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Abstrakt

Diplomova prace ,Epigeneticky stav chromatinu proteinové jednotky
telomerazy v modelové rostliné Nicotiana tabacum® se vénuje regulaci této
podjednotky na urovni transkripce a roli epigenetickych modifikaci v tomto procesu u
modelové rostliny Nicotiana tabacum (tabdk virzinsky). Tabdk ptedstavuje z pohledu
regulace telomerdzy unikatni systém, v jeho genomu byly popsany tfi sekvencni varianty
genu kodujiciho katalytickou podjednotku telomerazy - TERT.

Teoretickd c¢ast této prace se zabyva problematikou konct eukaryotickych
chromozomti — telomer, zpiisobu jejich udrzovani a prodluzovani pomoci telomerazy,
dale charakterizaci kovalentnich modifikaci DNA a histont, které ovliviiuji vlastnosti
chromatinu v daném lokusu a tim 1 genovou transkripci.

V praktické casti jsme se vénovali analyze transkripce variant genu 7TERT
v pletivech N. tabacum a v rodiCovské rostliné N. sylvestris a charakterizaci modifikaci
histonl v pletivech N. tabacum s aktivni a neaktivni telomerazou. Byl také studovén vliv
syntetickych fytohormont na transkripci variant NtTERT béhem kliceni semen N.
tabacum.

Transkripcni profil variant N¢tTERT ukazuje, ze pro aktivitu telomerazy je
determinujici varianta NtTERT-C/t a pseudogen N¢tTERT-D je pravdépodobné zapojen
do negativni regulace aktivity telomerazy. Pfitomnost syntetickych auxinti béhem kliceni
podpoftila transkripci varianty N¢TERT-C/t, oproti tomu synteticky cytokinin nem¢l na
transkripci variant NtTERT zadny vliv. Epigenetickd studie ukazuje vyrazné rozdily ve
struktufe chromatinu genu NtTERT mezi semenacky (telomerdza-pozitivni pletivo) a
maturovanymi listy (telomerdza-negativni pletivo). Vysledky byly diskutovany

s analogickou studii u modelové rostliny Arabidopsis thalina.



Abstract

The diploma thesis ,,Epigenetic nature of the telomerase protein subunit chromatin
in Nicotiana tabacum model plant™ deals with the regulation of this subunit on the
transcriptional level and the role of epigenetic modifications in this proces in the
Nicotiana tabacum (tobacco) model plant. Tobacco represents unique system because in
tobacco genome three sequence variants of the gene coding for telomerase catalytic
subunit - TERT were identified.

In the theoretical part of the thesis the ends of eukaryotic chromosomes — telomeres,
their maintenance and elongation by telomerase are described, and characterization of
epigenetic modifications of DNA and histones influencing properties of chromatin and
gene transcription is presented.

In the practical part of the diploma thesis, transcription of 7ERT gene variants in
N. tabacum and N. sylvestris (donor of the mother genome part) tissues and
modifications of histones in tissues with the positive and negative telomerase activity
were analysed. Next, the influence of synthetic phytohormones on the Nt{TERT
transcription during N. tabacum seeds germination was investigated.

The transcription profile of NtTERT gene variants indicated that the N¢tTERT-C/t
variant is relevant for telomerase activity and the pseudogene NtTERT-D is probably
involved in negative regulation of telomerase activity. The treatment of tobacco seeds by
synthetic auxins during germination increased the level of NtTERT-C/t variant
transcript, the synthetic cytokinin didn’t cause any changes in the NtTERT transcription
profile. The epigenetic study showed significant differences in chromatin structure
between seedling (telomerase-positive tissue) and mature leaves (telomerase-negative
tissue). The results were discussed with analogous study in Arabidopsis thaliana model

plant.
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Zasady pro vypracovani:

Telomeraza je enzym zodpovédny za udrzovani konctl linearnich eukaryotickych
chromozémi a jeji aktivita je striktné regulovdna béhem Zivota rostliny. U
ZivociSnych modelli bylo prokazano zapojeni epigenetickych mechanismi do
regulace transkripce proteinové podjednotky telomerazy a tim i regulace aktivity
telomerazy béhem vyvoje. NaSe recentni prace ukazala, Ze v modelové rostliné
Arabidopsis thaliana nejsou epigenetické mechanismy do regulace transkripce
telomerazy vyznamnéji zapojeny (Ogrocka et al., 2012).

Naplni diplomové prace bude analyza epigenetického stavu chromatinu
proteinové podjednotky telomerazy v telomeraza-pozitivnich (semenacky, pupeny)
a telomeraza-negativnich (listy) tkanich Nicotiana tabacum (tabak virzinsky).
Tabak je ve srovnani s A. thaliana z genetického i epigenetického hlediska odliSnou
modelovou rostlinou a naSe recentni vysledky ukazuji, Ze nepilijde pouze o
rozSirujici a doplnujici studii (Majerova et al,, 2011; Sykorova et al., 2012).

Prace bude zahrnovat analyzu epigenetickych modifikaci histoni metodou
chromatin imunoprecipitace (ChIP) a analyzu metylace DNA methylacné citlivymi
restrikcnimi endonukledzami, pripadné genomovym sekvenovanim po modifikaci

bisulfitem.
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Zkratky

ALT alternative telomere lengthening, alternativni prodluzovéni telomer
ABA abscise acid, kyselina abscisova
BAP 6-benzylaminopurin

CRISPR/Cas Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats

asociované s Cas geny

CMT3 CHROMOMETHYLASE3
CTE C-terminal extension, C-koncova ¢ast
DHPA 9-(S)-(2,3-dihydroxypropyl)-adenin
dNTPs deoxyribonukleotid trifosfaty
DTT dithiothreitol
DRM2 DOMAINS REARRANGED METHYLTRANSFERASE2
dsDNA double-stranded DNA, dvouretézcova DNA
Fw forward primer, pfimy primer
H histon
ChIP chromatin imuno-precipitace
ITR interstitial telomere regions, intersticidlni telomerové oblasti
PCR polymerase chain reaction, polymerazova fetézova reakce
qPCR quantitative PCR, PCR v redlném cCase
RT-PCR reverse transcription PCR, reverzn¢ transkripéni PCR
PMSF fenylmethylsulfonyl fluorid
PVP polyvinylpyrrolidon
METI DNA METHYLTRANSFERASEI
MS mass spectrometry, hmotnostni spektrometrie
MS Murashige and Skoog medium
NAA napthyl acetic acid, 1-naftyloctova kyselina
RdDM RNA-directed DNA methylation, RNA fizend methylace DNA
Rev reverse primer, zpétny primer
RT reverse transcriptase region, reverzné transkriptdzova oblast
SAH S-adenosylhomocystein
SAM S-adenosylmethionin
ssDNA single-stranded DNA, jednofetézcovda DNA
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TAC1 telomerase activator 1, telomerazovy aktivator 1

TALEN Transcription activator-like effector nucleases
TB2-Y tobacco bright yellow-2 (tabdkova suspenzni kultura)
TEN telomerase N-terminal, telomerazova N-terminalni doména

TERRA telomeric repeat-containing RNA
ARRET TERRA antisense transcripts
TERT telomerase reverse transcriptase
AtTERT Arabidopsis thaliana TERT
NtTERT-C/s Nicotiana tabacum, coding putative functional variant odvozena
od Nicotiana sylvestris
NtTERT-C/t  Nicotiana tabacum, coding putative functional variant odvozena
od Nicotiana tomentosiformis

NtTERT-D  Nicotiana tabacum, putative pseudogene variant

hTERT human TERT
TR telomerazova RNA
TRAP telomeric repeat amplification protocol
TRBD telomere-RNA binding domain
2,4D 2.4- dichlorophenoxyacetic acid, 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
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1 Uvod

Védni obor epigenetika se zabyva studiem kovalentnich modifikaci DNA a
histonil, které se vyznamné podileji na regulaci genové exprese a jsou tak zapojeny do
dilezitych bunéénych procest, jako je kontrola bunééného cyklu, diferenciace bunck a
adaptace organismu na zmény prostiedi. Epigenetické regulace jsou zprostiedkovany
methylaci DNA a modifikacemi histonti; tyto modifikace ovliviiuji strukturu chromatinu
a tim 1 vlastnosti DNA v dané oblasti.

V této souvislosti se ¢asto zmiiiuje pojem tzv. histonovy kod zahrnujici v sobé
pravé posttranslacni kovalentni modifikace histond. Tento kod neni sice univerzalni jako
geneticky kod, ale spolu s methylaci DNA miize byt predavan do dcefinych bunék pfi
bunéném déleni. Disledkem zmén epigenetickych modifikaci jsou zmény fenotypu,
pfi¢emz genotyp zlstava neménny.

Rostliny, jakoZzto nepohyblivé organismy, vyvinuly sofistikovany systém
epigenetickych regulaci, aby mohly rychle a G¢inn€¢ reagovat na zmény okolniho
prostiedi. Tomu odpovida 1 komplexni obraz epigenetickych mechanismli, z nichz
nékteré jsou dokonce pro rostliny unikatni. Rostliny 1épe sndSeji piisobeni toxickych
latek, aniz by byl pro n¢ dany UuCinek letalni, stejné¢ tak se lépe vyrovnavaji
s genetickymi mutacemi a i diky totipotentnimu charakteru rostlinnych bunék je studium
epigenetiky rostlin zajimavym a perspektivnim védnim oborem.

U savcich bunék bylo zjisténo, Ze epigenetické mechanismy jsou zapojeny do
regulace proteinové podjednotky telomerazy, kterd je soucasti enzymového komplexu
zodpovédného za udrzovani linearnich konct eukaryotickych chromosomi a jejiz
exprese je striktné regulovana béhem vyvoje organismu. Na druhou stranu, analogickeé
studie u modelové rostliny Arabidopsis thaliana ukazaly euchromatinovy charakter genu
kédujictho proteinovou podjednotku telomerdzy v pletivech s aktivni i neaktivni
telomerazou. Studium rostlinnych telomer a telomerazy tak muize piispét k vysvétleni

dosud neznamych mechanismt a specifik regulace telomerazy béhem vyvoje organismu.

1.1 Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum, tabak virzinsky, patii do Celedi Solanaceae, tabakové listy

obsahuji jedovaty alkaloid nikotin. Jednd se o jednoletou kulturni rostlinu s kratkou
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generac¢ni dobou pochazejici z Jizni a Stiedni Ameriky, jeji semena byla do Evropy
dovezena Jeanem Nicotem, francouzskych vyslancem v Portugalsku v roce 1560.

N. tabacum je v rostlinné biologii dillezitym modelovym organismem. Jedna se o
allotetraploidni rostlinu (48 chromosomii) s velkym genomem (4,40 x 10° bp), jejimiz
predky jsou diploidni Nicotiana sylvestris (24 chromosomi, donor matetské casti
genomu) a diploidni Nicotiana tomentosiformis (24 chromosomu, donor otcovské Casti
genomu) [1], [2], [3].

N. tabacum byla pouzita jako modelova rostlina v pilotnich studiich zabyvajicich se
charakterizaci telomerovych a subtelomerovych struktur [4], [5], [6] a detekei
telomerazové aktivity u rostlin [7]. Tabak je prvni rostlinou, u které bylo identifikovano
vice sekvencCnich variant genu TERT (telomerase reverse transcriptase) kodujiciho
proteinovou podjednotku telomerdzy (podrobnéji v kapitole 2.2.1) [8]. Tomuto tématu

je vénovana tato diplomova prace.

14



2 Struktura a udrZovani konci eukaryotickych chromosomi

2.1 Telomery

Jiz vroce 1938 pozorovali Barbara McClintock u rostlin a Herman Muller u
Drosophila odlisnost koncli eukaryotickych chromosomi od zbylého genomu. Tyto
konce nazvané telomery brani spojovani chromosomil a hraji tak podstatnou roli ve
stabilit¢ a organizaci genomu.

Telomery jsou nukleoproteinové struktury organizované stejné jako vétSina
genomové DNA do histonovych oktamerii a tvofené dvoufetézcovou repetitivni
sekvenci DNA s jednofetézcovym piesahem na 3° konci bohatym na guanin (tzv. G-
overhang). Délka tohoto ptfesahu je druhové variabilni (od 16 do 200 nt) [9], [10]. Na
udrzeni stability telomer se podili celd fada proteind, které se vdzou piimo na
telomerovou DNA nebo nepiimo pomoci protein-proteinovych interakci (Obr. 1).

Sekvence telomerové DNA je napfi¢ eukaryotickymi organismy pomeérne
konzervovana, nejvice obvykla je repetice (5'- TxAyGz -3")n. V malém genomu prvoka
Tetrahymena byly odhaleny prvni telomerové repetice (5- TTGGG -3"), [11], typickou
rostlinnou repetici je repetice A. thaliana (5'- TTTAGGG -3"), [12] a savéi (tedy i
lidskou) telomeru tvofi motiv (5- TTAGGG -3"), [13]. U nékterych druhti hmyzu,
pavoukl a rostlin z Celedi Cesnekovitych (Alliaceae) vSak nejsou sekvence telomer
doposud znamy.

Délka telomer je druhové i mezidruhové variabilni, naptiklad u A. thaliana je
v zavislosti na konkrétnim ekotypu zhruba 2 - 10 kb [14], oproti tomu N. tabacum je
rostlinou s dlouhymi a délkové heterogennimi telomerami 20 - 150 kb [5]. Telomerové
sekvence jsou u vétSiny organismil vcetné A. thaliana a lidi lokalizovany také uvnitt
chromozoémi, jedna se o tzv. intersticialni telomerové repetice (ITR) [15].

Jednou zfunkci telomer je ochrana pfirozenych konci eukaryotickych
chromosomii, ty by mohly byt burikou identifikovany jako dvouietézcové zlomy DNA a
byly by tak na né uplatiovany reparacni mechanismy. To by vedlo ke spojovani
chromosomil a k destabilizaci genomu. Proto telomery tvofti specifické struktury jako G-
kvadruplexy nebo T a D-smycku [16], [17] které brani bunéénym repara¢nim systémam
(napt. homologni rekombinaci ¢i nehomolognimu spojovani volnych koncti) v jejich

uplatnéni.
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U krytosemennych rostlin jako jsou A. thaliana, Silene vulgaris a Zea mays byly
pozorovany tupé zakoncené telomery (tzv. blunt-ended), které se v ptipadé A. thaliana
vyskytuji az v polovin¢ piipadi. Pro stabilitu takovych telomer je nepostradatelny
heterodimer Ku70/80 [18].

Existence telomer také fteSi pfipadnou ztratu genetické informace v dasledku
neuplné replikace konct linedrnich eukaryotickych chromosomd, kterd je zpiisobena
neschopnosti replika¢niho systému dosyntetizovat sekvenci opozd’ujiciho se fetézce
DNA [19], [20] (prokaryota feSi tento problém cirkularnim chromosomem). Pii dé€leni
bunky tedy dochazi ke zkracovani telomer, nikoliv ke ztrat¢ dilezitych kddujicich
usekll. Zkracovani telomer je vSak limitovano a po dosazeni kritické minimalni délky
buika zanika programovanou bunécnou smrti, tzv. apoptdézou, shrnuto v [21].

Maximalni pocCet déleni somatickych bunék (mitéz) u zivoCichi je déan

NS4

Proteiny interagujici
Proteiny interagujici s telomerami s telomerazou

!

Proteiny vazané na telomery

I I N

ds SS ;
5 3 telomeraza
o T, (e
(+histony)
telomerova DNA I

Proteiny interagujici s
telomerazou

Obr. 1: Konce eukaryotickych chromosom( jsou tvofeny dsDNA (double-stranded DNA;
dvouretézcova DNA) a ssDNA (single-stranded DNA; jednofetézcova DNA). Jsou rozpoznavany
specifickymi proteiny, ty se vazi bud pfimo na DNA, nebo je jejich vazba zprostfedkovana
vazbou na jiné proteiny. Tento komplex je u Zivo&iSnych bunék nazyvan shelterin a podili se na
udrzovani telomer [24]. Telomeraza provadi prodluzovani telomer, jako primer pro prodlouzeni
slouzi 3'G-pfesah [25], TR (telomerazova RNA), viz kapitola 2.2. Upraveno podle [24].

2.1.1 Telomerové transkripty

Objeveni telomerovych transkripth TERRA (telomeric repeat-containing RNA),

dlouhych nekodujicich molekul RNA, vyvratilo domnénku, Ze repetice telomer jsou

16



transkripén€ neaktivni, jak by vyplyvalo z jejich heterochromatinového charakteru.
Transkripce TERRA je zprostfedkovana RNA polymerazou II a je u Zivocichl
iniciovana ze subtelomerovych oblasti. Délka transkripti je variabilni, 100 — 9000
nukleotidd u zivocCichti, ~380 nukleotidi u kvasinek [26], na 5  konci se muze
vyskytovat 7-methylguanosin (m’G) a 3" konec mtize byt polyadenylovéan [27], [28].

Hladina TERRA transkriptd je regulovana béhem bunééného cyklu, tato
nekddujici RNA je zapojena do procesu udrzovani telomer a jejich funkce. Tento
mechanismus vSak nebyl doposud objasnén, jedna ze studii u kvasinek deklaruje, Ze se
pravdépodobné jednd o negativni regulaci (teoreticky je nekddujici RNA
komplementarni s TR a mohla by tak inhibovat jeji funkci [27]). AvSak jina kvasinkova
studie toto tvrzeni zpochybiiuje, v té bylo ukdzano, ze telomerové transkripty vznikaji
prednostné z kratkych telomer a podileji se na ,,navadéni telomerazy pravé k témto
telomeram [29].

U A. thaliana probiha transkripce z obou telomerovych vldken DNA, kromé
transkriptt TERRA tak byly detekovany i transkripty ARRET (TERRA antisense
transcripts) [30]. Pfitomnost obou vldken telomerovych transkripti umoziuje vznik
dvouvlaknové RNA a jeji Sté€peni na kratké molekuly RNA, které se ucastni methylace
telomerovych cytosini procesem RNA fizené methylace DNA, RdADM (RNA-directed
DNA methylation). Telomerové transkripty piepisované zobou vldken DNA byly

detekovany i u dal$ich rostlinnych modelt - N. tabacum a Ballantinia antipoda [31].

2.2 Telomeraza

Telomeraza je enzym zodpovédny za prodluzovéani telomer (Obr. 2). Exprese a
aktivita telomerazy je striktné regulovana béhem Zivota rostlin i zivoc¢ichti. Obecné plati,
ze vysoka aktivita telomerazy je pozorovana v tkanich/pletivech s vysokou proliferacni
kapacitou [32] (podrobnéji v kapitole 2.2.2.).

U rostlin je sice telomerdza aktivni jen v urCitych pletivech, pfesto je délka
telomer stabilni béhem celého Zivota. V mutantnich rostlindch A. thaliana s nefunkénim
genem TERT (AtTERT) doslo ke zkraceni telomer u kazdé generace o 250 — 500 bp [33],
cytologické a chromozomalni zmény se objevily az v osmé generaci a tyto mutantni
rostliny byli viabilni do desaté generace [34], [35]. Do prodluZovani telomer u rostlin je

mimo telomerazy zapojen i proces alternativniho prodluzovani telomer ALT (alternative
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telomere lengthening) [36], [37] ktery zahrnuje homologni rekombinaci a replikaci
DNA.

Telomeraza také ptidava de novo repetice na netelomerové useky chromosomt,
které¢ byly poskozeny, a tim se podili na jejich opraviach. Byly také popsany
,hetelomerové™ funkce telomerdzy jako jsou regulace bunééného cyklu, inhibice
apoptozy, proliferace a diferenciace bun€k a ochrana mitochondridlni DNA pied
oxidacnim stresem [38], [39], [40].

Telomeraza je enzymovy komplex, ktery nese vlastni telomerazovou RNA (TR),
ktera slouzi jako matrice pro prodluzovéani telomer. Samotné prodluzovani podle TR
provadi proteinova podjednotka TERT s aktivitou RNA dependentni DNA polymerazy,

reverzni transkriptazy [41].

a3 i)
€5 '
\L ProdluZzovani telomer telomerazou

5! = 3
3 5
\L Syntéza opoiZdujiciho se fetézce DNA

5 = 3
3 € 5
Obr. 2: Telomeraza naseda na 3" konec telomerového G-pfesahu a provadi syntézu telomer

podle TR. Opozduijici se viakno DNA je syntetizovano pomoci Okazakiho fragmentt (upraveno
podle [42]).

2.2.1 TERT

Proteinovd podjednotka telomerazy je slozena z N-koncové ¢asti, reverzné
transkriptdzového tseku (RT) a z C-koncové ¢asti (CTE, C-terminal extension).

Telomerazové motivy T2, CP, QFP a T jsou dulezité pro navdzani TR, tyto
oblasti jsou lokalizovany na N-konci proteinu a kédovany v sekvenci mezi 2. - 9.
exonem (Obr 3 a 4). Proteinové oblasti TERT 1, 2 a A-E jsou nezbytné pro reverzné
transkriptdzovou aktivitu telomerazy, jsou kodovany v oblasti mezi 9. - 10. exonem
(Obr 3 a 4).

Alternativni sestiith genu TERT byl pozorovan u vSech doposud studovanych

organismd, jednotlivé sestfihové varianty mohou vykazovat ztratu katalytické funkce,
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nebo naopak ziskdni funkce nové, mohou tak byt zapojeny do regulace transkripce genu
TERT v jednotlivych tkanich 1 regulace aktivity telomerdzy [24]. Ve srovnani
s zivoCichy je alternativni sestfih genti u rostlin méné¢ obvykly a v alternativnich
transkriptech byvaji Castéji zachovany introny (forma sestfihu ,,intron retention®,
zadrZeni intronu).

U tetraploidniho N. tabacum byly identifikovany tii rizné sekvence kodujici TERT.
Dv¢ z téchto variant — varianty N¢TERT-C/s (piedpokladana funkcni kodujici varianta;
coding putative functional variant) a NtTERT-D (ptedpokladany pseudogen; putative
pseudogene variant) vykazuji sekvencni podobnost se dvéma variantami TERT
charakterizovanymi u N. sylvestris. Tteti varianta N¢(TERT-C/t je svou sekvenci podobna
variant¢ TERT v rostliné N. tomentosiformis [8]. Obdobnou situaci jako u N. tabacum l1ze
ocekavat 1 u dalSich rostlin z ¢eledi Solanaceae (Sykorova E., nepublikované vysledy).

Varianty genu TERT-C jsou plnodélkovymi sekvenénimi variantami, zatimco
varianta TERT-D vykazuje delece a inzerce v exonech na 5" konci, coz vede ke zménam
v Ctecim ramci a k vyskytu pred¢asného STOP kodonu. Je tedy mozné, ze tento
pseudogen je zapojen do regulace genové exprese pomoci siRNA interference [8]. U
polyploidniho tabdku by tedy existoval doposud nepopsany zptsob regulace genu TERT.

Analyza uspotadani genu NtTERT odhalila pfitomnost repetitivnich motivl uvnitf
exonu 5 a nového exonu 4/5a v TEN oblasti, pravdépodobné se jedné o znak typicky pro
rostliny z Celedi Solanaceae. Tento exon je dlouhy 64 bp a okolni introny jsou dlouhé
148 a 89 bp, stejné uspotradani Ize pozorovat i u N. sylvestris a N. tomentosiformis. Kvili
nizké podobnosti proteinové sekvence typické pro tento tsek TERT, vSak neni mozné
urcit evoluéni pivod exonu 4/5a. Duplikace uvnitt 5. exonu je dlouha 63 bp a
v proteinové sekvenci vede k repetici 21 aminokyselin. Tato aminokyselinova sekvence
vSak neni pfitomna u N. tomentosiformis. U N. sylvestris byla v 5. exonu identifikovana
jina duplikace dlouhd 93 bp, ale ptekvapivé tato duplikace nebyla pfitomna v RT-PCR

produktu, coz naznacuje mozny sestiih genu TERT [8].
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Obr. 3: Pro rostliny evoluéné ustalené uspofadani 12 exonu v sekvenci genu NtTERT. Pro
rostlinnou sekvenci genu TERT jsou typické dlouhé exony na 3" konci a pomérné kratké exony
na 5" konci. Pfevzato z [8].

N terminalni cast BT motiv CTE

T2 NS CPQFP T 12 A B'CDE

TEN TRBD RT CTE

Obr. 4: Usporadani proteinové podjednotky NtTERT-C/s. N terminalni &ast je sloZzena ze dvou
domén, TEN a TRBD. Doména TEN (telomerase N-terminal) zprostfedkovava vazbu
telomerazy na telomery. Doména TRBD (telomere-RNA binding domain) vaze TR. RT motiv je
zodpovédny za reverzné transkripéni aktivitu. Vyznam domény CTE neni doposud zcela
objasnén, pravdépodobné se stejné jako doména TEN podili na vazbé telomerazy na DNA.
Upraveno podle [8].

2.2.2 Regulace telomerazy

TERT a TR jsou u vétSiny organismi jednokopiovymi geny. Ale napiiklad
A. thaliana ma 2 geny pro TR. TR1 je templatem pro prodluZzovéani telomer a TR2
negativnim regulatorem telomerazové aktivity [43]. Prvok Euplotes crassus nese
sekvenci tfi rliznych gent TERT [44] a jak jiz bylo feCeno v avodu, N. tabacum je
rostlinnym zastupcem, u kterého bylo také identifikovano vice sekvencnich variant
tohoto genu [8]. Bylo déle prokazano, ze v rakovinnych bunkach se tyto geny vyskytuji
ve vice kopiich a az u 90 % téchto bunck dochazi k reaktivaci procesu prodluZovani
telomer telomerazou [45], [46]. ,,Genova davka*™ hraje tedy dilezitou roli pfi regulaci
telomerazy.

Regulace telomerdzy predstavuje komplexni systém  genetickych a
epigenetickych faktort odehravajici se na mnoha urovnich. Zatimco transkripce TR je
témet konstantni, gen kodujici proteinovou podjednotku TERT je vyvojove

regulovanym genem a jeho transkripce odrdzi aktivitu telomerdzy v jednotlivych
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pletivech a tkanich. U rostlin je vysoka aktivita v orgdnech obsahujicich hojné se délici
bunky (semenacky, kofenové Spicky, pupeny) a v bunécnych kulturach, zatimco v
termindlné diferencovanych pletivech (listy, stonky) je aktivita telomerdzy velice nizka
[7], [47], [48].

Transkripce ATERT (lidsky TERT) je regulovana napiiklad onkogeny a
antionkogeny, p53 je pravdépodobné negativnim regulatorem exprese hTERT, vétSina
rakovinnych bunék trpi jeho deficienci [49], [50]. Dale je transkripce A”TERT ovlivnéna
transkripéni faktory, napt. Spl [51]. Bylo potvrzeno, ze Spl a HIF-1 jsou aktivatory
transkripce lidské TR a Sp3 je represorem transkripce [52].

Postranslac¢ni regulace telomerazy je podpofena pozorovanim, ze mRNA vznikla
piepsanim genu TERT ne vzdy odpovida aktivité telomerazy [53] a Ze vSechny bunky
s aktivni transkripci tohoto genu nejsou schopné prodluzovat telomery [54]. Polocas
zivota lidské telomerazy je zhruba 24 hodin, zatimco TR 5 dnd. To potvrzuje, zZe stabilita
TERT pfispiva k regulaci telomerazy [55], [56]. Kli€ovym procesem postransla¢ni
regulace je pak fosforylace, pfedpokladana fosforylacni mista byla identifikovana v
sekvenci TERT u rostlin 1 Zivoc¢ichii [57], [58]. Vyznamnou roli také hraje ubiquitinace,
ktera vede ke snizeni telomerazové aktivity a zkraceni telomer [59].

Nespravnd funkce telomerdzy je u lidi korelovana s vyskytem zavaznych
klinickych stavii. Vzacna onemocnéni dyskeratosis congenita a idiopatické plicni fibroza
souvisi se Spatnou funkci telomerazy [60], [61]. Tento enzymovy komplex hraje také roli
pfi vzniku rakoviny (Obr. 5). Reaktivace telomerazy je zpisobena selhanim kontrolnich
faktort, které¢ inhibuji jeji aktivitu v buikéach, to vede k ,,nesmrtelnosti“ rakovinnych
bunék na molekularni urovni a ty se tak mohou nekontrolované délit. Piestoze se zda, ze
aktivni telomerdza neni pfi¢inou, ale spiSe dasledkem transformace lidskych bunék, je
nadéjnym cilem protinadorovych terapii.

Opétovna reaktivace telomerazy u rostlin je zcela bézné a souvisi s pfirozenou

totipotenci rostlinnych bunck.
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Obr. 5: Schematické znazornéni funkci telomerazy a jeji mozné zapojeni pfi vzniku nadoru.
Upraveno podle [62].

2.2.3 Hormonalni regulace telomerazy

Bezesporu vyznamnou roli v zivoté organismu hraji hormony, vedle celé¢ fady
funkei jsou zapojeny i do regulace telomerazy.

Bylo zjisténo, ze promotor ATERT obsahuje ve své sekvenci vazebnd mista pro
mnohé transkripcni faktory zahrnujici také tzv. estrogenové receptory, skupinu proteinti
aktivovanou estrogenem. Vystaveni organismu estrogenu vyustilo ve vyssi transkripci
hTERT, a to pifimym navdzadnim estrogenovych receptorii na piislusné useky
v promotoru hTERT [63]. Estrogen zprostfedkovava také fosforylaci hTERT [64].

V tabadkovych suspenznich kulturdch (TB2-Y, tobacco bright yellow-2 cells) byl
v S fazi bunécného cyklu pozorovan nartst telomerazové aktivity indukovany auxinem
(fytohormon podporujici prodluzovani bunék, podili se na fototropickych a
gravitropickych reakcich) [65], tento narast souvisi s fosforylaci TERT a muze byt
inhibovan protein-kindsovymi inhibitory [66]. Telomerazovy aktivator TACI
(telomerase activator 1) je transkripénim faktorem u A4. thaliana a je zapojen do auxinem
zprostiedkovaného nariistu telomerazové aktivity [67], [68].

Oproti tomu cytokinin (fytohormon, ktery podporuje aktivni riist a diferenciaci)
nem¢l zadny vliv na aktivitu telomerdzy béhem bunécného cyklu v TB2-Y [65]. Exprese
telomerazy byla béhem bunécného cyklu uc¢inn€ inhibovana kyselinou abscisovou
(ABA, abscise acid, fytohormon inhibujici rast). AvSak ABA neinhibovala

telomerazovou aktivitu in vitro [66].
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3 Epigenetické modifikace

Jak jiz bylo fe¢eno v uvodu, epigenetické modifikace jsou zapojeny do celé fady
dilezitych biologickych procest. Jejich role ve vyvoji organismu je nepostradatelna,
vyznamné se podili na aktivaci nebo umlcovani genové exprese, protoze béhem riznych
stadii vyvoje a v jednotlivych organech je nutné exprimovat odliSné geny a blokovat
geny, které se exprimovat nemaji. Byla také prokazana vzajemna provazanost
epigenetickych modifikaci, naptiklad histonové modifikace maji vliv na ustanoveni a

udrzovani methyla¢niho obrazu DNA.

3.1 Histonovy kod

Histonovy kod je souhrnné oznaceni pro kovalentni posttranslacni modifikace
aminokyselinovych zbytkl histonovych proteind. Bylo identifikovano vice nez 100 typi
téchto znafek, mezi nejCastéj$i patii acetylace, methylace a ubiquitinace lyzinu,
methylace argininu nebo fosforylace serinu.

Metafora ,.koédu“ je zaloZzena na pozorovani, Ze histonové modifikace musi byt
»cteny* komplexné, protoze jejich rizné kombinace plni odlisné funkce [69] (Obr. 6), a
Ze tento vazebny vzor mize byt predavan pii meidze i mitdze [70]. Jak jiz bylo feceno
v uvodu, epigenetické modifikace ovliviiuji vlastnosti chromatinu v daném lokusu a tim
zptistupiiuji nebo naopak zamezuji navazani transkripcnich faktort a jinych regulacnich
proteint (Obr. 6).

Velmi obecné Ize rozdélit histonové modifikace na euchromatické a
heterochromatické, jejich funkce je napfi€¢ rostlinami 1 Zivocichy pomérné
konzervovana, nicméné¢ konkrétni modifikace urcujici strukturu chromatinu se mezi
organismy lisi.

Ke studiu tohoto typu modifikaci se pouzivd Edmanovo mikrosekvenovani,
hmotnostni spektrometrie (MS) nebo chromatin imuno-precipitace (ChIP). Metody MS a

ChIP umoziiuji kvalitativni 1 kvantitativni analyzu.
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Obr. 6: Regulacni proteiny obvykle obsahuji vazebnou doménu, ktera se specificky vaze na
konkrétni kombinaci kovalentnich modifikaci aminokyselinovych zbytkd. V pfipadé A: Nékteré
proteiny vykazuji vy$Si vazebnou afinitu k dvojité znacenym usekim, nez k osamocenym
znackam.

V pfipadé B: Prfitomnost druhé modifikace zamezi navazani regulaéniho proteinu na
modifikovany Usek histonu. Upraveno podle [71].

3.1.1 Acetylace histonti

Acetylace je jednou z nejstudovangjSich posttranslaénich modifikaci histonii
(Obr. 7), je regulovana pomoci histonovych acetyltransferdz a deacetyldz. Existuji 2
zékladni typy histonovych acetyltransferaz: typ A zodpovédny za acetylaci histonti je
piimo zapojen do remodelace chromatinu a regulace genové transkripce [72]; typ B je
cytoplazmatickym proteinem, ktery katalyzuje acetylaci histonl v cytoplazmé, tato
acetylace predchazi inkorporaci histonti do nové replikované DNA [73].

Disledkem acetylace lyzinu je neutralizace jeho kladného naboje a oslabeni
interakce s DNA v daném useku. To vede k rozvolnéni struktury chromatinu a jeho vyssi
pfistupnosti napf. pro navazani transkripcnich faktorid. Acetylace tedy ptlisobi jako

transkripcni aktivator a deacetylace je zapojena do genového umlcovani.
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Obr. 7: Posttranslaéni acetylace lyzinu, upraveno podle [74].

3.1.2 Methylace histont

Ve srovnani s acetylaci histont je methylace stabilngjsi postranslacni modifikace
(shrnuto v [75]). Na udrzovéani této epigenetické modifikace se podili histonové
methyltransferazy a demethylazy. Nejcastéji methylované jsou histony H3 a H4.

Vedle lyzinu (Obr. 8) mtze byt methylovan i arginin (Obr. 9). Vliv této znacky
na genovou transkripci neni ve srovnani s acetylaci tak jednoznacny. U A. thaliana jsou
monomethylované lyziny asociovany pfedevsim s heterochromatinem a trimethylované
s euchromatinem (shrnuto v [76]). Oproti tomu trimethylované lyziny v genomu mysi se
vyskytuji pfedev§im v heterochromatinu, vyjimkou je H3K27 (histon 3, lyzin 27),
shrnuto v tabulce 1, 2 a 3. Methylované H3K4 (histon 3, lyzin 4) a H3K36 (histon 3,
lyzin 36) jsou obvykle povazovany za aktivatory transkripce, oproti tomu H3K27 je
modifikaci typickou pro vyvojoveé umlcené geny a stejné jako H4R3 (histon 4, arginin 3)
zpusobuji spiSe heterochromaticky charakter daného useku.

Funk¢éné specificky vyznam methylovanych lyzint je pozorovan i pro konkrétni
oblasti DNA. Naptiklad H3K9me3 (histon 3, trimethylovany lyzin 9) a H3K36me3
(histon 3, trimethylovany lyzin 36) zplsobuji u zivocichli potlaceni transkripce, pokud
se vyskytuji v promotorech, ale aktivaci transkripce kdyz se nachazeji v samotném genu
(shrnuto v [77], [78], [79]), H3K9me3 ma navic vliv na ustanoveni methylace DNA,
stejné jako H3K4mel (histon 3, monomethylovany lyzin 9) [80]. Byl také prokazana
souvislost mezi posttranskripénim sestithem RNA a histonovymi modifikacemi.
Modifikace H3K36me3 se u Cernohabditis elegans, mysi a Cloveéka vyskytuje Castéji
v exonech nez vintronech [81] a komplexni proces sestiihu RNA tak mulze byt

kontrolovan i stavem chromatinu v daném lokusu [82].
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Obr. 8: Posttranslaéni modifikace lyzinu, na lyzin mohou byt navazany az 3 CHs- skupiny,
upraveno podle [74].
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Obr. 9: Posttranslaéni modifikace argininu, na arginin mohou byt navazany maximainé 2 CHa-
skupiny. V pfipadé dimethyl-argininu rozliSujeme modifikaci symetrickou a asymetrickou,
upraveno podle [74].

H3K9
mono di tri
Arabidopsis heterochromatin vysoka vysoka nizka
euchromatin nizka nizka vysoka
mys heterochromatin nizka nizka vysoka
euchromatin vysoka vysoka nizka

Tabulka1: Porovnani hladiny vyskytu monomethylovaného, dimethylovaného a
trimethylovaného lyzinu 9 v histonu 3 (H3K9) v genomu A. thaliana a mysi (upraveno podle [76]).
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H3K27

mono di tri
Arabidopsis heterochromatin vysoka vysoka nizka
euchromatin nizka nizka vysoka
mys heterochromatin vysoka sttedni nizka
euchromatin sttedni vysoka vysoka

Tabulka 2: Porovnani hladiny vyskytu monomethylovaného, dimethylovaného a
trimethylovaného lyzinu 27 v histonu 3 (H3K27) vgenomu A. thaliana a mySsi (upraveno
podle [76]).

H4K20
mono di tri
Arabidopsis heterochromatin vysoka nizka nizka
euchromatin nizka vysoka vysoka
mys heterochromatin nizka nizka vysoka
euchromatin vysoka vysoka nizka

Tabulka 3: Porovnani hladiny vyskytu monomethylovaného, dimethylovaného a
trimethylovaného lyzinu 20 v histonu 4 (H4K20) v genomu A. thaliana a mySsi (upraveno
podle [76]).

3.1.3 Ubiquitinace a biotinylace histoni

Ubiquitinace histonti je kritickd pro spravny pribéh mitdzy a meidzy, nebyl ale
prokézan jeji pfimy vliv na transkripci [83].

Biotinylace histont je realizovana dvéma typy enzymd, jednim je biotindza, ktera
vyuziva biocytin jako substrat, tim druhym je holokarboxysyntetdza vyuzivajici pro
biotinylace histonii biotin a ATP. Lyziny 4, 9, 18 v histonu H3 a lyziny 8 a 12 v histonu
H4 byly identifikovany jako mista biotinylace [84].
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3.2 Methylace DNA

Methylace cytosinu v pozici 5 pyrimidinového kruhu (Obr. 10) je castou
modifikaci eukaryotickych genomt. Methylované cytosiny se mohou vyskytovat
v nékolika sekvencnich motivech a predevsim v symetrickych sekvencich se jednd o
velice stabilni modifikaci (viz déle). Stejn¢ jako jiné epigenetické modifikace je 1
methylace DNA zahrnuta do regulace genové exprese, u rostlin je tato modifikace
zapojena napft. do iniciace kveteni, tzv. vernalizace, ma také vliv na rozdilnou expresi
matetské a otcovské alely, jednd se o tzv. genovy imprinting. Mimo jiné se methylace
DNA podili i na ochrané pfed transpozabilnimi elementy, Gseky DNA které maji
schopnost cestovat po genomu a tim zptisobovat mutace nebo nestabilitu chromozomu.
Tyto elementy proto musi byt siln¢ methylovéany, ¢imz se inhibuje jejich aktivita.

U prokaryot mizeme vedle methylovaného cytosinu najit i methylovany adenin,
takto modifikované dusikaté baze jsou soucasti obranného modifika¢né restrikéniho

systému, ktery chrani prokaryoticky genom pted atakem cizorodé DNA.
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Obr. 10: Methylace cytosinu. SAM = S-adenosylmethionin, pfevzato z [85].

U rostlin mohou byt methylované cytosiny lokalizované v symetrickych i
asymetrickych sekvencich, a to ve vSech tfech sekven¢nich motivech. Jsou rozliSovany
symetrické sekvence: CG a CHG a asymetrické sekvence CHH (kde H je jakékoliv baze
mimo guaninu) [86]. U zivocisSnych bunck jsou methylované cytosiny lokalizované
predevsim v symetrickych dubletovych motivech CG, ve specifickych fazich vyvoje
organismu byla identifikovana i relevantni hladina asymetricky methylovanych cytosinti
[87]. Uroveii methylace DNA je unikatni pro kazdy organismus a jak je zminéno vyse,
vysokd hladina methylace DNA je Castd u transpozoni a repetitivnich sekvenci [88],

oproti tomu obvykle nizkou methylaci DNA vykazuji promotory aktivnich gent.
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Sekvencni motiv, ve kterém se methylovany cytosin vyskytuje, hraje zasadni roli
pfi udrzovani methyla¢niho obrazu (Obr. 11). Methylace cytosinu je postreplikativni
modifikaci, po replikaci DNA je methylace udrzovéana v symetrickych sekvencich, kdy
matefské vlakno si methylované cytosiny uchovava a v nové syntetizovaném dcetfiném
vlakn€ dochazi k lokalizaci symetrickych cytosin a jejich nasledné methylaci.
V piipadé¢ nesymetrickych sekvenci nebo symetrickych sekvenci, které plivodné

methylované nebyly, jsou cytosiny methylovany de novo mechanismy.

de novo methylace
S—e—3¥Y . 5 m CG 3
¥ —GC 5 3 GC m 5
de novo methylace
= .
P CHH — 3" .. 5 ——mCHH 3
replikace udrzovaci methylace

5 — mCG 5 N - .

m 3_ p— m CG 3' — m CG 3'
¥ GCm — 5 3 GC — 5 K} GCm g

Obr. 11: Ustanoveni methylace v symetrickych (CG a CHG) a asymetrickych sekvenci (CHH)
udrzovacimi mechanismy a de novo mechanismy, pfevzato z [85].

Mechanismus methylace cytosinu objasiiuje transmethylacni reakce, pii které je
donor methylové skupiny SAM konvertovan na S-adenosylhomocystein (SAH)
(Obr. 12). SAH je diky vyssi afinit¢ vhodnéjSim substratem pro methyltransferazy,
enzymy katalyzujici transmethylacni reakce, nez SAM. VétSina téchto enzymu je
inhibovana prave vzrustajici koncentraci SAH wuvnitt bunky [89]. Jako indikator

methyla¢niho potenciélu je oznacovan pomér SAH a SAM v buiikach.
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Obr. 12: Vzorce SAM a SAH, upraveno podle [90].

U rostlin  byly charakterizovany tfi DNA methyltransferazy: DNA
METHYLTRANSFERASE1 (MET1), CHROMOMETHYLASE3 (CMT3), DOMAINS
REARRANGED METHYLTRANSFERASE2 (DRM2). Enzym METI1 je zodpovédny
predev§im za udrzovani methylace v sekvencnim kontextu CG. CMT3 je pro rostliny
specifickd methyltransferdza, kterd udrzuje methylaci v sekvencich CHG. DRM2 je
zodpoveédna za de novo methylaci DNA ve vSech sekvenénich motivech. Aktivita tohoto
enzymu miize byt regulovana drahou RdADM (RNA-directed DNA methylation) a hraje
vyznamnou roli pfi methylaci sekvence CHH, ktera v disledku absence symetrie
nemuze byt udrZzovana klasickymi udrzovacimi mechanismy.

Pii studiu methylace DNA se uzivaji latky, inhibujici aktivitu transmethylacnich
drah [91]. Jednd se napfiklad o analogy cytosinu, jako je zebularin nebo 5-aza-
deoxycytosin, v tomto ptipad¢ je methyltransferaza inhibovana kovalentni vazbou, ktera
znemozni jeji dalsi aktivitu [92]. Dalsim inhibitorem je 9-(S)-(2,3-dihydroxypropyl)-
adenin (DHPA), ktery inhibuje S-adenosylhomocystein hydroldzu, tim nartsta bunééna

koncentrace SAH a dan4 methyltransferaza je inhibovana kompetitivné [93].

3.3 Epigeneticky stav telomerazy

Byl studovan epigeneticky stav promotoru A#TERT, ten je u telomeraza negativnich
somatickych bun¢k lokalizovan v oblasti vysoce kondenzovaného chromatinu a je
asociovan s hypoacetylovanymi histony [94], [95]. Pouziti trichostatinu A (inhibitor
deacetyldz) vyvolalo u telomeraza negativnich bun¢k zvySeni transkripce ATERT. Bylo

prokézano, ze jak modifikace histont, tak methylace DNA se podili na regulaci A”TERT
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[96]. Neni ale zcela jasné, zda methylace DNA a histond pfispiva k negativni nebo
pozitivni expresi A”TERT v rakovinnych bunikach.

Analyza epigenetického stavu regulacni oblasti piredpokladaného promotoru genu
AtTERT u A. thaliana vkézala nizkou hladinu methylovanych cytosinti bez vyraznych
rozdili mezi telomerdza pozitivnim pletivem (semenacky) a telomerdaza negativnim
pletivem (maturované listy). Pfekvapivé byla ale pozorovana relativné vysoka hladina
methylace DNA v sekven¢nim motivu CG v kodujici oblasti genu (v 5. exonu), ktera je
charakteristicka pro konstitutivné exprimované geny, kterym vyvojové striktné
regulovana telomeraza zcela jisté neni. Analyza struktury chromatinu regula¢ni oblasti
genu AtTERT a 5. exonu ukazala jisty narist represivni modifikace H3K27me3 v pletivu
s umlcenou telomerazou. Oproti tomu hladina H3K4me3, H3K9ac a H3K9me2 byla
v semenaccich 1 listech srovnatelnd. Byla detekovana vysokd hladina histonovych
modifikaci H3K4me3 a K3K9ac a velice nizkd hladina heterochromatinové znacky
H3K9me2, coz ukazuje na euchromatinovy charakter chromatinu proteinové
podjednotky telomerdzy v pletivech s aktivni 1 neaktivni telomerdazou. Ve srovnani
s zivo¢iSnymi buitkami je tedy vliv epigenetickych modifikaci na vyvojovou regulaci

telomerdzy v modelové rostlin€ 4. thaliana vyrazné nizsi [97].
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4 Cil diplomové prace

Teoretickd ¢ast diplomové prace se vénuje problematice telomer, koncii linedrnich
chromosomil eukaryotickych organismil, funkci telomer v ochrané genetické informace
a jejich udrZzovani pomoci telomerdzy. Podstatnd cast je vénovana regulaci genové
exprese pomoci epigenetickych mechanismi a jejich vlivu na regulaci enzymového
komplexu telomerazy.

V praktické casti bylo studovano zastoupeni transkriptti sekvencnich variant genu
TERT v rostlinach N. tabacum, N. sylvestris a N. tomentosiformis, byla analyzovéna
hladina transkripce sekven¢nich variant v rostlinnych pletivech s odlisSnou
telomerazovou aktivitou. Pro funkéni studii transkripce téchto variant klicily rostliny
N. tabacum v ptitomnosti rostlinnych hormont. Metodou chromatin imunoprecipitace
byly studovany histonové modifikace vregulaéni oblasti genu TERT a pomoci
bisulfitové konverze methylace DNA.

Pro splnéni cili experimentalni Casti prace bylo tfeba napéstovat rostlinny material,
navrhnout primery pro kvantitativni PCR a zoptimalizovat reakce pro specifickou
amplifikaci variant genu 7ERT. Analyza zastoupeni sekvenc¢nich variant v genomech
studovanych rostlin a analyzy transkripce byly provedeny kvantitativni PCR a RT-PCR.
Studium histonovych modifikaci vyzadovalo izolaci chromatinu, jeho naslednou
sonikaci a precipitaci s danou protilatkou, vzorky byly déle analyzovany klasickou PCR.
Pro analyzu methylace DNA byly navrZzeny degenerované primery, které byly testovany
na DNA konvertované bisulfitem.

Vysledky ziskané vramci této diplomové prace jsou soucésti vyzkumu
epigenetickych regulaci rostlinnych telomer a telomerdz v Laboratofi Molekularnich

komplexii chromatinu, CEITEC MU.
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S Material a metody

5.1 Rostlinny material

Byly pouzity rostliny Nicotiana tabacum, Nicotiana sylvestris a Nicotiana
tomentosiformis.

Laboratofi Dr. Davida Honyse, CSc. (Ustav experimentalni botaniky AV CR,
Praha) byly laskavé poskytnuty vzorky pylu (pylova stadia a stadia pylovych lacek)
N. tabacum. Kaultivaci a charakterizaci pylovych stadii a pylovych lacek shrnuji
publikace [98], [99].

Kalusy N. tabacum kultivovala Mgr. Pavla Polanskd (Laboratof molekularnich

komplexti chromatinu).

5.2 Vysev seminek

Pro dodrzeni zasad sterilni prace je vysev seminek provadén ve sterilnim boxu
Biohazard (Biohazard flowbox, TRIGON PLUS), ktery je stejn¢ jako vSechny pottebné
nastroje (Petriho misky, nizky, pipety,...) sterilizovan UV zafenim.

Tzv. zivnou plidou je Muraschige&Skoog medium (MS médium, M0O255.0050,
pH 5,8, Duchefa Biochemie), které obsahuje veskeré latky potifebné pro spravny rust
rostlin. Toto médium je pfipraveno dle pokynt danych vyrobcem, pro vykli¢eni seminek
rostlin rodu Nicotiana musi byt pfidana sachardza (ve vysledné koncentraci 1%, Penta) a
pro ztuhnuti agar (ve vysledné koncentraci 0,8%, Plant agar, Duchefa Biochemie). Takto
pripravené¢ médium je nutné sterilizovat 30 minut v Papinové hrnci. Pokud maji seminka
kli¢it v prosttedi hormonu, odméfime pozadované mnozstvi MS média a priddme
k nému hormon do vysledné koncentrace: BAP 5uM (6-benzylaminopurin, Duchefa
Biochemie), NAA 5uM (1-naftyloctova kyselina, Duchefa Biochemie) a 2,4D 5uM (2.4-
dichlorfenoxyoctova kyselina, Duchefa Biochemie). MS médium nalévdme na Petriho
misky (pramér 8,5 cm, objem zhruba 25 ml) a po jeho ztuhnuti mizeme seminka vyset.

Samotnd seminka je nutné pied vlastnim vysevem sterilizovat, nejprve je
oplachneme ve vodé¢ s pfidanym detergentem (TWEEN 80, o vysledné koncentraci 1%),
nasledné jsou sterilizovana 2x 2 min 90% savem (savo fedéné vodou s 1% TWEEN 80).

Po sterilizaci seminka proplachujeme sterilni vodou, a to 3x 10 min. Takto pfipravena
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seminka naneseme na ztuhlé MS médium. Petriho misky oblepime izola¢ni péskou,
abychom =zajistili sterilitu a stalou vlhkost. Misky jsou uloZeny do fytotronu, kde
v podminkach kratkého dne vykli¢i (8 hodin svétlo, 21 °C, intenzita osvitu 100
pmol/m?.s; 16 hodin tma, 19 °C).

Po 12 dnech semenacky sklizime a uchovavame pti -80 °C, ptipadné je
pfesadime do hliny a péstujeme ve fytotronu v podminkéch dlouhého dne (16 hodin
svétlo, 8 hodin tma).

Rostlinny material sklizime ntzkami a pinzetou do oznacenych eppendorfek,
pfipadné alobalu. Materidl lze ihned pouzit k izolaci RNA a DNA, nebo jej mlizeme

dlouhodobé¢ skladovat pii -80 °C.

5.3 1Izolace RNA, DNazovani a reverzni transkripce

Izolace RNA z rostlinnych pletiv provadime pomoci komeréné doddvanych sad
TriReagent (Molecular Research Center), RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) a NucleoSpin
RNA Plant (Macherey-Nagel). Postupujeme podle protokolii dodanych vyrobci,
rostlinny materidl mize byt Cerstvy i zmrazeny.

Izolace pomoci TriReagentu je ,,robustnéjsi“ metodou, proto byla pouzita pro
izolaci RNA z pylu, pylovych lacek a starych listli; staré listy jsou pln€ maturovanou
tkani a transkripéni aktivita v nich obecné neni vysokd, proto byla izolace provedena
z dvojité davky materialu, nez bylo mnozstvi doporuc¢ené vyrobcem. Pyl a pylové lacky
jsou materidlem, ktery je obtizn¢ homogenizovatelny a obsahuje vysoké mnozstvi
balastnich proteinti. V téchto ptfipadech RNA =ziskana kolonkovou izolaci pomoci
RNeasy Plant Mini Kitu neméla dostatecnou kvalitu a koncentraci.

Koncentrace RNA byla zjisténa spektrofotometricky (Nano UV Spektrofotometr,
Implemen) méfenim absorbance pii 260 nm, Cistota byla odhadnuta z pomérti absorbanci
260 nm /280 nm a 260 nm /230 nm, které by pro RNA mély byt okolo 2, integrita
vzorku byla zkontrolovana agar6zovou gelovou elektroforézou.

Po izolaci RNA obsahuje vzorek kontaminujici molekuly DNA, které je potieba
odstranit, jejich pfitomnost by mohla zkreslit vysledky p#i naslednych analyzach
poskytnutim faleSn€ pozitivniho signidlu. DNA je degradovana enzymaticky pomoci
komeréniho kitu TURBO DNA-free (Ambion) podle protokolu vyrobce. Vyrobce
doporucuje 2 DNazovaci cykly (2x ptfidat enzym DNazu do reakéni smési a inkubovat

30 min pii 37 °C), to vSak v ptipadé¢ RNA izolované z pletiv rostlin Nicotiana nebylo
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dostate¢né a musely byt ptidany dalsi 3 DNéazovaci cykly. Pro dodate¢né DNazovani
bylo vyrobcem kitu doporuceno pfipravit roztok ,,Second DNA digest buffer (10x
koncentrovany: 200mM Tris-HCI o pH 7,5, 100mM MgCl,, SmM CaCl,, objem je
doplnén vodou zbavenou RN4z (RNaza free voda), findlni pH roztoku 7,5 [100]).

Reverzni transkripce je proces, pii kterém je RNA piepsdna do cDNA pomoci
enzymu reverzni transkriptdzy MuLV (NEB). Reakce vyZzaduje piitomnost random
nonamert (Sigma, 50uM), nahodnych primerti, které pomohou piepsat -cely
transkriptom a smés deoxyribonukleotid trifostatd, dNTP (ROCHE) (dATP, dCTP,
dTTP, dGTP, kazdy o koncentraci 25uM).

Reakéni smés:

2 ug RNA, doplnime sterilni vodou do objemu 15,5 ul
1 pl random nonamert

0,5 ul ANTP

1 ul reverzni transkriptazy MuLV (NEB)

Program:

70 °C 5 minut, poruseni sekundarnich struktur RNA

40 °C 90 minut, reverzni transkripce, az v tomto kroku je ptidana reverzni
transkriptaza a ANTPs

80 °C 5 minut, inaktivace reverzni transkriptazy

4 °C, zavéreéné chlazeni vzorku

5.4 1Izolace DNA

DNA byla izolovana metodou dle Dellaporta [101]. Protokol viz niZe, je mozné
navysit mnozstvi vstupniho materialu. Rostlinny materidl mize byt cerstvy i zmraZeny.

Kontrola kvality a koncentrace vyizolované DNA byla stanovena obdobn¢ jako u
RNA spektrofotometricky méfenim absorbance pii 260 nm, Cdistota vzorku byla
odhadnuta z pomérii absorbanci 260 nm /280 nm a 260 nm /230 nm, které by pro DNA
mély byt vrozmezi 1,6 - 1,8. Integrita vzorku byla ovéfena agardézovou gelovou

elektroforézou.
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100 mg rostlinného materidlu homogenizujeme v tekutém dusiku.

Nadrceny rostlinny material smichame s 0,5 ml pufru EB (100mM Tris-HCI
pH 8, 50mM EDTA pH 8, 500mM NacCl), do které¢ho byl pfed zacatkem prace
pridan B-merkaptoetanol (Sigma, zasobni koncentrace 14,3M; 7,2 ul na 10 ml
EB pufru,), vS§e uchovavame na ledu.

Ptidame 35 ul 20% SDS, vortexujeme a inkubujeme 10 min pii 65-70 °C.
Ptidame 130 pl 5M octanu draselného (pH 7-8) a inkubujeme 5 min na ledu.
Centrifugujeme 10 min na stolni centrifuze na maximum otacek.

Opatrné pieneseme supernatant do ¢isté eppendorfky obsahujici 60 pul 3M octanu
sodného a 640 pul izopropanolu, vortexujeme.

Centrifugujeme 5 min na maximum otacek.

Supernatant odstranime, pelet promyvame 70% etanolem a nasledné ho suSime
cca 20 min pii 37 °C. Pelet rozpustime v 200 pl pufru BTE (50mM Tris-HCI,
pH 8, ImM EDTA, pH 8) pfi pokojové teploté ptes noc, nebo inkubujeme 2 hod
pti 50 °C.

Centrifugujeme 5 min na maximum otacCek, supernatant odebereme do Cisté
eppendorfky.

Ptidame 2 pl RNazyA (10 mg/ml, Sigma), inkubujeme 1 hod pfti 37 °C.

Ptidame 20 pl 3M octanu sodného a 440 pl 96% etanolu, inkubujeme 1 hod pfii
-20 °C, ptipadné pies noc.

Centrifugujeme pii 4 °C 15 min na maximum otacek.

Supernatant odstranime, pelet promyvame 70% etanolem, susime cca 20 min
pii 37 °C a rozpustime ve 20 pl pufru TE (10mM Tris-HCI pH 8, ImM EDTA,
pH 8) nebo vody.

5.5 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Vroce 1983 zavedl Kary B. Mullis metodu replikace DNA in vitro,

polymerédzovou fetézovou reakci PCR (polymerase chain reaction), o 10 let pozdé€ji byl

za tento objev ocenén Nobelovou cenou za chemii.

Metoda vyuziva stejné¢ DNA polymerazy jako buiiky pii in vivo syntéze DNA,

ale na rozdil od in vivo reakci jde o jediny enzym Ucastnici se tohoto procesu. Principem

této metody je cyklicka amplifikace specifické sekvence dsDNA ve sméru 5'—3" za
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pfesn¢ danych reak¢énich podminek. Nemusi byt znama kompletni sekvence studovaného
useku DNA, musi byt zndm pouze zacatek a konec, na ktery nasedaji tzv. primery.
PCR se sklada ze tfi zakladnich krok: 1) pii teploté 95 °C probihd denaturace
templatové dsDNA, vznikaji dva ssDNA fetézce, které jsou v nasledujicich krocich
vyuzity jako ptedlohy pro syntézu novych fetézct. 2) pii konkrétni teploté dané sekvenci
a délkou primerti nasedaji tyto primery na komplementarni isek DNA. 3) pii teploté
72 °C provadi DNA polymeraza syntézu nového fetézce, vznikd tak opcét dsDNA,
produkt PCR reakce. Mnozstvi ziskané¢ho produktu v jednotlivych cyklech lze vyjadiit
vztahem 2", kdy n je pocet cykla. Tyto tfi kroky dohromady tvofi jeden cyklus, reakce
probihaji v zafizenich zvanych termocyklery (Rotor-Gene 6000, Qiagen; C1000TM
Thermal Cycler, Biorad). Pocet cykll volime podle typu analyzovaného genu (30 — 40).

Pro srovnani mnozstvi produkti PCR vzniklych po amplifikaci s riznymi sadami
primerit musi tyto reakce probihat s vysokou efektivitou, kterd je pro vSechny sady
srovnatelnd, jinak by do experimentu byla zavedena technickd chyba, kterd by
zkreslovala vysledky, PCR reakce proto musi byt peclivé optimalizovany. Tento proces
zahrnuje navrh primertt v programu IDT (Integrated DNA Technology) [102], ovéieni
zda netvoii sekundarni struktury, neinteraguji samy se sebou a nasedaji pouze na dany
usek DNA (specifita reakce). Pro nasednuti primerti je kriticka tzv. ,,annealingova“
teplota, ktera je experimentalné stanovena pomoci gradientové PCR, ta je provadéna
v termocyklerech umoznujicich nastaveni raznych teplot pro nasedani primert. PCR
produkty jsou potom analyzovany agardézovou gelovou elektroforézou, diky které
muzeme vyhodnotit, pii jaké teplot¢ reakce prob&hla nejspecifictéji s vysokym
vytézkem. DalSim krokem optimalizace je stanoveni koncentrace primerti v PCR reakci.
Efektivita reakce je odectena z kalibra¢ni kiivky sestrojené pomoci qPCR (kvantitativni;
quantitative PCR, viz dale).

Protoze jednotlivé vzorky se lisi svou kvalitou a koncentraci cDNA pouzivame
k normalizaci tzv. referen¢ni gen, jehoz transkripce je konstantni v jakémkoliv pletivu
(tkani) a stejné tak béhem vyvoje organismu. Transkripce referen¢niho genu nesmi byt
ovlivnéna podminkami experimentu (napf. pouzitim toxické latky), Casto se jedna o
transkrip¢ni faktor.

Vyznamnou modifikaci této metody je qPCR: PCR v redlném case. Od klasické
PCR se lisi pritomnosti fluorescencni barvy v reakéni smeési, v nasem piipadé¢ SYBR
Green I, ktera je schopna vazby na dsDNA. Po interakci fluorescencni barvy s dsDNA

dochdzi k narGstu fluorescence. Odecitdnim fluorescen¢niho signalu v jednotlivych
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cyklech mizeme kvantifikovat mnozstvi vznikajiciho produktu. Pro vlastni kvantifikaci
je rozhodujici hodnota Ct, coz je Cislo cyklu, kdy hodnota fluorescence vzrostla nad
detek¢ni mez pristroje. Reakce qPCR jsou provadény v komeréné dodavanych mixech,
které obsahuji optimalni pomér vSech reak¢nich slozek. Aby byly limitovany technické a
pipetovaci chyby, jsou reakce pfipravovany v triplikatech, tfech technickych replikach.
Analyzu vzniklych produkti qPCR produktti 1ze provést sestrojenim kiivky tani —
analyzuje se ubytek fluorescence v zavislosti na stoupajici teploté. Analyza transkripce
je provedena pomoci qRT-PCR (quantitative reverse transcription PCR).

Vyhodnoceni qPCR experimentii véetné statistické analyzy (byl pouzit Mann
Whitney statisticky test) bylo provedeno programem gbase+ (Biogazelle) metodou AACt
[103], [104].

Princip vyhodnoceni: R=2"2C ydava relativni transkripci analyzovaného genu.
ACt je rozdilem v Ct konkrétni sekvencni varianty TERT a genu referen¢niho (v naSem
pripadé EF1, actin), ACt = Ct (TERT) — Ct (ref. gen). AACt je pak rozdil mezi ACt pletiv
(listy, kofinky, pupeny,...) a semenackli, ke kterym byla transkripce v ostatnich
pletivech vztahovédna, pfipadn¢ semenacki kli¢icich v pfitomnosti hormonu a
kontrolnich ~ semenackii  klicicich v ¢istétm  médiu.  AACt = ACt (pletivo) —
ACt (semenacky). Pro zraly pyl a kalusy byly smeérodatné odchylky pocitany
v programu Excel (vzorec viz nize), statistické vyhodnoceni programem gbase+ nebylo

kvili nizkému poctu biologickych replik mozné.

\‘ (n—1) n - po€et méfeni, x - hodnota, X - primérnad hodnota

Reak¢ni smés klasicka PCR (20 ul):

13,9 pul vody

4 ul MyTaq Reaction Buffer Colorless, 5x koncentrovany (Bioline)
0,5 pl primeru Fw 10 uM

0,5 pl primeru Rev 10 uM

0,1 ul MyTaq DNA polymerazy (Bioline, 5U/ul)

1 pl templatu DNA
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Reak¢éni smés qPCR (20 pl):

8 ul vody

10 ul KAPA SYBR FAST qPCR MM, 2x koncentrovany (Kapa Biosystems)
0,5 pl primeru Fw, 10uM

0,5 pl primeru Rev, 10uM

1 pl templatu DNA nebo cDNA

Program:

95°C 15 nebo 5 min aktivace enzymu, zélezi na pouzitém mixu

95 °C 30 s denaturace dsDNA «——

56 - 62 °C 20 — 30 s nasedani primert

72 °C 20 — 30 s syntéza nového vlakna, 35 —40 cykla
méteni fluorescencniho signalu

72 °C 3 min zavérecnd polymerace

50-99 °C analyza kiivky tani

V tabulkach 5 — 9 jsou uvedeny sekvence pouzitych primerti a v tabulkach 10 -15

jsou uvedeny konkrétni programy pro vSechny pouzité primery.

Actin_Fw CTG GAT TTG CTG GTG ATG AT
Actin_Rev CYCTCT TGG ATT GAG CTT

EF1 Fw TGA GAT GCA CCA CGA AGC TC
EF1 Rev CCA ACATTG TCA CCA GGA AGT G

Tabulka 4: Sekvence primeru referenénich gent uvedené ve sméru 5'— 3°, gPCR. (Fw forward
primer, Rev reverse primer)
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Nt 9exFw3

GTG CTG GAT GAT CTC AAT TTG GAG -

Nt 9exRevIC

CAA GAA TGC CAT GCA ATG AGCC * NtTERT-C/t
NtTERT-C/s

Nt 9exCA_1C-31R

GAA GAC AAG ACC TGG CAT TAG CAG *NtTERT-C/t

Nt 9exCB_1C-31R

GGA AGA TAA GAC CTA GCATTG GCG *NtTERT-C/s

Nt 9exD 1C-31R

GAA GAC AAG ACC TGG CAT TGA CG *NtTERT-D

Tabulka 5: Sekvence primerd pro analyzu 9. exonu genu TERT uvedené ve sméru5— 3",
Primer Nt_9exFw3 je spoleény pro uvedené reverzni primery, qPCR.
*specificky amplifikuji konkrétni sekvencni variantu genu TERT.

3ex Fw

TCA CCA GCA TGG AGC CTT CTCC

4ex_Rev

CTC CAG CCA CCT GAC GGT GT

Tabulka 6: Sekvence primer( navrzenych pfes intron uvedené ve sméru 5 — 3", gqPCR.

Nt TERT lex Rev

AGA GAT AAA ATT GTA TGT CCT AGA GTA CG

Nt TERT ATG Fw

ATG TCG ACG AAG AGA CCG AGA CTT

Tabulka 7: Sekvence primerd pro ovéfeni pocatku transkripce genu TERT uvedené ve sméru

5'— 3, gPCR.

Nt TERT lex Rev

AGA GAT AAA ATT GTA TGT CCT AGA GTA CG

N{TERT up CA Fw

GAT TTT CAT TAC TGT TGT CTT TTA CGG

NtTERT up CB2 Fw

GCT TAA CAG TTA ACA CCA TGC AAA TGT GAA TTC

Tabulka 8: Sekvence primer( pro studium regulac¢ni oblasti genu NtTERT uvedené ve sméru

5'— 3’, klasickad PCR.

BGS 1521 Rev deg

CTA RAR ATA AAA TTR TAT RTC CTA RAR TA

BGS 1284 Fw deg

AAT AAY YGT TGG GTA AAA GAA AAT

BGS_772 Fw deg

GGG TAA AYA ATT ATA TTA AAT AGATTA A

Tabulka 9: Sekvence primerd navrzenych pro studium methylace DNA v regulaéni oblasti genu
NtTERT uvedené ve sméru 5°— 3’, klasicka PCR.R=G nebo A, Y =C nebo T.
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95 °C 5 min

95 °C 5s

56 °C 20 s

72 °C 15s

72 °C 3 min
50-99 °C melt analyza

Tabulka 10: Program pro actin, gPCR.

95 °C 5 min

95 °C 5s

60 °C 20s

72 °C 15s

72 °C 3 min
50-99 °C melt analyza

Tabulka 11: Program pro EF1, gPCR.

95 °C 5 min

95 °C 5s

62 °C 20 s

72 °C 15s

72 °C 3 min
50-99 °C melt analyza

Tabulka 12: Program pro 9. exon genu NtTERT, qPCR.
(Sady primer(: Nt 9exFw3 a Nt 9exRev1C, Nt 9exFw3 a Nt 9exCA 1C-31R, Nt 9exFw3 a
Nt_9exCB_1C-31R, Nt_9exFw3 a Nt_9exD_1C-31R).

95 °C 5 min

95 °C 5s

56 °C 20s

72 °C 15s

72 °C 3 min
50-99 °C melt analyza

Tabulka 13: Program pro 3. a 4. exon genu NtTERT, gPCR.

95 °C 5 min

95 °C 5s

56 °C 20

72 °C 20 s

72 °C 3 min
50-99 °C melt analyza

Tabulka 14: Program pro 1. exon (od ATG) genu NtTERT, qPCR.
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95 °C 1 min
95 °C 15s
56 °C 15s
72 °C 15s
72 °C 8 min
10 °C -

Tabulka 15: Program pro regula¢ni oblast genu NfTERT.
(Sady primerd: Nt _TERT_1ex Rev a NiTERT up_ CA Fw, Nt TERT 1ex Rev a
NtTERT up_CB2_Fw).

5.6 Elektroforéza nukleovych kyselin na agarézovém gelu

Principem elektroforézy je pohyb nukleové kyseliny ve stejnosmérném
elektrickém poli ke kladné nabité elektrodé, DNA i RNA na svém povrchu nesou diky
zbytku kyseliny fosfore¢né zaporny néaboj. Protoze zaporny ndboj je na povrchu
nukleové kyseliny rozloZzen rovnomérné, je jeji pohyblivost v agar6zovém gelu dana
predevsim jeji velikosti. VEétsi molekuly jsou v dusledku vysSiho tieni zbrzd’'ovany a
pohybuji se tedy pomaleji.

Tuto separacni metodu lze pouzit k vizualizaci a kvantifikaci nukleovych kyselin
po jejich izolaci, nebo k ovéfeni délky produktu klasické PCR podle komeréné
dodavaného hmotnostniho markeru (Gene Ruler 1kb DNA, Fermentas) - ,,zebticku*
(0,1 pg/ul), dle kterého mtizeme odhadnout velikost produktu.

Pro snadné naneseni vzorku do jamek v gelu pfidavdme tzv. nanaSeci pufr,
obsahuje glycerol a barevné slozky (bromfenolovou modf, xylen cyanolovou zelen
[105]) umoziujici sledovat pohyb nukleové kyseliny gelem (loading buffer, Top — Bio).
K 10 ul PCR produktu ptiddvame 2 pl 6x koncentrovaného nandseciho pufru. RNA
nanaSime na gel v 10 pl pfipravené smési, kterd se skladd z1 pl RNA,
2 pl 5x koncentrovaného nanaseciho pufru ur¢eného pro RNA (sloZzeni a navod na
pripravu pufru je soucasti manualu pro izolaci RNA, RNeasy Plant Mini Kit, Qiagen) a
ze 7 ul vody zbavené RNaz. Smés pro genomovou DNA je obdobnd, pouze pouzijeme
standardni 6x koncentrovany nanaseci puft.

Hustotu gelu volime podle typu analyzované nukleové kyseliny, pro relativné kratké
produkty PCR pfipravime 2% agarézovy gel (Serva) v pufru 1x TAE(140mM Tris-
kyselina octova, ImM EDTA), elektroforéza probiha 30 az 60 minut pii elektrickém
napéti 80 V (2, 67 V/em). Pro ovéteni kvality vyizolované RNA nebo genomové DNA

pfipravime 1% agar6zovy gel v pufru 1x TAE, elektroforéza probihd asi 60 minut pfi
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elektrickém napéti 60 V (6 V/cm). Pred nalitim gelu do nosice se do mirné zchladlého
gelu pfidava ethidiumbromid (Serva) do vysledné koncentrace 0,2 pg/ml.
V piipad¢ elektroforézy RNA musime dbat zvySené opatrnosti, aby nedoslo
k degradaci vzorku RNazami, proto gel sterilizujeme rozvaienim v Papinové hrnci a
aparaturu promyjeme vodou oSetfenou dimethylpyrokarbonatem (inhibitor RN4z).
Signaly DNA a RNA po elektroforéze detekujeme dokumenta¢nim systémem

LASS3000 (FujiFilm).

5.7 Analyza aktivity telomerazy pomoci TRAP (telomere repeat

amplification protocol)

TRAP je in vitro metoda, pomoci které je mozno stanovit, ptipadné kvantifikovat,
aktivitu telomerdzy v daném vzorku. Pro stanoveni aktivity telomerazy je nutné pfipravit
telomerdzovy extrakt, ktery obsahuje aktivni telomerdzu. VSechny vzorky, v nichZ je
aktivita telomerazy porovnavana, musi byt pfipravovany paralelné, nebot’ telomeraza je
teplotné senzitivni a mirné odchylky podminek pii ptipravé telomerazového extraktu

mohou aktivitu telomerazy ovlivnit. Rostlinny material muze byt Cerstvy i zmrazeny.

1. 50-70 mg rostlinného materidlu homogenizujeme v homogenizatoru s abrazivy

(10x 6s), chladime v tekutém dusiku. K nadrcenému rostlinnému materialu
okamzité¢ ptidame 200-280 ul kompletniho pufru W. Vzorky je nutné uchovavat
neustale na ledu.
Slozeni nekompletniho pufru W: 50mM Tris-Ac, pH 7,5, 5SmM MgCl,, 100mM
glutamat draselny, 20mM EGTA, pH 8, 1,5% PVP (polyvinylpyrrolidon), 10%
glycerol. Tésné pied pouzitim piidame k nekompletnimu pufru W nasledujici
komponenty na vyslednou koncentraci: ImM DTT (dithiothreitol), 0,1 — 0,2mM
PMSF (fenylmethylsulfonyl fluorid), 0,6mM vanadylribonukleozidovy komplex
(inhibitor RN4z), 1 pg/ml pepstatin A (inhibitor proteinaz), 2 ng/ml leupeptin
(inhibitor proteindz). Pufr W je nutné pfed pouzitim sterilizovat filtraci za
studena.

2. Centrifugujeme 15 min pii 4 °C, 16 000 - 25 000 g.

3. Odebereme supernatant a piidame k nému jeden objem 20% PEG 8 000, smés
michame 30 min pfi 4 °C na kolotoci.

4. Centrifugujeme 5 min pii 4 °C, 16 000 - 25 000 g.
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5. Odstranime supernatant, k peletu ptiddme 20 pl kompletniho W pufru a opatrné
propipetujeme.

6. Sme¢s michame 30 min pii 4 °C na koloto¢i.

7. Centrifugujeme 2 min pii 4 °C, 25 000 g.

8. Odebereme supernatant (telomerazovy extrakt) do Ccist¢é eppendorfky a

uchovéavame pti -70 °C.

Pted zmrazenim telomerazového extraktu je doporuceno zméefit koncentraci proteinti
metodou Bradfordové (Bradfordovo ¢inidlo, Bio-rad) a vytedit tento roztok kompletnim
W pufrem na standardni koncentraci, v ptipad¢ telomerazovych extraktli ptipravenych
z pletiv rostlin rodu Nicotiana je vhodna koncentrace proteinti 400 ng/pl (T400).

Analyza telomerazové aktivity se provadi pomoci TRAP (telomeric repeat
amplification protocol), ktery vyuzivd schopnosti telomerazy prodluzovat telomery o
repetitivni sekvence podle templatové RNA. V prvnim kroku reakce slouZzi telomerovy
primer TS21 jako templat, ktery je prodluzovéan telomerazou, v dal§im kroku dochazi
k amplifikaci produktu extenze pomoci primert TS21 a TelPr (Obr. 13, sekvence

primeru v tabulce 16). Provadéli jsme analyzu pomoci qPCR.

Reakéni smés:

10 pl Fast Start Syber Green Master, 2x koncentrovany (ROCHE)
8 ul vody

0,5 pl primeru TS21, 10uM

0,5 pl primeru Telpr, 10uM

1 pl telomerazového extraktu T400

Program:

26 °C 45 min, pfidavani repetic telomerazou na primer TS21

95 °C 15 min, aktivace DNA polymerazy

95 °C 15 s, denaturace DNA —

60 °C 1 min, nasedani primert, 30 cykla
syntéza DNA, méteni fluorescence

72 °C 3 min, zavérecna polymerace

50-99°C  sestrojeni kiivky tani
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Obr. 13: Princip TRAP, upraveno podle [106].

TS21 GAC AAT CCG TCG AGC AGA GTT

TELPR CCG AAT TCA ACC CTA AAC CCT AAA CCCTAA ACCC

Tabulka 16: Sekvence primerl pro analyzu aktivity rostlinné telomerazy protokolem TRAP (viz
kapitola 6.6) uvedené ve sméru 5'— 3’, klasicka i gPCR.

5.8 Imunoprecipitace chromatinu

Chromatin je komplex DNA, histontl a proteinli nehistonové povahy nachazejici
se v jadfe eukaryotickych bun¢k. Studovéani vztahi mezi DNA a proteiny umoznuje
experimentalni technika zvana chromatin imuno-precipitace — ChIP (Obr. 14). MiiZeme
tak ziskat informaci o misté aktivity mnoha enzymu, vazbé regulacnich faktort
bilkovinné povahy, o epigenetickych modifikacich histond.

Pro ziskdni chromatinimuno-precipitovanych frakci byl zvolen Epiquik Plant
Chip kit (Epigentek) navrZzeny pro préci s rostlinnym materidlem a pii praci bylo
postupovano dle doporuceni danych vyrobcem.

Prvnim krokem ChIP je ptiprava biologického materidlu procesem zvanym
»cross-link”, reakci s 1% formaldehydem vznika reverzibilni kovalentni vazba mezi
DNA a proteiny. Nasledné je z dané tkdn€ vyizolovan chromatin a protoze se jedna o
komplexni strukturu, musi byt ultrazvukem nasonikovan. Sonikace byla peclivé
zoptimalizovéna a chromatin byl sonikovan 13 cykli na stupeii medium sonikatorem
(Bioruptor 1,5 ml, Diagenode) v ledové 1dzni (Obr. 15). Takto pfipraveny chromatin je
imunoprecipitovan v ,,jamkach® dodanych vyrobcem, které byly aktivovany specificky
zvolenou protilatkou proti epigenetick¢é modifikaci naseho z4jmu. Pro analyzu byly

pouzity protilatky  Anti-trimethyl-H3K4me3 (Abcam), Anti-dimethyl-H3K9me2
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(Abcam), Anti-trimethyl-H3K27me3 (Millipore), Anti-acetyl-H3K9Ac (Abcam).
Poslednim krokem je ptecisténi immunoprecipitované DNA kolonkovou purifikaci.
S pouzitim kitu trva tento proces zhruba 10 hodin.

Immunoprecipitovand DNA miize byt analyzovana mnoha zplisoby — PCR,

gPCR, hybridizaci, sekvenovanim. Nase ChIP frakce byly analyzovany klasickou PCR.

NOBODSIOSDOCIVK

1000 —

Obr 15: Snimek agardzové gelové elektroforézy (1,5% gel, 60 V, 70 min). Sonikovany chromatin
izolovany z 12-dennich semenacku a listd N. tabacum.

46



5.9 Analyza methylace DNA konverzi bisulfitem

Tato metoda umoznuje studovat urovenn methylace DNA v genomu. Principem je
konverze nemethylovanych cytosini na uracil béhem inkubace s bisulfitem sodnym
(Na(HSO3), pticemz methylované cytosiny jsou viici konverzi resistentni (Obr. 16).

K bisulfitové konverzi byl pouzit EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen), bylo
postupovano dle pokyni danych vyrobcem a suzitim kitu trva tento proces zhruba
6 hodin. Mnozstvi DNA vstupujici do reakce je 1 -2 pg, objem by nemél ptesahnout
20 ul. Konverze probiha v termocyklerech v pfitomnosti vysokych koncentraci
bisulfitovych soli, pii vysoké teploté a nizkém pH. Tyto podminky vedou k fragmentaci
DNA, coz je tieba zohlednit v naslednych analyzach. Po bisulfitové konverzi je DNA
precisténa kolonkovou purifikaci.

DNA modifikovana bisulfitem je dale analyzovana PCR s primery, které umoziuji
amplifikaci pivodné methylované i nemethylované DNA (pokud primer nasedd na
sekvenci s cytosinem, ktery mohl, ale nemusel byt konvertovan, je pouzita smés primert
obsahujici na tomto misté¢ v sekvenci A nebo G). Je tfeba vzit v ivahu i1 fakt, Ze po
konverzi bisulfitem nejsou vlakna DNA komplementarni a je tfeba analyzovat kazdé
vlakno zvlast. Produkty PCR jsou klonovany do plasmidového vektoru s pouzitim
TOPO TA cloning® kitu (Invitrogen) a sekvenovany. Uroveii methylace DNA

v genomu je urc¢ena po srovnani s ptivodni sekvenci v programu CyMATE [108].

NH, H,
= HSO 5 Jjj\
A fi N
NH;
cytosin cytosin sulfondt uracil sulfonat uracil

NH
CH :
N%\/Ir 3 ;SEES
%\N OH
H

5-methylcytosin

Obr. 16: Konverze DNA bisulfitem. Cytosin je hydrolyticky konvertovan na uracil, oproti tomu
methylova skupina 5-methylcytosinu stéricky brani reakci s NaHSOs, upraveno podle [109].

47



6 Vysledky

6.1 Optimalizace PCR pro specifickou amplifikaci sekven¢nich variant

genu Nt TERT

Bylo testovano n¢kolik kombinaci primert, které zohlednovaly sekvencni identitu
jednotlivych variant genu NtTERT v 9. exonu. Byly vybrany kombinace primert, které
specificky amplifikuji  ptislusné varianty NtTERT v rodiCovskych genomech
N. tomentosiformis a N. sylvestris (Obr. 17).

Vhodnost pouzitych primeri a reakénich podminek byla ovéfena sestrojenim
kalibracnich ktivek v programu cykleru Rotorgene6000, kdy je mozno zjistit efektivitu
reakce. Jako templaty byly pouzity dekadicky fedéné produkty klasickych PCR, kazdé
fedéni bylo analyzovano v triplikatu (Obr. 18, 19). Program vytvoril logaritmickou
zéavislost hodnot fluorescence (kterd je timérna koncentraci templatové DNA) na

hodnotach Ct, efektivita reakce se odecita ze sklonu kiivky (Obr. 20, 21, 22).

NtTERT-Cht NITERT-C/s NtTERT-D

N tom. Ns. Nt K N tom Ns. Nt K Nrwom Ns. Nt K

Obr. 17: Agardzova gelova elektroforéza, test specifity primert (navrZzenych do 9. exonu)
amplifikujicich  sekvenéni varianty N{TERT v genomech N. tomentosiformis (N. tom.),
N. sylvestris (N.s.) a N. tabacum (N. t.), K — negativni kontrola (PCR bez templatu).
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Obr. 18: Vystup z kvantitativni analyzy pro konstrukci kalibraéni kfivky, amplifikace NtTERT-C/s.
Barevné jsou odliSena dekadicka fedéni templatu (produkt klasické PCR), Cerna kfivka —
negativni kontrola (PCR bez pfidavku templatu). Osa x — pocet cykld PCR; osa y — relativni
hodnota fluorescence.
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Morm . Fluaro .

Cyple
+

Obr. 19: Vystup z kvantitativni analyzy pro konstrukci kalibraéni kfivky, amplifikace NtTERT-C/s.
Barevné jsou odliSena dekadicka fedéni templatu (produkt klasické PCR). Logaritmickymi
kfivkami v jejich linearni ¢asti je prolozen tzv. threshold a nasledné jsou odedteny hodnoty Ct
(prusecik threshold a derivace amplifikacnich kfivek). V tomto bodé maji vzorky stejnou uroven
fluorescence, ale této Urovné dosahly v rozdilném cyklu, Ct. Osa x — pocet cykli PCR; osa y —
normalizovana hodnota fluorescence.
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Obr. 20: Kalibra¢ni kfivka pro sekvenc¢ni variantu NtTERT-C/t, sada primerd Nt 9exFw3 a
Nt _9exCA_1C-31R. Efektivita reakce = 100 %.
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Obr. 21: Kalibra¢ni kfivka pro sekvencéni variantu NtTERT-C/s, sada primerd Nt 9exFw3 a
Nt_9exCB_1C-31R. Efektivita reakce = 96 %.
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Obr. 22: Kalibraéni kfivka pro sekven¢ni variantu NtTERT-D, sada primeri Nt 9exFw3 a
Nt_9exD_1C-31R. Efektivita reakce = 100 %.
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6.2 Zastoupeni sekvencnich variant genu NtTERT v genomu studovanych

rostlin

Cilem tohoto experimentu bylo urceni podilu sekvencnich variant NtTERT v
genomu N. tabacum a v ,rodiCovskych genomech™ N. sylvestris a N. tomentosiformis.
Jak jiz bylo feceno v uvodu, N. tomentosiformis je donorem jedné sekvencni varianty
NtTERT-C/t a N. sylvestris dvou sekvencnich variant NeTERT-C/s a N¢TERT-D.

K tomuto ucelu bylo vyuzito qPCR se specifickymi primery, templatem byla DNA
izolovana 7z jednotlivych rostlin (3 rostliny od kazdého druhu). V souladu
s publikovanymi daty [8] a vysledky ziskanymi klasickou PCR byla v genomu
N. tomentosiformis identifikovana pouze varianta NtTERT-C/t (Obr. 23), pfi reakcich
s ostatnimi kombinacemi primert nevznikal zadny produkt. N. sylvestris obsahuje dvé
sekvenéni varianty TERT, piicemz v nadbytku je varianta NtTERT-C/s, pies 70 % (Obr.
24). V genomu N. tabacum jsou sekvenéni varianty genu TERT zastoupeny
v nésledujicich pomérech: NtTERT-C/t asi 33 %, NtTERT-C/s asi 44 %, NtTERT-D asi
23 % (Obr. 25).

tomentosiformis

W NtTERT-C/t

Obr. 23: N. tomentosiformis obsahuje v genomu jednu sekvenéni variantu genu TERT:
NITERT-C/t.

N. sylvestris

W NtTERT-C/s

N NtTERT-D

Obr. 24: N. sylvestris obsahuje v genomu 72 % NtTERT-C/s a 28 % NtTERT-D.
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N. tabacum

B NtTERT-C/t
B N{TERT-C/s

NtTERT-D

Obr. 25: N. tabacum obsahuje v genomu 33 % NItTERT-C/t, 44 % NtTERT-C/s a 23 % NtTERT-
D.

6.3 Izolace a kontrola kvality RNA

RNA byla izolovana z pletiv N. tabacum, a to ze semenackl, kotinku, listd,
pupenti, 1.a 4. pasaze kalust (kalus zalozeny z 12-dennich semenacka N. tabacum,
kultivovanych na médiu s hormony indukujicimi dediferenciaci 1 mésic (1. pasaz), resp.
4 mésice (4. pasaz)), ze tii pylovych stadii, tii stadii pylovych lacek a ze semenackt
kli¢icich v pfitomnosti hormonti. RNA byla také izolovana z pletiv N. sylvestris,
konkrétné semenacku, kotinkd, listli a pupenti a ze semendckt N. tomentosiformis.

Mimo pylova stadia a stddia pylovych lacek, kdy pro nedostatek materidlu byl
analyzovén pouze 1 vzorek, bylo vzdy analyzovdno minimalné 5 paralelnich vzorkt od
kazdého pletiva, v ptipad¢ 1. a 4. pasaze kalust byly zpracovany 2 paraleln¢ kultivované
vzorky. Kvalita a koncentrace RNA byly ovéfeny gelovou elektroforézou (ptiklady na

Obr. 26) a spektrofotometrickym méfenim.

— — — — —
—

Obr. 26: Vyizolované vzorky RNA zpupenl N. tabacum. Kvalitni vzorky RNA jsou
charakteristické intaktnimi prouzky 25S rRNA a 18S rRNA, pfi¢emz horni prouzek (25S rRNA) je
silngjsi.
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6.4 Analyza transkripce sekvenénich variant genu N¢dTERT

Cilem transkrip¢ni studie byla analyza aktivity jednotlivych sekvenénich variant
NtTERT v pletivech N. tabacum a N. sylvestris s rozdilnou telomerdazovou aktivitou.
Analyza byla provedena pomoci qRT-PCR.

Relativni kvantifikace transkripce sekvenéni varianty NtTERT-C/t v pletivech
N. tabacum (Obr. 27) ukézala vyssi hladinu tohoto transkriptu v kotfincich, pupenech a
kalusech ve srovnani s 12-semenacky, oproti tomu v listech a zralém pylu byla uroven
transkripce této varianty niz$i. Relativni kvantifikace transkripce varianty NtTERT-C/s
(Obr. 28) v pletivech N. tabacum ukézala opét vyssi hladinu tohoto transkriptu
v kofincich a v pupenech ve srovnani s 12-dennimi semenacky, ale niz$i nebo
srovnatelnou v listech a kalusech. Hladina transkripce varianty N¢tTERT-C/s byla ve
zralém pylu piekvapivé vysoka. Transkript sekvencni varianty NtTERT-D v pletivech
N. tabacum byl detekovana pouze v 12-dennich semendccich a v kofincich, uroven
tohoto transkriptu byla v ostatnich pletivech pod Urovni detekce. Relativni mnoZstvi
transkriptu varianty NtTERT-D bylo v kofincich niz§i ve srovnani s 12-dennimi
semenacky (Obr. 29).

Obrazek 30 ukazuje podil transkript variant Nt TERT-C/t, N¢(TERT-C/s a NtTERT-
D v 12-dennich semendaccich, listech, kofincich a pupenech N. tabacum. V listech, jako
v jediném pletivu mirné pievazuje podil varianty NtTERT-C/s (53 %) nad NtTERT-C/t
(47 %). Ve 12-dennich semenaccich je hladina varianty N¢(TERT-C/t mirn€ vyssi
(46,5 %) ve srovnani s Nt TERT-C/s (35,5 %), nejnizsi podil v transkriptomu 12-dennich
semenackd tvoii varianta NtTERT-D (18 %). V kofincich ptevazuje podil varianty
NITERT-C/t (57 %) nad variantami NtTERT-C/s (32 %) a NtTERT-D (11 %).
V pupenech pievlada varianta NtTERT-C/t (61 %) nad NtTERT-C/s (39 %), transkripce
varianty N¢TERT-D je v tomto pletivu pod hladinou detekce.

Podil variant NtTERT-C/t a NtTERT-C/s v transkriptomu 1. a 4. pasaze kalust
ukazuje obrazek 31. V obou pasazich jasné prevlada podil varianty NtTERT-C/t nad
variantou NtTERT-C/s: 1. pasdz NtTERT-C/t 88 %, NtTERT-C/s 12 %, 4. pasaz NtTERT-
C/t 81 %, NtTERT-C/s 19 %.

Ve tfetim a patém stadiu nezralého pylu a ve zralém pylu vyrazné prevlada podil
transkriptu  N¢TERT-C/s nad N¢TERT-C/t: pylové stadium 3 N¢(TERT-C/t 20 % a
NtTERT-C/s 80 %, pylové stadium 5 NtTERT-C/t 15 % a NtTERT-C/s 85 %, zraly pyl
NtTERT-C/t 11 % a NtTERT-C/s 89 % (Obr. 32). Obdobné tomu tak je i u pylovych
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lacek: pylova lacka kultivovana 30 min N¢TERT-C/t 12 % a NtTERT-C/s 88 %, pylova
lacka kultivovana 4 hodiny N¢tTERT-C/t 10 % a NtTERT-C/s 90 %, u pylové lacky
kultivované 24 hodin nebyla transkripce varianty N¢(TERT-C/t vibec detekovana
(Obr. 33).

Relativni kvantifikace transkripce sekvencni varianty NtTERT-C/s v pletivech
N. sylvestris (Obr. 34) ukézala vyssi hladinu tohoto transkriptu v mladych listech,
kofincich a pupenech ve srovnani s 12-semendcky. Relativni kvantifikace transkripce
sekventni varianty NtTERT-D v pletivech N. sylvestris (Obr.35) je ve vSech
analyzovanych pletivech na podobné urovni, nepatrné¢ vyssi je pak v listech. Velka
chybova usecka listil je dana problematickym urcenim stafi této tkané.

Obrazek 36 ukazuje podil variant NtTERT-C/s a NtTERT-D v transkriptomu 12-
dennich semenackli, mladych listi, kofinkli a pupenti N. sylvestris. U vSech pletiv
jednoznaéné prevlada podil varianty NtTERT-C/s: 12-denni semenacky NtTERT-C/s
88 % a NtTERT-D 12 %, mlad¢é listy N¢tTERT-C/s 91 % a NtTERT-D 9 %, kofinky
NtTERT-C/s 92 % a NtTERT-D 8 %, pupeny NtTERT-C/s 98 % a NtTERT-D 2 %.

Relativni kvantifikace NiTERT-C/t
; | T

semendcky  listy kofinky pupeny 1l.pasaz 4. pasaz zraly pyl
kalus kalus

Obr. 27: Relativni kvantifikace transkripce sekvenéni varianty NtTERT-C/t v pletivech modelové
rostliny N. tabacum. VztaZzeno k transkripci 12-dennich semenack(i, p = hodnota statistické
vyznamnosti (p < 0,05 statisticky vyznamny rozdil na 95 %, p < 0,01 statisticky vyznamny rozdil
na 99 %).
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Relativni kvantifikace NtTERT-C/s

semenacky  listy kofinky pupeny 1pasiz 4 pasaZz zraly pvl
kalus kalus

Obr. 28: Relativni kvantifikace transkripce sekvenéni varianty NtITERT-C/s v pletivech modelové
rostliny N. tabacum. Vztazeno k transkripci 12-dennich semenackl, p = hodnota statistické
vyznamnosti (p < 0,05 statisticky vyznamny rozdil na 95 %, p < 0,01 statisticky vyznamny rozdil
na 99 %).

Relativni kvantifikace NtTERT-D

18
p=027

16

14

1,2

08
0,6
0,4
0,2
o X X X X X
semendacky kofinky listy ~ pupeny 1.pasdz 4. pasdz zralypyl
kalus kalus

Obr 29: Relativni kvantifikace transkripce sekvenéni varianty NfTERT-D v pletivech modelové
rostliny N. tabacum. VztaZzeno k transkripci 12-dennich semenackl, p = hodnota statistické
vyznamnosti (p < 0,05 statisticky vyznamny rozdil na 95 %, p < 0,01 statisticky vyznamny rozdil
na 99 %). Varianta NtTERT-D nebyla detekovana v pupenech, 1. a 4. pasazi kalus(, ve zralém
pylu a v listech.
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semenacky mlady list kotinkv pupeny
B NtTERT-C/t B NtTERT-C/s B NtTERT-D

Obr. 30: Relativni zastoupeni transkriptd sekvenénich variant NtTERT-C/t, NtTERT-C/s a
NtTERT-D v pletivech modelové rostliny N. tabacum.

1. pasaz kalus 4. pasaz kalus
B NtTERT-C/t B NtTERT-C/s

Obr 31: Relativni zastoupeni transkriptll sekvenénich variant N{TERT-C/t, NtTERT-Cls
v 1. a 4. pasazi kalusu N. tabacum.

pyl ST3 pyl ST5 zraly pyl
W NtTERT-C/t B NfTERT-C/s

Obr 32: Relativni zastoupeni transkriptt sekvenénich variant N¢(TERT-C/t, NETERT-C/s v pylu a
pylovych stadii v modelové rostliné N. tabacum. Je patrny Ubytek varianty NiTERT-C/t béhem
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pyvlova lacka pylova lacka pylova lacka
30 min 4h 24 h
B NtTERT-C/t B NtTERT-C/s

Obr 33: Relativni zastoupeni transkriptd sekvenénich variant NtTERT-C/t, NtTERT-Cls v
pylovych lackach v modelové rostliné N. tabacum. Béhem kultivace pylovych lacek dochazi k
Ubytku sekvenéni varianty NtTERT-C/t.

Relativni kvantifikace NiTERT-C/s

semenadky kofinky listy pupeny

Obr. 34: Relativni kvantifikace transkripce sekvenéni varianty N{TERT-C/s v pletivech
N. sylvestris. Vztazeno k transkripci 12-dennich semenack(l. Transkripce této varianty oproti
semenacklm byla zvySena ve vSech analyzovanych pletivech.
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Relativni kvantifikace NiTERT-D

semenacky kotfinky listy pupeny

Obr 35: Relativni kvantifikace transkripce sekvencni varianty NtTERT-D v pletivech N. sylvestris.
Vztazeno k transkripci 12-dennich semenackl. Uroven tohoto transkriptu je pfiblizné srovnatelna
u v8ech analyzovanych pletiv.

semenacky kofinky mladé listy pupeny

B N{TERT-C/s m NtTERT-D

Obr 36: Relativni zastoupeni transkriptll sekvencnich variant NITERT-C/s a N{TERT-D
v pletivech N. sylvestris. Podil varianty NtTERT-D v transkriptomu jednotlivych pletiv neni
vyrazny a dominuje tak varianta NtTERT-C/s.

58



6.5 Analyza transkripce sekvenc¢nich variant genu N TERT v semenaccich

kli¢icich v pFitomnosti rostlinnych hormoni

Jelikoz byl publikovan vliv hormonil na aktivitu telomerazy [67], [68], [65], [66]
bylo cilem tohoto experimentu zjistit, zda maji hormony vliv na podil transkripce
jednotlivych sekvencnich variant N¢TERT v semenaccich N. tabacum.

NAA je syntetickym auxinem, jedna se tak o pozitivni reguldtor déleni. Pfitomnost
SuM NAA indukovala mirny nartist varianty NtTERT-C/t na ukor zbyvajicich variant
(Obr. 37, ¢ast A), coz je patrné i v relativnim zastoupeni podilu téchto variant (Obr. 37,
cast B).

2,4D je také syntetickym auxinem. Relativni kvantifikace ukazuje, ze uziti
SuM 2,4D vyvolalo u semendCkl statisticky vyznamny ndartst transkripce variant
NtTERT-C/t a NtTERT-C/s, ale pokles NtTERT-D ve srovnani s kontrolnimi semendcky
(Obr. 38, cast A). Relativni zastoupeni téchto variant v transkriptomu 12-dennich
semenackt tento efekt potvrzuje (Obr. 38, ¢ast B).

Ptitomnost SuM syntetického cytokininu BAP neméla vyrazny vliv na transkripci
variant NtTERT-C/t a NtTERT-C/s (Obr. 39, ¢ast A) ve srovnani s kontrolnimi
semenacky, doSlo k mirnému nértstu transkripce NtTERT-D, tento efekt se odrazi i

v relativnim zastoupeni variant v transkriptomu 12-dennich semenackt (Obr. 39, ¢ast B).
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A Relativni kvantifikace N¢TERT-C/t
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1,5

05

kontrola SuM NAA

kontrola
Relativni kvantifikace NtTERT-C/s

2,5

15

05

kontrola SuM NAA

Relativni kvantifikace NtTERT-D S5SuM NAA

2,5

1,5

B NtTERT-C/t

B NtTERT-C/s
W NITERT-D

05

kontrola SuUM NAA

Obr. 37: Transkripce sekvenénich variant NITERT v semenaccich Kkliicich v pfitomnosti
5uM NAA a kontrolnich, kliicich bez hormonu A: Relativni kvantifikace transkripce variant
NITERT-C/t, NtTERT-C/s a NtTERT-D. B: Relativni zastoupeni variant NtTERT.
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Relativni kvantifikace Nt TERT-C/t
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kontrola SuM 2.4D
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Relativni kvantifikace Nt7TERT-C/s
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kontrola 5uM 24D

Relativni kvantifikace Nt7TERT-D
2 5uM 2.4D

15

B NtTERT-C/t

B NtTERT-C/s
W NITERI-D

05

kontrola S5uM 2.4D

Obr. 38: Transkripce variant NtTERT v semenaclcich kli¢icich v pfitomnosti 5uM 24D a
kontrolnich, kli¢icich bez hormonu A: Relativni kvantifikace transkripce NtTERT-C/t, NtTERT-
C/s a NtTERT-D. B: Relativni zastoupeni variant NfTERT.
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Relativni kvantifikace Nt TERT-D
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Obr. 39: Transkripce variant NtTERT v semenaccich KliCicich v pfitomnosti 5uM BAP a
kontrolnich, kli¢icich bez hormonu A: Relativni kvantifikace transkripce NtTERT-C/t, NtTERT-
C/s a NtTERT-D. B: Relativni zastoupeni variant NfTERT.
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6.6 Fenotyp rostlin kli¢icich v pritomnosti hormonii

Semenacky N. tabacum byly béhem kli¢eni v pfitomnosti rostlinnych hormont
prubézné foceny a byl sledovén vliv hormonit NAA, 2,4D a BAP na jejich fenotyp.

Syntetické auxiny NAA a 2,4D zpisobovaly pozdni kli¢ivost semenacki, které
byly oproti kontrolnim rostlindm drobnégjsi (Obr. 40, 41), vyraznéjsi fenotypové zmény
byly pozorovany u semenacku kli¢icich v pfitomnosti 2,4D (Obr. 41).

U syntetického cytokininu BAP byla stejné¢ jako u NAA a 2,4D pozorovéna
pozdni kli¢ivost, nejvice patrnou fenotypovou zménou byly velmi kratké kotinky

(Obr. 42).

Obr. 40: Rostliny N. tabacum, které kligily v pfitomnosti 5uM NAA.

KONTROLA SuM 2,4D

Obr: 41: Rostliny N. tabacum, které klicily v pfitomnosti 5uM 2,4D.
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5uM BAP

Obr. 42: Rostliny N. tabacum, které klicily v pfitomnosti 5uM BAP.

6.7 Analyza aktivity telomerazy

Protoze transkripce TERT odrazi aktivitu telomerdzy v pletivech/tkénich [47], byla
aktivita tohoto enzymu stanovena protokolem TRAP.

Proliferujici pletiva jako kotfinky a pupeny jsou pletivy s vysokou aktivitou
telomerdzy. Oproti tomu plné maturované listy jsou pletivem s piedpokladanou nizkou
aktivitou (Obr. 43) [7], [97], v nediferenciovanych buitkach — kalusech byla aktivita
telomerazy srovnatelna se semenacky (Polanské P., nepublikované vysledky).

Relativizace vzorkii pii kvantitativni analyze aktivity telomerazy je provedena
méfenim koncentrace proteinil v telomerazovém extraktu, coz je ve srovnani s extrémni
citlivosti qPCR metoda znac¢né necitlivd a paralelni analyzy tak mohou byt zatizeny
relativné velkou chybou. Vysoké smérodatné odchylky v analyzach kofenli a pupenii
mohou odrazet subjektivni chybu ve sklizni paralelnich vzorki (pupeny rozdilného staii,
kotinky riznych délek).

Byla také stanovena aktivita telomerazy v pylovych stadiich (ST3, ST3, zraly pyl)
a pylovych lackach (kultivovanych 30 min, 4 hodiny a 24 hodin) N. tabacum. Ve vSech
pylovych stadiich je aktivita telomerdzy srovnatelnd s 12-dennimi semenacky,
piekvapiveé vyssi telomerdzovou aktivitu vykazuje staddium 5 oproti stadiu 3. Aktivita
telomerazy v pylové lacce kultivované 30 min je srovnatelna s aktivitou ve zralém pylu a
s ¢asem kultivace pylovych lacek aktivita telomerazy roste (Obr. 44).

Obrazek 45 ukazuje aktivitu telomerazy v semenaccich N. tabacum kli¢icich
v pfitomnosti rostlinnych hormont, syntetickych auxinti - S5uM NAA a 5uM 24D a
syntetického cytokininu - 5uM BAP. Aktivita telomerdzy semenackil klicicich s
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hormonem byla ve srovnani s kontrolnimi semenacky (kli¢icich bez hormonu) na stejné

urovni, pfitomnost hormonu v béhem kli¢eni nevyvolala Zzddné zmény.

Aktivita telomerazy v pletivech V. rabacum

12

10

o I

—

semendacky listy kofinky pupeny

Obr. 43: Aktivita telomerazy v pletivech modelové rostliny N. tabacum. Vztazeno k aktivité
telomerazy ve 12-dennich semenaccich. Telomerazova aktivita v listech je jednoznaéné niZsi ve
srovnani se semenacky a vyssi v kofinkach a v pupenech.

Aktivita telomerazy v pylu N. tabacum

25

15

1
) ] I I I
a

semendcky  pvl ST3 pvl 8T3 zraly pvl

30 min 4 hod 24 hod

Obr. 44: Aktivita telomerazy v pylovych stadiich a stadiich pylovych lacek N. tabacum byla
vztazena k aktivité telomerazy ve 12-dennich semenaccich N. tabacum. Od kazdého stadia byla
analyzovana pouze 1 biologicka replika.
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Hormony ovlivnéna aktivita telomerazy
25

15

05

kontrola S5uM NAA 5uM 2.4D 5uM BAP

Obr. 45: Aktivita telomerazy v 12-dennich semenaccich N. tabacum kliicich v pfitomnosti
syntetickych auxini NAA a 2,4D a syntetického cytokininu BAP vztazena k aktivité kontrolnich
rostlin kli¢icich na médiu bez hormonu. Pfitomnost hormon( v dobé kli¢eni neméla vyrazny vliv
na aktivitu telomerazy.

6.8 Epigeneticka analyza N TERT

Metodou chromatin imunoprecipitace (ChIP) byly studovany histonové
modifikace regulacni sekvence genu NtTERT (oblast ve sméru 5 od pocatku transkripce,
tzv. ,,upstream‘ oblast) v pletivu s vysokou aktivitou telomerazy (12-denni semenacky) a
nizkou aktivitou telomerdzy (dospé¢lé listy). Pracovali jsme s kitem EpiQuik Plant ChIP
Kit (Epigentek) a pii analyze jsme se potykali stechnickymi problémy (nizka
koncentrace DNA ve vzorku ,,Input“ — vzorek bez pouziti protilatky), coz vyrazné
komplikovalo interpretaci naslednych PCR. Byly pouZity protilatky proti modifikacim,
které se vyskytuji v rostlinném euchromatinu (H3K9Ac, H3K9me3), heterochromatinu
(H3K9mel) a v chromatinu vyvojové uml¢enych genti (H3K27me3). Primery pro PCR z
,supstream® oblasti genu TERT byly na zakladé sekvencnich dat ziskanych Dr. Evou
Sykorovou z BFU AV CR, v.v.i., navrzeny tak, aby specificky amplifikovaly varianty
NtTERT-C/t a NtTERT-C/s, protoze i v této oblasti byly nalezeny sekvencni rozdily.
Nebyly pozorovany vyrazné rozdily v epigenetickém profilu regulacnich oblasti mezi
variantami  NtTERT-C/t a NtTERT-C/s. Chromatin semendCki je asociovan
s euchromatinovymi modifikacemi H3K9Ac a H3K9me3. V regula¢ni oblasti NtTERT
v listech byl chromatin asociovan s heterochromatinovou modifikaci H3K9mel. Co se
ty¢e H3K27me3, tato znacka byla nalezena na histonech asociovanych s genem NtTERT

ve vSech vzorcich, piekvapiva byla vysoké hladina v semenaccich ve varianté NtTERT-
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C/s. Tyto vysledky jsou shrnuty v tabulce 17 a budou nésledné¢ ovéfeny alternativnim
protokolem pro ChIP, ktery byl pro pletiva N. tabacum jiz zoptimalizovan.

Studium methylace DNA vyzadovalo navrh specifickych primert pro amplifikaci
regulacni oblasti genu NtTERT ve vzorcich DNA po modifikaci bisulfitem. PCR se
sadami primerti: BGS 1521 Rev deg a BGS 1284 Fw deg, BGS 1521 Rev deg a
BGS 772 Fw_deg se doposud nepodaftilo zoptimalizovat (byla zoptimalizovana PCR na
genomové DNA, ale reakce nefungovala na vzorcich DNA po modifikaci bisulfitem) a

tyto analyzy budou pfedmétem dalSiho testovani.

H3K9Ac H3K9me3 H3K9mel H3K27me3

NtTERT-C/t ++ ++ +
semenacky

NtTERT-C/t + +

listy

NtTERT-C/s ++ ++ + ++
semenacky

NtTERT-C/s + ++ +

listy

Tabulka 17: Analyza modifikaci chromatinu v regulacni oblasti genu NtTERT v listech a
semenadcich N. tabacum. + znac¢i intenzitu bandu PCR produktu.
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7 Diskuse

Telomeraza je enzymovy ribonukleoproteinovy komplex zodpovédny za
prodluzovani telomer. Jednim zklicovych mechanismii regulace telomerdzy
v organismu je transkripce genu TERT, kodujiciho katalytickou podjednotku. Bylo
prokézéano, ze transkripce TERT koreluje s aktivitou telomerazy v pletivech/tkanich
riznych organismu [7], [47], [48]. N. tabacum je z hlediska studia telomerazy unikatnim
modelovym organismem, v jeho genomu bylo identifikovano vice sekvencnich variant
genu TERT [8]. Analyza zastoupeni téchto sekven¢nich variant v genomu N. tabacum
ukédzala, ze nejvice zastoupenou sekvencni variantou je varianta z ancestralniho
matefského genomu N. sylvestris NtTERT-C/s, nasledovana variantou z otcovského
genomu N. tomentosiformis NtTERT-C/t, nejmensi podil v genomu zastupuje pseudogen
NtTERT-D z matefského genomu.

Relativni kvantifikace transkripce sekvenénich variant genu NtTERT v pletivech
N. tabacum ukazala trend nartstu varianty N¢TERT-C/t v rostlinnych pletivech s vyssi
telomerazovou aktivitou. Obdobny trend byl v nékterych pletivech pozorovan i u
sekvenéni varianty N¢TERT-C/s, ale napt. v kalusech transkripce této varianty nekoreluje
s aktivitou telomerazy; v kalusech je aktivita telomerdzy srovnatelnd se semenacky, ale
mnozstvi transkriptu varianty NtTERT-C/s je vyrazné niz$i. Aktivita telomerazy
v rostlinnych pletivech N. tabacum tak 1épe odpovida transkripénimu profilu varianty
NtTERT-C/t. Relativni zastoupeni variant N¢TERT-C/t a NtTERT-C/s v transkriptomu
dan¢ho pletiva také potvrzuje pievahu transkripce NtTERT-C/t v pletivech s vysokou
telomerazovou aktivitou; v listech, jakozto v telomeraza- negativnim pletivu, je vice
zastoupen transkript N¢TERT-C/s, ale v telomeraza- pozitivnich pletivech - v kofincich,
pupenech a kalusech, ptevlada transkripce varianty NtTERT-C/t nad NtTERT-C/s. Tato
data tedy ukazuji, Ze pro aktivitu telomerazy je determinujici varianta NtTERT-C/t.

V transkriptomu pylu a pylovych la¢ek N. tabacum necekané pievazuje vysoky
podil transkriptu N¢TERT-C/s a se zranim pylu a s Casem in vitro kultivace pylovych
lacek dochézi k ubytku podilu varianty NtTERT-C/t. Transkript NtTERT-D nebyl
v zddném pylovém stadiu ani stadiu pylové lacky detekovan. Transkripce varianty
NtTERT-C/t vtomto piipad¢ nekoreluje s aktivitou telomerazy a transkripcni profil
pylovych stadii a stadii pylovych lacek ukazuje na jiny zplsob regulace transkripce a
zapojeni variant NtTERT ve srovnani s pletivy N. tabacum. Tento problém bude

pfedmétem dal§iho vyzkumu.
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Zajimavy je transkripéni profil pseudogenu NtTERT-D. Transkript byl detekovan ve
12-dennich semenaccich a kotfincich N. tabacum a transkripce v kofincich byla oproti
semenackiim snizena. To by mohlo znamenat, ze ¢im vyssi je telomerdzova aktivita
analyzovana transkripce variant N¢TERT-C/s a Nt TERT-D v pletivech N. sylvestris.

Relativni vyhodnoceni transkripce varianty NtTERT-C/s v pletivech N. sylvestris
ukazuje vysSi transkripci této varianty v kofincich a pupenech oproti 12-dennim
semenackiim a prekvapivé vysokou hladinu tohoto transkriptu v listech. Vysvétlenim
muze byt fakt, Ze pro analyzu transkripce byly sklizeny velice mladé listy, stejny
vysledek byl pozorovano i pfi analogickych analyzach provedenych na modelové
rostlin€ A. thaliana [97]. Relativni transkripce varianty N¢TERT-D byla v analyzovanych
pletivech na stejné urovni pouze mirné zvysena v listech.

V transkriptomu jednotlivych pletiv N. sylvestris jednoznacné pievazuje transkripce
varianty NtTERT-C/s, transkripce varianty NtTERT-D je velice nizkd. Nicméné podil
transkriptu NtTERT-D stejné jako v pletivech N. tabacum klesa se zvysujici se aktivitou
telomerazy v daném pletivu (nejvétsi je ve 12-dennich semenaccich, nejmens$i je
v pupenech). To tedy ukazuje na mozné zapojeni tohoto pseudogenu do negativni

regulace aktivity telomerdzy naptiklad na tirovni RNA interference [8].

Do komplexniho systému regulace telomerazy jsou zapojeny i hormony, u rostlin
zejména auxiny [65]. Analyza vlivu hormont v dobé kli¢eni semenackt N. tabacum na
transkripci sekvencnich variant NtTERT tak ptedstavuje prvni funkéni studii v tomto
modelovém systému. Pfitomnost auxinu, fytohormonu podporuji déleni bun¢k a tim i
rust, vedla ke zvySeni podilu sekven¢ni varianty NtTERT-C/t v transkriptomu 12-
dennich semenacka N. tabacum. Efekt naristu transkripce NtTERT-C/t je vyrazn€jsi u
semenackd kli¢icich v pfitomnosti SpuM 2,4D. U syntetického auxinu NAA se Casto
diskutuje o jeho nizké ucinnosti, proto pravdépodobné pouzitd SuM koncentrace NAA
nebyla dostatecna a lze ocekéavat, ze zvySeni koncentrace by vedlo ke stejné
»vyraznému* vysledku jako v ptipad¢ 2,4D. Transkripce variant Nt TERT v semenaccich
kli¢icich v pfitomnosti syntetického cytokininu BAP nebyla timto fytohormonem
vyraznéji ovlivnéna, doslo pouze k mirnému nartstu transkripce pseudogenu N¢tTERT-D.
Tento vysledek tedy potvrzuje specificky vliv auxinti na transkripci TERT. Kontrola

transkripce genu TERT je ale pouze jednim z mnoha regula¢nich mechanismu aktivity
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telomerazy v builkdch a syntetické auxiny vdobé kli¢eni nezplsobily narist

telomerazové aktivity vici kontrolnim semenéackiim kli¢icich bez hormonu.

Na rozdil od modelové rostliny A. thaliana, kde je chromatin genu TERT
v euchromatinovém stavu v pletivech s vysokou i1 nizkou aktivitou telomerdzy a
epigenetické mechanismy tak nejsou pravdépodobné piimo zapojeny do regulace
transkripce tohoto genu [97], nase predbézné vysledky ukazuji vyraznéjsi zmény
struktury chromatinu TERT v pletivech N. tabacum.

Pro studium histonovych modifikaci byl pouzit EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen).
Tento kit je optimalizovan pro pletiva 4. thaliana a my jsme se béhem prace s pletivy
N. tabacum potykali s mnoha technickymi problémy, ziskané vysledky tak nejsou
dostate¢né vérohodné a budou proto zopakovany s vyuzitim alternativniho protokolu
(podle Dr. Werner Aufsatz z Gregor Mendel Institute of Molecular Plant Biology,
Viden, Rakousko).

Co se tyce methylace regulacnich oblasti genu TERT, podle nékterych studii je
promotor ATERT v  lidskych nddorovych  buinkach saktivni telomerazou
hypermethylovany a ve zdravych buiikkdch hypometyhlovany, coz je ve zdanlivém
rozporu s obecné ptijimanou teorii - spojeni methylace DNA v promotorovych oblastech
sumlcenim pfislusného genu [110]. Bisulfitové sekvenovani rakovinnych bunck
ukazalo, ze promotor ATERT je v mist¢ pocatku transkripce velmi malo nebo viibec
methylovan, pfestoze oblasti proti sméru transkripce vykazovaly vysokou hladinu
methylace DNA [111]. Tyto poznatky vedly k hypotéze, Ze k zajisténi transkripce
hTERT staci, aby nebyla methylovana kratké oblast v okoli po¢atku transkripce, kterd je
nezbytnad k vazb¢ piislusnych transkripénich faktoru, a ze umlceni transkripce hTERT
koreluje se zvySenim methylace DNA v tomto lokusu. Nicméné vztah mezi methylaci
DNA a regulaci ATERT nebyl doposud zcela objasnén. U A. thaliana byla v oblasti
promotoru genu A¢TERT stanovena nizka hladina methylace DNA v pletivech s aktivni a
neaktivni telomerazou, coz ukazuje, ze methylace DNA se na regulaci tohoto genu
vyrazné nepodili [97]. Tyto vysledky jsou ve shod¢ s methyla¢nim profilem A. thaliana
[88], ktery ukazuje nizkou uroven methylace DNA v této oblasti. N. tabacum je ale ve
srovnani s A. thaliana rostlinou s vysokou trovni methylace v genomu, methylované
cytosiny se vyskytuji ve vSech sekvencnich motivech, proto ndvrh a optimalizace

primert je v tomto piipad¢ relativné obtiznym tkolem a bude pfedmétem dalsi prace.
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Naznacend souvislost mezi hladinou transkriptd variant NtTERT a aktivitou
telomerazy by pfedstavovala zajimavy a unikatni systém jemné regulace tohoto
enzymového komplexu. Nicméné pro potvrzeni téchto hypotéz by bylo tieba provést
funkéni studii. Moznym pfistupem miize byt vyuziti metod umoznujicich editaci
genomu, napf. zinc finger nukledz, TALEN (Transcription activator-like effector
nucleases) nebo CRISPR/Cas (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats asociovanych s Cas geny), umélych restrikénich enzyma vzniklych spojenim
specificky navrzen¢ DNA vazebné domény a DNA S§tépici domény. Vyfazenim jedné
nebo vice sekvencénich variant N¢TERT lze by bylo mozno jednoznacné prokazat jejich

zapojeni do regulace telomerazy.

Tyto vysledky piispivaji k dotvofeni obrazu evoluce, organizace a regulace
telomerazy v rozdilnych modelovych organismech. Dale rozSifuji piedstavy o
komplexnim systému epigenetickych modifikaci a jejich vlivu na regulaci exprese gent
a vtomto specifickém piipadé pienesen¢ i na stabilitu telomer, pro které je aktivita

telomerazy jednim z klicovych faktort.
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8 Zavér

Konce eukaryotickych chromozomu jsou tvofeny telomerami. Ty formuji specialni
struktury, diky kterym nejsou konce chromozomi rozpoznavany jako dvouietézcové
zlomy DNA a nepodléhaji reparacnim procesim. Telomery také chrani kodujici tseky
genomu pied ztratou pii replikaci DNA. Jejich délka je pro zivot buiky kriticka, ptilis
kratké telomery jsou jednim z faktori, diky kterym buiika vstupuje do apoptozy.
V proliferujicich  pletivech/tkénich je detekovana vysokd aktivita telomerazy,
enzymového komplexu prodluzujiciho telomery.

N. tabacum piedstavuje z hlediska studia telomer a telomerdzy unikatni systém,
v jeho genomu byly detekovany tfi sekvencni varianty kédujici proteinovou podjednotku
telomerazy NtTERT zodpovédnou za prodluzovani telomer podle telomerové RNA.

Kovalentni modifikace DNA a histonti ovliviluji vlastnosti chromatinu daného
lokusu a jsou zapojeny do regulace genové transkripce. V tomto piipadé bylo studovano
zapojeni téchto modifikaci do vyvojové regulace aktivity telomerdzy v pletivech
N. tabacum.

Byla stanovena hladina transkripce sekvenc¢nich variant N¢(TERT-C/t, N¢(TERT-C/s a
NtTERT-D v pletivech N. tabacum a N. sylvestris, data byla korelovana s rozdilnou
aktivitou telomerdzy v téchto pletivech. Byla provedena studie zabyvajici se vlivem
fytohormonii auxinli a cytokinini na transkripci variant NtTERT v semenaccich
N. tabacum.

Ze ziskanych dat vyplyvd, Ze pro aktivitu telomerdzy je pravdépodobné
determinujici varianta N¢tTERT-C/t a varianta NtTERT-D je zapojena do negativni
regulace telomerazy v rostlinnych pletivech. Byl prokézan specificky vliv auxini na
transkripci variant N¢TERT, kliceni semenackt N. tabacum v jejich pfitomnosti
podpofilo transkripci varianty NtTERT-C/t. Epigenetickd studie ukazuje na rozdilné
histonové modifikace asociované s chromatinem genu NtTERT v telomeraza-pozitivnich
a telomeraza-negativnich pletivech. Tyto pokusy, stejn¢ jako studium methylace DNA
v regulacnich oblastech genu NtTERT budou pfedmétem dal§iho vyzkumu.

Predpoklada se, ze vysledky ziskané vramci této diplomové prace budou
publikovany v odborném védeckém cCasopise a projekt také uspél v soutézi Projekt

rektora -kategorie C- Podpora vynikajicich diplomovych praci.
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