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Abstrakt
RNA interference (RNAI) je proces, ktery se U rostlin prostfednictvim malych RNA (sRNA =

small RNA) vyznamné podili na regulaci genové exprese. Rozmanité drahy RNAI 1ze rozdélit
na dva zakladni mechanismy, a to posttranskripéni a transkripéni uml¢ovani (PTGS a TGS).
Vznik SRNA je vzdy zavisly na pfitomnosti dvouvlaknové molekuly RNA (dsRNA), ktera je
Stépena nékterym z DCL proteint za vzniku SRNA obvykle 0 délce 21 — 24 nt a jedno z vlaken
sRNA je nasledné rozpoznano proteinem AGO. V piipadé PTGS interaguje komplex AGO-
SRNA na zédkladé¢ komplementarity sekvence sRNA s cilovou RNA, kterou rozstépi nebo
zablokuje jeji translaci. U TGS reaguje AGO s rostlinné specifickou RNA Pol V a jejimi
transkripty, se kterymi opét paruje vlakno SRNA nesené proteinem AGO. Tato interakce
umozni sestaveni komplexu proteinti, které indukuji metylaci DNA a posléze i histontl, jez
pusobi inhibi¢né na transkripci RNA Pol I1.

Zpusobi, jakymi mize dsRNA vznikat, je cela fada. Velka ¢ast v buiice tvofenych dsRNA je
z4avisla na syntéze komplementarniho vldkna do podoby dsRNA prostfednictvim RDR6 (RNA
dependentni RNA polymeraza 6), ktera je zapojena i do procesu vzniku sekundarnich sRNA.
Vyznam RDR6 pii PTGS byl zkouman pomoci reportérového genu pro GFP, a to pfi
samovolném umlcovani a pfi umlcovani vyvolaném tiemi odliSnymi zptisoby vzniku dsRNA
(tvorbou vlasenkové RNA z invertované repetice, syntézou antisense RNA a aberantni RNA
bez polyadenylace). Hladina RDR6 byla zvysena nebo snizena oproti divokému typu. Prace
byla zaroven zaméfena na studium dynamiky PTGS, jehoz pribéh byl porovnan s pribéhem

TGS vyvolaném invertovanou repetici ze sekvence promotoru pro GFP.

Jako rostlinny model byla pro praci pouzita tabakova bunécna linie BY-2, kterd diky vysoké
homogenité a rychlému déleni umoZiluje snadnou analyzu vysokého poctu linii za vyuziti
makroskopickych shlukti bun€k (tzv. kalust) i analyzu na tGrovni jednotlivych bunék

suspenznich kultur.

Klicova slova: umlcovani, TGS, PTGS, metylace, GFP, RDR6, RNA interference, bunécna
linie tabaku BY-2



Abstract

RNA interference (RNAI) is a process mediated by small RNAs (SRNA), which is significantly
involved in the regulation of gene expression in plants. Diverse RNAI pathways can be divided
into two basic mechanisms, which are post-transcriptional and transcriptional gene silencing
(PTGS and TGS). Production of SRNAs is dependent on the presence of a double-stranded
RNA molecule (dsRNA), which is cleaved by one of DCL proteins to produce SRNAs usually
of 21-24 ntin length. One strand of the SRNA is subsequently loaded onto AGO protein. During
PTGS, the AGO-sRNA complex interacts with the target RNA based on its sequence
complementarity to the SRNA and cleaves it or blocks its translation. In the case of TGS, AGO
interacts with plant-specific RNA Pol V and its transcripts, which are again complementary to
the SRNA. This interaction allows assembling of a protein complex facilitating DNA and
histone methylation inhibiting RNA Pol 1l transcription.

There are numerous ways the dsSRNA can arise. A significant part of dsSRNA cell production is
dependent on synthesising the complementary strand of the dSRNA by RDR6 (RNA-dependent
RNA polymerase 6). RDR6 is also involved in the process of the secondary sSRNA formation.
The significance of RDR6 during PTGS was examined using a GFP reporter gene either during
spontaneous silencing or during silencing induced by three different ways of the dsRNA
production (inverted repeat, antisense RNA and aberrant unpolyadenylated RNA). The protein
level of RDR6 was increased or decreased compared to the wild type. The work was also
focused on studying the dynamics of PTGS, whose course has been compared with the process
of TGS induced by an inverted repeat from a promoter sequence driving GFP expression.

As the plant model for this work, tobacco cell line BY-2 was used because of its high
homogeneity and rapid division rate, which allows for an easy analysis of a high number of
lines using macroscopic clusters of cells (so-called calli) and also for analysis at the single cell

level using cell suspension cultures.

Keywords: silencing, TGS, PTGS, methylation, GFP, RDR6, RNA interference, tobacco cell
line BY-2
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Seznam pouzitych zkratek

A. thaliana Arabidopsis thaliana

A. tumefaciens Agrobacterium tumefaciens

AGO Argonaute

ANOVA Analysis of variance

AtRDR6 konstrukt nesouci gen/ produkt genu RDR6 z A. thaliana
bp base pairs

BY-2 Bunécna linie tabaku Nicotiana tabacum L., cv. ,,Bright Yellow*
CMT2,CMT3 Chromomethylase 2, Chromomethylase 3

DCL Dicer-like

DDM1 Deficient in DNA methylation 1

DDR komplex DMS3, DRD1, RDM1 komplex

dH20 destilovana voda

DME Demeter

DMS3 Defective in meristem silencing 3

DRD1 Defective in RNA-directed DNA methylation 1
DRM1/2 Domains rearranged methyltransferase 1/2
dsRNA double-stranded RNA

E. coli Escherichia coli

FRG1, FRG2 SNF2-RING-helicase-like 1; 2

GFP Green Fluorescent Protein

GFP-AS gen pro GFP v antisense orientaci

GFP-BT gen pro GFP, ktery neni nasledovan terminatorem
GFP-IR gen pro GFP tvofici invertovanou repetici
H3K4me3 Histone 3 lysine 4 trimethylation

H3K9me3 Histone 3 lysine 9 trimethylation

hc-siRNA heterochromatic sSiRNA

HEN1 Hua enhancer 1

IBM1 Increase in Bonsai methylation 1

IDM1 Increased DNA methylation 1

IDN2 Involved in de novo 1

IR invertovana repetice

JMJ14 Jumonji 14



KTF1/SPT5-like

KYP

LDL1, LDL2
MET1
miRNA
MSPi
nat-siRNA
NERD
NRPD1

NRPD2/NRPE2

NRPE1

nt

NtRDR6
ORF

Pol II, 1V, V
PTGS
RdDM
RDM1
RDR
RDR6-IR
RFC

RISC

RNAI
ROS1

rpm
(RT)-PCR
SDE3

SET doména
SGS3
SHH1
SIRNA
SRA doména
SRNA

Kow domain-containing transcription factor 1/ Suppressor of Ty
insertion 5-like

Kryptonite/ Suppressor of variegation 3-9 homolog protein 4
Lysine-specific Demethylase 1-Like 1; 2
Methyltransferase 1

microRNA

intron mangan stabilizujiciho proteinu

natural cis-antisense transcript SiRNA

Needed for RDR2-independent DNA methylation
Nuclear RNA polymerase D 1 (podjednotka Pol 1V)
Nuclear RNA polymerase D 2/E 2 (podjednotka Pol 1V a V)
Nuclear RNA polymerase E 1 (podjednotka Pol V)
nukleotidy, nukleotidovy/a

gen/ produkt genu RDR6 z Nicotiana tabacum

open reading frame

DNA-dependentni RNA polymeraza II, IV, V
Post-transcriptional gene silencing

RNA-directed DNA methylation

RNA-directed DNA methylation 1
RNA-dependentni RNA polymeraza

konstrukt nesouci invertovanou repetici proti NtRDR6
Relative Centrifugal Force

RNA-induced silencing complex

RNA interference

Repressor of silencing 1

Revolutions per minute (otacky za minutu)
(Reverse-Transcriptase) Polymerase Chain Reaction
Silencing defective 3

Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste and Trithorax domain
Supressor of gene silencing 3

Sawadee Homeodomain Homolog 1

small interfering RNA

SET and RING finger associated domain

small RNA
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SSRNA single-stranded RNA

STGLH Simultaneous Tests for General Linear Hypotheses

SUVH SU(VAR)3-9 Homolog

SUVR Su(var)3-9 related = Suppressor of variegation 3-9 related protein
ta-siRNA trans-acting sSiRNA

TE transponovatelné elementy

TGS Transcriptional gene silencing

VSRNA viral small RNA

WT wild type
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1 Uvod

Jevy spojené s RNA interferenci nalezneme napiic celou tisi eukaryot. Podobné procesy byly
dokonce objeveny u bakterii a archei a jsou oznacovany jako CRISPR (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats) interference. V soucasné dobé je regulace genové
exprese prostfednictvim malych RNA stale velmi hojné studovanou problematikou, pfedevsim
diky svému Sirokému vyznamu a uplatnéni. Mechanismy RNAI Ize na jednu stranu pomérné
snadno vyuzit K negativni modulaci exprese endogennich gent, ale tyto procesy se mohou
projevit také jako nezadouci ve chvili, kdy vedou ke snizeni nebo zablokovani exprese cilen¢
vkladanych genti. Ostatné pravé druhy zminovany fenomén popsany U genu pro chalkonsyntazu
vnaseného do rostlin petinie (Napoli et al. 1990) odstartoval vinu vyzkumu, ktera vyustila
objevem malych RNA (Lee et al. 1993) a popsanim drahy posttranskripniho uml¢ovani
u had’atka Caenorhabditis elegans (Fire et al. 1998), za kterou byla udélena Nobelova cena. Do
té doby byla totiz RNAIi, vyuZzivand pro umléeni exprese pomoci antisenseRNA, mylné
povazovana za pouhé mechanické zabranéni translaci zplsobené parovanim dvou
komplementarnich molekul RNA.

s jejich pfisedlym zplsobem zivota, ktery vyzaduje vétsi flexibilitu pramenici ze zvySené
variability. Pravé casto objemné rostlinné genomy bohaté na repetitivné sekvence, pseudogeny
a transponovatelné elementy (TE) ptedstavuji potfebny rezervoar variability, ktery mohou
rostliny uplatnit v ptipadé nutnosti. Na druhou stranu je také tieba v ramci zivota jedince
udrZovat tento potencial ve stavu, ktery nema negativni vliv na jeho Zivotaschopnost, protoze
napt. nekontrolovana aktivita TE muze vést Kk dezintegraci genomu. Tuto rovnovahu u rostlin
pomahd udrZovat transkripni umlcovani prostfednictvim metylace DNA a posttranslacnich
modifikaci histond, které jsou dostate¢né dynamické na to, aby mohly reagovat na ménici se
prostiedi, ale zdroveii mohou byt stabilné pfedavany dcefinym bunkam. To zajisté souvisi se
vznikem rostlinn€ specifickych RNA polymeraz IV a V, které jsou schopné ptepisovat
heterochromatin. Malé RNA se vedle toho podili také na regulaci ontogeneze (Peragine et al.
2004; Adenot et al. 2006) a zajist'uji efektivni obranu proti virim a reguluji genovou expresi
pfi stresovych podminkach, jako jsou sucho, zvySena teplota, zasoleni nebo bakteridlni
patogeny (Katiyar-Agarwal et al. 2006; Borsani et al. 2005; Garcia-Ruiz et al. 2010).
Vzhledem k tomu, ze rostliny tvoii zaklad ekosystému, je pro nas dulezité tyto vysoce

komplexni drahy 1épe pochopit, tfeba i proto abychom je dokézali vyuZzit v nas prospéch.
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1.1 Cile

Diplomova prace méla ti1 hlavni cile:

1) Hodnotit vliv aktivity RDR6 na dynamiku a frekvenci posttranskripéniho uml¢ovani GFP
na modelu bunécné tabidkové linie BY-2 prostfednictvim linii se snizenou, zvySenou nebo
piirozenou expresi genu pro RDR6, ve kterych je uml¢ovani GFP spousténo samovolné ¢i
jednim ze tfi umlcujicich konstrukti.
e Piipravit linie BY-2 se stabilni zvySenou a snizenou expresi RDR6 a supertransformovat
je umlcujicimi konstrukty a konstruktem pro konstitutivni expresi GFP.
e Sledovat zmény fluorescence GFP po indukeci exprese umléujicich konstruktii v liniich

BY-2.

2) Hodnotit vliv aktivity RDR6 na frekvenci samovolného uml¢eni GFP v kalusech BY-2,

3) Analyzovat dynamiku a pribéh indukce transkripéniho umléeni GFP prostiednictvim
vlasenky proti 35S promotoru, pod kterym je GFP exprimovano, opét na modelu bunécéné
tabakové linie BY-2.
e Pripravit konstrukt nesouci vlasenku proti 35S promotoru (35S-IR) a supertransformovat
¢i kotransformovat jej do linii BY-2 s konstruktem pro konstitutivni expresi GFP.

e Sledovat zmény fluorescence GFP po indukci exprese 35S-IR v kalusech BY-2.

13



2 Literarni prehled
2.1 Uvod K literarnimu pi‘ehledu

RNA interference je proces, pii kterém dochazi K transkripnimu nebo post-transkripénimu
umlceni na zakladé¢ komplementarity cilové sekvence a sekvence malé RNA, ktera byla
odvozena z dvouvlaknového prekurzoru (dsRNA). Prestoze poprvé byla tato mala RNA
objevena na zivo¢isném modelu Caenorhabditis elegans (Lee et al. 1993), byly jevy spojené
s RNAI pozorovany U rostlin jiz 0 nékolik let predtim (Napoli et al. 1990). Pravé u rostlin, jak
postupné zjistujeme, jsou drahy vyuzivajici RNAi vyrazné komplikovangjs$i a riiznorodé;jsi
oproti tém zivoc¢isnym, coz ilustruje mnozstvi rostlinnych paralogl pro proteiny drah RNA..
Malé RNA se spolupodileji na regulaci celé fady procesu nezbytnych pro pieziti. U rostlin se
ucastni na organogenezi, modulaci odpovédi na abiotické ¢i biotické stresy, na obrané proti
virim a transponovatelnym elementiim nebo na zachovani kompaktnosti genomu (Boyko and
Kovalchuk 2010; Garcia-Ruiz et al. 2010; Katiyar-Agarwal et al. 2006; Lippman et al. 2004;
Vaucheret et al. 2004). Zda se také, ze malé RNA hraji roli i pfi opravach dvouvldknovych
zlomd DNA (Wei et al. 2012). V neposledni fadé maji také dopad na védeckou praci jako
takovou, protoze jsou zodpovédné za uml¢ovani exprese transgent (Luo and Chen 2007; Napoli
et al. 1990).

V piipad¢ rostlinnych modelt je v soucasnosti systém drah RNAi popsan nejdetailngji na
Arabidopsis thaliana. Z toho dtivodu jsou poznatky uvedené v literarnim piehledu ziskané
Z vyzkumu témet vyluéné na této rostliné. Nicméné bézné jsou tyto informace zobectiovany

a vyuzivany i v ptipad¢ jinych rostlinnych druhti jako je kukufice ¢i ryze.

2.2 Klasifikace malych RNA

Malé RNA (sRNA) lze rozdélit do dvou hlavnich skupin podle zpiisobu vzniku: na miRNA
a SIRNA (small interfering RNA). V ptipadé miRNA dochazi nejdiive k syntéze tzv. pri-
mIiRNA z MIR gent prostifednictvim Pol II, které obsahuji Giseky S vnitini komplementaritou
(Lee et al. 2004; Reinhart et al. 2002). miRNA jsou ptevazné 2 1nt dlouhé a ucastni se piimo ¢i
prostiednictvim ta-siRNA predevs§im regulace ontogeneze a stresové odpoveédi (Jones-Rhoades
& Bartel 2004; Allen et al. 2005).

Naproti tomu pivod siRNA je mnohem pestiejsi vV zdvislosti na tom, Vv jaké regulacni draze

vznikaji. Jejich RNA prekurzory mohou byt odvozeny ze sekvenci virli, transponovatelnych
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elementil (TE), gentl a intergenovych oblasti, ptipadné také ze sekvenci transgenti. Ke vzniku
dvouvlaknovych prekurzori siRNA muze dochazet Cinnosti nékteré z rostlinnych RNA-
dependentnich RNA polymeraz (RDR) nebo na zakladé¢ inter- a intramolekularniho parovani
bazi RNA.

U jiz zmiflovanych ta-siRNA musi nejprve dojit ke §tépeni jejich TAS transkriptt kddovanych
vV genomu prostfednictvim dané miRNA asociované s AGO1. Toto Stépeni indukuje doplnéni
TAS transkriptu do dsRNA aktivitou RDR6 a nasledné zpracovani na pievazné 2 Int ta-SIRNA
proteinem DCL4 (viz kapitolu 2.3; Yoshikawa et al. 2005). Soucasti drahy bigeneze ta-sSiRNA
je také SGS3 (SUPRESSOR OF GENE SILENCING 3), ktery se ucastni i pti PTGS transgent
(Mourrain et al. 2000). Jedna se 0 RNA-vazebny protein, 0 kterém se predpoklada, ze chrani
RNA pted degradaci nez je piepsana proteinem RDR6 do dsRNA (Yoshikawa et al. 2005). ta-
siRNA se podobné jako miRNA zapojuji pievazné do vyvojovych regulaci (Adenot et al. 2006).
Pomérné malo prozkoumanou skupinu siRNA piedstavuji nat-SiRNA (natural cis-antisense
transcript SIRNA), které vznikaji z endogennich lokusii v ,,antisense® orientaci a jejich produkce
stoupa V reakci na biotické a abiotické stresy (Borsani et al. 2005; Zhang et al. 2012).
Nejrozsahlejsi skupinu siRNA tvoifi siRNA odvozené z heterochromatinu a dalSich
metylovanych sekvenci (hc-siRNA = heterochromatic siRNA), piredev§im ze sekvenci TE,
repetitivnich sekvenci a nekodujicich oblasti genomu. Prestoze vétSina he-SIRNA je 24nt
dlouha, zahrnuje vSechny velikostni tiidy malych RNA (Xie et al. 2004; Zhang et al. 2007).
Funkce a mechanismus vzniku hc-siRNA je podrobné popséan v podkapitole 2.5.1.3.

Dalsi skupiny siRNA jako virové siRNA (vSRNA) odvozené ze sekvenci vird nebo siRNA ze

sekvenci transgentl jsSou zminény v podkapitolach 2.3.1.1 a 2.3.1.2.

2.3 Proteiny biogeneze malych RNA

Spole¢nymi proteiny biogeneze sRNA jsou HEN1 (HUA ENHANCER 1) a néktery z DCL
(DICER-LIKE) a AGO (ARGONAUTE) proteint. Dvouvlaknové RNA (dsRNA) prekurzory
jsou nejprve prostfednictvim aktivity RNazy III DCL proteinu Stépeny na 21 — 24nt dlouhé
dsRNA s 2nt pfesahy na 3’koncich (Zhang et al. 2004). DCL1 a DCL4 davaji vzniknout
predevs$im 21nt malym RNA, v piipadé DCL1 se jedna hlavné 0 miRNA (Kurihara & Watanabe
2004), DCL4 se ucastni na tvorb¢ ta-SIRNA a siRNA odvozenych ze sekvenci vira (Garcia-
Ruiz et al. 2010; Gasciolli et al. 2005). DCL2 produkuje dsRNA duplexy o délce 22nt a podili
se prevazné na antivirové obrané (Garcia-Ruiz et al. 2010). DCL3 stépi primarné za vzniku

24nt siRNA, které jsou odvozeny ze sekvenci heterochromatinu nebo TE (Xie et al. 2004).
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Po $tépeni nasleduje metylace 2"OH skupiny na 3’konci RNA duplexu, ktery je katalyzovan
2’-O-metyltransferazou HEN1. Tento krok je zasadni pro stabilizaci miRNA a siRNA duplext
(Yang et al. 2006).

Jedno z vlaken RNA duplexu je nasledné asociovano s AGO proteinem a 2. vlakno je
degradovano. Dosud neni pfesné zndmo, jakym zptsobem je rozhodnuto, které ze dvou vlaken
duplexu bude asociovano S AGO proteinem, ale ziejm¢ je preferovano vldkno S nizsi
termodynamickou stabilitou své 5’koncové ¢asti. Navic alespoii U vétSiny miRNA je v tomto
procesu zapojen také DRB1 protein, podobnou roli zastava DRB4 v ptipadé siRNA (Eamens
et al. 2009).

Genom Arabidopsis obsahuje 10 gent kodujicich AGO proteiny (Carmell et al. 2002). AGO
proteiny obsahuji tfi hlavni funkéni domény: PAZ, MID a PIWI. PAZ doména vaze 3 konec
sRNA, zatimco jeji 5konec je vazan za souc¢innosti MID a PIWI domény na N-konci proteinu.
PIWI doména je zaroven mistem katalytické RNazové aktivity umoziujici Stépit cilové
molekuly RNA (Song et al. 2004).

O tom, s jakym AGO bude ktera sRNA interagovat, alesponl ¢astecné rozhoduje jeji 5 'koncovy
nukleotid. Pfesny mechanismus nicméné neni znam, ale s délkou SRNA ziejmé nesouvisi (Mi
et al. 2008). Po vytvoieni komplexu SRNA-AGO — oznacovany také jako RISC (RNA-induced
silencing complex) — dochazi k navedeni AGO proteinu k cilové RNA na zéakladé
komplementarity s sSRNA. Cilova RNA je nasledné $t€pena AGO proteinem, ptipadné mize
dochazet k zablokovani translace (Baumberger & Baulcombe 2005; Brodersen et al. 2008).
AGOI1 ma dominantni zastoupeni vV draze miRNA, déale se vyznamné podili na regulacich
zprostfedkovanych ta-SiRNA a v antivirové obrané (Morel et al. 2002; Baumberger and
Baulcombe 2005; Qi, et al. 2005). Podili se dokonce na TGS néekterych lokust vazbou 24nt
SiRNA (Wang et al. 2011). Zda se, ze Stépeni TAS transkripti prostiednictvim 22nt miRNA
v komplexu s AGOI je schopné navodit syntézu komplementarniho vlakna pomoci RDR6 (viz
dale), na rozdil od 21nt miRNA, které jsou také schopny indukovat $tépeni TAS transkriptt,
ale nespoustéji transkripci RDR6. Navic to, zda budou vznikat 21nt ¢i 22nt miRNA, je dano
pfitomnosti jednoho neparujiciho nukleotidu v sekvenci prekurzoru miRNA, protoze miRNA
0 obou délkach mohou vznikat ¢innosti DCL1. Po vytvofeni syntetického miRNA prekurzoru
S opravenym parovanim dochdzelo ke vzniku 21nt miRNA namisto piivodnich 22nt miRNA
(Cuperus et al. 2010).
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2.3.1 Rostlinné RNA-dependentni RNA polymerdzy (RDR)

V ptipad¢€, Ze nedochazi k piimé produkci dsRNA prekurzoru pro vznik SiRNA, jako je tomu
napi. U nat-siRNA, miRNA nebo nékterych virovych RNA, je tieba 2. vlakno prekurzoru
dosyntetizovat. K tomu slouzi néktera z rostlinnych RNA-dependentnich RNA polymeraz
(RDR). Genom Arabidopsis obsahuje 6 geni odpovidajicich RDR. Nicméné funkce byla
prokazana pouze U tii z nich, a to RDR1, RDR2 a RDR6 (Zong et al. 2009).

O funkci RDR1 a RDR6 pojednavaji nasledujici kapitoly. Funkce RDR2 je blize popsana
v podkapitole 2.5.1.3 tykajici se RADM.

2.3.1.1 RDR1

Polymeraza RDRI1 se spolecné¢ s RDR6 podili na antivirové obrané produkci sekundarnich
virovych siRNA (vsRNA), pfi které jsou jejich funkce z ¢asti zastupitelné, i kdyz RDR1 hraje
a dsRNA replika¢ni intermediaty RNA virQ jsou §tépeny piedev§im prostfednictvim DCL4 za
vzniku 21nt vsSRNA a dale DCL2 za vzniku méné pocetné skupiny 22nt vsRNA (Garcia-Ruiz
etal. 2010). Tyto primarni vsRNA asociuji piedev§im s AGO1 nebo AGO?2, které zprostredkuji
post-transkripéni umléeni virové exprese (Morel et al. 2002; Garcia-Ruiz et al. 2015). Vétsina
vsRNA je vSak tvofena sekundarnimi vsRNA diky amplifikaci dsRNA prekurzori
prostfednictvim nékteré ze dvou RDR.

Exprese AtRDR1 je ovlivnéna zvySenou hladinou kyseliny salicylové, abscisové a jasmonove,
coz jsou fytohormony Gcastnici se v boji s patogeny, coz odpovida jejimu zapojeni do antivirové
obrany. Vliv na expresi RDR1 u Arabidopsis ma ale také abioticky stres (Xu et al. 2013).

Pfed nedavnem bylo také popsano zapojeni RDR1 do drahy umlcujici expresi endogennich
sekvenci. V tomto ptipadé se RDR1 spolu s DCL4 a AGO2 ucastni na produkci tzv. virem
aktivovanych siRNA (vasiRNA). Tyto 21nt dlouhé siRNA jsou odvozeny ze sekvenci protein
kodujicich genti. Podle vysledkli sekvenovani miize byt timto zpisobem regulovano 1000 gent
Arabidopsis thaliana a Northen blot potvrdil snizeni hladiny transkripti u vSech vybranych
gend. Pritomnost vasiRNA je vSak detekovatelna pouze u vira CMV (Cucumber mosaic virus)
s inaktivovanym proteinem 2b, ktery funguje jako supresor umlcovani (Cao et al. 2014).

V piipadé ryze byl prokazan vliv mutace v OSRDR1 na zastoupeni malych RNA, i kdyz celkova
cetnost malych RNA zménéna nebyla. Jednalo se napt. 0 pokles ¢i nartst exprese nékterych
miRNA. Mutace rdrl u ryze také vedla ke zménam CHH metylace u nékterych genti a TE
(Wang et al. 2014). Moznému zapojeni RDR1 do drahy RdDM nasvédcuji také vysledky
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z analyzy metylomu Arabidopsis, kde byl pozorovan pokles metylace ve vSech sekven¢nich
kontextech u mutanta rdrl i rdr6 (Stroud et al. 2013).

Dalsi ptiklad zapojeni RDR1 do umlcovani endogennich sekvenci poskytuje zjisténi, ze RDR1
se podili na negativni post-transkripcni regulaci produkce vosku pii vyvoji kvétnich stonkt

(Lam et al. 2012).

2.3.1.2 RDR6

Enzym RDRG6 je zapojen do fady drah biogeneze malych RNA a je tudiz jednim z kli¢ovych
proteini RNAi. RDR6 je zapojena do antivirové obrany (Wang et al. 2010; Mourrain et al.
2000), ucastni se na biogenezi ta-SiIRNA (Allen et al. 2005; Vazquez et al. 2004; Rajeswaran et
al. 2012) a nekterych nat-siRNA (Katiyar-Agarwal et al. 2006). RDR6 je také soucasti drahy
RDR6-RADM (viz podkapitolu 2.5.1.1 Metylace DNA), ktera vzajemné propojuje PTGS
aTGS.

RDR6 se nachdzi jak v cytoplazmé, tak v jadie, kde se vyskytuje v nukleoplazmé, mimo jadérko
(Hoffer et al. 2011). Bylo prokazano, ze in vitro je RDR6 schopna piepisovat ssRNA templat
za vyuziti 21 — 24nt primeru i bez ngj. Je také schopna vyuzit jako primer dsRNA usek
vytvoieny na zéklad¢ vnitini komplementarity sekvence na 3’konci RNA. Tato schopnost by
mohla souviset se skutecnosti, ze substraity RDR6 mohou byt aberantni transkripty bez
polyadenylace, které mohou vytvaret 3 'koncové vlasenkové struktury (Devert et al. 2015).
Vyznam RDR6 doklada siroké spektrum jejich cild, které v poupatech Arabidopsis ptedstavuji
predevsim transponovatelné elementy, fada mRNA, RNA z mezigenovych oblasti (pfedevsim
centrometrické tandemové repetice) a dokonce tRNA (Zheng et al. 2010).

Vedle biogeneze endogennich malych RNA se RDR6 podili také na vzniku a sekundarni
amplifikaci siRNA pochazejicich se sekvence transgeni. V piipadé indukce PTGS
prostiednictvim invertované repetice (IR) proti transgenu neni aktivita RDR6 nezbytna,
nicméné | V tomto piipadé se aktivita RDR6 podili na zvySeni efektivity umlCovani,
pravdépodobné prostiednictvim sekundarnich siRNA (Harmoko et al. 2013).

Substratem RDR6 mohou byt také aberantni transkripty bez 5” €epicky a polyadenylace na 3”
konci, (Luo & Chen 2007), neni ale stale jasné, jak tyto aberantni transkripty rozliSuje. Nyni se
zda, ze to, zda se aberantni ¢i jinak poSkozené transkripty stanou substratem pro RDR6 je
ur¢ovano primarné prostiednictvim aparatu pro kontrolu kvality RNA (RNA quality control),
ktery je lokalizovan v P-téliskach (P-bodies), ktera ptiléhaji k SIRNA-t¢liskiim (siRNA-bodies)
S RDR6. Poskozené mRNA jsou bézn¢ degradovany uvnitt P-télisek a teprve ve chvili, kdy je
jich nadmérné mnozstvi se mohou stat templatem pro RDR6 (Martinez de Alba et al. 2015).
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PresvédCivym argumentem je, ze V mutantech pro proteiny, které jsou soucasti
odcepickovaciho (decapping) komplexu, se zvySuje produkce siRNA prosttednictvim RDR6
z endogennich lokust. Cepi¢ku véazZici proteiny (CBPs) tedy nemohou branit RDR6 Vv syntéze
komplementarniho vlakna RNA (Martinez de Alba et al. 2015).

Na degradaci nadmérného mnozstvi aberantnich RNA se zfejmé kromeé RDR6 ucastni do urcité
miry také jinda RNA-dependentni RNA polymeraza, nejpravdépodobnéji RDR1 (Martinez de
Alba et al. 2015).

RDRG6 se také podili na de novo metylaci sekvence transgent, ktera je spousténa pii PTGS,
Vv tomto piipad¢ vSak nedochazi Kk transkripénimu umléeni, nebot’ metylace promotoru
v mutantech rdr6 zistava nezménéna (Mourrain et al. 2000; Elmayan et al. 1998). Na tuto
metylaci nema vliv mutace v genu Pol IV nebo RDR2 (Jauvion et al. 2012). Nicméné i po
zablokovani drahy PTGS zlstava ¢ast CG metylace zachovéna, coz nasvédcuje zapojeni DNA

metyltransferazy MET1 (Jauvion et al. 2012).

2.4 PTGS

Pfi post-transkripénim umlceni dochazi ke $tépeni transkriptu nebo k blokaci jeho translace
prostiednictvim komplementarity S malou RNA vazanou na néktery z AGO proteintl, nejcastéji
na AGOI. Stéle neni zcela jasné, co urcuje, ke kterému z téchto dvou procesti bude dochazet.
Nedokonalé parovani malé RNA s cilovou sekvenci podporuje represi translace oproti Stépeni
transkriptu, ale opa¢néd implikace neplati. Blokovani translace prostfednictvim malych RNA
byla ucast v PTGS a schopnost §tépit transkripty doloZzena pro AGO1 a AGO7 (Montgomery
et al. 2008; Qi, Denli, and Hannon 2005)

K PTGS muze dochazet také v jadte, kde se nachazi DCL4 a RDR6 (Hoffer et al. 2011).
Umeéle mtze byt post-transkripéni umlceni vyvolano nékolika riznymi zpusoby. Historicky
prvnim objevenym zptsobem indukce uml¢ovani endogennich genti i transgent bylo vyuziti
antisense RNA parujici s cilovou RNA za vzniku dsRNA prekurzoru. Rostlinny material byl
transformovan konstruktem nesouci sekvenci genu zajmu Vv antisense orientaci, i kdyz
mechanismus degradace cilové RNA nebyl jesté pfesné znam (Delauney et al. 1988; Napoli et
al. 1990; Rothstein et al. 1987).

Jinou, jeSté ucinnéj$i moznosti je tvorba dsRNA prekurzort vytvatenych piepisem invertované
repetice (vlasenky) umlCovaného genu, kde jsou sense a antisense vldkna spojena tzv. spacer

sekvenci. Nejvyssi mira uml¢eni (okolo 100%) byla dosazena pouzitim sekvence intronu jako
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spaceru, ktery byl sestfihovan (Smith et al. 2000). U¢innost PTGS je dana také orientaci
a vzdalenosti sekvence spoustéjici PTGS od 5’konce vlasenky (sense fragment blize 5 konci
ma nizsi efektivitu umlceni) a pfitomnosti predvidanych ORF v sekvenci vlasenky. Mnozstvi
siRNA vznikajicich z jednotlivych usekti vlasenky je sekvencné specifické a prekvapive se zda,
ze by mohlo souviset S vyskytem malo ¢astych kodonti v sekvenci vlasenky. Na zakladé téchto
poznatki by tedy dalo uvazovat 0 ur€ité kompetici mezi translaénim aparatem a aparatem pro
RNAI (Wroblewski et al. 2014).

Ptedstava 0 pritbéhu RNAI proti transgenu neni stale kompletni. V ptipad¢ vlasenky indukujici
PTGS stoji zfejmé na zacatku drahy DCLI, ktery odstrani nekomplementujici okrajové ¢asti
vlasenky. V ostatnich ptipadech pravdépodobné dochazi rovnou ke §tépeni dsRNA prekurzoru
ptedevsim DCL4 za vzniku 21nt siRNA a DCL3 za vzniku 24nt siRNA. 21nt siRNA nasledné
interagujici primarné s AGOI, ktery zprostfedkuje $tépeni cilové molekuly RNA a PTGS
(Dunoyer et al. 2007). Je piekvapujici, ze v ptipadé PTGS proti sense transgenu vede mutace
agol také ke ztrat¢ siRNA (Boutet et al. 2003). Na rozstépené molekuly muze nasedat RDR6
zajist'ujici syntézu komplementarniho vlakna. Vysledna dsRNA muize byt ziejmé opét Stépena
DCL2 nebo DCL4 za vzniku sekundéarnich siRNA podobné jako v ptipadé TAS transkripti
(Yoshikawa et al. 2005).

Dale muze byt PTGS spusténo sense transgenem bez terminatoru vedoucim K produkci
transkriptl bez polyadenylace, které se stdvaji substratem RDR6, nebo jeho zvySenou expresi
danou poétem kopii a silou promotoru (Luo and Chen 2007; Que et al. 1997). V piipadé¢ sense
transgenu je pro uc¢inné PTGS vedle RDR6 potiebny také SDE3 protein (Dalmay et al., 2001),
ktery obsahuje motiv RNA helikazy a GW motiv pro ptipadnou vazbu na AGO protein (Garcia
et al. 2012). Zajimavé je, ze mutace sde3 se projevuje pouze v systémech, kde indukce PTGS
neni pfili§ silna (Jauvion et al. 2010). Role SDE3 neni stale uspokojivé osvétlena, ale bylo
zjisténo, ze funguje v draze PTGS za RDR6 a interaguje s AGO1 a AGO2. Dale jeho mutace
vede ke zvySeni exprese nékterych lokust obsahujicich TE spojené s poklesem metylace jejich
DNA a zvysenim vyskytu metylace H3K4 (Garcia et al. 2012). Podobny vliv ma i mutace
proteinu NERD, ktery je sou¢asti drahy RDR6-RADM (viz podkapitolu 2.5.1.1) a je schopen
vazat AGO2 a histon H3 (Pontier et al. 2012). SDE3 by tedy mohl byt soucasti drahy RDR6-
RdADM. Tym francouzskych védct Garcia et al. pfiSel S modelem, ve kterém SDE3 slouzi
k rozvoliiovani dsRNA prekurzord vytvorenych enzymem RDR6, ¢imZz umozni jejich dalsi
amplifikaci a efektivnéjsi tvorbu siRNA. Tento mechanismus by pfispival ke spolehlivému

umlceni I U endogennich sekvenci (pfedevsim transpozonti), ze kterych za béznych okolnosti
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vznikd jen malé mnozstvi transkripti a které nejsou regulovany prostfednictvim klasické
RdDM (mutace ago4 a rdr2 na né nema vliv; Garcia et al., 2012).

Pii PTGS muze také dochazet k metylaci sekvence transgenu, a to piedevsim ve stfedové
a 3’koncové kodujici oblasti transgenu, ktera ale mize po opakovanych cyklech bunécného
déleni piejit na metylaci v oblasti promotoru indikujici transkripéni umlc¢eni (Elmayan et al.

1998; Fojtova et al. 2003).

2.5 Epigenetické modifikace chromatinu

Epigenetické modifikace chromatinu, zahrnujici pfedev§im metylaci DNA, kovalentni
modifikace histon a existenci rtiznych histonovych variant, se vyznamné podileji na modulaci
genové exprese, ktera spolu S genetickou informaci zakédovanou v sekvenci DNA urcuje
Epigenetické modifikace také hraji dtlezitou roli pfi organizaci struktury chromatinu Vv jadie,
napt. V oblasti centromer a telomer (Fojtova and Fajkus 2014; Zhang et al. 2008).

Zakladni stavebni jednotkou chromatinu je nukleozom, jehoz jadro tvoii oktamer histontt H3-
H4 a H2A-H2B, okolo kterych je namotana DNA 0 délce 147 part bazi (Luger et al. 1997).
Mezi jednotlivymi nukleozomy se nachazi tzv. linker DNA, jejiz délka se pohybuje v rozpéti
nékolika desitek bazi. V heterochromatinu se nachazi také histon H1, ktery je zasadni pro
ustanoveni a udrZeni vysSich struktur chromatinu. Dale se podili napf. na specifické regulaci
genové exprese (Cutter & Hayes 2015).

Chromatin Ize rozdé€lit na transkripéné aktivni a vice rozvolnény euchromatin a naopak
transkripéné reprimovany heterochromatin, vyskytujici se pfedev§im Vv pericentromerickych
oblastech (Beisel & Paro 2011), které¢ se také mnohdy vyznacuji zvySenym vyskytem
transponovatelnych element (TE; Lippman et al. 2004). Transkripné aktivni chromatin je
typicky vyskytem metylace lysinového zbytku na pozici 4 nebo 36 na histonu H3 (H3K4me,
H3K36me), naopak metylace lysinu na pozici 9 nebo 27 na histonu H3 (H3K9me, H3K27me)
je asociovana ptedevS§im S transkripéné inaktivovanymi oblastmi a heterochromatinem.
V ptipadé metylace histond se miize jednat 0 mono-, di- az trimetylaci a mize k ni dochazet
také na argninovych zbytcich (Pfluger & Wagner 2007).

Nasledujici kapitoly jsou zaméfeny pfedevSim na metylaci DNA a kovalentni modifikace

histonti souvisejici s drahou RADM.
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2.5.1TGS

Pii transkripénim umléeni dochazi k inhibici, nebo k ¢asteénému zamezeni transkripce
prostfednictvim epigenetickych modifikaci. Na TGS se podili celd fada regulacnich drah, které
jsou spolu provazany, vzajemné se dopliuji a prispivaji tak Kk celkovému stavu
heterochromatinu v jadie. Jeden z mechanismi TGS je zajistovan tvorbou siRNA, které jsou
odvozeny predevSim z nekoddujicich, repetitivnich oblasti, ze satelitni DNA a ze sekvenci
transponovatelnych elementt (Xie et al. 2004). siRNA, ktera jsou soucasti drahy RADM (RNA-
directed DNA methylation), se tedy podileji jak na obrané proti invazivni a cizorodé DNA, tak

na udrZeni kompaktni struktury heterochromatinu.

2.5.1.1 Metylace DNA

K metylaci DNA dochézi u rostlin bézn¢ ve tfech sekvenénich kontextech: CG, CHG a CHH,
kde H = A, C nebo T. Metylace ve vSech sekvenénich kontextech se u A. thaliana nachazi
nejhojnéji v pericentromerickych oblastech chromozomi, které jsou charakteristické nejvyssi
hustotou vyskytu transponovatelnych elementt a repetitivnich sekvenci. Uvnitf genil je naopak
typicka ptitomnost GC metylace (Lister et al. 2008; Cokus et al. 2008).

Lze rozliSit dva hlavni mechanismy ucastnici se na udrzovani metylace DNA u rostlin. VétSinu
metylace zajistuji DNA metyltransferazy MET1, CMT3 a CMT2. Metyltransferaza MET1 je
rostlinnym homologem sav¢i Dnmtl DNA metyltranferazy, ktera rozpoznava hemimetylovana
GC mista po replikaci (Law & Jacobsen 2010). CMT3 (CHROMOMETHYLASE 3) se
spolupodili na zajisténi CHG metylace, a to prostiednictvim spoluprace s histonovou
metyltranferazou KYP/SUHV4, kterd dimetyluje lysinové zbytky na pozici 9 histonu H3
(H3K9me2). Tuto histonovou modifikaci CMT3 rozpoznava, vaze se na ni a prilehlé CHG
sekvence metyluje. Podobné KYP je schopen rozpoznat CHG metylaci a v téchto mistech
modifikovat histony. Ustanovuje se tedy regulacni smycka, ve které jsou CHG metylace DNA
a H3K9 dimetylace histonti na sob¢ zavislé (Du et al. 2012; Chan et al. 2006; Jackson et al.
2004; Lindroth et al. 2001; Lindroth et al. 2004).

Podobnym zptlisobem je ziejmé regulovana také DNA metyltranferaza CMT?2, ktera se podili
na metylaci vétsiny CHH sekvenci a jejiz role byla popsana pomérné nedavno (Zemach et al.
2013).

VSechny vySe uvedené DNA metyltransferazy potitebuji K zajisténi své fadné cCinnosti

chromatin remodelujici faktor DDM1 (DEFICIENT IN DNA METHYLATION 1) z rodiny
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SWI/SNF2-like proteind, ktery jim umoziuje pfistup ke kompaktnéjsimu heterochromatinu
obohacenému 0 histon H1(Zemach et al. 2013).

Druhym mechanismem zaji$t'ujicim udrzovani metylace DNA je draha RADM (RNA-directed
DNA methylation), ktera zajist'uje predevsim metylaci DNA transponovatelnych elementt.
Protein SHH1 (SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOG 1) vaze mono- az trimetylované
H3KO9 histonové znacky, prostiednictvim kterych navadi Pol IV na transkripéné inaktivované
oblasti (Law et al. 2011; Zhang et al. 2013). Ta poté piepisuje metylovanou DNA, ktera je
doplnéna do podoby dvouvlakna enzymem RDR2. dsRNA je §tépena DCL3 do podoby 24nt
dsRNA prekurzortii. Jedno ze dvou vldken malé RNA je pak asociovano s AGO4 (pfipadné
AGO6 nebo AGO9). Tento komplex nasledné interaguje S Pol V a jejimi transkripty. Na
komplex Pol V je diky tomu navedena také DNA metyltransferiza DRM1/2 (DOMAINS
REARRANGED METHYLASE 1/2), ktera je zodpovédna za ustanoveni de novo metylace
DNA ve vSech sekvencnich kontextech a také zajistujé¢ udrzovani metylace DNA predevsim
v kontextu CHH a CHG v oblastech bez histonu H1 (Cao et al. 2003; Chan et al. 2004; Zemach
et al. 2013). Vyhodou RADM je jeji schopnost indukovat metylaci homolognich sekvenci in
trans prostfednictvim tvorby malych RNA, coz je zddouci napt. V ptipadé noveé vlozené kopie
transponovatelného elementu do genomu.

Oba hlavni mechanismy metylace DNA se tedy spole¢n¢ podileji na transkripénim umlcovani
TE a jejich mista pisobeni se Casto prekryvaji. Obecné ale draha RADM operuje predev§im na
kratkych TE a na okrajich dlouhych, zatimco DNA metyltransferazy vyuZivajici DDM1 se
ucastni metylace stfednich usekt dlouhych TE (Zemach et al. 2013).

Z lokusti metylovanych CMT2 mohou vznikat také siRNA, ale pouze v ptipad¢ lokust
metylovanych DRM1/2 je CHH metylace zavisla na produkci téchto siRNA (Li et al. 2015).

Pomérné neddvno byla nezavisle n€kolika védeckymi skupinami odhalena dalsi cesta RADM
oznacovana jako RDR6-RADM, ktera nevyuziva Pol IV, RDR2, DCL3 ani AGO4 (Pontier et
al. 2012; Nuthikattu et al. 2013). Podobn¢ jako v pfipadé PTGS tato draha na zaklad¢ aktivit
RDR6, DCL2, DCL4 a AGOL1 produkuje 21 — 22nt dlouhé malé RNA odvozené piedevsim
z transkripti TE a TAS genti piepisovanych Pol II (Mccue et al. 2014; Nuthikattu et al. 2013,
Pontier et al. 2012; Wu et al. 2012). Tyto siRNA se ziejmé uplatiiuji také pii de novo metylaci
lokusu FWA Arabidopsis indukované virovym vektorem, ktera vede k ¢asnéj§imu kveteni
(Bond & Baulcombe 2015). V ptipad€ 21 — 22nt siRNA odvozenych z nékterych TAS a TE
lokust dochazi k jejich asociaci s AGO6 a nasledné interakci S Pol V, coz zajisti ustanoveni

metylace prostifednictvim DRM1/2 (Mccue et al. 2014). AGO6 se ovSem exprimuje predev§im

23



Vv oblasti vzrostnych vrcholi stonku a kofene (Havecker et al. 2010) a v kvétenstvi Arabidopsis.
Zda se tedy, Zze draha RDR6-RADM, ur¢end hlavné k ochrané pied reaktivovanymi TE, je
lokalizovéna ptedevsim do oblasti kvétniho meristému v dobé pred ¢i béhem gametogeneze
(Mccue et al. 2014). Tento piedpoklad potvrzuje i sekvenace populace molekul dsRNA
z poupat rdr6 mutantnich rostlin Arabidopsis, z nichz pies 80 % stabilizovanych molekul
tvorily pravé sekvence TE a v naprosté vétsing z nich se jednalo o Gypsy-like retrotranspozony
(Zheng et al. 2010). Pravé retrotranspozony se svym RNA intermediatem piedstavuji nejvetsi
hrozbu pro rostlinné genomy a draha RDR6-RdDM vi¢i nim tedy piedstavuje ucinny obranny
mechanismus. Otazkou zlstava, jaky AGO protein funguje V této draze misto AGO6 V ostatnich
pletivech, i kdyz v terminalné diferencovanych bunkach zifejmé tato draha nehraje tak
vyznamnou roli, coz je pravdépodobné i diivod, pro¢ je obtizné ji blize popsat. Nicméné na
zaklad¢ dvou praci (Pontier et al. 2012; Garcia et al. 2012), se zda, ze by tuto ulohu mohl
zastavat AGO?2, ktery interaguje S NERD proteinem, ucastnicim se V této draze a ktery je nutny
pro akumulaci siRNA odvozenych ze sekvenci nékterych TE (Pontier et al. 2012). Navic
moznost, ze by AGO?2 interagoval s Pol V nebo s jejimi transkripty je uvazovana i ve ¢lanku
zabyvajicim se roli malych RNA v opravach zlomti na DNA (Wei et al. 2012).

Neni vSak zcela jasné, jak je iniciovano rozpoznani transkriptli aktivovanych retrotranspozont
prepisovanych Pol II prostfednictvim RDR6. Vysledky vyzkumu Creaseyho et al. naznacuji, ze
alesponl v ptipadé nckterych TE reaktivovanych v ramci gametogeneze pylovych zrn by se
mohlo jednat 0 podobny mechanismus, jakym je indukovana tvorba ta-siRNA, tedy ze
transkripce RDR6 je indukovéana St€penim pfes miRNA. Tym zjistil, Ze fada retroelementd
obsahuje sekvenci rozpoznavanou miRNA. V piipadé, Ze byl uméle exprimovan retroelement,
ktery obsahoval domnélé misto rozpoznavané miRNA, dochéazelo ke vzniku 21nt siRNA ze
sekvence retroelementu specificky v misté exprese dané miRNA (tedy v pylovém znu), ale
Vv pfipad¢, kdy tato Cast sekvence byla zménéna, ke vzniku siRNA nedochazelo a mRNA
retroelementu §tépena nebyla (Creasey et al. 2014).

Vedle RDR6 by se na této draze metylace DNA mohla podilet i RDR1 zapojena také do
produkce 21nt siRNA, jak naznacuje ztrata metylace DNA na nékterych lokusech v rdrl
mutantech, ktera se znacn¢ prekryvala se ztratou metylace v rdré mutantech (Pontier et al. 2012;
Stroud et al. 2013).

2.5.1.2 Demetylace DNA

ROSI slouzi jako negativni reguldtor metylace DNA, proto se ¢asto vyuziva screening rosl

mutantli pro nalezeni novych gentll ucastnicich se v draze RADM. Zarovei exprese samotného
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ROS1 je pozitivné regulovana pomoci RdDM. Jeho promotor totiz obsahuje sekvenci
transponovatelného elementu ze skupiny Helitrond, kterd, pokud je exprimovana v dasledku
poklesu metylace DNA, blokuje transkripci ROS1. Naopak dostatetna metylace TE
v promotoru ROS1 a ptilehlé 5 oblasti inhibuje TE a umoznuje expresi ROS1. Zarovenn ROS1
sam negativné ovliviiuje Groven metylace V této oblasti (Lei et al. 2015). Tento zptisob regulace
tedy umoziuje vzajemné vyvazovani aktivit drah metylace a demetylace DNA. V souvislosti
S tim je zajimavé, ze v metl mutantech neni detekovatelna exprese ROS1, coz opét ukazuje na
propojenost RADM a MET1 (Mathieu et al. 2007).

2.5.1.3RdDM

Jak jiz bylo zminéno, draha RdDM zajiStuje TGS prostfednictvim siRNA odvozenych
predevsim z oblasti heterochromatinu (hc-siRNA). Pro tuto drdhu je typicka ucast dvou
specificky rostlinnych DNA-dependentnich RNA polymeraz IV a V. Pol IV produkuje
transkripty, které jsou ¢innosti RDR2 pieménény na dsRNA prekurzory. To doklada
skute¢nost, Ze RDR2 je schopna samostatné syntézy RNA na ssRNA templatu in vitro za
pouziti 21 — 24nt primeru i bez ptidani primeru (Devert et al. 2015). Jeji aktivita by tedy
nemusela byt zavisla na pfitomnosti Pol IV, jak ukazovala ptedchozi studie (Haag et al. 2012).
dsRNA jsou nasledné §tépeny enzymem DCL3 na ptevazné 24nt prekurzory (Xie et al. 2004).
In vitro DCL3 preferuje prevazné krat$i dsRNA jako substraty (30 — 50 nt), které maji 1 — 2 nt
3’koncovy ptesah. Vzdalenost, ve které bude $tépit je uréovana od 5'konce dsRNA (Nagano et
al. 2013). Jedno z vlaken siRNA nasledné asociuje S AGO4 proteinem, ktery navadi na
transkripty Pol V. AGO4 miize byt v zavislosti na lokalizaci Vv rostlin¢ nahrazen pfibuznymi
proteiny AGO6 nebo AGO9 (Havecker et al. 2010).

Rostlinné specifické komplexy DNA-dependentni RNA polymerazy IV (Pol IV) a V (Pol V)
byly v pribéhu evoluce odvozeny z gent pro podjednotky RNA polymerazy II (Pol II) a fadu
jejich podjednotek s ni sdileji (Luo and Hall 2007; Ream et al. 2009). Nejvyznamnéjsi rozdily
ve stavbé oproti Pol II se vyskytuji U dvou nejvétSich podjednotek rostlinnych RNA polymeraz,
které spoluutvareji katalytické centrum a jeho okoli (Cramer et al., 2001; Haag et al., 2009).
Pravé tyto odliSnosti odraZeji jejich odliSné funkce ve srovnani s Pol 11, pfedev§im schopnost
piepisovat heterochromatin a neptfitomnost promotorové sekvence pii zahajovani transkripce.
Zaroven Pol IV a V sdileji svoji druhou nejvétsi podjednotku (NRPD2/NRPE2), ale 1isi se
Vv nejveétsi podjednotce (NRPD1 a NRPE1L; Pontier et al. 2005).

Ukazuje se, ze rostlinné Pol IV a Pol V jsou z evolu¢niho hlediska starsi, neZ se predpokladalo.

Puvodné pievladal nazor, ze Pol V se vyskytuje pouze u krytosemennych rostlin (Luo and Hall
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2007). Nyni se na zakladé¢ prokazani ptitomnosti 24nt siRNA u n€kolika druhti nahosemennych
(Nystedt et al. 2013; Wan et al. 2012) spolu s novou fylogenetickou studii zda, Ze funkéni Pol
IV i Pol V byly ptitomné jiz u starobylych druht kryto- i nahosemennych rostlin (Huang et al.
2015). Podjednotky NRPD1 a NRPE1 byly identifikovany také u mechu, kapradiny nebo
plavuné (Huang et al. 2015; Matzke et al. 2014).

Prestoze spolu RDR2 a Pol IV v jadfe ptesné nekolokalizuji (RDR2 se kromé nukleoplazmy
vyskytuje také uvniti jadérka a v jeho okoli, kde se nachazi centrum zpracovavajici siRNA),
pravdépodobné spolu blizce interaguji. Produkce transkript Pol IV vyZzaduje ucast RDR2, coz
bylo prokazano jak transkripci in vitro, tak analyzou transkriptti nékolikanasobnych mutantt
Arabidopsis (Haag et al. 2012; Li et al. 2015). Drtiva vétSina transkriptd Pol IV pochazi
z mezigenovych oblasti, ze sekvenci TE a repetic (Li et al. 2015). Pol IV pro svoji u¢innou
transkripci vedle RDR2 vyzaduje ziejmé RNA primer (Haag et al. 2012); jeji vétSinou 100 —
500 nt dlouhé transkripty nejsou polyadenylovany a jejich transkripce je iniciovana z oblasti
obohacenych 0 AT pary a naopak s niz§im vyskytem nukleozomii. Oproti transkriptim Pol IT
vznikaji tyto RNA transkripci z obou vlaken DNA, procesivita transkripce Pol IV in vitro je
vsak oproti Pol II vyrazné nizsi (Haag et al. 2012; Li et al. 2015).

S Pol IV dile interaguji chromatin remodelujici faktor CLASSY1 (CLSY1) s SNF2
a helikdzovou doménou a protein SHH1 (SAWADEE HOMEODOMAIN HOMOLOG1), ktery
je schopen vazat metylované H3K9 zbytky (Law et al. 2011; Smith et al. 2007). Ptedpoklada
se tedy, Ze SHH1 spolu s CLSY'1 by mohl rekrutovat Pol IV na ptislu§né lokusy pfes vazbu na
metylované H3K9 a zprosttedkovat tak udrzovani RADM.

Vétsina produkce 24-nt hc-siRNA je zavisla jen na Pol IV (lokusy typu II). Jedna se predev§im
0 siRNA odvozené z unikatnich nebo mélo ¢etnych endogennich sekvenci a ze sevekvenci LTR
retrotranspozontl. Naproti tomu U tzv. lokusi typu i dochazi k produkcei siRNA zavislych i na
fungovani Pol V, zfejmé& se jednd 0 sekundarnich siRNA vznikajici z transkriptti Pol V.
V piipadé¢ téchto lokust jde vétSinou 0 kratké a vysoce repetitivni sekvence nebo 0 sekvence
transpozont (Lee et al. 2012; Mosher et al. 2008; Pontier et al. 2005).

Pol V podobné jako Pol IV vyzaduje pro transkripci in vitro RNA primer, jeji transkripty nejsou
polyadenylovany a jsou 200 ¢i vice nukleotidi dlouhé. Oproti Pol IV, u které se zd4, Ze na
5’konci jejich transkripti by mohl byt monofosfat, transkripty Pol V maji na 5konci trifosfat,
nebo 7-metylguanosinovou ¢epicku (Li et al. 2015; Wierzbicki et al., 2008).

AGO4 v komplexu s siRNA interaguje piimo S Pol V prostiednictvim WG/GW motivt na C-
terminalni doméné nejvétsi podjednotky Pol V (NRPE1; El-Shami et al. 2007). Dale také

AGO4 interaguje s jejimi transkripty, které jej navadé&ji do danych oblasti chromatinu
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(Wierzbicki et al. 2009). Predpoklada se, zZe tato interakce je zprostfedkovana pies navazanou
malou RNA komplementarni k sekvenci transkriptu Pol V, i kdyz tato moznost nebyla doposud
prokézéna.

S Pol V nebo s komplexem Pol V - AGO4 interaguje cela fada proteind, které umoziuji
transkripci Pol V nebo vazbu DRM1/2. Pro spravnou tvorbu transkriptd Pol V je zapotiebi
ucasti proteint DMS3, DRD1 a RDMI1, které dohromady tvoii tzv. DDR komplex. DMS3
a RDM1 se vazi na DNA (Law et al. 2010; Wierzbicki et al. 2009); DRD1 zifejmé slouzi jako
chromatin remodelujici faktor (Kanno et al. 2004).

Dalsimi proteiny, které jsou nutné pro rektrutovani Pol V jsou SUVH2 a SUVH9. Proteiny ze
skupiny SUVH obsahuji SRA doménu vazici metylovanou DNA a SET doménu pro metylaci
histonovych aminokyselinovych zbytkt (Johnson et al. 2007; Rea et al. 2000). Do této skupiny
spada i jiz zminovana histonova metyltransferaza KYP/SUVH4. SET doména SUVH2/9 je
vSak nefunk¢ni (Johnson et al. 2008). Namisto funkce histonovych metyltransferaz tedy
zajistuji navedeni Pol V na chromatin prostfednictvim jejich vazby na metylovanou DNA.
Tomu odpovida i ztrata vyskytu Pol V z lokust, na kterych se bézné nachazi, v mutantech met1.
Zda se, ze funkce SUVH2 a SUVHO jsou redundantni, i kdyz mutace suvh2 ma o néco silngjsi
vliv na ztratu metylace DNA nez suvh9. Samotnd piitomnost SUVH2 fizovaného se
specifickou zink-finger doménou vazici FWA lokus je dostacujici k indukci metylace DNA
a vyskytu Pol V na pivodné nemetylovaném FWA lokusu (Johnson et al. 2014). Zda se tedy,
ze jiz existujici metylace DNA zajiStuje navedeni Pol V na pfislu§né lokusy pfes SUVH2/9,
¢imz se metylace DNA stale cyklicky udrzuje, podobné¢ jako je tomu Vv ptipadé¢ metylace DNA
a H3K9 metylace zprostiedkované KYP/SUVH4 (Johnson et al. 2014). Otazkou stale ztstava,
jak je zajistovano rozpoznani cilt RADM drahy pfi de novo metylaci, resp. jak je na tato mista
navedena Pol V, pokud zde neni pre-existujici metylace. Jednim z moznych vysvétleni by byla
ucast Pol II pfi iniciaci RADM.

Podle vysledkt kvasinkového dvouhybridniho testu SUVH2 i SUVHY interaguji S proteinem
DMS3 (Liu et al. 2014), ktery obsahuje SMC doménu typickou pro proteiny zajist'ujici
organizaci chromatinu do struktur vyssich fada (Kanno et al. 2008), vedle toho SUVH2
interaguje také S DRD1 (Liu et al. 2014; Johnson et al. 2014). Zaroven v mutantech suvh2 suvh9
je DMS3 delokalizovan z lokusu, na kterych operuje RADM (Liu et al. 2014). Zda se tedy, Ze
SUVH2/9 rekrutuje Pol V neptimo prostifednictvim DDR komplexu.

SUVH2/9 interaguje také s proteiny z rodiny MORC, konkrétné¢ s MORC1, MORC2 a MORCG6
ptes svoji SET doménu (Liu et al. 2014). MORC proteiny se ucastni na remodelaci chromatinu
a obsahuji GHKL (gyrase, HSP90, histidine kinase, MutL) ATPazovou doménu. Bylo
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zdokumentovano, ze MORC6 vaze také protein DMS3, ktery stimuluje jeho ATPazovou
aktivitu. Vzhledem k tomu, ze nékteré proteiny ucastnici se oprav DNA obsahuji SMC doménu
spole¢né¢ s GHKL ATPazovou doménou, lze se domnivat, ze proteiny MORC6 a DMS3 by
spolu mohly tvofit funkéni komplex (Lorkovi¢ et al. 2012; Matzke et al. 2014). Také mutanty
morcl a morc2 maji snizenou odolnost vii¢i poskozeni DNA (Langen et al. 2014).

Dale MORC6 asociuje s podjednotkou chromatin remodelujiciho komplexu typu SWI/SNF
(Liu et al. 2014), se kterym interaguje i protein IDN2 (INVOLVED IN DE NOVO 1) vazici se
na transkripty Pol V (Zhu et al. 2013). Pies dimer IDN2 asociujici s dal$imi p¥ibuznymi
proteiny IDNL1 a IDNL2 (IDN2-like 1 a 2) tedy ziejmé dochazi k navedeni chromatin
remodelujiciho komplexu do mist transkripce Pol v (Zhu et al. 2013).

S AGO4 a zaroven s transkripty Pol V interaguje také protein KTF1/SPT5-like podobajici se
transkripénimu faktoru Pol II (He et al. 2009). Pfedpoklada se, Ze spolu s AGO4 tvoii vazebnou
plochu pro DNA metyltransferazu a dalsi proteiny modifikujici chromatin (Rowley et al. 2011).

2.5.1.4 Histonové modifikace souvisejici s RADM

Schopnost nékterych proteinti katalyzovat prenos metylové skupiny na lysinovy zbytek histonu
je zajistovana funkci evoluéné konzervované SET domény (Rea et al. 2000), jejiz oznaceni je
odvozeno z nazvu tii proteinti popsanych u Drosophily melanogaster: SUPPRESSOR OF
VARIEGATION 3-9 [SU(VAR)3-9], ENHANCER OF ZESTE [E(Z)] and TRITHORAX
(TRX), které se prostiednictvim metylace histond podileji na regulaci jejiho vyvoje (Jones and
Gelbart 1990; Katsani et al. 2001; Schotta et al. 2002).

Genom Arabidopsis obsahuje nékolik desitek gen kodujicich proteiny podobajicich se
nékterému ze tii zminénych proteini Drosophily, u fady z nichz byla zdokumentovana jejich
role v RADM (Baumbusch et al. 2001). To se tyka piedev§im skupiny SUVH (SU(VAR)3-9
HOMOLOG) proteini pojmenovanych podle podobnosti se SU(VAR)3-9 H3K9
metyltransferazou Drofosphily. Pfedpoklada se tedy, ze SUVH proteiny (resp. ty S funkéni SET
doménou) zajistuji H3K9 metylaci, i kdyz H3K9 metyltransferazova aktivita byla zatim
dolozena jen u nékterych z nich. SUVH proteiny obsahuji také SRA doménu, kterd slouzi
k vazb¢ na metylované cytosiny, coz ukazuje na propojenost histonovych modifikaci a metylace
DNA. Dobte popsanym piikladem je jiz zmiflovana SUVH4/KYP (KRYPTONITE), ktera se
vaze predev§im na metylované CHH a CHG sekvence, ¢imz zde udrzuje Groven H3K9me2
(Johnson et al. 2007; Jackson et al. 2002). Stejna schopnost byla prokazana také u SUVH6
(Johnson et al. 2007; Jackson et al. 2004). Metyltransferazova aktivita byla naopak vylouc¢ena
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u SUVHZ2 a SUVH9, u kterych lze vliv na hladinu metylace DNA a H3K9me2 pficitat jejich
uloze pii navadéni Pol V na cilové lokusy (Johnson et al. 2014; Johnson et al. 2008).

Dalsi skupinou predpokladanych H3K9 metyltransferaz ptedstavuji SUVR (SU(VAR)3-9
RELATED) proteiny, které postradaji SRA doménu, ale naproti tomu byla u SUVR1, SUVR2
a SUVR4 popsana N-koncova doména WIYLD, ktera in vitro vaze ubiktivitin (Rahman et al.
2014). V ptipadé¢ SUVR4 bylo navic zjisténo, ze pies WIYLD doménu dokaze interagovat
i S monoubikvitinovanym histonem H2B in vitro a vazba ubikvitinu zvysila jeji H3K9
metyltransferazovou aktivitu (Veiseth et al. 2011). Role SUVR protein sice stale neni zcela
jasna, ale v souvislosti s RADM byla zjisténa tloha proteinu SUVR2, jehoz mutace ma patrny
vliv na metylaci DNA, ale u kterého nebyla potvrzena metyltranferazova aktivita in vitro
(Stroud et al. 2013; Thorstensen et al. 2006). SUVR2 fyzicky interaguje s FRG1 (SNF2-RING-
HELICASE-LIKEL), ktery patii do stejné rodiny proteinti jako CLASSY1 a DRD1, tedy je
ptibuzny helikdaze podobnym SWI2/SNF2 ATP-dependentnim chromatin remodelujicim
proteinim, a spolu s redundantnim FRG2 je ziejmé zapojen do té ¢asti drahy RdADM, kde se
ucastni Pol V a kde dochazi k metylaci DNA, protoze dvojiti mutanti frglfrg2 maji negativni
vliv na metylaci DNA a produkci 24nt siRNA z klastra, u kterych je produkce siRNA z ¢asti
zavisla i na Pol V (Groth et al. 2014). FRG proteiny také obsahuji RING doménu typickou pro
E3 ubikvitin ligdzy. Groth et al. tedy spekuluji, Ze by se mohlo jednat 0 ubikvitin ligdzu. Na
druhou stranu ale ubikvitinizace H2B podporuje navozeni H3K4 metylace, ktera je spojena
s transkripéné aktivnim chromatinem a putisobi proti H3K9 metylaci. V souladu s tim je
I zjisténi, ze deubikvitinaza UBP26 je potiebna pro udrzeni H3K9me?2 a transkripcniho umlceni
zprostiedkovaného RdADM na TE (Sridhar et al. 2007). Interakce mezi H3K9 metylaci
Antagonisticky vaci aktivité histonovych metyltransferaz pusobi histonové demetylazy.
Rozsahlou skupinu téchto demetyldz tvofi tzv. JumonjiC (JmjC) proteiny popsané u fady
eukaryot obsahujici JumonjiC doménu nutnou pro oxidativni demetylaci a vyzadujici jako
kofaktor Fe(ll) a a-ketoglutarat (Tsukada et al. 2006). Jen u Arabidopsis bylo nalezeno 21
aktivné ptepisovanych gend kodujicich proteiny s touto doménou (Lu et al. 2008).

Mezi JmjC proteiny patii také JMJ14 (JUMONIJI 14), H3K4 demetylaza, kterd zajistuje
predevsim demetylaci H3K4me3 a jejiz mutace vede k poklesu metylace DNA na lokusech
retrotranspozonti podobné jako u mutace Pol IV. Zajimavé je, Ze hladiny endogennich siRNA
nejsou v mutantech jmj14 ovlivnény, ale dochazi k poklesu siRNA ze sekvence transgenu, coz
naznacuje odliSny systém regulace tvorby siRNA z transgennich lokust (Searle et al. 2010).

Mutace jmj14 ma negativni vliv na metylaci DNA zajistovanou DRM2/1, ale zda se, ze IMJ14
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se Ucastni pouze jejiho udrzeni, protoze mutace jmj14 nevede k derepresi FWA lokusu jako
u jinych mutantt drahy RdDM (Deleris et al. 2010). Zajimavy je také vliv IMJ14 na PTGS
transgenu. Mutace jmj14 v tomto piipadé zpusobuje potlaéeni PTGS vlivem snizeni exprese
transgenu, ktera je zfejmé dusledkem poklesu acetylace a vzristu metylace DNA v oblasti
promotru v téchto mutantech. Je zarazejici, ze mutace vV demetylaze H3K4 nevyvolava presné
opacny efekt, a dokonce vede k poklesu H3K4me3 v oblasti promotoru transgenu, prestoze
u endogennich lokust ma mutace jmjl4 ocekavany efekt narustu H3K4me2 a H3K4me3 (Le
Masson et al. 2012). Na tomto piikladu se opét ukazuje odliSnost regulace umlCovani
endogennich a transgennich lokustl, na jejichz regulaci se zfejm¢ Gcastni vice histonovych
demetylaz v zavislosti na dalSich epigenetickych modifikacich.

Spolu s IMJ 14 operuji dalsi ¢astecné redundantni H3K4 demetylazy LDL1 a LDL2 (LYSINE-
SPECIFIC DEMETHYLASE 1-LIKE). Teprve na zaklad¢ dat ziskanych z trojnych mutantt
v téchto proteinech bylo zjisténo, ze tyto demetylazy jsou zapojeny do drahy RdADM jen na
urcitych lokusech, kde maji vliv na metylaci DNA a produkci siRNA. Tato mista se nachazeji
vétSinou blize oblastem kodujicim proteiny. Zda se tedy, Ze ulohou téchto demetylaz je
udrzovat RdDM Vv mistech, kterd jsou V blizkosti transkripéné aktivnich oblasti
charakteristickych pravé H3K4 metylaci. SHH1 nejenze se vaze na metylované H3K9, ale tato
interakce je blokovana H3K4 metylaci, JMJ14 spolu s LDL1/2 by tedy mohly umoznovat
vazbu SHH1 a ptes n¢&j rekrutovani Pol IV (Greenberg et al. 2013).

Dalsi histonovou demetylazou z rodiny JmjC proteint je H3K9 demetylaza IBM1 (Miura et al.
2009). Exprese funk¢niho proteinu IBM1 je zavisla na CG a CHG metylaci v oblasti neobvykle
dlouhého intronu, jehoz absence je nutna pro spravnou funkci JmjC domény. CG metylace je
vV tomto piipadé¢ zajisStovana MET1 a CHG prostiednictvim CMT3 Vv néavaznosti na
KYP/SUVH4. Pokud dojde k poklesu nebo ztrat¢ metylace DNA v této oblasti, dojde
k vyraznému poklesu mnozstvi funkéniho transkriptu IBM1 (Rigal et al. 2012). V mutantech
metl, ktefi jsou mimo jiné charakteristicti ztratou H3K9 metylace z oblasti heterochromatinu
a naopak jeji relokalizaci do oblasti uvniti gent (Tariq et al. 2003; Soppe et al. 2002; Mathieu
et al. 2007), tedy dochazi k této ektopické lokalizaci H3K9 metylace ziejme pravé v disledku
nedostate¢né exprese funkéniho IBM1 (Rigal et al. 2012). Tomu odpovida i zjisténi, Ze mutace
ibml vede ke vzristu H3K9 metylace a CHG metylace podobné jako mutace metl. IBM1
reguluje hladiny H3K9 metylace predev§im Vv genovych oblastech, nikoliv v sekvencich TE
(Rigal etal. 2012; Inagaki et al. 2010). Mimo jiné se podili na regulaci exprese DNA demetylaz
ROS1 a DME (DEMETER), jejichz exprese je také ztracena v metl mutantech (Rigal et al.
2012; Mathieu et al. 2007). Potvrzuje se tedy piedstava, ze CG metylace do ur€ité miry tidi
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celkovou miru a distribuci metylace DNA a modifikaci histoni pies regulaci exprese DNA
demetylaz a H3K9 metylace na fad¢ mist genomu Arabidopsis thaliana (Rigal et al. 2012).
IBMI také pozitivné ovliviiuje expresi DCL3 a RDR2, ¢imZ se mlze nepiimo podilet naopak

na uml¢ovani nékterych lokust pies drahu RADM (Fan et al. 2012).

Obr. 2.1: Schéma drah RdADM; pievzato z Matzke, Kanno, and Matzke 2014.

A) Klasicka draha biogeneze hc-siRNA zavisla na Pol IV.

B) Draha RDR6-RADM, kde siRNA vznikaji z transkript Pol II (transkripty nékterych TAS gent nebo
reaktivovanych/ nové vlozenych transpozonti).

HDAG = histone deacetylase 6 (histonova deacetylaza ptispivajici k vytvotreni heterochromatinu); IDP

= IDN2 paralog (tvoti komplex s IDN2); ostatni proteiny jsou popsany vyse V textu.
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3 Metodika a material

3.1 Biologicky material a jeho kultivace

3.1.1 Escherichia coli

Ke klonovani plazmida byl pouzit bakteridlni kmen Escherichia coli JIM109.

Kultivace E. coli napt. po vyseti po elektroporaci probihala na pevném LB médiu (cca 20 —

25 ml na 1 Petriho misku o priméru 9 cm) s pfidavkem piislusného antibiotika pii 37°C do

druhého dne.

Kultivace E. coli vétsinou za ucelem izolace plazmidu probihala aerobné za stalého tfepani (180

rpm, vyhiivand tfepacka Ceromat® H Biotech International) v tekutém LB médiu (3 ml na

zkumavku) s ptidavkem ptislusného antibiotika pii 37°C pies noc (cca 16 — 18 hod.).

Vybrané bakterialni klony byly pro dlouhodobé skladovani zmrazeny v tekutém dusiku po

piidavku 200 pl 50% sterilniho glycerolu k 800 ul bakteridlni suspenze. Nasledné byly
skladovany v - 80 °C.

Tabulka 3.1: LB médium

Médium

klavovanim.

bylo

sterilizovano

slozky g/l
pepton (tripepton) 10
kvasni¢ny extrakt 5

NaCl 10

agar (pro pevné¢ LB médium)

17,5

destilovana voda

doplnéni do 11

Tabulka 3.2: Pouzita antibiotika pro selekci bakterii

Antibiotika Koncentrace zdsobniho | Koncentrace | Teplota skladovani;
roztoku [mg/ml] v médiu [mg/1] | rozpoustédlo
kanamycin 50 50 4 °C; dH20
spetkrinomycin | 100 100 -20 °C; dH20
rifampicin 10 100 -20 °C; metanol

Zasobni roztoky kanamycinu a spektrinomycinu byly

sterilnimi filtry Nalgene.
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3.1.2 Agrobacterium tumefaciens

Bakterialni kmen Agrobacteria tumefaciens C58C1 Rif® byl pouzivan k transformaci bunééné
linie tabdku BY-2. Pro bliz$i charakteristiku tohoto bakteridlniho kmene viz Deblaere et al.
1985.

Kultivace A. tumefaciens napft. po vyseti po elektroporaci probihala na pevném LB médiu (cca
20 — 25 ml na Petriho misku o priméru 9 cm) vzdy s pfidavkem rifampicinu a ptislusSného
antibiotika pti 28 °C po dobu 3 dni.

Kultivace A. tumefaciens za G¢elem pomnozeni pro naslednou kokultivaci s BY-2 probihala
aerobn¢ za stalého tiepani (180 rpm, vyhiivana tiepacka Ceromat® H Biotech International)
v tekutém YEB médiu (10 ml na Erlenmayerovu baiiku) s ptfidavkem rifampicinu a ptislusného
antibiotika pti 28 °C ptes noc (cca 18 - 20 hod.).

Vybrané bakterialni klony byly pro dlouhodobé skladovani zmrazeny v tekutém dusiku po
piidavku 200 pl 50% sterilniho glycerolu k 800 ul bakteridlni suspenze. Nasledné byly
skladovany v - 80 °C.

Tabulka 3.3: YEB médium (tekuté)

slozky g/l

pepton (tripepton) | 10

kvasni¢ny extrakt | 1

sachar6za 5

MgSO4 0,5

Médium bylo sterilizovano klavovanim. Roztok MgSO4 byl klavovan samostatné (kvili
zabranéni vzniku sraZeniny) a pfed pouzitim byl do YEB média doplnén v takovém objemu,

aby se dosahlo pozadované koncentrace.

3.1.3 Bunécna linie tabaku BY-2 (Nicotiana tabacum L., cv. ,,Bright Yellow 2%)

Bunécna linie tabaku BY-2 (déle jen BY-2) slouZila jako hlavni rostlinny studijni material.

Jedna se o in vitro péstovanou rostlinnou bunéénou kulturu, ktera byla odvozena ze semenackt

cvwr

jsou obsaZeny v praci Nagata et al. 1992.
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Pro experimentélni ti€ely byla kultura BY-2 péstovana ve formé suspenzi v tekutém médiu nebo
ve formé tzv. kalusti (makroskopické shluky fetizki bunék péstovanych na pevném médiu).
V obou ptipadech probihala kultivace pii 26 °C ve tm¢ a za sterilnich podminek na MS médiu
(Murashige and Skoog 1962; viz tabulka 3.4)

Kalusy byly péstovany v plastovych Petriho miskéch o priméru 6 cm s 10 — 15 ml pevného MS
média a piipadnym pfidavkem piislusnych antibiotik (viz tabulku 3.5) vétSinou po 7 kalusech
na misku. Malé Petriho misky byly vzdy vlozeny do vétsi sklenéné misky, aby se snizil vypar.
Subkultivacni interval se pohyboval kolem 4 tydnti, po kterych byla vzdy maléd ¢ast starého
kalusu prenesena na misku s novym médiem. VeSkeré piesazovani kalusi probihalo
v lamindrnim flow-boxu.

Suspenzni kultury byly kultivovany ve 100ml Erlenmayerovych bankach s 30 ml tekutého MS
média prekrytych dvéma vrstvami alobalu za stdlého tfepani na orbitdlnich tfepackach IKA
KS501 (frekvence ptiblizné 110 rpm). Subkultiva¢ni interval trval vétSinou 7 dnti, s vyjimkou
kultivace suspenzi za i¢elem méfeni poklesu fluorescence pomoci prutokové cytometrie, v tom
ptipadé se pohyboval v rozmezi 4-5 dni. Cerstvé médium bylo zaotkovano 1 ml tydenni
suspenzni kultury. Vyjimku opét €inily suspenze kultivované za t¢elem méfeni fluorescence na
pratokovém cytomeru, kdy se inokulum pohybovalo mezi 1,5 az 3 ml.

Suspenzni kultury byly odvozeny z kalusii. Mlady kalus byl pfenesen do banky s tekutym MS
médiem a v ném rozvolnén na jednotlivé bunky ¢i mensi shluky buné€k pomoci 10ml pipety

s ustfizenou Spickou.

Tabulka 3.4: MS médium

slozky koncentrace

MS soli - komeréni smés |4,33 g/l

(Sigma-Aldrich)

KH2PO4 0,2 g/l
myo-inositol 0,1 g/1
sachar6za 30 g/l
zasobni roztok 2,4-D 0,1 ml/1
(2 mg/ml)

zasobni roztok vitaminu B1 | 0,1 ml/l
(10 mg/ml)

agar (pevng) 8 g/l
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2,4-D byla rozpousténa v 1M KOH a nésledné doplnéna horkou vodou na pozadovanou
koncentraci. Zasobni roztoky 2,4-D a vitaminu B1 (thyamin-hydrochlorid) byly skladovany pfi
4 °C.

Pted pfidanim agaru (pokud se piidaval) bylo pH upraveno pomoci KOH na 5,8.

Po pfidani agaru bylo médium povareno, dokud se agar nerozpustil.

Vysledny roztok byl sterilizovan klavovanim.

Tabulka 3.5: Pouzita antibiotika pro selekci BY-2

antibiotikum Koncentrace zadsob. |Koncentrace |Teplota skladovani
roztoku [mg/ml] v médiu [mg/1]

kanamycin 50 50 4°C

hygromycin 25 25 -20°C

taxcef (klaforan) | 100 100 -20 °C

3.2 Transformace biologického materialu

3.2.1 Piiprava elektrokompetentnich bakterii E. coli

Bakterie E. coli (JM109) byly roz¢arkovany na plotny s LB médiem (bez antibiotik)
a kultivovany pii 37 °C do druhého dne. Nasledné byly zaockovany 1-3 samostatné kolonie do
50 ml tekutého LB média ve dvou sterilnich Erlenmayerovych baiikach a kultivovany pies noc
pii 37 °C na tfepacce. Asi 10 ml narostlé suspenze bylo zaockovano do 400 ml tekutého LB
média ve 21 Erlenmayerové bance a kultivovano opé€t na tiepacce pii 37 °C do optické denzity
0,4 pti A = 600 nm. Po dosazeni poZzadované OD byla barika s bakteriemi pfenesena okamzité
na led na 15 — 30 min. za obcasného michani. Bakteridlni suspenze byla rozlita do vychlazenych
centrifiga¢nich zkumavek (50 ml typ Falkon) a centrifigovana pii 4 °C pii 4000 rpm 10 min.
(centrifuga Universal 32 R Hettich).

Supernatant byl slit a resuspendovan 10ml pipetou s ustfizenou Spickou v 6 ml sterilni
vychlazené destilované vody. Nasledné¢ byl pienesen do nové centrifigatni zkumavky
a uschovavan na ledu. Zbytek bakteridlni suspenze byl opét centrifugovdn za stejnych
podminek, supernatant byl slit a sediment opét resuspendovan. Poté bylo do kazdé zkumavky
pfidano 34 ml sterilni vychlazené dH>O a 6 ml zahusténé bakterialni suspenze z ptedeSlého

kroku. Celkovy objem 40 ml v kazdé zkumavce byl opét centrifugovan, supernatant odstranén
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a sediment resuspendovan ve 25 ml vychlazeného sterilniho 10% glycerolu. Po opétovné
centrifugaci byl supernatant odstranén a sediment resuspendovan v 1 ml sterilniho 10%
glycerolu a soustiedén do 1 zkumavky, ktera byla centrifugovdna a supernatant peclivé
odstranén pomoci vyvévy. Pelet byl pak resuspendovan v 800 pl sterilniho vychlazeného GYT
média (tabulka). Z vysledné suspenze bylo odpipetovano 10 pl do 1 ml (100x zfedénd suspenze)
a zméfena jeji OD pii 600 nm. Poté byla bakteridlni suspenze nafedéna na zakladé zmérené OD
tak, aby se jeji koncentrace pohybovala mezi 2x10'° a 3x10'° bunék/ml podle piedpokladu, Ze
1,0 ODgoo odpovida 2,5.10° bunék/ml. Nakonec byla chlazena suspenze rozpipetovana po 40 pl

do sterilnich 1,5ml mikrozkumavek, které byly ihned zmrazeny v tekutém dusiku a uchovavany
pii —80 °C.

Tabulka 3.6: GYT médium

slozka Mnozstvi pro vysledny objem 10 ml

glycerol 1 ml

kvasni¢ny extrakt 12,5 mg

trypton (pepton) |25 mg

dH20 doplnéna do 10 ml

GYT médium bylo nasledné sterilizovano pies 0,22 um filtr Nalgene, skladovano pii 4 °C po
2,5 ml

3.2.2 Piiprava elektrokompetentnich bakterii A. tumefaciens

Ptiprava elektrokompetentnich bakterii 4. tumefaciens probihala obdobné¢ jako u E. coli.

Bakterie A. tumefaciens byly rozfarkovany na plotny s LB médiem a rifampicinem
a kultivovany pti 28 °C 3 dny. Nasledn¢ byly zaoCkovany 1-3 samostatné kolonie do 10 ml
tekutého LB média ve dvou sterilnich Erlenmayerovych bankéach a kultivovany ptes noc pfi
28 °C na tfepacce. Asi 4 ml narostlé suspenze bylo zaockovano do 200 ml tekutého LB média
v 11 Erlenmayerové batice a kultivovano na tiepacce pii 28 °C do optické denzity 0,6 pii A =
600 nm. Po dosaZeni pozadované OD byla baiika s bakteriemi pienesena okamzité na led na 15
— 30 min. za obcasného michani. Bakteridlni suspenze byla rozlita do vychlazenych
centrifiga¢nich zkumavek (50 ml typ Falkon) a centrifigovana pti 4 °C pii 4000 rpm 10 min.

(centrifuga Universal 32 R Hettich). Supernatant byl vylit a sediment resuspendovan v 25 ml
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sterilni vychlazené destilované vody vzdy 10 ml pipetou s ustfizenou Spickou a opét
centrifugovan za stejnych podminek. Supernatant byl opét odstranén a peleta resuspendovéana
v cca 10 ml dH>O. Obsah vzdy dvou zkumavek byl slit a doplnén dH>O do 25 ml. Nasledovala
op¢t centrigace, po které byl supernatant odpipetovan a sediment doplnén 2 ml 10% sterilniho
vychlazeného glycerolu, ve kterém byl resuspendovan. Poté byl obsah vSech zkumavek slit do
jedné a centrifugovan. Suspenze byla resuspendovana v 1 ml 10% glycerolu a na ledu
rozpipetovana po 100 pl do sterilnich 1,5ml mikrozkumavek, které¢ byly ihned zmrazeny

v tekutém dusiku a uchovavany pii —80 °C.

3.2.3 Transformace E. coli a A. tumefaciens

k elektrokompetentnim buiikdm na ledu v 1,5ml mikrozkumavce bylo pfiddno 1 -3 pl
plazmidové DNA. Po uplynuti 1 minuty byl obsah mikrozkumavky ptenesen do vychlazené
elektroporac¢ni kyvety. Ta byla ihned vloZena do elektroporatoru (Bio-Rad Gene Pulser
Apparatus), ktery byl nastaven na hodnoty 2500 v pro E. coli (resp. 2000 v pro 4. tumefaciens),
25 pF, a 200 Q. Po aplikaci pulzu byl do kyvety okamzité ptidan 1 ml SOC média pro E. coli
(resp. YEB recovery média pro A. tumefaciens). Bakterie byly nésledné kultivovany ve
zkumavce na tifepacce u E. coli pti 37 °C 1 hod.

(u 4. tumefaciens pii 28 °C 3 hod.). Poté¢ byly

Tabulka 3.7: SOC médium

) ) o ] 5 slozky g/100 ml
bakterie E. coli za sterilnich podminek rozetfeny

bakteriologickou hokejkou vzdy po 50 pl a 950 pl  Pepton 2

(ty byly nejdiive zakoncentrovany centrifugaci |kvasni¢ny extrakt 0,5

5000 g 30 s a resuspendovany ve 100 pul média) na glukoza 0,36
2 Petriho misky s LB médiem a pfislusnymi

o MgSO4 0,12
antibiotiky. V ptipadé¢ A. tumefaciens byl vyset
objem 100 ul bakteridlni suspenze a na druhou MgCl, 0,95
Petriho misku jen rozetifeny zbytky suspenze, ktera |KCl 0,019
utkvéla na hokejce z rozt€ru na predchozi misku. Na - |\, 0.058
pevném médiu byla E. coli kultivovana pii 37 °C do

dH>O doplnéna do 100 ml

druhého dne, 4. tumefaciens pti 28 °C 3 dny.
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Tabulka 3.8: YEB recovery médium

slozky /100 ml SOC médium a YEB recovery médium a byla

pepton 1 sterilizovana jednorazovymi 0,22 pum filtry Nalgene

a skladovéna pifi 4 °C nebo pro dlouhodobé

k iény extrakt|0,1
vasnicny extraxt U, skladovani pti -20 °C.

sachardza 0,5

MgSOg4 0,05

MgCl 0,095

KCI 0,019

NaCl 0,058

dH>O doplnéna do 100 ml

3.2.4 Transformace bunécné linie tabdaku BY-2

Veskera préace probihala sterilné v laminarnim flow-boxu. Tti dny stara bunécné suspenze BY -
2 (30 ml bunécné suspenze na 1 variantu) byla pfefiltrovdna vykladvovanym filtra¢nim
zafizenim Nalgene (11 pm) a pienesena do 30 ml nového MS média a resuspendovdna v ném
zamichanim. K suspenzi bylo pfidano 30 ul acetosyringonu (20 mM zasobni roztok, skladovan
v -20 °C). Buniky BY-2 byly nésledné& poranény nc¢kolikandsobnym protazenim 10ml pipetou
s neustfizenou Spickou. 2 x 1,5 ml suspenze BY-2 bylo odpipetovano do plastove Petriho misky
(primeér 6 cm) jako negativni kontrola. Ke zbylé suspenzi byly nésledné ptidany 3 ml suspenze
A. tumefaciens transformovanym pozadovanym plazmidem, kterd byla zaockovana
pfedchoziho dne do YEB média s pfisluSnymi antibiotiky (viz tabulku 3.2). V ptipadé
kotransformace, kdy byly do BY-2 vnaSeny dva konstrukty najednou, bylo pfidano vzdy 1,5 ml
bakteridlni suspenze od kazdé varianty. Poté byla smésna suspenze opét nékolikrat protazena
pipetou s neustiiZenou Spi¢kou a rozpipetovana po 1,5 ml do plastovych Petriho misek (primér
6 cm), které byly umistény do velké sklenéné Petriho misky vysterilizované etanolem spolu
s kouskem sterilni navlhcené gazy.

Nasledovala tzv. kokultivace bun¢k BY-2 s 4. tumefaciens po dobu 3 dnti za tmy v 26 °C.

Po uplynuti této doby byly narostlé buiiky resuspendovany v cca 8 -10 ml vyklavované 3%
sacharozy a ptreneseny do filtraéniho zatizeni Nalgene, kde byly promyty 2 x 150 ml 3%
sachardzy a 100 ml tekutého MS média s pfidanym klaforanem (100 mg/l) pro odfiltrovani

38



A. tumefaciens. Bunky BY-2 byly dale pfeneseny do malé Petriho misky a opatrné
resupendovany ve 2 — 3 ml MS média s klaforanem. Nésledné byla hutnd suspenze
rozpipetovana po 600 - 800 pl na malé Petriho misky s 10 — 15 ml pevného MS média
obsahujicim klaforan a pfislusna selek¢ni antibiotika (tabulka 3.5). Negativni kontrola nebyla
promyvana vubec, pouze byla resuspendovana v malém objemu MS média a rozlita na dvé
Petriho misky s pevnym MS médiem a antibiotiky.

Mal¢ Petriho misky byly vlozeny do velké sklenéné Petriho misky s kouskem sterilni gazy
polité sterilni destilovanou vodou a kultivovany ptiblizné 3-4 tydny pfi teploté 26 °C dokud se
neregenerovaly mladé kalusy, které byly po dosazeni velikosti pfiblizn¢ 2 — 8§ mm pfesazeny na

nové MS médium se stejnymi antibiotiky.

3.3 Plazmidy

3.3.1 pDrive

Plazmid pDrive (3 851 bp) byl pouzit pro TA-klonovani PCR fragmenti (QIAGEN PCR
cloning kit), pro jejich amplifikaci v bakteriich a dalsi préaci s nimi pfi tvorbé 35S-/R konstruktu.
pDrive obsahuje mnohocetné klonovaci misto (MCS), které je soucasti reportérového genu
LacZ a. Déle vektor pDrive obsahuje geny kanamycinové a ampicilinové rezistence (KanR
a AmpR) pro selekci bakterii. Na okraje MCS nasedaji primery M13 (viz tabulku 3.12), které¢
byly vyuzity pro sekvenaci.
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Obr. 3.1: Mapa plazmidu pDrive, zdroj: www.snapgene.com

3.3.2 pGreen 0029, 0129, pSoup

Plazmidy pGreen jsou bindrni Ti vektory, které umoZznuji pomnozeni v E. coli 1 ve druzich
Agrobacterium. Pro jeho replikaci v Agrobacteriu je vSak nezbytny pomocny vektor pSoup
kodujici funkce nutné pro jeho replikaci (gen pro replikazu; Hellens et al. 2000). Plazmid nese
gen pro kanamycinovou rezistenci (KanR) pro selekci v bakteriich a kanamycinovou
(pGreen0029) nebo hygromycinovou rezistenci (pGreen0129) pro selekci v rostlinach.
V bakteriich je mozna také tzv. modro-bila selekce diky produktu lacZ a genu, do kterého je
vlozeno mnohocetné klonovaci misto (MCS). Na obrazku 3.2 zkratka LB znaci levou (left
border) a RB pravou hrani¢ni oblast (right border) T-DNA pienasené Agrobacteriem do

rostlinného genomu. pSa ori je misto zacatku replikace pro Agrobacterium.
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Obr. 3.2: Mapa plazmidu pGreen 0029, zdroj: www.snapgene.com

3.3.3 pERS

Plazmid pERS je binarni vektor, ktery obsahuje gen spektromycinové rezistence pro selekci
v bakteriich (E. coli, Agrobacterium) a gen hygromycinové rezistence (HygroB) pro selekci
v rostlinach. Sekvence zajmu je exprimovana pod fiznim promotorem tvofenym 8 kopiemi
LexA operatoru a minimalnim -46 355 promotorem. Tento fizni promotor je inducibilni; jeho
exprese je aktivovana prostfednictvim chimérického aktivatoru transkripce XVE, ktery je
konstitutivné exprimovan pod G/0-90 promotorem a jehoZ ¢asti je regulacni oblast lidského
estrogenového receptoru. K aktivaci exprese cilové sekvence tedy dojde pouze v pifitomnosti

B-estrogenu, ktery se navaze na XVE fzni protein (Zuo et al. 2000).
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Obr: 3.3: Mapa plazmidu pERS. Vytvoteno v programu Geneius Mgr. Vojtéchem Cermakem.

3.3.4 pCP60 RS-GFP

Binarni vektor pCP60 RS-GFP byl odvozen z plazmidi pCP60 a psmRS-GFP (Nocarova &
Fischer 2009) a pro Gcely této prace byl poskytnut Mgr. Dimitrijem Ty€em jako zdroj 35S:GFP,
slouzici jako reportérovy protein. Podobné jako jiné Ti vektory obsahuje MCS, levou a pravou
hrani¢ni oblast (left border, right border) pro ptfenos prostfednictvim A. tumefaciens. Dale

obsahuje geny kanamycinové rezistence v bakteriich (NPT II]) 1 rostlinach (NPT 1I).

3.3.5 psmRS-GFP

Vektor psmRS-GFP je maly plazmid nesouci 355:RS-GFP a gen kanamycinové rezistence.

Selekce je mozna také prostfednictvim LacZa. Tento plazmid byl pouzit pouze jako zdroj
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sekvence 35S promotoru pro tvorbu konstruktu 355-/R. Je také pivodnim zdrojem genu RS-

GFP nachazejiciho se v ostatnich zde pouzitych plazmidech (Davis & Vierstra 1998).

Tabulka 3.9: Ptehled pouzitych konstrukta

nazev kone¢ny | bakterialni rostlinna popis
vektor | rezistence rezistence

AtRDR6 pGreen | kanamycinova kanamycinova | Gen AfRDR6, 35S promotor

RDR6-IR | pGreen | kanamycinova kanamycinova | Vlasenka proti NiRDR6, 35S
promotor

GFP-AS PERS spektrinomycinova | hygromycinova | RS-GFP v antisense
orientaci, inducibilni
promotor

GFP-BT PERS spektrinomycinova | hygromycinova | Gen RS-GFP bez sekvence
terminatoru, inducibilni
promotor

GFP-IR PERS spektrinomycinova | hygromycinova | Vlasenka proti GFP,
inducibilni promotor

355-IR PERS spektrinomycinova | hygromycinova | Vlasenka proti 355
promotoru, inducibilni
promotor

GFP- pGreen | kanamycinova hygromycinova | Geny RS-GFP a mCherry,

mCherryH"* 35S promotor

GFP- pGreen | kanamycinova - Geny RS-GFP a mCherry,

mCherryH 35S promotor

GFP pCP60 | kanamycinova kanamycinova | Gen RS-GFP, 35S promotor

Konstrukty GEP-mCherryH" a GFP-mCherryH  byly pouZzity pouze za ulelem detekce

fluorescence GFP, nikoliv Cerveného fluorescenéniho proteinu mCherry.

3.4 Prace s DNA

3.4.1 Izolace plazmidové DNA z E. coli

Plazmidova DNA byla izolovana z bakterialni suspenze narostlé ptes noc ve 3 ml tekutého LB

média s piislusnymi antibiotiky. Izolace byla provadéna komerénim kitem Wizard® Plus SV

Minipreps DNA Purification System firmy Promega nebo kitem High-Speed Plasmid Mini Kit

PD100/PD300 od firmy Geneaid. Postup byl vzdy totozny s protokolem vyrobce.
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3.4.2 PCR (Polymerase chain reaction)

Polymerazova fetézova reakce (Polymerase chain reaction, PCR) je metoda amplifikace usekt
DNA zalozena na vyuziti termostabilni DNA-dependentni DNA polymerazy a DNA primert,
coz jsou kratké useky DNA komplementarni s okrajovymi tiseky sekvence DNA, kterd ma byt
amplifikovana. Diky stfidani cykla teplot pro denaturaci DNA molekul, nasedéani primerta a pro
elongaci DNA molekul od mista nasednuti primerti odchazi k (idealn¢) exponencialnimu

vzristu mnozstvi pozadovanych molekul DNA.

Tabulka 3.10: Slozeni PCR reakéni smési

slozka Objem [ul] na 50 pl

reakéni smeési

templatovda DNA” 1

10 uM primery F (forward) + R (reverse) |1 + 1

10 x PCR pufr 5
25 mM MgCl, 3
10 mM dNTPs 1
Taq polymeréza (5 u/pl) 1
dH.0 doplnéna do 50 pl

") v ptipadé plazmidové DNA se koncentrace pohybovala mezi 5-10 ng/ pl, u cDNA fadové

mezi 10"* az 107 ng/ul reakéni smési.

Tabulka 3.11: Parametry PCR

kroky teplota [°C] |trvani pocet cykla
pocatecni denaturace |94 3 min. 1
denaturace 94 30s

annealing Tm-5 30s 20-31
elongace 72 1 min/ 1kb

finalni extenze 72 10 min. 1
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Teplota nasedani primerti (annealing) je o 5 °C niz$i nez jejich teplota tani (Tm). Teplota tani
byla stanovena pfiblizné sectenim bazi primeru podle vzorce: Tm =2 (A+ T) + 4 (C + G), kde
A, T, C, G jsou zkratky bazi DNA, nebo pomoci online nastroje simgene.com/Primer3.

V nékterych piipadech bylo tieba teplotu annealingu optimalizovat experimentalné.

Jako termostabilni DNA polymeréaza byla pouzivana v naprosté vétsing ptipadt Taq polymeraza
(Fermentas). Pro amplifikaci fragementii za ucelem nésledného zaklonovani do pDrive
plazmidu byla pouzivana Dream-Taq polymeraza, ktera je schopna piidat dATP na 3' konci
DNA, tzv. TA-klonovani.

Reakce probihaly v termocycleru MJ Research, typ PTC-200 nebo T100TM BIORAD.

Tabulka 3.12: Seznam pouzitych primerQ

nazev cilova Pouzita teplota | F/R™ | sekvence
sekvence | annealingu
[°C]
AtRDRG6F- AtRDR6 | 53 F CATTTTGCCACATTCTTGTC
kontrola
AtRDR6-S3 | AtRDR6 | 53 R CTT TCT CCC AGA AGA CCT AC
NtRDR6F- NtRDR6 | 60 F CCT CATTGG GTT GCT AGA TCAC
kontrola
NtRDR6 R NtRDR6 | 60 R TCT AGA CTT GCA GCC AAA GAG TTG
ATG
EFlaF EFla 57 F TAC TGC ACT GTG ATT GAT GCC
EFlaR EFla 57 R AGC A AATCATTT GCT TGACACC
antiGFP F RS-GFP 57 F CTC GAG TTA TTT GTA TAG TTC ATC
CAT GCC
antiGFP R RS-GFP 57 R ACT AGT ATG AGT AAA GGA GAA GAA
CTTTTC
MSPi_F MSP 53 F CTCTGCCCTTGTTGTCTCA
MSPi_R MSP 53 R GAACTCCTT CAG CATTAGCT
35S-IR1F 35S 55 F CTC GAG CGT CAG TGG AGA TAT CAC
promotor ATC
35S-IR1R 35S 55 R AAG CTT AGT CTC TTA CGA CTC AAT
promotor GAC
35S-IR2 F 35S 55 F GGA TCC AGT CTC TTA CGA CTC AAT
promotor GAC
35S-IR2 R 35S 55 R CTG CAG TCT AGA CGT CAG TGG AGA
promotor TAT CAC ATC
M13 fwd - 50 F GTA AA ACG ACGG CCAGT
M13 rev - 50 R AAC AGC TAT GAC CAT G

* .
) F/ R zna&i forward nebo reverse primer
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3.4.3 Agarozova gelova elektroforéza

Agrézova gelova elektroforéza byla pouzita pro separaci molekul DNA o riznych délkach nebo
také pro vizualizaci mnozstvi DNA (napt. U semikvantitativni RT-PCR). Tato metoda vyuziva
skute¢nosti, ze molekuly DNA nesou zaporny néaboj, diky kterému se mohou pohybovat ve
stejnosmeérném elektrickém poli, ale jejich schopnost pohybu zavisi na jejich délce, konformaci
a hustot¢ zesitovani agar6zového polymeru.

Pouzivan byl 1,2% agarozovy gel, ktery byl tvoien 1,2% agardzy v 0,5 x TAE pufru, kterému
bylo po rozvateni piidano vizualizaéni barvivo GelRed™ od firmy Biotium v koncentraci
10 pl/ 100 ml agar6zového gelu. Po ¢astecném schladnuti (asi na 60 °C) byl tekuty gel nalit do
formy s plastovym hiebenem o pozadované sifce zubti. Po utuhnuti byl z formy vyjmut a vlozen
do elektroforetické vany s 0,5 x TAE pufrem. Vzorky s DNA byly pfed nanesenim do jamek
smichany s roztokem bromfenolové modfi (0,025% bromfenolova modft, 30% glycerol v 10mM
Tris, pH 7,8) v poméru 5:1. Velikost napéti byla nastavena na 3 — 5V/ cm. K urceni délky
jednotlivych fragment (pfipadné jejich koncentrace na gelu) byl pouzit 1kb marker

GeneRuler™ (firma Fermentas).

Tabulka 3.13: Slozeni 50x TAE puftru pro elektroforézu

slozka mnozstvi na 1 1 pufru

Tris 242 g

kyselina octova (ledova) | 57,1 ml

0,5M EDTA (pH 8,0) | 100 ml

dH20 doplnénodo 11

DNA v gelech byla vizualizovéana prostfednictvim zatfizeni G:BOX s UV transluminatorem od
firmy Syngene v programu GeneSnap 7.09 také od firmy Syngene. Nasnimany obraz byl
uloZen jako TIF soubor. V pfipad¢ potieby stanoveni koncentrace DNA z gelu byl pouzit
program GeneTools 4.01 od firmy Syngene, ktery pfifadil koncentraci DNA ve vzorcich na
zaklade jejich jasu po kalibraci pomoci markeru (standardu), u kterého byla koncentrace DNA
znama. Intenzita jasu odpovida mnozstvi DNA, protoze GelRed™, ktera je excitovatelna UV

zéatrenim, se interkaluje mezi baze DNA.
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3.4.4 1zolace DNA z agarozového gelu

Izolace DNA z agar6zového gelu byla provadéna za pouziti komeréniho kitu QIAEX® II Gel
Extraction kit podle ndvodu s nékolika rozdily.

Z agarozového gelu byla vytiznuta co nejptresnéji ¢ast obsahujici pozadovany fragment, ktera
byla vlozena do jiz zvazené mikrozkumavky, ktera byla spolu s ¢asti gelu opét zvazena, pro
stanoveni pifesné hmotnosti ¢asti gelu. To je nutné z divodu nasledného ptidani pufru QX1 (v
kitu) v trojndsobném objemu (pro fragmenty v rozmezi 100 bp — 4 kbp (pro delsi fragmenty se
jesté pridava dvojndsobny objem dH»O). Nasledovalo pfidani QIAEX II kiemicitych
mikrokulicek (v kitu) v mnozstvi 10 pl (pii mnozstvi do 2 ug DNA), které¢ byly predtim
vortexovany 30 s. Po pfidani bylo opét provedeno protiepani. Vzorek byl inkubovan za stalého
mirného tfepani pii 50 °C 10 min. Poté byl zvortexovan a centrifugovan 1 min. pti 13 000 rpm.
Supernatant byl vylit a ke vzorku ptidano 500 pul pufru QX1, ve kterém byl sediment dikladné
resuspendovan. Nasleduje dals$i centrifugace 1 min. pfi 13 000 rpm a vyliti supernatantu.
Vzorek byl jesté 2x promyt stejnym zpiisobem, tentokrat PE pufrem (v kitu; pfed prvnim
pouzitim nutno doplnit etanol). Dale byl supernatant dikladné odpipetovan a sediment byl
nechan pfiblizné 10 min, aby vyschnul, dokud pelet nezbélal. Poté bylo ke vzorku ptidano 10
pl 1mM Tris-Cl a sediment byl resuspendovan vortexovanim, po kterém byl inkubovan 5 min.
pti 50 °C. Zavérem byl vzorek centrifugvan 1 min. pfi 13 000 rpm a supernatant byl pfenesen
do nové mikrozkumavky. K sedimentu bylo pfidano dalSich 5 - 10 pul 1mM Tris-Cl, se kterymi
je postup zopakovan. Takto vyizolovanych 15 - 20 pl vzorku DNA bylo skladovéno pfi -20 °C.

3.4.5 Ligace

Kazdé ligaci pfedchdzela izolace DNA z agar6zového gelu, ¢imzZ byla zarucena jeji purifikace.
Ligace slouZi ke spojovani linearnich fragmenti DNA prostfednictvim enzymu DNA ligaza.
Obvykle se ptfidava vektor a fragment v poméru 1:3 (pfipadné vy$sim, 1:3 — 10). P#i vypoctu
potfebného mnoZzstvi DNA (v ng) musi byt zohlednéna rozdilna délka ligovanych molekul
DNA.

Obecny vzorec pro vypocet mnozstvi fragmentu vstupujiciho do reakce:

fragment [ng] = mnoZzstvi vektoru [ng] x velikost fragmentu (bp) x pomér F:V / velikost vektoru
(bp)

K ligovani byla pouZivana T4 ligaza a T4 liga¢ni pufr od firmy Fermentas, a to 1 k TA-klonovani

do pDriveru z diivodu nizkého vyizolovaného mnozstvi DNA.
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Tabulka 3.14: Slozky ligacni reakce

slozka objem [ pl/ 10 pl reakéni smési]

T4 ligaza (konc. 5 u/pl) 0,5

T4 pufr 1
vektor Ve stechiometrickém poméru 1:5-7, tak, aby
fragment celkové mnozstvi DNA dosahlo max. 100 ng

dH->O doplnéna do 10 pl (pokud bylo tieba)

Po namichéni liga¢ni smési probihala vlastni enzymaticka reakce 3 hod. za inkubace pii 15 °C,
dale byl enzym inaktivovan pii 70 °C 10 min. Reakce probihaly v termocycleru MJ Research,
typ PTC-200 nebo T100TM BIORAD.

3.4.6 Odsoleni ligac¢ni smési

Liga¢ni smés byla odsolena za pouziti odsolovaci kolonky, ktera byla vytvofena rozvarenim
1% agardézy ve 100mM glukéze. Tento roztok byl rozpipetovan po 1,3 ml do 1,5ml
mikrozkumavek, které byly pielepeny lepici paskou, do které byla zapichnuta 200ul Spicka. Po
ztuhnuti agardzy byly S$picky opatrné vyjmuty, mikrozkumavky ovéazany parafilmem
a skladovany pii 4 °C.

Pti vlastnim odsolovani byla ligacni smés napipetovana do jamky v odsolovaci kolonce, kde

byla ponechéna pti 4 °C po dobu min. 1,5 hod.

3.4.7 Restrikcni Stépeni

Pro vystépeni pozadovanych fragmenti DNA z plazmidd, linearizaci plazmidi ¢i pro ovéfeni
prabéhu a spravnosti klonovani byly pouzivany restrikéni enzymy a odpovidajici restrikéni
pufry od firmy Fermentas. Ptiprava reakéni smési se fidila pokyny vyrobce. Jako ptiklad zde
uvadim dveé restrikéniho Sté€peni, kterd byla pouzita pro vystépeni vlasenky proti promotoru 355

z plazmidu pDrive za ucelem jejiho vlozeni do plazmidu pERS.
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Tabulka 3.15: Slozeni restrikéni smési pro vystépeni celé vlasenky proti 35S promotoru (355-

IR) z pDrive plazmidu

slozka objem [pl/ 20 pl reakéni smési]
Pufr Tango Yellow 2x 4

Xho i (kone. 10 u/pl) 1

Xba i (konc. 10 u/ul) 1

vzorek (pDrive; konc. 40 ng/ul) | 10

dH-0 4 (doplnéni do 20 pl)

Tabulka 3.16: Slozeni restrikéni smési pro naStépeni pERS plazmidu za ucelem ligace

s vlasenkou proti 35S promotoru (35S-1R).

slozka objem [ nl/ 10 pl reakéni smési]
Pufr zeleny (G) 1

Xho i (konc. 10 u/pl) 0,1

Bcu i (konc. 10 u/ul) 0,1

vzorek (pERS; konc. 20 ng/ul) | 5,22

dH.0 3,58 (doplnéni do 10 pl)

V obou uvedenych ptipadech po namichédni restrikéni smési probihaly vlastni enzymaticka
reakce 1 hod. za inkubace pii 37 °C, déale byl enzym inaktivovan pii 65 °C 20 min. Reakce
probihaly v termocycleru MJ Research, typ PTC-200 nebo T100TM BIORAD.

Mnozstvi pouzitého restrikéniho enzymu je pfimo tmérné poctu restrikénich mist ve §tépeném
plazmidu a jeho mnoZstvi. MnoZstvi pouZité¢ho enzymu naopak klesa s jeho rostouci aktivitou
(ptepocteno podle poctu restrikénich mist v A fagovi). Oproti vypoctenému mnozZstvi byl
enzymu do reakce pfidan vzdy dvojndsobek. Mnozstvi enzymu nikdy nepiesdhlo 10 %
celkového objemu reakce.

Pokud po restrikci méla nésledovat ligace, bylo mnozstvi plazmidu pouzitého do restrikce
zvoleno tak, aby €inilo pfiblizné 100 ng. Koncentrace plazmidi byly stanoveny z agarézového

gelu (viz kapitolu 3.4.3).
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3.4.8 Sekvenace DNA

Sekvenace byly provadény laboratoii sekvenace DNA PiF UK. Vzorky byly pro sekvenaci
pfipraveny tak, aby celkovy objem sekvenovaného vzorku €inil 14 pl. Vzorek tedy obsahoval
0,24 pmol ptislusného primeru a 100-200 ng plazmidové DNA, zbyvajici objem byl doplnén
dH»O. Vysledky byly zpracovany pomoci programu Chromas 2.1 a Geneious 7.1.

3.5 Prace s RNA

Pti praci s RNA bylo vzdy dbano na to, aby byla udrzovana na ledu a manipulace s ni probihala
rychle a minimalizovala se tak jeji degradace. Pracovni materidl, ktery pfiSel do styku s RNA,
byl predtim sterilizovan kldvovanim. Se vzorky RNA bylo manipulovano v latexovych

rukavicich.

3.5.1 Izolace RNA

Na izolaci RNA byl pouzivan komeréné dostupny RNeasy® Plant Mini Kit od firmy
QUIAGEN.

Pted vlastni izolaci bylo navazeno na analytickych vahach pozadované mnozstvi rostlinnného
materialu pro kazdy vzorek. Rostlinnym materidlem pro izolaci RNA byly bud’ mlad¢é kalusy
BY-2, nebo 3 dny staré suspenze BY-2. Hmotnost vzorkl se pohybovala mezi 70 — 100 mg. Po
zvazeni byly okamzit€ zabaleny do alobalu a zmrazeny v tekutém dusiku.

Vzorky byly rozdrceny na prasek tlouckem ve tfeci misce, kterd byla predtim dikladné
vymrazena tekutym dusikem. Poté bylo k praSku okamzité pifidano 450 pl RLT pufru
smichaného s B-merkaptoetanolem (10 pl B-merkaptoetanolu na 1 ml RLT pufru) a spole¢né
potadné promichdno a rozdrceno. Rozpustény vzorek v tfeci misce byl nasledné pienesen do
fialové kolonky (QIAshredder spin column) ve 2 ml sbérné zkumavce a centrifugovan 2 min.
pfi maximalni rychlosti (13 000 rpm). Supernatant byl ze sbérné zkumavky ptepipetovan do
nové centrifuga¢ni mikrozkumavky. K supernatantu byl pfidan 0,5 ndsobek objemu ¢istého
96% etanolu a hned promichdno pipetovanim. Cely objem mikrozkumavky byl pfenesen do
riZove kolonky (Rneasy mini column) v 2 ml sbérné zkumavce a centrifugovan 15 s pii 10 000
rpm. Roztok protekly do sbérné zkumavky byl vylit a do kolonky bylo pfiddno 700 ul RW1
pufru. Nasledovala centrifugace po 15 s pifi 10 000 rpm. Protekly roztok byl odstranén i se

sbérnou zkumavkou, ktera byla nahrazena novou. Do kolonky bylo ptipipetovano 500 ul RPE
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purfu (pfed prvnim pouzitim nutno doplnit etanolem) a centrifugovano 15 s pti 10 000 rpm.
Protekly roztok byl vyhozen i se sbérnou zkumavkou. Riizova kolonka byla umisténa do nové
mikrozkumavky a centrifugovana pii maximalni rychlosti 1 min. pro vysuseni membrany
kolonky. Kolonka byla ptfenesena do 1,5 ml mikrozkumavky a bylo do ni napipetovano 30 ul
sterilni dH20. Po tomto kroku byla provedena okamzita centrifugace po dobu 1 min. pii
maximalni rychlosti a nasledné byly mikrozkumavky s vyizolovanou RNA umistény na led.
Vzorky RNA byly skladovany pii -20 °C.

Koncentrace RNA byla urc¢ena prostiednictvim Nanodropu 2000, piipadné spektrofotometricky
(spektrofotomer Thermo Spectronics — BioMate 5) pti A=260 podle vzorce:

¢ [nug/ul] = 40 x hodnota absorbance (Az60) x fedeéni (150x) / 1000

3.5.2 Odstranéni DNA

Pro odstranéni DNA bylo odebrano tolik pl vzorku s izolovanou RNA, aby obsahovalo 1 pg
RNA a bylo doplnéno dH20 do 7,5 pl. Ke smési byl ptidan 1 pl 10x pufru DNAse 1 s obsahem
MgCl (od firmy Fermentas), 0,5 pl inhibitoru RNaz RiboLock RI (Fermentas) a 1 pul DNazy
i (Fermentas). Vzorky byly néasledné inkuvoany pti 37 °C po dobu 30 minut. Poté byl ke
kazdému vzorku pfidan 1pul 25mM EDTA a byl inkubovan 10 minut pii 65 °C pro inaktivaci
enzymu. Inkubace probihala v termocycleru (T100TM BIORAD).

3.5.3 Semikvantitativni RT-PCR

Do RT-PCR bylo pouzito 5 pl smési po inaktivaci DNazy 1. Ke kazdému vzorku bylo pfidano
6,5 ul dH>O a 1 pl oligo-dT23 reverse primeru. Smés byla vloZena do termocycleru (T100TM
BIORAD) na 5 minut pfi 70 °C. Poté byl vzorek urychlené pienesen na led a k nému byly
pfidany 4 pl 5x koncentrovaného RT pufru pro reverzni transkriptdzu (Fermentas), 2 ul 10mM
dNTP a 0,5 pl inhibitoru RN4az (RiboLock RI). Nasledovala inkubace v termocycleru 5 minut
pii 41 °C. Pro vlastni reverzni transkripci bylo pfidano 0,7 pul RNA-dependentni DNA
polymerazy RevertAid™ M-MuLV (Fermentas) s naslednou inkubaci pti 42 °C po 1 hod. a dale
pii 70 °C po 10 min. pro ukonceni reakce. Ziskand cDNA byla skladovana pti -20 °C.

cDNA byla nasledné amplifikovana béZznou PCR (viz kapitolu 3.4.2) pti celkovém objemu 20 pl
reakéni smési. Paralelné s primery nfRDR6 nebo atRDR6 byly vzorky cDNA amplifikovany

v nezavislé PCR s pouzitim primert pro elonga¢ni faktor EF'/a, jehoz mnozstvi slouZilo ke

51



kvantifikaci exprese nebo genit AtZRDR6 a NtRDRG6.

Tabulka 3.17: Slozeni PCR smési pro amplifikaci cDNA.

slozka objem [pl]
templatova DNA” 1 (p¥ip. 0,4 ul)
10 uM primery F + R 0,4+0,4

10x PCR pufr 2

25 mM MgCl, 1,2

10 mM dNTPs 0.4

dH.0 14,4 (ptip. 15 pl)
Taq polymeréza (5 u/pl) 0,2

vysledny objem reakéni smési 1 vzorku

20

") Koncentrace cDNA vstupujici do PCR reakce se pohybovala fadové mezi 10 az 10 ng/ pl.

Tabulka 3.18: Parametry PCR pro amplifikaci cDNA.

parametry PCR AtRDRG6 primery | NtRDR primery | EFla primery
pocatecni denaturace | 94 °C, 3 min 94 °C, 3 min 94 °C, 3 min
denaturace 94 °C,30s 94 °C, 30s 94 °C, 30s
annealing 53°C, 35 s 60 °C, 30s 57°C,35s
elongace 72°C,30s 72 °C, 30s 72 °C, 30s
pocet cyklu 25 30-31 20 - 25

Tucné hodnoty se ukézaly jako optimalni.

Mira exprese nativniho genu NfRDR6 a mira exprese vneseného AtRDR6 byla zjiStovana
z koncentrace amplifikovanych usekiit DNA a pomoci experimentalné stanovené efektivity
PCR. Z téchto hodnot byla zjisténa vychozi koncentrace DNA vzorki AtRDR6, NtRDR6
a EFla. Byl vypocitan pomér koncentraci AtRDR6/ EFla a NtRDR6/EF1, ktery byl v pfipadé
NtRDR6/EF1a porovnan s pomérem u divoké formy. Koncentrace amplifikované DNA byla

zmétena pomoci G:boxu a softwaru GeneSnap 7.09 (viz kapitola 3.4.3).
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3.6 Sledovani zmén fluorescence GFP a priibéhu jeho umlcovani

Zmény ve fluorescenci RS-GFP (ve vSech ptipadech byl pouzivan RS-GFP, proto bude pro
zjednoduseni déale oznacovan jen jako GFP) byly sledovany na kalusech rostoucich na pevném
MS médiu i v suspenznich kulturach péstovanych v tekutém MS médiu (podminky péstovani
viz kapitolu 3.1.3). Exprese umlcujicich konstrukti byla spousténa z indukovatelného
promotoru na plazmidu pERS pomoci B-estradiolu od firmy SIGMA (Cat. No. E2758).
Koncentrace B-estradiolu v médiu byla 2 uM. B-estradiol byl skladovan jako zasobni roztok
o koncentraci 20 mM rozpustény v DMSO pfi -20 °C a do média byl fedén 10 000krat. Jako
kontrolni médium bylo pouzito vzdy pevné nebo tekuté MS médium s piidavkem DMSO.

Tti az Ctyfi tydny po transformaci byla poprvé zjisStovéana intenzita fluorescence kalusi. Ve
vétSiné pripadl (kromé sledovani samovolného uml€ovani) byly pro indukci uml€ovani exprese
GFP vybrany ty kalusy, které mély po transformaci fluorescenci vyssi nez nesvitici negativni
kontrola. Tyto kalusy byly pfesazeny na nové selekéni MS médium, kdy byly ponechany
ptiblizn¢ 10 dni, dokud byly dost velké na to, aby mohly byt rozpileny. Pilka kalusu byla
nasledné pfenesena na indukéni MS médium s estradiolem a druhd polovina na kontrolni MS
médium s DMSO. Méfeni poklesu fluorescence po indukci exprese umléujicich konstruktd bylo
provadéno kazdy 2. den (pripadné kazdy 3. den, pokud by méteni jinak vychdzelo na vikend)
po dobu 14 dnt, a to jak pro kalusy, tak suspenzni kultury. V piipadé varianty transformované
vlasenkou proti 35S promotoru, pod kterym bylo exprimovan GFP, probihalo méfeni pouze na
kalusech, a to po dobu jednoho mésice, béhem kterého doslo jednou k ptesazeni na Cerstvé

médium.

3.6.1 Snimani fluorescence kalusit BY-2

Fluorescence kalusti byla sniména zatfizenim G:BOX od firmy SynGene. Pofizovani snimku
probihalo vZdy za nasledujiciho nastaveni: Excitace GFP bylo dosaZzeno modrou LED diodou
s maximem zafeni pii 465 nm; emisni filtr FILTSP —495-600 nm a doba expozice 1,2 s.
Digitalni vystup z tohoto zafizeni byl vizualizovan programem GeneSnap 7.09 a byl uloZen
v podobé obrazku jako 16-bit TIF soubor.

Najednou bylo snimano vzdy sedm kalust, které rostly spolecné v jedné Petriho misce (priimér
6 cm). Vyjimkou byl pokus zaméfeny na zhodnoceni miry samovolného uml¢ovani, pti kterém
bylo vysazeno kolem 40 kalusii na misku. Tyto kalusy byly snimdny hned poté, co byly

pfesazeny na nové selekéni MS médium po jejich regeneraci (piiblizné mésic po transformaci),
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byly tedy velmi malé.
Negativni i pozitivni kontroly byly péstovany dohromady a byly snimény spolu s uml¢ovanymi
kalusy. V ramci jednoho méteni byly podminky sniméni vzdy shodné. Pii manipulaci s kalusy

v miskach se dbalo na zachovani co nejcistsiho pracovniho prostredi.

3.6.2 Analyza obrazovych dat

Nésledné byly nasnimané obrazky analyzovany v programu NIS-Elements 3.10 (build

637) firmy Laboratory Imaging. Primérnd intenzita fluorescence kazdého kalusu byla
stanovena jako primérna uroven jasu. Hodnoty jasu vychazeji z 16-bit barevné hloubky
obrazkii, kde nejtmavii (Gernd) odpovidd 0 a nejsvétlejsi (bild) 65 535. Ciselné hodnoty
fluorescence byly ze snimkt ziskany ndstrojem ,,Rastrovy ROI editor,” pomoci kterého byla
pfesné ohranicena plocha kazdého kalusu. Vétsinou $lo o ,,autodetekci.” Jestlize se kalusy
dotykaly, byly od sebe oddéleny v programu Zoner Photostudio 16 spolecnosti ZONER
software, a.s. ndstrojem ,Stétec*). Po vyznaceni plochy kazdého kalusu, byla primeérna
intenzita kazdého kalusu zméfena nastrojem ,,M¢fit pole a ROI“. Ziskana data byla ulozena
a dale zpracovana v tabulkovém editoru Microsoft® Excel® z kancelafského baliku

Microsoft® Office 2007 a 2013.

3.6.3 Piiprava bunécné linie BY-2 pro méreni na priutokovém cytometru

Ze suspenzni kultury BY-2 staré 2 — 5 dnli byly odebrany 2 — 4 ml (v zavislosti na hustoté
bunéné suspenze) do 2ml mikrozkumavky (pfipadn€é do dvou mikrozkumavek).
Mikrozkumavky byly centrifugovany pii 200 RCF (centrifuga Universal 32 R Hettich) 5 min.

Médium bylo dikladné odsato a k sedimentu bun¢k bylo pfidano 1,5 ml roztoku enzymu (viz
tabulku 3.19) a jemné promichdno otocenim mikrozkumavky. Bunky v roztoku byly pfeneseny
do 6ti jamkovych kultivacnich desticek a inkubovany 3 hod. pfi 26 °C za mirného tiepani (100
otacek/min., ttepacka Grant-bio POS 300). Buiiky byly poté pieneseny zpét do mikrozkumavek
a centrifugovany pii 200 RCF 5 min. Supernatant obsahujici enzymy byl slit (pfefiltrovan
a zamrazen pro opakované pouziti) a k sedimentu bun¢k byl pfidan 1 ml MS média obsahujici
0,4 M sachar6zy. Sediment byl promichan pfevracenim zkumavky a centrifugovan pii 200 RCF
5 min bez brzdéni rotoru centrifugy. Protoplasty, které¢ zlstaly na hlading, byly 1 ml pipetou
s ustfizenou Spickou pfeneseny do 96-jamkové kultivacni destiCky a pouZity pro métfeni na

pritokovém cytometru.
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Tabulka 3.19: Roztok enzymil pro protoplastovani

slozka /40 ml

0,45 M D-manitol | 3,279

celulaza 0,4
pektolyaza 0,04
dH>O doplnéna do 40 ml

Roztok byl uchovavan piti -20 °C.

3.6.4 Pratokovd cytometrie

Metody priitokové cytometrie bylo vyuzito pro méteni zmén fluorescence u suspenznich kultur
BY - 2. Jeji vyhodou je vysoka pfesnost a moznost analyzovat obrovské mnoZstvi bunék ve
velmi kratkém &ase. VSechna méfeni byla provadéna na priitokovém cytometru BD™ LSR 11
za pouziti jednotky BD™ HTS (High Throughput Sampler). Vystup byl zpracovan programem
BD FACSDiva software a nasledné uloZen jako soubor FSC 3.0. Obsluha pfistroje probihala
podle manualu vyrobce. K excitaci fluorescence GFP byl pouZzit modry laser, A =488 nm a pro
detekci emise GFP byl zapojen GFP filtr (525/50). Méteni vzork probihala do dosazeni 30 000
udalosti, tj. 30 000 detekovanych bungk.

Tabulka 3.20: Nastaveni parametrii pro HTS

Sample flow rate (rychlost priitoku vzorku) |2 ul/ sek

Sample volume (objem nasatého vzorku) |200 pl

Mixing volume (promichavany objem) 100 pl

Mixing speed (rychlost promichévani) 200 pl/ sek

Number of mixes (pocet michani) 2

Wash volume (objem promyvaci tekutiny) |400 pl
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3.6.5 Analyza dat 7 prutokové cytometrie

Analyza dat z pritokové cytometrie probihala ve volné dostupném programu Flowing software
2.5 (www.flowingsoftware.com). Populace zivych bun¢k BY-2 byla vyznacena na zdkladé
experimentalniho stanoveni provedeného Mrg. Vojtéchem Cerméakem pomoci barveni bungk
modrou fluorescen¢ni barvou DAPI, kterd snaze pronika do jader mrtvych bunék (Dimmick
2011). Intenzita fluorescence populace zivych bun¢k transformovanych GFP byla srovnana
s namétfenou intenzitou fluorescence buncék negativni kontroly neobsahujici gen pro GFP
(butiky divokého typu). Zivé buiiky exprimujici GFP, jejichZ intenzita fluorescence byla vyssi

nez u negativni kontroly, jsou dale oznacovany jako ,,svitici®.

3.7 Statisticka analyza dat

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci volné dostupného programu R 3.1.0 (www.r-
project.org). Normalni rozlozeni dat bylo ovéfeno pomoci distribuce residui zobrazenych na
kvantilové-kvantilovém grafu (quantile-quantile plot). Pokud rozlozeni residui neodpovidalo
normalnimu, byla data normalizovana odmocnénim, umocnénim nebo zlogaritmovanim. Pro
porovnavani rozdilli mezi riznymi variantami byly pouzity testy ANOVA, ANOVA s pevnymi
efekty, Tukeyho test a metoda Simultaneous tests for general linear hypotheses (STGLH;
Hothorn et al. 2008). Pouzita statistickd metoda je vzdy uvedena u piislusného vysledku
v zavorce. Pro porovnani intenzit fluorescence bunék BY-2 na kontrolnim a indukénim médiu
v tyZ den méfeni u jedné varianty byl pouZit parovy t-test. Homogenita distribuci kalust
v kategoriich relativniho poklesu fluorescence byla posouzena Pearsonovym chi-kvadrat

testem. VSechny statistické testy byly provadény na hladiné spolehlivosti 0,05.
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4 Vysledky

4.1 Priprava linii BY-2 se sniZenou a zvySenou expresi RDR6

SniZeni ¢i zvySeni exprese RDR6 v bunécné linii BY-2 bylo dosazeno vnesenim konstrukt
AtRDR6 a RDR6-IR zaklonovanych v plazmidech pGreen s kanamycinovou rezistenci (Viz
tabulku 3.12) Oba tyto konstrukty byly vytvofeny Mgr. Vojtéchem Cermakem. V piipadé
konstruktu AtRDR6 se jedna o sekvenci genu RDR6 z Arabidopsis thaliana (kultivar Columbia)
exprimovanou pod 35S promotorem. Tim by méla byt zajisténa pfitomnost vysokého mnozstvi
proteinu RDR6 a zaroven pouziti sekvence exogenniho genu RDR6 sniZuje moznost regulace
a tim rizika negativni zpétné vazby prostfednictvim malych RNA.

Konstrukt RDR6-IR nese ¢ast sekvence genu RDR6 z buné¢né linie tabaku BY-2 (Nicotiana
tabacum) vloZené ve formé invertované repetice oddélené sekvenci intronu z genu pro mangan
stabilizujici protein (MSP) z lilku bramboru (Solanum tuberosum). Na zaklad¢
intramolekularniho parovani, kterému napomaha vystfizeni intronu, dochazi k vytvofeni
dvouvlaknové RNA vzniklé transkripci tohoto konstruktu. Ta by méla vyvolat PTGS (viz
kapitolu 2.4) endogenni RDR6 a snizeni mnozstvi vznikajiciho proteinu RDR6 Vv buiice.
Buiky BY-2 byly transformovany konstrukty AtRDR6 a RDRG6-IR prostiednictvim
A. tumefaciens u zregenerovanych nahodné vybranych kalust byla nasledné zjisténa piiblizna
mira exprese prostiednictvim RT-PCR (viz kapitolu 3.5.3) na zaklad¢ které bylo vybrana
nékolik klont s nejvyssi expresi AtRDR6 nebo se snizenou expresi endogenni NtRDR6 oproti
divoké formé. Tyto klony byly pfevedeny do formy suspenznich kultur, u kterych byla opé&t
stanovena mira exprese prislusnych geni (viz graf 4.1). Pro dalsi praci byly pouzity dva klony
(2A, 7A) se snizenou expresi NtRDRG6, protoze v ptipad¢ snizeni exprese pomoci RDR6-IR
nebyl efekt dostateéné stabilni u varianty RDR6-IR + GFP-IR (viz kapitolu 4.3) a u pozorovani
samovolného uml¢ovani na genetickém pozadi RDR6-IR (viz kapitolu 4.2) byl pouzit pro
transformaci klon 2A, u ostatnich variant RDR6-IR klon 7A. Hladina exprese NtRDRG6, resp.
AtRDRG6 byla u téchto tii linii ovéfovana RT-PCR pted kazdou transformaci.
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Graf 4.1: Pomér koncentraci usekii DNA AtRDR6, NtRDR6 k vnitinimu standardu EFla tii
vzorkli AtRDR6 a RDRG6-IR stanovené prostiednictvim RT-PCR. Pro dalsi préaci byly vybrany
linie 3B (AtRDR6), 2A a 7A (RDRG6-IR).
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4.2 Samovolné umlé¢ovani GFP na tiech riiznych genetickych pozadich
v kalusech BY-2

Buiky BY-2 divokého typu (WT), linie se snizenou expresi NtRDR6 (RDR6-IR) a linie se
zvySenou expresi RDR6 (AtRDR6) byly transformovany konstruktem obsahujicim GFP
a rezistenci proti hygromycinu (plasmid pGreen-GFP-mCherryH"* vytvofeny Mgr. Vojtéchem
Cermékem). Po transformaci byly malé kalusy od kazdé varianty vybrany nahodné a presazeny
na nové selekéni médium s obsahem kanamycinu, hygromycinu a klaforanu v poctu 20 - 40
kalusti na Petriho misku. Bylo vytvofeno 6 misek pro variantu WT, 10 misek pro variantu
AtRDR6 a 9 misek pro RDR6-IR. Po piesazeni byly kalusy vyfoceny v G-boxu za excitace
fluorescence GFP. Po uplynuti 14 dnt byly opét vyfoceny a jejich fluorescence porovnany.
Protoze se statim kalusti neroste jejich fluorescence linearng, byla pro posouzeni piipadného
relativniho poklesu fluorescence béhem 14 dnd pouzita jako referencni fluorescence kalusii
s dlouhodobé vysokou stabilni fluorescenci GFP.

Kalusy, jejichz intenzita fluorescence jiz v 1. den méfeni byla niz§i nez intenzita pozadi
(netransformované kontroly) zvétSsena o 500 jednotek (odpovidajici 13,6 - 23,6 % celkové
hodnoty fluorescence pozadi), byly oznaceny jako ,,nesvitici“ a nebyly pouzity pro stanoveni
mnozstvi samovoln¢ umlcéujicich kalusti. Jako hrani¢ni byla zvolena intenzita fluorescence
0 500 jednotek vyssi nez ma pozadi z divodu mozného vlivu vysoké intenzity fluorescence
sousedniho kalusu na vyslednou fluorescenci kalusu s intenzitou nizkou, a také z diivodu urcité

variability fluorescence i u netransformované kontroly. Timto vybérem by mélo byt zajisténo,
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ze fluorescence pouzitych kalust byla dostatecné nad tirovni pozadi, takZe jeji ptipadny pokles
mohl byt spolehlivé stanoven.

Protoze prubéh intenzity fluorescence pozadi nebyl zcela hladky, byl graf jejich primérnych
hodnot proloZzen polynomickou funkci, a z ni byly hodnoty pro jednotlivé dny méieni
dopocitany (graf 4.2). V ptipadé sledovani TGS pomoci 35S-IR (viz kapitolu 4.7) se jedna 0 dvé
nezavislé polynomické funkce vypocitané pro 1. —15. denapro 17. — 29. den z divodu nutnosti
piesadit kalusy po uplynuti 14 dni na nové médium, které se projevilo poklesem fluorescence
po pasazi. Tyto funkce byly pouzity pro vypocet hodnot pro odecet pozadi
u kalust transformovanych GFP. Tyto hodnoty byly pouzity i pro ucely jinych pokusi.

Graf 4.2: Prumérné intenzity fluorescence netransformovanych kontrolnich kalust

oznacovanych jako pozadi (praméry WT) a z nich aproximované funkce.
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Jiz v prvni den méfeni je jasné prikazny vliv genetického pozadi na intenzitu fluorescence
(ANOVA, p-hodnota < 2x107%6). Fluorescence kalusi s WT pozadim je vyrazné vyssi nez
u zbylych dvou (Tukeyho test, ob& p-hodnoty <1x107). O 14 dni pozdgji se situace zménila;
AtRDR6 se vyznamné lisi od RDR6-IR i WT pozadi (Tukeyho test, obé p-hodnoty <1x107).
Celkova vyznamnost vlivu genetického pozadi zistava nezménéna (ANOVA, p-hodnota

<2x10719),
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Graf ¢ 4.3: Primérné
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Graf ¢. 4.4: Primérné hodnoty intenzity fluorescence v 1. a 15. den pro jednotliva geneticka
pozadi, referenc¢ni kalusy a netransformované nesvitici kalusy pouzité pro odecet pozadi

(aproximované hodnoty, proto zde neni uvedena smérodatna odchylka). Chybové usecky znaci

smérodatné odchylky.
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Za ucelem zjisténi, U kolika kalust od kazdé varianty doslo k samovolnému umlceni GFP, byl
zjistén rozdil primeéru a smérodatné odchylky poméru intenzit fluorescence referencnich kalust
v 15. a 1. dni méfeni. Od poctu kalusti ve vSech souborech, jejichz pomér intenzity fluorescence
byl nizsi nez toto Cislo, bylo odecteno 15,8 % z celkového poctu kalusit daného souboru (bez
kalust, které ,,nesvitily* jiz v 1. dni). Zbyl¢ kalusy byly oznaceny jako samovolné umlcujici.

15,8 % ptedstavuje piiblizné¢ procento kalusti, U nichz lze ocekavat pomér intenzity
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fluorescence nizsi nez pramér zmenseny 0 jednu smérodatnou odchylku v disledku ptirozené
variability (za ptfedpokladu normalniho rozdéleni hodnot; cs.wikipedia.org/wiki/
Smérodatna odchylka). S pouzitim takto ziskanych hodnot (tabulka 4.1) bylo statisticky
prokazano, Ze &etnost samovolné umléenych kalust zavisi na typu genetického pozadi (y? test,

p-hodnota < 2,2x10719).

Tabulka 4.1: Pocty kalust vysazenych na selekéni médium (celkem); pocet kalust, které byly
oznaceny jako ,,nesvitici (v zavorce procenta z celku); pocet samovolné¢ umlcujicich kalust
(v zavorce procenta z celku po odecteni ,,nesviticich* kalust z 1. dne).

AtRDR6 RDRG6-IR WT

celkem | 329 207 223

nesvitici | 8 (2,43 %) 16 (7,73 %) | 0 (0 %)
umlcujici | 162 (50,47 %) | 23 (12,04%) | 133(59,64 %)

Od fluorescence kazdého kalusu (F) byla odectena hodnota pozadi (P; tzn. netransformovanych
WT kalusi) a vydélena primérnou hodnotou fluorescence referen¢nich kalusti (R) v dany den
méfteni, od niz bylo také odeéteno pozadi (P), tedy (F-P)/ (R-P). Takto ziskané hodnoty pro 1.
a 15. den byly nasledné dany do poméru a vyndsobeny 100, ¢imz byl zjistén relativni ziistatek
fluorescence v procentech, tedy do jaké miry dochazelo k samovolnému umléeni (graf 4.5).
i zde je vliv genetického pozadi vyznamny (ANOVA, p-hodnota < 2x107%). V tomto ptipadé
se jedna o signifikantné mensi pokles fluorescence na genetickém pozadi RDR6-IR oproti WT

a AtRDR6 (Tukeyho test, ob& p-hodnoty <1x107).

Graf 4.5: Primérny
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4.3 Indukce umléovani exprese GFP tfemi riiznymi konstrukty na ti‘ech

ruznych genetickych pozadich v kalusech BY-2

Pro sledovéni vlivu zmén exprese RDR6 na prub¢h PTGS bylo vyuZzito systému, ktery se jiz
osvédéil v piipadé experimentt Mgr. Vojtécha Cermaka v ramci jeho diplomové prace (Cermak
2012). Jako reportérovy protein, jehoz exprese méla byt umlcovana prostiednictvim RNA1, byl
pouzit RS-GFP (ve vsech ptipadech byl pouzivan RS-GFP, dale bude tedy uvadén jen jako
GFP), protoze umoziuje snadné sledovani zmény jeho exprese jako zmény V intenzité
fluorescence. PTGS namitené proti GFP bylo zajisténo tfemi riznymi konstrukty, které byly
vytvoreny Mgr. Vojtéchem Cermakem na zakladé poznatk®i 0 mechanismech RNAi. Jedna se
0 tfi derivaty plazmidu pERS, do kterého byl vloZen gen pro GFP v antisense orientaci (dale jen
GFP-AS), gen pro GFP vloZeny do plazmidu bez terminatoru (dale jen GFP-BT) a GFP ve
formé invertované repetice S intronem, vytvorené podobné jako Vv ptipadé ntRDR6-IR (dale jen
GFP-IR). Plazmid pERS8 obsahuje systém, ktery umoziiuje ¢asované spousténi exprese diky
inducibilnimu promotoru, ktery je aktivovan az v pfitomnosti estradiolu. Diky tomu je
zajisténo, ze umlcovani GFP je zahdjeno az po pridani estradiolu do zivného média pro BY-2.
Do vytipovanych BY-2 linii AtRDR6 a RDR6-IR byly postupné supertransformovany jednotlivé
konstrukty spoust&jici umlcovani (inducibilni konstrukty) spoleéné s plazmidem pGreen
nesoucim gen pro GFP pod 35S promotorem (pGreen-GFP-mCherryH™ vytvoifeny Mgr.
V. Cermakem; viz tabulku 3.9). Dale byly tyto inducibilni konstrukty kotransformovany spolu
s pGreen-GFP-mCherryH do divoké formy (WT). Celkem bylo tedy vytvofeno devét variant
lisicich se mirou exprese RDR6 a zplsobem indukce PTGS. Transformace byly provadény
standardnim postupem uvedenym Vv kapitole 3.2.4. Selekce kalusi probihala prostfednictvim
antibiotik v médiu (kanamycin v piipadé¢ AtRDR6, resp. RDR6-IR a hygromycin v piipadé
inducibilnich konstruktll). Z dGivodu nedostatku dal$iho vhodného antibiotika byla selekce na
ptitomnost 35S:GFP provadéna méfenim fluorescence. Z narostlych kalusi na médiu
s antibiotiky, byly od kazdé varianty vybrany ty S nejsilngjsim signalem GFP. Pfesto tato
selekce byla jen pfiblizna z diivodu vétsinou velmi husté vedle sebe narostlych a malych kalust
po transformaci. Tyto vybrané kalusy byly pfesazeny na nové médium s antibiotiky v poctu asi
20 kalusti na misku. Pfiblizné po tydnu byly stdle mladé, ale jiz jasné vymezené a dostate¢né
narostlé kalusy vybrany K presazeni na indukéni médium S estradiolem opét podle intenzity
fluorescence. Vybrany byly jen ty kalusy, které svitily vice nez netransformovana kontrola.
Tyto kalusy byly rozpuleny na dvé pfiblizné stejné ¢asti. Zietel byl bran i na ¢asto nehomogenni

rozlozeni fluorescence v ramci jednoho kalusu; takové kalusy byly rozdéleny tak, aby si
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poloviny co nejvice odpovidaly nejen velikosti, ale i plochou bez fluorescence. Jedna polovina
byla umisténa na médium S estradiolem (induk¢ni) a druhd na kontrolni médium s ptidavkem
DMSO (estradiol byl rozpustén v DMSO). Do induk¢niho i do kontrolniho média byl také
piidavan klaforan. Na kazdou misku bylo vysazeno 7 kalust. Od kazdé varianty vzniklo 8 az
13 dvojic misek po sedmi kalusech. Rozdily v mnozstvi vysazenych kalusii na variantu byly
dany predevsim odlisSnou intenzitou fluorescence kalusti jiz v dob¢ po transformaci, jesté pred
vysazenim na indukci. Celkem bylo na indukéni médium vysazeno 600 kalusii. V kazdém
experimentu byly navic zatazeny 2-3 dvojice misek s kontrolnimi kalusy, tedy s kalusy
netransformovanymi a kalusy exprimujicimi stabiln¢€ jen GFP vysazenymi také na kontrolni
a induk¢éni médium slouzici jako negativni, resp. pozitivni kontrola.

Hned po rozptleni a pfesazeni kalusti na kontrolni a indukéni médium, byla zméfena jejich

fluorescence. Méfeni fluorescence nasledovalo pravidelné kazdé dva az tii dny po dobu 15 dnd.

Tabulka 4.2: Pocty kalust ptesazenych na indukéni médium pro jednotlivé varianty.

konstrukt genetické pozadi
AtRDR6 | RDR6-IR | WT
GFP-AS | 89 68 76
GFP-BT | 63 69 76
GFP-IR |57 50 52

Tabulka 4.3: Pro vyslednou statistickou analyzu a zpracovani vysledku byl pouzit nasledujici

pocet kalusi:

konstrukt genetické pozadi
AtRDRG6 | RDR6-IR | WT
GFP-AS | 87 68 76
GFP-BT | 36 52 75
GFP-IR | 34 50 52

Pro statistickou analyzu byly vybrany jen ty kalusy, u kterych intenzita fluorescence na
kontrolnim médiu ve vSech dnech méteni byla alespon 0 500 jednotek vyssi (odpovidajici 13,6
- 23,6 % celkové hodnoty fluorescence pozadi) nez intenzita fluorescence pozadi (negativni
kontroly).
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Z divodu nevysvétlené vysoké variability dat v prvnim dni méteni (hned po pfesazeni), ktera
je zplsobena z¢asti nepiesnostmi pii pileni kalust, jejich nehomogenni fluorescenci, zbytky
puvodniho média a zfejmé jesté dalsi neobjasnénou pfic¢inou, nebyly vysledky z prvniho métfeni

zahrnuty do vyhodnoceni vysledku a jejich statistického zpracovani.

Obr. 4.1: Tlustra¢ni snimky varianty WT+GFP-AS. Dvojice misek na kontrolnim a indukénim
médiu, ze kterych byla stanovovana fluorescence jednotlivych kalusu. A) 3 dny staré kalusy na
kontrolnim médiu; B) 3 dny staré kalusy na indukénim médiu; C) 15 dni staré kalusy na

kontrolnim médiu; D) 15 dni staré kalusy na indukénim médiu.

4.3.1 Absolutni intenzity fluorescence na kontrolnim a indukcnim médiu

Ptestoze byly ke sledovani umlcovani fluorescence GFP vybirdny cilené¢ kalusy S nejlepsi

fluorescenci pro danou variantu, byla celkova pramérna intenzita fluorescence kalust na
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kontrolni médium s DMSO u riiznych variant odli$n4, coz je vidét na grafu 4.6. Vyznamnou
roli zde ma genetické pozadi i typ inducibilniho konstruktu (ANOVA s pevnymi efekty, p-
hodnoty = 1,7x10-11 a 0,0027). Statisticky vyznamna je ovSem i interakce genetického pozadi
a inducibilniho konstruktu (ANOVA s pevnymi efekty, p-hodnota = 0,0049). Signifikantné se
od sebe lisi vSechny tfi typy genetického pozadi navzajem, tedy WT od AtRDR6 (Tukeyho test,
p-hodnota <1x107), WT od RDR6-IR (Tukeyho test, p-hodnota = 3x10°) i AtRDR6 a RDR6-IR
(Tukeyho test, p-hodnota = 0,012). V piipadé konstrukti je prikazny rozdil v intenzité
fluorescence pouze mezi GFP-IR a GFP-AS (Tukeyho test, p-hodnota = 0,0014). Z grafu 4.6 je
patrné, ze varianty S genetickym pozadim WT u daného konstruktu maji nejvyssi intenzitu
fluorescence, varianty s genetickym pozadim AtRDR6 naopak nejnizsi.

U genetického pozadi WT ma varianta WT+ GFP-IR signifikantné nizsi praimérnou fluorescenci
na DMSO nez zbylé dvé WT+GFP-AS a WT+GFP-BT (STGLH, p-hodnoty = 0,0011 a 0,0033).
Naopak v piipadé porovnavani variant se shodnym konstruktem ma varianta WT+GFP-BT
vyznamné vysSi fluorescenci v porovnani s AtRDR6+GFP-BT a s RDR6-IR+GFP-BT
(STGLH, obé& p-hodnoty < 10#). Priikazn4 je také vy$3i intenzita fluorescence na kontrolnim
médiu u varianty WT+GFP-AS oproti RDR6-IR+GFP-AS a AtRDR6+GFP-AS (STGLH, p-
hodnoty = 0,0038 a < 10%).

Graf 4.6: Krabicové diagramy znazorfujici primérné intenzity fluorescence kalust ze vSech
dnti mé&feni u jednotlivych variant na kontrolnim médiu (bez indukce). Cerné ¢ara znadi stfedni

hodnotu, Gsecky predstavuji horni a dolni kvartil, prazdna kolecka odlehl4 pozorovani.
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Graf 4.7: Histogramy znazornujici Cetnosti (%) primérné intenzity fluorescence kalusti na

kontrolnim médiu Vv pribéhu méteni pro geneticka pozadi RDR6-IR a AtRDR6.
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Pokles intenzity fluorescence u kalust na indukénim médiu oproti kalusim na kontrolnim
médiu v jednotlivé dny byl signifikantni od prvniho po posledni méteni pro v§echny varianty
(parové t-testy) kromé variant GFP-BT, kde u AtRDR6+GFP-BT byl rozdil intenzit
fluorescenci na médiu s DMSO a estradiolem prukazny az 13. a 15. den (p-hodnoty = 0,025
a 0,0034); u RDR6-IR+GFP-BT byl rozdil vyznamny az posledni den méfeni (p-hodnota =
0,0012) a v ptipadé¢ WT+GFP-BT byl rozdil intenzit fluorescence prokazatelny az od 8. dne (p-
hodnota = 0,018). U ostatnich variant ve vSech dnech méfeni byly p-hodnoty nizsi nez 4,5x10 -8
s vyjimkou variant RDR6-IR+GFP-AS a RDR6-IR+GFP-IR ve 3. den méfeni, kdy v obou
ptipadech p-hodnoty ¢inily 0,007.
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Graf 4.8: Histogramy zndzortiujici WT + GFP-AS
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Graf 4.9: Prubéh pramérnych intenzit fluorescence kalusii na kontrolnim médiu s DMSO
a indukénim médiu s estradiolem ve vSech dnech méfeni pro jednotliva geneticka pozadi.
Dvojice modrych a ¢ervenych sloupeckil predstavuji vZzdy primérnou intenzitu fluorescence na
kontrolnim (legenda: D) a induk¢énim (legenda: E) médiu v dany den. Mezi jednotlivymi

méfenimi je rozestup vzdy 2-3 dny. Chybové tsecky predstavuji smérodatnou odchylku.
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Graf 4.10: Pribéh primérnych intenzit fluorescence kalusii na kontrolnim médiu s DMSO
a indukénim médiu s estradiolem ve vSech dnech méteni pro jednotlivé konstrukty. Dvojice
modrych a cervenych sloupecki predstavuji vzdy primérnou intenzitu fluorescence na
kontrolnim (legenda: D) a indukénim (legenda: E) médiu v dany den. Mezi jednotlivymi

meétenimi je rozestup vzdy 2-3 dny. Chybové Gsecky predstavuji smérodatnou odchylku.
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Graf 4.11: Souhrnny graf primérnych intenzit fluorescence kalusti v§ech variant na kontrolnim
médiu S DMSO a indukénim médiu s estradiolem ve vSech dnech méteni. Dvojice modrych
a Cervenych sloupeckt ptedstavuji vzdy primérnou intenzitu fluorescence na kontrolnim
(legenda: D) a indukénim (legenda: E) médiu v dany den. Mezi jednotlivymi méfenimi je

rozestup vzdy 2-3 dny. Chybové tsecky znaci smérodatnou odchylku.
25000

mD mE

20000

15000

10000

Intenzita fluorescence

5000

AtRDR6+AS AtRDR6+BT AtRDR6+IR RDR6-IR+AS RDR6-IR+BT RDR6-IR+IR WT+AS WT+BT WT+IR

68



4.3.2 Relativni mira fluorescence (%)

Efektivita, s jakou byla kazda varianta schopna indukovat PTGS u GFP, je vyjadiena jako
pomgér fluorescence kalusu na médiu indukénim (E) a kontrolnim (D) S odectenym pozadim
nesvitici negativni kontroly (P) pro dané méfeni v procentech, tedy: (E-P)/ (D-P)x100. Tento
pomér udava relativni ztstatek fluorescence (relativni miru fluorescence), odrazejici ,,miru
posttranskripéniho uml¢eni, kde 100 % znaci bez uml¢ovani a 0 % kompletni uml¢eni.

Jiz ve 3. den od piesazeni kalust na induk¢ni a kontrolni médium je jasné patrny vliv typu
genetického pozadi i inducibilniho konstruktu na miru uml¢eni (ANOVA s pevnymi efekty, p-
hodnoty 4x10° a 4x10°; viz graf 4.12). Vyznamné se li§i genetické pozadi RDR6-IR od
AtRDR6 a WT (Tukeyho test, p-hodnoty = 1,8x10™* a 0,035). Vzajemna rozdilnost pomérii
fluorescence je prokazatelna u vSech kombinaci: GFP-AS oproti GFP-IR (Tukeyho test, p-
hodnota = 0,028), GFP-IR proti GFP-BT (Tukeyho test, p-hodnota = 1x107") a GFP-AS oproti
GFP-BT (Tukeyho test, p-hodnota = 4x10™#). V piipadé porovnavani inducibilnich konstrukt
vV ramci genetického pozadi RDR6-IR byl pomér RDR6-IR+GFP-BT priikazné vyssi oproti
RDR6-IR+GFP-AS a RDR6-IR+GFP-IR (STGLH, p-hodnoty = 0,01 a 0,02). Celkov¢ nejnizsi
pomér fluorescence méla v tento den varianta AtRDR6-IR, ktera dosahla vyraznéjsiho umlceni
oproti AtRDR6+GFP-AS a AtRDR6+GFP-BT (STGLH, p-hodnoty = 0,002 a 1x10#). U variant
s genetickym pozadim WT byl signifikantni pokles poméru fluorescence pouze u WT+GFP-IR
vigi WT+GFP-BT (STGLH, p-hodnota = 1,5x10%). Pokud byl srovnavan vzdy stejny
inducibilni konstrukt na riznych genetickych pozadich, byl nalezen vyznamné vétsi pokles
poméru fluorescence AtRDR6+GFP-IR oproti RDR6-IR+GFP-IR (STGLH, p-hodnota =
1x1074).

V 6. den méfeni ma signifikantni vliv na miru uml¢eni uz jen typ inducibilniho konstruktu
(ANOVA s pevnymi efekty, p-hodnota = 2x1071?). Celkové ma GFP-BT vyss§i pomér
fluorescence oproti GFP-AS a GFP-IR (Tukeyho test, p-hodnoty = 4x10%a < 1x107). GFP-IR
ma celkové nejlepsi efektivitu umléeni a signifikantné se 1isi od GFP-AS (Tukeyho test, p-
hodnota = 0,004).

Konkrétné se jedna opét o rozdil mezi RDR6-IR+GFP-IR a RDR6-IR+GFP-BT (STGLH, p-
hodnota = 0,016). U genetického pozadi AtRDR6 byly vyznamné rozdily u vSech tii moznych
kombinaci inducibilnich konstrukti, tedy varianta AARDR6+GFP-IR méla vyrazné€ niz§i pomér
fluorescence v porovnani s AARDR6+GFP-AS (STGLH, p-hodnota = 0,008) i s AtRDR6+GFP-
BT (STGLH, p-hodnota < 1x10™*). Zaroveir AtRDR6+GFP-AS méla vyssi pokles fluorescence
nez AtRDR6+GFP-BT (STGLH, p-hodnota = 0,023). Na genetickém pozadi WT byl pomér
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fluorescence WT+GFP-BT vyrazné vyssi oproti WT+GFP-AS a WT+GFP-IR (STGLH, p-
hodnoty = 8,3x10* a < 1x10%).

Graf 4.12: Primérné poméry intenzit fluorescence (%) kalust BY-2 pro jednotlivé varianty.
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Tabulka 4.4: Smérodatné odchylky miry umlceni vztahujici se ke svrchnimu grafu

varianta 3.den | 6.den | 8.den |10.den | 13.den | 15.den
AtRDR6+AS 36,98 | 41,18 |41,81 38,35 43,25 42,25
AtRDR6+BT 72,95 | 65,99 |79,93 76,58 84,95 82,60
AtRDR6+IR 29,43 | 28,79 | 35,75 38,51 35,31 43,04
RDR6-IR+AS | 34,82 | 34,91 | 31,36 34,50 | 37,46 43,88
RDR6-IR+BT | 72,85 | 73,18 | 67,26 69,89 85,29 89,07
RDR6-IR+IR | 43,75 | 39,55 | 45,65 55,48 52,46 57,07

WT+AS 28,77 | 31,21 |32,13 |41,76 |3352 |46,37
WT+BT 32,69 | 42,41 | 42,67 |43,45 |40,64 |44,05
WT+IR 25,06 | 28,44 |3264 29,81 |3262 |37,04
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V 8. den je stale vyrazny vliv inducibilniho konstruktu (ANOVA s pevnymi efekty, p-hodnoty
=1x10"%) a rozdily jsou priikazné pro viechny tfi navzdjem: GFP-IR oproti GFP-AS a GFP-
BT (Tukeyho test, p-hodnoty = 0,0045 a < 1x107), GFP-AS oproti GFP-BT (Tukeyho test, p-
hodnota = 1x107). Vyznamné vys$§i pomér fluorescence méla varianta RDR6-IR+GFP-BT
oproti RDR6-IR+GFP-AS a RDR6-IR+GFP-IR (STGLH, p-hodnoty = 0,001 a 1x10%).
U genetického pozadi AtRDR6 se od sebe 1isi vSechny tfi varianty navzajem: AtRDR6+GFP-
IR s nejefektivnéj$im umléenim vici AtRDR6+GFP-AS a AtRDR6+GFP-BT (STGLH, p-
hodnoty = 0,001 a <1x10™) a také AtRDR6+GFP-AS vii¢i AtRDR6+GFP-BT, ktera umléuje
nejhufe (STGLH, p-hodnota = 0,021). Na genetickém pozadi WT byl pomér fluorescence
WT+GFP-BT opét vyrazné vyssi oproti WT+GFP-AS a WT+GFP-IR (STGLH, obé& p-hodnoty
<1x10%).

V 10. den je stale vyrazny vliv inducibilniho konstruktu (ANOVA s pevnymi efekty, p-hodnoty
=1,2x1013). Stale je nejvyrazngjsi rozdil GFP-BT vici GFP-AS a GFP-IR (Tukeyho test, p-
hodnoty = 2x107" a < 1x107). Priikkazny je i vy$si relativni pokles fluorescence GFP-IR oproti
GFP-AS (Tukeyho test, p-hodnota = 0,0046). Pti srovnani konkrétnich variant vyznamné
nejméné umlcela varianta RDR6-IR+GFP-BT oproti RDR6-IR+GFP-AS a RDR6-IR+GFP-IR
(STGLH, p-hodnoty = 0,008 a 1,7x107%). U genetického pozadi AtRDR6 se vyznamné lisi
AtRDR6+GFP-BT od AtRDR6+GFP-AS a AtRDR6+GFP-IR (STGLH, p-hodnoty = 0,006
a<1x10™). Na genetickém pozadi WT byl pomér fluorescence WT+GFP-BT opét vyrazné vyssi
oproti WT+GFP-AS a WT+GFP-IR (STGLH, p-hodnoty 6x10 a < 1x10%).

Ve 13. den je stale vyrazny pouze vliv inducibilniho konstruktu (ANOVA s pevnymi efekty, p-
hodnoty = 4,7x10 -~ %), coz je dano znatelnym rozdilem v efektivité umléeni u GFP-BT
v porovnani s GFP-AS a GFP-IR (Tukeyho test, p-hodnoty = 2x107 a < 1x107). Pfi
porovnavani jednotlivych variant vyznamné nejméné umléela varianta RDR6-IR+GFP-BT
oproti RDR6-IR+GFP-AS a RDR6-IR+GFP-IR (STGLH, ob& p-hodnoty < 1x10%).
U genetického pozadi AtRDR6 se od sebe lisi vSechny tfi varianty navzajem: AtRDR6+GFP-
IR s nejefektivnéj$im umléenim vici AtRDR6+GFP-AS a AtRDR6+GFP-BT (STGLH, p-
hodnoty = 0,02 a < 1x10" %) a také AtRDR6+GFP-AS viici AtRDR6+GFP-BT (STGLH, p-
hodnota = 0,021). Na genetickém pozadi WT byl pomér fluorescence WT+GFP-BT opét
vyrazné vyssi oproti WT+GFP-AS a WT+GFP-IR (STGLH, obé p-hodnoty < 1x104).

V 15. den je stale vyrazny pouze vliv inducibilniho konstruktu (ANOVA s pevnymi efekty, p-
hodnoty = 6x10 ~ 1), opét diky rozdilu mezi GFP-BT a GFP-AS s GFP-IR (Tukeyho test, p-
hodnoty = 4,4x10° a <1x107). Vyznamné méné umldela varianta RDR6-IR+GFP-BT oproti
RDR6- RDR6-IR+GFP-IR (STGLH, p-hodnota = 0,003). U genetického pozadi AtRDR6 se 1isi
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AtRDR6+GFP-IR od AtRDR6+GFP-AS a AtRDR6+GFP-BT (STGLH, p-hodnoty = 0,022
a 1x10"%). Na genetickém pozadi WT byl pomér fluorescence WT+GFP-BT opét vyrazné vyssi
oproti WT+GFP-AS a WT+GFP-IR (STGLH, p-hodnoty 0,001 a < 1x104).

4.3.3 Rychlost poklesu relativni miry fluorescence (%)

Rychlost poklesu fluorescence jednotlivych variant byla hodnocena prostfednictvim rozdilu
pomért fluorescence mezi riznymi dny méteni.

V piipadé porovnavani rozdilu mezi pomérem 3. dne a primérem poméru 8. a 10. dne ma na
rychlost poklesu fluorescence vliv jak typ genetického pozadi, tak typ inducibilniho konstruktu
(ANOVA s pevnymi efekty, p-hodnoty = 6x10™* a 3x10 °). Konkrétné se jedna 0 nizsi rychlost
poklesu fluorescence u WT+GFP-BT oproti WT+GFP-AS a WT+GFP-IR (STGLH, p-hodnoty
0,02 a 0,003). Na hranici vyznamnosti se pohybuje také rozdil mezi strmosti poklesu
u AtRDR6+GFP-IR a RDR6-IR+GFP-IR (STGLH, p-hodnota 0,045).

V piipadé porovnavani rozdilu mezi pomérem 3. dne a primérem pom¢éru 13. a 15. dne ma na
rychlost poklesu fluorescence vliv pouze typ inducibilniho konstruktu (ANOVA s pevnymi
efekty, p-hodnota = 2x10%). Konkrétné se jedna 0 niz$i rychlost poklesu fluorescence
u WT+GFP-BT oproti WT+GFP-AS (STGLH, p-hodnota 0,03).

V piipadé porovnavani rozdilu mezi primérem poméru 3. a 6. dne a primérem poméra 13 a 15.
dne, ma na rychlost poklesu fluorescence vliv pouze typ inducibilniho konstruktu (ANOVA
s pevnymi efekty, p-hodnota = 0,001). Konkrétné se jedna 0 nizsi rychlost poklesu fluorescence
u RDR6-IR+GFP-BT oproti RDR6-IR+GFP-IR (STGLH, p-hodnota 0,02).

V ptipadé porovnavani rozdilu mezi primérem poméru 6. a 8. dne a primérem poméra 13.
a 15. dne jiz neni prukazny rozdil mezi rychlosti poklesu fluorescence u zadné z variant
(STGLH), ani celkovy vliv typu inducibilniho konstruktu ¢i genetického pozadi (ANOVA
S pevnymi efekty).

Pti rozdéleni kalusii podle relativniho poklesu fluorescence (%) do 6 kategorii: do 0 %; 0,001
az 30 %; 30,001 az 50 %; 50,001 az 70 %, 70,001 az 100 % a od 100,001 % vyse, se distribuce
u jednotlivych variant prokazatelné lisi ve viech dnech méfeni (Pearsoniv y? test, viechny p-

hodnoty < 2x1071),
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Grafy 4.13: Procentualni zastoupeni kalusti rozdélenych do 6 kategorii podle relativniho

poklesu fluorescence (%) pro jednotlivé inducibilni konstrukty.
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Grafy 4.14: Procentualni zastoupeni kalusti rozdélenych do 6 kategorii podle relativniho

poklesu fluorescence (%) pro jednotliva genetickd pozadi.
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4.4 Indukce umléovani exprese GFP tfemi riiznymi inducibilnimi
konstrukty na tiech genetickych pozadich ve vybranych liniich BY-2

péstovanych formou suspenznich kultur

Po ukonceni sledovani fluorescence kalust bylo od kazdé varianty vybrano 10 — 20 kalusu,
které po 15 dnech na indukci dosahly nejvyraznéj$iho umlceni a zaroven v prubéhu celého
méfteni jejich fluorescence stabilné klesala, nebo se alespon tomuto trendu nejvice blizila. Klony
téchto kalusti na médiu s DMSO byly piesazeny na nové médium pouze S piidavkem klaforanu.
U variant obsahujicich RDR6-IR bylo nejdiive provedeno ovéfeni hladiny exprese endogenni
RDR6 v kalusech prostiednictvim RT-PCR.

Vybrané kalusy byly pievedeny do formy suspenzi, U nichz byla opét ovétena hladina exprese
tentokrat u NtRDR6 i AtRDR6 pomoci RT-PCR, na zakladé které byly vybrany 2 az 4 klony od
kazdé varianty pro sledovdni zmén fluorescence po indukci estradiolem na pratokovém
cytometru. V piipad¢ variant S genetickym pozadim divoké formy (WT) RT-PCR provadéna
nebyla a vybrané klony byly rovnou pouzity k dalsimu méfeni fluorescence.

U takto vybranych kloni byla po dobu 15 dni méfena intenzita fluorescence na pritokovém
cytometru. Méfeni bylo provadéno kazdé 2 — 3 dny, vzdy stfidavé na dva/ tfi a Ctyfi/ pét dnit
starych buiikach. Jako ,,svitici“ byly oznaceny bunky, jejichz intenzita fluorescence byla vyssi,

nez intenzita fluorescence netransformované negativni kontroly.

4.4.1 Absolutni intenzity fluorescence na kontrolnim a indukénim médiu

Byla porovnana celkova primérna intenzita fluorescence vSech zivych bun¢k kazdé linie BY-
2 na kontrolnim médiu s DMSO v celém pribéhu méfeni. Zadny rozdil neni statisticky
prukazny. Podobné, ani rozdily mezi intenzitou fluorescence zivych bunék na indukénim médiu

zprumérované za vSechny dny méfeni nejsou statisticky vyznamné.

4.4.2 MnoZstvi Zivych a ,,sviticich* bunék na kontrolnim a indukcnim médiu

Primérna mnozstvi ,,sviticich® zivych bun€k v kontrolnim médiu vyjadiena v procentech pro
kazdou linii BY-2 se mezi Zadnou z variant vyznamné nelisila a ani vliv typu inducibilniho
konstruktu ¢i genetického pozadi nebyl prukazny. Naproti tomu v piipadé mnozstvi zivych
,»sviticich® bun€k v indukénim médiu, je prikazny vliv konstruktu (ANOVA, p-hodnota =
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0,041). Konkrétné je signifikantni niz$i mnozstvi sviticich bun¢k u GFP-IR oproti GFP-BT
(Tukeyho test, p-hodnota = 0,035).

Graf 4.15: Krabicové diagramy znazornujici celkové prumérné mnozstvi ,,sviticich zivych
bun¢k v indukénim médiu U jednotlivych genetickych pozadi a inducibilnich konstruktii za
viechny dny méfeni. Cerna ¢ara znadi stéedni hodnotu, iisetky predstavuji horni a dolni kvartil,

prazdna kolecka odlehl4 pozorovani.
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4.4.3 Relativni mira fluorescence (%)

Mira PTGS GFP byla obdobné jako Vv pfipadé¢ kalusli BY-2 stanovena u jednotlivych
suspenznich linii BY-2 jako pomér praméra intenzit fluorescence vsech Zivych bunék
v induk¢nim médiu s estradiolem (E) a v kontrolnim médiu s DMSO (D) vynasobeny 100
v kazdém dni méfeni, tedy E/D x 100. Tento pomér udava relativni zistatek fluorescence
(relativni miru fluorescence), odrazejici ,,miru posttranskripéniho umlceni,” kde 100 % znaci
bez umlcovani a 0 % kompletni umlceni.

Ve 3. den ma na miru umléeni vliv typ inducibilniho konstruktu (ANOVA, p-hodnota =
0,0015), coz dokumentuje i signifikantné vyssi pomér intenzit fluorescence u GFP-BT proti
GFP-IR a GFP-AS (Tukeyho test, p-hodnoty = 0,0016 a 0,012). Pti srovnani jednotlivych
variant mezi sebou plati, ze U AtRDR6+GFP-BT je pomér intenzit fluorescence vyssi nez
u AtRDR6+GFP-IR (STGLH, p-hodnota = 0,029).

Nasledujici dny méfeni jiz neni prikazny zadny rozdil v mife umlceni mezi jednotlivymi

variantami, ani vliv typu inducibilniho konstruktu nebo genetického pozadi.
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Graf 4.16: Pomér intenzit fluorescence (%) jednotlivych klonti suspenznich kultur BY-2 pro

varianty s genetickym pozadim AtRDRG6 Vv jednotlivé dny méteni.
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Graf 4.17: Pomér intenzit fluorescence (%) jednotlivych klonti suspenznich kultur BY-2 pro

varianty s genetickym pozadim RDR6-IR v jednotlivé dny méfeni.
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Graf 4.18: Pomér intenzit fluorescence (%) jednotlivych kloni suspenznich kultur BY-2 pro

varianty s genetickym pozadim WT v jednotlivé dny méfeni.
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Graf 4.19: Pramérné poméry intenzit fluorescence (%) vSech variant U suspenznich kultur

BY- 2 v jednotlivé dny méfeni.
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4.4.4 Rychlost poklesu poméru fluorescence suspenznich linii, jejichZ relativni mira

fluorescence klesla pod 40 %

Cilem sledovani dynamicky PTGS na suspenznich liniich, bylo mj. zhodnoceni rychlosti
nastupu umlcovani U nejlépe umlcujicich klonti, proto byly vybrany suspenzni linie, u kterych
doslo k poklesu relativni fluorescence na méné nez 40 % Vv posledni den, a na tomto souboru
byla provedena statisticka analyza.

Rychlost postupu PTGS u téchto suspenznich linii byla posuzovana prostfednictvim
porovnavani rozdili mezi poméry miry fluorescence v 1. a 3. dni, v 1. a 6. dni. Dale byl
porovnan rozdil mezi pomérem fluorescence Vv 1. dni a primérem poméra 13. a 15. dne.

V ptipad¢ rozdilu mezi 1. a 3. dnem je vyznamny vliv typu konstruktu i genetického pozadi
(ANOVA, p-hodnoty = 1,6x10* a 0,04). Signifikantni jsou rozdily mezi vSemi konstrukty
navzajem; GFP-IR prikazné umléel nejrychleji v porovnani s GFP-AS a GFP-BT (Tukeyho
test, p-hodnoty = 0,028 a 1,3x10#) a GFP-AS umlgel rychleji nez GFP-BT (Tukeyho test, p-
hodnota = 8,2x10%). Vyznamny je také rozdil mezi pozadimi WT a AtRDRS6, kdy 0 trochu 1épe
umlcuje pozadi WT (Tukeyho test, p-hodnota = 0,034).

Rozdilna rychlost poklesu mezi 1. a 6. dnem je prikazné dana typem konstruktu (ANOVA, p-
hodnota = 5,1x107®). Jedna se 0 signifikantné pomalej$i uml¢ovani GFP-BT oproti GFP-AS
a GFP-IR (Tukeyho test, p-hodnoty = 0,028 a 4,1x107%). V piipadé rozdilu mezi 1. a primérem
13.a15. dne, ktery popisuje schopnost danych linii umlcet expresi GFP, je situace stejna, pouze
p-hodnoty jsou vyssi (ANOVA, p-hodnota = 0,02).

4.4.5 Pomér Zivych a ,,sviticich* bunék na indukénim a kontrolnim médiu

V ptipad¢ hodnoceni pomérti mnozstvi zivych ,,sviticich® bun€k v indukénim a kontrolnim
médiu U jednotlivych variant je ve 3. dni statisticky vyznamny rozdil mezi AtRDR6+GFP-BT
a AtRDR6+GFP-IR (STGLH, p-hodnota = 0,031); celkov¢ je tedy prikazny vliv konstruktu
(ANOVA, p-hodnota = 0,0081). Tukeyho test potvrdil tento trend mezi variantami s GFP-BT
a GFP-IR obecné (p-hodnota = 0,0066).

V 6. den ma na pomér zivych ,,sviticich® bunék typ konstruktu stale vliv (ANOVA, p-hodnota
=6,1x10%). Obecné je vyznamny vyssi pomér poétu zivych ,,sviticich® bungk u GFP-BT oproti
GFP-AS a GFP-IR (Tukeyho test, p-hodnoty = 0,045 a 4,1x10™). Pii srovnani konkrétnich
variant vychazi jako signifikantni niz$i pomér mnozstvi zivych ,,sviticich® bun¢k u RDR6-

IR+GFP-IR oproti RDR6-IR+GFP-AS a RDR6-IR+GFP-BT (STGLH, p-hodnoty = 0,034
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a 0,0027). Dale je prikazny rozdil mezi WT+GFP-AS a WT+GFP-BT (STGLH, p-hodnoty =
0,021).

V 8. den ma na pomér zivych ,,sviticich® bun¢k typ konstruktu stale vliv (ANOVA, p-hodnota
=0,0026). Obecné je vyznamny vyssi pomér poctu zivych ,,sviticich® bunék u GFP-BT oproti
GFP-AS a GFP-IR (Tukeyho test, p-hodnoty = 0,02 a 0,0027). Pfi srovnani konkrétnich variant
vychazi jako signifikantni rozdil mezi WT+GFP-AS a WT+GFP-BT (STGLH, p-hodnoty =
0,036).

V 10. den ma na pomeér zivych ,,sviticich® bunék typ konstruktu stale vliv (ANOVA, p-hodnota
= 0,018). Obecné je vyznamny vyssi pomér poctu zivych ,,sviticich® bunék u GFP-BT oproti
GFP-IR (Tukeyho test, p-hodnota = 0,018). Vyznamné rozdily mezi jednotlivymi variantami
nebyly nalezeny. Pro 13. a 15. den je situace stejna, p-hodnoty se oproti 10. dni li$i az od 3.

desetinného mista.

Graf 4.20: Primérné poméry procentudlniho mnozstvi zivych ,sviticich® buné¢k BY-2

U jednotlivych variant v indukénim (E) a kontrolnim médiu (D) v jednotlivé dny méteni.
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4.4.6 Rychlost poklesu poméru Zivych ,,sviticich® bunék na indukénim a kontrolnim

médiu suspenznich linii, jejich? relativni mira fluorescence klesla pod 40 %

Rychlost postupu PTGS u vybranych suspenznich linii prostfednictvim porovnavani rozdila
mezi poméry mnozstvi ,,sviticich® bun¢k v rizné dny byla hodnocena jako rozdil mezi
pomérem 1. dne a 3. dne, mezi pomérem 1. dne a 6. dne a dale mezi pomérem 1. dne a praméry
poméru 13. a 15. dne.

V ptipad¢€ rozdilu mezi 1. a 3. dnem je vyznamny vliv typu konstruktu (ANOVA, p-hodnota =
4,8x107). Signifikantni jsou rozdily mezi viemi konstrukty navzajem; GFP-IR prikazné
umléelo nejrychleji v porovnani s GFP-AS a GFP-BT (Tukeyho test, p-hodnoty = 2,7x10*
a5,7x107°) a GFP-AS umléel rychleji nez GFP-BT (Tukeyho test, p-hodnota = 0,01).
Rozdilna rychlost poklesu mezi 1. a 6. dnem je prukazné dana typem konstruktu (ANOVA, p-
hodnota = 3x10#). Jedna se o signifikantné rychlejsi uml¢ovani GFP-IR oproti GFP-AS a GFP-
BT (Tukeyho test, p-hodnoty = 8,3x10* a 5,2x10™). V piipadé rozdilu mezi 1. a primérem 13.
a 15. dne se na rozdilech vyznamné podili vliv konstruktu (ANOVA, p-hodnota = 7,5x10%).
Stale plati, ze nejlépe umlcely varianty GFP-IR v porovnani s GFP-AS a GFP-BT (Tukeyho
test, p-hodnoty = 8,9x102 a 6,8x10#). GFP-BT umléely méné& nez GFP-AS (Tukeyho test, p-
hodnota = 0,021).

4.5 Obnovovani exprese GFP na dvou genetickych pozadich v suspenznich

kulturach BY-2 po vysazeni f-estradiolu

Suspenzni linie s genetickym pozadim WT a AtRDRG6 byly po ukonéeni experimentu S indukci
umlCovani v 15. den zpasazovany do novych MS médii bez ptidavku p-estradiolu nebo DMSO.
Naésledujici dny (od 20. dne) byla métfena rychlost obnovovani fluorescence stejnym zptisobem
jako v pripadé indukce umlc¢ovani, s tim rozdilem, Ze méfeni probihalo jen jednou tydné vzdy
na 4 dny starych kulturach. Do tohoto experimentu nebyla pouZita linie WT+IR(2), protoze na
indukci estradiolem piestala reagovat.

Pfi obnovovani exprese GFP by tcast RDR6 neméla byt potfebna. Vzhledem k tomuto
predpokladu nebylo do tohoto experimentu genetické pozadi RDR6-IR pouzito, protoze by se
ziejmé chovalo podobné jako genetické pozadi WT. Genetické pozadi AtRDR6 bylo vybrano
pro ptipad, Ze by vysokd hladina RDR6 méla na obnovovani exprese negativni vliv. Navic za
predpokladu, Ze by genetické pozadi RDR6-IR mélo umlcovat nejhiie, nemuselo by byt

obnoveni fluorescence jasné patrné.
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4.5.1 Relativni mira fluorescence (%)

Hodnoceni vysledki probihalo podobné jako Vv pifipadé experimentu S indukci uml¢ovani. Opét
byla stanovena mira fluorescence GFP (%) U jednotlivych suspenznich linii BY-2 jako pomér
priméru intenzit fluorescence vSech zivych bunék, které se diive nachazely v indukénim médiu
(E) a v kontrolnim médiu (D) vynasobeny 100 v kazdém dni méfeni, tedy E/D x 100.

20. a 24. den stale nejsou prukazné zadné rozdily mezi procentudlnimi poméry fluorescence.
31. den méfeni je patrny vliv typu konstruktu (ANOVA, p-hodnota = 0,017), a to konkrétné
mezi GFP-IR a GFP-AS (Tukeyho test, p-hodnota = 0,015). Pti srovnani jednotlivych variant
ma WT+GFP-IR prokazatelné vyssi relativni fluorescenci oproti WT+GFP-AS (Tukeyho test,
p-hodnota = 0,035). 38. den zistava situace stejna, pouze se doslo k mirnému zvyseni p-hodnot.

45. den je vliv konstruktu jesté na hranici vyznamnosti (ANOVA, p-hodnota = 0,047), ale jiné

rozdily jiz signifikantni nejsou.

Graf 4.21 Poméry intenzit fluorescence (%) jednotlivych suspenznich linii s genetickym
pozadim AtRDR6 po vysazeni estradiolu v jednotlivé dny méfeni. 15. den je poslednim dnem

kultivace bunék BY-2 v induk¢énim médiu.
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4.5.2 Rychlost vzestupu relativni miry fluorescence (%)

Rozdily ve strmosti nartstu poméru fluorescence jednotlivych variant byly hodnoceny pomoci
rozdilu poméra fluorescence ve 31. a 15. den; dale také rozdil mezi 45. a 15. dnem. V prvnim
piipadé je jasné patrny vliv typu konstruktu (ANOVA, p-hodnota = 3,2x107%). Konkrétné se
jedna o rychlejsi nartst relativni miry fluorescence u GFP-IR oproti GFP-BT a GFP-AS
(Tukeyho test, p-hodnoty = 2,6x10° a 0,035).

V ptipad¢ rozdilu mezi 45. a 15. dnem je stale signifikantni vliv typu konstruktu (ANOVA, p-
hodnota = 0,014), konkrétn¢ pro GFP-IR a GFP-BT (Tukeyho test, p-hodnota = 0,011). Mezi
jednotlivymi variantami nebyl nalezen Zadny prikazny rozdil.

20. a24. den se hodnoty poméri fluorescence jesté prokazatelné 1isi od 100 % (t-test, p-hodnoty
= 1,8x10), kterych by mély podle piedpokladii postupné nabyvat. V dalsi dny jiz rozdil neni
statisticky signifikantni.

Graf 4.22: Poméry intenzit fluorescence (%) jednotlivych suspenznich linii s genetickym
pozadim WT po vysazeni estradiolu v jednotlivé dny méfeni. 15. den je poslednim dnem
kultivace bunék BY-2 v indukénim médiu. Pro lepsi pfehlednost bylo rozmezi osy y (Mira
fluorescence [%]) zvoleno od 0 % do 200 %, z toho dtvodu jsou u linie WT+IR (3) zobrazeny

jen 3 body méfeni, hodnoty poméru fluorescence u ni kontinudlné rostly, az ve 45. den pomér
dosahl 725,15 %.
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Graf 4.23: Primérné poméry intenzit fluorescence (%) genetickych pozadich AtRDR6 a WT
suspenznich kultur BY-2 po vysazeni estradiolu v jednotlivé dny méteni. 15. den je poslednim
dnem kultivace bun¢k BY-2 v indukénim médiu.
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4.5.3 Pomeéry Zivych ,,sviticich® bunék BY-2

Dale bylo hodnoceno pomérné zastoupeni Zivych ,,sviticich® bunék BY-2 v jednotlivé dny
mé&feni. 20. den se vliv typu konstruktu nachazi na hranici vyznamnosti (ANOVA, p-hodnota
= 0,046), ale konkrétni rozdily nalezeny nebyly. 24. den nebyl prikazny vliv genetického
pozadi ani konstruktu. 31. den je jiz ptitomen vliv konstruktu (ANOVA, p-hodnota = 0,028).
Jedna se 0 rozdil mezi GFP-IR a GFP-AS (Tukeyho test, p-hodnota = 0,029). Ve zbyvajicich

dnech méfeni jiZ nejsou vyznamné Zadné rozdily.

4.5.4 Rychlost vzestupu poméru Zivych ,,sviticich“ bunék BY-2

Rychlost nartistu mnozstvi zivych ,.sviticich® bun€k byla stanovena jako rozdil mezi poméry
procentudlnich mnozstvi zivych ,sviticich® bunck, které byly plvodné kultivovany
v indukénim a kontrolnim médiu (E/ D), @ pomé&ry procentudlnich mnozstvi zivych ,,sviticich*
bunék, které byly v 15. den jesté kultivovany v indukénim a kontrolnim médiu (E/D), a to
pro 31. a 15. den, a také pro 45. a 15. den. V prvnim piipad¢ je signifikantni vliv typu konstruktu

(ANOVA, p-hodnota = 5,3x107%). P¥i bliz§im stanoveni jde 0 vyznamné strmé&jsi narist u GFP-
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IR oproti GFP-BT (Tukeyho test, p-hodnota = 4,1x1073). V ptipadé rozdilu mezi 45. a 15. dnem
je vysledek obdobny, pouze p-hodnoty jsou vyssi (ANOVA, p-hodnota = 0,016).

20. den jsou poméry zivych ,sviticich®, pivodné indukovanych a kontrolnich bunék jesté
prokazatelné odlisné od 100 % (t-test, p-hodnoty = 7,6x10°), kterych by mély podle
predpokladii postupné nabyvat. V dalsi dny jiz rozdil neni statisticky signifikantni.

Graf 4.24: Primérné poméry procentudlniho mnozstvi zivych ,sviticich® bun¢k BY-2
u genetickych pozadi AtRDR6 a WT po vysazeni indukce v jednotlivé dny méieni. 15. den je
poslednim dnem kultivace bun¢k BY-2 v indukénim médiu.
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4.6 Tvorba konstruktu 35S-IR pro spusténi transkripéniho umlceni

Pro indukci TGS byl pfipraven konstrukt nesouci sekvenci CaMV 35S promotoru v podobé
invertované repetice (35S-IR) pierusené sekvenci intronu MSPi pod inducibilnim promotorem
v plazmidu pERS8 (podobné jako Vv piipadé konstruktu GFP-IR).

Nejprve byla pomoci PCR s pfislusnymi primery amplifikovana sekvence 35S promotoru
z plazmidu psmRS-GFP, a pomoci TA-klonovani byly ¢asti vlasenky (IR1 a IR2) jednotlivé
vlozeny do vektoru pDrive. Vytvofené plazmidy byly pomnozeny v bakteriich E. coli, ze
kterych byly nasledné vyizolovany, a spravnost vlozenych sekvenci byla ovétena restrikénim

Stépenim a sekvenaci.
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Fragment IR2 byl vystépen z pDrive-IR2 restrik¢nimi enzymy BamHI a Pstl. Podobn¢ byl
témito enzymy roz§tépen i pDrive-MSPi, ktery byl poskytnut Mgr. Vojtéchem Cermakem. Po
izolaci z agar6zového gelu byly ob¢ ¢asti spojeny ligaci.

pDrive-MSPi-IR2 byl pomnozen Vv E. coli, vyizolovan z bakterii a ovéfen restrikénim $t€penim.
pDrive-IR1 byl §tépen restrikénimi enzymy HindIII a Xhol za G¢elem vystépeni fragmentu IR1.
Stejnymi enzymy byl restrikéné sté€pen také pDrive-MSPi-IR2. Po izolaci z agar6zového gelu
nasledovala ligace fragmentu IR1 s rozst€épenym vektorem pDrive-MSPi-IR2 a pomnozeni
pDrive-35S-IR v E. coli. Spravnost pDrive-35S-IR byla po izolaci z bakterii ovéfena
restrikénim Stépenim a sekvenaci. Nésledovalo restrikéni Stépeni za Gcelem vlozeni sekvence
35S-IR do plazmidu pERS8 s inducibilnim promotorem. Segment byl vystépen restrikénimi
enzymy Xhol a Xbal. pER8 byl otevien pomoci restrikénich enzymu Xhol a Beul. (Po §tépeni
Bcl a Xbal jsou vzniklé ptesahujici konce navzajem komplementarni.) Po izolaci DNA
z agardzového gelu byla provedena ligace fragmentu 35S-IR a vektoru pER8. Plazmid pERS-
35S-IR byl pomnozen Vv E. coli a nasledn¢ izolovan.

PER8-35S-IR byl elektroporovan do A. tumefaciens, prosttednictvim néhoz byly posléze

transformovany buiiky BY-2.

4.7 Indukce umlcovani exprese GFP konstruktem v kalusech BY-2

Konstruktem byly buniky BY-2 transformovany dvakrat nezavisle na sob&. V prvnim piipadé
se jednalo o linii BY-2 jiz nesouci gen pro GFP (poskytnutou Mgr. Vojtéchem Cermakem),
tedy mista inzerce tohoto genu byla shodnd u vSech kalusti nésledné¢ transformovanych
konstruktem. Podruhé byla provedena kotransformace konstrukty a 35S:GFP (v plazmidu
pCP60, ktery byl poskytnut Mgr. Dimitrijem Ty¢em), takto vytvoiené kalusy byly tedy
geneticky variabilngjsi oproti ptedchozim (variabilni bylo i misto inzerce 35S:GFP). Méfeni
fluorescence kalusi probihalo stejnym zplsobem jako Vv piedchozich ptipadech, opét
Vv pravidelném intervalu 2-3 dnt, tentokrat po dobu 29 dni. Mezi 15. a 17. dnem byly kalusy
pfesazeny na nova induk¢ni a kontrolni média.

Pro statistickou analyzu byly i v tomto pfipad¢ vybrany jen ty kalusy, u kterych intenzita
fluorescence na kontrolnim médiu ve vSech dnech méfeni byla alespon o 500 jednotek
(odpovidajici 13,6 - 23,6 % celkové hodnoty fluorescence pozadi) vysSi nez intenzita

fluorescence pozadi (negativni kontroly).
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Tabulka 4.5: Pocty kalusti pfesazenych na indukéni médium pro variantu 35S-IR a jejich

mnozstvi nasledné vybrané pro statistickou analyzu.

zpusob transformace

supertransformace | kotransformace

vysazeno na induk¢éni médium | 88 63

pro statistickou analyzu 84 34

Odlisnost dvou souborii kalust z hlediska homogenity inzerce GFP se projevila vyssi intenzitou
fluorescence na kontrolnim médiu v 1. den u varianty s jednotnou inzerci GFP (ANOVA, p-
hodnoty = 0,023). Primérna intenzita fluorescence kalustu na kontrolnim médiu v 1. den ¢inila
u varianty s homogenni inzerci GFP 7600,8, u varianty s nejednotnou inzerci 5945,41 jednotek.
Efektivita, s jakou byla kazda sada kalusi (kotransformace, supertransformace) schopna
indukovat TGS, je vyjadiena jako pomér fluorescence kalusu na médiu indukénim (E)
a kontrolnim (D) s odectenym pozadim nesvitici negativni kontroly (P) pro dané méfeni
v procentech, tedy: (E-P)/ (D-P)x100. Tento pomér udava relativni zlstatek fluorescence
(relativni miru fluorescence), odrazejici ,,miru transkripéniho umlceni,” kde 100 % znaci bez
umlcovani a 0 % kompletni umlceni.

Mira umlceni supertransformovanych kalusi byla ve 3. den prikazné niZ§i oproti
kotransformovanym (ANOVA s pevnymi efekty, p-hodnota = 0,039). V ostatnich
porovnavanych dnech (1., 6., 8., 15, 22., 29. den) se mezi kotransformovanymi

a supertransformovanymi kalusy nelisila.

Graf 4.25: Praimérna intenzita fluorescence kalust 35S-IR. Méfeni jsou od sebe vzdalena 2-3
dny. Dvojice modrych (intenzita fluorescence na médiu s DMSO) a Cervenych (intenzita
fluorescence na médiu s estradiolem) sloupeckli znazoriiuje jedno méfeni. Chybové tusecky
predstavuji smérodatnou odchylku.
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Graf 4.26: Distribuce Cetnosti kalusi v procentech pro intenzitu fluorescence v 1. den méfeni.
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Graf 4.27: Pribéh umleni exprese GFP u kalusi transformovanych konstruktem 35S-IR

vyjadieny jako pomér fluorescence [%]. Teckované Cary znazornuji trend priabéhu umléeni

fluorescence, pokud by se jednalo o logaritmickou funkci. Mezi 15. a 17. dnem byly kalusy

ptesazeny na nova indukéni a kontrolni média.
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Graf 4.28: Srovnani primérné intenzity fluorescence kalusti 35S-IR na médiu s estradiolem

a DMSO. Mezi 15. a 17. dnem byly kalusy pfesazeny na nova induk¢ni a kontrolni média.
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Kalusy 35S-IR kotransformované s 35S:GFP (dale jen 35S-IR) bylo mozné porovnavat
S posttranskripéné uml¢ovanymi variantami WT+GFP-AS, WT+GFP-BT a WT+GFP-IR.

Statisticky vyznamn¢ se prumérna intenzita fluorescence kalust 35S-IR (3. — 15. den) nelisila

od zbylych variant. Celkovy vliv konstruktu byl patrny (ANOVA s pevnymi efekty, p-hodnota
=0,011).
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Graf 4.29: Histogram znazornujici
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Graf 4.30: Prabéh umlceni exprese GFP u kalusti s WT genetickym pozadim na indukénim
médiu vyjadreny jako pomér fluorescence [%)]. Teckované Cary znazorfuji trend pribéhu

umlceni fluorescence, pokud by se jednalo o logaritmickou funkci.
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Tabulka 4.6: Smérodatné odchylky miry umléeni pro kalusy 35S-IR vztahujici se ke svrchnimu
grafu (smérodatné odchylky ostatnich variant na pozadi WT viz tabulku 4.4.).

3. den 6. den 8. den 10. den 13. den 15. den
WT+35S-IR | 26,27 36,75 34,95 41,56 46,01 40,43

Ve 3. den méfeni nebyl nalezen zadny vyznamny rozdil v poméru fluorescence 35S-IR od

ostatnich variant S pozadim WT. Kalusy 35S-IR se mirou svého umlceni li$ily oproti variantam
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WT+GFP-IR a WT+GFP-BT v 6. dni (Tukeyho test, p-hodnoty = 2,3x10 a 0,019), 8. dni
(Tukeyho test, p-hodnoty = 1,3x10° a 0,015) a 15. dni (Tukeyho test, p-hodnoty = 9,5x1073
a 0,043). 10. a 13. den byla relativni fluorescence 35S-IR stale prukazné vyssi nez WT+GFP-
IR (Tukeyho test, p-hodnoty = 2,5x10* a 9,6x104). Celkovy vliv konstruktu byl prikkazny ve
vSech dnech méfeni (ANOVA s pevnymi efekty, nejvyssi p-hodnota = 1,4x10°).

Rychlost poklesu fluorescence byla hodnocena jako rozdil relativni miry fluorescence mezi 3.
a 8. dnem a mezi 8. a 15. dnem. V tomto ohledu se varianta 35S-IR vyznamné nelisi od zadné
ze tii variant S pozadim WT. Priikazné se neliSila od Zadné ze tii variant ani v pfipadé rozdilu

mezi 3. dnem a primérem 13. a 15. dne.

Graf 4.31: Procentualni zastoupeni kalust rozdélenych do 6 kategorii podle relativniho poklesu

fluorescence (%) pro kalusy transformované konstruktem 35S-IR.
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5 Diskuze

5.1 Samovolné a indukované uml¢ovani GFP p¥i modulované hladiné

RDR6 v kalusech

Jednim z hlavnich cilt prace bylo posoudit vliv zmén v expresi proteinu RDR6 v bunkach BY - 2
na prabéh PTGS. Za timto ucelem byly pfipraveny linie se zvySenou hladinou proteinu RDR6
pomoci vneseni genu AtRDR6 pod kontrolou konstitutivniho 35S promotoru a linie se snizenym
mnozstvim RDR6 za vyuziti konstruktu RDR6-IR vyvolavajici PTGS proti RDRG.

spektrum G¢inku. RDR6 se G€astni tvorby nékterych virovych siRNA (vsRNA), nat-SiRNA, ta-
SiRNA a ziejmé také na prechodu z PTGS na TGS. Bylo dolozeno, ze RDR6 se podili na PTGS
U transgenti bez sekvence terminatoru, které davaji vzniknout aberantnim transkriptim bez
polyadenylace (Luo and Chen 2007). RDR6 je také pravdépodobné zodpovédna za zesileni
PTGS prostiednictvim sekundarnich siRNA Vv ptipadé, kdy je iniciovano tvorbou vlasenky ze
sekvence transgenu (Harmoko et al. 2013). Z téchto divodu byl pro deregulaci exprese zvolen
protein RDR6, protoze tvofi spolecny bod fady drah RNAI a je tedy jednim z dtlezitych
proteint G¢astnicich se PTGS u endogennich i cizorodych sekvenci. V pouzivaném modelovém
systému linii BY-2 nejsou dostupni mutanti, tedy jedinou moznosti pro snizeni exprese RDR6
byla RNAi. Vznika tak ale komplikovana situace, kdy se RDR6 ziejmé podili na uml€ovani
I své exprese.

Nejprve byl testovan vliv modulované exprese RDR6 na samovolné uml¢ovani GFP. Snizeni
4.1) i k mensimu poklesu relativni fluorescence (graf 4.5) oproti genetickému pozadi se
zvySenou expresi AIRDR6 a WT. V piipadé zvysené exprese RDR6 bylo procento i mira uml¢eni
kalust srovnatelnd s pozadim WT. Nejpravdépodobnéjs§im vysvétlenim je supra optimalni
hladina exprese AtRDR6, ktera by mohla brzdit expresi jinych komponent drahy RNAI. Jinou
pfi¢inou by mohla byt negativni zpétna vazba jinym proteinem drahy RNAi na posttranskripéni
urovni, ktera by oslabovala vliv zvySené hladiny RDR6. Protein AtRDR6 je pro bunky BY-2
sice cizorody, takze k endogenni regulaci pomoci RNAi by nemé&lo dochazet, ale proteinové
sekvence AtRDR6 a NtRDR®6 jsou z vice nez 60% shodné, takze protein-proteinové interakce
nelze vyloucit. Zda se, ze u Arabidopsis thaliana ma RDR2 cCastecné antagonisticky vliv na
aktivitu RDR®6, coz je podlozeno zvysenim efektivity PTGS u sense transgenu v mutantech rdr2

(Jauvion et al. 2012). Je tedy mozné, ze i u bunék BY-2 existuje negativni regulace mezi
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NtRDR2 a AtRDR6, ktera mohla v nékterych ohledech maskovat vliv zvySené exprese RDR6.
V tvahu prichazi také naopak ptipadné oslabeni nebo nemoznost interakce AtRDR6 S jinym
endogennim proteinem v dasledku odlisné proteinové sekvence, napt. SGS3, ktery se podili na
PTGS sense transgenu a ziejm¢ interaguje S RDR6 v cytoplazmé (Kumakura et al. 2009;
Mourrain et al. 2000). Zvysena hladina RDR6 Vv buiikach BY-2 pomoci AtRDR6 by se tedy
nemohla pfi samovolném umlcovani uplatnit.

K fizenému vyvolani posttranskripcniho uml¢eni a posouzeni vlivu modulované exprese RDR6
na jeho prub¢h byly pouzity tii odlisné inducibilni konstrukty, které byly vytvofeny a pouzity
v ramci diplomové prace Mgr. Vojtéchem Cermakem za Gelem sledovéani postupu umléovani
reportérového genu pro GFP. Jednalo se o invertovanou repetici ze sekvence GFP (GFP-IR),
sekvenci GFP v antisense orientaci (GFP-AS) a sekvenci GFP bez terminatoru (GFP-BT)
exprimované pod fiznim promotorem, ktery je aktivovan po pfidani B-estradiolu.

Vzhledem Kk tomu, ze invertovana repetice vznika samovolné jen na zakladé
intramolekularniho parovani, bylo piedpokladano, ze u konstruktu GFP-IR bude mit zména
exprese RDR6 nejmensi dopad na celkovy pribéh umlcovani. U GFP-AS mlze dochazet ke
vzniku dsRNA také samovolné diky intermolekularnimu parovani, i kdyz s nizsi efektivitou
nez U GFP-IR, proto byl v tomto pfipadé predpokladan mozny vyssi vliv modulované exprese
RDRG6 kvuli vyznamnéjsi roli sekundarnich siRNA. Naproti tomu nejvice patrny rozdil oproti
genetickému pozadi WT byl ocekéavan v piipad¢ konstruktu GFP-BT, kde pro spusténi PTGS
je aktivita RDR6 nutna pro vytvofeni dsRNA, ktera slouzi jako prekurzor i pro tvorbu
primarnich SIRNA (Luo and Chen 2007). Nicméné podle ziskanych vysledku relativni miry
fluorescence kalust (viz graf 4.12) byl celkové nejvétsi rozdil mezi tiemi genetickymi pozadimi
(AtRDR6 se zvysenou celkovou hladinou proteinu RDR6, RDR6-IR se snizenou expresi RDR6
a WT s nativni expresi RDR6) znatelny naopak v ptipad¢ konstruktu GFP-IR, coz je v souladu
s vysledky Harmoko et al. 2013, které ukazuji, ze mutace rdr6 u Arabidopsis thaliana mé¢la
negativni vliv na PTGS GFP indukované GFP-IR.

U vétSiny variant doslo K nejvyraznéj$imu relativnimu poklesu fluorescence kalusti mezi 1. a 6.
dnem méfeni. Pravé na pocatku méfeni (3. den), byl vliv hladiny RDRG6 statisticky vyznamny.
Pro schopnost dané varianty umlcet je tedy stéZejni nékolik prvnich dni. Bohuzel rychlost
umlceni mezi 1. a 3. dnem nemohla byt piesné zhodnocena z diivodu ptilisné variability dat
v ¢ase 0 (1. den). Relativni efektivita uml¢ovani jednotlivymi konstrukty byla v ramci stejného
genetického pozadi podobna — nejlépe umlcoval GFP-IR, zatimco GFP-BT umléel nejhtie

nebo viibec a GFP-AS se pohyboval mezi témito dvéma extrémy.
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Moznym vysvétlenim, pro¢ zména exprese RDR6 neméla vyznamny vliv na schopnost
umlcovat GFP prostfednictvim konstruktu GFP-BT, je pifednostni regulace degradace
aberantnich transkriptl v jadie prostfednictvim proteint kontroly kvality RNA (RNA quality
control) jako napft. 5'-3"exoribonukledz XRN2 a XRN3 nebo exosomalniho komplexu s 3°-5°
exonukleazovou aktivitou podobné, jako je tomu Vv cytoplazmé, kdy mutace nékterych proteini
ucastnicich se od¢epi¢kovani a tim i nasledné degradace transkriptt v tzv. P-téliskach vede ke
zvySeni ucinnosti PTGS sense-transgenu prostiednictvim RDR6 (Martinez de Alba et al. 2015).
Také mutace cytoplazmatické XRN4 vede k akumulaci aberantnich transkripti bez ¢epicky
spoustéjicich tvorbu malych RNA z endogennich lokusi (Gregory et al. 2008). Navic mutace
prevazné jaderné lokalizovanych centralnich podjednotek exosomu vede K vyraznému zvyseni
ucinnosti umléeni sense transgenu (Moreno et al. 2013). Pokud by tedy byla degradace
aberantnich transkripti produkovanych z konstruktu GFP-BT regulovana primarné proteiny
kontrolujicimi kvalitu RNA, nehréla by rozdilna hladina RDR6 takovou roli. Vykyvy v mife
umlceni, které jsou patrné nejen pro RDR6-IR+GFP-BT (jak je vidét z primérné miry
fluorescence na grafu 4.12), ale u v§ech variant GFP-BT pro jednotlivé kalusy (data neukazana)
mohou byt zplsobené stfidanim stavu, kdy systém kontroly kvality RNA je jiz aberantnimi
transkripty saturovan a spousti se PTGS, a stavu, kdy dochazi k vyraznému poklesu téchto
transkriptt v dasledku aktivity RDR6 a PTGS a kontrola kvality opét funguje efektivné.

Zajimavé je také zjisténi, Ze typ konstruktu i typ genetického pozadi ma vliv na celkovou
intenzitu fluorescence kalust i na kontrolnim médiu, jak je patrné z grafu 4.6. Genetické pozadi
WT ma vyrazné vyssi celkovou intenzitu fluorescence na kontrolnim médiu nez AtRDR6
a RDR6-IR. Nemtize se jednat jednoduse pouze 0 samovolné uml¢ovani na kontrolnim médiu
ovlivnéné hladinou RDR6, protoZe to by mélo byt, podle vysledkli zminénych vyse, pfiblizné
stejné pro pozadi AtRDR6 a WT. Nelze vyloudit, Ze v ptipadé genetického pozadi AtRDR6 by
nizka celkova fluorescence mohla souviset kromé samovolného uml¢ovani také s energetickou
naro¢nosti nadmérné exprese AtRDRG6, coz by vedlo ke kompetici S GFP 0 transkripcni
a translacni apardt a navic ke snizeni hladiny dilezitych endogennich proteinti, 1 kdyz tato
moznost se nejevi jako piili§ pravdépodobna. U genetického pozadi RDR6-IR by naopak
nedostatek endogenni RDR6 mohl teoreticky vést k poruse produkce ta-siRNA, ktera se podileji
napf. na hormonalni regulaci (Adenot et al. 2006), nebo ke snizeni produkce nat-siRNA, ktera
se ucastni odpovédi na stres (Zhang et al. 2012), coz by v kone¢ném dusledku mohlo také vést
ke snizeni produkce GFP vysvétlujici celkovou nizsi fluorescenci variant S RDR6-IR a AtRDRG.
Ze srovnani tabulek 4.2 a 4.3 je vidét, Ze pocty vysazenych kalust a kalusti nasledné pouzitych

pro statistiku se nejvice lisily pravé u variant AARDR6+GFP-BT a RDR6-IR+GFP-BT, dale také
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u AtRDR6+GFP-IR, coz bylo zpisobeno samovolnym uml¢ovanim kalusti na kontrolnim
médiu. V samostatném experimentu sledujicim samovolné umlc¢ovani GFP na odlisnych
genetickych pozadich byla frekvence uml€ovani (vétSinou jen ¢asteéného) u genetickych
pozadi WT a AtRDRG6 srovnatelna, piesto V piipadé samovolného uml¢ovani na DMSO k nému
u pozadi WT v prabéhu méfeni témét nedochazelo. U experimentu se samovolnym uml¢ovanim
bylo to, zda kalus umlcel ¢i nikoliv, hodnoceno z hlediska referen¢nich kalusi exprimujicich
GFP, naproti tomu kalus na DMSO byl oznac¢en za samovolné¢ umlceny, teprve kdyz jeho
fluorescence klesla pobliz urovné negativni kontroly (pozadi). Pokud by byla stejna metodika
uplatnéna na samovolné umlcujici kalusy, tedy by za uml€ené byly povazovany jen ty, jejichz
fluorescence klesla v 15. den pod stanovenou hranici vychazejici z fluorescence pozadi, byly
by tyto pocty velice nizké (pro genetické pozadi WT zadny, AtRDR6 pét a pro RDR6-IR dva
kalusy) a samovolné uml¢ovani by se dalo povazovat za zanedbatelné. Avsak v experimentu se
samovolnym uml¢ovanim bylo cilem zhodnotit vliv RDR6 na schopnost indukovat samovolné
umléeni do jakékoliv miry a nejen na schopnost zcela samovolné umlicet. Jestlize ptipustime
vySe zminéné ditvody pro obecné vyrazné nizsi fluorescenci variant S AtRDR6 a RDR6-IR
oproti genetickému pozadi WT, je jasné, Ze kalusy, jejichZ fluorescence byla nizka jiz na
pocatku, mohly snadné&ji umlcet pod stanovenou hranici nez kalusy s geneticky pozadim WT
S pocatecni vyssi fluorescenci. Z toho také vyplyva, ze na relativni mife fluorescence (pomér
intenzit fluorescence na indukénim a kontrolnim médiu po odecteni pozadi) se mtize podilet jak
indukované, tak samovolné umlcovani.

V ptipad€ hodnoceni vlivu typu konstruktu na intenzitu fluorescence na kontrolnim médiu se
velmi nizké hodnoty vyskytuji na vSech genetickych pozadi u konstruktu GFP-IR, coZ bylo pro
genetické pozadi WT pozorovano jiz Mgr. Vojtéchem Cermakem (Cermak 2012, osobni
sdéleni). Mohlo by se jednat 0 nedostate¢nou spolehlivost inducibilniho systému, ktera by vedla
k casteéné samovolné aktivaci PTGS jesté pred zahajenim méfeni. Existuji pfipady, kdy
k samovolné aktivaci XVE systému ziejmé doslo (Kang et al. 2009), i kdyz jiné vysledky
zabyvajici se indukci exprese GFP naznacuji opak (Okuzaki et al. 2011). Pokud by tomu tak
skute¢né bylo, 1ze o¢ekavat nejsilngjsi projev pravé u GFP-IR vzhledem k tomu, Ze invertovana
repetice (IR) navozuje umlceni vysoce efektivné (Kanno et al. 2008; Smith et al. 2000).

V ptipad¢ konstruktu GFP-IR se také nabizi moznost nizké bazalni hladiny transkripce rostlinné
RNA polymerazy IV nebo V. Z literatury je znamo, ze K indukci umlCovani IR muze
v nékterych piipadech dochazet i bez pritomnosti promotoru pro IR (Sijen et al. 2001). Dokonce
byla popsana nutnost Pol IV pro transkripci a produkci 24nt sSiRNA z oblasti IR bez sekvence

promotoru. V tomto piipad¢ ale mohlo dojit k metylaci a ustanoveni transkripce Pol IV jesté
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v dob¢, kdy byl promotor ptitomen, nebot” ke ztraté¢ promotoru doslo ndhodnou deleci (Sasaki
et al. 2014)

Podle sniZzené primérné intenzity fluorescence na kontrolnim médiu u variant AARDR6+GFP-
BT a RDR6-IR+GFP-BT oproti WT+GFP-BT Ize usuzovat, Ze se zde jedna o interakci
genetického pozadi a typu konstruktu, kterd u ,,opaénych genetickych pozadi (AtRDRG6 vs.
RDRG6-IR) vyvolala podobnou reakci.

U nékterych variant je patrna tendence vzristu pramérné miry relativni fluorescence v 15. den
meéieni. Nelze vyloucit, ze by to mohlo byt dano silicim vlivem samovolného umlcovani na
DMSO. Pravdépodobnéjsim vysvétlenim je vSak snizovani metabolické aktivity a exprese GFP
a pocinajici senescence bunék nebo jejich slabnouci citlivost na estradiol.

AtRDR6 mé oproti zbyvajicim genetickym pozadim nejvyssi procentudlni mnozstvi kalust,
jejichz fluorescence byla uml¢ena na 0-30 % jiz ve 3. den, i kdyz v prubéhu méteni se rozdily
mezi genetickymi pozadimi pomérné rychle zmenSuji oproti situaci, kdy jsou mezi sebou
porovnavany inducibilni konstrukty. Toto zjisténi dobie zapada do teorie 0 dilezité roli RDR6
vV PTGS. Indukované uml¢ovani vyjadiené jako pokles relativni miry fluorescence bylo celkové
nejuéinngjsi v piipadé varianty AtRDR6+GFP-IR (graf 4.12), coz je ziejmé dano Gcasti RDR6
na tvorbé sekundarnich siRNA (Harmoko et al. 2013), avSak podobn¢ znatelny pokles nebyl
pozorovan U ostatnich konstrukti na pozadi AtRDR6 v porovnani s genetickym pozadim WT.
Protoze mozna pri¢ina neexistence rozdilu v celkové efektivité uml¢ovani u GFP-BT mezi
ttemi genetickymi pozadimi byla zminovana vySe, zaméfim se dale na srovnani RNAI
indukované invertovanou repetici (IR) a antisense transkripty. V genomech rostlin se naléza
vyznamné mnozstvi sekvenci, ze kterych mohou vznikat pfirozené antisense transkripty
(natural antisense transcripts = NATs). Odhaduje se, Ze témét 24 % gent Arabidopsis thaliana
by mohlo dat vzniknout NATs. NATs Ize rozdélit podle jejich pivodu na Cis-NATs, ze kterych
vznikaji cis-nat-siRNA, a trans-NATs, které davaji vzniknout trans-nat-siRNA. cis-NATS jsou
piepisovany ze stejného lokusu jako jejich parujici sense vlakno, zatimco trans-NATSs vznikaji
na jiném misté¢ v genomu. U mutantt rdr2 A. thaliana vznikala vétSinou 21nt cis-nat-siRNA
a U mutanti rdr6, naopak pfevazné 24nt trans-nat-siRNA (Yuan et al. 2015). Lze se tedy
domnivat, ze biogeneze prevazné vétsiny 21nt cis-nat-siRNA je zavisla na RDR6, zatimco
u 24nt trans-nat-siRNA piedev§im na RDR2. VétSina (pfes 66 %) lokust kodujicich trans-
NATSs nekoduje proteiny, oproti tomu CiS-NATSs jsou piepisovany Casto (asi 79 %) z protein
kodujicich gent (Yuan et al. 2015). Konstrukt GFP-AS podle uvedenych charakteristik
pfipomina trans-NATS. Z toho divodu neni zcela neopodstatnéné se domnivat, Ze by se na

tvorbé sekundarnich siRNA v ptipadé konstruktu GFP-AS mohla podilet kromé RDR6 také
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RDR2. Tomu napovidaji i vysledky Tang et al. 2005, dokazujici pfitomnost 21nt nebo 23nt
siRNA vznikajicich v podobném inducibilnim systému vedoucimu k PTGS GFP (Tang et al.
2005). V piipad¢ snizené exprese RDR6, by ji tedy mohla RDR2 efektivné zastupovat. Jak jiz
bylo zminéno vyse, RDR2 ma ¢asteéné antagonisticky vliv na tvorbu siRNA, jejichz produkce
je zavisla na RDR6 (Jauvion et al. 2012). Je tedy mozné, Ze negativni regulace mezi RDR2
a RDR6 mohla potlacit vliv zvySené exprese RDR6 pfedevsim Vv piipadé¢ AtRDR6+GFP-AS.
Invertované repetice (IR) pfedstavuji v genomech rostlin jesté¢ bohatéji zastoupenou skupinu
sekvenci, ze kterych mohou vznikat malé RNA, nezZ NATs. Podle nedavné in silico analyzy, by
se v genomu Arabidopsis thaliana mohlo nalézat né€kolik set tisic IR (Ye et al. 2014).
Pritomnost IR je specificka pro velké mnozstvi transponovatelnych elementti (TE), piedev§im
pro ty z 1. tfidy, které vyuzivaji strategii cut-and-paste (vyfiznuti a vlozeni). Pfikladem mohou
byt u rostlin Casté, neautonomni kratké MITEs (miniature inverted-repeat transposable
elements) charakteristické vysokym poc¢tem kopii. MITEs u A. thaliana tvoii asi 3,3 % genomu
(necelych 24% genomu zabiraji TEs celkem), U ryze je to pies 5% (39,45 % genomu tvoii TEs)
a u kukufice jen asi 0,3 % genomu oproti vice nez 80% genomu ptedstavujicich TEs (Paterson
et al. 2009; Hu et al. 2011). Bylo doloZeno, ze v genomu ryze jsou MITEs schopny rychlého
skokového zmnozeni a mohou mit vliv na expresi okolnich gend (Naito et al. 2006; Lu et al.
2012). Je patrné, ze nekontrolované mnozeni TEs, Casto charakterizovanych invertovanymi
repeticemi, miize mit dalekosahlé nasledky pro rostlinné genomy. ProtoZze nékteré TEs jsou
schopné mnoZit se velmi rychle, je pro rostliny Zadouci schopnost také rychle reagovat. Proto
se domnivam, ze v piipadé konstruktu GFP-IR je uplatnovan odlisny mechanismus regulace
nez je tomu U GFP-AS. Pokud by zde nebyla (nebo nebyla tak silnd) negativni zpétna vazba
prostfednictvim RDR2, ,,vyhoda®“ nadmérné exprese RDR6 by se mohla projevit. Vzhledem
k tomu, Ze nat-SiRNA jsou odvozeny z endogennich sekvenci, které jsou casto kodujici, je
mozné, ze tato draha, ktera by mohla zajistovat i PTGS v piipadé konstruktu GFP-AS, musi
byt mnohem pfisnéji zpétn¢ regulovana, aby nedochazelo k nezadoucimu umléovani gend.
Vétsina IR se naopak nachazi v mezigenovych oblastech; 1ze je vSak nalézt také uvnitt intront
nebo promotort (Ye et al. 2014), coz odpovida regulaéni tiloze n&kterych TEs (Zheng et al.
2013). Regulace RNAi muze byt nastavena citlivé proti IR jakozto ,,potencialné skodlivé
sekvenci® znaCici TEs, protoze k vytvofeni regula¢ni tlohy IR, respektive TEs, dochazelo
Vv evoluci az sekundérné.

Vedle mozné interakce RDR6 a RDR2 je vhodné zvazit i pfipadny vliv RDR1 na vyslednou
efektivitu umlcovani. PrestoZze bylo zdokumentovano, Ze RDRI1 se podili spolu s RDR6

predevsim pfi reakci na napadeni viry (Qi et al. 2009), nelze vyloucit jeji zastupnou ¢i regulaéni
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ulohu v piipadé PTGS pii vychyleni hladiny RDR6 z nativniho stavu. Exprese RDR1 je
regulovana velice komplexné a je ovlivnéna fadou biotickych a abiotickych strestt (Xu et al.
2013). Zménéna endogenni hladina RDR6 by zajisté stres indukovat mohla, jak bylo zminéno
vySe. Zda se, ze RDR1 se podili i na jinych procesech nez je antivirova obrana, protoze bylo
zjisténo, ze RDRI1 spolu se SGS3, se podili na regulaci biosyntézy kutikularniho vosku
u Arabidopsis thaliana (Lam et al. 2012). Z tohoto pohledu je také zajimavé, ze SGS3 je
zapojen do drah PTGS, na kterych ptisobi RDR6 (Mourrain et al. 2000; Y oshikawa et al. 2005).

5.2 Indukované umléovani GFP pri modulované hladiné RDR6

Vv suspenznich kulturach

Prestoze vétSina klonti pouzitych pro sledovani PTGS v suspenznich kulturach byla vybrana na
zéklad€ své vyrazné vyssi schopnosti umlcet oproti priméru dané varianty (vSechny vybrané
kalusy umléely v 15. den alespoit na 50 %, naprosta vétSina jesté mén¢), velka Cast si tuto
schopnost nezachovala po ptevedeni do suspenznich kultur. Nejvyraznéji je to patrné u GFP-
BT. Pti¢inou mize byt ztrata schopnosti reagovat na ptidani induktoru umléovani (estradiolu)
do média, nebo ¢astecnd aktivace samovolného umlcovani, ke které doslo v dobé, nez byly
kalusy pfevedeny do formy suspenzi, nebo Vv pribchu tohoto procesu. Pravé proto, ze byly
vybrany klony siln¢ umlcujici po indukci, je logické se domnivat, Ze tato jejich vlastnosti mize
souviset i se zvySenou tendenci uml¢ovat samovolné. Piedevsim v piipadé¢ variant obsahujicich
GFP-IR, které obecné¢ umlcuji nejucinngji, casto nemohl byt pouzit primarné zvoleny klon,
protoze doslo k samovolnému umléeni jesté pred zapocetim méfeni na cytometru. Je proto
mozné, Ze V piipadé GFP-BT, které v podobé& kalusii reaguji na indukci uml€ovani nejmeéné,
doslo u vybranych linii k aktivaci samovolného uml¢ovani pozdé€ji nebo pozvolnéji ve srovnani
s GFP-IR, takze nemohly byt vyfazeny pied zapocetim vlastniho experimentu. To by
vysvétlovalo i skute¢nost, ze pomér fluorescence na induk¢énim a kontrolnim médiu nékterych
suspenznich linii se v pribéhu experimentu zacal op&t postupné zvysSovat. Tento proces muize
stat za vysvétlenim, pro¢ primérné miry umlceni suspenznich kultur neodrazeji u fady variant
vysledky nameéfené u kalusti. Zaméfime-li se pouze na suspenzni linie, které si svoji
nadprimérnou schopnost uml€ovat zachovaly (v 15. den byla mira umlceni nizsi nez 40 %),
stale jednoznacné nejrychleji umlcuje GFP-IR.

Skute¢nost, ze primérnd mira relativni fluorescence suspenznich kultur neodrdzi priimérnou
relativni miru fluorescence kalust (graf 4.12 vs. graf 4.19), muze byt dana vedle rozdilné

efektivity a rychlosti samovolného umlceni mezi jednotlivymi variantami také rozdily ve
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variabilité schopnosti uml¢et mezi variantami. Je opravnéné se domnivat, ze alespon Vv ptipadé
genetickych pozadi AtRDR6 a RDR6-IR by méla byt variabilita populace vyssi nez je tomu
u genetického pozadi WT z diivodu vneseni jednoho konstruktu navic.

U suspenznich kultur je celkové patrny rychlejsi relativni pokles prumérné fluorescence bunék
v indukénim médiu oproti kalusim (vyjadieny jako mira fluorescence) Tento jev je
pravdépodobné zptisoben piimou expozici vSech bunck estradiolu a rychlejsim tempem dé€leni
Vv suspenznich kulturach, které je spojeno s urychlenim d&ja probihajicich v bunikach, tedy
i procesu PTGS.

U vybranych efektivné umléujicich linii (pod 40 %) i pfi zahrnuti v§ech suspenznich linii
dochazi k vyraznému poklesu relativni fluorescence mezi 1. a 6. dnem (pokud nebereme
v tvahu mirné fluktuace). Podle vysledkl statistiky je rozdilnd rychlost poklesu relativni
fluorescence v zavislosti na typu konstruktu prikazna pouze mezi 1. a 3. dnem (pro vybrané
suspenze také mezi 1. a 6. dnem). Pozdg&ji se od sebe jiz jednotlivé varianty v relativni mite
fluorescence prikazné nelisi, coz je pravdépodobné dano vybérem suspenznich linii na zaklade
suspenznich linii.

Naproti tomu, porovname-li poméry zivych ,sviticich® bun¢k na indukénim a kontrolnim
médiu, K poklesu téchto hodnot dochazi pozvolné&ji (vliv typu konstruktu je signifikantni po
celou dobu méfeni). To znamena, ze k poklesu fluorescence u bunék reagujicich na indukci
estradiolem dochazi pomérné rychle, ale Gplné vymizeni fluorescence u téchto bunék je
pozvolngjsi.

V piipadé sledovani obnovovani fluorescence bunék BY-2 po vysazeni estradiolu, doslo
u v8ech efektivné umlcujicich linii nesoucich GFP-IR (pod 40 %) k obnové nad 100 % ptivodni
intenzity (v ptipadé linii WT+GFP-IR dokonce vyrazné nad 100 %). Je pravdépodobné, ze tato
zvySend fluorescence by postupné opét klesala, jak naznacuje pribéh pomérti fluorescence
n¢kterych linii. Byt pfi¢ina tohoto jevil neni zfejma, opét ukazuje na vysokou citlivost aparatu

PTGS vii¢i IR a mozny odlisny zpisob regulace.

5.3 Indukce transkrip¢niho umlcovani GFP prostifednictvim konstruktu

355-IR

Dtvodem vytvofeni inducibilniho konstruktu 35S-IR, ktery nese invertovanou repetici proti
sekvenci 35S promotoru, bylo sledovani dynamiky TGS u 35S:GPF. Vzhledem k tomu, Ze

pfitomnost estradiolu v médiu vyvolala pokles fluorescence kalusi, 1ze pfedpokladat, Ze doslo
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k umléeni GFP na transkrip¢ni trovni (TGS). Vyvolani TGS proti expresi transgenu pomoci
IR ze sekvence jeho promotoru je jiz dlouho znamou a efektivni metodou, ktera je vyuzivana
ke studiu mechanismu TGS (Deng et al. 2014; Finke, Kuhlmann, and Mette 2012; Mette et al.
2000; Mette et al. 1999; Sijen et al. 2001). V soucasnosti je uznavan model, ve kterém jsou
transkripty 35S-IR zpracovany DCL3 na 21 — 24nt siRNA, ktera interaguji s AGOA4.
Prostiednictvim komplementarity siRNA a transkriptti Pol V je indukovana de novo metylace
promotoru pravdépodobné DNA metyltransferazou DRM1/2, ptipadné také CMT3 (Jones et al.
2001; Sijen et al. 2001; Wierzbicki et al. 2009; Xie et al. 2004). Nasledné je symetricka
metylace DNA udrzovana metyltransferazou MET1 (Jones et al. 2001).

Pfi srovnani relativniho poklesu fluorescence supertransformovanych a kotransformovanych
kalust dochazi u supertransformovanych kalust k pomalej$imu poklesu. Mozné vysvétleni by
mohlo souviset s vnesenim 35S-IR do linie se stabilni a vysokou intenzitou fluorescence, u které
by mohlo zfejmé v souvislosti s mistem inzerce dochazet k metylaci promotoru v praméru
pomaleji. V souladu s tim je i prokazana vys$i intenzita fluorescence Vv prvni den méfeni
u supertransformovaného souboru. Nabizi se vysvétleni, Ze moznou pfiinou je vneseni genu
pro GFP do oblasti transkripéné aktivniho euchromatinu, které piispélo K vyssi hladiné exprese
GFP i pomalejsimu postupu TGS z divodu ptitomnosti aktivacnich chromatinovych znacek
jako jsou acetylace a metylace histond na uréitych pozicich. Napiiklad aktiva¢ni metylace
H3K4 blokuje interakci proteinu SHH1 s metylovanymi H3K9 histony (Zhang et al. 2013), coz
by mohlo znesnadnovat efektivni udrzovani metylace DNA prostfednictvim Pol IV.
Alternativné by mohlo dochazet k udrzovani acetylovaného stavu histonti prostiednictvim
histonové acetyltransferazy IDM1 (INCREASED DNA METHYLATION 1), ktera
u A. thaliana rozpoznava nemetylované H3K4 histony a pies interakci dal$ich proteint ziejmé
navadi DNA glykosylazu ROS1 na acetylované lokusy K jejich demetylaci (Kan et al. 2012; Li
et al. 2015).

V kontextu klesajici intenzity fluorescence GFP vyvolané TGS by bylo vhodné zmapovat
postup metylace na jeho 35S promotoru. Tato prace byla zapocata, ale bohuzel zatim byla
dokoncena pouze jeji ptipravnd ¢ast (vytipovani vhodnych linii pomoci Southern blotu a odbér

vzorkl).
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6 Zavéry

1) Vnesenim konstruktiit AtRDR6 a RDR6-IR do bun¢k BY-2 byly ziskany klony se stabilné
zvySenou hladinou transkriptu RDR6 (AtRDRG6) a se stabiln¢ snizenou hladinou transkriptu
RDR6 (RDR6-IR). Tyto klony byly spolu s bunikami BY-2 divokého typu transformovany
konstruktem nesoucim 35S:GFP. U takto vytvofenych tifi souborti kalusti S rozdilnymi
hladinami RDR6 byla hodnocena schopnost samovolného umléeni GFP. Bylo zjisténo, ze

snizena exprese RDR6 snizuje efektivitu samovolného uml¢ovani transgenu.

2) Vnesenim po jednom ze tii konstruktd indukujicich PTGS riiznymi zptsoby spolu
s konstruktem nesoucim 35S:GFP do obou typt klonti s modulovanou hladinou RDR6 nebo
do bun¢k BY-2 divokého typu (WT) vzniklo celkem 9 soubort kalusti zahrnujicich vSechny
kombinace tii genetickych pozadi (AtRDR6, RDR6-IR, WT) a tii inducibilnich konstruktt
(GFP-AS, GFP-BT, GFP-IR). Sledovani postupu indukovaného posttranskripéniho uml¢ovani
GFP v ¢ase umoznilo posoudit vliv RDR6 na tento proces U rozdilnych RNA induktort PTGS.
Ukazalo se, ze nejvyraznéjsi roli hraje RDR6 Vv pfipadé umlcovani vyvolaného invertovanou
repetici (GFP-IR). U zbylych dvou inducibilnich konstrukti nebyl vliv genetického pozadi
vyznamny. U vSech tfi genetickych pozadi bylo nejefektivnéjsi uml¢ovani prostrednictvim IR,
mén¢ u¢inn¢ umlcovala antisense RNA (GFP-AS) a minimalni G¢innosti dosahovalo PTGS

vyvolané RNA bez polyadenylace (GFP-BT).

3) Sledovani postupu PTGS na vybranych nejlépe uml€ujicich suspenznich liniich, které
byly odvozeny z nejlépe umléujicich kloni od kazdé varianty z bodu 2) potvrdilo, ze nejrychleji
umlcuje IR. Déle upozornilo na velmi €astou ztratu schopnosti reagovat na estradiol/ uml¢ovat

Vv pritbéhu kultivace analyzovanych linii.

4) Byl vytvofen inducibilni konstrukt 35S-IR, ktery byl vnesen do bun¢k BY-2 spolu
S (ptip. jiz obsahujicich) 35S:GFP, coz umoznilo sledovani pribéhu umlcovani GFP na
transkripéni Grovni a jeho porovnani s konstrukty indukujicimi PTGS na genetickém pozadi

WT.
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