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1 UVOD

U rostlin, jakozto sesilnich organismt, existuji rizné mechanismy adaptace na vné&jsi
podminky zahrnujici rychlé regulace enzymové aktivity a expresi gent. Jeden z takovych
mechanismi jsou kaskady mitogen-aktivovanych proteinkinas (MAPK), které jsou
ptitomny ve vSech eukaryotickych organismech. MAPK se u rostlin zapojuji do regulace
vyvoje, rastu, programovatelné bunééné smrti a ucastni se odpovédi na rtizné podnéty
z okolniho prostiedi jako zmény teplot, UV zafeni, sucho nebo piitomnost patogent.
Kazda MAPK kaskada se sklada minimalné ze 3 kinas: mitogen-aktivovana proteinkinasa
kinasa kinasa (MAP3K), mitogen-aktivovana proteinkinasa kinasa (MAP2K)
a mitogen-aktivovana proteinkinasa (MAPK). Signal z receptoru je piendSen aktivaci
jednotlivych kinas pomoci fosforylace az na konecny substrat. Deaktivace pienosu
signalu je zprostiedkovana pomoci MAPK fosfatas (MKPs), které kinasy defosforyluji,
a tim ukoncuji signalizaci (Jonak et al., 2002; Zhang et al., 2006; Colcombet a Hirt, 2008).
Mitogen-aktivovana proteinkinasa 3 (MPK3) patii mezi nejstudovanéjsi MAPK, ktera se
zapojuje predevSim pii plsobeni abiotickych stresii, a to oxidativniho, osmotického,
stresu z tézkych kovl nebo z nizkych teplot, ale také pii stresu biotickém zptsobeném
patogeny (Colcombet a Hirt, 2008; Smékalova et al., 2014; Wang et al., 2014).

Technologie CRISPR/Cas9 patifi mezi nejnovéjsi metody upravy genomu pomoci
programovatelnych nukleas. Vyuziva komplexu nukleasy Cas9 a navadéci RNA (single
guide RNA), ktera navadi nukleasu na zakladé komplementarity bazi na pozadovany tisek
DNA. Cas9 nukleasa vytvaii v DNA tzv. dvojité zlomy, které jsou nasledné opravované
mechanismy bunky. Pfi téchto opravach muze dojit ke vzniku mutace v sekvenci DNA.
Vyhodou této technologie oproti star§im metodam je relativné snadné piiprava konstruktt
pro komplex Cas9/sgRNA (Jinek et al., 2012; Gaj et al., 2013). Tato technologie ma
velky aplikaéni potencidl predev§im v medicin€ jako ndstroj pro genovou terapii nebo
v zeméd¢lstvi pro piipravu kvalitngjSich a odolné&jsich plodin (Doudna a Charpentier,
2014).

Tato bakalafska prace pojedndva o charakterizaci mutanta mitogen-aktivované
proteinkinasy 3 z A. thaliana s oznacenim mpk3-5, ktery byl pfipraven technologii
CRISPR/Cas9.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Mitogen-aktivované proteinkinasy (MAPKS)

Jelikoz rostliny nemohou uniknout pted nepfiznivymi podminkami prostiedi, ve kterém
ziji, vyvinuly se u nich obranné mechanismy k reakci a adaptaci na ménici se podminky.
Tyto adaptace zahrnuji rychlou a dynamickou regulaci v enzymatické aktivité
a modifikaci v expresi gend. Jednim ztéchto mechanismi je signalni draha
mitogen-aktivovanych proteinkinas (MAPKs). MAPKSs jsou komplexy ptitomné ve vSech
eukaryotickych bunkéach, tedy u vSech rostlinnych, zivoc¢isnych a houbovych organismad.
Pomoci MAPKSs je rostlina schopna reagovat na vnéjsi stimuly z prosttedi, napft. biotické

a abiotické stresy (Colcombet a Hirt, 2008).

2.1.1 Kaskada mitogen-aktivovanych proteinkinas

Fosforylace a defosforylace je nejbéznéjsi posttransla¢ni tiprava proteini. Celkem 30 %
proteint v buice je fosforylovano a je znamo, ze 5 % genomu zelenych rostlin koduje
proteinkinasy (Arabidopsis Genome Initiative, 2000; International Rice Genome
Sequencing Project, 2005). Z toho piiblizné 10 % vSech proteinkinas je zahrnuto
V MAPK signaliza¢ni drdze. MAPKs vytvaii kaskady, pomoci nichZ jsou jednotlivé
MAPKSs fosforylovany, a tim aktivovany (Colcombet a Hirt, 2008).

MAPK kaskady se skladaji minimaln¢ ze tfi kinas (Obr. 1): mitogen-aktivované
proteinkinasy kinasy kinasy (MAP3K, MAPKKK nebo MEKK), mitogen-aktivované
proteinkinasy kinasy (MAP2K, MAPKK nebo MKK) a mitogen-aktivované
proteinkinasy (MAPK nebo MPK) (Jonak et al., 2002) (Obr. 1). MAPK kaskada zacina
fosforylaci MAP3K (serin-threonin kinasa), ktera fosforyluje bud’ serin nebo threonin
v motivu S/T-X35.S/T MAP2K. Ta dale specificky fosforyluje aminokyseliny threonin
a tyrosin konzervovaného motivu T-X-Y nachéazejici se u MAPK. MAPK miZze
pokracovat ve fosforylaci substratii, jako jsou dal$i kinasy nebo transkrip¢ni faktory
(Colcombet a Hirt, 2008) (Obr. 1).

Rostlina mize MAPK signalni drdhou regulovat mnoho bunécnych pochodd,
mezi které patii diferenciace, bunééné déleni nebo genova exprese, a tim se adaptovat
na ménici se vn&jsi podminky Zivotniho prostedi (Zhang et al., 2006; Colcombet a Hirt,
2008).
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Obr. 1 Pfenos signalu pomoci MAPK kaskady. Receptor zachyti stimul z vnéjsiho prostiedi
a preda signal fosforylaci serinu nebo threoninu na MAP3K. Ta dale fosforyluje serin nebo
threonin v motivu MAP2K, ktera fosforyluje threonin a tyrosin nachazejici se v motivu MAPK.
Signal je dale prenasen fosforylaci z MAPK na kone¢né substraty, kterymi mohou byt dalsi kinasy
nebo transkripéni faktory.

2.1.2 Regulace kaskady mitogen-aktivovanych proteinkinas

Mezi kinasami v MAPK kaskadé existuji interakce, které jsou zprostiedkované pomoci
tzv. scaffold proteind (Obr. 2A). Scaffold proteiny jsou proteiny schopné interagovat se
vSemi komponenty MAPK drahy, a tim je regulovat. Mohou dané ¢ésti piiblizit
a naorientovat k sob¢ nebo se pfimo ucastnit prenosu signalu informace (Brown a Sacks,
2009). Scaffold proteiny mohou puisobit jako pozitivni nebo jako negativni regulatory
MAPK signalni drahy (Garrington a Johnson, 1999).

Ukonceni MAPK signalizace je zajisténo MAPK fosfatasou (MKP) (Colcombet a Hirt,
2008) (Obr. 2B). MAPK fosfatasy zajist'uji defosforylaci aktivovanych (fosforylovanych)
MAPK:Ss a slouzi tak jako negativni regulatory pienosu signalu pomoci MAPK kaskady.
Je znamo, ze faktory aktivujici MAPK kaskadu mohou aktivovat i MKPs (Kondoh a
Nishida, 2007; Patterson et al., 2009).
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Obr. 2 Regulaéni mechanismy kaskady mitogen-aktivovanych proteinkinas. (A) Scaffold
proteiny mohou interagovat se vSemi komponenty MAPK kaskady. Mohou pfiblizovat dané
kinasy k sobg, a tim usnadnit pfenos signalu, nebo se p¥imo zapojit do pfenosu signalu jako jedna
z komponent MAPK kaskady. Scaffold proteiny mohou puisobit jako pozitivni, ale i jako
negativni regulatory MAPK kaskady. (B) MAPK fosfatasy deaktivuji MAPKs pomoci
defosforylace, coz zptisobi ukonéeni pfenosu signalu MAPK drahou. MAPK fosfatasy slouzi jako
negativni regulatory MAPK kaskady.



2.1.3 Mitogen aktivované proteinkinasy kinasy kinasy (MAP3Ks)
Genom Arabidopsis koéduje 80 MAP3Ks (Ichimura et al., 2002), coz je mnohem vice
V porovnani s po¢tem MAP2Ks a MAPKs. Jedna MAP2K tak mize byt fosforylovana
1 n¢kolika riznymi MAP3Ks. Je zde mnohem vétsi variabilita v jednotlivych skupinach
(Champion et al., 2004).

Mitogen aktivované proteinkinasy kinasy kinasy mizeme délit na tii hlavni skupiny:
MEKK-like kinasy, Raf-like kinasy a ZIK-like kinasy. MEKK-like kinasy spolu
s Raf-like kinasami funguji jako MAP3Ks u rostlin, kdezto ZIK-like kinasy se u rostlin
nevyskytuji. Struktura MAP3K je specificka dlouhou terminalni oblasti N- nebo C-konce,
patrné kvuli regulaci a pfipojeni MAP2K a MAPK (Colcombet a Hirt, 2008).

MEKK-like kinasy mtizeme dale d¢lit na 4 podskupiny (A1-A4). Skupina Al zahrnuje
MAP3K1-4, ktera je aktivovana naptiklad suchem, vysokou salinitou a dotykem
(Mizoguchi et al., 1996). Do skupiny A2 fadime MAP3Ka a MAP3KY, o jejichz funkci
vSak nebyly doposud zjistény blizsi informace (Ichimura et al., 2002). Do skupiny A3
patii ANP1-3 (Arabidopsis NPK1-related protein kinase 1-3), které obsahuji regula¢ni
misto na C-konci a hraji dilezitou roli pii cytokinezi, oxidativnim stresu a auxinové
odpovédi (Kovtun et al., 1998, 2000; Nishihama et al., 2001). Skupina A4 obsahuje
MAP3Kel a MAP3Ke2, které jsou specifické mnohonasobné del§im C koncem a tcastni
se regulace déleni bunék (Jouannic et al., 1999).

Raf-like kinasy se dé€li do dvou skupin (B-C). Skupina B obsahuje 8 kinas. Mezi
nejznaméjsi patiti CTR1 (Constitutive Triple Response 1) a EDR1 (Enhanced Disease
Resistance 1), které se ucastni signalizace vyvolané ethylenem nebo obrannou reakci proti
onemocnéni (Kieber et al., 1993; Frye et al., 2001). Skupina C obsahuje pouze dv¢
proteinkinasy ptitomné u Arabidopsis: ATN1-like (Atropinl-like) a MRK1 (Arabidopsis
MLK/Raf-related protein kinase 1) (Ichimura et al., 2002).

2.1.4 Mitogen-aktivované proteinkinasy kinasy (MAP2K3s)

V genomu Arabidopsis je kdédovano pouze 10 MAP2KSs, z ¢ehoz vyplyva, Ze jedna
MAP2K mitize aktivovat vice MAPKSs. Tato skute¢nost ma za nasledek aktivaci riiznych
MAPKSs a jejich propojeni béhem pienosu informace. Sekvence fosforylaéniho mista
u rostlinnych MAP2Ks je S/TxxxxxS/T. Vyjimku tvoii sekvence MKK10 u Arabidopsis
zapti¢inéna deleci tii aminokyselin v tomto motivu (Ichimura et al., 2002). Na N-konci
MAP2K se nachazi ptipojovaci misto pro odpovidajici MAPKs (Bardwell a Thorner,
1996). MAP2Ks mizeme rozdélit do ¢tyi skupin (A-D) podle sekvence a struktury
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(Ichimura et al., 2002). V genech pro MAP2Ks skupin C a D nejsou obsazeny introny
(Bardwell a Thorner, 1996).

Skupina A MAP2Ks zahrnuje MKK1 a MKK2, které aktivuji MPK4. MKKI je
aktivovana riznymi abiotickymi stresy (Matsuoka et al., 2002). Dale zde patii MKKS6,
ktera se ucastni regulace bunécného déleni (Calderini et al., 2001).

Do skupiny B fadime MKK3, kter4 navic obsahuje na C-konci doménu nuklearniho
transportniho faktoru 2. Jednd se o maly protein, ktery je nezbytny pro pienos
makromolekul z jadra a do jadra. (Quimby et al., 2000).

Skupina C se zapojuje do odpovédi na riizné stresy a aktivuji MAPKSs ze skupiny A
(Kiegerl et al., 2000). Radime sem pouze dvé MAP2Ks: MKK4 a MKKS5 (Ichimura et
al., 2002).

Posledni skupina D obsahuje ctyiti MAP2Ks: MKK7, MKK8, MKK9, MKK10
(Ichimura et al., 2002). Tyto MAP2KSs se zapojuji do ruznych bunécnych dé&ji, napf.
transportu auxinu, senescence listil, biosyntézy ethylenu a odpovédi na zasoleni (Dai et
al., 2006; Xu et al., 2008; Zhou et al., 2009).

2.1.5 Mitogen-aktivované proteinkinasy (MAPKS)

V genomu Arabidopsis je kddovano 20 MAPKs, které muzeme rozdélit do skupin A-D
podle sekvence a aminokyselinového motivu TxY dané kinasy. Skupiny A, B a C
obsahuji aminokyselinovy motiv TEY, zatimco skupina D obsahuje motiv TDY
(Ichimura et al., 2002).

Skupina A zahrnuje MPK3, MPK6 a MPK10. Tato skupina je nejvice zapojena
do enviromentalni a hormonalni odpovédi na bioticky a abioticky stres. Napiiklad exprese
genu MPKS3 je vyvoland enviromentidlnim stresem a protein MPK3 je aktivovan
oxidativnim stresem (Mizoguchi et al., 1996).

Skupina B se zapojuje do odpovédi na enviromentalni Stres a bunécné déleni. Do této
skupiny patii MPK4, MPK5, MPK11, MPK12 a MPK13 (Petersen et al., 2000).

O skupiné C zatim nejsou znamé dostatecné informace. Z této tfidy je nejznaméjsi
MPK?7, kterda ma vliv na cirkadialni rytmus u rostlin. Dale jsou zde zafazené MPK1,
MPK2 a MPK14 (Bogre et al., 1999).

Posledni skupina D obsahuje osm MPKs: MPK8, MPK9, MPK15, MPK16, MPK17,
MPK18, MPK19 a MPK20 (Ichimura et al., 2002). Na rozdil od skupin A, B a C nema
tato skupina CD doménu (common docking domain) na C-konci (He et al., 1999;

Schoenbeck et al., 1999). CD doména slouzi jako pftipojovaci misto pro MAPKK,
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fosfatasy a proteinové substraty (Tanoue et al., 2000). Obsahuje kysela a hydrofobni
residua, ktera jsou dulezita naptiklad pfi vzniku interakce s pozitivné nabitou D doménou
MAPKK (Tanoue et al., 2000; Enslen a Davis, 2001). Dalsim rozdilem je, Ze mitogen
aktivované proteinkinasy skupiny D maji vyrazné delsi N-konce (60-80 aminokyselin).
Navic u MPKS8 a MPK9 se na N-koncich vyskytuji regiony bohaté na serin (MPKS)
a kyselinu glutamovou (MPK9) (He et al., 1999; Schoenbeck et al., 1999).

2.1.6 Mitogen-aktivovana proteinkinasa 3 (MPK3)

Jak jiz bylo zminéno, MPK3 je MAPK patfici do skupiny A a v aktivani smycce je
ptitomen motiv TEY, ktery je fosforylovan pti aktivaci MPK3 (Ichimura et al., 2002).
MPK3 je jedna z nejvice zapojenych proteinkinas v abiotickém stresu u Arabidopsis
thaliana (Colcombet a Hirt, 2008). MPK3 hraje dulezitou roli pfi stresu osmotickém,
oxidativnim, chladovém a v pfitomnosti t¢Zkych kovt (Smékalova et al., 2014), a reaguje
také na ptitomnost bakterialniho flagellinu (Wang et al., 2014).

Studie z roku 2005 identifikovala 48 latek aktivovanych MPK3, z toho 26 substrati je
spoleénych i pro MPK6 (Feilner et al., 2005). Ob¢& tyto MAPKs jsou zapojené
do odpovédi na stres osmoticky, oxidativni, z nizkyh nebo vysokych teplot a pfi napadeni
rostliny patogenem (Smeékalova et al., 2014; Xu et al., 2016). Jsou také zapojeny
do vyvoje pylu, pylové lacky a biosyntézy ethylenu (Hahn a Harter, 2009; Guan et al.,
2014a, 2014b). MPK3 i MPK6 je aktivovana MKK4, MKK5, MKK7 a MKK9 (Hahn
a Harter, 2009; Smékalova et al., 2014).

Defosforylovand (deaktivovand) MPK3 se nachdzi voln€ v cytoplasmé, ale

po fosforylaci (aktivaci) pfechazi do jadra, kde déale fosforyluje napf. transkripéni faktory

(Ahlfors et al., 2004; Colcombet a Hirt, 2008).

2.1.6.1 Uloha MPKS3 p¥i oxidativnim stresu

Oxidativni stres vznika pfi nadbytku reaktivnich kyslikovych radikald (Reactive Oxygen
Species, ROS) v buiice, které se tvofi jako meziprodukty pii aerobnim metabolismu
a vznikaji pfi riznych abiotickych stresech (Suzuki et al., 2011, 2012).

Mezi ROS zahrnujeme superoxidovy radikal (-Oz ), hydroxilové radikaly (-OH)
a peroxid vodiku (H20). Peroxid vodiku (H202) sice neni volny radikal a je slabSim
oxida¢nim ¢inidlem nez volny superoxidovy radikal (-O2 ), ale v pfitomnosti
ptfechodnych kovl (napt. Zelezo a méd’) muze byt oxidovan na extrémné reaktivni

a toxicky hydroxilovy radikal (-OH) pomoci Fentonové reakce (Son et al., 2011).



ROS jsou v bunééném systému za normalnich podminek deaktivovany antioxida¢nimi
proteiny, jako je superoxiddismutasa (SOD), katalasa, glutathionperoxidasa, thioredoxin
a glutathion (GSH) (Son et al., 2011). Pii nizké koncentraci hraji ROS dileZitou funkci
jako sekundarni poslové pii bunécné signalizaci a regulaci a jejich hladiny jsou
kontrolovany praveé antioxidaénimi enzymy (Stoner et al., 2008). Pii zvysené koncentraci
ROS v buiice dochazi ke zminovanému oxidativnimu stresu, pii kterém se tvoii vice
oxidantli, nez je buiika schopna pomoci antioxidacnich enzymu odstranit a postupem casu
muze byt dana bunka poSkozena (Thannickal a Fanburg, 2000; Valko et al., 2007).

Oxidativni stres vznikd v rostliné hlavné pfi osmotickém stresu a intoxikaci tézkymi
kovy a ozonem (Miles et al., 2005, 2009; Liu et al., 2010; Kim et al., 2011). Ve vétsing
ptipadi ROS aktivuji kaskadu, jejiz soucasti je MPK3 a MPK6, ale i MPK4 (Pitzschke et
al., 2009; Lumbreras et al., 2010).

Studie z roku 2004 odhalila gen OXI1 (Oxidative signal-induciblel) (Obr. 3), ktery je
zapojen do aktivace MPK3/MPK6 pii oxidativnim stresu. Tento gen koduje
serin/threonin kinasu, ktera je esencialni pii aktivaci MPK3/MPK6 pii hromadéni ROS
(Rentel et al., 2004). Aktivace MPK3/MPK6 pies H202 byla ovétena testovanim oxil
mutantd. Z vysledkt vyslo najevo, ze gen OXI1 je nezbytny pro aktivaci téchto dvou
MAPKSs. Protein OXI1 se zapojuje i do rezistence proti virulentnim patogentim a je
dulezity pti kontrole ristu kofenovych vlasku (Rentel et al., 2004).

Jak jiz bylo feceno, akumulace ROS vyvolavajici oxidativni stres miiZe byt spuSténa
pusobenim tézkych kovii, napt. kadmiem (Cd) (Obr. 3). Pomoci méteni kinasové aktivity
a koncentrace vznikajicich ROS byly identifikovany dvé MPKs aktivované Cd, konkrétné
MPK3 a MPKG6 (Liu et al., 2010).

Dtlezitym proteinem regulujicim aktivitu MAPKSs pfi oxidativnim stresu je fosfatasa
MKP2 (Obr. 3). MKP2 patii mezi dvojité-specifické fosfatasy, které deaktivuji MPK3
a MPK6 defosforylaci fosfothreoninovych a fosfotyrosinovych residui (Camps et al.,
2000). U¢inek této fosfatasy byl zkouman ve studii z roku 2007, ve které bylo potvrzeno,
ze inaktivace MPK3 a MPK6 fosfatasou MKP2 vede k vétsi toleranci k oxidativnimu
stresu (Lee a Ellis, 2007).

Dalsim regulatorem aktivity MPK3 pii oxidativnim stresu u Arabidopsis je MKK5
(Obr. 3), ktera reguluje aktivitu superoxiddismutasy (SOD) pfi tvorbé ROS (Miles et al.,
2009; Xing et al., 2013).

Dalsi protein ovlivitujici MPK3 pfi oxidativnim stresu je jiz zminéna MAP3K

nazyvana ANP1 (Arabidopsis NPK1-related protein kinase 1) (Obr. 3), ktera je
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aktivovana pomoci H20; a déle fosforyluje MPK3 a MPK6. Vysledkem této kaskady
je exprese tzv. gent reagujicich na stres chranicich rostlinu pfi stresovych podminkach.
Aktivovand ANPI1 také inhibuje promotor reagujici na pfitomnost auxinu, ¢imz

zpomaluje bunéény cyklus (Kovtun et al., 2000).

e ' osmoticky
tézkeé ko
vy ozon stres

metabolismus

Pt

—— aktivace

— inaktivace

Obr. 3 Tvorba reaktivnich kyslikovych radikala a jejich funkce pti aktivaci MAPKs. Reaktivni
kyslikové radikaly (ROS) se tvofi jako meziprodukty metabolismu, pfi intoxikaci tézkymi kovy
nebo ozonem a pii osmotickém stresu. Hromadici se ROS aktivuji MAP3Ks OXI1 (Oxidative
signal-induciblel) a ANP1 (Arabidopsis NPK1-related protein kinase 1). Kinasy OXI1 a ANP1
fosforyluji MPK3 pfes danou MAP2K, kterd nebyla doposud identifikovana. MPK3 je
pri oxidativnim stresu fosforylovana i MKKS5. Defosforylace MPK3 probiha pomoci fosfatasy
MKP2, ktera deaktivuje MPK3, a tim dochazi k ukonc¢eni pienosu signalu.



2.2 Programovatelné nukleasy a iiprava genomu

Zmény genomu v organismech, které neni mozné provést piimou manipulaci
pfes homologni rekombinaci, mohou byt dosazeny zavedenim dvojitych zlomi
(double-strand breaks, DSBS) v pozadovaném misté (Puchta et al., 1996). Tyto zlomy
jsou poté opravovany bunécnymi procesy, pii kterych miize dojit ke vzniku mutace, jako
je napiiklad inzerce nebo delece ¢asti genu (Symington a Gautier, 2011). Pro indukci
dvojitych zlomi v pozadovaném mist¢ DNA je potieba programovatelna nukleasa, ktera
stépi DNA pouze specificky (Voytas, 2013; Puchta a Fauser, 2014). Jsou znamy Ctyfi
druhy programovatelnych nukleas: modifikované meganukleasy, nukleasy zinkovych
prsti (zinc-finger nucleases, ZFNSs), transcription activator-like nukleasy (TALENS)
a nukleasy typu CRISPR/Cas (Colleaux et al., 1986; Carroll, 2011; Mahfouz et al., 2011;
Lietal., 2012).

ZFNs a TALENs obsahuji tandemové repetice v DNA-vazebnych doménach, které
mohou byt naprogramovany k rozpoznani specifické sekvence DNA. Vysledkem je tak
navadéni chimerické nukleasy na misto zajmu, kde dojde ke vzniku DSBs, a tim k mozné
pozadované mutaci. Nevyhodou téchto dvou typt programovatelnych nukleas je nutnost
ptipravit chimericky protein ke kazdé cilové sekvenci DNA, coz ptfedstavuje relativné
zdlouhavy a obtizny proces. Z tohoto diivodu maji TALENs a ZFNs pouze omezenou
vyuzitelnost (Jinek et al., 2012).

Technologie CRISPR/Cas je nejnovejsi z vySe zminénych technologii. Systém
vyuziva kratké tzv. single guide RNA (sgRNA) knavadéni endonukleasy Cas9
K ur¢itému komplementarnimu mistu v sekvenci DNA. Pfi této technice je vyhodou Sirsi
specifita nukleasy a pfiprava pouze sgRNA na rozdil od pfipravy celého proteinu

u technologii TALENs a ZFNs (Jinek et al., 2012; Gaj et al., 2013).
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2.2.1 Technologie ZFNs
Nukleasy zinkovych prstd (Zinc-finger nucleases, ZFNs) byly prvni synteticky

pfipravené programovatelné nukleasy odvozené od transkripcnich faktorti s motivem
zinkovych prsti (Kim et al., 1996). ZFNs se skladaji ze dvou domén, z nichz jedna slouzi
pro navazani na DNA a druha pro stépeni DNA za vzniku DSBs. Pfi konstrukci nukleas
zinkovych prsti se vyuziva restrikéni enzym typu IIS FokI, u kterého jsou piitomny
domény pro vazbu na DNA a jeji $tépeni (Li et al., 1992). Doména pro $t€peni nevykazuje
zadnou sekvencovou specifitu, ale samotné¢ S$tépeni muze byt naprogramovano
nahrazenim domény pro navazani (Kim a Chandrasegaran, 1994; Kim et al., 1996, 1998).

Nejcastéji se vyuzivaji ZFNs s Cys2-His2 doménou, coZ jsou bézné typy vazebnych
motivl nalezenych v eukaryotech, a =zastupuji druhou nejrozsitenéjsi kodujici
proteinovou doménu v lidském genomu (Beerli a Barbas, 2002). Struktura zinkového
prstu je tvotena a-helixem a p-skladanym listem, mezi kterymi se nachazi vazebné misto
pro atom zinku. Tento a-helix je tvofen 30 aminokyselinami (Pavletich a Pabo, 1991) a
pomoci aminokyselin na povrchu a-helixu se vazebna doména nukleasy vaze na triplet
bazi ve velkém zlabku DNA (Liu et al., 1997) (Obr. 4).

Dulezita pro vznik DSBs je stépici doména FokI (Obr. 4), ktera musi dimerizovat jesté
pred Stépenim DNA (Bitinaite et al., 1998; Smith et al., 2000). Dimerizace je nezbytna,
protoze samotny monomer neni aktivni a pokud se navaze na DNA, nedochézi ke stiihu
(Carroll, 2011). JelikoZz samotny dimer tvofen Fokl doménami je spojen pouze slabou
interakci, k docileni stfihu je potieba vytvotreni dvou setl zinkovych prsta (Obr. 4). Kazdy
set se ptipoji linkerem k monomerni stiihaci doméné Fokl a pokud se oba sety prsti
navazou do sousedici sekvence DNA, vysoka koncentrace FokI domény v jednom misté
uleh¢i dimerizaci a nasledné 1 stfih. N€kolik studii prokéazalo, Ze optimalnim uspotadanim
je pouziti kratkého linkeru o velikosti 5-6 bp mezi doménou FokI a doménou zinkovych
prstu (Bibikova et al., 2001; Héndel et al., 2009; Shimizu et al., 2009).
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Obr. 4 Tlustrace nukleasy typu zinkového prstu (ZFN) po navazani na vlakno DNA a dimerizaci.
ZFNs se sklada z DNA-vazebné domény a stépici domény. Vazebna doména je tvofena motivy
zinkovych prstt, které jsou spojené do tandemu za sebou. Kazdy zinkovy prst reaguje se tremi
nukleotidy a specificky se tak vaze na DNA vlékno. Stépici doména je tvofena endonukleasou
FokI. Pii dimerizaci dochazi ke spojeni dvou endonukleas FoKI, teprve poté miize dojit ke §tépeni
DNA za vzniku DSBs. Po §tépeni dojde k uvolnéni ZFN z vlakna DNA (pfevzato z Mahfouz et
al., 2014).

2.2.1.1 Vyuziti technologie ZFNs

Obecné jakykoliv gen mize byt upraven pomoci spravné navrzenych ZFNs. Rozpoznéni
urcité sekvence pomoci nukleasy zinkovych prsti zavisi pouze na kompatibilit¢ s DNA
a mechanismy opravy DNA. ZFN muze byt do zivoéisnych bun€k vnesena napiiklad
injekéné ptimo do embrya ve formé mRNA. Timto zpisobem byli pfipraveni knock-out
mutanti zebficky (Danio rerio) a také tak byl upraven genom krys (Geurts et al., 2009;
Mashimo et al., 2010) a mysi (Carbery et al., 2010; Meyer et al., 2010).

Vyzkumy pro klinické vyuziti ZFNs se zamétuji pfedevs§im na terapeutické aplikace.
Jednou z takovych aplikaci je knock-out mutace genu CCRS, ktery tvoii protein fungujici
jako kofaktor viru HIV-1. Bylo zjisténo, ze pacienti bez tohoto proteinu vykazuji
rezistenci k onemocnéni AIDS po infekci virem HIV. Metoda zahrnuje izolaci prekurzort
T-bunék, efektivni mutagenezi CCR5 genti pomoci ZFN, expanzi bun¢k a reimplantaci
takto upravenych bun¢k zpét do donora. Tato metoda je povazovéana za prvni moznou
aplikaci ZFNs k terapeutickym t¢elam (Urnov et al., 2010; Carroll, 2011).

Aplikace ZFNs na hospodarské plodiny je prozatim ve fazi vyvoje. Pomoci
modelového organismu Arabidopsis thaliana se zkoumaji rizné moznosti vyuziti ZFNs
u dalsich rostlinnych druht (Carroll, 2011). Prozatim byla technologie ZFNs vyuzita
u tabaku a kukufice, kde byly modifikovany buniky kalusu, ze kterych nasledné regeneruje

cela rostlina (Shukla et al., 2009; Townsend et al., 2009).
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2.2.2 Technologie TALENSs

Nukleasy typu TALEN jsou vytvafeny spojenim transkripénich aktivacnich efektort
(transcription  activator-like effectors, TALEs) se $tépici doménou tvofenou
endonukleasou FokKI stejné jako v piipadé ZFNs (Christian et al., 2010; Mahfouz et al.,
2011; Miller et al., 2011) (Obr. 5). TALEs jsou pfirozené tvoteny fytopatogenni bakterii
rodu Xanthomonas. TALEs jsou sekretovany bakterii do rostlinnych bunék, kde jsou
schopny pieprogramovat transkripéni mechanismus hostitele (Boch a Bonas, 2010).
Utinkuji v bunééném jadfe, kde se vazi na promotory genti rezistence nebo citlivosti
na danou bakterii a upravuji jejich expresi (Romer et al., 2009).

TALEs proteiny jsou tvofeny doménou pro sekrecni signdl typu III vazanou
na N-konci, dale doménou obsahujici jaderny rozpoznavaci signal na C-konci a acidickou
aktiva¢ni doménou (acidic activation domain, AAD) a doménou vazajici se na DNA
(DNA-binding domain, DBD) (Bogdanove a Voytas, 2011). Centralni DBD je slozena
z aminokyselinovych repetic o délce 33-35 AMK, které¢ se lisi v zavisloti na typu TALE.
V kazdé repetici jsou na pozici 12 a 13 obsazeny tzv. hypervariabilni dvojité zbytky
(repeat variable diresidues, RVDs), které urcuji vazebnou specifitu k jednomu nukleotidu
v cilené sekvenci DNA (Boch et al., 2009). Vazebna specifita TALE na DNA miZe byt
upravena prizpliisobenim repetic vyuzivajicich RVD specifitu, jejich poctem a poradim
(Cermak et al., 2011). Syntetické TALEs mohou byt pouzity pro piipravu chimérickych
nukleas, transkrip¢nich aktivatorQ a represorti a maji prokazané vyuziti jak v rostlinnych,
tak i v zivocisnych bunkach (Cermak et al., 2011; Mahfouz et al., 2011, 2012; Hickey et
al., 2012; Liu et al., 2014).

Pro spravnou funkci TALEN je opét dilezita dimerizace FOKI domén, aby mohlo dojit
ke Stépeni obou vldken DNA. Proto se pouZzivaji zarovenl dvé nukleasy typu TALEN
(Obr.5), které se musi navazat na protilehla vlakna DNA ve spravné orientaci
a s dostate¢nou vzdalenosti (Li et al., 2011; Mahfouz et al., 2011). Velikost mezery mezi
jednotlivymi monomery homodimeru (monomery se stejnymi TALE proteiny) nebo
heterodimeru (monomery s riznymi TALE proteiny) zalezi na délce linkeru, ktery
spojuje Stépici doménu s TALE proteinem (Obr. 5). Bylo prokazano, Zze nejvhodné&jsi
z hlediska efektivity je délka linkeru v rozmezi 12-30 para bazi (Christian et al., 2010;
Bedell et al., 2012).
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Obr. 5 llustrace nukleasy typu TALEN po navézani na vlakno DNA a dimerizaci. TALEN
(transcription activator-like effector nuclease) se sklada z TALE DNA-vazebné domény a Fokl
Stépici domény. Specificita vazby je uréena hypervariabilnimi zbytky (repeat variable diresidues,
RVDs) na 12. a 13. AMK, kazdy RVD urcuje specificitu k jednomu nukleotidu. TALE protein a
FokI nukleasa je spojena pomoci linkerové sekvence, kterd urCuje velikost mezery mezi
jednotlivymi monomery tvoiici homodimer (monomery se stejnymi TALE proteiny) nebo
heterodimery (monomery s riznymi TALE proteiny). Pro §tépeni obou vlaken DNA je dulezita
dimerizace Fokl domén, proto se vyuziva par TALENSs vazajicich se na protilehla vlakna DNA.
Po vytvoreni dimeru kolem cilové sekvence FOKI nukleasa §tépi obé vlakna DNA za vzniku
dvojitych zloma (double-strand breaks, DSBs) a poté se odpoji (ptevzato z Mahfouz et al., 2014).

2.2.2.1 Vyuziti technologie TALENS

Technologie TALENs byla nejprve zkouSena na zivocisnych modelovych organismech
jako je octomilka, zebiicka, Skrkavka (Wood et al., 2011), Zaba, mys, krysa a prase
(Sander et al., 2011; Tesson et al., 2011; Wood et al., 2011; Carlson et al., 2012; Lei et
al., 2012; Liu et al., 2012). Dale byla tato technologie vyuzita na Gpravu genomu krav,
cvrékd a bource moruSového (Carlson et al., 2012; Ma et al., 2012; Watanabe et al.,
2012). Diky této technologii vznikly nové modely organismu, které mohly byt vyuzity
pro studium lidskych onemocnéni. Napiiklad inaktivace LDL (Low Density Lipoprotein,
lipoprotein s nizkou hustotou) receptorového genu u prasat umoznila studium familiarni
hypercholesterolémie (Carlson et al., 2012).

Kromé zivocisnych organismi byla technologie nukleas typu TALEN pouzita
k ptipravé knock-out mutantti Arabidopsis a dale k ziskani sazenic ryze rezistentnich
k infekci bakterii Xanthomonas (Cermak et al., 2011; Li et al., 2012).

Mezi medicinské aplikace technologie TALEN patii pfiprava modifikovanych bunék
pro vyzkum piedevsim geneticky podminénych chorob (Joung a Sander, 2013). Jedna
z moznych aplikaci této technologie je pfiprava geneticky upravenych T-bunék
imunitniho systému. Takto upravené bunky vytvaii chiméricky receptor (Chimeric
Antigen Receptor, CAR) rozpoznavajici specificky antigen pfitomny na B-bunkach

pii onemocnéni akutni lymfoblastickou leukemii (B-ALL buiky). Tato mozna aplikace
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byla schvalena v USA Ufadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (Food and Drug
Administration, FDA) v roce 2017 (FDA, 2017; Qasim et al., 2017).

2.2.3 Technologie CRISPR/Cas9

CRISPR/Cas9 technologie je odvozena od bakterialniho imunitniho sytému nazyvaného
CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) (Jinek et al., 2012).
Jsou znamy tfi faze adaptivni imunity bakterii. V prvni fazi po napadeni bunky virem
dochazi k inserci kratké invazni DNA zvané spacer sekvence (spacer DNA) do CRISPR
oblasti vlastniho genomu. V druhé fazi dochazi k transkripci téchto regiont za vzniku
crRNA (CRISPR RNA), ktera tvoii komplex s tracrRNA (transactivating crRNA)
za vzniku sgRNA (single guide RNA). Tato sgRNA poté vytvaii komplex s Cas9
nukleasou, kterou navadi do mista urceni na zakladé komplementarity bazi. V posledni
fazi dochézi k ptimému $tépeni invazivni nukleové kyseliny pomoci Cas nukleasy v misté
komplementarnimu k SgRNA (Makarova et al., 2011a, 2011b). Funk¢éni CRISPR-Cas
lokus tedy obsahuje spacer DNA pochazejici z invazivni DNA, ktery kdduje crRNA,
a operony CAS genti kddujici komponenty pro Cas nukleasu. Podle spacer DNA ptitomné
v CRISPR lokusu je potom mozné uréit, ktery virus napadl danou bakterii (Andersson
a Banfield, 2008; Sun et al., 2013).

Jak jiz bylo feceno, technologie CRISPR/Cas9 vyuziva nukleasu Cas9 (Jinek et al.,
2012). Jedna se o multifunkéni protein skladajici se ze dvou domén nazyvanych HNH
a RuvC (Makarova et al., 2002; Bolotin et al., 2005; Haft et al., 2005; Makarova et al.,
2006) (Obr. 6). Doména HNH stépi vlakno DNA, které je komplementarni k 20
nukleotidové sekvenci sgRNA a doména RuvC naopak $tépi protéjsi vldkno DNA
(Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012). Jak uz bylo zminéno, Cas9 nukleasa je
navadéna na pozadované misto pomoci sgRNA, ktera je tvofena podjednotkami crRNA
a tractrRNA. Podjednotka tracrRNA je dilezitd pro maturaci crRNA. Navadéci sgRNA
zajiStuje dvé dulezité funkce: obsahuje 20 nt dlouhou sekvenci na 5” konci (soucast
crRNA), kterd se napojuje na DNA vldkno, a dvouvldknovou strukturu na 3" konci
(soucast tracrRNA), ktera se vaze na Cas9 nukleasu (Jinek et al., 2012) (Obr. 6). Pro
spravné navazani Cas9 nukleasy na cilovou DNA je dulezitd pfitomnost tzv. motivu
ptiléhajiciho k protospaceru (protospacer adjacent motif, PAM) o velikosti 3 bp v cilové
sekvenci DNA. Tento motiv hraje dulezitou roli v rozpoznani DNA pomoci komplexu
Cas9/sgRNA (Obr. 6). PAM motiv se sekvenci NGG se nachdzi na vlaknu se stejnou

sekvenci, jakou ma sgRNA. Pokud neni pfitomen, nedojde k navazani Cas9 nukleasy na
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pfislusnou sgRNA, dokonce ani v piipad¢ uplné komplementarity sgRNA s vldknem
DNA (Anders et al., 2014; Sternberg et al., 2014).

Cely proces tvorby dvojitych zloml zacina navazanim 20 bp sgRNA
na komplementarni misto v sekvenci DNA. Poté dojde k piipojeni Cas9 nukleasy
na sgRNA. Cas9 nukleasa rozstépi obé vlakna DNA pomoci svych podjednotek, ¢imz
dojde k tvorbé DSBs. Cely proces je ukonc¢en odpojenim komplexu Cas9/sgRNA a jeho
rozpadem. Dvojité zlomy v DNA jsou nasledné opravovany bunéénymi mechanismy,
¢imz mohou vznikat rizné typy mutaci v sekvenci DNA (Cong et al., 2013; Li et al.,
2013; Mali et al., 2013).

Existuji specifické metody pro vlozeni Cas9 a jeji sgRNA do zivociSnych bunék
a tkani. Jednou z nich je pfimé vlozeni Cas9/sgRNA komplexu do bunék pomoci
nukleofekce nebo pies penetracni peptidy (Kim et al., 2014; Ramakrishna et al., 2014).
Do rostlinnych bun¢k se konstrukty CRISPR/Cas9 systému vkladaji do zarodecnych

bunék pomoci transformace Agrobakteriem (Katavic et al., 1994).

Cas9

RuvC

PAM

Illlllllllllll“ T

¢
-

Obr. 6 Model komplexu CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats). Technologie CRISPR/Cas9 vyuziva nukleasu Cas9, ktera vytvaii komplex s navadéci
RNA (single guide RNA, sgRNA), pomoci které je cely komplex ptivadén na cilovou sekvenci
DNA. Komplex je nejdiive pfipojen na zakladé¢ komplementarity pomoci sgRNA k sekvenci
DNA (protospacer), poté je rozpoznan PAM motiv (protospacer adjacent motif) a pokud je
ptitomen, nukleasa Cas9 se napoji podjednotkou RuvC k vlaknu s PAM motivem a podjednotkou
HNH k vlaknu protéjsimu. Poté Cas9 vytvorti dvojity zlom v sekvenci DNA, a nakonec je cely
komplex CRISPR/Cas9 odpojen (pfevzato z Mahfouz et al., 2014).

) seRNA
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2.2.3.1 Historie CRISPR/Cas technologie

Pritomnost systému CRISPR byla poprvé popsana u bakterie Escherichia coli v roce 1987
(Ishino et al., 1987) (Obr. 7). Pozdg&ji byla jeho piitomnost prokazana také u jinych
bakterii a archea, proto se védci zacali zajimat o jeho funkci pii pravé DNA a regulaci
gend (Mojica et al., 2000; Makarova et al., 2002; Guy et al., 2004). Pralomovy byl rok
2005, kdy byly objeveny spacer sekvence v CRISPR systému virového a plasmidového
puavodu (Bolotin et al., 2005; Mojica et al., 2005; Pourcel et al., 2005) (Obr. 7). Pozd¢&ji
byl také objeven transkripéni lokus CRISPR a geni CAS kodujici nukleasy a helikasy,
coz vedlo k potvrzeni, ze CRISPR/Cas systém funguje jako imunitni mechanismus proti
invazivni DNA (Jansen et al., 2002; Bolotin et al., 2005; Haft et al., 2005; Pourcel et al.,
2005) (Obr. 7). Tyto objevy poté vedly k vyuziti CRISPR/Cas systému v bakteriich
pii imunizaci proti fagim, coz se d4 povazovat za prvni biotechnologickou aplikaci této
metody (Barrangou a Horvath, 2012). Napt. v roce 2008 se vyzkum zamé&fil na piesné
fungovani CRISPR/Cas systému a crRNA jako navadéciho systému Cas proteinli
u bakterii Escherichia coli a Staphylococcus epidermidis (Brouns et al., 2008; Marraffini
a Sontheimer, 2008).

2010
Typ Il CRISPR/Cas
zlomy v DNA 2011 N
tracrRNA souéasti
o CRISPR/Cas typu Il
Vyvoj metody 2005-2006
CRISPR/Cas CRISPR obsahuje viralni 2011
1987 sekvence, identifikace Cas9 je cas gen potfebny pro
Popis CRISPR CAS genu, hypotézy ochrannou funkci typu Il
(5 (5 <5 2012
E(F;?S?PR/Cas o CRISPR/Cas9 a RNA navadéné
1985-1991 N J RNA endonukleasy
Objeveni ZFN bakterialni
imunitni system
1979 1996-2003 2009-2010
Nahrada genu v VyuZiti ZFN pro TAL efektory,
kvasinkach Gpravu genomu TALE nukleasy 2013
o o é 6 o ('IaSB-RN.A urfwoanJe“speufuil‘(ou
2003 a dile upravu lidskych bunék a dalSich
1989-1994 vy ot eukaryot
Zlom v DNA opraven Roziiteni vyu2|t|'
NHEJ, HDR tZF‘Ns ['JI'O g'enove
inZzenyrstvi 2010 a ddle
1985.1986 Rozsifeni vyuiZiti )
. TALENSs pro genové
Uprava genomu inzenyrstvi
| tlovéka pomoci HDR

Obr. 7 Vyvoj genového inZenyrstvi a metody CRISPR/Cas zobrazujici dulezité milniky
ve vyzkumu v obou oblastech. Vyvoj genového inZenyrstvi a metody CRISPR/Cas se spojil
vroce 2012 pti objevu funkce CRISPR/Cas9 jako RNA navadéné endonukleasy (pievzato
z Doudna a Charpentier, 2014).
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2.2.3.2 Vyuziti CRISPR/Cas9 technologie

CRISPR/Cas9 technologie byla pouzita napf. pii ipraveé genomu lidskych embryonalnich
buné¢k ledvin 293 (HEK293), bun¢k osteosarkomu (U20S) nebo imortalizovanych bunék
myelogenni leukémie (K562). Déle byla tato technologie vyuzita na upravu genomu
modelovych organismi z Zivoc¢isné i rostlinné fiSe, jako jsou mysi, krysy, octomilky,
hlistice, mloci, zaby, dokonce i opice. V rostlinné¢ biotechnologii byl systém
CRISPR/Cas9 vyuzit pro upravu Arabidopsis, ryze, pSenice, ¢iroku, tabaku a také hub
rodu Kluyveromyces a Chlamydomonas. Tato technologie nasla své uplatnéni také
v biomedicing, kde byla pouzita na modifikaci organoidii, coz jsou malé jednoduché verze
organui pfipravené in vitro, dale na lidské embryonalni kmenové buiky
a indukované pluripotentni kmenové bunky (Doudna a Charpentier, 2014).

Technologie tpravy genomu pomoci CRISPR/Cas systému ma v budoucnu Siroké
uplatnéni napf. v genové terapii pii 1é¢bé zadvaznych onemocnéni Clovéka, také pii
zlepSeni kvality a odolnosti zemé&délskych plodin, pfi syntéze biologickych latek umélou
cestou (synteticka biologie), nebo pfi sterilizaci komar k zamezeni jejich pfemnozeni

a prenosu nemoci (Doudna a Charpentier, 2014).
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2.3 Modelovy organismus Arabidopsis thaliana
Dvoudélozna rostlina Arabidopsis thaliana neboli huseni¢ek rolni patiici do Celedi
brukvovitych (Brassicales) je pouzivana jako modelovy organismus pro vyzkum
v mnoha oblastech (Meyerowitz a Somerville, 1994). Vyhodou této rostliny je kratky
zivotni cyklus trvajici 6-8 tydni, dale snadna kultivace v in vitro i in vivo podminkach
a také velké mnozstvi semen, které dokaze vyprodukovat jedna rostlina (asi 5000)
(Meinke et al., 1998). V neposledni fad¢ je velmi vyhodna samospra$nost, diky které 1ze
jednoduse kiiZit rostliny pfenesenim pylu na bliznu. Zivotni cyklus Arabidopsis za¢ina
klicenim semen, pokracuje vyvinem ruzice rostliny a stonku, kvetenim a kon¢i maturaci
prvnich semen (Obr. 8). Zakladni ekotypy pouzivané pro genetické a molekularni studie
jsou ekotypy Columbia (Col-0) a Landsberg erecta (Ler) (Meinke et al., 1998).

Arabidopsis je az 20 cm vysoka rostlina s typickymi bilymi kvéty o délce 2 mm. Kvét
se sklada z osmi listl, Ctyt kaliSnich a ¢ty okvétnich. Stied kvétu je tvoren Sesti tyCinkami
tvoticimi pyl a centralniho gynecea, které tvoti plody zvané Sesule. Kazda Sesule obsahuje
velké mnozstvi semen, kterd mohou byt az 0,5 mm velké. Velmi jednoduchou stavbu maji
koteny, které se déli na jeden hlavni kofen a z n¢ho vyrlstajici kofeny postranni.
Arabidopsis vytvaii rizice pfizemnich listl v priméru Siroké 2 az 10 cm. Listy jsou
typické vyskytem jednobunécnych trichomt, které se pouzivaji ke studiu bunécné
diferenciace a morfogeneze. Pfiblizné€ po tiech tydnech od kliceni se zacne vyvijet stonek
a kvét (Meinke et al., 1998) (Obr. 8).

Cely genom Arabidopsis byl kompletné sekvencovan v roce 2000. Bylo zjisténo, Ze je
sloZzen z 26 000 gent seskupenych do 5 chromozomt, ale pocet funk¢nich proteint je

zna¢né mensi (Fink, 1998; Fransz et al., 1998; Arabidopsis Genome Initiative, 2000).
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Obr. 8 Zivotni cyklus a fenotyp modelové rostliny Arabidopsis thaliana. (A) Arabidopsis thaliana
ekotyp Col-0 v riznych vyvojovych fazich od kliceni semene, pies vegetativni rist (do 39. dne)
aZ po reprodukéni rast (45. den) a starnuti rostliny (59. den). (B) Kvét Arabidopsis thaliana ma
Vv primeéru 2 mm, je typicky svou bilou barvou, je sloZen ze 4 kalisnich a 4 okvétnich listkd a stred
kvétu obsahuje 6 tyCinek a centralni gyneceum. (C) Typické pylové zrno ma velikost do 30 pm.
(D) Plodem Arabidopsis thaliana jsou SeSule, které tvoii velké mnoZstvi semen (pfevzato
z Kramer, 2015).
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3 EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material

3.1.1 Pouzité pristroje

Analytické vahy (XA 110/2X) (RADWAG, Polsko)

Automatické pipety (Eppendorf, Némecko)

Centrifugy (ScanSpeed 1730R Refrigerated microcentrifuge) (Beckman Coulter
Microfuge® 16, USA)

Dokumentaéni zatizeni Geldoc™ MP (BioRad, USA)

Fytotron (Weiss Gallenkamp, UK)

Horizontalni agarosova elektroforéza (Bio-Rad)

Inkubacni termoblok (Bioer Thermocell Cooling & Heating Block CHB 202)
Laboratorni digestoi (M 1200) (MERCI, USA)

Magneticka michacka (MSH-420) (BOECO, Némécko)

Mikrocentrifugy (FVL-2400N Combi-Spin, Mini-Centrifuge/Vortex; Benchmark
MyFuge™ Mini) (Benchmark Scientific, USA)

pH metr (PC 2700, Eutech Instruments)

Predvazky (S1502, BEL Engineering, Italie)

Spektrofotometr pro méfeni koncentrace proteinti (Beckmen Coulter DU 730 Life
Science UV/Vis Spectrophotometer) (Beckman Coulter)

Spektrofotometr pro méteni koncentrace DNA a RNA (Thermo Scientific NanoDrop™
Lite Spectrophotometer) (Thermo Scientific, USA)

Thermocycler (MyCycler™ Personal Thermal Cycler Bio-Rad) (BioRad)

Ttepacka (BioSan Multi rocker shaker MR-12) (Biosan, Lotyssko)

Zatizeni pro ptipravu MilliQ vody (Millipore SIMSV0001 Simplicity UV
WaterPurification System) (Merk, Némecko)

Vertikalni elektroforéza SDS-PAGE (Bio-Rad)

3.1.2 Software pro zpracovani vysledki
ImageLab (Bio-rad)
ApE — A plasmid editor
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3.1.3 Enzymy a chemikalie

Herbicid na selekci

e fosfinotricin (Duchefa, Nizozemi)

Barviva
e 6x Gel Loading dye (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Midori green DNA Staining Solution (Genetics, Némecko)

e Bradfordovo ¢inidlo (Serva, Némecko)
Standardy pro elektroforézu

e GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)
e Precision Plus Protein™ Dual Colour Standards (Bio-Rad, USA)

Chemikalie na PCR a RT-PCR

e DreamTag polymerasa, 10x DreamTaqg PCR MasterMix pufr (Thermo Scientific,
USA)

e M-MLYV reverzni transkriptasa, M-MLV pufr (Promega, USA)

e Phire ® Hot Start DNA polymerasa I, 2x Phire ® Plant PCR pufr s nukleotidy
(Thermo Scientific)

e DNasa I, 10x Reaction Buffer with MgCl, (Thermo Fisher Scientific)

e RNasin® Ribonuclease Inhibitor (Promega)
Protilatky pouzité na Western blot

e Primarni protilatka proti MPK3 produkovana v kralikovi (rabbit anti-MPK3)
(Sigma-Aldrich, USA)
e Sekundarni protilatka proti krali¢i primarni protilatce produkovana v koze (goat

anti-rabbit) znacena kienovou peroxidasou (HRP) (Novex™, USA)
Substraty a inhibitory na Western blot

e Clarity™ Western ELC Blotting Substrates (Bio-Rad)
e inhibitory fosfatas a proteas — Complete™, DTT, Pefablock, PhoStop™ (Roche,
Svycarsko)

Pouzité Kity
e QIAquick PCR Purification Kit (250) (QIAGEN, Nizozemsko)
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Ostatni chemikalie

Agarosa (Sigma-Aldrich), 1-brom-3-chlor-propan (BCP) (Sigma-Aldrich), hovézi sérovy
albumin (BSA) (Sigma-Aldrich), dry milk blocker (Sigma-Aldrich), kyselina
ethylendiamintetraoctova (EDTA) (Sigma-Aldrich), 70 % ethanol, 96 % ethanol, fluorid
sodny (Sigma-Aldrich), guma gellan (Sigma-Aldrich), glycerol (Sigma-Aldrich),
hydroxid  draselny  (Sigma-Aldrich), chlorid hofecnaty  (Sigma-Aldrich),
2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonova kyselina (HEPES) (Duchefa),
chlorid sodny (Sigma-Aldrich), isopropanol (Sigma-Aldrich), 4x Laemmli pufr
(Bio-Rad),  p-merkaptoethanol  (Sigma-Aldrich),  methanol  (Sigma-Aldrich),
2-(N-morfolino)ethansulfonova kyselina (MES) (Sigma-Aldrich), Murashige — Skoog
médium bez vitamin (Duchefa), peroxid vodiku (Sigma-Aldrich), phytoagar (Sigma-
Aldrich), Ponceau S, sacharosa (Sigma-Aldrich), tris(hydroxymethyl)aminomethan
(Tris) (Sigma-Aldrich), Tween 20 (Sigma-Aldrich)

3.1.4 Slozeni médii a roztoka

3.1.4.1 Kultivaéni média

% Murashige & Skoog (2 MS) medium bez vitaminu (1 )

e 2,2 g Murashige-Skoog bez vitamint
e 1gMES

e 10 g sacharosy

e 6 g gumy gellan (0,6 %)

Doplnéno milliQ dH20 na celkovy objem 1 1, pH 5,8 upraveno pomoci KOH

(0,2M; 1M) pied pfidanim gumy gellan, sterilizovano autoklavovanim.

% Murashige & Skoog (2 MS) medium bez vitaminua s fytoagarem (1 1)

e 2,2 g Murashige-Skoog bez vitamint
e 1gMES

e 10 g sacharosy

e 6 g fytoagaru (0,6 %)

Doplnéno milliQ dH20 na celkovy objem 1 1, pH 5,8 upraveno pomoci KOH

(0,1M; 1M) pied pridanim gumy gellan, sterilizovano autoklavovanim.
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Selekéni 2 Murashige & Skoog (2 MS) medium bez vitaminit (1 1)

e 2,2 gMurashige-Skoog bez vitamint
e 1gMES

e 10 g sacharosy

e 69 gellan gum (0,6%)

e 50 uM fosfinotricin

Doplnéno milliQ dH20 na celkovy objem 1 1, pH 5,8 upraveno pomoci KOH (0,1M; 1M)
pfed pfidanim gumy gellan, sterilizovano autoklavovanim. Po sterilizaci ptidan

fosfinotricin na vyslednou koncentraci 50 pM.

%, Murashige & Skoog (2 MS) medium bez vitaminu s piidavkem H202 (1 1)

e 2,2 g Murashige-Skoog bez vitamin
e 1gMES

e 10 g sacharosy

e 6 g phytoagaru (0,6%)

e 6 mM H0O;

Doplnéno milliQ dH20 na celkovy objem 1 1, pH 5,8 upraveno pomoci KOH (0,1M; 1M)
pted pfiddnim gumy gellan, sterilizovano autoklavovanim. Po sterilizaci ptidan H20>

na vyslednou koncentraci 6 mM.
3.1.4.2 Roztoky a gely
50x TAE pufr pro agarosovou elektroforézu (1 1)

o 242 gTris
e 57,1 ml ledové kyseliny octoveé

e 100ml0,5M EDTA (pH 8,0)
1x TAE pufr pro agarosovou elektroforézu (1 1)

e 20 ml50x TAE
e 980 ml dH20

24



1 % Agarosovy gel na gelovou elektroforézu (100 ml)

e 1 gagarosy
e 100 ml 1x TAE pufru

Po rozpusténi agarosy piidano barvivo Midori green DNA Staining Solution

(5 ul/200 ml gelu).

Pufr E pro extrakci proteini (100 ml)

e 1,19 g HEPES, pH 7,5 (NaOH)
e 0,43 g NaCl

e 0,038gEGTA

e 0,0095 g MgCl;

e 0,004 g NaF

e 10 % glycerol

Pted pouzitim ptidany inhibitory proteas a fosfatas (na 1 ml pufru E)

e 1ulIMDTT

e 20 ul 0,1M Pefablock
e 20 ul Complete™

e 100 pl PhoStop™

10x elektrodovy pufr (1 1)

e 309Tris
e 144 gglycinu
e 109gSDS

1x elektrodovy pufr (11)

e 100 ml 10x elektrodového pufru
e 900 ml dH20

10x transferovy pufr (1 1)

e 30gTris
e 144 gglycinu
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1x transferovy pufr (11)

e 100 ml 10x transferového pufru
e 100 ml methanolu
e 800 ml dH2O

10x TBS pufr (1 1)

o 2429gTris/HCl, pH 7,4
e 82,89 NaCl

IXx TBS - T pufr

e 100 ml 10x TBS
e 1 mlTween 20
e 900 ml dH.O

Ponceau S (100 ml)

e 1 mg Ponceau S rozpustény ve 100 ml 5 % kyselin¢ octové

3.1.5 Rostlinny material

Arabidopsis thaliana — ekotyp Columbia (Col-0)

Arabidopsis thaliana — mutant mpk3-5, generace T2, heterozygotni linie 2/27

Arabidopsis thaliana — mutant mpk3-5, generace T2, heterozygotni linie 2/30
Arabidopsis thaliana — mutant mpk3-4/2 (SAIL_873_G05, (Sessions et al., 2002)
Arabidopsis thaliana — mutant mpk3-1 (SALK 151594, (Alonso et al., 2003)
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3.2 Metody

3.2.1 Povrchova sterilizace semen A. thaliana

Povrchova sterilizace semen A. thaliana byla provedena ve flowboxu. K sementim
odsypanym do ¢isté 1,5 ml mikrozkumavky byl napipetovan 1 ml 70 % ethanolu,
ve kterém byla semena ponechdna 5 min za mirného tfepani. Nésledné byl ethanol
odpipetovan, k sementim byl napipetovan 1 ml 96 % ethanolu a semena v ném byla
inkubovéna 1 min opét za mirného tfepani. Po uplynuti této doby byla semena promyta
v 1 ml sterilni dH20O 2x5 min. Nakonec byla semena napipetovana na Petriho misku
s filtranim papirem a po uschnuti filtracniho papiru byla miska se semeny uzaviena

pomoci parafilmu a ulozena do lednice.

3.2.2 Vysev semen na Petriho misku

Semena jednotlivych linii Arabidopsis byla ve flowboxu vyseta na Petriho misky
obsahujici sterilni 2 MS médium. Petriho misky byly poté uzavieny lepici prodySnou
paskou a ulozeny pies noc do lednice (4 °C) kvuli probéhnuti procesu stratifikace.
Nésledujici den byly Petriho misky se semeny pieneseny do fytotronu a kultivovany
ve vertikalni nebo horizontalni poloze pfti teploté 23 °C v rezimu 16 hod svétlo/8 hod tma

po ruzné dlouhou dobu v zavislosti na experimentu.

3.2.3 Selekce mutanti Arabidopsis mpk3-5

Mutantni linie Arabidopsis mpk3-5 generace T2 byly selektovany na Y2 MS médiu
s obsahem 50 uM fosfinotricinu. Pro selekci mutantnich rostlin byly pouzity 14denni
semenacky rostouci na kontrolnim médiu bez obsahu fosfinotricinu, kterym byl sterilné
odstfizen listek a pfenesen na selekéni médium. Takto pfipravend miska s odstfiZenymi
listky byla kultivovana v horizontdlni poloze po dobu 7 dni. Po této dobé& bylo
vyhodnoceno, ktery semenacek obsahuje pozadovany konstrukt pro CRISPR/Cas9
s genem rezistence na fosfinotricin. Vysledky selekce byly zdokumentovany

na fotoaparat.
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3.2.4 Genotypizace vyselektovanych mutanti mpk3-5

3.2.4.1 Extrakce gDNA

Genomova DNA (gDNA) byla extrahovana z vyselektovanych 3tydennich semenackt
mutanti mpk3-5 pomoci Phire Plant Direct PCR kitu nasledujicim zptusobem.
Ze semenacku byl odsttihnut list, ktery byl vlozen do 0,6 ml mikrozkumavky obsahujici
20 pl diluéniho pufru a rozmélnén pomoci Spicky. Takto pfipravené vzorky byly
ponechany minimalné 1 hod na ledu a vyextrahovana gDNA byla nésledné pouzita jako

templat pro PCR.

3.2.4.2 Polymerasova retézova reakce (PCR)

Do 0,2 ml mikrozkumavky byla pfipravena reak¢éni smés obsahujici 25 ul 2x Phire Plant
PCR pufru s nukleotidy, 0,5 uM primer F a 0,5 uM primer R, jejichZ sekvence je uvedena
v Tab. 1. Reakce byla doplnéna deionizovanou vodou pro PCR na celkovy objem 50 ul
a na zavér byl piidan 1pul Phire® Hot Start DNA polymerasy I a 2,5 pl templatové DNA.
Podminky pro PCR byly nastaveny podle Tab. 2.

Tab. 1 Sekvence pouzitych primeri pro PCR

primer sekvence
primer F (forward) 5"—GTCTCTCTGTTGACTCCGACTG - 3’
primer R (reverse) 5'-TCTTCTTCATCGCTACTAGTCGTTC -3’

Tab. 2 Nastaveni thermocycleru pro PCR

Krok Faze Teplota Cas Pocet
opakovani
1 niclacnt 98 °C 5 min 1
denaturace
2 denaturace 98 °C 5s
3 annealing 60 °C 55 36
primeru
4 elongace 72 °C 20s
5 finalni elongace 72 °C 1 min 1
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3.2.4.3 Agarosova elektroforéza

Pro ovéteni pribéhu PCR byla pouZzita agarosova elektroforéza v 1 % agarosovém gelu.
Z kazdého vzorku po probéhnuti PCR bylo odebrano 5 ul reakéni smési a smichano s 1 pl
6x Gel Loading dye. K vizualizaci DNA bylo do gelu ptidano barvivo Midori Green DNA
Stainig Solution (5 pul barviva/100 ml gelu). Elektroforeticka vana byla zalita 1x TAE
pufrem a elektroforéza probihala pfi konstantnim napéti 100 V. Po 40 min byla
amplifikovana DNA v gelu zdokumentovana pomoci zafizeni Geldoc™ EZ a vysledek

vyhodnocen pomoci programu ImageLab.

3.2.4.4 Purifikace PCR produkti

K purifikaci PCR produktt byl pouzit QIAquick PCR Purification Kit (250). Cely objem
vzorku z PCR (45 pl) byl smichan s Snasobkem PB pufru, zvortexovan a ptepipetovan
do purifikaénich kolonek, které byly centrifugovany pii 13 000 rpm/1 min/RT.
Supernatant byl odlit a do kolonek bylo napipetovano 750 pl PE pufru. Poté byly vzorky
opét centrifugovany pii 13 000 rpm/1 min/RT a supernatant byl nasledné odlit.
Pro odstranéni veskerych zbytkti PE pufru z kolonky byla centrifugace opakovana
pfi stejnych podminkach. Dale byly kolonky piemistény do d&istych 1,5 ml
mikrozkumavek. DNA byla z kolonek eluovana pfidanim 30 pl MilliQ vody do stiedu
kolonky a naslednou centrifugaci pti 13 000 rpm/1 min/RT. Na zavér byla zmétena
koncentrace DNA pomoci NanoDrop™ Lite spektrofotometru.

3.2.4.5 Priprava vzorku na sekvenaci

Kazdy vzorek na sekvenaci obsahoval 50 ng DNA a 25 pmol primeru F (Tab. 1). Reak¢ni
smés byla doplnéna MilliQ vodou na kone¢ny objem 10 pl. Vysledky sekvenace byly
vyhodnoceny pomoci programu ApE — A plasmid editor.

3.2.5 PCR spojena s reverzni transkripci (RT-PCR)

3.2.5.1 Izolace RNA a jeji oSetieni DNasou I
Celkova RNA byla izolovana ze l4dennich semenacki Col-0, mpk3-1 a mpk3-5.

Rostlinny material byl homogenizovan v tekutém dusiku na jemny prasek, ke kterému

bylo ptidano 800 pl Triagent solution. Vzorky byly zvortexovany a inkubovany po dobu

5 min pii pokojové teploté. Poté nasledovala centrifugace pti 12 000 xg/10 min/4 °C

a preneseni supernatantu do ¢istych mikrozkumavek. K supernatantu bylo ptidano 80 pl

BCP, vzorky byly nésledné vortexovany po dobu 15 s a poté inkubovany 10 min
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pii pokojové teploté. Po inkubaci nasledovala centrifugace pfi 12 000 xg/15 min/4 °C.
Vodna faze vznikla centrifugaci byla odebrana a pfenesena do Cistych mikrozkumavek,
kde k ni byl pfidan isopropanol v mnozstvi 70 % z celkového objemu vodné faze. Vzorky
byly promichény a inkubovany 5 min pfi pokojové teploté. Opét nasledovala centrifugace
pti 12 000 xg/8 min/4 °C. Supernatant byl odpipetovan, vznikly pelet RNA promyt
v 1 ml 75 % ethanolu a kratce vysusen v digestofi. Na zavér byl pelet RNA rozpustén
ve 30 ul deionizované vody pro PCR a koncentrace RNA byla zméfena na NanoDrop™
Lite spektrofotometru.

Izolovana RNA byla oSetfena DNasou | pro odstranéni zbytkit DNA ze vzorku RNA.
Pro oSetfeni byla ptipravena reakéni smés obsahujici 2 pl 10x reakéniho pufru pro DNasu
I, 2 pl DNasy I a 2 ug RNA. Smés byla doplnéna deionizovanou vodou pro PCR
na kone¢ny objem 20 pl. Poté byly vzorky inkubovany 40 min pii 37 °C. Po inkubaci
byla DNasa I inaktivovana pfidanim 2 pl EDTA (50 mM) a dalsi inkubaci 10 min
pti 70 °C.

3.2.5.2 Reverzni transkripce

RNA byla nasledné pouzita pro syntézu komplementdrni DNA (cDNA) reverzni
transkripci. Pfipravend reakéni smés obsahovala 500 ng RNA, 0,5 ul oligo(dT) 18
primeru a deionizovanou vodu pro PCR v celkovém objemu 10 upl. VVzorky byly
inkubovany 10 min pti 70 °C, poté byly ptidany 4 pl 5x M-MLV pufru, 1 pul dNTPs
(10 mM), 0,4 pul M-MLV reverzni transkriptasy, 0,4 pl inhibitoru RNas RNasin
a deionizovana voda pro PCR v celkovém objemu 10 pl. Nasledovala inkubace 3 hod
pti 42 °C a poté inaktivace reverzni transkriptasy zvySenim teploty na 70 °C po dobu

10 min. Pfipravena cDNA byla 4x natedéna.

3.25.3 PCR

Pro PCR amplifikujici gen MPK3 byla pfipravena reakéni smés obsahujici 1,5 pl 10x
reakéniho pufru pro DreamTaq polymerasu, 0,3 ul dNTPs (10 mM), 0,5 uM primeru F,
0,5 uM primeru R, 0,25 ul DreamTaq polymerasy, 3 ul templatu cDNA a deionizovanou
vodu pro PCR v celkovém objemu 15 pl. Podminky PCR byly nastaveny podle Tab. 3.
Jako endogenni kontrola byl pouzit referenc¢ni gen pro elongacni faktor la (EF-1la).

Sekvence pouzitych primert je uvedena v Tab. 4.
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Tab. 3 Nastaveni thermocycleru pro RT-PCR

Krok Faze Teplota Cas Pocet
opakovani
1 tnictacnt 95 °C 3 min 1
denaturace
2 denaturace 95°C 30s
3 annealing 58 °C 30s 40
primeru
4 elongace 72 °C 1mins
5 finalni elongace 72 °C 15 min 1

Tab. 4 Sekvence pouzitych primert pro PCR reakci

primer sekvence
MPK3_F (forward) 5°-GGTGGAAACTCACGGAGGAC-3¢
MPK3_R (reverse) 5°-AATACCAGGCATTCACGGGG-3¢
EFlo_F (forward) 5‘-GATGCCACCACCCCCAAATA-3°
EFla_R (reverse) 5¢-TTGGGTCCTTCTTGTCCACG-3¢

3.2.6 Extrakce proteint

Proteiny byly extrahovany ze l4dennich semenackt Col-0, mpk3-1 a mpk3-5
péstovanych in vitro nebo ze starich rostlin jmenovanych linii péstovanych ex vitro.
Rostlinny material byl homogenizovan v tekutém dusiku na jemny praSek. Podle vahy
rostlinného materidlu v mikrozkumavkach byl ke vzorklim pfidan extrakéni pufru E
s pfidanymi inhibitory proteas a fosfatas v poméru 1 ul pufru/l mg vzorku. VVzorky byly
ponechany 1 hod na ledu a nasledné centrifugovany pii 12 000 xg/10 min/4 °C. Poté byl
supernatant prepipetovan do Cistych mikrozkumavek. Koncentrace proteinti byla métena
spektrofotometricky pfi vlnové délce 595 nm pomoci metody Bradfordové a kazdy

vzorek byl poté nafedén na koncentraci 1 pg/pl.

3.2.7 SDS-PAGE elektroforéza

K pfipravenym proteinovym vzorkim nafedénym na pozadovanou koncentraci byl

pfidan 4x Laemmli pufr s 5 % B-merkaptoethanolem, ndsledné byly vzorky denaturovany
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pii teploté 95 °C, 10 min. Na SDS-PAGE elektroforézu byl pouzit komercni 10 %
Mini-Protean TGX Stain-Free Precast gel. Gel byl upevnén v elektroforetickém aparatu
a vlozen do elektroforetické vany. Vana i meziprostor mezi gely byly vyplnény
1x elektrodovym pufrem. Do prvni jamky bylo napipetovéano 5 ul proteinového standardu
(Precision Plus Protein™ Dual Colour Standards) a do dal3ich jamek 20 pl z pfipravenych
vzorkd, tzn. 20 pg proteini na jamku. SDS-PAGE elektroforéza probihala 40 min

pii konstantnim napéti 180 V.

3.2.8 Western blot

Pro pienos proteinli z polyakrylamidového gelu na PVDF membranu byla pfipravena
komurka zobrazena na Obr. 9. Pfed pfenosem proteinii byla membrana kratce (10 s)
rehydratovana v methanolu. Slozena komurka byla vlozena do elektroforetické vany
a zalita 1x transferovym pufrem. Transfer proteinti z gelu na membranu probihal nejdiive
10 min pfi konstantnim napéti 100 V, poté bylo elektrické napéti snizeno na 16 V
a transfer proteinti probihal pies noc pii 4 °C. Na druhy den bylo elektrické napéti opét
zvySeno na 100 V a pfenos proteinli probihal jesté¢ dalSich 10 min. Po pfenosu byla
membrana barvena barvivem Ponceau S a zdokumentovana na fotoaparat. Poté bylo
barvivo z membrany vymyto 1x TBS-T pufrem.

Membrana byla nasledné blokovana 1 hod pii pokojové teploté na tiepacce (15 rpm)
v roztoku 5 % suSené¢ho mléka a 5 % BSA v 1x TBS-T. Po blokovani byla membrana
kratce promyta v 1x TBS-T. Nasledovala inkubace s primarni protilatkou proti MPK3
produkované v kralikovi (rabbit anti-MPK3) fedénou 1:5000 v roztoku 4 % BSA v 1x
TBS-T 1 hod, 15 rpm pti pokojové teploté. Po inkubaci byla membrana promyta v 1X
TBS-T 6 x 10 min. Poté byla membrana inkubovana se sekundarni protilatkou proti
krali¢i primarni protilatce produkované v koze (goat anti-rabbit) konjugovanou
s kienovou peroxidasou fedénou 1:5000 v roztoku 1 % BSA v TBS-T po dobu 1,5 hod,
15 rpm, pti pokojové teploté. Poté byla membrana opét promyta v 1x TBS-T 6 x 10 min.
Proteiny na membrané byly detekovany pomoci komeré&niho roztoku Clarity™ Western
ELC Blotting Substrates, ve kterém byla membrana inkubovana 1 min a nasledné
vyvoldna na dokumentaénim zatizeni Chemidoc™ MP a vyhodnocena v programu

ImageLab.
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Obr. 9 Pofadi jednotlivych vrstev v komitirce pro pfenos proteind z polyakrylamidového gelu na
PVDF membranu.

3.2.9 Aplikace oxidativniho stresu na mutanty mpk3-5

Semena mpk3-5 linie 2/27 a 2/30 v T3 generaci a semena Col-0 byla vyseta na kontrolni
%> MS médium s fytoagarem. Petriho misky byly zalepeny prodysnou paskou a ponechany
ptes noc v lednici (4 °C) kvili procesu stratifikace. Na druhy den byly misky se semeny
pfeneseny do fytotronu a kultivovany po dobu 3 dnti. Poté byly 3denni semenacky sterilné
preneseny na 2 MS médium s fytoagarem obsahujicim 6 mM H>O, a néasledné
kultivovany ve fytotronu. Uginek peroxidu vodiku na mutantni a kontrolni semenacky

Arabidopsis byl pozorovan a zaznamenan na fotoaparat po jednom a dvou tydnech.
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

V experimentalni ¢asti byly pouzity linie Arabidopsis thaliana s mutaci v genu MPK3
s oznac¢enim mpk3-5, které byly ptipraveny technologii CRISPR/Cas9. Mutace se nachazi
Vv prvnim exonu genu MPK3 pted PAM motivem (AGG), ktery je soucasti protospaceru,
kde se na zakladé komplementarity bazi vaze sgRNA a dochazi zde ke $tépeni nukleasou
Cas9, a tim ke vzniku mozné mutace (Obr. 10).

Mutantni linie mpk3-5 byly nejprve selektovany pomoci genu rezistence bar, ktery je
soucasti konstruktu pro komplex sgRNA/Cas9. U selektovanych mutantnich rostlin byl
ur¢en druh mutace a zda se jednd o mutaci homozygotni, transheterozygotni nebo
heterozygotni. Nasledné byla ovéfovana piitomnost transkriptu MPK3 a proteinu MPK3
ve vSech mutantnich rostlinach pomoci metody semikvantitativni RT-PCR, respektive
pomoci metody western Dblot. Vysledky meély potvrdit, ze homozygotni
a transheterozygotni mutanti ptipraveni metodou CRISPR/Cas9 skute¢né obsahuji mutaci
v genu MPK3, tim padem netvoii protein MPK3 a uprava genomu Arabidopsis pomoci
metody CRISPR/Cas9 tak probéhla tispésné.

cactattattgtcattatttaactatggcagatagatagatacagaaccgtaaaggacgttaggaagaggaagaacgttgac
gaagtcaacaacgaacagaaaccgtcgatttgaggcggctctaatctcaaccacacgatcttctetgecttteectettetet
cttcttettettetteatettettcetegeaattaccgegaaaacteatetetgetcaatectcaateteagtetetetgttgactee

gactgttatataaaaccatacaaataccttcagattcactacttcaaacctcaaagcaaccactgaatctcgactttgatcaatt
gagagagaaATGAACACCGGCGGTGGCCAATACACGGATTTTCCGGCGGTGGA
AACTCACGGHEEE A CAGTTCATAAGTTACGATATCTTCGGTAGTTTATTCGA

GATCACATCTAAGTATCGTCCTCCGATTATACCAATTGGTCGTGGAGCTTAT

GGAATCGTTTG

Obr. 10 Sekvence ¢asti genu MPK3 s vyznacenym mistem mutace zprostiedkované technologii
CRISPR/Cas9 v mutantni linii mpk3-5. Mutace by se méla nachazet v prvnim exonu genu MPK3
(vyznacen zlut€) pred PAM motivem se sekvenci AGG (vyznacen Cervené), ktery je soucasti
protospaceru (vyzna¢en modie). START kodon (ATG) je vyznacen zelené.
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4.1 Selekce mutantnich rostlin A. thaliana mpk3-5

Pro selekci byly pouzity semena heterozygotni linie mutanta mpk3-5, linie 2/27 a 2/30
v generaci T2, které byly pfipraveny a poskytnuty vedouci bakalaiské prace. Selekce
mutantnich linii probihala pomoci herbicidu fosfinotricinu, jelikoz konstrukt
pro CRISPR/Cas9, ktery byl pouzit ke stabilni transformaci rostlin ekotypu Col-0,
obsahuje gen bar nesouci rezistenci na dany herbicid.

Semena heterozygotnich mutantd mpk3-5 byla vyseta na Petriho misky s MS
médiem. Jako negativni kontrola byla pouzita semena Arabidopsis thaliana ekotypu
Col-0 a jako pozitivni kontrola mutant mpk3-4/2, ktery ve svém genomu také obsahuje
gen rezistence na fosfinotricin (Sessions et al., 2002). Aby stresovym podminkam
pfi pusobeni herbicidu nebyla vystavena celd rostlina, byly ze 14dennich semenackil
sterilné odstiizeny pfiblizné stejné velké listy, které byly pteneseny na Petriho misku
s Y2 MS médiem obsahujicim 50 uM fosfinotricin (Obr. 11).

Listy semenacki mpk3-5 s moznou mutaci v genu MPK3 zistaly po tydennim
pusobeni herbicidu zelené, coz prokazuje pfitomnost genu pro rezistenci na fosfinotricin.
U listl semenacku, které nebyly rezistentni na pfitomnost herbicidu v médiu, dochazelo
k vyrazné ztrat¢ chlorofylu kvili hromadéni amoniaku (Obr. 11), jelikoz fosfinotricin
zpisobuje blokaci glutaminsynthasy katalyzujici reakci glutamatu a amoniaku za vzniku

glutaminu.
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Obr. 11 Selekce mutantd mpk3-5, linie 2/27 a 2/30 v generaci T2. Pro selekci byly pouzity sterilné
odsttizené listy ze 14dennich rostlin, které byly pfeneseny na selekéni médium s obsahem 50 uM
fosfinotricinu. Listy byly ponechany na médiu po dobu jednoho tydne. (A) Fotografie pofizena
0 dni po ptenosu (0 DAT), (B) fotografie potizena 7 dni po pfenosu (7 DAT). Listy rezistentnich
rostlin jsou vyznaéeny Cervené. Jako negativni kontrola byly pouzity semenacky Col-0 a jako
pozitivni kontrola semenacky mutanta mpk3-4/2 s rezistenci na fosfinotricin.
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4.2 Urceni mutantnich rostlin A. thaliana mpk3-5 pomoci genotypizace
Z vyselektovanych semenackt mpk3-5 byla extrahovana genomova DNA (gDNA), ktera
byla pouzita jako templat pro PCR reakci. Pomoci PCR byla amplifikovand ¢ast MPK3
genu o velikosti 398 bp obsahujici moznou mutaci (Obr. 12). Amplifikace metodou PCR
byla poté ovéfena pomoci agarosové elektroforézy (Obr. 13). PCR produkty byly
purifikovany a pfipraveny na sekvenaci. Vysledky sekvenace byly vyhodnoceny pomoci
programu ApE — A plasmid editor tak, Ze byly porovnany sekvence genu MPK3
u rezistentni rostliny s rostlinou divokého typu (Col-0).

Pomoci sekvenovani bylo celkem wurceno 23 heterozygoti, 1 homozygot
a 1 transheterozygot. U mutantni rostliny mpk3-5 2/27-1 (Obr. 14) byla v sekvenci genu
MPK3 zjisténa inzerce adeninu (A). Podle grafu sekvenace se tato mutace nachazi na
obou alelach, proto byla rostlina mpk3-5 2/27-1 uréena jako homozygot (Obr. 14). U
mutantni rostliny mpk3-5 2/30-1 (Obr. 15) byla v sekvenci genu MPK3 zjisténa inzerce
W, které zastupuje baze adenin nebo thymin. Podle grafu sekvenace bylo ur¢eno, Ze jedna
alela genu MPK3 nese inzerci adeninu a druha inzerci thyminu. Proto byla rostlina
mpk3-5 2/30-1 urcena jako transheterozygot (Obr. 15). Na Obr. 16 je znazornén ptiklad
heterozygotniho mutanta mpk3-5 2/27-5. V sekvenci genu MPK3 se nachazi inzerce
adeninu (A), ktera je vSak pfitomna pouze na jedné alele genu MPK3, druha alela je
nemutovana. Proto byla tato rostlina uréena jako heterozygot (Obr. 16).

Inzerci nukleotidu na obou alelach MPK3 genu u homozygotniho
a transheterozygotniho mutanta dochazi k posunu cteciho ramce, coz by mélo zpusobit
vytazeni genu MPK3 z ¢innosti. U heterozygott, ktefi maji mutovanou pouze jednu alelu
genu, je druha alela stale funkéni a protein MPK3 tak mtZe byt normalné syntetizovan.
Vyselektované rostliny S potvrzenou mutaci genu MPK3 byly dale péstovany v ex vitro
podminkach a byla u nich testovana piitomnost transkriptu MPK3 a tvorba MPK3
proteinu. Homozygotni a transheterozygotni mutanti identifikovani pomoci sekvenovani
byli vysazeni do pudy pro ziskani semen generace T3, se kterymi byly provadény dalsi
experimenty.

Z vysledkt je patrné, ze k mutacim dochéazelo pted PAM motivem (Obr. 14, 15, 16)
tak, jak se predpokladalo (Fauser et al., 2014). V této studii byla tvorba bodovych mutaci
po pouziti CRISPR/Cas9 technologie studovana na mutantech adhl a tt4. Bylo zjisténo,
Ze opravnymi mechanismy buiiky dochézi predevsim k inzercim nukleotidu do sekvence,

smensi pravdépodobnosti k delecim. Také bylo touto studii prokdzano,
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ze nejpravdépodobnéjsi misto mutace je 3. nebo 4. nukleotid pfed PAM motivem tak,

jak je tomu v pripadé potvrzenych mutantd mpk3-5 (Fauser et al., 2014).

cactattattgtcattatttaactatggcagatagatagatacagaaccgtaaaggacgttaggaagaggaagaacgttg
acgaagtcaacaacgaacagaaaccgtcgatttgaggcggctctaatctcaaccacacgatcttctctgectttecctett
ctetcttcttettcttcttcatcttcttcctcgceaattaccgcgaaaactcatetetgetcaatcctcaatctcagtctctetgtt
gactccgactgttatataaaaccatacaaataccttcagattcactacttcaaacctcaaagcaaccactgaatctcgact
ttgatcaattgagagagaaATGAACACCGGCGGTGGCCAATACACGGATTTTCCGG
CGGTGGAAACTCACGGAGGACAGTTCATAAGTTACGATATCTTCGGTA
GTTTATTCGAGATCACATCTAAGTATCGTCCTCCGATTATACCAATTGGT
CGTGGAGCTTATGGAATCGTTTGgtatgtttccttctctgagctttttcttaagttttattctttgagatcg

gagtttttaatttctggattttgattttgtgaagCTCTGTGTTGGATACGGAGACGAACGACTA
GTAGCGATGAAGAAGA

Obr. 12 Sekvence exonu 1 MPK3 genu (vyznacen Zluté) s oznaéenym START kodonem (ATG)
a PAM motivem (AGG). Amplifikovana ¢ast sekvence MPK3 genu pomoci metody PCR
o velikosti 398 bp je ohrani¢ena primery (vyznaceny ¢erveng).

12 3 45 6 7 829
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-
400 bp —* = - es e e

Obr. 13 Ovéfeni amplifikace ¢asti genu MPK3 s moznou mutaci o velikosti 398 bp pomoci
agarosové elektroforézy. M — marker, vzorek ¢. 1 — Col-0, vzorek ¢. 2 — mpk3-5 2/27-1, vzorek
¢. 3 — mpk3-5 2/27-2, vzorek ¢.4 — mpk3-5 2/27-5, vzorek ¢. 5 — mpk3-5 2/27-8, vzorek ¢. 6 —
mpk3-5 2/30-1, vzorek ¢. 7 — mpk3-5 2/30-2, vzorek ¢. 8 — mpk3-5 2/30-6, vzorek €. 9 — negativni
kontrola (H-0).

38



A . . . . . . . . . .

Lgeescecsgeegacss et LA AT LT T L P S e T VI R TP L T e - 2 PRl
 EOSR———— hwmmmmmmmmes

Obr. 14 Vysledky sekvenace homozygotniho mutanta mpk3-5 2/27-1 generace T2. (A) Porovnani
sekvenci amplifikované ¢asti genu MPK3 kontrolni rostliny (horni sekvence) a selektované
rostliny (dolni sekvence). V sekvenci selektované rostliny doslo pifed PAM motivem (AGG,
vyznacen zelené) k inzerci cytosinu - C. (B) Urceni typu mutace podle grafu sekvenace. Jelikoz
se piky v misté mutace ptekryvaji, znamena to, Ze k inzerci cytosinu doslo na obou alelach genu.
Proto byla rostlina ur¢ena jako homozygotni mutant.
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Obr. 15 Vysledky sekvenace transheterozygotniho mutanta mpk3-5 2/30-1 generace T2.
(A) Porovnani sekvence amplifikované casti genu MPK3 kontrolni rostliny (horni sekvence)
a selektované rostliny (dolni sekvence). V sekvenci selektované rostliny doslo pted PAM
motivem (AGG, vyznacen zelené) k inzerci bazi s oznacenim W zastupujici adenin a thymin.
(B) Urceni typu mutace podle grafu sekvenace. JelikoZz se piky v misté mutace neptekryvaji
a na kazdé alele genu MPK3 se nachazi inzerce jiné béaze, byla tato rostlina urcena jako
transheterozygotni mutant.
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Obr. 16 Vysledky sekvenace heterozygotniho mutanta mpk3-5 2/27-5 generace T2. (A) Porovnani
sekvence amplifikované casti genu MPKS3 kontrolni rostliny (horni sekvence) a selektované
rostliny (dolni sekvence). V sekvenci selektované rostliny doslo pfed PAM motivem (AGG,
vyznacen zelené) k inzerci adeninu - A. (B) Ur¢eni typu mutace podle grafu sekvenace. Jelikoz
se piky v misté mutace neptekryvaji a mutace se nachazi pouze na jedné alele genu MPK3, byla
tato rostlina urcena jako heterozygotni mutant.
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4.3 Pritomnost transkriptu MPK3 v mutantnich rostlinach mpk3-5
byla provedena semikvantitativni RT-PCR. Z potvrzenych mutantnich rostlin byla
izolovana RNA, ktera byla oSetfena DNasou I pro odstranéni zbytkiit DNA ze vzorki
RNA. Nésledné byla RNA pomoci reverzni transkripce piepsana na CDNA, ktera slouzila
jako templat pro naslednou PCR reakci pro amplifikaci MPK3 transkriptu o velikosti
1106 bp. PCR reakce byla vyhodnocena pomoci agarosové elektroforézy (Obr. 17). Jako
endogenni kontrola pro porovnani rovné exprese byl pouzit referencni gen elongacni
faktor 1o (EF1a). Velikost PCR produktu pro transkript EF'1o byla 838 bp. Jako pozitivni
kontrola byla pouzita rostlina ekotypu Col-0 a jako negativni kontrola T-DNA inzer¢ni
mutant mpk3-1 s knock-outovanym genem MPK3 (Alonso et al., 2003).

Transkript MPK3 byl pfitomen jak v homozygotnim mutantovi, tak i v heterozygotech
mpk3-5 (Obr. 17). Piitomnost transkriptu U homozygotni rostliny mpk3-5 2/27-1 je
pravdépodobné zpisobena tim, ze mutace genu MPK3 vznikla inzerci pouze jednoho
nukleotidu, na rozdil od mutanta mpk3-1, u kterého byl gen MPK3 vyfazen vlozenim
dlouhé sekvence T-DNA do genu MPK3 (Alonso et al., 2003). Z tohoto divodu probiha
transkripce genu u homozygotniho mutanta normalnim zpsobem, a proto je transkript
MPK3 piitomen. U heterozygotnich mutantti mpk3-5 je pfitomnost transkriptu zpisobena

jednou nemutovanou alelou, ktera umoznuje tvorbu transkriptu a dale i proteinu.
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Obr. 17 Semikvantitativni RT-PCR pro ovéfeni pfitomnosti transkriptu MPK3 v mutantnich
rostlinach mpk3-5 generace T2. (A) Transkript MPK3 genu byl pfitomny ve vSech mutantnich
rostlinach (9-16) a v Col-0 (1-4) slouzici jako pozitivni kontrola. V mutantovi mpk3-1 (negativni
kontrola) nebyl transkript MPK3 pfitomen (5-8). (B) Transkript referen¢niho genu EFla byl
ptitomen u vSech vzorku (1-16). V Cerveném ramecéku je zvyraznén homozygotni mutant mpk3-5
2/27-1. Kazdy vzorek byl amplifikovan ve dvou technickych replikatech. Jako negativni kontrola
byla pouzita deionizovana voda pro PCR (17).
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4.4 Nepritomnost proteinu MPK3 v mutantnich rostlinach mpk3-5
ProtoZe u vSech mutantnich rostlin mpk3-5 byl pfitomen transkript genu MPK3, bylo
nutné ovéerit funkénost mutace v MPK3 genu na Urovni proteinu za pouziti metody
western blot.

Ze 14dennich semenacku mpk3-5 (linie 2/27 generace T2 a 2/30 generace T3) byly
extrahovany proteiny, které byly separovany na zékladé molekulové hmotnosti
SDS-PAGE celektroforézou. Poté byly proteiny z gelu pfeneseny na PVDF membranu.
Ovéfteni prenosu proteinti na membranu bylo ovéfeno obarvenim membrany barvivem
Ponceau S (Obr. 18A, 19A). Membrana byla ndsledné inkubovéna s primarni protilatkou
proti MPK3 a dale se sekundarni protilaitkou znacenou kienovou peroxidasou.
Vizualizace proteinu MPK3 na membrané o velikosti 42 kDa byla provedena
chemiluminiscen¢né. Jako negativni kontrola byl pouzit mutant mpk3-1 (Alonso et al.,
2003), ktery ma vyfazeny gen MPK3 z ¢innosti, a jako pozitivni kontrola byla pouzita
rostlina ekotypu Col-0.

Bylo dokazano, Ze u homozygotniho mutanta mpk3-5 2/27-1 (Obr. 18B)
a transheterozygotniho mutanta mpk3-5 2/30-1 (Obr. 19B) se protein MPK3 (42 kDa)
netvori, zatimco u vSech heterozygotnich mutantti (Obr. 18B) byla pfitomnost proteinu
MPK3 prokazana. Celkem byly tedy ziskany dvé nezavislé linie mutanta mpk3-5,
u kterych neni syntetizovan protein MPK3, ¢imzZ bylo prokazano, Ze mutace genu MPK3

pomoci syst¢ému CRISPR/Cas9 probéhla tspésné.
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Obr. 18 (A) Ovéteni pienosu proteinii na PVDF membranu barvenim Ponceau S. (B) Detekce
proteinu MPK3 u mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana mpk3-5 2/27 generace T2 a mpk3-5
2/30 generace T3 metodou western blot. Membrana inkubovana s primarni protilatkou proti
MPK3 a sekundarni protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidasou. Protein MPK3 o velikosti
42 kDa nebyl detekovan u homozygotniho mutanta mpk3-5 linie 2/27-1 v ¢erveném ramecku (3)
a u T-DNA inzeréniho mutanta mpk3-1 (2), ktery slouzil jako negativni kontrola. Naopak
u heterozygotnich mutantd mpk3-5 (4-9) byl protein MPK3 detekovan stejné jako u kontrolni
rostliny Col-0 (1).
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Obr. 19 (A) Ovéfeni pienosu proteini na PVDF membranu barvenim Ponceau S. (B) Detekce
proteinu u mutantnich rostlin Arabidopsis thaliana mpk3-5 2/30 generace T3 metodou western
blot. Membrana inkubovana s primarni protilditkou proti MPK3 a sekundamni protilatkou
konjugovanou s kienovou peroxidasou. U transheterozygota mpk3-5 linie 2/30-1 (1), ktery je
oznacen Cervenym rameckem, nebyl protein MPK3 (42 kDa) pfitomen stejné jako u negativni
kontroly — mutanta mpk3-1 (4, 5). Protein MPK3 se vyskytoval pouze u pozitivni kontroly,
kdy byla pouzita rostlina ekotypu Col-0 (2, 3).
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4.5 Pisobeni oxidativniho stresu na mutantni rostliny mpk3-5

Jelikoz MPK3 je soucasti signalni drahy reagujici na oxidativni stres (Smékalova et al.,
2014), ptedpoklada se, ze vyrazeni genu MPK3 z Cinnosti bude ovliviiovat adaptaci
rostlin pravé na tento typ stresu. Proto byl na identifikované mutantni rostliny mpk3-5
linie 2/27-1 a 2/30-1 v generaci T3 aplikovan dlouhodoby oxidativni stres v podobé
piidani peroxidu vodiku do kultivaéniho média. Semena zminénych linii byla vyseta
na 2 MS médium a po tfech dnech byly semenacky pfeneseny na 2 MS médium
s obsahem 6 mM H20.. Pusobeni oxidativniho stresu bylo dokumentovano po 1 a 2
tydnech.

Ackoliv se o¢ekavalo, ze mutanti mpk3-5 budou vici oxidativnimu stresu odolngjsi
(Smékalova, 2014), zvySena rezistence se v porovnani s kontrolnimi rostlinami (Col-0)
nepotvrdila (Obr. 20, 21). Adaptace kontrolnich a mutantnich rostlin na pfitomnost
peroxidu vodiku Vv kultiva¢nim médiu byla porovnatelna (Obr. 20, 21). Divodem muze
byt nizkd koncentrace H202 v médiu, proto bude v budoucnu experiment opakovan

S pouzitim vyssi koncentrace H202 (napt. 10 mM).
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mpk3-5 Col0 mpk3-5
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% MS % MS + 6 mM H,0,
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Obr. 20 Puasobeni oxidativniho stresu na homozygotniho mutanta Arabidopsis thaliana mpk3-5
2/27-1 generace T3. Na kazdé misce byl kultivovan stejny pocet mutantnich a kontrolnich
semenackil, jako kontrola byly pouzity semenacky ekotypu Col-0. Po aplikaci oxidativniho stresu
nebyl pozorovan vyznamny rozdil v reakci mutantnich a kontrolnich rostlin na pfitomnost
peroxidu vodiku v médiu.
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Obr. 21 Pusobeni oxidativniho stresu na transheterozygotniho mutanta Arabidopsis thaliana
mpk3-5 2/30-1 generace T3. Na kazdé misce byl kultivovan stejny po¢et mutantnich a kontrolnich
semenackd, jako kontrola byly pouzity semenacky ekotypu Col-0. Po aplikaci oxidativniho stresu
nebyl opét pozorovan vyznamny rozdil v reakci mutantnich a kontrolnich rostlin na pfitomnost
peroxidu vodiku v médiu.
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5 ZAVER
V teoretické casti byla vypracovana literarni reSerSe na téma mitogen-aktivované
proteinkinasy (MAPKs) a editace genomu pomoci programovatelnych nukleas
se zamétenim na technologii CRISPR/Cas9, ktera ma velky aplikacni potencial, nebot’
V porovnani s ostatnimi metodami je pfiprava konstrukt pro tento systém jednoznacné
jednodussi. Kapitola o MAPKs se soustiedi pfedev§im na mitogen-aktivovanou
proteinkinasu 3 (MPK3), ktera je zapojena v odpovédi rostlin na bioticky i abioticky stres
(napf. oxidativni nebo osmoticky), a také hraje dtlezitou roli pfi vyvoji rostliny.
Experimentalni ¢ast je zaméfena na identifikaci mutantnich linii Arabidopsis thaliana
s oznacenim mpk3-5 v generaci T2 szadouci mutaci genu MPK3 pfipravenych
technologii CRISPR/Cas9. Selekci pomoci selekéniho markeru piitomného v konstruktu,
ktery udava rezistenci na herbicid fosfinotricin, se podafilo vyselektovat celkem
25 mutantnich rostlin, ze kterych bylo pomoci sekvencovani urceno 23 heterozygotu,
1 homozygot (mpk3-5 2/27-1) a 1 transheterozygot (mpk3-5 2/30-1). Pomoci metody
semikvantitativni RT-PCR bylo zjiSténo, Ze v§echny mutantni rostliny, a to heterozygoti,
homozygot (mpk3-5 2/27-1) i transheterozygot (mpk3-5 2/30-1) tvofi transkript MPK3
genu. U mutantnich rostlin byla dale testovana pfitomnost proteinu MPKS3.
Jak se predpokladalo, protein MPK3 byl detekovan pouze u heterozygotnich mutanti,
jejichZz genom ma mutovanou pouze jednu alelu genu MPK3, a proto mohou protein
MPK3 syntetizovat. U homozygotniho a transheterozygotniho mutanta protein MPK3
detekovan nebyl, ¢imZ bylo prokazano, Ze ziskané mutantni linie pfipravené technologii
CRISPR/Cas9 maji skute¢né mutaci v genu MPK3. Cilena editace genomu A. thaliana
tak byla UspéSna. Pritomnost transkriptu MPK3 a nepfitomnost proteinu MPK3
u homozygotni a transheterozygotni rostliny mize byt vysvétlena tak, Ze mutace byla
Vv obou piipadech zplsobena inzerci pouze jednoho nukleotidu, coz pravdépodobné
umoznuje normalni pfepis genu, ale transkript buiika dale vyhotnoti jako defektni
a k proteosyntéze proteinu MPK3 jiz nedojde. Homozygotni a transheterozygotni linie
byly dale testovany na vliv oxidativniho stresu V podobé piidavku 6 mM H20>
do kultiva¢niho média, kde se bohuzZel neprokazala zvySena rezistence mutantnich linii
mpk3-5 v porovnani s kontrolnimi rostlinami (Col-0). Tento experiment bude v budoucnu

opakovan s vys$si koncentraci peroxidu vodiku.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
AAD acidicka aktiva¢ni doména na TALEs
ADH1 gen pro alkoholdehydrogenasu 1
AMK aminokyselina
ANP Arabidopsis NPK1- related proteinkinasa
ApE A plasmid editor - program na vyhodnoceni sekvenace
ATN1 Atropinl-like proteinkinasa
B-ALL B-buriky zpisobujici akutni lymfoblastickou leukémii

BAR gen pro resistenci na fosfinotricin
BSA hovézi sérovy albumin
Cas9 nukleasa 9 asociovana s CRISPR

CCR5 C-C receptor chemikonu
Col-0 ekotyp Columbia rostliny Arabidopsis thaliana
CRISPR  nahromadéné pravideln€ rozmisténé kratké palindromické
repetice (clustered regularly interspaced short palindromic repeats)
CrRNA CRISPR RNA
CTR1 kinasa konstitutivni trojnasobné reakce 1 (Constitutive Triple Response 1)
DAT dni po pfenosu
DBDs doména vazajici se na DNA na TALEs
dNTPs deoxyribonukleotidy
DSBs dvojité zlomy na vlaknech DNA (double-strand breaks)

ECL chemiluminiscen¢ni substrat

EDR1 kinasa pro resistenci k nemocem (Enhanced Disease Resistance 1)
EF-la elongacni faktor la

FDA Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv (Food and Drug Administration)
FLS2 receptor na piitomnost flagellinu 22

gDNA genomova DNA

GSH glutathion

HEK293 lidské embryonalni buiiky ledvin 293

HRP kfenova peroxidasa

K562 imortalizované buniky myelogenni leukémie

LDL lipoprotein s nizkou hustotou

Ler ekotyp Landsberg erecta rostliny Arabidopsis thaliana
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MAP2K
MAP3K
MAPK
MilliQ
MKP
MRK1
MS
NPK1
OXI1
PAGE
PAM
PCR
PPT
PVDF
ROS
RT-PCR
RVDs
SAIL
SALK
SDS
sgRNA
SOD
TALENS
TALEs
T-DNA
tracrRNA
TT4
U20S
ZFNs

mitogen-aktivovana proteinkinasa kinasa (MAPKK, MKK)
mitogen-aktivované proteinkinasa kinasa kinasa (MAPKKK, MEKK)
mitogen-aktivované proteinkinasy (MPK)

deionizovand voda

fosfatasa mitogen-aktivovanych proteinkinas

Arabidopsis MPL/Raf-related proteinkinasa 1

Murashige & Skoog

Nicotiana proteinkinasa 1

gen Ucastnici se odpovédi na oxidativni stres (Oxidative signal-induciblel)
gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

motiv prfiléhajici k protospaceru

polymerdzova fetézova reakce

fosfinotricin

polyvinyldendifluorid

reaktivni kyslikové radikély (Reactive oxigen speciese)

PCR spojena s reverzni transkripci

hypervariabilni dvojité zbytky

Inzeréni knihovna Arabidopsis

Institut biologickych studii (Jonas Edward Salk)

dodecylsulfat sodny

navadéjici RNA (single guide RNA)

superoxiddismutasa

nukleasy transkripénich faktort (transcription activator-like nukleases)
efektory transkripcnich aktivatort, DNA-vazebna doména TALENs
transferovd DNA vloZena do hostitele

transaktivacni CrRNA

transparent tesla 4 gen

bunky osteosarkomu

nukleasy zinkovych prstl
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