Univerzita Karlova v Praze

Prirodovédecka fakulta

Katedra experimentalni biologie rostlin

Studium mechanismu posttranskripcniho
a transkripéniho umléovani transgenti

v bunécné linii tabaku BY-2

Study of the mechanism of posttranscriptional and transcriptional

transgene silencing in tobacco BY-2 cell line

Vojtéch Cermak

Diplomova prace

Praha 2012






Vedouci prace:

RNDr. Lukas Fischer, Ph.D.

Konzultanti:

RNDr. Miroslav Srba

RNDr. Lenka Dvorakova, Ph.D.

Prohlasuji, Ze jsem tuto diplomovou praci vypracoval samostatné¢ pod vedenim vyse
uvedeného Skolitele. Veskeré pouzit¢ zdroje a literatura byly fadné citovany. Tato prace
nebyla pouzita jako zavérecni pace k ziskani jiného nebo obdobného druhu vysokoskolské

kvalifikace.

V Praze dne 27. 8. 2012 Bc. Vojtéch Cermak






Podékovani

Na tomto misté bych rad podékoval svému Skoliteli RNDr. Lukasi Fischerovi, Ph.D.
zavedeni této prace, cenné rady, korektury tohoto textu a trpélivost. Dale bych chtél
podékovat svym konzultantim RNDr. Lence Dvotdkové, Ph.D. a RNDr. Mirkovi Srbovi
a spole¢né s nimi také Mgr. Dimitriji TyCovi za zaskoleni do jednotlivych metod, ptipadné
rady avypomoc. Dik také patii ostatnim ¢lenim laboratorniho tymu: Bce. Milosi
Duchoslavovi, Halce Hrabakové, DiS. a dal§im za rtiznorodou vypomoc a za podil na tvorbé
ptijemného pracovniho prostfedi. Ze stejnych divodl bych také pod€koval ostatnim ¢lentim
z Katedry experimentalni biologie rostlin, jako je naptiklad RNDr. Ale§ Soukup, Ph.D.,
RNDr. Lenka Havelkova, Ph.D., Mgr. Ivan Kulich, Mgr. Stanislav Vosolsob¢é a mnozi dalsi.

Dékuji samoziejmée i svym rodi¢im a blizkym za jejich podporu a trpélivost.

Diplomova prace byla financovana z grantit MSMT — projekty Centrum zékladniho
vyzkumu — Integrovany vyzkum rostlinného genomu (LC06004) a Vyzkumny zdmér —

Signalizace a molekularni mechanismy bunééné odpovédi (MSM 0021620858)






Abstrakt

RNA interference je jednim z mechanismt, ktery umoziiuje bunkdm regulovat aktivitu
gent, ovliviiovat tvorbu audrzovani heterochromatinu a chrénit je pfed invazivnimi
nukleovymi  kyselinami. U rostlin je RNA interference spousténa pfitomnosti
dvousroubovicové RNA, kterd je Stépena proteinem Dicer na malé RNA o délce prevazné
20-24nt. Tyto mal¢é RNA mohou v komplexu s proteinem Argonaut na zakladé sekvencni
komplementarity fidit Stépeni mRNA, blokovani translace, ¢i modifikace chromatinu.
V dusledku tak mize byt genova exprese uml¢ovana bud’ posttranskripcné (tim ze je branéno
vzniku proteinu z jiz vytvofené mRNA, PTGS) a nebo transkripéné (tim Ze je branéno vzniku
transkriptu, TGS).

Zamérem této prace bylo pfipraveni riznych zplsobii spousténi posttranskripcniho
umlCovani a porovnani jejich funkcnosti a G€innosti. DalSim krokem pak byla ptiprava
systému, ktery by mél umoznit sledovani jednotlivych krokid pfechodu posttranskripéniho
umlcovani na umlcovani transkripéni. Tyto tzv. indikdtorové linie by mély dovolit sledovat
Casovani a dynamiku tohoto procesu s vyuzitim fluorescencnich proteinti. Piipravovany
systém umozni také vyhodnoceni riznych faktorti na pribéh tohoto procesu — jednim z nich je
RNA-dependentni RNA polymeraza 6, kterd hraje hlavni roli v samovolném spousténi PTGS.

V praci je pouzita jako modelovy organismus tabakova bunécna linie BY-2, ktera
dovoluje snadnou ptipravu a analyzu velkého mnozstvi nezavislych klonti. Umoziuje proces
studovat jak na populacich bun¢k, tak na jednotlivych bunkach za dobfe kontrolovatelnych
podminek.

Byly pfipraveny a analyzovany tfi konstrukty pro indukci umlcovani. VSechny tii byly
schopné spoustét umlcovani. Jako nejucinnéjsi zplisob se ukazal ten, ktery k tomu vyuzival
vlasenku z RNA. Déle byly piipraveny dva konstrukty pro tvorbu indikatorovych linii a byly
otestovany a vyhodnoceny moznosti piipravy téchto linii. Také byl uspé$né izolovan gen pro

RNA-dependentni RNA polymerazu 6.

Kli¢ova slova: RNA interference, PTGS (posttranskripni umlcovani), TGS (transkripcni
umlcovani), tabakovd bunééna linie BY-2, RdADM (metylace DNA fizend malymi RNA),

fluorescenéni proteiny, uml¢ovani transgenti, RDR6 (RNA-dependentni RNA polymeréza 6)



Abstract

The RNA interference is a mechanism, which allows cells to regulate their genes
functions, to establish and maintain heterochromatin and to defend them against invasive
nucleic acids. In plants, RNA interference is initiated by double-stranded RNA, which is
processed by Dicer into small RNAs, usually 20-24nt long. These small RNAs form
a complex with Argonaut protein that participates in different processes based on sequence
complementarity. This complex can guide mRNA cleavage, translation blocking and
chromatin modifications, resulting either into posttranscriptional silencing (by preventing
translation of already existing mRNA, PTGS) or transcriptional silencing (by preventing

transcription of mRNA, TGS).

The first step of this thesis was to establish different ways of triggering PTGS and to
evaluate their functionality and efficiency. The next step was a preparation of a system which
would allow to study the transition from posttrancriptional to transcriptional silencing. These
so called “indicator lines” should allow to observe the timing and dynamics of this process by
utilizing fluorescent proteins. This system is also going to enable to evaluate, how different
factors are involved in this process — one of the factors is RNA-dependent RNA polymerase 6

(RDR6) which plays an essential role in spontaneous triggering of PTGS.

In this work, the tobacco BY-2 cell line was used as a model organism. Large number of
independent clones can be established using this cell line and it also enables to study cell

populations or single cells in precisely controlled conditions.

Three different constructs for induction of silencing were prepared and their silencing
potential was assessed. All three constructs were able to trigger gene silencing. The silencing
based on hairpin RNA was the most efficient. Two different constructs for preparation of
indicator lines were created and the feasibility of preparing such lines was evaluated. The

gene for RDR6 was successfully isolated.

Keywords: RNA interference, PTGS (posttranscriptional gene silencing), TGS
(transcriptional gene silencing), tobacco BY-2 cell line, RdADM (RNA-directed DNA
methylation), fluorescent proteins, transgene silencing, RDR (RNA-dependent RNA

polymerase)
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Seznam pouzitych zkratek

A. thaliana — Arabidopsis thaliana

A. tumefaciens — Agrobacterium tumefaciens
AGO — Argonaut

antiGFP — konstrukt s GFP v antisense orientaci
ATXR — Arabidopsis trithorax-related protein
bp — Base pairs

CLSY — CLASSY

CMT — Chromomethylase

DCL — Dicer-like

DMS — Defective in meristem silencing

DRD1 — Defective in RdADM 1

dH,O — destilovana voda

dNTP — deoxyribonukleotidy

DME — Demether

DML — DME-like

DMSO — Dimethyl sulfoxide

DRB — dsRNA binding proteins

DRM — Domains rearranged methytransferase
dsRBD — dsRNA-binding domain

dsRNA — double-stranded RNA

E. coli — Escherichia coli

GFP — Green fluorescent protein

GFP-bT - konstrukt s GFP, které neni zakon¢eno terminatorem
GFP-IR — konstrukt s GFP tvofici invertovanou repetici
hc-siRNA — heterochromatic siRNA

HDAG6 — Histone deacetylase 6

HEN1 — Hua Enhancerl

IDN2 — Involved in de novo
IMJ14 — Jumonji-C 14
LTR — Long terminal repeat

MET1 — Methyltransferasel

miRNA — microRNA

N. tabacum — Nicotiana tabacum

nat-siRNA — natural cis-antisense transcript siRNA

nt — Nucleotides

NRP(A-E)(1-12) — Nuclear RNA polymerase (A-E) (1-12)
PCR — Polymerase chain reaction

Pol II, IV, V — DNA-dependent RNA polymerase I, IV, V
PTGS — Posttranscriptional gene silencing

RdDM — RNA directed DNA methylation
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RDM1 — RNA Directed DNA Methylation 1
RDR — RNA-dependent RNA polymerase
RISC — RNA-induced silencing complexes
RNAIi — RNA interference

ROS — Repressor of silencing

RPM — Revolutions per minute

SDE — Silencing defective

SGS — Suppressor of gene silencing

siRNA — small interfering RNA

SHH1 — Sawadee homeodomain homolog 1
SPTS5 — Suppressor of Ty Insertion 5

sRNA — small RNA

SUVH — SU(VAR)3-9 homologue

T-DNA — Transfer DNA

ta-siRNA — trans-acting siRNA

TGS — Transcriptional gene silencing

Tris — tris-hydroxymetyl-aminometan

XRN - exoribonuclease
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1 Uvod

Tato prace se zabyva problematikou souvisejici s procesem RNA interference (RNA1).
Téma prace spada do oblasti epigenetiky a molekularni genetiky. RNAi je klicovym
mechanismem regulace genové exprese a fidi tak diferenciaci bun€k, morfogenezi, reakce
na stres a reakce na rozmanité stimuly. RNAi se také podili na udrzovani heterochromatinu,
spravné organizaci centromer a telomer. Jednou z hlavnich funkei tohoto procesu a ziejmé
také ditvod, pro¢ se v evoluci vyvinul, je ochrana organismu proti invazivnim nukleovym
kyselinam, jako jsou viry a transposony. Proces RNAi1 mé zasadni vyznam pro biotechnologie,
kde byl z pocatku vniman jako problematicky jev, nebot’ Casto branil dosazeni kyzenych
vysledki pii tvorbé transgennich organismd, ale v posledni dob¢€ zaciné v této oblasti nachazet
1 své uplatnéni napiiklad diky moznosti snadno epigeneticky vypnout expresi konkrétnich
genl bez nutnosti zmény vlastni genetické informace. Objev RNAi1 umoZznil mnohem hloubé;ji
nahlédnou doftady jevl, jimiz se molekularni biologie zabyva a s prohlubujicim
se porozumeénim tomuto procesu se objevuji stale dalsi jevy, které ovliviiuje. Mezi jevy, které
umoznil rozvoj znalosti procesu RNAi alesponl z ¢asti pochopit patii nejen posttranskripéni
a transkripéni umlcovani, ale ifada epigenetickych jevli jako jsou paramutace a také
vysvétluje vyznam casti nekodujici DNA. RNAi je mezi eukaryoty Siroce konzervovana
a patii tak kjejich apomorfiim. Obdobny systém, ktery vSak k tomu eukaryotnimu neni
homologni, se nachdzi u prokaryot (zejména u archebakterii) a také slouzi jako obrana proti
invazivnim nukleovym kyselindm (Terns & Terns 2011). U rostlin jsou pak jednotlivé slozky
RNAi Siroce diverzifikovany, coz je zfejmé dano potiebou flexibility, kterd souvisi
s ptisedlym zpisobem Zivota.

Princip RNAI jako prvni popsali Craig C. Mello a Andrew Fire ve svém ¢lanku, ktery
publikovali roku 1998, a kde na ptikladu Caenorhabditis elegans jasn¢ ukézali, ze existuje
proces regulace genové exprese spoustény dvouvldknovou RNA (Fire et al. 1998). Jeste
v témZe roce byl stejny vysledek dokédzéan i na rostlinach (Waterhouse et al. 1998). V roce
2006 obdrzeli Fire 1 Mello za tento sviij objev Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu. Prvni
myslenka, ze by RNA mohla slouzit jako slozka mechanismil regulujicich aktivitu genli vSak
pochazi jiz od stejnych autord, kteti navrhli prvni model regulace genové exprese (Jacob &
Monod 1961). A stejné tak vlastni projevy RNAIi byly pozorovany diive, nez doslo k popsani
vlastniho mechanismu. Prvni pozorovani RNAi bylo na rostlinach, konkrétné na petaniich, jiz
koncem osmdesatych let. Pfi pokusu o zvyraznéni barvy kvéti zvySenim exprese piisluSného

genu doslo k jevu opaénému, tedy ztraté barvy. Postupem Casu byly popsany dalsi ptipady jak
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posttranskripéniho umlcovani, tak umlCovani transkripéniho a metylace DNA fizené RNA.
Rada t&chto procest se vysvétlovala tak, Ze antisense RNA péarovanim s cilovou molekulou
bud’ blokovala jeji funkci, nebo Ze tvorbou dvouvldknové RNA spoustéla degradacni
mechanismy (Baulcombe 1996). Princip RNAi je vSak zaloZzen na malych RNA, které
na zaklad¢é komplementarity spousti sekvencné specifické katalytické procesy. Popsani tohoto
principu nasledné¢ umoznilo urcit, ze transkripéni i posttranskripéni umlcovani vychazi
ze stejn¢ho zdkladu (Sijen et al. 2001). Tento fakt také ukazuje funkéni provazani obou
procest — posttranskripéni a transkripcni uml€ovani se tak mohou navzajem ovlivitovat. Prave
ke studiu dynamiky pfechodu mezi posttranskripénim a transkripénim umlcovanim smétuje
i obsah této prace, kterd by méla polozit zaklad nékterych ptistupti a metod pro dalsi vyzkum

této problematiky.

1.1 Cile

Hlavnim cilem diplomové prace bylo pfipravit a otestovat rizné zpusoby spousténi
posttranskripéniho uml¢ovani a nasledné piipravit systém, ktery by umoznil sledovat pfechod
takto spusténého posttranskripéniho umlc¢ovani na umlcovani transkripéni.

1) Spousténi posttranskripéniho umlcovani.

» Pfiprava tii riznych konstrukti schopnych spoustét posttranskripcni umlcovani
GFP.

* Transformace bunécné linie BY-2 témito konstrukty a vyhodnoceni ucinnosti
a pribéhu jimi spousténého umlcovani.

2) Ptiprava systému pro sledovani piechodu uml¢ovani posttranskripéniho na umlcovani
transkripcni (pfiprava indikatorovych linif).

* Tvorba konstruktl pro indikatorové linie, které umozni detekovat metylaci
kodujici (transkribované) sekvence a metylaci promotoru.

* Otestovani tvorby a pouzitelnosti indikatorovych linii transformaci konstrukti pro
indikatorové linie spolecné s konstruktem pro spousténi posttranskripcniho
umlcovani do bunééné linie BY-2.

3) Izolace genli RNA-dependentni RNA polymerdzy 6 a pfiprava konstruktli pro zménu

jeji exprese.
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2 Prehled literatury

2.1 Uvod k RNA interferenci

RNA interference (RNAIi) je vyznamny proces slouzici u rostlin pfedevsim k regulaci
genove exprese ve vyvoji a stresovych reakcich, obrané proti invaznim nukleovym kyselindm
a udrzovani heterochromatinu. Zakladem RNAi jsou malé RNA (sRNA) vétsinou o délce 21-
24 nt, které umoznuji efektorovému komplexu rozpoznat cilovou molekulu (RNA nebo DNA)
na zaklad¢ komplementarity. U rostlin je RNAi vzdy spojena s pfitomnosti dvousroubovicové
RNA (dsRNA), ktera slouzi jako prekurzor pro vznik malych RNA. U fady jinych organism
vSak existuji 1izpusoby tvorby sRNA bez nutnosti prekurzoru v podobé dsRNA.
Dvousroubovicova RNA miize v rostlinné bunice vzniknout nékolika zptsoby (Obr. 2.1):
transkripci antisense RNA (ta interaguje s mRNA), transkripci invertované repetice (takovyto
transkript vytvari vlasenku) anebo tvorbou komplementdrniho vldkna Ccinnosti RNA-
dependentnich RNA polymerdz (at’ uz rostlinnych ¢i virovych). Vzniklda dsRNA je
rozpoznavana enzymem Dicer — u rostlin Dicer-like (DCL), a ten vystépi duplex malé RNA.
Jedno zvlaken duplexu je nésledné rozeznano proteinem Argonaut (AGO), ktery
zprostiedkovava jednak nalezeni cilové molekuly a jednak vlastni proces umlcovani, a to
bud'to sam o sob¢ (tento protein ma mimo jiné schopnost $t€pit RNA) a nebo v komplexu
s jinymi proteiny.

RNA interference se v urCitych obménach vyskytuje prakticky u vSech eukaryot a jeji
zakladni slozky ( RNA-dependentni RNA polymerdza, Dicer a Argonaut) byly s nejvétsi
pravdépodobnosti pfitomny uz u posledniho spole¢ného predka vSech eukaryot (Cerutti &

Casas-Mollano 2006).
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Obr. 2.1: Strucny prehled procest RNAI. (a) Prvni radek — vznik dvousroubovicové RNA: (1) sekundarni struktura
prekursoru miRNA s dvouvldknovym uUsekem, (2) syntéza druhého vldkna pomoci RNA-dependentni RNA
polymerazy, (3) parovani mRNA s antisense RNA a (4) vlasenka vznikajici prepisem invertované repetice. Druhy
radek (zleva): vysttizeni duplexu sRNA, Upravy a pfipadny transport sRNA, mechanismy plsobeni: (1) stépeni,
(2) blokovani translace a (3) modifikace chromatinu. (b) Zakladni drahy RNAI a proteiny, které se jich Gcastni.
Prevzato z: (Voinnet 2008)

2.2 Slozky RNAi

2.2.1 Proteiny biogeneze malych RNA

Zakladem pro vznik malych RNA jsou vétSinou transkripty DNA-dependentnich RNA
polymeraz (pokud se zrovna nejedna o sRNA virového ptavodu). Doposud popsané geny
specializované na tvorbu nekodujici RNA (ncRNA), ze které dale vznikaji rizné sRNA, jsou
bézné¢ prepisovany Pol II — jedna senapf. o prekursory miRNA ata-siRNA
(viz déle; Vazquez et al. 2010). Kromé Pol I, II alll, které¢ se vyskytuji u vSech eukaryot,
seurostlin vyvinuly je$t¢ dalsi dvé polymerazy: Pol IV aV', které se specializovaly
pfedev§im na metylaci DNA (RdDM, RNA directed DNA methylation). Pol IV se podili
na produkci SRNA, kdezto Pol V pisobi az v pozdéjsich krocich celého procesu (pfi vlastni

1  PollIV aV byly dfive znaceny jako Pol IVa resp. Pol IVD a jejich podjednotky NRPD1a a NRPDI1b.
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metylaci) a pfimo z jejiho transkriptu Z4dné sRNA nevznikaji (tento proces je podrobné
popsan v kapitole 2.3.2.1.1). Ob¢ tyto polymerdzy se v evoluci vyvinuly z Pol II a také s ni
sdili pfiblizné¢ polovinu svych podjednotek (stejné€ jako ostatni eukaryotni polymerazy i tyto
se skladaji z celkem 12 podjednotek). Jako prvni se pravdépodobné vyvinula Pol IV a z ni
poté duplikaci Pol V (Luo & Hall 2007). Tyto polymerazy se odliSuji piedev§im svoji
katalytickou podjednotkou NRPDI1 respektive NRPE1? ta se také oznaCuje jako nejvétsi
podjednotka. Hlavnim znakem, ktery nejvetsi podjednotky odlisuje, je jejich C-terminalni
doména, kterd nese motivy ziejmé potiebné pro vazbu ostatnich slozek RADM — u obou je to
DeCL-like (defective chloroplast and leaves) doména a u NRPEI to je navic jeste¢ WG/GW
motiv, ktery je obecné vyuzivan k vazbé proteinu Argonaut (AGO). Druhd nejveétsi
podjednotka (NRPD2) je u Arabidopsis jen jedna, atak je obéma polymerazami sdilena.
U jinych rostlinnych druhti se po€ty druhé nejvétsi podjednotky lisi a naptiklad u kukufice
jsou hned tfi geny — tato rozmanitost v poctu nékterych vedlejsich podjednotek svédci o stale
silném evolu¢nim tlaku na vyvoj téchto polymeraz (Pontes et al. 2006; El-Shami et al. 2007,
Luo & Hall 2007; Haag et al. 2009; Ream et al. 2009; Sidorenko et al. 2009; Kanno et al.
2010). Pol IV je zodpovédna za tvorbu sRNA z piiblizné 94 % vSech lokust, které sRNA
produkuji. Naprosta vétSina téchto sSRNA pochdzi z oblasti transposont a repetic, na jejichz
umlcovani se podili proces RADM (Mosher et al. 2008). Predpoklada se, ze Pol IV je schopna
do urcité miry rozeznavat metylovanou DNA, aby tak mohla tuto metylaci udrzovat (Onodera
et al. 2005). Krom¢ toho ma vSak Pol IV i roli v produkci nat-siRNA a také pfi pfijeti RNAi
signalt Sifenych na dalku prostfednictvim vodivych pletiv (Borsani et al. 2005; Brosnan et al.

2007; Katiyar-Agarwal et al. 2007).

Jednovldknové RNA transkripty mohou byt prevedeny na dvouvldknové RNA pomoci
RNA-dependentnich RNA polymeraz (RDR). RDR jsou jednou ze zakladnich slozek RNAi
ajsou tak u vétSiny eukaryot a ackoliv se napiiklad u savci piimo zadny jejich homolog
nevyskytuje, tak jejich role v produkci nckterych siRNA byla castecné zastoupena
podjednotkou telomerdazy (Maida et al. 2009). U Arabidopsis je celkem Sest genti pro RDR,
které odpovidaji dvéma ze tii rodin eukaryotickych RDR (Zong et al. 2009). Rodina
zahrnujici RDR3-5 (také RDR3a-c) patii k nejméné probadané a o konkrétnich funkcich
téchto RDR nic zndmo neni. Do druhé rodiny patii RDR1, RDR2 a RDR6 — tyto RDR jsou
probadany mnohem detailngji. Jak se ukdzalo u ostatnich eukaryotnich polymeraz, tak RDR

mohou operovat riznymi zpisoby — syntéza mtize zacinat bud’ s primerem (kterym muze byt

2 U Arabidopsis thaliana jsou podjednotky DNA-dependentnich RNA polymeraz zna¢eny NRP(A-E)(1-12),
kde pismeno A-E odpovida polymeraze I-V, ¢islo urc¢uje podjednotku v ramei daného typu polymerazy
a pokud je potieba, tak se pomoci malého pismene za nazvem jesté rozlisuji rizné izoformy.
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sRNA) anebo muze byt naprimeru nezavisld akomplementarni vldkno mulze byt
syntetizovano v celé délce templatu anebo mize RDR nandhodném misté templatu
syntetizovat pfimo sRNA (Makeyev & Bamford 2002). U rostlinnych RDR se schopnost
syntetizovat SRNA piimo neprokédzala a zfejmé tuto schopnost nemaji. Schopnost vyuzit
sRNA jako primer se zatim podafilo prokdzat jen pro homologa RDR2 u pSenice, in vitro
studie u RDR6 ani sekvenace nékterych jejich produktii zatim vSak nic takového neukazaly
(Tang et al. 2003; Curaba & Chen 2008; Rajeswaran et al. 2012). Na rozdil od n€kterych
ostatnich slozek RNAi je u RDR velmi nizka redundance mezi jejich funkcemi (Kasschau et
al. 2007). RDR1 hraje hlavni roli v protivirové obrané¢ (jeji exprese je fizena kyselinou
salicylovou), ovSem v této funkci mize byt nahrazena i RDR6, vzhledem k tomu, ze viry
jednotlivé slozky RNAI casto inhibuji (Diaz-Pendon et al. 2007). RDR2 je nezbytna pro
tvorbu siRNA ucastnicich se RADM, kde interaguje piimo s Pol IV. Krom& RdADM také
ovliviluje pfijeti RNAIi signdll Sifeného na dalku prostfednictvim vodivych pletiv, ptipadné
nékteré nat-siRNA (Brosnan et al. 2007; Kasschau et al. 2007; Ron et al. 2010; Law et al.
2011). RDR6 produkuje ta-siRNA, ovliviluje nckteré nat-siRNA, podili se zifejmé
na umlcovani nékterych transposonli aje dulezitou sloZzkou sense-PTGS, tedy
posttranskripéniho uml¢ovani spousténého RNA, ktera je k cilové molekule v sense orientaci
a zaroven nespoléhd na produkci sRNA ze sekundarni struktury s dvousroubovicovym
usekem (Borsani et al. 2005; Yoshikawa et al. 2005; Voinnet 2008; Zheng et al. 2010). Aby
takovato RNA mohla spoustét uml¢ovani, musi k ni byt dosyntetizovano komplementarni
vlakno. RDR6 pravdépodobné rozpozndva tzv. aberantni RNA, tedy RNA, kterym chybi 5'
¢epicka ¢i 3' poly-A konec. Aberantni RNA mize vzniknout bud'to rozstépenim dané RNA
proteinem Argonaut s SRNA anebo pfedCasnou terminaci elongace ¢i proCtenim se skrz
terminator. RDR6 nerozpoznava aberantni RNA piimo a v in vitro podminkach neni schopna
odliit standardni transkript od transkriptu, ktery postrada 5' ¢epicku nebo 3' poly-A konec.
Standardni transkript vSak je pted RDR6 ziejmé chranén proteiny, které jsou asociovany s 5'
a3' koncem, nicméné ani pouha pfitomnost aberantniho transkriptu neni dostate¢nou
podminkou pro to, aby k nému RDR6 dosyntetizovala komplementarni vlakno. V bunce je
totiz fada mechanismu, které¢ takovéto nestandardni RNA odstraiiuji a nedavaji tak Sanci
RDR6 je zavcasu vyhledat. Aby tedy RDR6 mohla spustit uml¢ovani, je zifejmée potieba, aby
mnozstvi aberantnich RNA daného transkriptu piekrocilo urCitou hladinu, pii které jiz
nebudou moci degrada¢ni mechanismy v bunce tyto transkripty dostatecné rychle odstranovat.
Takovy mechanismus je zfejmé¢ nezbytny, nebot’ transkripéni aparat neni dokonaly a urcité

mnozstvi aberantnich RNA produkuje i u béznych gend, které nemaji byt posttranskripné

18



umlcovany (Gazzani et al. 2004; Herr et al. 2006; Luo & Chen 2007; Curaba & Chen 2008).
Ur¢ité transkripty jsou naptiklad proti vstupu do drahy RNAi specificky chranény pomoci 5'-
3' exoribonukledzy XRN4, kterd rozpoznd aberantni transkripty vzniklé St€penim pomoci
sRNA na zadklad¢ konkrétnich sekven¢nich motivli a degraduje je (Rymarquis et al. 2011).
Neékdy je naopak potieba, aby vzniklé aberantni RNA po Stépeni pomoci sSRNA do dréhy
RNALI vstoupily, v téchto ptipadech je RDR6 k danému transkriptu casto cilen¢ atrahovéna.
Na tomto procesu se ziejm¢ piimo ¢i nepiimo podili AGO, ktery danou RNA naStépil
(Manavella et al. 2012). Jednim z proteinii, ktery pak tomuto procesu napomahé je SGS3
(Suppressor of Gene Silencing), jehoZ spravna funkce je potfeba pro produkci vétSiny sSRNA
zavislych na RDR6. SGS3 patii do rodiny proteinti, které se uCastni idalSich procesii
sovisejicich s RNAi aje pro né¢ charakteristickd predev§im piitomnost XS domény. XS
doména je schopnd vazat dsRNA s 5' pfesahy (napf. tedy sRNA navazanou na cilovou
molekulu). Jednou z funkci SGS3 je stabilizace RNA po Stépeni pomoci komplexu sRNA
s proteinem Argonaut (Elmayan et al. 2009; Fukunaga & Doudna 2009; Xie et al. 2012).
Dal$im proteinem, ktery vtomto procesu hraje zatim blize nespecifikovanou roli, je
pfedpokladana RNA helikdza SDE3 (Silencing Defective 3), ta pravdépodobné interaguje
s n€kterym z AGO proteind (Jauvion et al. 2010; Karlowski et al. 2010).

Vlastni malé RNA jsou vystépovany z dsRNA pomoci proteinu Dicer (u rostlin znacen
jako DCL). Vznikly duplex sRNA nese 5' monofostat a 3' hydroxylovou skupinu, na 3' konci
je pak dvounukleotidovy ptfesah. Funkci Diceru potiebuji ke svému vzniku vSechny sRNA,
jejichZ tvorba je zavislad na dsRNA, na rozdil od piRNA u Zivoc€ichii a sekundarnich siRNA
u Caenorhabditis, které jsou na Diceru nezavislé (Chapman & Carrington 2007). DCL patii
do skupiny ribonukledz typu III. DCL mé nékolik domén: PAZ, helikazovou doménu, dvé
RNase III domény, DUF283 a vétSinou dvé dsRBD (dsRNA binding domain). RNase III
domény dimerizuji a $t€pi dsRNA tak, ze vznikd 3' konec s 2nt pfesahem, kromé toho
se u savcu ukazalo, ze jsou schopny i vazat AGO protein; PAZ doména vaze 3' konce dsRNA
s 2nt pfesahem a jeji vzdalenost od RNase Il domény urcuje délku vysledné sRNA; DUF283
a dsRBD jsou dsRNA vazebné domény, které jsou zaroven schopné protein-protein interakci
s pomocnymi DRB (dsRNA binding) proteiny (Tahbaz et al. 2004; Hiraguri et al. 2005;
MacRae et al. 2006; Qin et al. 2010). DRB jsou zasadni pro fadu procest, kterych se DCL
ucastni, a celkem specificky s DCL dimerizuji ptes dsSRBD domény, které nesou. Arabidopsis
koduje Ctyfi rizné DCL a pét raznych DRB, jednodé€lozné (jako napi. ryze) pak maji pét
riznych DCL a osm DRB (Hiraguri et al. 2005; Margis et al. 2006; Curtin et al. 2008).

Jednotlivé DCL jsou v tfadé procesi vzajemné silné redundantni, zejména v obrané proti
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virim (Gasciolli et al. 2005; Deleris et al. 2006). DCL1 (u Arabidopsis) je ptedevsim slozkou
tvorby miRNA, interaguje s DRB1 (Casto také znacen jako HYL1 — Hyponastic leavesl),
se kterym lokalizuje v jadie do specifického druhu Cajalovych télisek (n€kdy také znacenych
jako D-bodies), jejichz funkci je pravé tvorba miRNA zpracovanim jejich prekursord. DRB1
se vtomto procesu podili na selekci vlakna z duplexu sRNA, které bude nésledné tvoftit
komplex s AGO1. Malé RNA produkované DCL1 jsou prevazné 21nt dlouhé (Hiraguri et al.
2005; Ronemus et al. 2006; Fujioka et al. 2007; Eamens et al. 2009). DCL2 hraje roli
v produkci fady riznorodych siRNA, které jsou ptevazné 22nt dlouhé, tyto siRNA maji
dilezitou tlohu ve spousténi tvorby sekundarnich siRNA, také je vyznamnou slozkou obrany
proti viriim a v tomto procesu muize fungovat nezavisle na DRB proteinech (Borsani et al.
2005; Deleris et al. 2006; Curtin et al. 2008; Mlotshwa et al. 2008). DCL3 je pfedevsim
soucasti RADM. siRNA, které v tomto procesu produkuje, jsou zavislé na funkci RDR2 a jsou
pfevazné 24nt dlouhé. Kromé toho hraje spiSe vedlejsi roli v produkei nékterych dalSich
siRNA a v obran¢ proti virim. DCL3 se nachéazi v nukleoplazmé a spolu s n¢kterymi dal§imi
slozZkami RdDM kolokalizuje v Cajalovych téliscich (Deleris et al. 2006; Pontes et al. 2006;
Kasschau et al. 2007). DCL4 je dtlezitou sloZzkou produkce ta-siRNA a zaroven je hlavnim
DCL v obrané proti virim. DCL4 pro svoji funkci potfebuje DRB4, ale na rozdil od DRBI
se DRB4 nepodili na selekei vlakna z duplexu sRNA, které bude nasledné interagovat s AGO.
DCL4 je lokalizovan v jadie asiRNA, které produkuje, jsou vétSinou 21 nt dlouhé
(Yoshikawa et al. 2005; Deleris et al. 2006; Eamens et al. 2009; Hoffer et al. 2011).

Poté, co je duplex malych RNA vystfizen, je stabilizovan 2'-O-metylaci na 3' konci
vlakna. Tento proces zajistuje metyltransferaza HEN1 (Hua Enhancerl), kterd je u rostlin
potieba pro metylaci jak siRNA, tak miRNA (u savct k metylaci miRNA nedochazi). HEN1
rozpoznava duplexy sRNA, které maji 3' konec s 2nt piesahem a jsou prfiblizné 21-24nt
dlouhé. Pokud je HENI nefunkéni, pak jsou sRNA uridinylovany a degradovany 3'-5'
exonukleazami (Li et al. 2005).

2.2.2 Malé RNA

Malé RNA jsou kli¢ovou slozkou procestt RNA1, nebot’ umoziuji sekvencné specifické
rozpoznani cilové nukleové kyseliny na zdkladé¢ komplementarity. Rostlinné sRNA jsou
prevazné 21-24nt dlouhé a jejich produkce je indukovéna piitomnosti dsSRNA, ze které jsou
vysttizeny enzymy DCL (jak je popsano vyse). Malé RNA je mozné roztiidit do n€kolika
skupin na zéklad¢ zplsobu jejich vzniku. Je tieba podotknout, ze n€které skupiny ¢i jejich

nazvy nejsou vV literatufe ustaleny aftada skupin se vzdjemné prolind. Tento problém je

20



obzvlasté patrny u rostlin, kde fada slozek RNAi ma velké mnozstvi paralogi, které jsou
vzajemné redundantni, a tak zatimco miRNA jsou napt. u Drosophily tvofeny jinymi enzymy,
nez siRNA, tak u Arabidopsis se vétSina enzyml produkujicich miRNA podili i na produkci

nekterych typli siRNA (Chapman & Carrington 2007).

Dobte charakterizovanou skupinou malych RNA jsou microRNA (miRNA). Tyto sSRNA
vznikaji  z prekursor s komplexni sekundarni strukturou, jez obsahuje vlasenku
s nedokonalym parovanim bazi. Z kazdého genu produkujiciho miRNA (MIR geny) vznika
obycCejné jen jedna konkrétni miRNA. MIR geny casto tvoii rodiny, jez davaji vznik miRNA
o stejné sekvenci (Meyers et al. 2008). MIR geny jsou piepisovany Pol II za vzniku pri-
miRNA, z pri-miRNA je napted pomoci DCL1, DRBI a nékterych dalSich proteinii vystépena
pre-miRNA (Cast vlasenky se smycCkou) a az z vlastni pre-miRNA je vysStépen duplex miRNA
opét za ucasti DCL1 a DRB1 (Hiraguri et al. 2005; Rajagopalan et al. 2006; Ronemus et al.
2006; Kim et al. 2011). U n¢kterych miRNA mize proces probihat naopak (tedy napted je
odstranéna cast vlasenky se smyckou a az ze zbytku prekurzoru je vyStépen duplex miRNA)
a nékteré miRNA (ziejmé ty evolu¢né mladsi) jsou produkovany i jinymi DCL, neZ je DCLI
(Rajagopalan et al. 2006; Bologna et al. 2009). Vznikly duplex miRNA je metylovan HEN1
a asociuje s AGOI, ten si z néj vybere tzv. ,,guide strand a druhé vldkno (,,passanger strand*)
rozstépi. Vybér vldkna ovliviiuje DRBI1 (Li et al. 2005; Eamens et al. 2009). Ne u vSech
miRNA je role guide a passanger strand jednozna¢né dand a s AGO1 mize asociovat 1 urcita
(n€kdy 1rovnocenna) frakce vldkna druhého (Manavella et al. 2012). Vzhledem k tomu,
ze miRNA vznikaji v jadie (vjednom typu Cajalovych télisek), tak musi byt nasledné
exportovany do cytoplazmy. Na exportu se, asponn v nékterych ptipadech, podili exporter
HASTY. Forma, v jaké jsou exportovany, pfesné¢ znama neni, ale vzhledem k tomu, Zze AGO1
kolokalizuje s proteiny biogeneze miRNA, jadern¢ lokalizovany DRBI1 ovliviluje vybér
vldkna z duplexu a Ze n€které vlastnosti pre-miRNA mohou ovliviiovat funkénost AGO1, Ize
ptedpokladat, ze miRNA jsou exportovany v komplexu s AGO1 (Fang & Spector 2007,
Fujioka et al. 2007; Eamens et al. 2009; Manavella et al. 2012). Doposud bylo identifikovano
pies 200 MIR gent a nékteré z nich tvofené miRNA jsou v evoluci velmi siln€ konzervovany.
Hlavni funkci miRNA je pfedevs§im posttranskripéni regulace genové exprese. Podileji se tak
na regulaci gend sovisejicich s ontogenezi, reakci na rizné typy stresu a jsou soucasti fady
dalSich procesti (Rubio-Somoza & Weigel 2011). Ve vyjime¢nych ptipadech mohou i nékteré
miRNA indukovat metylaci DNA (Wu et al. 2010). miRNA puasobi pfedevSim bunécné

autonomné a jen ziidkakdy se $ifi i do sousednich buné¢k (Felippes et al. 2010).
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Zbylé sRNA urostlin, které nespadaji pod miRNA, jsou souhrnné oznacovéna jako
siRNA. Z siRNA seale dale vyclenuji nckteré podskupiny, jejichz biogeneze ma urcité
unikatni prvky.

Prekurzory, ze kterych siRNA mohou vznikat, jsou rozmanité a jednim z nich muaze byt
vlasenka. Vlasenka vznika transkripci invertované repetice a lokust, které mohou timto
zpisobem davat vzniknout vlasenkdm, je v genomu Arabidopsis piekvapivé hodné
(az ke tfem tisicim). Vlasenku mohou obecné zpracovavat vSechny DCL, zejména DCL2,
DCL3 a DCLA4. Se zkracujici se délkou vlasenky se zfejm¢ vyuziti jednotlivych DCL posouva
od DCL2, pifes DCL4 aZ po DCL1 a u kratSich vlasenek zplisob zpracovani za¢ina pfipominat
drahu biogeneze miRNA (né¢které takovéto sSRNA se také oznacuji ,,miRNA-like siRNA®).
U nékterych vlasenek se také ukazala potteba DCL1, ptes to, zZe se nepodili pfimo na produkci
siRNA — moznd hraje obdobnou roli, jako pii zpracovani prekursord miRNA. Tato pozorovani
souhlasi s pfedstavou, ze miRNA se postupné vyvinuly v evoluci z invertovanych repetic

(Vazquez et al. 2008; Dunoyer et al. 2010; Wang et al. 2011).

DalSim typem sRNA jsou nat-siRNA vznikajici z transkripti jednoho lokusu, kde vSak
bezi transkripce v obou smérech (natural antisense transcripts — NAT). Vznikaji tak dvé
vzajemné komplementarni vldkna, kterd se spolu mohou spojit a vytvaret dsRNA. Tyto
antisense transkripty mohou vznikat asi z 9 % genil u Arabidopsis a nadpolovi¢ni vétSina
z téchto transkriptii je schopna produkovat nat-siRNA (Jin et al. 2008). Biosyntetickd draha
zatim nebyla zcela jasné¢ popsana, kromé standardnich slozek jejich produkci také ovliviiuje
Pol IV a RDR6, ptipadn€ RDR2. Procesu se G€astni riizné DCL a nat-siRNA, které produkuji,
mohou v n¢kterych piipadech byt atypicky dlouhé (30-40nt). nat-siRNA tvofi vyznamnou
slozku reakce rostlin na stresy, kdy pravé v reakci na stres dochazi k indukci transkripce
antisense RNA k uml€ovanému genu, nat-siRNA tak piisobi pievazné in cis (Borsani et al.

2005; Katiyar-Agarwal et al. 2007; Ron et al. 2010).

Malé¢ RNA mohou také vznikat v disledku rozstépeni transkriptu jinou sRNA. Proces,
kdy v reakci na ptitomnost SRNA komplementarni k urcité ¢asti sekvence dochéazi k produkci
sRNA ze sekvenci pfilehlych, se nazyva transitivita a vzniklé sSRNA byvaji oznacovany jako
sekundarni siRNA. Ve spousténi produkce sekundarnich siRNA béhem PTGS hraji dilezitou
ulohu siRNA produkované DCL2 a nebo nékteré miRNA. Jimi roz$tépené transkripty jsou
rozpoznany RDR6 (zatim jedind RDR, ktera byla tomto procesu popsana) a vznikla dsRNA je

Stépena predevSim DCL2 a DCL4. Sekundarni siRNA se obycejné §iti obéma sméry od mista

Stépeni (Moissiard et al. 2007; Mlotshwa et al. 2008). Specifickou podskupinu sekundarnich
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siRNA tvoii ta-siRNA, ty vznikaji rozS§t€penim nekddujiciho TAS transkriptu za pfitomnosti
komplementarni miRNA. Rozstépeny transkript je rozeznan RDR6 a nésledné¢ DCLA4, ktery
vystépuje ta-siRNA ve fazi (tj. $t€épi dsRNA od jednoho konce po 21nt usecich, vzniklé ta-
siRNA se tak nepiekryvaji). Tento proces vyZzaduje transport tam a zpét mezi jadrem
a cytoplazmou — prekursor ta-siRNA vznikd v cytoplazmé, vlastni ta-siRNA jsou pak
vystépovany v jadie a misto pusobeni ta-siRNA se opét nachazi v cytoplasmé. Jak nazev
napovida, tak ta-siRNA reguluji zejména cilové transkripty in trans, mimo to se vyznacuji
1 svou schopnosti Sifit se mezi bunkami. Existuji minimaln¢ Ctyfi rodiny ta-siRNA, které
reguluji expresi ARF a MYB transkripénich faktori a PPR proteinti, podili se tak napiiklad
na ustaveni polarity listu v morfogenezi (Yoshikawa et al. 2005; Rajagopalan et al. 2006;
Kumakura et al. 2009; Felippes et al. 2010). Na ta-siRNA byla provedena tfada studii
snazicich se popsat transitivitu spousténou miRNA. Prvni teorie zahrnovaly rozstépeni
prekursoru na dvou rtiznych mistech a nebo pouziti miRNA o délce 22nt (Axtell et al. 2006;
Cuperus et al. 2010). Soucasny model ukazuje, ze produkci sekundarnich siRNA spousti
miRNA s asymetrickym duplexem, tedy takové piipady, kdy v sekvenci komplementarniho
vldkna chybi nukleotid(y), vlakna duplexu tak byvaji casto o jiné délce. Vysoké procento 22nt
miRNA mezi t€émi, co spoustéji produkci sekundarnich siRNA, je tak dano pravé rtiznou
délkou obou vlaken duplexu (Manavella et al. 2012). Stépeni prekursoru na dvou riznych
mistech pak zfejmé slouzi k vymezeni produkce sekundarnich siRNA do konkrétni oblasti
prekursoru, tedy mezi ob¢é mista Stépeni (Rajeswaran & Pooggin 2011; Rajeswaran et al.
2012). Vznik sekundéarnich siRNA je také ovlivnén ptesnosti parovani konci miRNA k cilové
molekule — kdyz konce paruji, tak jsou produkty $té€peni stabilnéjsi a mohou se tak snaze stat

substratem pro RDR6 (Zhang et al. 2012).

Viibec nejpocetnéjsi skupinou sRNA v bunice jsou siRNA produkované piedevsSim
z oblasti transposonll a repetic a tcastnici se procesu RADM (popsan v kapitole 2.3.2.1.1).
Tyto siRNA maji v literatufe riznd oznaCeni, zde budou znafeny jako hc-siRNA
(heterochromatic-siRNAs). Prekursory k jejich vzniku jsou vytvareny Pol IV a konvertovany
na dsRNA pomoci RDR2, ktera s Pol IV interaguje. Procesu se Gcastni i dalsi proteiny, jejichz
funkce nebyla zatim jednozna¢né urcena — proteiny z rodiny CLSY (CLASSY; celkem 4
paralogy; jde zfejmé o chromatin remodulujici proteiny nebo helikdzy) a SHH1 (Sawadee
Homeodomain Homolog 1). Vlastni hc-siRNA jsou vystfithovany pomoci DCL3 a maji tak
typickou délku 24nt (Mosher et al. 2008; Law et al. 2011). Aktivita DCL3 miize byt
nahrazena funkci jinych DCL, vznikajici SRNA jsou pak kratsi a jejich schopnost fidit RADM
je mensi (Kasschau et al. 2007; Mosher et al. 2008). RDR2 a DCL3 kolokalizuji s AGO4
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v Cajalovych téliscich, kde zfejmé dochézi k tvorbé komplexu he-siRNA s AGO4 (Pontes et
al. 2006). Ve vztahu k produkci hc-siRNA je mozné rozli§it dva typy lokust (I all).
Na lokusech typu I je pro produkci hc-siRNA kromé Pol IV potieba jesté Pol V. Role Pol V je
nepiima a posiluje/umoziiuje funkci Pol IV na té€chto lokusech. Lokusii typu I je ptfiblizné 20-
30 % ze vSech lokust produkujicich hc-siRNA a jedna se pfedev§im o mobilni elementy typu
SINE a Helitron. Tyto lokusy se vyznacuji tim, Ze jsou kratsi nez typ Il a maji niz8i obsah CG
sekvenci. Lokusy typu II jsou v produkci hc-siRNA nezavislé na Pol V, na druhou stranu
se ukazalo, Ze pro navedeni Pol IV do nékterych €asti téchto lokust je potteba Pol 1. Lokusy
typu II predstavuji predevsim LTR retrotransposony a vyznacuji se tim, Ze jsou delsi nez typ
I a maji vyssi obsah CG sekvenci (Pontier et al. 2005; Mosher et al. 2008; Zheng et al. 2009;
Lee et al. 2012). Za zminku také stoji, Ze fada na Pol IV zavislych sRNA, kterych miiZze byt
az na sto tisic, je v endospermu exprimovana pouze z maternalnich chromosomi, coz je zatim
nejrozséahlejsi znamy piipad imprintingu (Mosher et al. 2009).

Malé RNA také mohou byt produkovany exogennimi zdroji, jako jsou transgeny a viry.
Umlcovani transgenti je vétSinou dano rozpoznanim jejich transkripti pomoci RDR6
v disledku produkce aberantnich transkripti (popséno vyse). Divodi k tvorbé aberantnich
transkriptll z transgend muiZe byt nékolik — miZe dojit k proCteni terminatoru (obzvlasté
pokud je silny promotor a slaby termindtor) nebo muze dojit k pfedcasné terminaci
transkripce, coZ se mlze stat napt. pii lokdlnim vyc€erpani elongacnich faktori v disledku
silné transkripce. PredCasnou terminaci také mohou spoustét tandemové repetice (Luo &

Chen 2007).

RNAIi je jednim z hlavnich mechanism@ rostlinné obrany proti virtm. Mal¢é RNA
produkované v dasledku ptisobeni virti byvaji oznacované jako viRNA. Tyto sSRNA mohou
byt produkovany piimo v disledku virové replikace (pokud jako meziprodukt vznikaji
dsRNA), ze sekundarnich struktur v rdmci virovych transkripti a nebo pisobenim rostlinnych
RDR (zejména RDR1 ataké RDR6). Tyto sRNA mohou byt vyStépovany vsemi DCL,
vétSinou (zalezi ale inakonkrétnim viru) je pro jejich produkci nejdulezitéjsi DCLA4,
nasleduje DCL2, DCL3 a na konec DCL1 (Deleris et al. 2006). Viry Casto kéduji proteiny
slouzici k potlaceni RNAi (VSR — Viral Suppressors of RNA Silencing). Evolu¢ni tlak
ze strany virll je pravdépodobné jednim z divoda variability slozek RNA1 u rostlin (Ding &

Voinnet 2007).
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2.2.3 Argonaut

Argonaut (AGO) je vlastni efektorovou slozkou RNAi. AGO vaze sRNA a vznika tak
komplex RISC (RNA-induced silencing complex), ktery rozpoznava cilovou molekulu
pusobeni RNAI na zakladé komplementarity bazi s SRNA. Vzhledem k tomu, ze n¢které AGO
jsou funkénimi RNase-H enzymy, tak maji moznost cilovou molekulu samy nastépit. V jinych
ptfipadech k ni mohou navést také dalsi proteiny. Nékteré proteiny, které s AGO interaguji
maji WG/GW doménu, ktera je specializovand pravé pro tento ucel. Vytvoreni RISC také
vyrazn¢ usnadiuje nalezeni komplemetarni RNA (Baumberger & Baulcombe 2005; Ameres
et al. 2007; El-Shami et al. 2007). AGO ma tfi zdkladni domény: PAZ (vaZe 3' konec sSRNA),
MID (vaze 5' konec sRNA) a PIWI (je katalytickou doménou; Yuan et al. 2005). O tom,
kterou sRNA bude konkrétni AGO véazat, rozhoduje fada faktor: délka sRNA, identita 5'
koncového nukleotidu, na vybér z duplexu sSRNA ma vliv nizsi termodynamicka stabilita na 5'
konci, koexprese dané sSRNA a AGO v piislusném pletivu a ziejmé 1 subcelularni lokalizace,
pfipadné proteiny asociované s produkci dané sRNA (Tomari et al. 2004; Mi et al. 2008;
Takeda et al. 2008; Eamens et al. 2009; Havecker et al. 2010).

AGO je evoluéné stary protein, nachazi se jiz u né€kterych prokaryot a je prakticky
u vSech eukaryot — vyjimku tvoifi pouze ty, které zfejmé¢ mechanismus RNAi sekundarné
ztratily, jako je naptiklad Saccharomyces cerevisiae (Yuan et al. 2005; Drinnenberg et al.
2009). AGO ueukaryot je mozné roztidit do tii nadrodin: AGO (asociuje s miRNA
asiRNA), Piwi (asociuje spiRNA) a WAGO (asociuje se sekundarnimi siRNA
u Caenorhabditis). U rostlin se nachazi pouze AGO nadrodina, Arabidopsis ma 10 paralog
AGO aryze 18. AGO proteiny u Arabidopsis je mozné roztfidit do tii skupin: 1) AGO1,
AGOS5 a AGO10; 2) AGO2, AGO3 a AGO7; 3) AGO4, AGO6, AGO8 a AGO9 (Chapman &
Carrington 2007; Vaucheret 2008).

AGOL1 je hlavnim AGO proteinem v PTGS, asociuje s vétSinou miRNA a také siRNA,
které se PTGS tucastni. Byl prvnim popsanym zastupcem, a dal tak AGO proteiniim jejich
jméno (fenotyp rostlin s mutantnim ago/ pfipominal chapadla lodénky). Preferuje SRNA s 5'
uridinem a o délce 21nt. Je také hlavnim AGO ucastnicim se protivirové obrany. U AGO1
byla prokézana schopnost katalyticky stépit RNA. AGO1 reguluje sam sebe prostfednictvim
miR168 (Bohmert et al. 1998; Baumberger & Baulcombe 2005; Ronemus et al. 2006; Mallory
& Vaucheret 2009). AGOS5 preferuje sSRNA s 5' cytosinem a ziejmé se ucastni procestt PTGS,
asociuje minimalné s jednou miRNA — miR163 a moZna se Gcastni i1obrany proti virim

(Takeda et al. 2008). AGO10 je nejblize piibuzny k AGOI a je s nim ziejmé& do urCité miry
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redundantni, hraje dileZitou roli ve vyvoji apikdlniho meristému (Brodersen et al. 2008).
AGO2 a AGO3 jsou velmi blizce pfibuzné, zadna funkce AGO3 zatim popsana nebyla. AGOS5
preferuje SRNA s 5' adenosinem a asociuje minimalné s jednou miRNA (miR163). Funguje
také jako ,,zalozni* AGO v protivirové obrané — je regulovan miR403. Tato regulace v ptipadé
vyfazeni AGO1 virovymi supresory prestdva byt funkéni a AGOS je overexprimovan
a nahrazuje v protivirové obrané AGO1 (Takeda et al. 2008; Harvey et al. 2011). AGO7 tidi
produkci ta-siRNA, jejichz tvorba je zavisla na miR390 (Adenot et al. 2006). Zbyvajici AGO
patii do tzv. ,,AGO4 rodiny* a vSechny se tcastni RdADM (krom¢ AGOS, ktery je ziejmeé
pseudogenem). AGO z této rodiny vazi 24nt SRNA s 5' adenosinem, vétSina téchto sSRNA
vznikd z produkti Pol IV. Jsou také schopny Sstépit cilovou RNA atato schopnost je
v nékterych piipadech TGS potifebnd. Ptfi absenci 24nt siRNA jsou tyto AGO caste¢né
destabilizovany na proteinové urovni. Jednotlivé AGO ztéto skupiny se vzajemné lisi
pfedevsim charakterem své exprese, o cemz také svédC¢i to, Ze pokud je jeden znich
exprimovan pod promotorem toho druhého, tak jej mlze z vétsi Casti zastoupit. AGO4 je
univerzalni a je exprimovan v celé rostliné, AGO6 je exprimovan predev§im v apikdlnich
meristémech (kde ziejm¢ piebird hlavni roli v RADM) a AGO9 je exprimovén v zarode¢ném

vaku a apikalnim vrcholu embrya (Qi et al. 2006; Havecker et al. 2010; Eun et al. 2011).

2.3 Mechanismy RNAi, umléovani exprese genu

2.3.1 Posttranskripéni uml¢ovani exprese gentl

Posttranskripéni uml¢ovani (PTGS) je, jak jiz nazev napovida, proces, kdy dochazi
k ovlivnéni exprese proteinu na trovni transkriptu. PTGS mutZze probihat dvéma zptsoby,
které se navzdjem nevylucuji — St€épenim cilového transkriptu a nebo blokovanim translace
(viz Obr. 2.2). Stépeni cilového transkriptu dokazi zajistit samy proteiny AGO s sRNA.
Schopnost $tépit RNA byla zatim prokdzana u AGO1, AGO4 a AGO7 (Baumberger &
Baulcombe 2005; Qi et al. 2006; Montgomery et al. 2008). Blokovani translace pomoci SRNA
je zatim jen velmi povrchné popsany proces, ucastni se jej nckteré proteiny asociované
s mikrotubuly, jako je katanin, a nékteré faktory, které mohou spoustét degradaci RNA — VCS,
ktery odstranuje ¢epicku z RNA (Brodersen et al. 2008). Zatim nebylo ptfesné popsano, jaké
vlastnosti ovliviiuji to, ktery proces bude ptevladat. Plivodni hypotézy predpokladaly, Ze je to
ovliviiovano pfedev§im presnosti parovani s cilovou molekulou (tyka se hlavné miRNA),
nicméné se ukazuje, Ze ikdyz je parovani sRNA s cilovou molekulou pfesné, tak casto

dochdzi ik blokovani translace (Brodersen et al. 2008). PTGS muze probihat jak
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v cytoplazmé, tak vjadie (Hoffer et al. 2011). M¢lo by byt také zminéno, Ze Stépeni
transkriptu pomoci SRNA neslouzi ¢ist€ jen jako degradacni proces, ale n¢kdy je i soucasti

biogennich procest, napt. tvorby sekundarnich siRNA.

Mechanisms of microRNA action
A Translation inhibition Translational inhibition and slicing Slicing
Target RNA Target RNA Target RNA
Agol levels @y Target AAA levels Ago1 levels
0 : i WT _ delt =] WT __ deli ; WT _ dell
e miRNA
b AAA / o e AAA
i o) =]
aii—-—AAA I l
"'\____/- C—— d AAA ®emmmmaan Q AAA

Obr. 2.2: Mechanismy PTGS: (vlevo) blokovani translace, (vpravo) stépeni mRNA a (uprostied) kombinace obou
zpUsobl. Obrazky obsahuji vystup z Northern blotu, kde v pravé draze je vidét analyza extraktu RNA z rostliny
s nefunkéni produkci miRNA jako kontrola a v pravé draze je extrakt RNA z wild-type rostliny. Prevzato z:
(Voinnet 2009)

2.3.2 Transkrip€éni uml€ovani exprese genu

Transkripéni umlcovani (TGS) je procesem regulace genové exprese na Urovni
transkripce. Tento proces tedy ovliviiuje to, zda-li bude transkript vznikat a nebo ne (ptipadné
v jaké mite). Transkripéniho umléovéni je dosazeno modifikacemi chromatinu. Rada téchto
modifikaci ma predev§im signdlni charakter, kterym je ovliviiovdna mira acetylace histond,
atim ikondenzace chromatinu ataké vazba tady faktord, jez ovliviluji transkripci. Pro
spravné umlceni je pak klicové, aby setyto modifikace tykaly oblasti promotoru.
Nejvyznamnéj$i a nejprobadanéjsi modifikace predstavuje metylace DNA a Upravy histont

v podobé jejich metylace a acetylace.

2.3.2.1 Metylace DNA

DNA metylace seueukaryot tyka cytosinl, které jsou pomoci metyltransferaz
konvertovany na 5-metylcytosin. U rostlin je tato modifikace klicovou represivni
epigenetickou znackou fidici transkripéni umlcovani a kondenzaci chromatinu. Metylace
DNA ma pfedevsim signdlni charakter a ackoliv in vitro mize ovliviiovat afinitu nékterych
transkripcnich faktor k DNA, tak sama o sobé k umléeni nestaci a i metylovany promotor
za urcitych podminek muiZe spoustét transkripci (Kanazawa et al. 2007; Fischer et al. 2008;
Okano et al. 2008). DNA metylace miize urostlin byt ve tfech rtiznych sekvencnich

kontextech: CG, CHG a CHH (kde H je A, C anebo T), v genomu Arabidopsis jsou tyto
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sekvence metylovany z 24, 6,7 respektive 1,7 % (coz tvoii v souhrnu kolem 6 % veskerych
C). Ze vzajemného srovnani metylovanych sekvenci pak vychazi, ze ptiblizn¢ 55 % metylaci
zastupuji CG, 23 a 22 pak zastupuji CHG respektive CHH (metylace v téchto sekvencnich
kontextech budou déale znaCeny jen metCG/CHG/CHH). Metylace se tyka predevSim
transposontl, retrotransposont, TDNA a centromerovych repetic. Ve vét§iné piipadi spolu
metylace v riznych sekvencich koreluji, vyraznou vyjimku tvoii kodujici oblasti genti, kde
se nachazi téméf vyhradné metCG a tato metylace v kodujici oblasti je piekvapiveé Casta —
tykéd se az 30 % genii (Zilberman et al. 2007; Cokus et al. 2008; Lister et al. 2008). Ptesny
vyznam této metylace zatim popsan nebyl, jednou z moZznosti je, Ze brani chybné iniciaci
transkripce uvnitt genu (Zilberman et al. 2007). Kromé toho zde existuje také silna korelace
se schopnosti regulovat expresi v odpovedi na externi €i interni stimuly (Aceituno et al. 2008)
a také korelace s rozloZzenim intronti a exoni (Chodavarapu et al. 2010). Metylace v rtiznych
sekvencnich kontextech jsou pfevazné zprostfedkovavany odliSnymi metyltransferdzami —
udrzovaci CG metylaci zprostitedkovava témér vyhradné MET1 (Methyltransferaseasel),
CHG pak pievazné CMT3 (Chromomethylase3) a CHH ptevazn¢ DRM2 a DRM1 (Domains
Rearranged Methyltransferase). Pro spravny pribéh metylace jsou déale potieba ATPazy
remodulujici chromatin, jako je DDM1 a nékteré dalsi proteiny (Jeddeloh et al. 1999; Cao et
al. 2003; Kankel et al. 2003; Cokus et al. 2008). MET1 je udrZzovaci metyltransferaza
metylujici hemimetylovanou DNA po replikaci. CMT3 je téZ udrZujici metyltransferaza
metylujici DNA pfevazné v zavislosti na modifikacich histoni. DRM?2 je fizena malymi RNA
v procesu RADM. Kromé¢ DRM2 patii do rodiny DRM jest¢ DRMI, ale jeji role je jen
minoritni, a pak také DRM3, ktery je sice katalyticky neaktivni, ale na pribéh metylace
prostiednictvim DRM?2 mé nezanedbatelny vliv (Henderson et al. 2010; Law & Jacobsen

2010).

2.3.2.1.1 RdDM

RdDM (RNA-directed DNA methylation) je proces metylace DNA fizeny malymi RNA
(shrnuto na Obr. 2.3). Tento proces se podili na udrzovani metylace heterochromatinu, ale
pfedevsim je zatim jedinym popsanym procesem schopnym navodit metylaci de novo. Béhem
de novo metylaci dochazi k metylaci ve vSech sekven¢nich kontextech (CG, CHG a CHH).
RdDM zodpovida za ptiblizné 30 % metylaci v genomu Arabidopsis (Lister et al. 2008). Tato
metylace je fizena prevazné 24nt dlouhymi sRNA, ve vétSin€ piipadl se jednad o hc-siRNA,
které jsou produkovany Pol IV, RDR2 a DCL3 (jak je popsano vyse), ale 24nt SRNA schopné

fidit metylaci mohou vznikat i jinymi procesy, jako je napf. transkripce invertovanych repetic,

28



tvorba sekundéarnich siRNA béhem PTGS a nebo konvergentni transkripce (Sijen et al. 2001;
Vaistij et al. 2002; Borsani et al. 2005; Mosher et al. 2008). Tyto sSRNA nasledné asociuji
s AGO4 (ptipadneé AGO6 a AGQO?Y), ktery na zdklad¢ sekvencni komplementarity mezi SRNA
a transkriptem Pol V urcuje mista v genomu, kterd budou metylovana. Pol V je tedy klicovou
slozkou umoznujici vyhledani cilovych sekvenci a navedeni metylacniho aparatu na tyto
sekvence. Pol V ziejmé nerozpoznava zadny konkrétni promotor a jeji transkripce je
iniciovana nadhodné po genomu. Jeji transkripty nemaji 3' poly-A konec ajsou vétSinou
priblizn¢ 200nt dlouhé (Wierzbicki et al. 2008; Wierzbicki et al. 2009). Pol V pro svoji
spravnou funkci potfebuje DDR komplex (DRD1, DMS3 a RDM1), ktery se pravdépodobné
podili na jejim navedeni na lokus a/nebo napoméha transkripci. DRD1 (Defective in RADM
1) je ptedpokladany chromatin remodulujici protein. DMS3 (Defective in meristem silencing)
pravdépodobné vytvaii dimer s DMS11 a oba jsou piibuzni k SMC proteinil (kam patii napf.
cohesiny). RDM1 (RNA-Directed DNA Methylation 1) je protein schopny vazat metylovanou
ssDNA (Kanno et al. 2004; Kanno et al. 2008; Wierzbicki et al. 2008; Gao et al. 2010; Law et
al. 2010; Lorkovi¢ et al. 2012). Dalsim komponentem ovliviiujicim transkripci Pol V je
RDM4 (RNA-Directed DNA Methylation 4) — jednad se o transkripéni faktor, ktery ftidi
transkripci jak Pol V, tak Pol II a nejspiS 1 Pol IV, nebot’ s ni interaguje (He et al. 2009a; Law
et al. 2011). Se vzniklym transkriptem tedy asociuje AGO4 s navazanou sRNA. AGO4 tento
transkript na nékterych lokusech S$tépi ataké interaguje s dalS§imi proteiny, které celému
procesu napomahaji (Qi et al. 2006). Jednim z nich je SPT5-Like (Suppressor of Ty Insertion;
také KTF1). Pfestoze SPT5-L je piibuzny elonga¢nim faktorti, tak vlastni transkripci Pol
V neovlivituje. SPT5-L interaguje s AGO4 a mirn¢€ ovliviiuje navedeni AGO4 na chromatin,
ale tento efekt neni dostatecny k tomu, aby vysvétlil miru ztraty metylace v mutantnim spt5-/,
jeho konkrétni funkce v RADM tak zlistdva nezndma (He et al. 2009b; Rowley et al. 2011).
DalSimi proteiny, které by potencidlné¢ mohly vazat AGO4 jsou IDN2 (Involved in de novo)
a IDN2-Like. Jedna se o proteiny patiici do stejné rodiny jako SGS3 a RADM se ucastni
nejméné S5 riznych paralogh z této skupiny. Stejné jako SGS3, tak 1 tyto proteiny vazi dsSRNA
s 5' presahy pfes svoji XS doménu. V in vitro podminkiach mohou vazat AGO4 s sRNA
a zfejm& maji také DNA vazebnou schopnost (Ausin et al. 2009; Ausin et al. 2012; Xie et al.
2012). Hlavnim efektorovym proteinem RdDM je DRM2, jak ptesné je k tomuto komplexu
proteinit v jadru s Pol V naveden zatim znamo neni, nejlepSim souCasnym kandidatem je
podjednotka DDR komplexu — RDM1, ktery interaguje jak s DRM2, tak s AGO4 (Gao et al.
2010). Pro spravnou funkci DRM2 jsou déle také potieba dva proteiny — SUVH2 a SUVH9
(SU(VAR)3-9 homologue), které vazi metylovanou DNA (Johnson et al. 2008).
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Na nékterych lokusech do celého procesu vstupuje jesté Pol II. Zheng et al. 2009
vyizoloval slabou bodovou mutaci v podjednotce Pol II (nrpb2), které méla minimalni vliv
na transkripci (neovlivitovala zddné znamé slozky RNA1), ale zaroven na nékterych lokusech
dochazelo k uvolnéni TGS. Jak se ukazalo, tak Pol II je potfeba pro navedeni Pol V a Pol IV
na lokusy typu II (viz popis hc-siRNA, kap. 2.2.2). Zd4 se, Ze na lokusech typu I potieba neni,
nicméné s nimi ale fyzicky interaguje, a protoze jde o slabou mutaci, tak nelze vyloucit,
ze 1 na téchto lokusech hraje Pol II né&jakou roli v RADM. Jak se dale ukazalo, tak Pol II
ke své transkripci vtomto procesu potiebuje DRDI (nikoliv vSak DMS3) a interaguje

s RDM1 a s AGO4 (Zheng et al. 2009; Gao et al. 2010).

RdDM kromé¢ udrzovani metylace a de novo metylace umoziuje jesté dalsi proces, a tim
je Sifeni metylace z ptivodniho mista, na kterém byla indukovéna. Tento proces principidlné
funguje tak, ze kdyz dojde k de novo metylaci urcité sekvence, pak takova metylace mtize byt
dale udrzovana procesem RADM, coZz vyZzaduje transkripci Pol IV. Pol IV se vSak mize
procist i do sousednich oblasti a dat tak vzniknout sekundarnim sRNA, které pak mohou
nasledné tyto oblasti metylovat (Daxinger et al. 2009). Tento proces se zifejmé v nékterych
ohledech lisi od de novo metylace, nebot AGO4 v tomto procesu neni nahraditelny AGO6
(Eun et al. 2011). Tento mechanismus zaroveii umoziuje prechod PTGS na TGS, tedy
prechod od metylace kdédujici sekvence, ke které dochazi v disledku sRNA produkovanych
v pribéhu PTGS, k metylaci promotoru, a tim zastaveni transkripce (Fojtova et al. 2003).
Takovy proces skyta pro rostlinu své vyhody, pokud se totiz v buiice objevi napi. néjaky
transposon, jehoz transkripce indukuje PTGS, pak je to mozZnost, jak piejit na uml€eni
hrat v regulaci transkripce proteinkddujicich genlt — geny jejichz transkripce je regulovéana
RdDM se vyznacuji tim, Ze soucasti jejich promotoru je transposon, ¢i tandemova repetice.
Tyto oblasti jsou cilem primarni metylace a da se predpokladat, Ze pro umlceni takovéhoto
promotoru bude potieba, aby se metylace z téchto oblasti rozsitila do vlastnich regulacnich

oblasti promotoru (Baev et al. 2010).
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Obr. 2.3: Schéma RdDM: (1) transkripce Pol 1V, (2) prevod transkriptu na dsRNA, (3) vystépeni duplexd sRNA, (4)
Upravy sRNA duplexd, (5) asociace s AGO4, (6) transkripce Pol V, (7) navedeni RISC na transkript Pol V, (8)
ustaveni metylacniho komplexu, (9) metylace DNA a (10) modifikace histon(. Prevzato z: (Haag & Pikaard 2011)

2.3.2.2 Modifikace histont a jejich vliv na metylaci DNA

Modifikace histont spolu s metylaci DNA urcuji stav chromatinu a rozhoduji o tom,
jestli dand oblast bude moci byt transkribovana. Konkrétni mechanismy, jak jsou tyto znacky
ustavovany a obzvlasté pak, jak jsou interpretovany, byly u rostlin zatim popsany jen velmi
povrchné, ato zcasti také kvili jejich velké rozmanitosti. Modifikace histondi mohou
ovlivitovat to, jestli ajak bude DNA metylovdna anaopak metylace DNA ovliviluje
modifikace histond. O tomto faktu svéd¢i uz jen to, ze DNA, kterd je pfimo navazana
na nukleozém, je vice metylovana nez ta, kterd na n¢j pfimo navazana neni (Chodavarapu et
al. 2010). Modifikaci histoni mlze byt ftada: acetylace, metylace, ubiquitinylace
a fosforylace, také mohou byt pouzity rtizné izoformy histonti. Acetylace je typickd pro
euchromatin, a tak metylace DNA jsou Casto doprovdzeny deacetylaci. Deacetylaza HDAG6
(Histone deacetylase 6) je potieba nejen pro spravny prubéh de novo metylace béhem RdDM,
ale také pro udrzovaci metylaci pomoci MET1, se kterou piimo interaguje (Aufsatz et al.

2002; Liu et al. 2012).

Mezi nejprobadanéjsi modifikace histona patfi metylace na lysinu (K). U Arabidopsis
mohou byt metylovany Ctyfi rizné lysiny a vS§echny se nachdzi na histonu 3 (H3). Lysin mize
vazat az tfi metylové skupiny, a tak mize byt mono- di- a trimetylovan (mel, me2 a me3),
pficemz jednotlivé urovné metylace se mohou funkéné liSit. Metylace na H3K36 a na H3K4

jsou znacky pro aktivni oblasti. Zejména pak H3K4me3 se nachazi vyhradné v aktivné
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ptrepisovanych oblastech, tato znacka se vylucuje s udrzovanim metylace pomoci RADM a je
v takovych oblastech odstraiovana pomoci demetyldzy JMJ14 (Jumonji-C 14;
Zhang et al. 2009; Deleris et al. 2010). Jako represivni znacky slouzi zejména metylace
na H3K9 a na H3K27. S metylaci DNA nejvice souvisi H3K9me2. Tuto metylaci obstaravaji
proteiny SUVH4-6, ty rozeznavaji metylovanou DNA a na zéklad¢ toho dimetyluji lysin 9.
SUVH4 a CMT3, ktera naopak rozeznavd H3K9me2, tak spolu vytvari smycku, ktera pfi
dé€leni bunék vzajemné udrzuje metylaci DNA a H3K9 (Johnson et al. 2007; Bernatavichute et
al. 2008; Rajakumara et al. 2011). Naopak metylace H3K27 je na metylaci DNA nezavisla.
H3K27mel se nachazi v heterochromatinu a je zprostfedkovdna metyltransferazami ATXRS
a ATXR6 (Arabidopsis Trithorax-Related Protein), H3K27me3 se nachazi v euchromatinu,
hraje dtlezitou ulohu v regulaci genové exprese aje zprostiedkovana proteiny Polycomb
komplexu (Zhang et al. 2007; Jacob et al. 2009). Na histonech mohou byt metylovany
1 argininy, doposud bylo popsano pét mist takovéto metylace, vétSina z nich je represivniho
charakteru. Stejné jako lysiny, tak i argininy mohou byt az trimetylovany, rozdil je v tom,
ze dimetylce muze byt bud'to symetrickd a nebo asymetrickd, podle toho, kde konkrétné

se druha metylova skupina nachazi (Liu et al. 2010).

Kromé acetylaci a metylaci mohou byt histony také ubiquitinylovany. U Arabidopsis
byla popsana ubiquitinylace na lysinu 143 histonu H2B. Odstranéni této znacky je nezbytné
pro metylaci DNA a H3K9 béhem RADM (Sridhar et al. 2007). Obdobné se chova také
vyuziti izoformy histonu H2A — H2A.Z, ktera siln¢ antikoreluje s metylaci DNA a vyskytuje

se predevsim v 5' oblastech genti (Zilberman et al. 2008).

2.3.2.3 Demetylace DNA

Demetylace DNA muze byt jednak pasivni, tedy dand sekvence se prestane metylovat
a v disledku naslednych dé€leni buiiky tak metylovand DNA vymizi, a nebo aktivni, tedy
zprostiedkovana enzymy. U Arabidopsis byly popsany cCtyii glykosylazy, které se tohoto
procesu ucastni — DME (Demeter), ROS1 (Repressor of Silencing 1), DML1 a DML2
(Demeter-like). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o glykosylazy, tak odstraiiovani metylové
znaCky probihd Stépenim fosfodiesterové vazby a vystfizenim celého S5-metylcytosinu
(Gehring et al. 2006). Zatim neni zndmo jakym zptusobem demetylazy urcuji sekvence, které
maji demetylovat. Jednou z moznosti mohou byt sSRNA, nebot’ ROS3, protein tvotici komplex
s ROS1, je RNA vazebny protein schopny vazat pravé sSRNA (Zheng et al. 2008). Demetylazy
(ROS1, DML1 a DML2) chrani fadu lokusti (zejména genll) pted hypermetylaci a tvofi tak

protivahu metyltransferazam, o ¢emz svéd¢i ito, Zze transkripce téchto enzymi je uzce
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svazana. U mutaci slozek RdADM a nebo met! dochdzi k vyraznému sniZzeni exprese ROSI
(Huettel et al. 2006; Penterman et al. 2007). Dal§imi oblastmi, kde dochdzi k vyznamné
demetylaci, je vegetativni jadro spermatické buniky a endosperm. Demetylace ve vegetativnim
jadru spermatické buniky je z €asti pasivni a ddna snizenim exprese DDM1. Smyslem tohoto
procesu je ziejme reaktivace trasnsposont, které nasledné davaji vznik sSRNA, které by mohly
zabezpecit kompletni metylaci transposonti v generativnim jadru (Slotkin et al. 2009).
Demetylace v endospermu je zprostiedkovana DME, jenZ je exprimovan jiZ v centralni buiice
pred splynutim a spousti tak imprinting v endospermu reaktivaci nékterych specifickych
slozek Polycomb komplexu. Dalsi vyznam tohoto procesu by mohl byt obdobny jako
v predchozim piipadé — tedy umlceni transposontl v embryu (Gehring et al. 2006; Gehring et
al. 2009).
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3 Material a metody
3.1 Modelové organismy a jejich kultivace

3.1.1 Escherichia coli a Agrobacterium tumefaciens

Ke klonovani plazmida byly pouzity dva kmeny Escherichia coli: DH5a a JM109.
Kmen DH5a je standardné pouZivan pfi piipravé béznych konstruktii, béhem prace se vSak
ukézalo, ze je nevhodny pro klonovani nékterych piipravovanych konstruktli, z divodu
pritomnosti repetitivnich sekvenci v téchto konstruktech. Pro veskerou nésledujici préaci byl

proto pouzit kmen JM109.

Pro transformaci tabdkové bunécné linie BY-2 byl pouzit kmen bakterie Agrobacterium

tumefaciens C58C1Rif® (vice viz Deblaere et al. 1985).

Bakterie E. coli se kultivovaly na LB médiu (slozeni nize) pii 37 °C a bakterie A.
tumefaciens se kultivovaly na LB nebo YEB médiu (suspenzni kultura) pii 28 °C. Veskera
prace byla provadéna sterilné. Kultivace v tekutém médiu probihala aerobné za stalého tiepani
pies noc (cca 18 hod, 180 RPM, tiepacka Ceromat® H Biotech International), objem média
a nadoba se liSily podle potfeby. Kultivace na pevném médiu probihala v plastovych Petriho
miskéach o priméru 9 cm s 20-30 ml média. Bakterie £ coli se na pevném médiu kultivovaly
pies noc a A. tumefaciens po dobu tfi dnii. Plotny s narostlymi bakteriemi byly nasledné
skladovany v lednici. Do média byla pfidavana piislusna antibiotika, podle toho, jaké selek¢ni
markery (geny rezistence) nesly plazmidy, kterymi byly bakterie transformovany (pouzité
koncentrace antibiotik jsou v Tab. 3.1). Bakterie A. fumefaciens byly vzdy kultivovany
na médiu s pfidanim antibiotika Rifampicinu.

Vybrané klony bakterii byly uchovavany pro dalsi vyuziti v podobé ,konzerv* — k 800
ul bakterialni kultury v tekutém LB médiu bylo pfidano 200 pl 50% sterilniho glycerolu
v 1,5ml mikrozkumavce, ktera byla prudce zamrazena v tekutém dusiku a nésledné
skladovana pii -80 °C.

Tab. 3.1: LB médium (pevné)
slozky pepton (tripepton) yeast extract NaCl (agar)

g/l dH,O 10 0,5 1 1,75

* LB médium bylo sterilizovano kladvovanim.
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Tab. 3.2:YEB médium
‘ Slozky ‘ pepton (tripepton) ‘ yeast extract ‘ sacharoza ‘ MgSO, ‘
. gNldHO 10 | 1 | 5 05|

e M¢édium bylo sterilizovano kldvovanim. Roztok MgSO, byl klavovan samostatné (aby
se pi1 klavovani nevytvofila sraZenina) a do média ptidan az pted pouzitim.

Tab. 3.3: Antibiotika — bakterie

antibiotikum koncentrace zasobniho | koncentrace v médiu | zpiisob skladovani
roztoku [mg/ml] [mg/1] zasobniho roztoku
kanamycin 50 50 dH,0, v lednici
ampicilin 100 100 dH,0, -20 °C
spectinomycin 100 100 dH,0, -20 °C
tetracyklin 5 5 dH,0, -20 °C
rifampicin 10 100 methanol, -20 °C

* Antibiotika byla sterilizovana filtraci ptes jednordzové filtry Nalgene 0,22 pm,

s vyjimkou rifampicinu, ktery neni tfeba sterilizovat.

3.1.2 Tabakova linie BY-2
Jedna se o linii odvozenou od in vitro péstovanych semenackli kultivaru Nicotiana

tabacum cv. ,Bright Yellow 2°. Linie je podrobn¢ popséana v praci Nagata et al. 1992.

Linie BY-2 byla péstovana ve tm& pii 26 °C na upraveném MS médiu (Murashige &
Skoog 1962, podrobnosti v tabulce nize). Kultivace BY-2 probihala jednak ve form¢ kalusu

a jednak ve forme suspenzi. Veskera prace s BY-2 byla provadéna za sterilnich podminek.

Kalusy byly péstovany na pevném MS médiu v plastovych Petriho miskdch o priméru
6 cm s cca 14 ml média na misku. Do média byla dle potfeby pfidana piislusna antibiotika
(kanamycin, hygromycin) a claforan (pouzité koncentrace antibiotik jsou uvedeny v Tab. 3.5).
Uspotadani bylo vétSinou sedm kalusti na jednu misku. Malé Petriho misky pak byly vloZeny
do jedné vétsi sklenéné, kterd byla po stran€ z jedné poloviny utésnéna parafilmem, aby se tak
snizil vypar. Subkultiva¢ni interval byl ptiblizné Ctyfi tydny.

Kultivace suspenzi probihala ve 100 ml Erlenmeyerovych bankéach ve 30 ml tekutého
MS média na tiepacce IKA125 pti 280 RPM. Subkultiva¢ni interval byl 7 dni, inokulace byla
provadéna 1 ml narostlé suspenze. Pti zakladani nové suspenze z kalusu byl dostatecné velky
kus kalusu (ptiblizné 1g) vlozen dobaiky s30ml média aspomoci 10ml Spicky

se zastfizenym koncem byl ,,rozdroben* na mensi kusy.
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Tab. 3.4: MS médium pro BY-2 (pevné)
‘ slozky ‘ MS soli ‘ KH,PO, ‘ myo-inositol ‘ sachar6za ‘ 2,4-D ‘ Bl ‘ (agar) ‘
gldH:0 433 02 | 01 | 30 | 00002 0001 | 8

* MS soli byly dodany firmou Sigma, konkrétni slozeni viz: Murashige & Skoog 1962

* Rastovy regulator 2,4-D (kyselina dichlorfenoxyoctové; auxin) byl skladovéan
v lednici jako zd&sobni roztok o koncentraci 2 mg/ml. Tento roztok byl pfipraven
rozpusténim 2,4-D v malém objemu 1 M KOH, ktery byl nasledné¢ doplnén teplou
dH,O.

* Vitamin Bl (thyamin-hydrochlorid) byl skladovan pii 4 °C jako zasobni roztok
(v dH,0O) o koncentraci 10 mg/1.

* Vysledné pH média bylo upraveno na 5,8 pfiddinim KOH.
*  MS médium bylo nasledné¢ sterilizovano klavovanim.

Tab. 3.5: Antibiotika — rostliny

o koncentrace zasobniho | koncentrace v médiu . . .
antibiotikum zpusob skladovani
roztoku [mg/ml] [mg/1]
kanamycin 50 50 dH,0, v lednici
hygromycin 25 25 dH-0, -20 °C
taxcef (claforan) 100 100 dH,0, -20 °C

* Antibiotika byla sterilizovana filtraci pies jednorazové filtry Nalgene 0,22 pum.

3.2 Plazmidy

Jako vektory byly pouZivany rtizné bakteridlni plazmidy, slouZzici jednak ke klonovani
usekd DNA a jednak k ptenosu piislusnych sekvenci do cilového organismu, tedy linie BY-2.
Pfi tomto ptenosu piechazi do cilové bunky pouze T-DNA, ta je na nize uvedenych mapach
rozpoznatelna, jako tisek mezi dvéma piimymi repeticemi (LB a RB). VSechny nize uvedené
mapy byly vytvoreny pomoci programu ApE 2.0.42
(biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/).

Vysvétlivky k plazmidovym mapam:
* promotory: P35S, Pnos, Ind.P, P G10-90
* terminatory: NosT, pea 3A T, pearbcS E9 T
* selekéni geny: AmpR, KanR, HygR, SpeR, TetR

* reportérové geny: RS-GFP, mCherry, LacO+LacZ alpha
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* slozky replikace plazmidu: pSa origin, M13 origin, F1 origin, pSa Rep, ColE1 origin,
OriV, trfA

» ostatni: LB (left border), RB (right border), XVE fusion protein (receptor estradiolu
a aktivator Ind.P)

3.2.1 pGreen 0129, pGreen 0029 a pSoup

Plazmidy pGreen jsou binarni vektory. Pfi pfipravé konstruktl se vychazelo ze dvou
plazmidu, které dr. Belinvia a dr. Fischer odvodili na skolicim pracovisti od pGreenl (Hellens
et al. 2000): pGreen 0029 GFP nonSTOP (Obr. 3.1) pro klonovani konstruktii k ovlivnéni
exprese RDR6 a pGreen 0129 mCherry STOP (Obr. 3.2) pro klonovani indikatorovych linii.
Plazmid pGreen nese kanamycinovou resistenci pro selekci v bakteriich. Rezistence pro
selekci v rostlinach je pak u verze 0029 ke kanamycinu a u verze 0129 k hygromycinu. pSoup
(Obr. 3.3) je pomocny plazmid nesouci replikdzu, ktera je potfeba pro replikaci plazmidu
pGreen v A. tumefaciens (Hellens et al. 2000).

mCherry je Cerveny fluorescenéni protein, blize charakterizovan v praci: Shaner et al.
2004.

V mapach uvedené velikosti plazmidi pGreen neodpovidaji presné velikostem
fragmentli, které¢ je mozno vidét pii elektroforéze tohoto plazmidu, je to dano tim,
ze plazmidy z fady pGreenl integrovaly do pocatku replikace (ColEl origin) kus bakterialni
genomové DNA (odhadem 1,5 kbp), tato DNA vsak nijak neptekazi funkci plazmidu (Hellens

et al. 2000; www.pgreen.ac.uk).
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107 Bglll

RB 137..161

LacO 471..493
567 Sacl

ColE1 origin 5808..64

KanR 4967..5782__ P35S 596..1430

pGreen 0029

GFP nonSTOP
6425 bp

—

pSa origin 4127..4622

2163 Cfrl
2169 Pstl

2175 EcoRl
2187 Hindlll
2202 Sall

2208 Xhol
NosT 2213..2462
| 2462 Kpnl

| ILacZ alpha 2589..2657
'Pnos 2691..2964

4109 Bglll
LB 4085..4108
NosT 3798..4028
KanR 2977..3771

Obr. 3.1: Mapa plazmidu pGreen 0029 GFP nonSTOP

107 Bglll

RB 137..161

LacO 471..493
567 Sacl

P35S 596..1430
1437 Xbal
1443 Beul
1449 BamHI
1455 Cfr9l
1461 Pstl
1467 EcoRl
=-1479 Hindlll

ColE1 origin 6033..64

KanR 5192..6007 _

pGreen 0129
mCherry STOP

6650 bp
1836 Pstl

mCherry 1485..2195
pSa origin 4352..4847

2196 Sall

2202 Xhol

NosT 2207..2456

4334 Bglll
LB 4310..4333

4293 Pael | 2456 Kpnl
|| 'LacZ alpha 2583..2651
NosT 4023..4253 | 1 2786 Sacll
HygR 2971..3996 |Pnos 2685..2958
2871 Nhel

Obr. 3.2: Mapa plazmidu pGreen 0129 mCherry STOP
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ColE1 8235..9093 Oriv 1..618

LacO 1310..1288

_TetR 1703..2893

pSa Rep 6639..5668

trfA 3391..4539

Obr. 3.3: Mapa plazmidu pSoup

3.2.2 pDrive

pDrive (Obr. 3.4) je maly mnohokopiovy plasmid, ktery je soucasti kitu pro TA-
klonovéani PCR fragmenti (QIAGEN PCR Cloning Kit). Byl pouZit jako pomocny vektor pfi
klonovani PCR fragmenti ataké k tvorbé vlasenkovych konstruktli. pDrive nese jak

ampicilinovou, tak kanamycinovou resistenci.

LacO 176..198

AT cloning site 316..317
EcoRI,Sall,Hincll,Hindlll,Xhol,Nhel,Xbal,Sacl,Notl

|
Kpnl,Sphl,Pstl,Mlul,BamHI,EcoRI |

, M13F 447..431

ColE1 origin 3006..3687 )
¥ LacZ alpha 519..587

pDrive

F1 origin 1026..720

3851 bp

KanR 2181..2993
2484 Cfral

AmpR 1373..2032

Obr. 3.4: Mapa plazmidu pDrive
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3.2.3 pERS

Plazmid pERS8 (Obr. 3.5) je binarni vektor a nese spectinomycinovou resistenci pro
selekci v bakteriich a hygromycinovou resistenci pro selekci v rostlinach. Tento plazmid nese
inducibilni promotor, ktery je aktivovan B-estradiolem — na plazmidu je pfitomen gen pro
fazni protein, jehoz Casti je podjednotka lidského receptoru pro estrogen a ktery slouzi

k aktivaci tohoto promotoru (Zuo et al. 2000).

RB 1..25
' P G10-90 33..275

_pearbcS E9 T 1882..2176

Pnos 2192..2524
pER8

11522 bp

NosT 3553..3828

N\ Ind.P 3839..4189
4199 Xhol

ColE1 origin 6500..7181 ‘ . 4237 Beul
\ pea 3A T 4248..4717
| 4834 Pwull

LB 4988..5012
Obr. 3.5: Mapa plazmidu pER8

3.2.4 psmRS-GFP
Plazmid psmRS-GFP (Obr. 3.6) byl pouzit jako zdroj genu RS-GFP. Tento plazmid ma

ampicilinovou resistenci (Davis & Vierstra 1998).
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231 EcoRl
NosT 239..491
502 Sacl

ColE1 origin 4145..4827

/RS-GFP 1224..508

psmRS-GFP
1239 BamHI

4990 bp 1245 Xbal

P35S 2091..1257

2098 Pstl

M13 origin 2348..2803' | 2110 Hindlll

F1 origin 2365..2671

Obr. 3.6: Mapa plazmidu psmRS-GFP

3.3 Transformace modelovych organismu

3.3.1 Priprava elektrokompetentnich bakterii E. coli

Bakterie byly roz¢arkovany na plotné s pevnym LB médiem a kultivovany pifes noc
(detaily kultivace viz kapitola 3.1.1). 1-3 nové narostlé¢ kolonie byly zaockovany do 50 ml LB
média v 100 ml Erlenmayerové baiice a kultivovany pfes noc na tiepacce. Druhy den bylo
Sml této suspenze zaockovano do400ml LB média ve 2l Erlenmayerové bance
a kultivovano na tfepacce do dosazeni optické denzity 0,4 (pii A = 600 nm a primétu kyvety
1 cm). Poté byla baika i s bakteriemi prenesena do ledové lazné na 15-30 min. Veskera
nasledna prace byla provadéna na ledu. Pouzité nadobi i kapaliny byly sterilni a béhem prace
chlazeny naledu. VSechny centrifugace probihaly pii 4 °C a 1800 g 10 min. Polovina
ze 400 ml suspenze byla rozdélena po 25 ml doosmi 50 ml centrifugacnich zkumavek
(Falkon). Nasledovala centrifugace, supernatant byl slit a sediment resuspendovan v 6 ml
vychlazené dH,O a vSechen pfenesen do jedné separatni falkony. Cely proces byl zopakovéan
s druhou polovinou suspenze (technicky neni mozné centrifugovat cely objem 400 ml
najednou), ale sediment byl tentokrat resuspendovan ve 34 ml dH,O. Téchto 34 ml suspenze
bylo poté doplnéno do 40 ml suspenzi vzniklou po pfedchozi centrifugaci. Nasledovala
centrifugace, sliti supernatantu a resuspendovani pelet v 25 ml sterilniho 10% glycerolu.
Suspenze byla znovu centrifugovana, supernatant slit a pelet byl resuspendovan v 1 ml

sterilntho  10%  glycerolu. Ziskand suspenze byla pievedena do jedné falkony
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a centrifugovana. Supernatant byl slit a pelet resuspendovan v 800 pl sterilntho GYT média.
Byla zmétfena optickd denzita pti 600 nm (100x ziedéné suspenze), aby bylo potvrzeno,
7e hustota ziskané suspenze se pohybuje mezi 2 x 10" — 3 x 10'° bunék/ml (za predpokladu,
7€ 1,0 ODgyp = ~2,5 x 10* bunék/ml). Suspenze byla rozpipetovana po 40 ul do 1,5ml
mikrozkumavek, které byly zamraZzeny v tekutém dusiku a skladovany pfi -80 °C.

Tab. 3.6: GYT médium
‘ slozky ‘ 100% glycerol ‘ yeast extract ‘pepton (tripepton) ‘ dH,O ‘

‘ mnozstvi ‘ I ml ‘ 12,5 mg ‘ 25 mg ‘ 9 ml ‘

* GYT médium bylo sterilizovano filtraci pfes jednorazové filtry Nalgene 0,22 um

a skladovano v lednici.

3.3.2 Priprava elektrokompetentnich bakterii A. tumefaciens

Bakterie byly ,,roz¢arkovany* na Petriho misce s pevnym LB médiem a kultivovany 3
dny na LB médiu s rifampicinem (detaily kultivace viz kapitola 3.1.1). 1-3 nov¢ narostlé
kolonie byly zaockovany do 10 ml LB média s rifampicinem ve 100 ml Erlenmayerové bance
a kultivovany pfes noc na tfepacce. Druhy den byly 4 ml této suspenze zaockovany do 200 ml
YEB média s rifampicinem v 11 Erlenmayerové bafice a kultivovany na tfepacce do dosazeni
optické denzity 0,6 (pfi A = 600 nm a primétu kyvety 1 cm). Poté byla baiika i s bakteriemi
pienesena do ledové 1azné na 15-30 min. VeSkerd néslednd prace byla provadéna na ledu.
Pouzité nadobi i kapaliny byly sterilni a béhem prace chlazeny na ledu. VSechny centrifugace
probihaly pii 4 °C a 1800 g 10 min. Suspenze byla rozdélena po 25 ml do osmi 50 ml
centrifugacnich zkumavek (Falkon). Nasledovala centrifugace a kazda vznikla peleta byla
resuspendovana v 25 ml dH,O. Suspenze byla opét centrifugovana a vzniklé pelety
resuspendovany v 10 ml dH,O. Obsah vzdy dvou falkon byl slit dohromady a doplnén dH,O
do 25 ml. Suspenze byla centrifugovéna a pelety resuspendovany ve 2 ml 10% glycerolu
a veSkera vznikld suspenze slita do jedné falkony. Tato suspenze byla centrifugovana
a vysledny pelet byl resuspendovan v 1 ml 10% glycerolu. Suspenze byla rozpipetovana
po 100 ul do 1,5ml mikrozkumavek, které byly zamrazeny v tekutém dusiku a skladovany pii

-80 °C.

3.3.3 Transformace bakterii
Kompetentni buiiky E. coli nebo A. tumefaciens (viz kapitola 3.3.1 respektive 3.3.2)
byly rozmrazeny na ledu. Byly k nim pfidany 3 pl vzorku s plazmidem (vétSinou odsolend

ligacni smes, viz kapitola 3.4.6 a podkapitoly) a spolu s nim byly baktérie 1 min inkubovany
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naledu. Poté byly pievedeny do vychlazené elektroporacni kyvety, vni vlozZeny
do elektroporatoru (Bio-Rad Gene Pulser Aparatus, nastaveny na hodnoty 25 pF, 200 Q a 2,5
kV vptipad¢ E. coli, ¢1 2 kV v ptipadé¢ A. tumefaciens) a aplikoval se elektricky pulz.
Okamzité poté se k bunkam piidal 1 ml SOC média (YEB recovery v ptipad¢ 4. tumefaciens)
a bunky s médiem byly pfeneseny do sterilni sklenéné zkumavky. Nasledovala kultivace 1 h
v37°C (resp. 3 h v28°C pro A. tumefaciens) na ttepacce. Poté byly bakterie vysety
na Petrtho misku s LB médiem a pfisluSnymi antibiotiky (viz kapitola 3.1.1). VétSinou
se vysévaly dva rizné objemy: 50 a 950 pl, s tim, ze objem 950 pl byl jesté zakoncentrovan
tak, ze se centrifugaci (5000 g, 30s) vytvofil pelet, ¢ast supernatantu byla odlita a ve zbylych
ptiblizn€ 100 pl se pelet zpétné resuspendoval.

Tab. 3.7: SOC médium
slozky pepton | yeast extract | glukoza NaCl KCl MgCl, | MgSO,

g¢/20 ml dH,O| 0,4 0,1 0,0721 0,0117 | 0,0037 0,019 0,0241

 SOC médium bylo sterilizovano filtraci pfes jednorazové filtry Nalgene 0,22 um

a skladovano v lednici.

Tab. 3.8: YEB recovery médium
‘ slozky ‘ pepton ‘ yeast extract ‘ sacharéza‘ MgSO, ‘ NaCl ‘ KCl ‘ MgCl, ‘

gldH0 | 10 1 5 05 | 058 | 019 | 095

* YEB recovery médium bylo sterilizovano filtraci ptes jednorazové filtry Nalgene 0,22

um a skladovéno v lednici

3.3.4 Transformace a kotransformace tabakové bunécné linie BY-2

Tfi dny stard suspenze BY-2 (30 ml; kultivace viz kapitola 3.1.2) byla sterilné
prefiltrovana filtratnim zafizenim Nalgene a bunky byly resuspendovany do pivodniho
objemu v Cerstvém MS médiu. K builkkdm bylo pfiddno 30 pl 20 mM acetosyringonu
(rozpustény v ethanolu a skladovany v -20 °C). Suspenze byla pfiblizn¢ 20 protazena 10ml
Spickou, aby doSlo k poranéni bunék. Po tomto kroku byly 2 ml suspenze odebrany jako
kontrola (na 6cm plastovou Petriho misku). K vlastni suspenzi byly ptidany 3 ml suspenze
bakterii 4. tumefaciens transformovanych pfisluSnym plazmidem (ty byly ptedesly den
zaoCkovany do 10 ml YEB s odpovidajicimi antibiotiky ve 100ml Erlenmayerové baiice,
kultivace agrobaktéria viz kapitola 3.1.1). Vysledné suspenze byla znovu n¢kolikrat protazena

10ml $pickou a rozpipetovana po 2 ml na 6¢cm plastové Petriho misky. Nasledna kokultivace
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probihala ve tmé pii 27 °C po dobu 3 dni. V nadob¢ s Petriho miskami byl jesté kus navlhéené

gazy, aby suspenze nevysychala.

Po tiech dnech byly buiiky na misce resuspendovany v 10 ml 3% sachardzy a ze vSech
misek preneseny na jedno filtraéni zafizeni Nalgene, kde byly proplachnuty 300 ml 3%
sachardzy. Nasledovalo proplachnuti 100 ml MS média s pfidanym antibiotikem claforan (viz
Tab. 3.5). Promyté bunky byly resuspendoviany v malém objemu MS média (2-3 ml)
s antibiotikem claforan a rozpipetovany po 500-700 pl na misky se zpevnénym selekénim
médiem (0,6% agar, kultivace viz kapitola 3.1.2). Kontrola nebyla promyvana,
po resuspendovani v MS médiu byla pfimo pfenesena na médium selek¢éni. Pii nasledné
kultivaci byl opét v nddobé s Petriho miskami umistén kus mokré gdzy, aby se zabranilo

vysychani. Kalusy byly narostlé po 3-4 tydnech kultivace.

Kotransformace probihala obdobné, pouze semisto 3 ml zjedné suspenze

A. tumefaciens ptidavalo po 1,5 ml od obou klonil nesoucich odli§né plazmidy.

3.4 Prace s DNA

3.4.1 lzolace rostlinné DNA

Upraveno podle Shure et al. 1983. Priblizn¢ 100 mg rostlinného materidlu bylo spolu
se dvéma kulickami z nerezové oceli vlozeno do 2 ml mikrozkumavek a zamrazeno v tekutém
dusiku. Takto pfipraveny material byl homogenizovan kulovym mlynkem Retsch MM301
(6 min, 23 kmitl/s). Do stéle jesté zmrzlych mikrozkumavek bylo pfidano 300 pl extrakéniho
pufru, aten byl isrozpusttnym rostlinnym materidlem pienesen donové 1,5ml
mikrozkumavky. K roztoku bylo pfiddno 300 pl smési fenol:chloroform (1:1, pH 7,9)
a vzorek byl dikladné¢ promichan. Nasledovala centrifugace 7 min, 4000 g. Horni vrstva
(ptiblizn¢ 300 pl) byla prenesena do nové 1,5ml mikrozkumavky a bylo k ni ptidano 0,7
objemu isopropanolu a obsah byl opatrné¢ promichan piekldpénim zkumavky. Vysrazeny
»chuchvalec* DNA byl pfenesen do nové mikrozkumavky s 500 ul 70% ethanolu. DNA
s ethanolem se nechala piiblizn¢ 3 min stat apoté se centrifugovala (30 s, 14000 g).
Supernatant byl slit a sediment vysuSen proudénim vzduchu. Sediment DNA byl rozpustén
v 200 pl TE pufru s pfidanim 1 pl RNazy I (inkubovano 30 min pii 37 °C, RNaza I byla
dodana firmou Fermentas o koncentraci 10 u/ul ). DNA byla skladovana pii -20 °C.

Uspésnost izolace DNA byla ovéfena spektrofotometricky: DNA byla 50x nafedéna
abyla méfena absorbance pii 260 a 280 nm proti dH,O na spektrofotometru Thermo

Spectronics — BioMate 5. Vyslednd koncentrace byla vypoctena podle vzorce:
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c(ug/ul) = (' x Ay x Fedéni)/1000; kde &' je pfevracena hodnota molarniho absorpcniho
koeficientu (pro DNA g = 50).

Tab. 3.9: Roztoky pro izolaci rostlinné DNA
TE pufr 10 mM Tris (pH 8.0), 1 mM EDTA

Extrakéni pufr 2x 1zola¢ni pufr:2x roztok mocoviny:Na,S,0s v poméru 50:50:1
2x izolaéni pufr 0,6 M NacCl, 0,1 M Tris (pH 7,5), 40 mM EDTA, 4 % sarcosyl, 1 % SDS

2x fOZt.Ok 10 M mocovina
mocoviny
NaQSZOs 2M Na28205

3.4.2 lzolace plazmidové DNA z E. coli a A. tumefaciens

Plazmidy byly vzdy izolovéany z bakteridlni kultury ptfes noc narostlé¢ ve 3 ml LB média
ve sklenéné zkumavce (kultivace viz kapitola 3.1.1). Izolace byla provadéna kitem firmy
Promega: Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System. Postup byl totozny

s ptibalenym protokolem pro izolaci plazmidové DNA pomoci centrifugace.

Izolace plazmidové DNA z A. tumefaciens zacinala tim, Ze po prvni sedimentaci ze 3 ml
suspenze byly bakterie dvakrat promyty 1 ml 1 M NaCl. Nasledny postup pak byl stejny jako

u E. coli.

3.4.3 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR je metodou amplifikace vybraného useku DNA pomoci termostabilni DNA
dependentni DNA polymerazy. Ve vSech pfipadech jako DNA polymerdza slouzila Taq
polymeraza. Proces probiha v opakujicich se cyklech, kde se cyklus sklada z kroki s odliSnou
teplotou (teplota urcuje, co se bude v reakéni smési dit). Cyklus za¢ind denaturaci templatové

DNA, nésleduje nasednuti primerid a kon¢i polymeraci daného useku DNA:

Tab. 3.10: PCR cyklus

krok (f;ii;egi denaturace n;rsi;i:rlgi polymerace | dosyntetizovani
teplota (°C) 94 94 Tm-5 72 72
trvani (s) 180 30 30 60/kb 600
opakovani Ix 25-40x 1x

» Teplota nasednuti primeri je o 5 °C niZsi neZ jejich teplota tani (Tm). Teplota tani byla

ptiblizné stanovena podle vzorce: Tm =23 (A +T) + 4> (C + G)
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Krok ,,dosyntetizovani* slouzi k dosyntetizovani tsekd, které nebyly nasyntetizovany
v plné délce béhem cyklu a zaroven souzi k pfidani A na3' konce DNA (toho
se vyuziva pi1 TA-klonovéani)

Reakce probihaly v 0,5ml tenkosténnych mikrozkumavkach v termocycleru MJ

Research PTC-200.

Tab. 3.11: PCR reakce (50 pl)
slozk Templatova|10x PCR| 25 mM | 10 mM 10 uM Taq polymeraza,
y DNA pufr MgCl | dNTP primer konc. Su/pl
ul/50 pl reakce 1 5 3 1 1+1 0,5

Templatovda DNA se vétSinou pohybovala v koncentracich: 50-200 ng/ul pro
genomovou DNA a 5-10 ng/ul pro plazmidovou DNA.

Jako templat pro PCR byly také né¢kdy pozivany piimo bakterie. Bud'to byla ¢ast
kolonie nanesena piimo na sténu mikrozkumavky pro PCR a poté byla ptiddna reak¢éni
smés, a nebo byla ¢ast kolonie rozpusténa v 10x zfedéném PCR pufru, do PCR reakce
se vétSinou ptidavalo 0,5 pl této suspenze na20 pl reakéni smési. Bakterie
ve zfedéném PCR pufru byly v ptipadé€ potteby uchovavany pii -20 °C. PCR z bakterii

byla pouzivana pro selekci klonti transformovanych pozadovanym vektorem.

3.4.3.1 Seznam pouzitych primert

Tab. 3.12: Seznam pouzitych primeri

nizev restrikéni | Tm | cilova sekvence

misto | (°C) | sekvence

PnosF Sacl 62 |Pnos GAGCTCGATCATGAGCGGAGAATTAAG
PnosR Sacl 62 |Pnos GAGCTCGAAACGATCCAGATCCGGTG
antiGFP_F Xhol 64 |RS-GFP |CTCGAGTTATTTGTATAGTTCATCCATGCC
antiGFP_R Bcul 64 |RS-GFP |ACTAGTATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTC
GFP-bT F Xhol 64 |RS-GFP |CTCGAGATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTC
GFP-bT R EcoRV 64 |RS-GFP |GATATCTTATTTGTATAGTTCATCCATGCC
IR1 GFP R Sall 64 |RS-GFP |GTCGACATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTC
IR2 GFP F | BamHI | 64 |RS-GFP |GGATCCATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTC
IR2_GFP_R Pstl, Xbal | 64 |RS-GFP EESCAGTCTAGATTATTTGTATAGTTCATCCAT
MSPi_F — 58 |MSP CTCTGCCCTTGTTGTCTCA
MSPi R — 58 |MSP GAACTCCTTCAGCATTAGCT
ntRDR6F Cfr91 62 |ntRDR6 |CCCGGGTCCAAAAGTACTTGTGACTCGT
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restrikéni | Tm | cilova

nazev misto | (°C) | sekvence sekvence
ntRDR6R Xbal 62 |ntRDR6 |TCTAGACTTGCAGCCAAAGAGTTGATGA
atRDROF Xbal 64 |atRDR6 |TCTAGATCACTAATCCTCTCTCCAGTCT
atRDR6R Cfr9l 64 |atRDR6 |CCCGGGTTAGAGACGCTGAGCAAGAAACT
atRDR6F2 Xbal 64 |atRDR6 |TCTAGACGAGAGATGGTTTCAGCTATG
atRDR6R2 Cfro1 64 |atRDR6 |CCCGGGTAACCTTTTAGAGACGCTGAGC
g{—ntRDR6 Xbal 62 |ntRDR6 |TCTAGACCATTGATCATCATCGTCTAAC
atRDR6_S1 - 58 |atRDR6 |ACTCCTCCTGGGTCTTATC
atRDR6_S2 — 58 |atRDR6 |CTTGGATCCGTACCACTGA
atRDR6 S3 — 60 |atRDR6 |CTTTCTCCCAGAAGACCTAC
atRDR6 S4 — 60 |atRDR6 |ACTGAACCGCATCCTTGATG
atRDR6_S5 — 58 |atRDR6 |TTTAGGCCGTGCTGTCAAC
atRDR6 S6 — 58 |atRDR6 |AACTCTACCCAGATTTCATG
MI13F - 52 — GTAAAACGACGGCCAGT
MI13R — 46 — AACAGCTATGACCATG
35S50 - 60 P35S |CACAATCCCACTATCCTTCG
IR detF — 64 | GFP-IR AGTTCTTCTCCTTTACTCATGTC
IR detR — 64 | GFP-IR |ATCCAGAATTCGTGATTGAACTC

3.4.4 Restrikéni stépeni

Restrikéni Stépeni byla provadéna za ucelem vystépeni definovanych fragmentl
z plazmida pro jejich nasledné klonovéani a nebo pro mapovani vybranych useki plazmidu
za ucelem ovéfeni spravného prubcéhu ¢i vysledku klonovani. Restriktazy i jejich pufry
pochézely od firmy Fermentas a jednotliva $tépeni byla provadéna podle pokynt vyrobce.

Tab. 3.13: Ukazkové restrik¢ni Stépeni

. Enzym EcoRI | plazmid pDrive
slozky (konc. 10 u/ul) | (konc. 100 ng/ul)  CCORT pufr dH:0
pul/10 pl reakce 0,2 2 1 6,8

* MnoZstvi pouzittho enzymu piimo Umérné roste s poctem restrikénich mist
ve Stépeném plazmidu a s mnozstvim Stépeného plazmidu, naopak klesa s rostouci
pfepoctenou aktivitou enzymu (zjiSténou dle poctu restrikénich mist v A fagu).
Enzymu byl bran dvojnasobek oproti vypoctenému mnozstvi. Mnozstvi enzymu vSak

neptesahovalo 10 % celkového objemu reakce.
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* Vtomto konkrétnim ptikladu bézela reakce 1 h pii 37 °C, v ptipadé potieby by bylo
mozno pred dal§im postupem enzym inaktivovat (pro EcoRI 65 °C, 20 min).
* Koncentrace plazmidil se stanovovaly z gelu (viz kapitola 3.4.5)

V nékterych piipadech bylo potfeba plazmid nastépit pouze Castecné, tj. aby po reakci
zlstala ve smési frakce plazmidd, u kterych napt. jedno zrestrikénich mist pfitomnych
na plazmidu nebylo rozstépeno. V tomto ptipad¢ se vzalo presné mnozstvi enzymu a provedly
se tf1 varianty Stépeni o rtiznych dobach trvani: 5 min, 20 min a 60 min. Thned po skonceni
Stépeni byl enzym inaktivovan. Z téchto tii variant St€peni se posléze vybralo to, které davalo
nejlepsi vysledek (tj. poZzadovany fragment byl na gelu v nejvyssi koncentraci).

V nékterych piipadech bylo po Stépeni potfeba upravit konce DNA, to je popsano
v nasledujicich kapitolach: 3.4.4.1 a 3.4.4.2.

3.4.4.1 Defosforylace

Defosforylace slouzi k zabranéni cirkularizace vektoru bez vlozeného fragmentu pii
klonovani v ptipad€, ze oba jeho konce jsou navzdjem kompatibilni. K tomu byla vyuzita
FastAP™ Thermosensitive Alkaline Phosphatase dodavané firmou Fermentas (v koncentraci
1 u/pl), ktera je schopna odstranit fosfaty z 5' konci DNA. K reakéni smési (nastépenému
vektoru) o objemu 10 pl bylo po provedeni Stépeni ptidano 0,6 pl FastAP a nasledovala
inkubace 10 min pii 37 °C a po ni inaktivace FastAP 5 min pfi 75 °C.

3.4.4.2 Zatupeni koncu

Zatupeni koncti slouzi kodstranéni 3' a5' presahd, "
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

a umoziuje tak spolu ligovat konce, které by jinak po restrikénim |0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
bp 0.5 py %

Stépeni spolu nebyly kompatibilni. K zatupeni byla pouzita T4

DNA polymeraza dodané firmou Fermentas (v koncentraci 5 u/pl),

10000 300 B0
kterd ma polymerdazovou aktivitu a3'—5" exonukledzovou = %@ZZ EE% 1%%
aktivitu. Protoze je polymerdzova aktivita silngjSi, pak g E SZEE Eg% 12%
v ptitomnosti dNTP dojde k dosyntetizovani 5' ptesahujicich %:;; EEE 1;;
koncli a odstranéni 3' presahujicich konct. K reakéni smési g Mo 50 0
o objemu 10 pl bylo po provedeni stépeni ptidano 0,1 pl 10 mM g Cen e e
dNTP (pro dosazeni cilové koncentrace 0,1 mM dNTP) a 0,1 ul T4 ;%

, y . - , 0.5 padane, 8 cm length gel,
DNA polymerdzy. Inkubace probihala 20 min pii 11 °C a po ni | 1XTE 7Vikm, 45 min

. . . i . o Obr. 3.7: marker pro uréeni
nasledovala inaktivace T4 DNA polymerdzy 10 min 75 °C. délek fragmentd
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3.4.5 Agaréozova gelova elektroforéza

Gelova elektroforéza je metoda umoziujici déleni DNA na zékladé délky (piipadné
konformace). Pti praci byl pouzivan agardézovy gel nejéastéji o koncentraci 1,2 %. Tento gel
byl ptfipravovan rozvatenim 1,2 % agardzy v 0,5% TAE pufru, ke kterému byl pfidan pro
vizualizaci DNA GelRed™ firmy Biotium, v koncentraci 0,5 pl na 10 ml gelu. Gel se nalil
do pfislusné formy (s hiebenem pro vytvoreni jamek) a nechal se zatuhnout. Po utuhnuti byl
gel vlozen do vany s 0,5x TAE pufrem (tak, aby hladina gel piekryvala) a do jamek byly
nanaseny vzorky DNA s roztokem BPB (v poméru 1:5). Transport DNA gelem byl zajiStén
stejnosmérnym elektrickym proudem vytvarejicim pole o napéti 4-6 V/em. Pokud bylo tfeba
rozdélit delsi fragmenty (8-10 kb), které byly blizko u sebe (rozdil byl mensi nez 5 %), bylo
pouzito niz8i napéti, ptipadné (u delSich tsekl) i gel o nizsi hustoté (0,8 %).

Jako standard pro uréeni délek fragmentd byl pouzit 1kb marker GeneRuler™

(Fermentas), viz Obr. 3.7.

Tab. 3.14: Roztoky pro elektroforézu DNA
50x TAE (1 1) |242 g Tris, 57,1 ml ledové kyseliny octové, 100 ml 0,5 M EDTA (pHS,0)

BPB 0,025 % bromfenolova modt a 30 % glycerol v 10 mM Tris (pH 7,8)

Gely byly analyzovany pomoci zafizeni G:BOX s UV transiluminatorem od firmy
SynGene a digitalni vystup z tohoto zatizeni byl zpracovan programem GeneSnap (verze
7.09) od stejnojmenné firmy. Snimky byly ukladany jako 8-bitovy TIF soubor, pro potieby
diplomové prace byly pfevedeny na JPEG soubor s invertovanymi barvami (resp. urovnémi
Sedi) a pro zvySeni piehlednosti byly ze snimkl vystfizeny nepotiebné ¢asti (napt. kdyz byly
Stépeny plazmidy ze dvou riznych klond, byl ponechan jen jeden).

Mnozstvi DNA nagelu (atim ikoncentrace DNA ve vzorku) byly stanovovany
porovnanim intenzity jasu daného vzorku na gelu se standardem pomoci programu GeneTools

4.01 od firmy SynGene.

3.4.5.1 lzolace DNA fragmentu z agarézového gelu

Z agar6zového gelu byl co nejpiesnéji vytiznut blo¢ek obsahujici pozadovany fragment
DNA. Blocek gelu mohl byt zpracovan okamzité€ a nebo skladovan pii -20 °C. Vlastni izolace
byla provadéna pomoci komer¢niho kitu firmy Qiagen: QIAEX II Gel Extraction Kit (150).
Pii izolaci byl dodrZzovan protokol ptibaleny ke kitu, s nasledujicimi rozdily: mnoZstvi
fragmentu presné stanovovano nebylo a suspenze QX II bylo ptfidavano 10 pl, DNA byla
z pelety QX I uvolnéna 2x promytim 10 pl 1 mM Trisu (pH 8,5).
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3.4.6 Ligace
Ligace slouzi ke spojovani fragmentl DNA (nejCastéji po restrikénim Stépeni).
Koncentrace fragmenti vzniklych restrikénim Stépenim byla urcena z gelu (viz kapitola

3.4.5). T4 DNA ligaza i liga¢ni pufr byly produktem firmy Fermentas.

Tab. 3.15: Liga¢ni reakce
slozky vektor insert pufr T4 ligéza (konc. 5 u/pl)

/10 pl reakce az do celkového mnozstvi 100 ng 1 0,5

* stechiometricky pomé&r vektor:insert byl 1:7
* reakce bézela 2 h pti 15 °C, nésledovala inaktivace 65 °C 10 min

3.4.6.1 TA-klonovani

TA-klonovani je metoda slouzici k zaklonovani produktii PCR do vektoru pDrive, ktera
vyuziva schopnosti Taq polymerdzy piidavat na 3' konce DNA jeden piesahujici
deoxyadenosin (pDrive je vektor, ktery je dodavan linearizovany a na 3' koncich nese jeden
pfesahujici deoxyuracil). Pro TA-klonovani byl pouzit kit dodavany firmou Qiagen: PCR
Cloning Kit. Klonovani probihala podle navodu dodan¢ho vyrobcem. Podminky inkubace
byly stejné jako u standardni ligace (15°C 2 h, 65°C 10 min), PCR produkt byl pted
klonovanim ,,procistén‘ izolaci z gelu.

V piipadé, ze byla koncentrace produktu PCR piili§ nizka (vic jak 5% nizsi, nez kolik
uvadi protokol), provadélo se klonovani do pDrivu podle standardniho liga¢niho protokolu

(viz kapitola 3.4.6).

V ptipadé¢ TA-klonovani bylo také vyuzivano ,,modro-bilé* selekce. Plazmid pDrive
nese LacZ, ktery je vlozenim fragmentu pferusen a stava se tak (vétSinou) nefunkcnim.
Na médium bylo ptfidavano 40 pl X-gal (zasobni roztok: 20 mg/ml dimethylformamidu).
Pokud byl fragment v plazmidu vlozen, byly kolonie bakterii standardné bilé, pokud nebyl
vlozen, byl X-gal metabolizovan a kolonie byly modré. Standardné je lac operon (LacO)
aktivovan pomoci IPTG, to vsak pridavano nebylo, nebot’ pepton, ktery byl soucasti média je
ziskavan z kaseinu (mlécného proteinu) aje tudiz kontaminovéan laktozou, kterd je pro

aktivaci /ac operonu postacujici.

3.4.6.2 Odsoleni ligaéni smési
Pro odsoleni liga¢ni smési byla pouZzita odsolovaci kolonka. Tato kolonka byla
pfipravena rozvarenim 1 % agardzy ve 100 mM glukéze, tento roztok byl rozpipetovan

po 1,3 ml do 1,5 ml mikrozkumavek, ty byly ptelepeny lepici paskou, do které byla kolmo
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dolti zabodnuta 200 pl Spicka (tim se vytvotila jamka asi do 1/3 vySky mikrozkumavky).
Kolonky se nechaly zatuhnout abyly skladovany v lednici utésnéné parafilmem, aby
nevysychaly.

Pti odsolovani byla napipetovana ligacni smés do jamky v odsolovaci kolonce a byla

v ni ponechana po dobu 1,5 h v lednici.

3.4.7 Sekvenace

Sekvenace byly zpracovany laboratofi sekvenace DNA PiF UK. Vzorky byly
pfipraveny podle pokyna laboratofe: 0,2 ml tenkosténné mikrozkumavky se 14 pl vzorku
(0,24 pmol ptislusného primeru a 100-200 ng pazmidové DNA). Vysledky byly zpracovany
pomoci programu Chromas 2.01 a pomoci nastroje BLAST na webovych strankdch NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.5 Sledovani zmén fluorescence a indukce umléovani
Zmény ve fluorescenci byly sledovany jednak na kalusech rostoucich na pevném médiu

a jednak v suspenznich kulturach (standardni podminky péstovani viz kapitola 3.1.2).

Exprese umlcujicich konstrukti byla spousténa z indukovatelného promotoru
na plazmidu pER8 pomoci B-estradiolu dodaného firmou SIGMA (Cat. No. E2758).
Koncentrace B-estradiolu v médiu byla 2 uM (pokud neni uvedeno jinak), B-estradiol byl
skladovan jako zasobni roztok o koncentraci 20 mM rozpustény v DMSO pii -20 °C

a do média byl tedy fedén 10000x%.

3.5.1 Analyza obrazovych dat

Kalusy byly snimény pomoci zafizeni G:BOX od firmy SynGene (excitace: modré LED
diody s maximem zafeni pii 465 nm, emisni filtr: FILTSP — 495-600 nm) a digitalni vystup
z tohoto zafizeni byl zpracovan programem GeneSnap 7.09, vysledné snimky byly ukladany
jako 16-bit TIF soubor. Kalusy byly snimany i s miskami, na kterych rostly (6cm Petriho
misky), kazda miska byla snimana zvlast. Kontroly byly snimany spole¢né s uml¢ovanymi
kalusy a v ramci jednoho méfeni byly podminky sniméni vzdy identické. Mezi jednotlivymi
méfenimi byla zachovana stejna expozice (1,2 s), parametry, které program neumozioval
ulozit (piiblizeni a zaostfeni), byly odhadovany pfiblizn€, rozdily v téchto nastavenich vsak
nemély vyznamny dopad na vysledek (pti opakovaném naméfeni stejného vzorku pii raznych

parametrech, byla primérnd smérodatna odchylka 0,5 %).
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Ziskané snimky byly nasledné analyzovany pomoci programu NIS-Elements 3.10 (build
637) od firmy Laboratory Imaging. U kazdého kalusu byla stanovena priimérna intenzita
fluorescence (tj. primérnd troven jasu). Hodnoty intenzity jsou odvozeny od 16-bit barevné
hloubky obrazkd, tj. minimum (¢erna) = 0 a maximum (bila) = 65535. Intenzity byly méieny
nasledujicim zplisobem: pomoci nastroje ,,Rastrovy ROI editor...“ byla nadefinovana plocha
kazdého kalusu na snimku (vétSinou ,,autodetekci, pokud se dotykaly, byly plochy oddéleny
pomoci ,,rucniho kresleni*), kdyz byly vSechny plochy kalusti v dané sérii nadefinovéany, byla
hodnota ,,Priimér. intenzita® zméfena pomoci nastroje ,,M¢fit pole a ROI“. Ziskana data byla
ulozena adale zpracovana pomoci tabulkového procesoru, jenZ je soucasti programu

LibreOffice 3.5.1.

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu R 2.15.0. VSechny statistické
testy byly provadény na hladiné spolehlivosti 0,05. Jako dvouvybérové testy byly pouzity:
dvouvybérovy t-test, resp. ANOVA v pfipadé normdlniho rozlozeni dat a nebo Kruskal-
Wallistiv test v ptipadé, Ze rozlozeni dat nebylo normadlni. Jako parové testy byly pouzity:
parovy t-test v ptipad¢ normalniho rozlozeni dat a Wilcoxontiv test v ptipad¢, Ze rozlozeni dat

nebylo normalni. Normalnost rozlozeni dat byla stanovena Shapiro-Wilkovym testem.

Suspenzni kultury byly analyzovany pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus
BX51 skamerou Apogee U4000. Digitalni vystup kamery byl zpracovan programem
MicroCCD 4.1.
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4 Vysledky

4.1 Indukce uml€ovani

Ke spousténi umlCovani bylo vyuzito tfi riznych zplisobt tvorby dsRNA (Obr. 4.1).
Prvnim zpiisobem je exprese RNA v antisense orientaci k cilovému genu, antisense RNA
miZe parovat s transkriptem cilového genu a vytvofit dsSRNA. Druhym zplisobem je tvorba
RNA bez polyA konce (aberantni RNA) tak, ze se za vlastni gen nevlozi termindator, takovato
RNA by méla byt rozpoznana RNA-dependentni RNA polymerazou (RDR6), jez
dosyntetizuje druhé vldkno a vznikne tak dsRNA. Tietim zplsobem pouziti invertované

repetice, RNA pak vytvaii dvouvldknovy tsek (vlasenku) v rdmei jedné molekuly.

a) b) <)

Pol Il
Pol Il

AAAY A

Obr. 4.1: Indukce uml¢ovani — a) antisense RNA, b) RNA bez polyA, c) vldsenka

4.1.1 Tvorba konstruktu

K indukci uml¢ovani byly pfipraveny tfi konstrukty vyuZzivajici vySe zminéné principy
(Obr. 4.1): GFP? v antisense orientaci (dale antiGFP), GFP bez terminatoru (dale GFP-bT)
a GFP v invertované repetici (ddle GFP-IR). VSechny tyto tfi konstrukty byly umistény

do vektoru pERS, ktery umoziiuje kontrolovanou indukei jejich exprese.

V prvnim kroku byly ptipraveny jednotlivé sekvence tak, aby se nasledné daly pievést
s vyuzitim restrikénich enzymt do cilového vektoru. Pomoci PCR a primerti nesoucich
ptislusné adaptory s restrikénimi misty (seznam primerti viz: Tab. 3.12) byly pfipraveny ¢tyii
sekvence RS-GFP apomoci AT-klonovani vloZeny do vektoru pDrive. RS-GFP bylo
amplifikovano z plazmidu psmRS-GFP (viz kapitola 3.2.4) v celé¢ délce od START kodonu
az po STOP kodon. Vznikly tak ¢tyfi plazmidy: pDrive-antiGFP (insert amplifikovan primery
antiGFP_F a antiGFP_R), pDrive-GFP-bT (insert amplifikovan primery GFP-bT F a GFP-

3 Vzhledem k tomu, Ze jedinym genem kodujicim GFP protein pouzitym v této praci je RS-GFP, tak je na fad¢
mist znaceno pouze jako GFP.
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bT R), pDrive-IR1 (insert amplifikovan primery antiGFP_F a IR1 GFP_R) a pDrive-IR2
(insert amplifikovan primery IR2 GFP_F a IR2 GFP_R). Ziskané plazmidy (po vyizolovani
z bakterii) byly napied ovéfeny restrikénim Sté€penim (s pouzitim restrik¢nich enzymu
Stépicich v mistech pfidanych adaptory primerd) a néasledné sekvenaci. Sekvence antiGFP
nesla jednonukleotidovou zaménu adeninu za thymin na pozici 404 (ve sméru od START
kodénu), tato mutace byla pii kontrole ptrehlédnuta, nicméné na funkci konstruktu
v umlcovani by neméla mit Zadny vliv.

Priprava pERS8-antiGFP (viz Obr. 4.2): plazmidy pDrive-antiGFP a pERS byly
Stépeny restrikénimi enzymy Xhol a Beul, fragmenty Stépeni byly od sebe oddéleny
na elektroforéze. Po §té€peni pER8 byl vyizolovan nejdelsi fragment a po Stépeni pDrive-
antiGFP byl vyizolovan pfiblizné 720 bp fragment. Po ligaci a ziskani bakteridlnich klont byl
z n¢kolika vybranych plazmid izolovan a ovéien restrikénim Stépenim (enzymy Xhol a Bceul,

viz Obr. 4.3 draha A).

pERS: 4237 Bcul
4199 Xhol 4834 Pvull

Ind.P pea3AT LB

PCR (antiGFP_F a antiGFP_R)

pDrive-antiGFP: 1070 Xhol
1041 Xhol
318 Beul 997 Pvull

Stépeni: Xhol a Beul

M13R RS-GFP M13F

%i: Xhol a Beul
pER8-antiGFP: 4243 Pvull

4199 Xhol 4922 Beul 5519 Pvull

Ind.P RS-GFP pea3AT LB

Obr. 4.2: schéma klonovani pER8-antiGFP
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Piiprava pERS8-GFP-bT (viz Obr. 4.4): plazmid
pDrive-GFP-bT byl $tépen enzymy Xhol a EcoRV a plazmid
pER8 byl Stépen enzymy Xhol a Pvull. Enzymy Pvull
a EcoRV vytvari tupé konce, aty jsou tak spolu spojitelné.
Enzym Pvull nebyl pro §tépeni vektoru pDrive-GFP-bT pouzit
proto, Ze tento enzym ma také restrik¢ni misto v sekvenci RS-
GFP.  Fragmenty Stépeni byly odsebe oddéleny
na elektroforéze. Po $tépeni pER8 byl vyizolovan nejdelsi
fragment a po Stépeni pDrive-GFP-bT byl vyizolovan pfiblizné
720 bp fragment. Po ligaci a ziskani bakteridlnich klonti byl
z n¢kolika vybranych plazmid izolovan a ovéfen restrikénim

Stépenim (enzymy Xhol a Pvull, viz Obr. 4.3 draha T).

Obr. 4.3: kontrolni stépenim: M —
marker (1 kb); A — pER8-antiGFP
(Xbal aBcul); T — pER8-GFP-bT
(Xhol aPwull); |— pERS-IR (Xhol
a Pvull); prilis slabé viditelny
fragment byl zvyraznén

pERS: 4237 Bceul
4199 Xhol 4834 Pvull
> || ‘ B PCR (GFP-bT_F a GFP-bT_R)
Ind.P pea3AT LB
pDrive-GFP-bT:
362 Pvull 1070 Xhol
318 EcoRV 1041 Xhol
| || .
Stépeni Xhol a Pvulll M13R RS-GFP M13F
$tépeni Xhol a EcoRV
pER8-GFP-bT:
4199 Xhol 4878 Pvull
> > =
Ind.P RS-GFP LB

Obr. 4.4: schéma klonovani pER8-GFP-bT

Piiprava pERS-GFP-IR (viz Obr. 4.5): konstrukt GFP-IR se skladal ze dvou sekvenci

RS-GFP v opaénych orientacich oddélenych sekvenci intronu. Uspofadani, kdy byla obé

ramena vlasenky oddélena od sebe intronem, bylo zvoleno na zakladé empirickych poznatki.

Pfitomnost intronu vyrazné zvysuje ucinnost a k umlcovani za urcitych okolnosti maze dojit
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i1ve 100 % piipadi. Pro¢ tomu tak je, neni znamo, piedpoklada se, Ze proces sestiihu
usnadiuje vytvoreni parovani mezi bazemi obou ramen (Smith et al. 2000). Za timto ucelem
byla tedy zvolena sekvence intronu z genu mangan stabilizujiciho proteinu (MSP)
vyizolovaného z lilku bramboru (Solanum tuberosum). Plazmid nesouci gen pro MSP poskytl
Milo§ Duchoslav, stejné tak poskytl isekvenci genu, nazdkladé¢ které byly navrhnuty
ptislusné primery. Tomuto genu odpovidd v databazi GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov)
cDNA pod ¢islem X17578.1. Vlastni intron byl amplifikovan primery MSPi_F a MSPi_R tak,
ze soucasti ziskané sekvence bylo 1 19 resp. 22 nukleotidli z ptilehlych exonti. Tento intron
nese standardni sekvence v mistech, kterd jsou potieba pro jeho sestfih (viz napt. Shen et al.
2011), a tudiz by mél byt pti expresi v linii BY-2 vysttizen. Intron byl pomoci AT-klonovani
vloZen do plazmidu pDrive. Po ziskani bakteridlnich klonGi byla u nékolika vybranych
ovéfena pritomnost plazmidu s vlozenym intronem tak, aby bylo mozné ovéfit i1 orientaci
vlozeného intronu v plazmidu. Byla tedy provedena PCR s kombinaci primerdt MI13F
a MSPi_R. Z né¢kolika takto vybranych bakterialnich klonG byl plazmid vyizolovén a
nasledné jest¢ ovéien restrikénim Stépenim pomoci EcoRI a sekvenaci. Sekvence ziskaného
intronu nesla jednonukleotidovou zaménu thyminu za cytosin na pozici 56 (od 3' mista
sestiihu), tato mutace vSak leZela mimo mista nezbytna pro spravny sesttih intronu a bylo tedy
usouzeno, ze spravné funkci intronu nijak nepiekazi. Plazmid byl oznacen jako pDrive-MSPi.

Plazmidy pDrive-MSPi a pDrive-IR1 byly Stépeny restrikénimi enzymy Sall a Xhol,
fragmenty Stépeni byly oddéleny pomoci elektroforézy a piislusné fragmenty byly z gelu
vyizolovany — po Stépeni pDrive-MSPi to byl fragment o pfiblizné délce 4,2 kbp a po Stépeni
pDrive-IR1 fragment o pfiblizné délce 720 bp. Po ligaci a izolaci plazmidu z vybranych klont
bakterii se vSak ukazalo, Ze plazmid se zpétné cirkularizoval, nebot’ konce DNA po Stépeni
Sall a Xhol jsou vzdjemn¢ komplementarni. Byla tedy analyzovana vétsi sada klont bakterii
(104) pomoci PCR, ato tak, aby bylo mozné odlisit i orientaci vklddané¢ho fragmentu.
Za timto ucelem byly vyuzity primery IR1 _GFP R a M13F abylo detekovano dostatecné
mnozstvi klonl se sekvenci IR1 vlozenou ve spravné orientaci. Z n€kolika klonl byl plazmid
vyizolovan a nasledné ovéien restrikénim Stépenim pomoci Sall a Xhol. Vznikly plazmid byl
oznacen jako pDrive-MSPi-IR1.

Plazmidy pDrive-MSPi-IR1 a pDrive-IR2 byly Stépeny restrikénimi enzymy Pstl
a BamHI, fragmenty $tépeni byly oddéleny pomoci elektroforézy a ptislusné fragmenty byly
z gelu vyizolovany — po Stépeni pDrive-MSPi-IR1 to byl fragment o ptiblizné délce 5 kbp
apo Stépeni pDrive-IR2 fragment o pfiblizné délce 720 bp. Nasledovala ligace obou
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fragmentl a elektroporace do bakterii. Z n€kolika vybranych klont byl plazmid vyizolovan

a ovéten restrikénim Stépenim enzymy Pstl a BamHI. Plazmid byl oznacen jako pDrive-IR.

Plazmid pERS8 byl stépen restrikénimi enzymy Xhol a Bcul a plazmid pDrive-IR byl
Stépen enzymy Xhol a Xbal (Xbal aBcul vytvafi konce, které jsou vzajemné
komplementarni). Fragmenty S$tépeni byly oddéleny pomoci elektroforézy a ptislusné
fragmenty byly z gelu vyizolovany — po $tépeni pERS to byl nejdelsi fragment a po Stépeni
pDrive-IR fragment o pfiblizné délce 1,9 kbp. Nasledovala ligace obou fragmenth
a elektroporace do bakterii. Z n€kolika vybranych kloni byl plazmid vyizolovan a ovétfen

restrikénim Stépenim enzymy Xhol a Pvull, viz Obr. 4.3 draha 1.

PCR (MSPi_F a MSPi_R)
PCR (antiGFP_F a IR1_GFP_R)

ive-| iz Drive-IR1:
pDrive-MSPi: 739 Xbal p!
306 EcoRI 722 Xhol 362 Pvull 1087 Xbal
299 BamH| 710 Sall 318 Xhol 1070 Xhol
279 Pstl 606 Bcul 704 EcoRlI 306 EcoRlI 1058 Sall
Il ‘ 4 299 BamH| 1052 EcoRlI
¢ 279 Pstl 1041 Sal
M13R MSPi M13F p— Ll I ’

M13R RS-GFP M13F

Stépeni: Sall a Xhol
Stépeni: SallaXhol  pcR (IR2_GFP_F a IR2_GFP_R)

pDrive-MSPi-IR1: 1093 Xbal
Drive-IR2: 1076 Xhol
306 EcoRI 710 Sall 1450 Xbal pDrive-IRz: 1064 Sall
299 BamHI 704 EcoRI 1433 Xhol 318 BamHI 1058 EcoRl
279 Pstl 606 Bcul 1389 Pvull 306 EcoRl 1047 Pstl
Ll o | >l < 299 BamHI 1041 Xbal
M13R MSPi RS-GFP M13F 279 Pstl pof Pvul ‘
M13R RS-GFP M13F
Stépeni: Pstl a BamHI
Stépeni: Pstl a BamHI
pDrive-IR:
329 Puull 1413 BeoR 2159 Xbal
285 Xbal 1015 EcoRl 1315 Beul 2142 Xhol
279 Pstl 1008 BamHI \ | 2098 Pwull
- Il >l 4
M13R RS-GFP MSPi RS-GFP M13F
PERS: 4237 Beul
41‘99 Xhol 4‘1834 Pvull
i $tépeni: Xhol a Xbal
Ind.P pea3AT LB Stépeni: Xhol a Beul siepent: Xhola Aba
PER8-GFP-IR: 4243 Pyull
4199 Xhol 5026 Beul 6012 Pull rsss Puul
-
Ind.P RS-GFP MSPi RS-GFP pea3AT LB

Obr. 4.5: schéma klonovani pER8-GFP-IR

4.1.2 Indukce umlic¢ovani v liniich stabilné transformovanych GFP
Linie BY-2, kterd dlouhodobé¢ a stabiln¢ exprimuje RS-GFP pod 35S promotorem (tuto

linii poskytla Lenka Dvotdkova), byla transformovana pomoci agrobaktéria a plazmidd,

jejichz  ptiprava je popsana vySe: pERS8-antiGFP, pERS-GFP-bT a pERS-GFP-IR.

Transformace probihala standardné, jak je popsano v kapitole 3.3.4. Transformace byla
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uspésnd a na selekénim médiu (s hygromycinem) od kazdé ze tii variant narostlo dostate¢né
mnozstvi kalust (na negativni kontrole zddné kalusy nenarostly).

Nahodné vybrané narostlé kalusy byly piesazeny na Cerstvé médium v poctu piiblizné
19 na misku (Obr. 4.6). Celkem bylo piesazeno 192 kalust transformovanych antiGFP a GFP-
bT a 190 kalust transformovanych GFP-IR. Po tydnu byly vSechny tyto kalusy nasnimany
abyly zméfeny intenzity fluorescence. Piekvapivym zjisténim bylo, Ze vétSina kalust
transformovanych konstruktem GFP-IR nesvitila®, a nebo svitila slabé, jak je patrno jednak
z grafu porovnani primérné intenzity fluorescence (IF) vSech kalusti (Chyba: zdroj odkazu
nenalezen, zelené sloupce) a také z grafu porovnavajiciho ¢etnost kalusii o danych intenzitach
fluorescence (Graf 4.2). Statistickd vyznamnost rozdilu byla stanovena Kruskal-Wallisovym
testem (data nemaji normalni rozlozeni). OdliSnost intenzity fluorescence GFP-IR od obou
dalsich variant je signifikantni (p = 2x107°), signifikantni je i rozdil mezi antiGFP a GFP-bT,
p-hodnota vSak v tomto piipad€ byla mnohem bliZe hlading spolehlivosti (p = 0,004).

Pridmérna intenzta fluorescence kalust

20000
[V
2
§ 15000
2 H (a)
S 10000 " ()
e
N
§ 5000
£
0

antiGFP GFP-bT GFP-R

Graf 4.1: Prdmérnd intenzita fluorescence kalusli ziskanych po transformaci
umléujicimi konstrukty (bez indukce). (@) Nahodné vybrané klony pfi prvnim
presazeni, (b) vSechny klony vybrané pro pokusy s uml¢ovanim. Chybové Usecky
udavaji smérodatnou odchylku.

4 Pro lepsi srozumitelnost textu je pojem ,,intenzita fluorescence™ ¢asto oznacovan jako ,,sviceni®.
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Histogram intenzt fluorescence kalus!
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Graf 4.2: Cetnost kalusdi odanych intenzitdich fluorescence ziskanych
po transformaci umlcujicimi konstrukty (bez indukce), kategorie 1 zahrnuje
intenzity 0-4999, hodnoty pak pokracuji déle po 2000 aZ do hodnoty 26999 (horni
hranice 12. kategorie)

Vzhledem k tomu, ze fada kalust nesvitila ¢i svitila velmi slabé, byly odebrany jesté
dalsi kalusy ziskané po transformaci. Tentokrat vSak jiz nebyly ndhodné vybrany, ale byly

vybirany na zéklad€ fluorescence (35 kalust od antiGFP a GFP-bT, 72 od GFP-IR)

Na téchto klonech byl nasledné sledovan pribéh umlcovani. Byly vybrany svitici kalusy
(hodnoceno subjektivng), jejichz primérné hodnoty intenzity fluorescence pro kazdou
variantu jsou uvedeny na grafu Chyba: zdroj odkazu nenalezen ve sloupcich oznacenych jako
(b). Kazdy z kalusii byl rozpilen vedvi, jedna ptlka kalusu byla pfesazena na médium bez
indukce (slouzila jako kontrola) a druhd ptilka byla pfesazena na médium s indukci (viz Obr.
4.6). Nasledné byla méfena fluorescence po dobu 14 dnli v intervalu 2-3 dny. Celkem bylo

takto analyzovano 105 klont od antiGFP, 119 klonti od GFP-bT a 70 kloni od GFP-IR.

Obr. 4.6: Priklady sledovani fluorescence kalusd: A — kalusy presazené po transformaci (GFP-bT), B a C — pokusy
s indukci umléovani (GFP-IR, 7. den od presazeni), B je na médiu bez indukce a C je na médiu s indukci. Pozice
klon(i na misce s médiem bez indukce (B) odpovida pozici na misce s indukci (C).
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Konkrétni hodnoty primérné intenzity fluorescence ze vSech méteni jsou v grafech 4.3,
4.4 a4.5. Z téchto hodnot byla vypocitana ,,mira umlceni* — tedy relativni pokles intenzity
fluorescence kalusti na médiu s indukci vzhledem k intenzité fluorescence kalusti na médiu
bez indukce, tj. ,,mira umlceni* = 100 - (IF indukce/IF bez indukce)*100 [%] (shrnuto v Tab.
4.1).

antiGFP

35000

30000

25000
20000 B bez indukce
15000 B s indukci
10000
5000
0

do3dnt do5dni do7dni do10dni do 12 dnd do 14 dnd
¢as

intenzita fluorescence

Graf 4.3: Srovnani primérné intenzity fluorescence kalusd s antiGFP na médiu bez
indukce asindukci vcase poindukci, chybové Usecky udavaji smérodatnou
odchylku

GFP-bT

35000

30000
25000
20000 M bez indukce
15000 B s indukci
10000
5000
0

do3dnt do5dnd do7dni do10dni do 12 dni do 14 dnu
¢as

intenzita fluorescence

Graf 4.4: Srovnani primérné intenzity fluorescence kalus s GFP-bT na médiu bez
indukce asindukci vcéase poindukci, chybové usecky udavaji smérodatnou
odchylku
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GFP-IR

35000

30000
25000
20000 B bez indukce
15000
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intenzita fluorescence
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Graf 4.5: Srovnani pramérné intenzity fluorescence kalust s GFP-IR na médiu bez
indukce asindukci vcase poindukci, chybové usecky udavaji smérodatnou
odchylku

Statistickd vyznamnost rozdilu intenzity fluorescence mezi kalusy na médiu bez indukce
a s indukci byla stanovena parovymi testy. Kromé méfeni ve 3. dni pro antiGFP a GFP-bT
jsou vSechny rozdily signifikantni, konkrétni vysledky p-hodnoty pro data ze 7. dne méteni:
antiGFP — 1,7 x 10™ (parovy t-test), GFP-bT — 1,1 x 10* (Wilcoxontiv test) a GFP-IR — 1,1 x
107 (Wilcoxoniv test).

Tab. 4.1: Prumérna mira umléeni (%)

varianta | do3dni | doSdni | do7dnid | do 10 dnt | do 12 dnii | do 14 dnii
antiGFP -5,22 3,80 7,16 8,51 9,83 10,50
GFP-bT -5,70 1,71 6,42 7,99 9,64 9,29
GFP-IR 11,72 15,40 21,68 21,87 16,56 12,29

Rozdil v mife uml€eni mezi antiGFP a GFP-bT neni prokazatelny, li$i se v§ak mira
umlceni GFP-IR v porovndni jak k antiGFP, tak k GFP-bT ato az do 10. dne méfeni, poté
prestava byt rozdil signifikantni (porovndvano Kruskal-Wallisovym testem). Konkrétni
vysledky p-hodnoty v 7. dni méfeni: antiGFP v porovnani s GFP-bT — 0,93, antiGFP
v porovnani s GFP-IR — 1,9 x 10° a GFP-bT v porovnani s GFP-IR — 7,3 x 10°.

Mira umlceni u GFP-bT roste azdo 12. dne, rozdil mezi 12. a 14. dnem jiZ neni
signifikantni. Stejné¢ tak i mira umlceni u antiGFP roste az do 12. dne, nicmén¢ uz rozdil mezi
10. a 12. dnem je jen velmi tésné pod hladinou spolehlivosti (p = 0,0499; ovétfovano parovym
t-testem). Mira uml€eni u GFP-IR roste do 7. dne, rozdil mezi 7. a 10. dnem signifikantni neni
a poté za¢ind mira umlceni klesat (vSechny vysledky byly ovétovany parovymi testy).

Z grafi1 4.6, 4.7 a 4.8 1ze vycist Cetnost klonti o dané mife umlceni pro kazdou variantu.
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Graf 4.7: Cetnosti GFP-bT klon(i o dané mite umlgenf ve tfech riiznych ¢asech méfeni.
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Graf 4.8: Cetnosti GFP-IR klont o dané mife umléeni ve tfech réiznych éasech méfeni.

Na grafech 4.9 a4.10 jsou vziajemnd porovnani pribéhi primérnych intenzit
fluorescence vsech kalust z jednotlivych variant bez a s indukei. Prabéh kiivek popisujicich
vyvoj intenzity fluorescence u variant antiGFP a GFP-bT se vyznamné nelisi (s jedinou
vyjimkou mezi 12. al4. dnem namédiu bez indukce; porovnany byly relativni

piiristky/abytky pomoci dvouvybérovych testll), GFP-bT vSak dosahuje celkové vysSich
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intenzit fluorescence. Naproti tomu pribeh kiivky popisujici vyvoj intenzity fluorescence
GFP-IR se od obou zbylych variant li§i — na médiu bez indukce z 3. na 5. den roste pomaleji
a poté jiz ma kiivka obdobny priubeh jako u obou zbylych variant (pouze mezi 7. a 10. dnem
se signifikantn¢ 1i$i od GFP-bT amezi 12. a 14. dnem se signifikantné li§i od antiGFP);
na médiu s indukei mezi 3. a 7. dnem roste pomaleji (o polovinu), mezi 7. a 10. dnem neni
vyznamny rozdil, mezi 10. al2. dnem pak roste rychleji amezi 12. al4 dnem

se signifikantné 1i8i pouze od GFP-bT.

Z téchto vysledku je dale patré, ze v pribéhu Casu u variant antiGFP a GFP-bT roste
intenzita fluorescence pomaleji na médiu s indukei oproti médiu bez indukce, tento rozdil je
signifikantni az do 12. dne (porovnany byly relativni pfiristky pomoci parovych testi).
U GFP-IR roste intenzita fluorescence na médiu s indukci pomaleji pouze do 7. dne, piiristek
mezi 7. a 10. dnem se vyrazné nelisi od pfirastku na médiu bez indukce a po 10. dni se trend
obraci a pririistek intenzity fluorescence je vyssi na médiu s indukci. Pokles miry umlceni
u GFP-IR po 10. dni dale tedy miize byt dan tim, ze na médiu s indukci roste intenzita

fluorescence po delsi dobu nez na médiu bez indukce.
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Graf 4.9: Vzdjemné srovnani vyvoje intenzity fluorescence na médiu bez indukce
mezi jednotlivymi variantami (prdmérné hodnoty viech kalusu).
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Graf 4.10: Vzdjemné srovnani vyvoje intenzity fluorescence na médiu s indukci mezi
jednotlivymi variantami (primérné hodnoty vSech kalusa).

Bylo provedeno srovnani schopnosti umlcovat v zavislosti na intenzité fluorescence
jednotlivych klonti. Graf 4.11 znazoriiuje pramérné intenzity fluorescence kalust
po transformaci, tedy jest¢ pred zacatkem experimentu s umlCovadnim. Tato méfeni jsou
rozdélena do péti skupin podle miry uml€eni v 7. den méteni. Z grafu nevyplyva zadné zjevna

zavislost.

Zavislost miry uml&eni na intenzité fluorescence
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Graf 4.11: Primérné miry umlceni kalus pfed zahdjenim pokusl s umlcovanim.
Klony jsou rozdéleny do péti kategorii, podle miry umléeni v 7. den méfeni.
Kategorie 1 je pétina klond s nejvyssi mirou umléeni, kategorie 2 je pétina klonG s 2.

umlceni.

V posledni fad€é bylo zjiStovano, jestli tyto vysledky nemohly byt zkresleny dalSimi
faktory. Prvnim znich byl fakt, Ze unékterych kalusi nebyla fluorescence homogenni

a druhym bylo to, Ze nékteré kalusy mély ,,narezlou‘ barvu. Slabé zabarveni dohnéda neni pro
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Cerstvé kalusy typické a miize naznaovat ptisobeni stresu napi. v disledku kontaminace (tu
se vSak prokazat nepodaftilo a tento stav nebyl ,,nakazlivy* — tj. normaln¢ vypadajici kalusy,
které rostly na misce s témi ,,narezlymi“ vypadaly po celou dobu stejné¢ a nemély tendenci
s Casem ,,nareznout®). Do skupiny ,,nehomogenni“ a nebo ,,narezlé* byly zatazeny vSechny
klony, kde asponi jeden ze dvojice kalusi vykazoval tento fenotyp. Fenotypy byly
porovnavany subjektivné, piiklady nehomogennich kalusii jsou na Obr. 4.7. Ob¢ tyto skupiny
kalustt mély niZsi intenzity fluorescence a tento rozdil byl vétSinou signifikantni, nicméné vliv
na miru uml¢ovani se ani v jednom ptipad€ nepodaftilo prokazat. Hodnoty pro danou skupinu
klonti z 10. dne méfeni byly vzdy porovnany dvouvybérovymi testy se zbytkem klond, p-
hodnoty pro nehomogenni byly > 0,46 a pro ,,narezl¢* byly > 0,61. Priimérné miry umlceni

pro tyto skupiny jsou v Tab. 4.2.

Obr. 4.7: Priklady kalus, které byly klasifikovany jako nehomogenni.

Tab. 4.2: Miry umlceni (%) pro nehomogenni a ,,narezly* fenotyp

nehomogenni ,harezlé«
varianta
kloni pozitivni | negativni kloni pozitivni | negativni
antiGFP 17 10,82 8,05 18 8,22 8,55
GFP-bT 27 2,52 9,60 28 4,79 8,98
GFP-IR 18 24,06 21,06 6 23,33 21,69

* PoloZka ,,pozitivni* udavd primérnou hodnotu miry umlceni ze vSech klont, ktery
dany fenotyp vykazovaly. Polozka ,negativni“ uddvd primérnou hodnotu miry

umlceni ze vSech klonti, ktery dany fenotyp nevykazovaly.

4.1.3 Opakovani indukce uml€ovani s vybranymi klony

Na zéklad¢ ptedchozich vysledkt bylo vybrano 6 dobfe umlcujicich klont od kazdé
varianty. Na téchto klonech byl jednak ptedchozi pokus zopakovan a jednak byly také
odzkouSeny dal$i dvé varianty oSetieni: pouziti pétindsobné koncentrace estradiolu a aplikace
estradiolu na povrch kalusu (tj. krom¢ estradiolu v médiu byl na Cerstvé presazeny kalus

pridan jesté dalsi v podobé 20 ul tekutého MS média s 2 uM B-estradiolu).
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Vysledné miry umlceni pro 12. den jsou uvedeny v tabulce 4.3. Vysledek z prvniho
méfeni a z opakovani je u antiGFP stejny (p = 1,00), u GFP-bT byla mira uml¢eni pii druhém
méfeni nizsi, ale tento rozdil nebyl v daném vzorku vyznamny (p = 0,16), u GFP-IR byla mira
umlceni pii druhém méteni také nizsi a tento rozdil byl na hranici hladiny spolehlivosti (p =
0,05).

Umlceni se mezi variantami indukce: 2 pM estradiolu a 2 puM estradiolu s pfidanim
dalsiho estradiolu na povrch kalusu, nijak signifikantné nelisi (p > 0,17). Mezi variantami
indukce: 2 uM estradiolu a 10 uM estradiolu, je umlceni na vyssi koncentraci estradiolu nizsi
(pro antiGFP neni rozdil vyznamny: p = 0,06; pro GFP-bT a GFP-IR vyznamny je: p < 0,02).
Vsechny tyto vysledky byly ovéfeny parovymi testy.

Tab. 4.3: Prumérna mira uml¢eni (%)

1. méreni 2. méreni
varianta
2E 2E 2E+ 10E
antiGFP 42,97 43,90 37,24 30,07
GFP-bT 36,98 16,00 18,37 1,24
GFP-IR 44,53 20,96 15,01 8,00

* Vysledky jsou uvedeny pro 12. den méfeni. 2E je mira umlceni pii 2 uM estradiolu
na indukénim médiu, 2E+ je mira umlceni pii 2 uM estradiolu na indukénim meédiu
s prfidanim dalSiho estradiolu na povrch kalusu a 10E je mira umlceni pii 10 uM

estradiolu na indukénim médiu.

Na grafech 4.12 a4.13 je mozné srovnat pribéh intenzity fluorescence z prvniho
pokusu (1. méfeni) a z opakované¢ho pokusu (2. méfeni; pouze varianta 2E). Pii opakovaném
pokusu byly pocatecni intenzity mnohem niz$i a intenzita fluorescence dosahovala maxima
pozdéji. Vzhledem k nizkému poctu méfenych klonli neni vétSina pozorovanych rozdild
statisticky signifikantnich. Jednim statisticky vyznamnym rozdilem v intenzitach fluorescence
ve 12. den méfeni je rozdil u GFP-IR na médiu bez indukce mezi prvnim a druhym pokusem

(p = 0,02; ovéteno parovym testem).
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Graf 4.12: Vzajemné srovnani vyvoje primérné intenzity fluorescence na médiu bez indukce mezi jednotlivymi
variantami (stejnych Sest klonl na variantu) v prvnim pokusu a v opakovaném pokusu.
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Graf 4.13: Vzdjemné srovnani vyvoje primérné intenzity fluorescence na médiu s indukci mezi jednotlivymi
variantami (stejnych Sest klonl na variantu) v prvnim pokusu a v opakovaném pokusu.

V dal$im kroku bylo uml¢ovani zopakovano v suspenznich kulturach, tento pokus byl

proveden ve spolupraci s kolegou Dimitrijem TyCem. Od kazdé varianty byly vybrany tfi

dobie umlcujici klony a byly pievedeny do tekutého média. Kultivace probihala standardné.

Do média, ve kterém byly suspenze slouzici jako kontrola, bylo pfidano DMSO, které

mnozstvim odpovidalo DMSO, jez bylo pfidano spolu s estradiolem do indukéniho média

(tedy 3 pl na baiku). Paty a sedmi den kultivace byly builky nasnimény pod mikroskopem
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(vysledky pro 5. den jsou na Obr. 4.8) a bylo spocteno mnozstvi sviticich a nesviticich bunék,

zastoupeni nesviticich bunék u jednotlivych klont je uvedeno v tabulce 4.4.

Obr. 4.8: Fluorescence GFP u bunék v suspenzni kultufe 5. den po indukci uml¢ovani. A — antiGFP (klon 5F), B —
GFP-bT (klon 4C), C— GFP-IR (klon 8C) a D — GFP-IR pfed indukci uml¢ovani. Méfitko: 300 um.
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Tab. 4.4: Procento bunék bez pozorovatelné fluorescence GFP pri umléovani
v suspenzni kulture

varianta klon - den 7. den
indukce kontrola indukce kontrola
S5F 70 0 85 0
antiGFP 11C 66 20 82 -
13D 75 - 76 -
1E 16 0 61 0
GFP-bT 3D 13 0 50 0
4C 50 0 54 0
1G 100 20 - -
GFP-IR 8C 100 0 100
9B 75 20 87

» Tam, kde jsou proskrtla pole, kultura Spatné narostla, a tak vysledek nebyl analyzovan.

4.1.4 Dodatec¢né kontroly

Vzhledem ktomu, Ze v pokusech skalusy nebyla zahrnuta kontrola, ktera by
zohlednovala vliv DMSO, a kontrola testujici vliv koncentrace estradiolu na samotnou expresi
GFP (pod konstitutivnim promotorem) a celkové chovani kalustt BY-2, byl proveden pokus
sledujici vliv rizného mnozstvi DMSO a estradiolu jednak na ni¢im netransformované BY-2
a jednak na BY-2 stabiln¢ exprimujici GFP pod 35S promotorem. Na netransformované BY-2
(dale jen wt) a BY-2 exprimujici GFP (ten samy klon, ktery je pouzity pro supertransformaci

v kapitole 4.1.2, dale jen GFP) bylo aplikovano 7 riiznych oSetieni:
e Cisté MS médium (dale jen K)
e DMSO s MS médiem v poméru 1:10000 (2D; odpovida piidani estradiolu do cilové
koncentrace 2 uM)

*  MS médium s 2 uM estradiolu (2E)

* DMSO s MS médiem v poméru 1:10000 a ptidani 20 pl stejn¢ upraveného tekutého
MS meédia na povrch kalusu (2D+)

*  MS médium s 2 uM estradiolu a ptidani 20 pl stejné upraveného tekutého MS média
na povrch kalusu (2E+)

e DMSO s MS médiem v poméru 1:2000 (10D; odpovida piidani estradiolu do cilové
koncentrace 10 uM)
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*  MS médium s 10 uM estradiolu (10E)

Uspotadani pokusu bylo stejné jako v ptredchozich piipadech (7 kalusii na misku,
snimani po 2-3 dnech). Od kazdého oSetieni bylo 7 wt kalusii a 7 GFP kalust (celkem tak
v pokusu bylo 98 kalusii). GFP a wt kalusy byly na miskach vzajemné promiseny. Kromé
téchto faktorli byl sledovan vliv velikosti pfesazeného kalusu na intenzitu fluorescence,
nékteré kalusy tak byly pfesazeny mensi (3 od wt a GFP z kazdého oSetieni) a nékteré byly
piesazeny vétsi (4 od wt a GFP z kazdého oSetfeni; kalusy co jsou zde uvedeny jako ,,veétsi‘
byly pfiblizné dvakrat vétsi, nez ty, co jsou uvedeny jako ,,mensi).

Na grafu 4.14 je vynesen vyvoj intenzity fluorescence kalusii transformovanych GFP
a také vyvoj intenzity fluorescence netransformovanych BY-2 (tedy v podstaté fluorescence
pozadi), ktera se v zavislosti na staii kalusu pohybuje od 5000 az mirné nad 7000. Z grafu
4.15 je pak vidét, ze intenzita fluorescence nezéavisi na velikosti pfesazovaného kalusu, coz
bylo pro 9. den méteni ovéteno dvouvybérovym testem a Zadny rozdil se prokédzat nepodatilo

(p=0,2777).
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Graf 4.14: Vyvoj zprGmérované intenzity fluorescence kalusi s GFP
a netransformovanych kalusl (wt), chybové tsecky udavaji smérodatnou odchylku.
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Graf 4.15: Vyvoj intenzity fluorescence kalusi transformovanych GFP, V — vétsi
kalusy, M — mensi kalusy, chybové usecky udavaji smérodatnou odchylku.

Graf 4.16 ukazuje zavislost intenzity fluorescence kalusli transformovanych GFP
natypu oSetteni v9. den méfeni. Tyto intenzity fluorescence byly porovnany
dvouvybérovymi testy a u zadného z osetieni se nepodatilo prokazat rozdil oproti kontrole (p
> (,34). Stejné srovnani bylo provedeno i1 pro netransformované kalusy a ani zde nebyl oproti

kontrole prokézan vyznamny rozdil (p > 0,07).
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Graf 4.16: Pramérné intenzity fluorescence 9. den mérfeni pfi rdznych oSetfenich
(vysvétlivky popiskd v textu), chybové Usecky udavaji smérodatnou odchylku.

4.2 Indikatorové linie
Dalsi naplni diplomové prace byla pfiprava tzv. indikatorovych linii -
transformovanych linii BY-2 pro sledovani ptechodu od PTGS k TGS. Tento systém je

navrzen tak, aby umoznil snadno vizuédln€ sledovat jednotlivé kroky tohoto procesu pomoci
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fluorescencnich proteinti. Systém ma v principu fungovat nésledovné: indukuje
se (posttranskripéni) umlc¢ovani RS-GFP (viz kapitola 4.1) ajak bude toto umlCovani
postupné prechdzet na TGS, tak budto v souvislosti s metylaci transkribované sekvence
anebo v souvislosti s metylaci promotoru, dojde k (transkripénimu) umlceni mCherry.
Uspésné spusténi primarniho PTGS by bylo pozorovano jako ztrata zelené fluorescence

a dany krok ptfechodu na TGS by byl pozorovan jako ztrata ¢ervené fluorescence.

Umlc¢eni mCherry pii metylaci transkribované sekvence mé byt dosazeno tim, Ze pted
RS-GFP jsou dva rizné promotory (viz schéma na Obr. 4.9). Druhy promotor (P35S), ktery je
identicky s promotorem pifed mCherry, tak bude pifepisovan a jeho sekvence tedy bude
pfitomna na nékterych transkriptech spolu s RS-GFP. Takové transkripty budou S$tépeny
siRNA proti RS-GFP a nasledné¢ principem tranzitivity (viz kapitola 2.2.2) by mélo dojit
ke vzniku siRNA 1 proti sekvenci promotoru. Ve stejnou chvili budou v buiice vznikat siRNA
proti RS-GFP i proti P35S. Spolu s metylaci kddujici sekvence RS-GFP by tak mélo dojit také

k metylaci P35S, a tim 1 uml¢eni mCherry.

mRNA 7NN\ N
AGO — PTGS
Pol V \*\ Zdroj siRNA
Pnos P35S RS-GFP NosT _ —
Nmn ﬁ\—/
RNA
l AGO
RNA /\/
l RDR6
dsRNA //\//
DCL
SiRNA —_— — E—

AGO4, Pol V, DRM2... — RdDM transkribované oblasi
AGO4, Pol V, DRM2... - RdDM — TGS

mmmmmmmmmmmm I mmmmmmmmmmmm' mmmmmmmmmm I

P35S mCherry NosT Pnos P35S RS-GFP NosT

Obr. 4.9: Schéma systému pro detekci metylace transkribované oblasti

Umlceni mCherry pii metylaci promotoru RS-GFP bude dosazeno tim, Ze pied RS-GFP
a mCherry je stejny promotor (P35S; viz schéma na Obr. 4.10). siRNA navozujici de novo
metylaci promotoru pfed RS-GFP budou tedy funkéni inapromotoru pfed mCherry

a k metylaci obou promotorii by tak mélo dojit zaroven.
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Obr. 4.10: Schéma systému pro detekci metylace promotoru

Plazmidy s konstrukty pro indikatorové linie nesou stejné geny resistence pro selekci
v rostlinach, jako plazmidy s konstrukty pro indukci umlcovani. OdliSné resistence nebylo
mozné pouzit z divodu, Ze je planovano linie BY-2 v budoucnu supertransformovat jesté
dal§imi konstrukty (napf. pro zmény exprese RDR6) a k dispozici jsou pouze dvé resistence
(k hygromycinu a kanamycinu). Jelikoz kotransformace dvéma konstrukty se stejnou
resistenci nedava pfili$ velky podil kotransformovanych klonti a jejich selekce je zdlouhavé;si
nez se piredpokladalo, byly pfipraveny i konstrukty pro indikatorové linie, které nenesou
Zadnou resistenci a umoziuji tak kotransformované klony selektovat na zékladé pfitomnosti

fluorescence.

4.2.1 Tvorba konstruktu

Zakladem k tvorbé konstruktl pro indikéatorové linie byl plazmid pGreen 0129 mCherry
STOP (viz kapitola 3.2.1). V prvnim kroku byl tento plazmid st€pen enzymy BamHI a Smal,
zaroven byl plazmid psmRS-GFP §tépen napted enzymem EcoRI, nac¢ez nasledovalo zatupeni
koncii, a dale pak byl §tépen enzymem BamHI. Produkty Stépeni byly rozdéleny pomoci
elektroforézy a piislusné fragmenty byly vyizolovany z gelu (linearizovany pGreen — nejdelsi
fragment a RS-GFP+NosT — ptiblizn€ 1 kbp fragment). Z n¢kolika ziskanych bakteridlnich
klont byl plazmid vyizolovan a ovéfen restrikénim $tépenim pomoci Sall a BamHI. Vysledny

plazmid byl oznacen jako pGreen-1L2.
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Vdruhém  kroku byl plazmid  pGreen

Sacla Xhala BCl;.II a écoRI

0129 mCherry STOP S$tépen napied enzymem Sacl, M 339 BamHI Xhol Kpn
nacez nasledovalo zatupeni koncl, apoté enzymem
HindIIl. Plazmid pGreen-IL2 byl napied Stépen v -— ey y [r—
enzymem EcoRI aopét nasledovalo zatupeni koncl  © Y

vV
a poté¢ byl Stépen enzymem HindIIl. Produkty Stépeni : -
byly rozdéleny pomoci elektroforézy a ptislusné

. . ’ . v -

fragmenty (linearizovany pGreen-IL2 — nejdelsi — —
fragment a 35S promotor — pfiblizné¢ 840 bp fragment) _ _ R — —

byly vyizolovany zgelu. Poté, co byly bakterie

transformované ligacni smési vysety na selekéni

médium, doslo ktomu, zenarostly kolonie dvou

riznych velikosti. Poizolaci plazmidl z nékolika

vybranych kloni se ukazalo, ze fragmenty restrikéniho (,\),,bf ,i':rlkg:ontmlmgtépeni poreenilL-SP:
Stépeni neodpovidaji ocekavani a liSi se 1 mezi klony navzajem (St€peno BamHI a HindIII
a posléze idalSimi kombinacemi restrikénich enzymt). Z nékterych klonl se nepodatilo
plazmid ani vyizolovat (pfestoZe se vytvofily kolonie na selekénim médiu). Po otestovani 21
ruznych klond bylo usouzeno, Ze pfitomnost dvou 35S promotorti v konstruktu zplsobuje,
ze kmen bakterii DHSa dany konstrukt rekombinuje. Ta samd ligacni smés tak byla
elektroporovana do kmene bakterii JM109. Po ziskani jednotlivych kolonii byl plazmid
z deviti z nich vyizolovéan a ovéfen restrikénim Stépenim pomoci BamHI a HindIII — plazmid
ze sedmi klonti byl ovéfen jako spravny, jeden z plazmidii se vyizolovat nepodatilo a druhy
byl bez vlozeného insertu (tj. vklddaného 35S promotoru). Jeden z vybranych klona byl
ovéfen jesté dalSimi kombinacemi restrikénich enzymi (viz Obr. 4.11). Ziskany konstrukt nesl
pracovni oznaceni pGreen-IL-SP abyl jiz cilovym konstruktem pro detekci piechodu

metylace do promotoru.

Ve tietim kroku byl piipraven konstrukt pro detekci metylace transkribované sekvence.
Napted byl pomoci primerti PnosF a PnosR amplifikovan nopalin syntdzovy promotor (Pnos)
a vloZzen do pomocného plazmidu pDrive (vloZeni bylo ovéfeno St€penim pomoci EcoRI
a sekvenaci). Nasledn¢ byl plazmid pDrive-Pnos $tépen pomoci enzymu Sacl a plazmid
pGreen-IL-SP byl ¢astecné Stépen (parcialni digesce) tymz enzymem. Produkty Stépeni byly
rozdéleny pomoci elektroforézy na 0,8% gelu a pfislusné fragmenty byly vyizolovany (asi
320 bp fragment po Stépeni pDrive-Pnos a ten nejkrat$i z fragmentti nad 9 kbp po Stépeni

pGreen-IL-SP — viz Obr. 4.12). Po ziskani bakteridlnich klonli byla ovéfovéana pfitomnost
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insertu a jeho spravna orientace a pozice v konstruktu pomoci PCR s vyuzitim primerti PnosF
a 35S50. Jelikoz dochazelo k recirkularizaci plazmidu podatilo se mezi 194 klony bakterii
najit pouze tf1, které davaly pozitivni signal. Pomoci fady restrikénich Sté€peni téchto tfi klont
bylo ovéteno, Ze jeden z nich ma spravné uspotadani (viz Obr. 4.13). Ziskany konstrukt nesl

pracovni oznaceni pGreen-IL-DP.

Cely prubéh klonovani je shrnut na Obr. 4.14.

Saclla Sacla Sacll Nhela Sacla

M Sacl M Sacl BamHl pooi Sacl aPst BamHl BamHI

TN

T
Obr. 4.12: castecné Stépeni Obr. 4.13: kontrolni §tépeni pGreen-IL-DP; M — marker; pfili$
E)'Green-IL-SP;' M — marker; slabé viditelné fragmenty byly zvyraznény; Sipka znadi
Sipka ukazuje fragment, nedogtépeny fragment

ktery byl izolovan
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1479 Hindlll

Green 0129 1467 EcoR
ploreen 1461 Pstl
mCherry STOP: 1455 Smal
1449 BamHI

575 Sacll 1443 Beul 2202 Xhol .

?67 Sacl 1W7 Xbal 1836 Pstl 2196 Sall 2456 Kpnl psmRS-GFP:

\ 9 ! 2110 Hindll 1245 Xbal

P35S mCherry NosT 2%98 Pstl 1239 BamHI 502 Sacl 231 EcoRI
P35S RS-GFP NosT

Stépeni:BamHI a Smal
. $tépeni: EcoRlI a zatupeni

2. $tépeni: BamHI
pGreen-IL2:
1449 BamH| 2483 Hindlll
575 Sacll 1443 Beul 2186 Sacl 2471 EcoRl 3206 Xhol
567 Sacl 1437 Xbal | 2‘W165 Pstl 2840 Pstl 32”00 Sall 3460 Kpnl 1479 Hindlll pGreen 0129
H \H > : > 1467 EcoRl  yCherry STOP:
P35S RS-GFP NosT mCherry NosT 1461 Pstl
1455 Smal
1449 BamHI 2456 Kpnl
575 Sacll 1443 Bcul 2202 Xhol
f67 Sacl 1137 Xbal 1836 Pstl 2196‘ Sall
1. $tépeni: EcoRI a zatupeni > I ‘ >
2. Stépeni: Hindlll P35S mCherry NosT
1. $tépeni: Sacl a zatupeni
2. $tépeni: Hindlll
3383 Hindlll
3371 EcoRI
3365 Pstl
Green-IL-SP: 3359 Smal
pGr 1449 BamHI 2479 Sacll 3353 BamHI 1108 Xl
575 Sacll 13‘;3 ig“'l 2471 EcoRl 3347 Beul 4100 Sl
567 Sacl H 7 Xba 2186 Sacl ‘2465 Pstl 3341 Xbal 3740 Pst| 4360 Kpnl
‘ > - ‘ »lﬁ—
P35S RS-GFP NosT P35S mCherry NosT
Drive-Pnos:
pbrive-Fnos 503 Sacl
110 Sacl 433 Sacl
Eastecné Stdpeni Sacl '
M13R Pnos M13F
Stépeni Sacl
pGreen-IL-DP: 3706 Hindlll
3694 EcoRI
898 Sacll 3688 Pstl
890 Sacl 3682 Smal
769 Nhel 1772 BamHI 2802 Sacll 3676 BamHI 4683 Kpnl
684 Sacll 1766 Beul 2794 EcoRl 3670 Beul 4429 Xhol
567 Sacl 'h760 Xbal 2509 Sacl 27‘88 Pstl 64 Xbal 4063 Pst| 4423 Sall
L - I g i
Pnos P35S RS-GFP NosT P35S mCherry NosT

Obr. 4.14: schéma klonovani konstrukt( pGreen-IL-SP a pGreen-IL-DP

Po pfipraveni konstrukti pro indikatorové linie byl z téchto konstruktii dodatecné jesté
odstranén gen pro hygromycinovou resistenci. U obou konstrukti (pGreen-IL-SP a pGreen-
IL-DP, mapa viz Obr. 4.15) byla reakce provedena stejnym postupem. Plazmidy byly
v prvnim kroku $tépeny Kpnl, nasledné byly ¢aste¢né Stépeny Pael (oproti sekvenci plazmidu
uvedené na oficialni strance pGreen, se v plazmidu nachazi jesté¢ jedno restrikéni misto pro

Pael, pravdépodobné v DNA vloZené z bakteridlniho genomu, viz kapitola 3.2.1) a produkty
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Stépeni byly zatupeny. Fragmenty byly rozdéleny pomoci elektroforézy na 0,8% gelu a byl
vyizolovan fragment o ptiblizné délce 9 kbp (druhy nejdelsi, viz Obr. 4.16). Fragment byl
cirkularizovan a transformovéan do bakterii, po vyizolovani byl plazmid ovéfen restrikénim
Stépenim (Bcul a Pael a posléze i1 dalsimi kombinacemi restrikénich enzym, viz Obr. 4.17).
Vysledné konstrukty byly oznafeny pGreen-IL-SPnH pro detekci metylace promotoru

a pGreen-IL-DPnH pro detekci metylace transkribované sekvence.

[LacO 471..493
' |567 Sacl

684 Sacll
‘3 Pnos 573..889

/890 Sacl
/898 Sacll

RB 137..161
107 Bglll
ColE1 origin 8260..64

Pael —_
KanR 7419..8234
P35S 919..1753

pSa origin 6579..7074__ pGreen-IL-DP

_RS-GFP 1792..2508

6561 Bglll 8877 bp

LB 6537..6560
6520 Pael
NosT 6250..6480

7

2509 Sacl
NosT 2777..2525
2802 Sacll

HygR 5198..6223 P35S 2823..3657

3670 Beul
Pnos 4912..5185 \ 3676 BamHI
5013 Sacll ' | ImCherry 3712..4422
LacZ alpha 4810..4878' 4423 Sall
4683 Kpnl' INosT 4434..4683

Obr. 4.15: mapa pGreen-IL-DP (relevantni ¢asti jsou u pGreen-IL-SP stejné), ¢ervené nazvy enzym(
oznacuji restrikéni mista pro odstranéni genu resistence; Sipkou je oznaceno pfiblizné umisténi
druhého restrikéniho mista Pael
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M Sacla BamHI Sacll a BamHl Paela BamHl  Bglll a all M

Obr. 4.16: uplné stépeni Kpnl
a Castecné sStépeni Pael; M — marker,
SP — pGreen-IL-SP a DP — pGreen-IL-
DP; Sipky ukazuji fragmenty, které

. i Obr. 4.17: kontrolni Stépeni pGreen-IL-SPnH (vidy prvni ve dvojici)
byly izolovany

a pGreen-IL-DPnH (vidy druhy ve dvojici); M — marker; prilis slabé
viditelné fragmenty byly zvyraznény

4.2.2 Spousténi uml€ovani pomoci viasenky u indikatorovych linii

Linie BY-2 byla kotransformovana dvéma kombinacemi plazmidi: pGreen-IL-SP
s pERS-GFP-IR (déle jen jako varianta SP) a pGreen-IL-DP s pER8-GFP-IR (variant DP).
Po obou transformacich kalusy na médiu se selekci (hygromycinem) narostly, u varianty SP
ve vyrazné vétSim mnozstvi (viz Obr. 4.18). Na kontrole Zadné kalusy nenarostly. Kalusy byly
poté piesazeny na Cerstvé médium v poctu pfiblizné¢ 20 na misku. Od kazdé varianty bylo
vybrano 49 klonu s nejvyssi fluorescenci GFP (selekce kloni s indikatorovymi konstrukty),
kazdy kalus byl rozptilen vedvi a jedna pullka byla pfesazena na médium bez indukce a druha
na médium s indukci (klony nesouci zaroven umlcujici konstrukt s GFP-IR by mély
po indukci umlcet expresi RS-GFP). Kalusy byly nasledné sniméany v intervalu 2-3 dny
po dobu 12 dnii.
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Obr. 4.18: Kalusy narostlé po transformaci: A — varianta SP, B — varianta
DP.

Vlastnost, kterou bylo mozné pozorovat jiz po transformaci, byl zjevny rozdil
v intenzité fluorescence mezi obéma variantami. U varianty SP se vyskytovaly kalusy, které
dosahovaly mnohem vysSich intenzit nez u varianty DP. Porovnani primérné intenzity
fluorescence obou variant ze 7. dne méteni na médiu bez indukce je na grafu 4.17. Tento

rozdil je statisticky vyznamny (p = 6,4x10™; porovnavano Kruskal-Wallisovym testem).

primérna intenzta

30000
25000
20000
15000
10000

5000

intenzita fluorescence

SP DP

Graf 4.17: Primérni intenzita kalusi na médiu bez indukce 7.
den méreni, chybové Usecky udavaji smérodatnou odchylku.

Primérnd mira umléeni v 7. den méfeni u obou variant byla -7 %, nejedna se vSak
o statisticky vyznamny rozdil (p > 0,17; porovnavano Wilcoxonovym testem). I pies to,
ze se indukce umlcovani na celkové primérné intenzité nijak neprojevila, tak u obou variant
byly klony, které na médiu s indukci mély nizsi intenzitu fluorescence. Konkrétné téch, kde

byl pokles vice nez o 10 % bylo u varianty SP 19 a u varianty DP 12.
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Od kazdé varianty bylo vybrano 8 klond, u kterych zfejmé mohlo dojit k uml¢ovani.
Z téchto klonl byla vyizolovana genomova DNA a pomoci PCR byla ovéfena pfitomnost
konstruktu GFP-IR. Pro tuto PCR byly navrzeny primery IR detF a IR detR, nebot jiné
kombinace dostupnych primerii davaly pii reakci nespecificky produkt, a vysledky tak nebyly
jednoznacné. U varianty SP se pfitomnost GFP-IR potvrdila ve ¢tyfech pfipadech, u varianty
DP se ptitomnost GFP-IR v zadném z klonti potvrdit nepodaftilo. Byla tedy vyizolovana DNA
z dalSich dvanacti klonil od varianty DP, ani u téchto klonil se v§ak pomoci PCR nepodatilo

pritomnost GFP-IR prokazat.

Ctyii klony, ukterych byla potvrzena tusp&$na kotransformace, byly pievedeny
do suspenzni kultury. U jednoho z klonti (1E) bylo pozorovano jen velmi malo sviticich bun¢k
(pod 10 %) a tak dale testovan nebyl. Dalsi dva klony (3G a 4C) vykazovaly celkem dobré
urovng zelené acCervené fluorescence aalespoit pies 70 % sviticich bunék, avsak
nevykazovaly zadnou reakci na osetieni estradiolem. Ctvrty klon (7D) mél obdobné mnozstvi
bun¢k se zelenou fluorescenci, ale ¢ervena fluorescence byla téméi nedetekovatelnd, tento

klon vSak po oSetfeni estradiolem dosahl ipIlného umlceni zelené fluorescence.

4.3 Priprava konstruktti pro zménu exprese RDR6

Pro zvySeni exprese RNA dependetni RNA polymerazy 6 (RDR6) v tabakové bunécné
linii BY-2 byl vybran gen RDR6 z Arabidopsis thaliana (dale jen atRDR6). Konstrukt pro
zvyseni exprese RDR6 nese zamérné gen z jiného organismu nez je Nicotiana tabacum, aby
se tak snizilo riziko, ze bude exprese tohoto genu v linii BY-2 regulovana — nékteré ze slozek
RNAI totiz byvaji bézné regulovany negativni zpétnou vazbou pomoci malych RNA (viz
kapitola 2.2.3). Sekvenéni podobnost mezi geny RDR6 z A. thaliana a N. tabacum je 69 %.

Pro snizeni exprese RDR6 v tabdkové bunécné linii BY-2 byl vytvofen vlasenkovy
konstrukt z 5' oblasti genu RDR6 (necelych 800 bp) vyizolovaného z linie BY-2 (dale jen
ntRDR6). Vlasenka byla navrzena obdobné¢ jako v pfipadé GFP-IR, viz kapitola 4.1.1.

Ob¢ pripravené sekvence byly umistény pod 35S promotor.

Konstrukt pro zvySeni exprese RDR6 (viz Obr. 4.19): Byla vyizolovdna DNA
z Arabidopsis thaliana kultivar Columbia (rostlinny materidl pro izolaci poskytl Ondiej
Smetana). Na zdklad¢ sekvence dostupné v TAIR databazi (www.arabidopsis.org) pod
oznaceni AT3G49500.1 byly navrZzeny primery (atRDRO6F a atRDR6R, nasedajici v 5' a 3'
nepiekladané oblasti) pro izolaci genu atRDR6 a byla provedena PCR. Koncentrace ziskaného

fragmentu (i pfi opakovani PCR za jinych podminek) byla velmi nizkd, a proto byla navrzena
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dalsi sada primert (atRDR6F2 a atRDR6R2) a byla s nimi provedena PCR. Ani s novymi
primery vSak nebyla koncentrace vysledného fragmentu nijak vysoka a pfti ligaci se kyzeny
konstrukt ziskat nepodafilo (60 klond ovétovano pomoci PCR s pouZitim primerti atRDR6F2
a atRDR6R2 a6 klonli ovéfovano restrikénim Stépenim enzymem EcoRI). Byly tedy
vyzkouSeny vSechny kombinace pfipravenych primerd, aby se dalo urcit, ktera je nejvhodné;si
(viz Obr. 4.20). Napted byla vybrana kombinace atRDR6F2 a atRDR6R (vznikalo nejvice
pozadovaného fragmentu 1 pfesto, Zze vznikal 1nespecificky produkt), ovSem s touto
kombinaci se vysledku nepodafilo dosahnout (ziejmé kvili nespecifické amplifikaci;
vysledky oveéfovany PCR). Proces byl tak opakovan znovu s primery atRDR6F2
a atRDR6R2, napted v ptivodnim uspotadni, poté ve dvojnasobném objemu (tj. v reakci bylo:
16,75 pl vyizolovaného PCR fragmentu, 0,25 pl pDrive, 2 pl puft, 1 pl T4 ligdza). Ackoliv
se tentokrat podafilo dosahnout zatim nejvyssi koncentrace poZzadovaného fragmentu (5
ng/pl), po ligaci opét nebyly detekovany Zadné klony, které¢ by nesly hledany konstrukt (108
klont testovano PCR s primery atRDR6F2 a atRDR6R2), nicméné pii kontrolni PCR
z liga¢ni smési se kombinaci s primery M13 podatilo ziskat signdl naznacujici, Ze vlastni
liga¢ni reakce probé&hla v potfadku. Bylo tedy usouzeno, ze problém je v detekci spravnych
klont pomoci PCR. Z 12 vybranych klont byl plazmid vyizolovan a ovéfen restrikénim
Stépenim pomoci EcoRI a u 10 klond byl potvrzen hledany konstrukt. Tti z téchto klonti byly
vybrany a ovéfeny pomoci sekvenace (kromé¢ MI13 primert byly pro sekvenaci pouzity
1 za timto G¢elem navrzené primery atRDR6 S1-6). Jeden ze ziskanych klont nenesl Zadnou
mutaci (ostatni nesly 7 respektive 9 mutaci) a byl tak pozit pro nasledné klonovani, plazmid je

dale znacen pDrive-atRDR6.

Plazmidy pDrive-atRDR6 a pGreen 0029 GFP nonSTOP byly S$tépeny restrikénimi
enzymy Xbal a Cfr91. Produkty Stépeni byly rozdéleny pomoci elektroforézy a ptislusné
fragmenty byly vyizolovany (plazmid pGreen — nejdel§i fragment a atRDR6 — fragment
o priblizné délce 4,4 kbp). Z n€kolika vybranych klonti byl plazmid vyizolovan a ovéfen
restrikénim St€penim enzymy Xbal a Cfr91 a posléze také enzymem EcoRI (viz Obr. 4.21

drahy 1 a 3). Plazmid byl oznacen jako pGreen-atRDR6.
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pDrive-atRDR6:

PCR (atRDR6F2 a atRDR6R2)

4776 Xbal
318 Cfrol 4741 EcoRI
306 EcoRlI 1267 EcoRI 4730 Xbal
M13R atRDR6 M13F
pGreen 0029 GFP nonSTOP: 2175 EcoRl
1437 Xbal 2163 Cfral
P35S RS-GFP_nonSTOP NosT
Stépeni: Xbal a Cfrol
pGreen-atRDRG: Stépeni: Xbal a Cfrol
5861 EcoRl
1437 Xbal 4900 EcoRl 5849 Cfr9l
P35S atRDRG6 NosT
Obr. 4.19: Schéma klonovani konstruktu pGreen-atRDR6
M F+R F2+R F+R2 F2+RZ M 2 M 3 4
- — . —_— = — -
¥ = =
' e
_ -
o = p—
—

Obr. 4.20: testovani ucinnosti rdznych
kombinaci primerd pro amplifikaci
atRDR6 z genomové DNA; M — marker, F
az R2 — primery atRDR6F aZz atRDR6R2

Konstrukt pro sniZeni exprese RDR6 (viz Obr. 4.22): Byla vyizolovina DNA

Obr. 4.21: kontrolni Stépeni pGreen-atRDR6 (1 —
Xbal a Cfr9l, 3 — EcoRI) a pGreen-IR-ntRDR6 (2 —
Xbal aPstl, 4 — EcoRl); M — marker (vztahuje
se kdraham vpravo); Sipka znaci DNA, ktera
sedovzorku  dostala pravdépodobné  jako
kontaminace pfi izolaci plazmidu z bakterii

z tabdkové bunécné line BY-2. Na zédklad¢ sekvence kodujici oblasti ntRDR6 uvedené

v GeneBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) databazi pod oznacenim AB361628.1, byly s vyuzitim

nastroje BLAST na webovych strankdach NCBI dohledany EST (Expressed sequence tags)
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sekvence odpovidajici 5' a 3' neptekladanym oblastem ntRDR6. Na zékladé téchto sekvenci
byly navrzeny primery (ntRDR6F a ntRDR6R) a byla s nimi provedena PCR z vyizolované
DNA. Pivodnim zdmérem bylo sniZovat expresi RDR6 pomoci antisense RNA, a proto byl
gen ntRDR6 izolovan v celé délce, pozdéji vSak bylo rozhodnuto pro pouziti vlasenky, nebot’
je ucinnéjsi a vzhledem k délce genu i jednodussi na ptipravu. Fragment ziskany po PCR byl
vlozen do vektoru pDrive a vysledny plazmid (dale pDrive-ntRDR6) byl ovéfen restrikénim
Stépenim pomoci enzyml Cfr9l a Xbal a posléze i dalSimi kombinacemi enzymt. U dvou
vybranych klonli byly 5' a3' konce (pfes 800 bp) vloZeného fragmentu osekvenovany.
Vybrany klon nesl v 5' oblasti 2 mutace, ty by vSak funkci vladsenky v uml¢ovani nemély
vyraznéji ovlivnit.

Byla provedena PCR =z plazmidu pDrive-ntRDR6 s kombinaci primerd ntRDR6F
a IR ntRDR6R, vznikly fragment byl vlozen do vektoru pDrive a vysledny plazmid (dale
pDrive-5ntRDR6) byl ovéten restrikénim St€penim enzymem EcoRI a nasledné 1 sekvenaci.

Plazmidy pDrive-MSPi (viz kapitola 4.1.1) a pDrive-5'ntRDR6 byly $tépeny enzymy
Xbal a Sall. Produkty Stépeni byly rozd€leny pomoci elektroforézy a prislusné fragmenty
(linearizovany pDrive-MSPi — pfiblizné 4,2 kbp fragment a 5' oblast ntRDR6 — pftiblizné 800
bp fragment) byly vyizolovany z gelu. Z né€kolika klond, ziskanych po ligaci a elektroporaci
do bakterii, byl plazmid (dale pDrive-MSPi-5ntRDR6) vyizolovéan a ovéfen St€penim enzymy
Xbal a Sall.

Plazmid pDrive-ntRDR6 byl Stépen enzymem BamHI a plazmid pDrive-MSPi-
5'ntRDR6 byl stépen enzymem BamHI a nasledné defosforylovan. Produkty Stépeni byly
rozdéleny pomoci elektroforézy a ptislusné fragmenty (linearizovany pDrive-MSPi-5'ntRDR6
— ptiblizné 5 kbp fragment a 5' oblast ntRDR6 — piiblizn¢ 800 bp fragment) byly vyizolovany
z gelu. Po ligaci a elektroporaci bylo né€kolik klonil ovéfeno pomoci PCR tak, aby bylo mozné
urcit orientaci vloZené¢ho fragmentu (primery ntRDR6F a M13R). Z vybranych klonli byl
plazmid (déle pDrive-IR-ntRDR6) vyizolovan a ovéfen $t€penim pomoci BamHI a také Cfrol.

Plazmidy pDrive-IR-ntRDR6 a pGreen 0029 GFP nonSTOP byly $tépeny restrikénimi
enzymy Xbal a Pstl. Produkty Stépeni byly rozd€leny pomoci elektroforézy a ptislusné
fragmenty byly vyizolovany (plazmid pGreen — nejdelsi fragment a IR-ntRDR6 — fragment
o ptiblizné délce 2 kbp). Z nékolika vybranych klond byl plazmid vyizolovan a ovétren
restrikénim St€penim enzymy Xbal a Pstl a posléze také enzymem EcoRI (viz Obr. 4.21 drahy

2 a 4). Plazmid byl oznacen jako pGreen-IR-ntRDR6
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Obr. 4.22: schéma klonovani konstruktu pGreen-IR-ntRDR6
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5 Diskuse

5.1 Indukce umlcovani

Prvnim cilem préace byla pfiprava a otestovani rtznych zpisobt indukce umlcovani.
Za timto uc¢elem byl vybran reportérovy gen pro GFP a vSechny tfi znamé zpisoby vzniku
dsRNA v buiice: tvorba antisense RNA, kterd paruje s transkriptem uml¢ovaného konstruktu,
tvorba aberantni RNA (pfi absenci termindtoru), kniz je komplementdrni vlakno
syntetizovano RDR6, atvorba vlasenky, ktera vznikd transkripci invertované repetice.
Vsechny tyto ptistupy mohou v principu vést k tvorbé dsRNA, jak je ukézano na obrazku 4.1,
a mohou tak spoustét umlcovani, jak bylo opakované experimentdlné dolozeno (Waterhouse
et al. 1998; Smith et al. 2000; Luo & Chen 2007). Uvedené konstrukty byly navrzeny
predevsim za ucelem sledovani pribéhu prechodu PTGS na TGS v indikatorovych liniich,
atak bylo nutné mit moZznost spustit jejich transkripci v urcity okamzik. Moznost
indukovatelného spousténi umlcovani umoziuje nejen sledovat pribéh celého procesu (pfi
pouziti konstitutivniho promotoru by bylo umléovani spusténo hned po transformaci, kdy
proces jesté neni technicky mozné analyzovat), ale také dava moznost cely proces zopakovat
v t¢ samé linii. Pro indukovatelnou expresi byl zvolen vektor pERS, jez nese promotor
indukovatelny lidskym hormonem B-estradiolem (Zuo et al. 2000). Tento systém je obecné
povazovan za vysoce spolehlivy, s nedetekovatelnou mirou transkripce pti absenci induktoru
a zaroven schopny dosdhnout relativné vysokych hladin exprese (az osmindsobek ucinnosti
35S promotoru). Zptisob indukce B-estradiolem navic pro rostliny neni toxicky a ani je nijak
jinak neovliviiuje (Zuo et al. 2000; Moore et al. 2006). Tento systém byl zaroven i1 uspé$né
testovan na BY-2 linii (Dohi et al. 2006; Lee et al. 2009). Dtvod volby BY-2 jakozto

modelového organismu a GFP jakozto reportérového genu je diskutovan v kapitole 5.2.

Prvni rozdily mezi jednotlivymi konstrukty byly pozorovany jiz po transformaci jeste
pfed zapocetim samotné indukce umlcovani. Toto pozorovani bylo piekvapivé, nebot’ bez
indukce by k transkripci dochdzet nemélo a nemélo by byt tedy spusténo ani samotné
umlcovani. Rozdil mezi GFP-IR a ostatnimi konstrukty byl az ptili§ velky na to, aby jej bylo
mozné vysvétlit odliSnymi podminkami transformace. Nadto vSechny tii transformace byly
provadény soucasné a tudiz za velmi podobnych podminek. Po vSech tfech transformacich
narostlo dostate¢né a obdobné mnozstvi kalusti naznacujici, ze béhem vlastni transformace
ziejme nedoSlo k chybé v postupu. NejpfiméjSim vysvétlenim tak je, Zze promotor spoustél

transkripci 1v absenci induktoru. Ackoliv je pouzity promotor obecné povazovan v tomto
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ohledu za spolehlivy, tak je mozné v literatuie narazit na ptipady, i kdyz jen vyjimecné, kdy
byla pozorovana transkripce iv absenci induktoru (Vlot et al. 2008; Kang et al. 2009).
Alternativou je, Ze by k transkripci mohlo dochazet, aniz by byla zplisobena vlastnim
inducibilnim promotorem. N¢&kteti autofi jiz diive pozorovali transkripci transgenni
invertované repetice, a s tim spojené umlcovani, bez toho, aniz by byl v konstruktu pfitomen
promotor, ktery by mohl tuto transkripci spoustet (Sijen et al. 2001; Rutherford et al. 2004).
Tento jev by mohl byt vysvétlen urcitou nizkou hladinou transkripce, ktera ziejme do néjaké
miry zasahuje vétSinu genomu. Jak bylo ukazano u Zivocichi, tak ptiblizné 90 % genomu je
transkribovano, a to i pfes to, Ze naptiklad u ¢loveka tvoti vlastni geny necela 2 % genomu.
U rostlin jsou miniméalné nékteré mezigenové oblasti piepisovany Pol V (popt. Pol 1V, ale
specifita  jeji  transkripce zatim pfesn¢ popsana nebyla; Kapranov et al. 2007,
Wierzbicki et al. 2008). Varianta GFP-IR, ktera mé vyssi uinnost umlCovani, by se tak

na rozdil od ostatnich variant mohla projevit i pii téchto nizkych hladinach transkripce.

Pokud pfipustime, ze dochazelo k transkripci iv absenci indukce, pak by tim bylo
mozné vysvétlit jeSté jeden jev, ktery byl pozorovan v pribéhu samotného experimentu
s uml¢ovanim. Jak je vidét z grafu 4.9, ktery porovnava intenzitu fluorescence na médiu bez
indukce mezi jednotlivymi variantami, tak GFP-bT sviti vice neZ antiGFP. Vzhledem k tomu,
ze prvni transgen, ktery fidi expresi GFP, je v obou piipadech identicky (vSemi tfemi
variantami byla transformovana stejna linie) a druhy transgen (umlcujici konstrukt) by nemél
byt exprimovan (bez indukce exprese), neni tak divod pro to, aby zde byl rozdil v intenzité
fluorescence mezi variantami. Dalo by se tedy uvaZovat, podobné jako v piipadé¢ GFP-IR,
o tom, ze k transkripci umlcujiciho konstruktu dochazi i v absenci indukce a Ze transkript
z konstruktu GFP-bT je aspon u nékterych linii, kde mohl byt za¢lenén pied terminator,
translatovan a zvysSuje tak mnozstvi GFP v bufice, a tim i1 konecnou intenzitu fluorescence.
Jinak by byla totiZ translace nepravdépodobnd vzhledem k tomu, Ze pro export standardni
mRNA z jadra, je krom¢ jiného, nezbytna i spravna polyadenylace na 3' konci. V souladu
s timto pfedpokladem bylo pozorovano, ze kdyz je reportérovy gen GUS transkribovan bez
pouziti terminatoru, tak exprese vlastniho proteinu je téméi nulova (Zhao et al. 1999; Luo &
Chen 2007). Maximalni primérna intenzita fluorescence kalusti varianty GFP-bT (IF =
25733; graf 4.4), které v pribé¢hu méteni dosahnou, je obdobna jako u piivodni GFP linie (IF
= 25982; graf 4.14). Z tohoto pohledu by tak bylo logictéj$i uvazovat o tom, Ze transkripci
bez indukce je ovlivnéna spiSe varianta antiGFP, kde by také mohlo dochéazet k mirnému

umlcovani, coz by sniZzovalo celkovou primérnou intenzitu fluorescence.
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Porovnanim udajti z graf 4.1, 4.3 a4.4 ukazuje, Ze primérnd intenzita u varianty
antiGFP skute¢n¢ o néco poklesla mezi méfenimi jesté pred vlastnim pokusem s uml¢ovanim
a 3. dnem namédiu bez indukce po zaCitku pokusu sumlcovanim. U varianty GFP-bT
takovyto pokles neni a u varianty GFP-IR je naopak mirny narast. Pfihlédneme-li pak k faktu,
ze u GFP-bT bylo vice uml¢enych kloni v méfeni pfed zapocetim pokusu s uml¢ovanim, nez
u antiGFP (graf 4.2), pak rozdil mezi témito variantami nemusi byt ani tak dan v mife
umlcovani, ale v Case, kdy k tomuto umlceni dojde. Rozdil v primérné intenzité fluorescence
mezi variantami antiGFP a GFP-bT béhem pokusu s umlovanim, tak muize byt pouhy
artefakt vytvoreny selekci klonii pouzitych pro pokus. Pro jednozna¢né posouzeni, zda-li
dochdzi k transkripci z inducibilniho promotoru i v absenci induktoru, by tak bylo nezbytné
zahrnout kontroly, které by toto zohlediiovali — napft. transformaci konstruktem, ze kterého

bude tento promotor odstranén.

Co se tyce vlastni schopnosti uml€ovat, tak ta je nejvyssi u varianty GFP-IR (viz Tab.
4.1 a grafy 4.6-4.8). U 36 % klont varianty GFP-IR bylo dosaZzeno miry uml¢eni vyssi jak
30 %, u variant antiGFP a GFP-bT to bylo jen 16 % klonii. Tento vysledek je v souladu
s pfedchozimi pozorovanimi, kterd ukdzala, Ze exprese konstruktu tvoficiho vlasenku je
nejucinnéjSim zpsobem spousténi umlcovani (Smith et al. 2000; Wang & Waterhouse 2000).
Tato pozorovani na druhou stranu ale také ukazala, Ze GCinnost takového umlcovani,
obzvlasté jsou-li obé ramena vlasenky rozd€lena sestfizitelnym intronem, miZze dosahnou
az 100 %. Jednou zmoznosti, pro¢ bylo dosazeno nizSich ucinnosti je, Ze nedochazelo
k sestfihu vlozeného intronu. Ackoliv to, jestli je intron sestfihovan nijak testovano nebylo,
tak se jedna spiSe o mén¢ pravdépodobnou variantu. Intron pochazel z genu z lilku bramboru,
kde byl funk¢ni a zérovenl nesl vSechna standardni mista nezbytna pro sestiih (viz napf.
Shen et al. 2011). I kdyby k vystfizeni nedochazelo, tak by bylo ofekavéano alespont 50 %
klont s tplnym uml€enim. Dal§im moznym vysvétlenim je, Ze dochazelo k uml¢eni bud'to
inducibilniho promotoru a nebo estradiolového receptoru, a nasledné tedy nemohlo dochazet
ke spusténi transkripce z umlcujicich konstruktl. Z literatury je znamo, Ze pouzity inducibilni
systétm je schopny exprimovat fadu transgeni velmi stabiln€, na druhou stranu fada jim
fizenych tarnsgent je silné¢ umlcovana (Moore et al. 2006). Naptiklad Dohi et al. 2006, ktery
exprimoval s timto systémem v linii BY-2 GFP protein fuzovany s jistym virovym proteinem,
dosahl exprese v méné jak 50 % klond, pfi€emzZ z téch, co dany protein exprimovaly, tak
skoro 80 % mélo expresi velmi nizkou (tj. pozitivnich bylo ménég jak 10 % bunék v suspenzi).
Dal8im faktorem, ktery mohl vysledek ovlivnit bylo to, Ze hned po transfromaci byla fada

klont samovolné uml¢ena. Pro vlastni pokus tak mohly byt pouZity linie se silnym uml¢enim
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inducibilniho systému ¢i linie, unichZz mohl byt konstrukt s invertovanou repetici
rekombinovan v agrobaktériu. Vysledek tak mohl byt zkreslen. Vezmeme-li tyto tvahy
v potaz, pak je mozné, Ze u varianty GFP-IR dochazi k uml¢eni ve 100 % ptipadi vSude tam,
kde opravdu dochazi k expresi umlcujiciho konstruktu. Varianta antiGFP dosahuje niz§i miry
ucinnosti umlcovani. Tento idaj se opét shoduje s predchozimi pokusy, které ukézaly, ze tento
zpusob indukce umlcovani patii k nejméné Gcinnym (Wang & Waterhouse 2000; Yan et al.
2006). Varianta GFP-bT dosahuje obdobné miry umliceni jako varianta antiGFP. Schopnost
umlcovani se u bezterminatorovych konstruktt v literatuie rizni — Luo & Chen 2007 dosahli
100% ucinnosti, Nicholson & Srivastava 2009 se s ti¢innosti pohybovali kolem 60 %
a Yan et al. 2006 s bezterminatorivym konstruktem umlCovani nedosahli. Zde ziskany
vysledek se tak pohybuje v rozmezi dfive ziskanych vysledkl. Takto rozdilné vysledky
mohou byt napiiklad dany preferenci degradovat urcité aberantni tarnskripty a zabranit jim

tak vstupovat do procesit RNAI, jak jiz bylo zminéno vySe (Rymarquis et al. 2011).

Na finalni mife umlCovani se mohly podilet i jiné faktory. Wang & Waterhouse 2000
ukazali, ze umlCovani spousSténé transgenem v sense Ci antisense orientaci je velmi cCasto
spojeno s tvorbou tandemovych, ¢i invertovanych repetic T-DNA insercemi. Vzhledem
k tomu, Ze nebyla kontrola, kterd by tento faktor eliminovala (napft. transformace s GFP
v sense orientaci, které je zakoncené termindtorem) a nebyla ani provedena analyza toho,
kolik T-DNA a kde v genomu je integrovano, pak nelze vyloucit moznost, ze uml¢ovani bylo
ovlivnéno i charakterem T-DNA inserci. Vzhledem k velkému poctu analyzovanych linii by
vSak mél byt vliv dalSich faktord na rozdily mezi variantami minimdlni.

U varianty GFP-IR se uml¢ovani na primérné mife umlc¢eni zacinalo projevovat jiz treti
den méfeni, kdezto u variant antiGFP a GFP-bT az paty den méfeni. Tento rozdil je nejspise
dan celkové vétsi intenzitou umlc¢ovani u varianty GFP-IR, nebot), jak je patrné z grafti 4.6-
4.8, tak uz iu variant antiGFP a GFP-bT jsou ve tfeti den méfeni klony s obdobnou mirou
umlceni jako u varianty GFP-IR. Primérnd mira umlceni u variant antiGFP a GFP-bT roste
ptiblizné do 12. dne méfeni a u varianty GFP-IR do 7. dne méfeni. Pokles miry umlceni
v pozd¢jsich ¢asech méteni je dan zastavenim rustu/poklesem intenzity fluorescence na médiu
bez indukce, coz je zplisobeno stafim kalusii, pravdépodobné v disledku toho, Ze zacinaji
odumirat star$i buniky. Rozdil v tom, kdy tento zlom nastal u GFP-IR oproti zbylym dvéma
variantam, je jednak dan tim, ze u GFP-IR na médiu bez indukce roste intenzita fluorescence
o néco pomaleji (a posléze klesa rychleji, viz graf 4.9) a pak také tim, ze na médiu s indukci

roste intenzita fluorescence o néco déle, nez u variant antiGFP a GFP-bT (viz graf 4.10).
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Mensi nariist na médiu bez indukce by mohl byt dén stejnymi diivody, jako pozorované

umlcovani u této varianty hned po transformaci (diskutovano vyse).

V provedenych experimentech se neprokazalo, Ze by schopnost umlcovat néjak
souvisela s celkovou mirou intenzity fluorescence danych klonti. Néco takového by se dalo
teoreticky ocekavat naptiklad u varianty GFP-bT, kde by vyssi hladiny intenzity byly spojeny
s vétSim mnozstvim transkriptu, coz by vedlo ik vys§im hladindm bézné vznikajicich
aberantnich transkriptti. Po spusSténi exprese umlcujiciho konstruktu, by pak bylo snazsi
piekrocCit hladinu aberantnich transkriptl, ktera je potiebnd pro jeho rozpoznani pomoci

RDR6 (viz kapitola 2.2.1).

Ziskané vysledky rovnéz neprokazaly vliv nékterych dalSich faktort na miru umlceni
(viz Tab. 4.2). Prvnim z analyzovanych faktorti byla nehomogenita svitivosti kalust. Tato
nehomogenita miize byt déna tim, Ze ne vSechny kalusy jsou skute¢né geneticky uniformni.
Druhou pfic¢innou pak miiZze byt epigenetickd variabilita v ramci kalusu (Nocarova & Fischer
2009). DalSim analyzovanym faktorem byla ,narezlost® (tj. mirné zabarveni dohnéda)
pozorované u nékterych kalusi. Pficinu, pro¢ nékteré kalusy tento fenotyp vykazovaly
se zjistit nepodafrilo, nicméné tato vlastnost naméfené miry umlceni nijak neovliviiovala.
Protoze tyto faktory na vlastni umlc¢ovani vliv nemély, tak klony, kterych se toto tykalo,
nebyly vylou€eny z analyz, které jsou popsany vyse.

Pokus se sledovanim umlcovani na kalusech byl zopakovan s Sesti klony od kazdé
varianty, které byly vybrany na zdklad€ toho, Ze pfi prvnim pokusu umlcovaly dobfe.
U varianty antiGFP se podatilo doséhnout téméf identické miry umlceni, kdezto u variant
GFP-bT a GFP-IR bylo dosaZeno zhruba jen polovi¢ni hodnoty. Nedosazeni stejnych hodnot
jako v prvnim pokusu mélo zfejmé u kazdé varianty castecné jinou pfiCinu, jak je patrné
z grafit 4.12 a4.13. U varianty GFP-IR doSlo oproti prvnimu méfeni k vyraznému sniZeni
intenzity fluorescence u kalusii péstovanych bez indukce, a tak jakékoliv uml¢ovani, které by
bylo spusSténo indukci transkripce umlcujicich konstruktii, se mohlo projevit jen omezené
na vyslednych hodnotach miry umlceni. Tento pokles intenzity fluorescence miize mit stejné
priciny, jako nesvitivost fady kloni od této varianty hned po transformaci (diskutovano vyse),
jen stim rozdilem, Ze uvybranych klonii dosSlo k Gtlumu exprese az po urcité casové
prodlevé. U varianty GFP-bT sice také na médiu bez indukce nedoslo k dosazeni takovych
intenzit fluorescence jako v prvnim pokusu, ale tento rozdil nebyl tolik vyrazny. Jak je patrné
z tvaru kiivky vyvoje intenzity fluorescence na grafu 4.13, tak pficina rozdilu je zfejmé také

v tom, Ze nebylo dosazeno takové ucinnosti umlcovani jako v prvnim pokusu. Pfi¢inou
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takového vysledku by mohla byt naptiklad vyssi citlivost tohoto zplisobu umlcovani k hladiné
transkriptu, ktery ji spousti. Uroveti fluorescence pii opakovani pokusu s umléovanim byla
celkové niz$i, to mohlo byt dano 1 celkové niz§i aktivitou transkripce v bufice (viz nize), ktera
mohla zapfi¢init 1niz$i hladinu transkriptu =z konstruktu spoustéjiciho umlcovani.
Na intenzitach fluorescence z druhého pokusu je také mozné sledovat jisté odchylky od jejich
prabéhu v ¢ase vzhledem k pokusu prvnimu. Maximalni intenzity fluorescence je dosazeno
pozdéji (16. den méteni oproti 10.-12. dni méfeni v prvnim pokusu) a riist je z pocatku o néco
pomalejsi. Tento rozdil je zfejmé dan tim, Ze mezi prvnim a druhym pokusem nebyly
zachovany vSechny podminky naprosto stejné, nebot’ se nepiedpokléddalo takové ovlivnéni
vysledku. Pfi prvnim pokusu byly pouzity Cerstvé kalusy (pokus nasledoval po transformaci
hned v okamziku, kdy kalusy doséhly vhodné velikosti, tj. 12-16 dnli od piesazeni z misek
s transformacemi), kdezto pii druhém pokusu bylo pouzito kalust starSich (vychazelo
se z udrzovanych kalust, které mély subkultivacni interval piiblizn€é 4 tydny). Star$i kalusy
v druhém pokusu tak zfejmé potiebovaly delsi Cas na dosazeni rustové aktivity kalust
z prvniho pokusu, a tim 1 vys§i metabolické aktivity v podobé& transkripce a translace, a tedy

1 exprese GFP.

Ve druhém pokusu pii opakovéani indukce uml¢ovani byly také odzkousSeny dvé dalsi
varianty oSetieni. Pfidani estradiolu na povrch kalusu na zac¢atku experimentu nemélo
na vysledek vyznamny vliv. PouZiti pétinasobné koncentrace estradiolu vedlo piekvapivé
k niz§i mife umlceni. Obdobny jev byl také vidét v nékterych ptipadech na médiu s indukeci,
jesté nez se zaCne projevovat vlastni umlCovani — tfeti den méteni pro antiGFP a GFP-bT
v prvnim pokusu s uml¢ovanim (viz Tab. 4.1) ataké na pokusech s indikatorovymi liniemi
(viz kapitola 4.2.2). Pfi pokusech s kalusy nebyl ke kontrole pfidin DMSO (rozpoustédlo
estradiolu). Dodatecné experimenty vSak neukazaly zadny vliv samotného DMSO ¢i DMSO
s estradiolem na expresi GFP (graf 4.16). Pfiinu vyssi intenzity fluorescence ve vysSich

koncentracich estradiolu (a tim i DMSO) zatim jasn¢ urcit nelze.

Kromé koncentrace estradiolu a DMSO byl také sledovan vliv velikosti piesazeného
kalusu, nebot’ béhem experimentt se nékteré kalusy svoji velikosti navzajem lisily. Zadny vliv
velikosti presazeného kalusu na intenzitu fluorescence pozorovan nebyl. Hlavnim faktorem,
ktery tak zfejmé intenzitu fluorescence ovliviluje (pomineme-li genetické a epigenetické
vlastnosti), je nejspis stafi kalusu, které vzhledem k systému péstovani urcuje dostupnost
zivin pro dany kalus. I pfi tomto kontrolnim pokusu byly kalusy o néco starsi nez pti prvnim

pokusu s uml¢ovanim, a tak bylo maxima intenzity fluorescence dosazeno o néco pozdéji.
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5.2 Indikatorové linie

Vlastni konstrukty pro indukci umlcovani byly pfipraveny piedev§im se zdmérem
spousténi umlCovani v indikatorovych liniich. Tyto linie jsou systémem, ktery ma umoznit
snadnou vizualizaci jednotlivych krokii pfechodu PTGS na TGS. Zakladem téchto linii je gen
GFP pod 35S promotorem, jehoz umlcovani méa byt sledovano. Posttranskripcni uml€ovani
tohoto genu je tak doprovéazeno zhasnutim zelené fluorescence. Kromé toho expresni kazeta
také nese gen mCherry, ktery by mél v zavislosti na usporddani daného konstruktu svym
zhasnutim odpovidat bud'to na metylaci koédujici sekvence GFP, anebo na metylaci
promotoru, ktery expresi GFP fidi. Zakladni uspotfadani konstruktu v podobé P35S::RS-
GFP::NosT, vychazi z konstruktu pouzivaném na zdejSim pracovisti, u kterého bylo bézné¢
pozorovano spontanni spousténi posttranskripniho umlcovani, jez nasledné¢ pravidelné

prechazelo na umlCovani transkripéni (Nocarova et al. 2010, Fischer, osobni sdélenti).

Jednotlivé konstrukty byly uspésné ptipraveny jako soucast plazmidu pGreen. Pro
detekci metylace transkribované sekvence byl pfipraven konstrukt pGreen-IL-DP. Tento
konstrukt vyuziva dvou riznych promotort pied vlastnim GFP. V disledku toho by méla byt
sekvence druhého promotoru také transkribovdana a v momenté, kdy dojde ke spusténi
posttranskripéniho umlcovani (tim dojde ke zhasnuti zelené fluorescence), bude tento
transkript pomoci sRNA také St€pen. Rozstépend RNA se mlze stat templatem pro RDR6,
kterd ji piepiSe na dsRNA, ta da vznik sekundarnim siRNA, které by mély mimo jiné iniciovat
metylaci ptislusnych sekvenci — tedy vlastniho GFP a promotoru P35S, ktery se nachazi jak
pted GFP, tak pted mCherry, coz povede k transkripnimu umlcéeni obou genil a tim zhasnuti
cervené fluorescence. Tento systém vychazi z né€kolika ptedpokladl. Prvnim piedpokladem
je, ze rozstépeni cilového transkriptu spusti vznik sekundédrnich siRNA (popsano v kapitole
2.2.2). Jak ukazala tada studii, tak tento jev je celkem bézny a mohou pii ném vznikat
sekundarni siRNA v celé délce transkriptu (Moissiard et al. 2007; Voinnet 2008). Nekteti
autofi zaznamenali Sifeni sekundarnich siRNA jen jednim smérem od mista Sté€peni, takovato
ptekazka by se dala tesit napiiklad zménou uspotfadani dané¢ho konstruktu (Oka et al. 2008).
Kazdopadné vzhledem ktomu, Ze budou testovany tfi rizné konstrukty pro indukci
umlcovani, tak je vice nez pravdépodobné, Ze alespot ujednoho znich budou vznikat
sekundarni siRNA 1 proti P35S promotoru. Druhym piedpokladem je, Ze sekundarni siRNA
budou schopny navodit metylaci komplementarnich sekvenci, tento jev byl pozorovan jiz
v pfedchozich experimentech (Vaistij et al. 2002; Molnar et al. 2010). Opét pouziti vice

riznych zpisobii indukce zvySuje pravdépodobnost, Ze alespont v jednom z ptipadli bude
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k tomuto jevu dochézet. Dalsi faktorem, ktery bude tfeba vzit v tvahu, je také vyrazné vétsi
sila transkripce tfizené P35S promotorem oproti Pnos promotoru (Sanders et al. 1987). Kvuli
témto a dal§im faktorim bude tfeba zahrnout vhodné kontroly v podobé naptiklad detekce

metylace DNA, detekce SRNA, piipadné pfimé stanoveni hladin transkripti genu GFP.

Pro detekci metylace promotoru byl pfipraven konstrukt pGreen-IL-SP. Tento konstrukt
vyuziva toho, Ze pfed obéma geny je identicky promotor. To ma za nésledek, ze pokud dojde
k procteni se Pol IV do oblasti promotoru a vzniku komplementarnich siRNA (jak je popsano
v kapitole 2.3.2.1.1), tak tyto siRNA budou moci fidit metylaci i promotoru pted mCherry,
a bude tak mozné, aby jej umlcely na transkripéni Grovni (coz bude doprovézeno zhasnutim
cervené fluorescence). To, ze na Pol IV zavislé siRNA mohou fidit metylaci in trans,

potvrdila jiz fada ptredchozich studii, naptiklad: Mlotshwa et al. 2010; Khaitova et al. 2011.

Jako modelovy organismus pro studium téchto procest byla vybrana tabakova bunécna
linie BY-2. Kromé toho, Ze je zavedenym modelovym organismem na zdejSim pracovisti, tak
skyta pro tyto pokusy fadu vyhod — 1ze s ni snadno pracovat s vyuZzitim mikrobiologickych
metod, coZz umoznuje vyhodnoceni velkého mnozstvi nezavislych kloni a jednotlivé procesy
1ze na ni sledovat za ptfesné¢ danych podminek (tyka se pfedevsim suspenznich kultur) a také
dlouhodobé¢ u vyhradné mitoticky se délicich bun¢k — jak zndmo pohlavni rozmnozovani ma
vyznamny vliv na fadu epigenetickych procesii (Lunerova-Bedtichova et al. 2008; Slotkin et
al. 2009). BY-2 vsak neni celistva rostlina, a tak je tfeba poznamenat, ze u bunéénych kultur
byly ¢asto pozorovany nékteré epigenetické zmény napiiklad v rozlozeni metylace v genomu,

které by mohly mit na zde ziskané vysledky vliv (Neelakandan & Wang 2011).

V tivodnim experimentu byly konstrukty pro indikatorové linie kotransformovany spolu
s pER8-GFP-IR do buné¢k BY-2. Vlasenka byla pro otestovani indikatorovych linii vybrana
pro svoji nejvyssi efektivitu. Kotransformace by méla byt uCinnym nastrojem, jak bunku
transformovat dvéma odliSnymi konstrukty s pouzitim jen jednoho selekéniho genu. Jak bylo
ukdzano, tak transformace pomoci dvou ruznych klonti Agrobacteria, kdy kazdy nese jiny
konstrukt avSak se stejnou resistenci, mize mit ucinnost kolem 25 %. Takovyto podil klont,
které nesou oba konstrukty, vyrazné presahuje dilo ndhody a je pravdépodobné dan rtznou
kompetenci bun€k k tomu aby byly transformovany (Chang et al. 2002). U varianty SP byla
kotransformace s GFP-IR potvrzena pomoci PCR u ¢tyt kloni z osmi otestovanych. Klony
pro otestovani byly vybrany nazdkladé poklesu intenzity fluorescence na médiu

s estradiolem. To ze byla kotransformace potvrzena pouze u ¢tyi' z osmi klonti, miize byt dano

cvwr
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také dano nepfesnosti detekce pomoci PCR a vyloucit nelze ani chyby pfi izolaci DNA.
Vlastni t€¢innost kotransformace se odhadnout neda, klony, které byly testovany PCR, nebyly
vybrany nahodné. Nicmén¢ to, ze zhruba 12 % klona dosdhlo miry umlceni 30 % a vice, coz
je tretinovy podil klonl, které dosahly takovéto miry umléeni pifi testovani vlasenky
umlCovanim v linii stabilné¢ exprimujici GFP (viz kapitola 4.1.2), by mohlo pftiblizné
odpovidat uc¢innosti kotransformace 25 %. Tato dvé ¢isla se alespoinl velmi povrchné srovnavat
daji, nebot’ v obou pfipadech byly klony pro sledovani indukce umlfovani vybirany
na zékladé stejnych kritérii — dostatecné intenzity fluorescence. U varianty DP se zadné
kotransformované klony pomoci PCR nalézt nepodafilo, a to ani po provéfeni 20 rtiznych
klont. Pfi¢ina tohoto problému by zifejmé mohla byt v chyb¢ v transformaci — ackoliv byly
ob¢ transformace provadény soucasné, tak od varianty DP bylo ziskdno vyrazné¢ méné kalust.
Pro vysokou hustotu kalusti u varianty SP po transformaci se pfesné tidaje Spatné urcuji, ale
odhadem bylo ziskanych kalusti od varianty DP alesponi o fad méné (viz Obr. 4.18). Selekci
kotransformovanych klonti také ziejme ztizil fakt, ze klony této varianty dosahovaly mnohem
niz$ich intenzit fluorescence, a tak bylo tézs§i urcit, jestli na médiu s indukci k umlcovani
dochazi anebo ne. Niz$i intenzita fluorescence varianty DP byla neocekavanym
pozorovanim. Vzhledem k tomu, Ze plazmid pGreen-IL-DP vychazi z plazmidu pGreen-IL-
SP, tak jsou oblasti jak P35S promotoru, tak kodujici oblast GFP identické (coz bylo ovéreno
1 sekvenaci). Pokud by tedy byla pfiCina ve vlastnich konstruktech, pak by musela byt
v pfitomnosti promotoru Pnos. Tento promotor by vSak na expresi vliv mit nemél, jak ve své
diplomové praci ukadzal kolega Dimitrij Ty¢, ktery pravé takovyto konstrukt
(Pnos::P35S::RS-GFP::NosT) testoval na to, jestli by unéj nemohlo dochazet k vyssi miie
transkripéniho uml€ovani pravé v dasledku snadného vzniku sekundarnich siRNA
z transkriptll vytvafenych promotorem Pnos. Zadny rozdil oproti variantd, kde je pouze
promotor P35S ale nalezen nebyl. Vysvétleni rozdilu v intenzitach fluorescence tak ziejmé
bude lezet n€kde v pribéhu transformace abude mit stejnou pfi¢inu jako to, ze kalust
od varianty DP bylo ziskdno mén¢. Uz jen fakt, Ze téchto kalusti bylo méné musel vést
k tomu, Ze byl mnohem mensi vybér pro otestovani schopnosti umlcovat expresi GFP, nebot’
tak klesla pravdépodobnost, ze se v tak malém vzorku vyskytne klon s dobrou expresi GFP.
Cili alespoti za &ast tohoto rozdilu miize artefakt vytvofeny vybdrem nejlépe sviticich kalust
pro testovani umlcovani. Pro to, aby se dalo urcit, do jaké miry tento faktor vysledek ovlivnil,
by bylo tieba znat konkrétni poméry kotransformovanych klont, které dobie experimuji GFP,
jez byly ziskany po transformaci. Tento udaj zjiStovan nebyl, nebot’ nebyl cilem experimentu,

tim bylo ziskat kotransformované klony schopné v disledku indukce umlcet expresi GFP.
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Dalsim faktorem, ktery by mohl mit vliv, je plisobeni néjakého stresu (ktery by tak byl
i pfi¢inou horSiho vytézku transformace). Nekteré slozky RNAi reaguji na riznorodé stresy,
obzvlast¢ pak RDR6, kterd je overexprimovana naptiklad piisobenim teplotniho stresu
(Willmann et al. 2011). Vzhledem ktomu, ze pravé RDR6 hraje vyznamnou roli
ve spontannim uml¢ovani transgenii (Luo & Chen 2007), tak je mozné uvazovat o tom, ze by
jeji doCasné zvysSeni exprese béhem transformace mohlo zvysit pomér umlcenych klont, které

jsou po transformaci ziskéany.

Analyza cCtyf kotransformovanych klont od varianty SP ukazala, ze pro sledovani
pfechodu posttranskripéniho uml€ovani na transkripéni bude tfeba ziskat vEétSi mnozZstvi
kotransformovanych klonti. Ziskané klony totiz mély relativné nizkou uroven fluorescence ¢i
nehomogenni fluorescenci v buiikdch suspenznich kultur, pfipadné spousténi umlCovani
nefungovalo optimalné. To Ze unékterych znich nedochdzelo k umlcovani v suspenzni
kultufe 1 pies to, Ze pii pokusu na kalusech byl potencial pro umlceni exprese GFP pozorovan,
muze byt dano naptiklad uml¢enim inducibilniho systému (jak je diskutovano v kapitole 5.1).
Jednim moZnym feSenim pro takovéto klony je také klonovani. Jedna se o metodu, kdy je
zjedné bunky vypéstovana nova bunécna linie. Tento piistup by mohl vyieSit problém
s mozaikovitosti n€kterych suspenzi, tedy tim, Ze je suspenze smési sviticich 1 nesviticich
bun¢k. Tento rozdil je dan pievazné epigenetickym stavem dané¢ho transgenu, ktery
se vétSinou ustavuje hned po transformaci. Tato metoda by tak umoznila alesponi u nékterych
klonii ziskat populaci s homogenni fluorescenci (Nocarova & Fischer 2009). Za ucelem
snazsiho ziskavani kotransformovanych klond byl také ptipraven Uc€innéjsi zplsob jejich
selekce. Pro ptimou selekei pti kotransformaci neni mozné vyuzit vice antibiotik, nebot ta
budou nasledné potieba k selekci pii supertransformaci téchto klont dal§im konstruktem (viz
kapitola 5.3). K selekci je vsSak také mozné vyuzit fenotypu kotransformovanych klont.
Pokud umlcujici konstrukt ponese resistenci pro hygromycin a konstrukt pro indikatorovou
linii Zadnou resistenci k tomuto antibiotiku mit nebude, pak vSechny klony ziskané po vyseti
transformovanych bun¢k na médium s hygromycinem, by mély nést umlcujici konstrukt. Ty
klony, které budou zaroven i kotransformovany konstruktem pro indikatorové linie, pak jiz
ptjdou snadno rozeznat diky své zelené fluorescenci. Byly tak Gspésné€ pfipraveny plazmidy
vychéazejici  pGreen-IL-SP  a pGreen-IL-SD, ze kterych byl odstranén gen pro
hygromycinovou resistenci. PouZzitim téchto konstrukti by tak v budoucnu mélo umoznit
snaze ziskat vétsi mnozstvi kotransformovanych klonti a zvysit tak pravdépodobnost, Ze mezi
nimi budou nalezeny klony vhodné pro sledovani pfechodu posttranskripéniho umlcovani

na uml¢ovani transkripéni.
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5.3 Pokrac¢ovani experimentalni prace do budoucna

V navazujici préci je planovdno vySe zminéné experimenty zopakovat a ov¢fit tak zde
popsané vysledky, a to hlavné se zapojenim dostatecnych kontrol, tak aby mohlo byt ovéieno,
jestli inducibilni promotor spousti transkripci v absenci indukce a také, aby byl jasné¢ urcen
vliv. DMSO/estradiolu na ziskané intenzity fluorescence. Déle pak vyuziti pfipravenych
konstruktii pro indikatorové linie, jenz maji usnadiiovat selekci kotransformovanych klont,
k ziskani takovych kloni, na kterych bude mozné ovéftit funkénost indikatorovych linii
anasledné¢ pak pfipadné¢ sledovat prabéh piechodu posttranskripéniho umlcovani
na umlcovani transkripcni. Tedy popsat, jak Casty je tento jev, jaké je Casovani jednotlivych
krokti a také vliv nekterych dalSich faktorti — pfinejmenSim zmén v hladiné aktivity RDR6
(v ramci této prace také byla uspésn¢ vyizolovana genomova sekvence RNA dependetni RNA
polymerazy 6 z Arabidopsis thaliana a z BY-2 a byly na jejim zaklad¢ ptipraveny konstrukty
pro zvySeni asnizeni exprese RDR6). Cilem dal§i prace bude ovéfit roli RDR6 v fadé
procest, které zde pfipraveny systém umozni sledovat. Jak bylo ukazéno, tak RDR6 hraje
dalezitou ulohu v umlcovani spousténém aberantnimi RNA, co vSak piesné neni znamo je,
které¢ slozky jsou pro tento proces limitujici, zvySené umlcovani v disledku overexprese
RDR6 by tak ukazalo, zZe je to hladina exprese RDR6, co tento proces reguluje z pozice RNAi
(Luo & Chen 2007). RDR6 také mize hrat roli v amplifikaci uml€ovani tim, ze ma moznost
vytvaret sekundarni siRNA, a mize tak ovliviiovat miru umlcovani iv piipadech, kde je
spusténi uml¢ovani na RDR6 nezavislé. Takovou roli by mohla hrat napiiklad pfi umlcovéni
spousténém antisense RNA, precedentem k tomuto je jeji role v produkci nékterych nat-

siRNA (Katiyar-Agarwal et al. 2007).
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6 Zavéry

)]

2)

3)

Byly ptipraveny 3 konstrukty (pfes celkem 7 mezikrokll) umoZziujici fizené spustit
posttranskripéni umlCovani GFP: GFP v antisense orientaci, GFP bez terminatoru
a GFP vinvertované repetici. Spousténi exprese bylo fizeno inducibilnim
promotorem. Transformaci téchto konstruktti do linie BY-2 stabilné exprimujici GFP
tak byly ziskany tfi sety linii se schopnosti umlcovat expresi GFP. Na relativné
velkém mnozstvi kloni od kazdého typu konstruktu (kolem 100) byl na kalusech
pozorovan pribéh umlcovani spoustény témito konstrukty. Jako nejucinngjsi
se ve spousténi umlcovani ukazalo GFP v invertované repetici. GFP v antisense
orientaci a GFP bez termindtoru pak vykazovaly niz§i miry umlceni, které byly u obou
obdobné. U GFP v invertované repetici bylo také pozorovano velmi silné umlcovani
jesté pred spusténim transkripce z umlcujiciho konstruktu, tento vysledek ale mohl byt
dan selhanim pouzit¢ho inducibilniho promotoru. U GFP bez terminatoru pak byly
pozorovany vyssi intenzity fluorescence, tento vysledek vSak mtize byt artefaktem. Pti
pokusech v suspenznich kulturach se ukazalo, Ze vybrané klony nesouci GFP
v invertované repetici jsou schopny umlcet expresi GFP velmi rychle a ve 100 %

bunék.

Byly pfipraveny 2 konstrukty pro indikatorové linie tak, aby umoZinovaly pomoci
fluorescen¢niho  proteinu  mCherry vizualizovat vybrané kroky ptechodu
posttranskripéniho umlcovani GFP naumlcovani transkripéni. Témito kroky je
metylace transkribované sekvence a metylace promotoru. Tyto konstrukty byly
kotransformovany spolu s umlcujicim konstruktem (GFP v invertované repetici)
do linie BY-2. Podafilo se ziskat celkem Ctyfi kotransformované klony s konstruktem
pro detekci metylace promotoru. U konstruktu pro detekci metylace kodujici sekvence
Byl navrZen zpiisob jak usnadnit selekci kotransformovanych klont a na zaklad¢ toho

byly ptipraveny dal$i dva konstrukty, které to maji umoznit.

Uspésné byly izolovany genomové sekvence RNA-dependentni RNA polymerazy 6
(RDR6) z tabdkové linie BY-2 a z Arabidopsis thaliana. Na zéklad€ téchto sekvenci
byly ptipraveny dva konstrukty pro modulaci aktivity RDR6.
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