Agarozovy gel pro elektroforézu: Pro ptipravu 1% agardézového gelu navazit 1 g agardzy

a smichat s 100 ml TAE pufru. Roztok rozvafit v mikrovinné troub¢€, dokud nebude zcela Ciry.
Rozvateny roztok nechat chvili vychladnout, pridat 4 pl ethidium bromidu a nalit do
elektroforetické komurky. Do komulrky s 1% agarézovym roztokem vlozit elektroforeticky

hiebinek a nechat roztok zatuhnout.

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

pipety ptidat 100 pl 20% detergentu Tween20.

1/2 Murashige a Skoog médium (pH 5.8): Smichat 22 g MS soli obsahujici makro a mikro

elementy (Duchefa M0231), 10 g sacharézy, 1 ¢ MES a 6 g agaru. Doplnit do objemu
1| destilovanou vodou. Upravit pH na 5,8 pomoci piidavku KOH. Tento roztok nechat
vyautoklavovat. Pro analyzu délky kofinkd ptidat do pfedehiatého média 7,5 uM nebo 20 uM

zebularin dle potiteby experimentu.

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

0,5 mol1* EDTA (pH 8): 186,1 g EDTA rozpustit v 800 ml destilované vody, upravit pH

piidavkem NaOH na poZadovanou hodnotu. Doplnit destilovanou vodou do 1000 ml a sterilizovat

filtraci.

1x TAE pufr: Smichat 20 ml 50x TAE pufru a doplnit destilovanou vodou do 1000 ml.

22



4.3 Seznam pouZitych pristroji a zafizeni
Pouzité pristroje
e Automaticka tfepacka (Heidolph Reax)
e Centrifuga MiniStar Silverline (VWR)
e Centrifuga myFuge Mini (Benchmark Scientific)
e Centrifugacni evaporator (SPD1010)
e Chlazena mikrocentrifuga Fresco 17 (Thermo Fisher Scientific)
e Digitalni predvazky Scout SC4010 (Ohaus)
e Elektroforeticka komora (Bio-Tech)
e Flow box (Biohazard Thermo Scientific)
e Fotoaparat Nikon, AF-S Micro (Nicon)
e Fytotromova komora (Wiss Gallenkamp)
e Laboratorni digestof M 1800 (Merci 1800)
e Laminarni box MSC 1.2 Advantage (Thermo Fisher Scientific)
e Magneticka michacka VS-C7 (VWR)
e Mikrovlnna trouba EMN (Zanussi 2015)
e NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, program ND-1000 V3.8.1 (Thermo Fisher
Scientific)
e pH metr InoLab pH 7110 (WTW)
e Sekvenator 3730x]1 DNA Analyzer (Applied Biosystems)
e Souprava pro horizontalni gelovou elektroforézu (Bio-Rad)
e Termostatovana tfepacka MaxQ 4000 (Thermo Fisher Scientific)
e Thermocycler T-Gradient (Biometra)
e Transiluminator InGenius LHR (Syngene), program GeneSnap (Syngene)
e Zpracovani a analyza snimkd — program Image J (Java) a Adobe Photoshop CS5
(Adobe)

e Zpracovani struktury genil, navrhovani sekvenci primert — program Geneious (11.1.4.)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Sterilizace semen

Pfed vysazenim semen na kultivacni Petriho misky s ristovym médiem se musela semena
podrobit sterilizaci zabranujici vzniku kontaminaci na ristovém médiu. Vysu$end semena se
vlozila do 1,5ml mikrozkumavky. Samotna sterilizace probihala jiz v laminarnim boxu. Nejprve
se promyla 70% ethanolem po dobu 5 min pfi pokojové teploté. Nasledné se nechala inkubovat
10 min v 8% hypochloridu sodném s 1% Tween20. Po nékolikerém promyti sterilni vodou se do
zkumavky k sementim piidala 0,1% agardza, ktera umoznovala diky své konzistenci snadn&jsi
vysévani na ristové médium. Vysterilizovana semena se ulozila do lednice o teploté 4 °C, kde se

uchovala po dobu 24-48 hod, ¢imz doslo k synchronizaci kliceni.

442 Geneticky skrinink

Pro geneticky screen byly pouzity semena linie W-35 (Col-0) mutagenizovana alkyla¢nim
¢inidlem EMS, které zptisobuje ethylaci v pozici N'- nebo O°- na guaninu. V DNA se mutace
projevuji jako zamény bazi G na A, pokud ke zméné doslo ve Watsonové fetézci, nebo jako C na

T, pokud zména probéhla na Crickové fetézci.

Celkem bylo mutagenizovano pfiblizné 10 000 semen (Mo), tato semena byla nasledné zaseta do
pudy a slouzila k dal$i reprodukci a ziskani semen M; generace. Bylo sesbirano celkem 108
skupin semen M; — o tuto ¢ast prace se zaslouzil Dr. Andreas Finke (Max Planck Institute for
Plant Breeding Research, Colegne, Némecko). Pro mou analyzu v ramci bakalatské prace byly
vybréany tfi skupiny sesbiranych semen M, oznacené jako 9A, 9B a 10A. Z kazdé této skupiny
bylo vyseto piiblizn¢ 1200 semen na Petriho misky obsahujici 1/2 MS médium s ptidavkem
7,5uM zebularinu, diky ¢emuz bylo mozné selektovat rostliny, které byly senzitivni viici
zebularinu. Senzitivita na zebularin se u vykli¢enych rostlin projevovala kratkou délkou kotinkd.
Vsechny rostliny majici kratky kotfinek a vykazujici zpomaleny rust, byly selektovany
a preneseny na 0,6% 1/2 MS médium, kter¢ jiZ neobsahovalo zebularin. Na tomto médiu rostliny
M, dorostly do potiebné délky, poté se zasadily do zeminy a slouzily k ziskani dal§i generace

semen M3 na kterych bylo provadéno dalsi testovani.

4.43 Analyza délky kotinki

Vysterilizovana semena, ktera pro$la genetickym screenem, byla inkubovana 1-2 dny pfi teploté
4 °C. Nasledné se vysévala na Petriho misky obsahujici 1/2 MS médium (kontrolni médium) a na
Petriho misky obsahujici 1/2 MS médium s ptidavkem 20 uM zebularinu. Petriho misky
S vysetymi semeny se nasledné ulozily do fytotronu. Semena se zde inkubovala po dobu 7 dni.
Nasledovala analyza korinkd, kdy se vybrané senzitivni linie rostlin, jez prokazovaly citlivost
vici zebularinu, prenesly na agarové médium, pricemz doslo k narovnani kofinkli a zhodnoceni

jejich délky. Takto sefazené rostliny byly vyfotografovany. Pomoci programu Image J a interni
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kontroly fotografované pii stejném zvétSeni se stanovila presna délka kofinkl u kazdé senzitivni
linie rostlin. Na zaklad¢ téchto idaji doslo k vypocitani primérné délky kofink v kontrolnim
médiu a v médiu se zebularinem. Tento primér vychazel ptiblizn€¢ ze 100 rostlin. Zasadnim
vystupem pro tuto analyzu byl vSak pomér mezi témito dvéma pruméry, ktery slouzil

k porovnavani zkoumanych linii.

4.4.4 Hybridizaéni ki'iZeni

Husenicek rolni patii mezi samosprasné rostliny. Aby se zabranilo spraSeni vlastnimi pylovymi
zrny pii hybridizacnim kiizeni, musely kvéty rostlin podstoupit odstranéni tyC¢inek. Emaskulace
se provadéla u nejstarSich pupentl, které jeSté nezacaly kvést a jejichz prasniky mély lehce
nazloutlou ¢i zelenou barvu. Bylo v§ak dilezité pti tomto procesu neponicit pestik kvétu. Rostliny
S odstranénymi tyc¢inkami se ulozily do fytotronu. Za 1-2 dny po emaskulaci doslo opylovani
pylovymi zrny z jiné linie husenicku rolniho. Rostliny rostly ve fytotromu za stabilnich podminek
po dalsich 21 dnd nez doslo k dozrani $esuli nesouci hybridni semena. Tyto zralé SeSule bylo

nutné opatrn¢ odebrat tak, aby nedoslo ke kontaminaci jinymi SeSulemi s nehybridnimi semeny.

4.45 Mapovaci populace

Mapovani populace se provadélo u kandidatnich linii, které byly citlivé vici zebularinu, av§ak
nejednalo se u nich o mutace ve znamém genu SMC6B. Tyto kandidatni linie byly kiizeny s wild
type (WT) linii — W35, ktera je vaci zebularinu rezistentni. Vzniklé hybridni rostliny se jiz
nepodrobovaly zadnému hybridiza¢nimu kfizeni, ale nechaly se pfirozené¢ samosprasit, ¢imz
doslo k ziskani hybridnich semen F, generace. Pravé v F; generaci se provadél vybér rostlin pro
genetické mapovani. Semena se opét podrobila analyze na médiu s ptidavkem 20 uM zebularinu.
Pfiblizné ze 400 vykli¢enych rostlin byli vybrani jen ti jedinci, ktefi vykazovali citlivost vici
zebularinu. Segregace pro recesivni citlivy fenotyp by méla vychazet dle mendelovskych

zakonitosti v pomeéru 1:3.

4.4.6 lzolace DNA

Pro izolaci DNA byl pouzit postup DNeasy Plant Mini Kit dle instrukci vyrobce. DNA se
ziskavala z rostlin starych 7 dni. Idealni navazka rostlin by méla ¢init 100 mg. Rostliny se vlozily
do 2 ml zkumavky opatiené zamkem se tfemi sklenénymi kulickami o priméru 2 mm. Zkumavky
se zamrazily se pomoci tekutého dusiku. Nasledné se homogenizovaly pomoci Tissue Raptoru po
dobu 1 min. Vznikly prasek se ptenesl do nové zkumavky, kde se smichal s 300 pl pufru PL2
a 10 ul RNA A. Po inkubaci 10 min na thermobloku o teploté 65 °C se ke smési piidalo 75 pl
pufru PL3. Vzorek bylo nutné poté inkubovat na ledu po dobu 5 min. Zbylé kroky probihaly jiz
standardnim postupem dle protokolu vyrobce. Na konci izolace byla zjisténa koncentrace

vyizolované gDNA pomoci Nanodropu.
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4.4.7 lzolace RNA a syntéza cDNA

RNA se izolovala z rostlin starych 7 dni, stejné jako tomu bylo u izolace DNA. Veskera prace
musela probihat steriln¢ v laminarnim boxu ur¢enému pro izolaci RNA. Pouzité zkumavky
a sklenéné kulicky byly oSetieny vi¢i enzymu RNase, ktery by izolovanou RNA degradoval.
Vsechny centrifugace, které jsou v procesu izolace RNA zahrnuty, probihaly pii otackach 13000
rpm a teploté 4 °C. Lisily se pouze v Case.

Rostliny se vlozily do 2ml zkumavek se zdmkem a tfemi sklenénymi kulickami o priméru 2 mm.
Zkumavky se zamrazily tekutym dusikem. Homogenizace se provadéla 1 min na Tissue Raptoru.
Do zamrazeného vzorku ve zkumavce se pomoci automatické pipety prenesl 1 ml Trizolu, ktery
deaktivoval RNasy. Vzorek byl zvortexovan a nasledné inkubovan 10 min pii pokojové teploté.
Po ukonceni inkubace byl vzorek 10 min centrifugovan. Oddéleny supernatant se ptenesl do nové
zkumavky a smichal se s 200 ul 100% chloroformu. Obsah zkumavky bylo nutné promichat ru¢né
protiepanim a inkubovat 3 min. Pro odd¢€leni fazi se pouzila 15 min centrifugace. Odd€lena vrchni
vodni faze se pienesla do nové zkumavky. Po ptidani 500 pl 100% isopropanolu byl roztok
inkubovan 10 min a 10 min centrifugovan. Odstranil se supernatant a zbyly sediment se rozpustil
v1ml 75% ethanolu, ktery byl pfipraven fedénim s DEPC oSetfenou vodou. Vzorek byl
zvortexovan a 5 min centrifugovan. Supernatant se vylil a zbyly sediment se su$il 15 min pfi
pokojové teploté. Pelet obsahujici RNA se rozpustil ve 40 ul v DEPC vodé. Zkumavka byla
vloZena do termobloku ptredehiatého na 55 °C, kde se vzorek inkuboval po dobu 10 min. Po
ukonceni inkubace byla proméfena koncentrace RNA a vzorek bylo mozné uskladnit. Pro syntézu
cDNA byl pouzit Kit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis a postupovalo se dle instrukei
vyrobce.

4.4.8 Stanoveni koncentrace nukleovych kyselin

Pro jakoukoliv dalsi laboratorni praci s izolovanymi nukleovymi kyselinami bylo nutné znat
jejich koncentraci v roztoku. Pro stanoveni koncentrace DNA a RNA byl pouzit spektrofotometr
Nanodrop. Na Nanodrop se nanasel vzorek izolované nukleové kyseliny pomoci automatické

pipety. Pfeneseny objem ¢inil 1 pl vzorku. Absorbance se méfila pii vinové délce 260 a 280 nm.

4.49 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova fetézova reakce je metoda slouzici k amplifikaci usekt DNA. Zakladem reakce je
reakéni smés, ktera se sklada z 5x PCR pufru, DNA, primert (forward a reverse), polymerazy
Phusion, 2mM dNTPS a vody. PCR amplifikace probiha v pfistroji thermo-cycler, ktery
umoznuje Volit teploty dil¢ich reakci, délky jednotlivych fazi a opakovani cykli. Klasicka PCR
lze rozdelit do tfi zakladnich fdzi — denaturace nukleovych kyselin, nasedani primert

a prodluzovani.
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Pro PCR amplifikaci byly pouzity reakéni smési o objemu 20 ul ¢i 50 pl. Objemy pouzitych latek
jsou shrnuty v Tabulka 4. Denaturace probihala za velmi vysokych teplot a to pti 98 °C. Teplota
nasedani primerQ byla dana teplotou tani, ktera byla specificka pro kazdy primerovy par. Avs§ak
pii pouziti vice druhil primerti byla stanovena a pouzita primérna teplota primert. Prodluzovaci
faze probihala pti teploté 72 °C, coz je optimalni teplota pro aktivitu PCR polymerazy. Po
zaveérecné elongaci dochazelo k ochlazeni reakce na 4 °C. Délky cyklu, teploty a opakovani jsou

popsany v Tabulka 5.

Tabulka 4: Slozeni reakéni smési pro PCR amplifikaci

Latka Objem 20 pl Objem 50 pl
5x PCR pufr 4 ul 10 ul
DNA, cDNA 1 ul 2,5ul
Primer forward 2ul Sul
Primer reverse 2ul Sul
Polymeraza Phusion 0,75 ul 1,15 ul
2 mM dNTPs 2 ul 5ul
H.0 8,25 ul 21,35 ul
Tabulka 5: Podminky PCR reakce
Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 98 4 min 1
98 2060s
PCR amplifikace primérna teplota tani 20-60 s 37
72 2 min
Zavéreéna elongace 72 3 min 1

4.4.10 Gelova elektroforéza na agarézovém gelu

Elektroforéza patii mezi analytické separacni metody. Jejim principem je rozdéleni latek na
zaklade jejich relativni molekulové hmotnosti pomoci stejnosmérného elektrického proudu.
Molekuly se pohybuji v agarézovém gelu, ktery funguje jako trojrozmérné sito. Dochazi
k postupnému rozdéleni jednotlivych ¢astic podle jejich velikosti. Mensi molekuly projdou gelem
rychleji nez molekuly s vétsi velikosti. Elektroforéza byla pouzita pro stanoveni tspésnosti PCR
amplifikace a ovéfeni velikosti PCR produktii. Pro separaci byla vyuzita kontinualni horizontalni
elektroforéza, jejiz gel obsahoval 1% agarozy, 1x TAE pufr a ptidavek 0,5 pl. ml™' ethidium
bromidu (EtBr). Elektroforéza probihala pti pokojové teploté pod napétim 90 V. Pro orientacni
stanoveni velikosti fragmenti DNA byl pouzit GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder. Vizualizace

produkti byla zprosttedkovana pomoci UV transiluminatoru.
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4411 Sekvenovani gDNA

Sangerovo sekvenovani umoznuje ur¢eni poradi nukleotidd v molekule DNA. V této metodé
dochazi opakované k syntéze tetézce podle templatu, avSak pti kazdém opakovani se syntéza
prerusi ptidinim modifikované nukleotidové bazi dideoxynukleotidu (ddNTP). Tato baze jiz
nedovoli DNA polymeraze pokracovat v syntéze vlakna. Sangerovo sekvenovani bylo provedeno
laboratorni pracovnici na Ustavu experimentalni botaniky v Olomouci. Délka &tenych tseki

dosahovala 700-800 bp.

Dale bylo sekvenovani vyhotoveno firmou Macrogen a SEQMe. Pro toto sekvenovani bylo nutné
zakoncentrovat PCR produkt pomoci centrifuga¢niho evaporatoru na koncentraci pohybujici se
kolem 50 ng/ul. Jedna sekvenacni reakce vyzadovala smichdni 5 pl zakocentrovaného
purifikovaného PCR produktu s 5 pl ur¢itého primeru o koncentraci 10 pmol/ul. Takto ptipravené

vzorky byly nasledné¢ odeslany na sekvenovani do vySe zminovanych firem.
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5 VYSLEDKY

5.1 Selektivni skrinink citlivych kandidati

Cinidlem EMS bylo mutagenizovano pfiblizné 10 000 Mo semen. Tato mutagenizovana semena
se zasela do pudy za téelem jejich vykliceni a ziskani reprodukéné schopnych rostlin (M3).
Béhem jejich generativniho vyvoje doslo u téchto rostlin k samospraseni a jejich semena (My)
byla sesbirana po skupinach (batches). Celkem se sesbiralo 108 skupin, z nichz tii skupiny (9A,
9B a 10A) byly pouzity pro mij vyzkum v ramci bakalaiské prace. Podrobily se selektivni
analyze testujici jejich senzitivitu vici zebularinu, ktera byla pro vybér rozhodujici. Z kazdé této
skupiny bylo vyseto pfiblizné¢ 1200 seminek na Petriho misky obsahujici 1/2 MS médium
s pridavkem 7,5 uM zebularinu. Po tydnu od jejich vyseti se mezi vykli¢enymi rostlinami projevil
znacény rozdil v délce rostoucich kotfinkt. VSechny rostliny s malym kotinkem byly selektovany
a preneseny na 0,6% 1/2 MS médium, které jiz neobsahovalo zebularin. Rostliny a jejich kotinky

dorostly do pottebné délky a poté se zasadily do zeminy.

Z kazdé vybrané skupiny bylo takto selektovano ptiblizné 80 rostlin, aviak 20 % z nich uhynulo
po pieneseni do média ¢i zeminy, jelikoz u¢inky zebularinu byly pro né fatalni. Celkem piezilo
63 rostlin ze skupiny 9A, 65 rostlin ze skupiny 9B a ze skupiny 10A 43 rostlin, jejichz semena
(M) se poté sesbirala a podrobovala dal$im analyzam. Sbirky semen byly znaceny dle rostlin —
pokud se jednalo o semena z prvni rostliny pochazejici ze skupiny 9A, ziskala tato sbirka semen

oznaceni 9A-1 atd. Schématické znazornéni selekce je mozné vidét na Obrazek 5.

EMS

108 skupin Mzsemen z Mz rostlin

(vyuzity tfi skupiny semen 9A, 9B a 10A)
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vyseto 1200 semen na 1/2 MS s 7,5 uM zebularinem

pozitivni selekce homozygotnich Mzrostlin jez byly senzitivni viici pfitomnosti zebularinu (kratky kotinek)

l

pteneseni vyselektovanych rostlin na médium bez zebularinu a ziskani M3 Semen z generace Mzrostlin

ziskani 173 slibnych senzitivnich kandidatti na nichz probihalo dalsi testovani

skupina 9A skupina 9B skupina 10A
63 rostlin 65 rostlin 43 rostlin

Obrazek 5: Schématické znazornéni selekce senzitivnich M3 rostlin huseni¢ku rolniho na zebularin

Z EMS mutagenizovanych semen Mo vyrostly reprodukéné schopné M rostliny produkujici semena Maz. Tato M2
semena byla sesbirana a rozdélena do 108 skupin, z nichz na tfech skupinach (9A, 9B a 10A) byla provadéla selekce
na zékladé senzitivity vaci 7,5 uM zebularinu obsaZeného v 1/2 MS médiu. Senzitivita se projevovala kratkou délkou
kofinku po tydnu od vyseti semen (Mz). Celkem bylo ziskano 173 selektovanychsenzitivnich rostlin (slibni primarni
kandidati u nichz se projevovala citlivost na zebularin), které byly zasety do pudy pro ziskani nové generace Semen Ms,
(obrazky Kruska, 2017, webové stranky Crop Protection a EurekAlert)

5.2 RozliSeni falesné pozitivnich a pravych kandidata

Pro rozliSeni pravych citlivych kandidatt byla semena Ms generace zaseta do 0,6% 1/2 MS média
s pridavkem 20 uM zebularinu, ale také do 1/2 MS média neobsahujiciho zebularin. Identifikace
pravych kandidati byla zaloZzena na porovnani délek kofinkli s kontrolnimi rostlinami, tedy
s rostlinami W-35 (Col-0), které byly vuéi zebularinu rezistentni a poté se senzitivnimi rostlinami
smc6b-1. Kotinky pravych senzitivnich kandidatnich linii dortstaly v médiu bez zebularinu
standardni délky (v porovnani s WT), avSak na médiu s piidavkem zebularinu jejich kotinky této
délky nedosahovaly, byly zna¢né kratsi a u rostlin byla patrna omezenost ristu. Pfi tomto testu se
vy¢lenily linie, které byly nesenzitivni vuéi zebularinu — tedy rostouci stejné jak na médiu se
zebularinem, tak na 1/2 MS médiu bez obsahu zebularinu. Dale se vy¢lenili vyvojovi mutanti

majici malé kotinky bez zavislosti na tomto inhibitoru.

Celkove se tedy od kazdé kandidatni linie zasadilo pfiblizné 30 semen na Petriho misky (vzdy na
jednu kontrolni a na jednu se zebularinem) a po tydennim rtstu doslo k analyze velikosti kotinka
vykli¢enych rostlin. S vylou¢enymi kandidatnimi rostlinami se dale nepracovalo, avSak na

senzitivnich kandidatech se tato analyza opakovala minimaln¢ ve tfech opakovanich.
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Vsechny senzitivni rostliny byly po tydnu pfeneseny na nové Petriho misky obsahujici agarové
médium, pficemZ dosSlo K jejich vyrovnani a natazeni kofinkd. Takto srovnané rostliny byly
fotografovany a pomoci programu Image J byla stanovena piesna délka jejich kotinkt v mm.
Primérné délky kotinki vychazely ptiblizné ze 100 rostlin. Primér kotinkt se pocital pro kazdou
linii a médium zvIlast, napt. pro linii 9A-1 se méfilo pfiblizné 100 kofinkd na médiu se
zebularinem a 100 kofinkd na médiu bez zebularinu. Zasadnim vystupem z této analyzy byl
pomgér mezi prumérnou délkou kotrene v médiu se zebularinem a na médiu bez zebularinu, ktery

slouzil k porovnavani v§ech linii.

Tento pomér ¢inil u kontrolni WT rostliny 71 %, coz znaci ze prumérna rostlina W-35 méla
0 29 % kratsi kofen na zebularinu, nez na ¢istém 1/2 MS médiu. Pravi citlivi kandidati museli byt
vici zebularinu senzitivnéj$i, proto byl stanoven limit tohoto poméru délek na 40 %, aby doslo
k jejich odliseni. Z celkovych 173 slibnych kandidatd se zcastnilo n€kolika opakovani pouze
39 rostlin, av8ak dané kritérium spliiovalo jen 14 z nich (viz Obrazek 6 — Cervené oznaleni

senzitivni kandidati). Kandidatni linie jsou pro porovani sefazeny v Tabulka 6.
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Obrazek 6: RozliSeni citlivych kandidatii porovnanim poméru pramérnych délek kofinkd na médiu obsahujici
zebularin a na médiu bez zebularinu

Z pramérnych délek kofinkil kazdé analyzované rostliny (na médiu se zebularinem a na médiu bez zebularinu) byl
vytvofen pomér (vyjadien v procentech). Tento pomér slouzil k vytazeni malo citlivych rostlin na zebularin ¢&i rostlin,
u kterych nemél zebularin vliv na rist kofinkd. Hranice senzitivity byla stanovena na 40 %. Kandidati, jejichz vysledny
pomér délek byl >40 %, byli vylouceni (modra barva), naopak kandidati s vyslednym pomérem < 40% byli oznacéeni
jako citlivi (pravi) kandidati (¢ervena barva).
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Tabulka 6: Porovnani kofinki testovanych rostlin na médiu bez zebularinu a se zebularinem

W-35 smc6b-1 9A-2 9A-10

9B-38

9B-65

V tabulce je zndzornéno porovnani kofinka kontrolnich rostlin (W-35 a smc6b-1) a vybranych kandidata po tydennim
ristu na 1/2 MS médiu bez zebularinu (-) a na 1/2 MS médiu s 20 uM zebularinem (+)
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5.3 Identifikace genii komplementaci

U vybranych 14 senzitivnich kandidat doslo k fenotypovému porovnani, pti¢emz se hodnotila
fenotypova podobnost nejen mezi témito kandidaty, ale i podobnost s kontrolni rostlinou smc6b-
1. Kandidat 9A-10 byl fenotypové velmi podobny pravé této senzitivni kontrolni rostling, stejné
tak rostliny 9A-30 a 9A-32. Aby doslo ke zjisténi, zda tyto kandidatni linie nesou mutaci ve

stejném genu, bylo provedeno komplementaéni kiizeni s rostlinou smc6b-1.

P#i této komplementaci doslo ke kiizeni dvou riznych rostlin odrazejicich stejny fenotyp. Jejich
F1 hybrid mohl mit nékolik vyslednych fenotypovych variant. Pokud by nesly kiizené rostliny
mutace ve stejném genu, vykazoval by jejich vysledny F1 hybrid stejny citlivy fenotypovy projev
jako ony. Pokud by ktizené rostliny nesly mutace v genu rozdilném, jejich hybrid by se jevil
fenotypove jako WT a nesl by tuto mutaci v heterozygotnim stavu, tudiz by nedoslo k manifestaci
mutantniho fenotypu. Na tomto principu byla postavena kontrola komplementa¢niho testovani,
pfi niz byly kiizeny vybrané rostliny s rezistentni nemutovanou rostlinou W-35. Vysledni hybridi
se po uspésném kiizeni jevili fenotypove jako WT rostliny. Princip komplementa¢niho kiizeni je

znazornén na Obrazek 7.

Mutant 1

senzitivni fenotyp

Mutant 2

senzitivni fenotyp

Mutant 3

senzitivni fenotyp

- :@—— g -—: ]
— :“:r—— = T
gen A gen B gen A gen B > gen A gen B

—_ ¢I— - ”
F1 _ o« -3
gen A gen B gen A gen B

rezistentni fenotyp senzitivni fenotyp

Obrazek 7: Princip komplementa¢niho testovani homozygotnich mutanti

Pokud dojde ke kiizeni dvou mutantnich rostlin nesouci mutaci v rozdilném genu, bude mit F1hybrid fenotyp jako WT
rostlina a bude rezistentni (mutantl x mutant 2). K¥izenim dvou rostlin nesouci mutaci ve stejném genu vznikne F1
hybrid, jenz bude vykazovat senzitivni fenotyp (mutant 2 x mutant 3) (upraveno, Kruska, 2017)

Komplementac¢ni vyhodnoceni bylo provedeno na hybridnich semenech F; generace, jez byly
opét vysety na 1/2 MS médium se zebularinem a bez zebularinu. Vyhodnoceni probihalo po sedmi

dnech od vyseti semen, kdy byly znovu porovnavany primérné délky kofinku.

Prvni rostlinou, ktera se zucastnila komplementac¢niho kiizeni byla rostlina 9A-10 z toho divodu,
ze se fenotypové podobala senzitivni kontrolni rostliné smcéb-1. Vysledky komplementa¢niho

testovani jsou zobrazeny na Obrazek 8.
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Rezistentni rostlina Vybrany kandidat Senzitivni rostlina
W-35 9A-10 smcéb-1

- + - + - +

X X

F1: 9A-10 x W-35 F1: 9A-10 x smc6b-1

Rezistentni hybrid Senzitivni hybrid

Obrazek 8: Komplementaéni kiiZeni kandidatni rostliny 9A-10

Na obrazku jsou znazornény tydenni rostliny, jez rostly na 1/2 médiu bez zebularinu (-) a se zebularinem (+). K¥izenim
kandidatni rostliny 9A-10 s rezistentni rostlinou vznikl hybrid, jez byl rovnéz rezistentni. K¥izenim 9A-10 se senzitivni
rostlinou smc6b-1 majici stejny fenotypovy projev, vznikl hybrid jim podobny. Bylo zjisténo, ze 9A-10 nese tedy
mutaci v genu SMC6B.

Diky komplementaénimu testu bylo geneticky potvrzeno, ze 9A-10 nese mutaci v genu SMC6B,
jelikoz u jejich spole¢ného hybrida se projevily stejné fenotypové vlastnosti jako u jeho

progenitord. Stejny postup byl proveden i u linii 9A-30 a 9A-32, u téchto kandidatd byla rovnéz

geneticky prokazana mutace v genu SMC6B.

Dalsi komplementacni test byl uskuteénén na kandidatni linii 9A-2. Ta se senzitivni kontrolni
rostliné smc6b-1 nepodobala, tudiz se ptedpokladalo, Ze nese mutaci v jiném genu. Pro ovéfeni
viak byla opét kiizena jak srostlinou W-35, tak srostlinou smc6b-1. Vysledky

komplementac¢niho testu jsou znazornény na Obrazek 9.
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Rezistentni rostlina Vybrany kandidat Senzitivni rostlina
W-35 9A-2 smcéb-1

X X

F1: 9A-2 x W-35 F1: 9A-2 x smc6b-1

Rezistentni hybrid Rezistentni hybrid

Obrazek 9: Komplementaéni kiiZeni kandidatni rostliny 9A-2

Na obrazku jsou znazornény tydenni rostliny, jez rostly na 1/2 médiu bez zebularinu (-) a se zebularinem (+). Kiizenim
kandidatni rostliny 9A-2 s rezistentni rostlinou vznikl hybrid, ktery rovnéz vykazoval rezistenci. Ktizenim 9A-2 se
senzitivni rostlinou smc6b-1, vznikl rezistentni hybrid. Bylo zjisténo, ze 9A-2 nenese mutaci v genu SMC6B.

e

Komplementa¢ni kiizeni rostlin 9A-2 a smc6b-1 je typickym ptikladem analyzy, pti které se
zjist'uje, zda kandidat nese ¢i nenese mutaci ve stejném genu. Bylo zjisténo, Ze kandidatni linie

9A-2 nenese mutaci v genu SMCB6B, jelikoz jejich vysledny hybrid byl vii¢i zebularinu rezistentni.
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5.4 Validace mutace v genu SMC6B u vybranych kandidati

Pomoci komplementac¢nich testd byla zjisténa pravdépodobna ptitomnost mutace v genu SMC6B
u tii linii 9A-10, 9A-30 a 9A-32. Pro potvrzeni této mutace byl navrzen postup vyuzivajici
sekvenovani genu SMC6B u vybranych kandidati. Kvili tomu, ze postup nebyl zcela
optimalizovan a béhem analyzy by se mohly vyskytnout problémy, vyuzila jsem nasledujici
princip jen na kandidatni linii 9A-10. Zbylé rostliny se mély podrobit analyze az pti objasnéni

mutace V rostliné 9A-10.

Gen SMC6B ma celkovou délku 7894 bp a obsahuje 28 exonti, jeZ jsou ohrani¢eny UTR

(neptekladanymi) oblastmi. Struktura genu je znazornéna na Obrazku 10.

B A 2 8 8 i @ g '

Obrazek 10: Struktura genu SMC6B
Struktura genu SMC6B (AT5G61460.1) uvadéna na portalu TAIR (TAIR, 10)

V ramci této analyzy byla v programu Geneious (11.1.4.) vytvorena struktura genu SMC6B (viz
piiloha 1). Tento program umoziuje i vkladani primerd, znaceni danych oblasti atd. Kvuli
sekvenovani celého genu doslo k jeho rozdéleni na dil¢i oblasti, jez se nejprve amplifikovaly
pomoci PCR anasledné¢ sekvenovaly. Béhem experimentu byl tento princip nékolikrat

optimalizovan.

Pro ziskani PCR produkti pro sekvenovani, jsem nejprve vyuzila stejného postupu jako Karin
Kruska ve své disertaéni praci (2017), ktery obsahoval rozdéleni struktury genu, jenz je dlouhy
7894 bp, na 4 oblasti oznacenymi A—D. Ziskané PCR produkty se sekvenovaly ve firm¢ SEQme.
Pti hodnoceni vystupt ze sekvenovani bylo zjisténo, ze nebyly osekvenovany prekryvy a chybély
nekteré z kddujicich oblasti, ve kterych by se mohla nachazet kauzalni mutace. Ve zbylych
vystupech sekvenovani nebyla identifikovana z4dnd mutace. Proto byl tento postup
optimalizovan a zahrnoval rozdéleni genu SMC6B na 8 oblasti, A-H. Pro PCR amplifikaci
a sekvenovani bylo nutné navrhnout dodatecné primerové oligonukleotidy. Nové sekvenovani

tentokrat probéhlo na pracovisti UEB, avsak vystupni sekvence rovnéz nebyly dostacujici.

Novy navrzeny postup zahrnoval izolaci RNA a reverzni transkripci na ¢cDNA, ¢imz doslo ke
zmenSeni celkové sekvenované oblasti na velikost 3679 bp a k urychleni analyzy. AvSak béhem
tohoto experimentu se mi nepodatilo ziskat PCR produkty z cDNA, nebo jejich koncentrace byla

natolik mala, Ze by k sekvenovani nestacila.

Kompletni sekvenace genu SMC6B zahrnovala jeho rozdéleni na 12 oblasti, A-L. Vzhledem
k tomu, Ze tento postup vedl k ziskani kompletni sekvence genu SMC6B, bude popsan detailngji.
Pouzité oligonukleotidy, které slouzily k ziskani PCR produkti A—L, jsou uvedeny v Tabulka 7.

Pro PCR amplifikaci byla pouzita reakéni smés o celkovém objemu 20 pl (viz Tabulka 8).
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Podminky PCR amplifikace jsou uvedeny v Tabulka 9, pro jednotlivé produkty se amplifikace

1isi pouze v teploté nasedani primerovych oligonukleotidii, zbylé podminky zistaly neménné.

Tabulka 7: Oligonukleotidy pouzité pti amplifikaci danych oblasti genu SMC6B

Produkt Velikost produktu [bp] Primer forward Primer reverse
A 887 smceéb PCR_1fw smcéb PCR_Alrs
B 1249 smcbb_PCR_seg2fw smceéb _PCR_1rs
C 758 smcbb_PCR_seq2fw smcbb_PCR_seq2rs
D 2320 smceéb PCR_2fw smcéb _PCR_2rs
E 1389 smcbb_PCR_seg4fw smcéb _PCR_2rs
F 1446 smcéb_PCR_B3fw smcéb_PCR_Cl1rs
G 1731 smcéb_PCR_3fw smcbb_PCR_exonl7rs
H 1394 smcbb_PCR_seq7fw smcéb _PCR_3rs
I 1191 smcbb_PCR_exonl6fw smc6b_PCR_3rs
J 1580 smcéb_PCR_4fw smcbb_PCR_4rs
K 936 smcbb_PCR_seqlOfw  smc6b_PCR_4rs
L 662 smc6b_seqllfw smc6b_seqllrs

Tabulka 8: SloZzeni PCR reakéni smési pro amplifikaci genu SMC6B

Latka Objem 20 pl
5x PCR pufr 4 ul
DNA, cDNA 1l

Primer forward 2 ul

Primer reverse 2 ul
Polymeraza Phusion 0,75 ul

2 mM dNTPS 2ul
H20 8,45 ul

Tabulka 9: Podminky PCR amplifikace pro ziskani produkti A—L genu SMC6B

Proces Teplota [°C] Cas Pocet cykli
Pocate¢ni denaturace 98 4 min 1
98 30s
Produkty A, B, C, K, H
61 °C
PCR amplifikace Produkty £, F. G 30s 37
55 °C
Produkty D I, J, I, L
57°C
72 2 min
Zavérecna elongace 72 3 min 1
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Amplifikované PCR produkty byly separovany pomoci horizontalni elektroforézy v gelu
skladajiciho se z 1% agarozy, 1x TAE pufru a z piidavku 0,5 pl.ml" ethidium bromidu (EtBr).
Elektroforéza probihala pti pokojové teploté pod napetim 90 V. Pro orientacni stanoveni velikosti
fragmentd DNA byl pouzit GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder. Vizualizace produkti byla

zprostfedkovana pomoci UV transiluminatoru.

Ziskané PCR produkty byly nasledné purifikovany S vyuzitim souprav QIAprep Spin Miniprep
Kit nebo QIAquick Gel Extraction Kit, obé soupravy pochazely z firmy Qiagen. Gel Extraction
Kit byl vyuzit u vzorkd, které obsahovaly kromé vyzadujiciho amplifikovaného PCR produktu
i jiné nespecifické produkty. Pied samotnou purifikaci musel byt vyzadovany PCR produkt
vyfiznut z gelu, zvaZzen a rozpustén s piisluSnym mnozstvim pufru dodavanym od vyrobce, jenz
je soucasti soupravy. U vzorkd bez nespecifickych produktti byl vyuzit pro purifikaci Spin
Miniprep Kit. Postupovalo se vzdy dle instrukci vyrobce.

Purifikované PCR produkty se sekvenovaly ve firmé Macrogen a SEQme, avsak pred odeslanim
vzorkl bylo nutné PCR produkty zakoncentrovat. Jedna sekvena¢ni reakce vyzadovala smichani

5 ul zakoncentrované PCR s 5 ul uréitého primeru o koncentraci 10 pmol/ul.

Sekvenovanim byla ziskana kompletni sekvence genu SMC6B, ac¢koliv mezi 17. a 20. exonem
nedosahoval tento vystup vysoké kvality a ve ,trace file” chromatogramu ze sekvenovani byla
detekovana vétsi mira signalu pozadi, ktery v urCitych mistech pievySoval signal hlavni
a vyvozoval falesné vysledky. Po dikladné analyze vSech vystupt vSak nebyla objevena Zadna
mutace, ktera by se nachazela v kddujicich oblastech genu SMC6B. Priciny a divody tykajici se

tohoto vysledku jsou zahrnuty v diskusi.

Kwvuli ¢asové naro¢nosti prace a komplikacim v ramcei experimentu jsem se k identifikaci mutaci
u dalsich dvou kandidatnich linii (9A-30 a 9A-32) nedopracovala, avsak rada bych se této analyze

vénovala v ramci diplomové prace.
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5.5 Vytvoreni hybridni F2 generace kandidatii nesouci neznamé mutace

Jiz v kapitole 5.3 byla popsana identifikace mutaci na zakladé komplementa¢niho kiizeni. Na
ptikladu kiizeni linii 9A-2 a smc6b-1 bylo poukazano na to, jak lze odlisit neznamé mutace. Diky
komplementac¢nimu testu bylo zjisténo, ze rostlina 9A-2, ktera se jiz od pohledu fenotypové lisila
od senzitivni rostliny smc6-1b, nenese mutaci v genu SMC6B, jelikoz jejich vysledny hybrid byl

vici zebularinu rezistentni. Vysledek tohoto komplementaéniho testu je zobrazen na Obrazek 9.

Diky této analyze bylo mozné uvazovat, ze i zbyli, fenotypové odlisni kandidati nenesou mutaci
v genu SMC6B, tudiz dalsi komplementaéni testy s touto senzitivni rostlinou se jiz neprovadély.
Vysledek testu by byl totiz vzdy stejny a hybridni rostliny by vykazovaly rezistenci. Tito kandidati
byli kiizeni pouze s rostlinou W-35 pro ziskani mapovaci populace, ktera dale slouzi k identifikaci

mutaci v nezndmém genu.

Vybrani kandidati byli kiizeni s WT linii — W35, ktera je vici zebularinu rezistentni, coz vedlo
k ziskani hybridnich semen F; generace. Tato hybridni semena byla zasazena do média bez
zebularinu a po 1-2 tydnech ristu byly vyklicené rostliny pieneseny do zeminy. Hybridni Fy
rostliny se samosprasily, ¢imz doslo k ziskani semen F, generace, ktera se po sesbirani vysusila

a uskladnila pro dalsi analyzu.

Mapovaci populaci F; jsem vytvotila pouze pro dvé linie 9B-38 a 9B-43. Semena F, generace
jsem podrobila analyze na 1/2 MS médiu s 20 uM zebularinem. Ptiblizné ze 400 vykli¢enych
rostlin byly vybrany jen ty, které vykazovaly citlivost vii¢i zebularinu. Segregace pro recesivni
fenotyp by méla vychazet dle mendelovskych zakonitosti v poméru 1:3, avSsak v mém

experimentu ¢inila tato segregace 18 % u obou linii.

Hybridni F» generace 9B-43 x W-35 ze které byly vybirany rostliny tvotici mapovaci populaci je
zobrazena na Obrazek 11. Hybridni F»generace 9B-38 x W35 je zobrazena na obrazku 12.

Rezistentni rostlina Vybrany kandidat Senzitivni rostlina

W-35 9B-43 smc6b-1
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Cést F2 hybridni generace 9B-43 x W-53 rostouci na 20 pM zebularinu

Obrazek 11: F, hybridni rostliny 9B-43 x W-35

Na obrazku jsou zndzornény tydenni rostliny, jez rostly na 1/2 médiu bez zebularinu (-) a s 20 pM zebularinem.
Uvedeny jsou kontrolni nehybridizované rostliny — rezistentni kontrola W-35, kandidat 9B-43 a senzitivni kontrola
smc6b-1; hybridizované rostliny F2 generace W-35 x 9B-43 rostouci na 20 uM zebularinu. Bilé $ipky znaéi ¢ast rostlin,
které byly selektovany a slouzily k vytvoreni mapovaci populace.

Rezistentni rostlina Vybrany kandidat Senzitivni rostlina

W-35 9B-38 smc6b-1

Obrazek 12: F, hybridni rostliny 9B-38 x W-35

Na obrazku jsou zndzornény tydenni rostliny, jez rostly na 1/2 médiu bez zebularinu (-) a s 20 pM zebularinem.
Uvedeny jsou kontrolni nehybridizované rostliny — rezistentni kontrola W-35, kandidat 9B-38 a senzitivni kontrola
smc6b-1; hybridizované rostliny F2 generace W-35 x 9B-38 rostouci na 20 uM zebularinu. V bilém ramecku je
zaznaGena Cast rostlin, které byly selektovany a slouZily k vytvofeni mapovaci populace.
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Selektované senzitivni F» rostliny byly oéistény od média a semenného obalu, nasledné byly
ptreneseny do 2 ml zkumavek a slouzily k izolaci gDNA. Ziskané gDNA budou pouzity pro dalsi
vyzkum V navazujici diplomové praci, stejné jako ziskana hybridni F» semena kandidatnich

liniich, ktera jsou potiebna k vytvoreni mapovaci populace.
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6 DISKUSE

Vyzkum zaméfujici se na analyzu genii podilejicich se na opravach DNA-proteinovych crosslinki
na Ustavu experimentalni botaniky AV CR pod vedenim Mgr. habil. Ale$e Pedinky, Ph.D.
vyuziva principu SHORE mapovani fenotypovych mutantti. Tento vyzkum je jedine¢ny tim, ze
od samého zacatku experimentu neni znam zajmovy gen a nestuduji se jeho dopady zmén, jako
je tomu v reverzni genetice. Naopak vyuziva EMS mutagenizovanou populaci huseni¢ku rolniho
(Arabidopsis thaliana) a identifikuje zasazené geny selektivné diky senzitivité na

methyltransferazovy inhibitor zebularin.

Podobna metoda mapovani genti byla uplatnéna i v jinych vyzkumnych tymech. Britt a kolektiv
(1993) se zaméfili na identifikaci geni v EMS mutagenizované populaci husenicku rolniho,
pfiCemz mutagenizovand semena byla po vyseti vystavena UV-B zafeni (290-320 nm)
a sledovala se jejich senzitivita projevujici se malym ristem kotinkt. Vlivem mutageneze EMS
doslo k poskozeni riznych gentl, pricemz byly selektovany pouze rostliny, jejichZ genové mutace
zpusobily citlivost vi¢i UV-B zafeni. Mezi takto poSkozené geny pattily napt. geny podilejici se

na opravach pyrimidinovych dimerd.

Experimentalni ¢ast mé bakalafské prace navazovala na vyzkum Karin Krusky, ktera tento
vyzkum vykonavala v ramei své diserta¢ni prace (2017) v Max Planck Institute for Plant Breeding
Research v Koliné nad Rynem a obhajila na Ruhr University Bochum. Pro sviij vyzkum vyuzila
EMS mutagenizovana semena skupin oznacenych Cisly 1-8 z M generace. U vybranych
mutantnich kandidata identifikovala znamé mutace v genech SMC6B a KU70 jez maji typicky
fenotypovy projev. Charakterizovala jejich pri¢inu, pficemz vyuzivala komplementacni kiizeni
a sekvenovani. K identifikaci mutaci v nezndmych genech vyuzila mapovaci populace
a bioinformatickou analyzu. Mezi takto identifikované mutované geny pattil naptiklad gen
regulatoru telomerové elongace helikaza 1 (RTEL1), 0 které je znamo, Ze hraje Ustfedni roli pii

zachovani stability genomu.

Pro mij vyzkum byly vyuzity tfi skupiny mutagenizovanych semen M generace — 9A, 9B a 10A.
Tato semena byla vystavena G¢inkam 7,5 pM zebularinu, ktery byl ptidan do ristového média
1/2 MS. Po tydennim ristu se selektovala semena, jeZ vykazovala senzitivitu a slouZila pro ziskani
semen Mz generace na nichz probihala dalsi analyza hledajici kandidaty nesouci recesivni mutaci.
U ti rostlin pochazejici ze skupiny 9A byla zjisténa znama mutace nachazejici se v genu SMC6B,
kterd se u mutantnich rostlin po vystaveni ¢inidlu zebularinu projevuje typickym fenotypem —

extrémné kratkou délkou kotinku. Jednalo se o kandidatni linie 9A-10, 9A-30 a 9A-32.

Vseobecné strukturni stabilizujici ¢i udrzovaci komplexy chromozomu (Stuctural mainstenance
of chromosomes, SMC), jak je jiz patrno Z jejich ndzvu, jsou nezbytné pro organizaci, dynamiku

a stabilitu genomu. Komplex kohesinu (SMC1 a SMC3) zajistuje soudrznost sesterskych
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chromatid. Komplex kondenzinu (SMC2 a SMC4) kondenzaci chromozomt a SMC5/6 komplex
se zaméfuje na udrzeni stability genomu (Cobbe et Heck, 2004). Komplex SMC5/6 byl
identifikovan na zakladé citlivosti mutantd na genotoxicky stres. Z dal§ich vyzkumi zabyvajicich
se timto komplexem vyplyva, ze ma v bunkdch mnoho uloh. V rané fazi komplex udrzuje
pozastavené replikaéni vidlicky (RF) v konformaci, kterd umoznuje znovu jejich obnoveni
(Irmisch et al., 2009). Dalsi funkce ovliviiuje pozdni fazi rekombinace a muze rozvoliovat
toxické DNA struktury. Tato funkce vysvétluje vady v opravé DNA, jako jsou chybna segregace
chromozomti a nestabilita rDNA (Ampatzidou et al., 2006; Irmisch et al., 2009).

Komplex SMC5/6 se skladad ze dvou hlavnich slozek SMC5, SMC6, ktera je u husenicku
zastoupena dvéma geny SMCG6BA ¢i SMC6B. Kromé téchto podjednotek se uvnité komplexu
nachazi dalsich 6 ,,NON SMC* podjednotek uvadéné jako NSE. Komplex SMC5/6 je rozdélen
do tii subkomplexi: NSE2-SMC5-SMC6, NSE1-NSE3-NSE4 a NSE5-NSE6 (Palecek et al.,
2006). V modelu kvasinek Saccharomyces cerevisiae a Schizosaccharomyces pombe byly
objasnény funkce komponent a faktord, avSak u rostlin jsou tyto podjednotky stale cilem

vyzkumu zabyvajicich se piesnéj§i funkei a interakci (Watanabe et al., 2009).

Dimer SMC5-SMC6 ma funkci jako centralni kostra celého komplexu SMC5/6. Podjednotka
NSE2 se kovalentné vaze na SMC5 podjednotku a je spojovana s aktivitou SUMO ligazy, ktera
usnadnuje pfidani malého modifikatorového proteinu ke specifickym cilovym proteinim. SUMO
modifikace se podili na riznych bunécnych procesech, jako je regulace transkripce, apoptoza ¢i
stabilita proteinu. AvSak zda lze v8echny tyto procesy pfifadit pravé k NSE2, je stale predmétem
spekulaci (Andrews et al., 2005). Ac¢koliv je NSE2 podjednotka dulezita, nema jeji mutace na
husenicek zhoubné t¢inky. Mutanti jsou Zivotaschopni, av§ak maji vyrazny fenotyp projevujici
se snizenim rastu, deformovanymi listy, rostliny jsou sterilni nebo produkuji jen malé mnozstvi

semen.

Bé&hem mé analyzy genu SMC6B u kandidatni linie 9A-10 jsem nejprve provedla komplementacni
kiizeni s rostlinou smc6b-1, diky ¢emuz se potvrdilo, Ze senzitivni linie 9A-10 nese mutaci v genu
SMC6B.

Postup zaméfujici se na sekvenaci genu SMC6B byl nékolikrat béhem vyzkumu optimalizovan.
Efektivni postup zahrnoval rozdéleni genu na oblasti A—L (viz kapitola 5.4 ¢&i ptiloha 2).
Sekvenovani probéhlo ve firmé Macrogen a ve firmé¢ SEQme. Béhem tohoto sekvenovani jiz byla
ziskana cela sekvence genu, ackoliv mezi 17. a 20. exonem nedosahoval tento vystup vysoké
kvality a ve ,trace file“ chromatogramu ze sekvenovani byla detekovana vétsi mira signalu
pozadi. Tento signal pozadi v urcitych mistech mirn¢ ptevysoval signal hlavni a vyvozoval
falesné¢ vysledky. Po dukladné analyze vSech vystupli vSak nebyla objevena Zadnd kauzalni

mutace, kterd by se nachdzela v kodujicich oblastech genu. Pro ovéteni tohoto trvzeni vSak bude
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jesté nutné znovu osekvenovat oblast mezi 17. a 20. exonem a zamezit signalim pozadi jinou

volbou purifikace.

Pokud by ziskané vysledky ze sekvenovani potvrdily nepfitomnost mutace mezi témito exony, je
mozné uvazovat nad tim, Ze hledana mutace se miize nachazet v promotorové oblasti genu, coz
je regulacni oblast, na kterou nasedd RNA polymeraza a dal§i proteiny, které podmitiuji
rozvolnéni dvousroubovice DNA a pocatek transkripce. Pokud by rostliny nesly mutaci
v promotoru, mély by snizenou ¢i zcela zastavenou transkripci. Pro analyzu této mutace by se
vyuzila reverzni transkripce a kvantitativni PCR. Nasledné by byla sekvence promotoru

osekvenovana a z vystupi sekvenovani by se v této oblasti hledala mutace.

Dalsi variantou je, ze komplementa¢ni kiizeni kandidatni linie 9A-10 a smc6b-1 nebylo
provedeno spravné a mohlo dojit u rostliny 9A-10 ke samospraseni, coz by indukovalo ,,fale$né
pozitivni“ vysledek. Tato moznost je méné pravdépodobna, jelikoz proces komplementa¢niho
k¥iZeni probiha pod lupou, pfiemz jsou kvéty s pestiky kontrolovany jak v den emastikulace, tak

i v den, kdy dochazi ke spraseni s odlisnou rostlinou.

Ackoliv se mi nepodatilo pfesné urcit pticinu mutace u linie 9A-10, navrzeny optimalizovany
postup sekvenovani genu SMC6B muize poslouzit pro zjisténi mutace v kandidatnich liniich 9A-
30 a9A-32, které dle komplementa¢nich testi rovnéz nesou mutaci v genu SMC6B. Jejich

analyzou bych se chtéla zabyvat v ramci navazujici diplomové prace.

Pro identifikaci mutaci v neznamém genu bylo nutné kandidaty podrobit komplementa¢nimu
kiizeni s WT rostlinou W-35. Hybridni F1 generace se nechala samospfasit a vedla k ziskani
semen F» generace. Tato semena byla vysuSena a uskladnéna pro dalsi analyzu. U dvou rostlin
9B-38 a 9B-43 jsem z hybridnich semen F» pomoci selekce ziskala gDNA pro mapovaci populaci.

Ziskany material bude rovnéz slouzit k dal§imu vyzkumu v navazujici diplomové praci.

44



7 ZAVER

V ramci vyzkumu pod vedenim Mgr. habil. Alese Pedinky, Ph.D. na Ustavu experimentalni
botaniky AV CR, jsem si osvojila metody a principy, které se vyuZivaji pro mapovani geni.
Kromé prohloubeni znalosti tykajicich se této problematiky, jsem byla schopna ze ziskanych
poznatkli navrhnout a optimalizovat postup vlastni experimentalni analyzy a rovnéz jej aplikovat
v praxi. Diky tomu, jsem Se naucila samostatné pracovat V laboratofi. Ve vyzkumu jsem vyuzila
nejen biologické a genetické metody, jako je komplementacni kiizeni, ale také molekularni —
izolace DNA, izolace RNA, PCR amplifikace a purifikace produkti, ¢i reverzni transkripce atd.,
nebo také metody bioinformatické — navrzeni struktury gent, primerovych oligonukleotidd

a analyza vystupnich sekvenci ze sekvenovani.

Cilem mé prace bylo ptispét k identifikaci gent, které se podileji na opravach DNA-proteinovych
komplext u modelové rostliny huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana). Pro tuto analyzu jsem
vyuzila EMS mutagenizované rostliny, jez byly selektovany na médiu s pfidavkem
metyltransferazového inhibitoru zebularinu, ktery se kovalentné vaze na DNA-metyltransferazy

a tvofi DNA-proteinové crosslinky, které zabranuji spravné expresi genii a opravé DNA.

V ramci vyzkumu jsem objevila tii nové alely nesouci mutaci v genu SMC6B (u lini 9A-10, 9A-
32 a 9A-30). Pro jejich identifikaci jsem vyuzila komplementacni kiiZzeni se senzitivni kontrolni
rostlinou smcéb-1. Dale jsem se snazila objasnit pfi¢inu mutace v kandidatni linii 9A-10, av§ak
z vysledka sekvenovani se mi kauzalni mutaci v kodujicich oblastech genu SMC6B nepodafilo
nalézt. Je zde moZnost, Ze hledanid mutace se miize nachazet v oblasti promotoru. Pro toto tvrzeni

vsak bude nutné provést dalsi experimenty.

U rostlin nesoucich mutace zpusobujici citlivost k DNA-proteinovym crosslinkiim v neznamych
genech vedl vyzkum k =ziskdni F2 hybridnich semen pro mapovaci populaci pomoci
komplementaéniho kiizeni s nemutagenizovanou rostlinou W-35 (Col-0). Ziskany material bude

slouzit k dal§im vyzkumtm.
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