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ABSTRAKT 

 

 Mech Physcomitrella patens (P. patens) je ve srovnání s jinými rostlinami 

výjimečný vysokou frekvencí homologní rekombinace, haploidním stádiem 

gametofytu a rychlým růstem filament protonemy, což jej činí vynikajícím 

modelovým organismem pro genetické studie i biotechnologické aplikace. 

 Proto se moje diplomová práce se zabývá mutagenezí indukovanou v jaderné 

DNA působením genotoxiny a jejich analýzou na molekulární úrovni sekvenováním 

právě u tohoto modelového organismu. Byla zjišťována frekvence vzniku apt mutant 

(mutation rate) u P. patens divokého typu a linií s defekty v opravě DNA (ppmre11, 

pprad50, pplig4 a ppku70). U vybraných apt mutant byl mutovaný APT lokus 

analyzován sekvenováním. 

Poškození DNA bylo indukováno genotoxiny imitujícími mutagenní jevy v 

přírodě: bleomycin cytostatikum mimikující ionizující záření, UV záření a chemický 

mutagen methylmethansulfonát (MMS) způsobující alkylační poškození. Používala 

jsem jednodenní kulturu mechu P. patens s 50% dělících se apikálních buněk, která je 

modelem aktivně rostoucí tkáně a zároveň je stádiem nejvíce náchylným k indukci 

mutací. 

 

 

klíčová slova: působení genotoxiny, APT mutageneze, biolistická transformace, 

selekce,  
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ABSTRACT 

 

The moss Physcomitrella patens (P. patens) is in comparison to other plants 

exceptional for its high frequency of homologous recombination, haploid state of 

gametophyte, and rapid growth of protonema filaments, what makes moss an excellent 

plant model for genetic studies as well as biotechnological applications. 

 Therefore this diploma thesis is focused on genotoxin - induced mutations in 

nuclear DNA and their detailed analysis on molecular level by sequencing in model 

Physcomitrella patens. Mutation rate of apt appearance was measured in P. patens 

wild-type and moss lines with defects in DNA repair (pplig4, ppku70, pprad50, 

ppmre11). Mutated APT locus of selected apt mutants was sequenced.  

For induction of DNA damage were used genotoxins mimicking mutagenic 

attacks in environment: bleomycin – cytostatic drug mimicking ionizing radiation, UV 

irradiation and chemical mutagen methyl methanesulfonate (MMS) alkylating DNA. 

For this studies was used a one-day-old protonema culture of the moss P. patens with 

50% of dividing apical cells, which is a model of an actively growing tissue, the most 

vulnerable stage for the induction of mutations. 

 

 

key words: genotoxin treatment, APT mutagenesis, biolistic transformation, selection 
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SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

 

2FA   2-fluoroadenin 

6-4PP   6´-4´ pyrimidin-pyrimidon fotoprodukt 

AP   apurinové/apyrimidinové místo 

APT   enzym (adenin fosforibosyltransferáza) 

ATM   kináza (Ataxia telangiectasia mutated) 

ATR   kináza (Ataxia telangiectasia Rad3 related) 

BER   excizní reparace bazí 

BLM   bleomycin 

CPD   cyklobutan pyrimidinový dimer 

DMSO   dimethylsulfoxid 

DNA   deoxyribonukleová kyselina  

DNA-PKcs  katalytická podjednotka DNA proteinkinázy 

DSB   dvouvláknový zlom DNA 

G418   geneticin sulfát – selekční antibiotikum 

gDNA   genomová DNA 

GUS   β- glukuronidáza 

HR   homologní rekombinace  

MRN   komplex proteinů MRE11, RAD50 a NBS1  

MMS   methylmethansulfonát 

NER   nukleotidová excizní reparace 

NHEJ  nehomologní spojování konců (non homologous end-joining) 

PCR   polymerázová řetězová reakce 

PEG   polyethylenglykol 

ROS   reaktivní kyslíkové radikály (reactive oxygen species) 

rpm   otáčky za minutu 

SSB   jednovláknový zlom DNA 

Wt   rostlina/linie divokého typu (wild-type) 
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2. ÚVOD 

 

V důsledku industrializace, rozvoje zemědělství a ostatních civilizačních vlivů 

dochází přímo či nepřímo k ovlivnění životního prostředí. Proto je důležité tyto změny 

sledovat na řadě úrovní, od genetických, fyziologických, molekulárních, po 

ekologické. Výsledky pozorování pak indikují konkrétní negativní změny v oblasti 

ekologie. Některé z těchto negativně jevů lze pozorovat v krátkém časovém období, 

přestože často z velké části jde o změny, které jsou viditelné až delším časovém 

intervalu. Dnes již jde o celou škálu negativních změn. Příkladem jsou zhoršené 

klimatické podmínky, zvětšující se ozónová díra, tání permafrostu na severní, ale ve 

velké míře i na jižní polokouli, snižování biodiverzity druhů, nárůst zasolení půd v 

důsledku sucha, popřípadě vysoušení, zvyšující se koncentrace agrochemikálií a 

těžkých kovů v půdě, vysoké dávky UV záření, kontaminace z industiálních a 

energetických havárií, a v neposlední řadě i nesnáze s likvidací odpadů (Braniš, 2004). 

Výjimečně dochází ke znečištění přírodních zdrojů a ekosystémů způsobem, 

který lze snadno zjistit a následně sanovat, jako například dopravní nebo průmyslové 

havárie. Větším problémem jsou však dlouhodobé kontaminace chemikáliemi z 

běžných činností domácností, průmyslové či zemědělské výroby, např. používání 

hnojiv, léčiv a jejich metabolitů. Často se pak projevuje nízká odolnost původních 

druhů a naopak velká přizpůsobivost plevelů či parazitů a jejich následné přemnožení. 

V další fázi se pak tyto nebezpečné látky mohou nenásilně dostat například do půd a 

stát se součástí potravního řetězce. Takto mohou ve značné míře kontaminovat některé 

méně odolné organismy (Kroupa a Říha, 2010).  

V konečném důsledku tak dochází například ke zvýšené rezistenci bakterií vůči 

antibiotikům, mutacím rostlin, ale i k pozorovatelným změnám jejich projevů, které 

mohou mít nepatrný, ale i významný vliv na fenotyp. Viditelných ukazatelů 

použitelných k detekci poškození základních molekulárních struktur buněk rostlin je 

mnoho, např. poruchy růstu, předčasné stárnutí, žloutnutí listů, defoliace či nekróza 

(Alberts a kol., 2004).  

Studium takových biologických aspektů je nákladné, komplikované a vyžaduje 

dlouhodobé pozorování. V současnosti jsou některé biologické účinky kontaminantů 

prokázané, nicméně řada dalších je stále předmětem diskuzí a výzkumu (Alberts a kol., 

2004). Jedním z těchto směrů je snaha prokázat kauzalitu vznik poškození DNA s 

následnou indukcí mutací, kdy je na základě molekulárně biologických a genetických 
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studií možné zjistit a publikovat nové, dosud neznámé souvislosti působení vlivu 

životního prostředí. 

Takovým výzkumem se zabývají i na Ústavu experimentální botaniky, AV ČR, 

kde se osobně podílím na výzkumu poškození a reparace DNA a indukované 

mutageneze na mechu Physcomitrelle patens (P. patens). Předmětem diplomové práce 

je P. patens (čepenka odstálá), která je použita jako modelová rostlina pro studium 

změn v důsledku poškození a reparace DNA a následné mutageneze na molekulární 

úrovni. 

I když se podobný výzkum na rostlinách provádí převážně na Arabidopsis 

thaliana (A. thaliana, huseníčku rolním), Zea mays (kukuřici seté) nebo Nicotiana 

tabacum (tabáku virginském) (Soltis a Soltis, 1999), byl zvolen mech P. patens pro 

řadu unikátních vlastností, které z něj činí vhodný model pro uvedený druh výzkumu. 

Jde především o vysokou frekvenci homologní rekombinace (HR), rychlý růst filament 

- vláken protonemy, haploidní stádium gametofytu a v neposlední řadě nenáročnost 

kultivace (Holá a kol., 2013; Šmídková a kol., 2010). 

 Podobně jako často u A. thaliana, byl použit přístup reverzní genetiky, tedy 

metody studia od genu k fenotypovému projevu, při které se studuje funkce vybraného 

genu mutagenezí, to je jeho vyřazením nebo modulací exprese (Reski, 1998). K 

masivnímu využívání reverzní genetiky u A. thaliana přispívá volně dostupná databáze 

genetických a molekulárních dat a v neposlední řadě saturovaná knihovna inserčních 

T-DNA mutant. Tato databáze obsahuje především kompletní sekvenci genomu spolu 

s anotovanou strukturou jednotlivých genů, informace o expresi, produktech, 

genomové mapy a genetické markery (Jander a kol., 2002). Genom P. patens je také 

celý sekvenován a většina genů anotována. Na základě těchto informací a vzhledem k 

vysoké HR a haploidnímu stavu vede přímá cest k tvorbě inserčních, částečně nebo 

zcela delečních (replacement) mutant, popřípadě mutant vytvořených na základě RNA 

interference. 

Proto, že řada mechanismů je univerzální, t.j. sdílená všemi živými organismy 

(Alberts a kol., 2004), lze i studiem na rostlinných modelech získat pohled nejen na 

způsoby odpovědi rostlinné buňky na poškození genomu, ale také objasnit další 

mechanismy podílející se na udržení genomové stability.  

Diplomová práce se zabývá studiem mutageneze a reparace DNA u divokého 

typu a některých linií P. patens defektních v reparaci DNA na molekulární úrovni. 
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Vychází z práce Kamisugi a kol. (2012) a rozšiřuje studium genotoxicity u mutantních 

linií ppmre11, pprad50, pplig4 a ppku70.  

2.1. Rostlinný model Physcomitrella patens 

 

P. patens je využíván jako experimentální organismus více než 80 let. V 

posledních patnácti letech zájem o využití P. patens významně stoupá kvůli unikátním 

vlastnostem, jednoduché a nenáročné manipulaci a znalosti sekvence genomu. V 

životním cyklu P. patens ve srovnání s mnohými jinými pokusnými organismy 

převažuje haploidní stadium a díky tomu umožňuje aplikace experimentálních technik 

podobným mnohým technikám využívaných na bakteriích. Vzhledem k jednoduchosti 

stavby svého těla je také vhodný pro studium vývoje a růstu. Výzkum P. patens navíc 

napomáhá objasnit rostlinnou evoluci, kdy se rostliny po přechodu na souš rozdělily 

na rostliny cévnaté a mechorosty (Cove a kol., 2009). 

Životní cyklus P. patens se stejně tak jako u všech mechů vyznačuje střídáním 

dvou generací. První generací je haploidní gametofyt a druhou diploidní sporofyt, ve 

kterém se vytvářejí haploidní výtrusy - spóry. Z výtrusů vyrůstají vláknité struktury - 

protonemata složené ze dvou typů buněk. Prvním typem je větvící se chloronema, 

tvořena převážně chloroplasty, a druhým buněčným typem je kaulonema, vyznačující 

se rychlým filamentárním růstem. Pro vědecké účely se využívá převážně haploidní 

stadium (Schaefer a Zrÿd, 2001). 

Kromě převažujícího haploidního stádia vývoje se P. patens oproti ostatním 

rostlinným modelovým systémům vyznačuje i celou řadou jiných výhod. Patří mezi 

ně malá velikost rostlinky, rychlý růst filament během raného vegetativního stádia, 

snadná kultivace na anorganických médiích a několik možností dlouhodobého 

skladování (Holá a kol., 2013). 

V neposlední řadě je P. patens jedním z mála mnohobuněčných organismů s 

vysokou účinností HR, jejíž frekvence je stejně vysoká jako u kvasinek. Díky vysoké 

frekvenci HR je možné snadno připravit tzv. knock-out mutanty/cílené vyřazení genu 

(Hohe a kol., 2004). P. patens je jedním z mála organismů, u kterého lze cíleně 

mutovat geny. Je tedy možné vybírat konkrétní sekvence, popř. geny, které se dají buď 

pozměnit, nebo zcela nahradit a místo nich vnášet sekvence/geny, které jsou 

předmětem zájmu. Tímto se následně zjišťují funkce jak kontrolních sekvencí, tak 

kódujících sekvencí konkrétních genů (Trouiller a kol., 2006).  
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Obr. 1: Typy filament protonemy P. patens. Obrázek ukazuje různé typy filament tkáně protonemy 

P. patens. Kaulonemální filamenta jsou silně pigmentovaná s šikmými příčnými stěnami a nízkým 

počtem chloroplastů. Naopak chloronemální filamenta mají kolmé buněčné stěny a více 

chloroplastů. Na kaulonemálních filamentech jsou obvykle tvořeny pupeny, ze kterých se vyvíjejí 

vlastní dospělé rostlinky - gametofory (upraveno dle Thelander a kol., 2004). 

 

Její růstový vývoj je relativně prostý a generuje jen několik druhů pletiv 

obsahujících omezený počet buněčných typů. Ačkoli mechy nemají cévní svazky, 

pravé kořeny, stonky, listy a semena, mnoho signalizačních drah známých u 

krytosemenných rostlin, bylo objeveno i u mechu. Například fytohormony auxin, 

cytokinin, kyselina abscisová, stejně tak jako fotomorfogenetické pigmenty fytochrom 

a kryptochrom, jsou všechny zapojeny v různých, ale překrývajících se biochemických 

drahách a jsou spojeny s jasnými vývojovými fenotypy (Cove a kol., 2009). 

Moderní historie P. patens popisuje úspěšné izolování a genetické analýzy 

auxotrofických mutantů pro thiamin, kyselinu nikotinovou a para- aminobenzoát. 

Tento výzkum dal podnět skupině Davida Cova v Cambridgi, později v Leedsu a 

skupině Wolfganga Abela na univerzitě v Hamburku k dalšímu rozvoji P. patens jako 

modelového genetického systému. Jejich práce vedla k izolaci a biologické 

Pupen 

Chloronemální 
filamenta 

Kaulonemální 
filamenta 

Rhizoid 
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charakterizaci několika biochemických mutantů vyvolaných chemickými 

mutagenezemi. Právě David Cove jako první uvedl P. patens do praxe. (Abel a kol., 

1989; Ashton a Cove, 1977; Ashton a kol., 1979; Cove a kol.,1997). 

2.2. APT jako selekční marker mutageneze 

 

 APT (adenin-fosforibosyltransferáza) je enzym dráhy syntézy nukleotidů, 

konkrétně purinů, který převádí adenin na AMP (adenin monofosfát). Ztráta jeho 

funkce vede ke vzniku linií rostlin rezistentních k jinak toxickým analogům adeninu, 

jako např. 2-fluoradenin (2FA) (Troullier a kol., 2007; Holá a kol., 2013). Inaktivace 

mutací tak může být použita jako selekční marker pro stanovení mutátorového 

genotypu a pro analýzu mutací v APT lokusu na úrovni nukleotidů (Holá a kol., 2013). 

 Tento enzym byl objeven u všech bakterií, archeí i eukaryot, kde je kódován 

APT genem, který byl klonován a sekvenován u mnoha organismů (Crother a Taylor, 

1998). Ačkoli se APT doposud nepodařilo krystalizovat, je známo, že funguje jako 

dimer a ke své funkci vyžaduje ionty Mg2 (Crother a Taylor, 1998). 

2.3. Mutageneze DNA 

 

Mutagenezí se rozumí proces, při kterém dochází k mutacím, tedy změně 

původní sekvence DNA, v jejímž důsledku je úplně, nebo částečně změněna funkce. 

K mutacím může docházet spontánně v přírodě, nebo v důsledku působení fyzikálních, 

chemických, ale i biologických mutagenů. Mutageneze je jako první krok často 

spojována s karcinogenezí (kancerogenezí), protože mutace v některých genech může 

vést k nekontrolované proliferaci buněk, tvorbě nádorů, popřípadě různým formám 

dědičných zátěží/onemocněním (Papavramidou a kol., 2010). Nelze však zaměňovat 

pojem mutagen a karcinogen. Mutagen je činidlo (fyzikální působení nebo chemická 

látka) vyvolávající změny genetické informace, zatímco karcinogen je látka, která 

vyvolává neregulované růstové procesy v buňkách nebo organismech, tedy mutace 

pouze ve specifických genech buněk nebo tkáních mnohobuněčných živočichů, 

vedoucí k rakovinnému bujení. Ačkoli mutagen a karcinogen nejsou synonyma, 

schopnost látky vyvolat mutace a jeho schopnost vyvolat rakovinu jsou silně 

propojeny. Mutageneze se týká procesů, které mají za následek genetické změny, a 

karcinogeneze (procesy vývoje nádoru) často jsou důsledkem mutagenních událostí. 

Ne vždy však u každého mutagenu byla prokázána karcinogenita (Ames, 1984). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Crother%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9598079
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Crother%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9598079
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 Mutageny mohou být fyzikálního, chemického nebo biologického původu. 

Většina chemických mutagenů jsou genotoxiny chemicky modifikující DNA, jako 

např. alkylační látky alkylující v různých polohách jednotlivé báze, popřípadě přímo, 

nebo v důsledku reparace vedou k jedno, nebo dvouvláknovým zlomům DNA, jako 

např. bleomycin nebo křížové vazby (cross-links) DNA vytvářející cisPt. Mezi 

fyzikální mutageny patří různá záření, např. gama záření, rentgenové záření a UV 

záření, a záření částic, jako je například záření alfa a beta částic a vyzáření rychle 

letících neutronů (Kodym a Afza, 2003). 

2.4. Mutageny použité k poškození DNA 

 

Pro výzkum genetických mutací byly pro tuto práci zvoleny mutageny imitující 

mutagenní jevy, ke kterým dochází ve volné přírodě spontánně v důsledku různých 

faktorů životního prostředí. Jmenovat lze především přirozené, nebo indukované 

procesy spojené s produkcí kyslíkových částic/radikálů (ROS) vedoucí k oxidativnímu 

poškození DNA, fyzikální poškození v důsledku ozáření nebo chemické kontaminační 

látky. Od každého typu faktoru byl zvolen jeden mutagen – pro oxidativní poškození 

bleomycin, pro poškození fyzikálními jevy UV záření a pro chemické poškození 

melhyl-methansulfonát (dále jen MMS).  

2.4.1. Bleomycin 

 

Bleomyciny jsou klasifikovány jako cytotoxická glykopeptidová antibiotika, 

původem z bakterie Streptomyces verticillus. Označují celou rodinu strukturálně 

příbuzných sloučenin. Ve zdravotnictví se běžně využívají jako protinádorové 

antibiotikum při léčbě Hodgkinova lymfomu, při léčbě kožních nádorů a některých 

dalších maligních nádorů, např. v genitální oblasti. Vážou se na DNA rakovinných 

buněk tak, že se buňky nemohou dělit ani růst (Lewis a Nydorf, 2006). K lékařskému 

použití jsou komerčně dostupné léky jako např. Bleomedac (Medac, GmbH), kde 

účinnou látku je bleomycin-sulfát. 1 mg suché hmoty tohoto léku zde odpovídá 1500 

až 2000 m.j. bleomycin-sulfátu (Medac, 2015).  

Bleomyciny mají schopnost generovat ROS uvnitř buňky a jejich interakce s 

DNA pak vede k oxidativnímu poškození bazí a jedno a dvouvláknovým zlomům 

DNA (Povirk, 1996). 
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Kyslíkové radikály kromě indukce fyzikálním nebo chemickým působením 

mohou v buňkách také vznikat přirozeně jako vedlejší produkt vnitřního metabolismu 

kyslíku - často za působení vnějších podnětů, jako jsou sucho a slanost. Aby bylo 

možné pochopit, jak se rostlina vyrovnává se stresem, je nutné zohlednit jeho celkový 

dopad na rostlinu, který působí na všech úrovních – od molekulární po celkový vliv 

na organismus, zejména jak oxidační stres ovlivňuje genetický materiál buněk a jaké 

případné změny jsou dočasně nebo trvale vyjádřeny v rostlinném fenotypu (Holá a 

kol., 2013). 

2.4.2. UV záření  

 

Ozáření DNA UV světlem vede ke specifickému účinku, neboť pohlcovat 

ultrafialové paprsky mohou jen molekuly, ve kterých jsou zastoupeny dvojné vazby. 

Každá taková molekula má své vlastní absorpční spektrum s maximy při určitých 

vlnových délkách. Báze nukleových kyselin mají maximum absorpce v oblasti 260 – 

280 nm. Ultrafialové paprsky v této oblasti vykazují přímý účinek na nukleové 

kyseliny (Rosypal, 2000). 

Absorbce UV světla způsobuje v molekule DNA dimerizaci dvou sousedních 

pyrimidinových molekul nacházejících se na stejném polynukleotidovém řetězci 

(Rosypal, 2000). Nejčastějšími poškozeními, které v molekule DNA následkem UV 

záření vznikají, jsou cyklobutan pyrimidinové dimery (CPD) a 6´-4´ pyrimidin-

pyrimidon fotoprodukty (6-4 PP) (Holá a kol., 2014). 

Většina UV fotoproduktů je v rostlinách opravena pomocí enzymu fotolyázy, 

která se aktivuje modrým (viditelným) světlem (320-450 nm). Oprava při viditelném 

světle je účinná, bezchybná, nicméně k úplnému odstranění 6-4 pyrimidin-

pyrimidonových fotoproduktů je zapotřebí alespoň 2 hodiny času. Během této doby 

mohou fungovat i jiné opravné mechanismy. Na rozdíl od fotoreaktivace na světle, 

oprava ve tmě (dark repair) přímo neumožňuje zvrátit poškození DNA, ale nahrazuje 

poškozenou DNA za DNA s novými nepoškozenými nukleotidy. Pokud nedochází k 

fotoreaktivaci, jsou fotodiméry obdobně jako u jiných organismů včetně savců 

opraveny pomocí nukleotidové excizní reparace (dále jen NER)  

2.4.3. MMS 

 

MMS je alkylačním činidlem DNA, již po mnoho let se využívá pro vyvolání 

mutageneze a často byl uplatňován i při studiích rekombinace. MMS modifikuje 
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guanin na 7-methylguanin a adenin na 3-methlyladenin, v důsledku čehož způsobuje 

chybné párování bazí a následně blokuje replikaci. Poškození DNA způsobené MMS, 

stejně tak jako ostatními alkylačními látkami, je převážně opraveno pomocí bázové 

excizní reparace (dále jen BER) (Lundin a kol., 2005). 

2.5. Transformace jako způsob mutageneze 

 

Pro vytváření cílených transgenních organismů se využívají různé metody 

modifikace jaderné/genomové DNA. Těchto metod existuje celá řada, např. u rostlin 

lze jmenovat metodu transformace pomocí T-DNA Agrobacteria tumefaciens, nebo 

transformací DNA dopravenou do buňky na pevných částicích biolisticky, v roztoku 

elektroporací nebo transformací protoplastů sraženinou DNA pomocí 

polyethylenglykolu (dále jen PEG) (Kawai a kol., 2010). 

V diplomové práce jsem použila biolistickou transformaci (bombardování 

rostlinné tkáně částicemi) založenou na vnášení DNA pomocí mikročástic zlata nebo 

wolframu (Sanford, 1988). Existují dva systémy pro biolistickou transformaci běžně 

používané na urychlení mikročástic potažených DNA pro přímé vnesení do 

rostlinných buněk. Starší metoda využívá zrychlený nosič (macrocarrier) nesoucí 

mikročástice potažené požadovanou DNA. Novější metodou je metoda 

mikroprojektilového přenosu DNA, jejímž principem je vstřelování DNA pomocí 

genového děla (Gray a kol., 1994; Šmídková a kol., 2010). U této metody se DNA 

nastřeluje do rostlinné tkáně, kde je na nosičích navázána na mikročástice zlata nebo 

wolframu za přetlaku helia. Pro nastřelování mikročástic jsem používala zařízení 

BioRad Helios Gun (Šmídková a kol., 2010), viz Obr. 2. 

 Při této metodě se k vnášené DNA buňka chová jako ke dvouvláknovým 

zlomům, opravovaným nehomologním spojováním konců (dále jen NHEJ). Nicméně, 

pokud vnášená dvouvláknová DNA obsahuje sekvence homologní s genomovou 

DNA, dochází k párování a rekombinaci (HR) vnášené DNA se stávající genomovou. 

Takto je možné využít pro cílenou mutagenezi vnášení DNA, s částečnými, nebo 

úplnými homologními sekvencemi cílové oblasti. Pomocí NHEJ se mohou náhodně 

integrovat konstrukty, které homologie nemají (Berezikov a kol., 2004; Šmídková a 

kol., 2010). 

Mezi výhody biolistické transformace patří především rychlý, jednoduchý a 

přímočarý postup, který usnadňuje přímou transformaci totipotentních tkání, jako pyl, 
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embrya, meristémy a morfogenní buněčné struktury. Biolistická transformace je navíc 

jediná vhodná pro transformaci organel (Sanford, 1988). Nevýhodou je pak vysoká 

míra transientní exprese a častý výskyt umlčení genu. V některých laboratořích se 

tento problém často obchází snižováním množství DNA přidávané do mikročástic 

nebo upravením DNA do lineárních kazet (Fu a kol., 2000).  

 

Obr. 2.: Nastřelování tkáně mechu P. patens pomocí BioRad systému „Helios Gene Gun“  

2.6. Oprava DNA 

 

V živých organismech se vyvinuly mechanismy, kterými je poškození 

genomové DNA opraveno, odstraněno nebo tolerováno. Obecně se označují reparací 

DNA a rozumí se jimi enzymatická oprava poškození DNA, které vzniklo během 

replikace, rekombinace nebo působením vnějších vlivů a narušuje strukturu DNA tak, 

že nemůže sloužit jako templát replikace. Mezi poškození DNAse počítá především 

přerušení fosfodiesterové vazby mezi dvěma sousedními nukleotidy, tzv. zlomy v 

DNA. 

Pokud k tomuto přerušení dojde pouze v jednom vlákně dvoušroubovice, 

vzniká jednovláknový zlom DNA (dále jen SSB) a druhý řetězec DNA zůstává 
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zachován. Pokud je ovšem přerušen i druhý řetězec na stejném místě nebo blízko 

prvního zlomu, dochází k dvouvláknovým zlomům (dále jen DSB). Dalším typem 

poškození DNA je tvorba různých aduktů s externě působícími genotoxiny, vznik 

dimerů, chybné párování bází apod (Rosypal, 2000). 

2.6.1. Oprava DSB v DNA 

 

DSB vznikají během replikace, mitotické a meiotické rekombinace a V(D)J 

rekombinace. Mohou být generovány chemickým a fyzikálním poškozením 

způsobeným ionizujícím zářením, genotoxickými chemickými látkami a vedlejšími 

produkty metabolismu - kyslíkovými radikály (Hopfner a kol., 2001; Lamarche a kol., 

2010). DSB se liší od všech ostatních typů poškození tím, že informace o sekvenci 

nezbytná pro provedení opravy není přítomná v duplexní molekule DNA. Patří tak 

mezi nejrozsáhlejší poškození DNA, která mohou být příčinou chromozomálních 

translokací, aneuploidie a zvýšeného výskytu malignity. Oprava DSB je poměrně 

dobře prostudována u kvasinek a savčích buněk. Dosud byly popsány dvě hlavní dráhy 

pro opravu DSB: HR a NHEJ. U bakterií a jednoduchých eukaryot, jako např. 

Saccharomyces cerevisiae, je hlavním typem opravy dráha HR, zatímco u savčích 

buněk je více než 90 % DSB opravovaných dráhou NHEJ (Takata a kol., 1998). 

Mechanismus opravy HR a NHEJ se v buňce vzájemně doplňují a každý z nich působí 

za jiných podmínek. Rozsah, ve kterém jsou tyto dvě dráhy využívány, závisí na řadě 

faktorů jako: typu buněk, fázi buněčného cyklu ve kterém dochází k poškození DNA, 

a také se liší mezi jednotlivými organismy (Lamarche a kol., 2010). 

 HR je bezchybným typem opravy, který pro poškozený úsek DNA získává 

genetickou informaci z nepoškozené alely, např. sesterské chromatidy nebo 

homologního chromozomu. HR je časově omezena u haploidních organismů pouze na 

pozdní S – G2 fázi buněčného cyklu, kdy už došlo k replikaci DNA, a tudíž je přítomen 

homologní templát pro rekombinaci (Thacker, 1999). 

 Proces NHEJ je oproti HR náchylný k tvorbě chyb (error-prone), neboť při 

opětovném spojování konců DSB využívá omezené nebo vůbec žádné sekvenční 

homologie. Proto v místě spoje DSB často vznikají různě dlouhé delece popřípadě 

inzerce (Lieber, 2010). Při spojování DSB mechanismem NHEJ může dojít i ke ztrátě 

přesahujících konců v oblasti zlomu, což vede k mutagenitě nebo neúspěšné letální 

opravě (Kanaar a kol.,1998). I přes tyto vlastnosti je NHEJ u eukaryot využíván častěji 
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než mechanismus HR. Tento paradox je vysvětlován tím, že strukturální integrita 

chromatinu zajištěná včasným odstaněním DSB je u mnohobuněčných organismů 

mnohem důležitější než zachování bezchybné sekvence DNA (Kinner a kol., 2008). 

Na rozdíl od HR totiž tento mechanismus probíhá již v G0 a G1 fázi buněčného cyklu 

(Takata a kol., 1998). 

 Při reparaci DSB pomocí HR i NHEJ hraje významnou roli multifunkční 

proteinový komplex MRN složený z proteinů MRE11 (angl. Meiotic REcombination 

11), RAD50 (angl. RADiation sensitivity) a NBS1 (angl. Nijmegen Breakage 

Syndrome 1), který se podílí se na detekci a signalizaci DSB a následném spouštění 

buď reparace DNA nebo buněčné apoptózy a v neposlední řadě i na ochraně a 

udržování délky telomer (Lamarche a kol., 2010; Moncalian a kol., 2004).  

 Za normálních okolností je přítomnost MRN komplexu prvním krokem, 

který nastane v místě DBS. Tvorba MRN komplexu napomáhá zastavení buněčného 

cyklu v kontrolním bodě prostřednictvím interakce s kinázou ATM (z angl. Ataxia 

telangiectasia mutated) a ATR (z angl. Ataxia telangiectasia Rad3 related) a 

katalytické podjednotky DNA ProteinKinasy (DNA-PKcs). Tyto proteiny aktivují 

fosforylací další molekuly potřebné pro zahájení kaskády procesů vedoucích k opravě 

DSB pomocí NHEJ i pomocí HR (Kamisugi a kol., 2012). 

 2.6.2. Excizní opravy DNA 

 

 Pro opravy poškození jednoho vlákna dvoušroubovice  DNA existuje řada 

excizních mechanismů, které odstraňují adukty DNA a poškozené nukleotidy a 

nahrazují je nukleotidy nepoškozenými, komplementárními s párovým řetězcem 

DNA. Těmito mechanismy jsou BER a NER (Rosypal, 2000, Sinha a Häder, 2002). 

 NER je ze všech typů oprav DNA nejvšestrannějším mechanismem. Tento 

systém má schopnost rozpoznat velmi široké spektrum různých strukturálně odlišných, 

většinou rozsáhlých poškození DNA a ve všech organizmech funguje na základě 

stejných principů. NER po rozpoznání poškození odstraňuje objemné DNA adukty, 

které narušují pravidelnou strukturu dvoušroubovice. DNA adukty vznikají působením 

mnohých genotoxinů jako alkylačních činidel nebo v důsledku expozice ionizujícího 

a UV záření. Jedná se o vysoce konzervativní reparační dráhu, která zahrnuje okolo 30 

různých proteinů (Friedberg, 2011, Sinha a Häder, 2002). 
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 BER pomáhá chránit buňky před škodlivými účinky endogenního poškození 

DNA indukované hydrolýzou, reaktivními kyslíkovými radikály nebo jinými 

intracelulárními metabolity, které modifikují základní strukturu DNA. Kromě toho 

BER představuje mechanismus, kterým buňky odstraňují modifikované báze (vzniklé 

např. působením alkylačních látek nebo některými typy záření), dále apurinní a 

apyrimidinová místa (dále jen AP) a SSB (Holá et al., 2013). 

2.6.3. Fotoreaktivace 

 

Oprava DNA pomocí fotoreaktivace spočívá ve štěpení pyrimidinových 

dimerů fotolyázou, která se aktivuje viditelným světlem o vlnové délce 340 – 400 nm. 

Působí specificky a závisí přímo na vlnové délce světla. Z principu působení nedochází 

ke vzniku chyb při opravě DNA (Rosypal, 2000). 

2.7. RNA interference 

 

RNA interference (RNAi) je biologický proces, při kterém nekódující RNA 

molekuly interferují (párují se) s cílovými úseky mRNA, což vede k částečné, či úplné 

degradaci transkriptu RNA s následkem omezení, popř úplnému zabránění exprese 

genu. Vzhledem ke své specifičnosti a účinnosti je RNAi považována za důležitý 

nástroj pro studium funkční genomiky, kdy jsou konkrétní geny cíleně vyřazovány 

(Agrawal a kol., 2003). 

Ne vždy je ale možné funkci genů po jejich vyřazení studovat. Bez některých 

tzv. esenciálních genů není rostlina schopna přežívat. Naopak u některých genů 

nemusí ani po vyřazení dojít ke vzniku pozorovatelného fenotypu, protože jejich 

funkci zastoupí příbuzné geny. Pokud chceme takové geny studovat, můžeme k tomu 

v obou těchto případech využít utlumování genů pomocí (RNAi), kdy interference byla 

úspěšně využita k utlumení jednotlivých genů nebo genových rodin u řady organismů, 

včetně rostlin (Bonoli a kol., 2006; Mahmood-ur-Rahman a kol., 2008) a její funkčnost 

byla prokázána i u P. patens (Bezanilla a kol., 2003). Mechanismus RNAi reguluje 

geny buď transkripčím nebo posttranskripčním umlčováním. Klíčovou úlohu v této 

regulaci hrají krátké nekódující RNA, které mohou mít exonenní nebo endogenní 

původ a podle způsobu vzniku je dělíme na dvě hlavní skupiny – malé interferující 

RNA (siRNA) a mikroRNA (miRNA). siRNA vznikají z dlouhých dvouvláknových 

RNA, zatímco miRNA jsou syntetizovány z krátkých vlásenkových struktur. SiRNA 
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a miRNA kontrolují expresi cílové RNA navázáním do místa kde jsou k ní 

komplementární. mRNA s navázanou siRNA či miRNA je pak rozštěpena a 

degradována, nebo je u ní inhibována translace (Mahmood-ur-Rahman a kol., 2008). 

Pro zatlumování zájmových genů u rostlin se většinou využívají konstrukty, které pod 

jedním promotorem nesou sekvenci RNA v přímé a inverzní orientaci, takže tvoří 

inverzni repetice, mezi které se vkládá DNA sekvence, která je odděluje – např. intron. 

Při transkripci z tohoto konstruktu pak vzniká vlásenková RNA (hpRNA), která je 

rozštěpena na krátké RNA interferující s mRNA vybraného genu (Mansoor a kol., 

2006). RNAi může být vysoce specifická, pokud je pro konstrukci hpRNA využita 

unikátní oblast genu, nebo naopak – mRNA je umlčena i v případě, že je s hpRNA 

shodná jen z 90%, což umožňuje umlčovat různé sekvenčně podobné geny, např. členy 

genových rodin (Bezanilla a kol., 2005). Úroveň tlumení funkce genu může být různá, 

což umožňuje analýzu funkce esenciálních genů, navíc je možné ovlivňovat produkci 

hpRNA použitím inducibiního promotoru. Do jednoho konstruktu je navíc možné 

klonovat vedle sebe i RNA sekvence nepříbuzných genů a jedním konstruktem tak 

umlčovat více různých genů najednou (Bezanilla a kol., 2005). 

 2.8. Konstrukce transformačních vektorů 

 

Klonováním DNA (klonování genů, molekulární klonování) se označuje 

proces, který slouží k vytváření souborů identických molekul, fragmentů nebo úseků 

DNA, připravených např. pomnožením rekombinantních molekul DNA v hostitelské 

buňce (in vivo) nebo polymerázovou řetězovou reakcí (dále jen PCR) in vitro. Jako 

rekombinantní molekula DNA se označuje molekula DNA vytvořená in vitro spojením 

úseků DNA různého původu. Klonovacím vektorem (přenašečem) je molekula DNA, 

která má schopnost přijmout cizorodou DNA, spojit se s ní a autonomně se replikovat 

v hostitelské buňce. Cizorodou DNA je jakýkoli úsek DNA vložený do klonovacího 

vektoru. Jelikož se cizorodá DNA vkládá do klonovacího vektoru za účelem jeho 

klonování, označuje se též jako klonovaná DNA nebo jako inzert (Rosypal a kol., 

2002). 

Molekulární klonování patří ke stěžejním metodám molekulární biologie. 

Umožňuje především izolovat dílčí úseky z komplexního genomu, ty následně 

namnožit ve formě rekombinantních úseků a zpřístupnit je tak pro další studie. Mezi 

hlavní oblasti využití klonování lze zařadit především izolaci genů pro studium jejich 
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funkce a struktury, studium regulačních oblastí, které řídí expresi genů, fyzikální a 

genetickou analýzu genomů a expresi cizích genů v nepříbuzných hostitelích (Rosypal 

a kol., 2002). 

Standardní metody molekulárního klonování jakéhokoliv fragmentu DNA v 

podstatě zahrnují sedm kroků: 1) Výběr hostitelského organismu a klonovacího 

vektoru, 2) Příprava vektorové DNA, 3) Příprava DNA pro klonování, 4) Vytvoření 

rekombinantní DNA, 5) Zavedení rekombinantní DNA do hostitelského organismu, 6) 

výběr organismů, které obsahují rekombinantní DNA, 7) screening klonů s 

požadovanými DNA inzerty a biologickými vlastnostmi (Brown, 2010). 

V rámci diplomové práce jsem se podílela na konstrukci transformačních 

vektorů pro tvorbu mutant pomocí RNA interferenci. Kontrolním markerem 

umlčování specifických genů RNA interferencí v konstruovaných vektorech se 

využívá indikátorového genu β-glukuronidasy (GUS) jehož experese je snadno 

vizuálně detekovatelná (Obr. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3: Obecný násobný RNAi transformační vektor s RNAi sekvencí indikátorového genu GUS. 

2.9. Analýza poškození DNA 

 

Pro studium různých typů poškození DNA bylo vyvinuto mnoho metod pro 

funkční analýzu DNA. Jmenovat lze např. metodu FISH (Fluorescenční in situ 

hybridizace), kometový test, značení DNA in vivo, analýzu pomocí mikročipů a 

mnoho dalších. V diplomové práci jsem sekvenovala DNA, jež po řadu let patří mezi 

nejrozšířenější způsoby genetické analýzy (Stockert a kol., 2014). 
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2.9.1. Sekvenování DNA 

 

Cílem sekvenování DNA je určení pořadí nukleotidů v daném fragmentu DNA. 

Základním požadavkem pro sekvenování DNA je získání fragmentů s přesně 

definovanými konci, a proto nejčastěji používaným výchozím materiálem pro 

sekvenování DNA jsou restrikční fragmenty klonované do vhodného klonovacího 

vektoru nebo fragmenty získané PCR (Rosypal  a kol., 2002). 

Pro sekvenování DNA se používají dvě hlavní metody- enzymová (Sangerova) 

a chemická (Maxam-Gilbertova) (Rosypal a kol., 2002, Franca a kol., 2002). 

Chemickou metodu sekvenování vyvinuli v roce 1977 Allan Maxam a Walter Gilbert 

při studiu struktury nukleových kyselin. Je založena na chemické modifikaci DNA a 

následném štěpení specifických dNTPs (Maxam a Gilbert, 1977). V současné době je 

využívána jen minimálně, především z důvodu vysoké technické náročnosti (Franca 

a kol., 2002). Podstatně častěji se sekvenuje metodou enzymatické polymerace, kterou 

v roce 1977 objevil a popsal Frederick Sanger. Při této metodě se využívá 

jednovláknová DNA (primer), která slouží jako vzor (templát) pro syntézu druhého 

(komplementárního) vlákna (Sanger, 1977). Po proběhnutí polymerizační reakce 

vytvořené produkty zdenaturují a rozdělí se na polyakrylamidovém denaturujícím 

gelu. Jako primery se obvykle používají krátké oligonukleotidy o délce zhruba 18 bazí 

komplementárních k části molekuly DNA, jejíž sekvence se stanovuje (Rosypal a kol., 

2002). 

Nejnovější variantou enzymové metody je automatické sekvenování DNA, při 

němž se sekvence odečítá a vyhodnocuje z gelu automaticky (Rosypal a kol.,2002). 

Pro značení nukleotidů se využívají různá fluorescenční barviva, poté jsou nukleotidy 

detekovány pomocí laseru a následně tříděny v kapiláře naplněné polyakrylamidovým 

gelem. Tato kapilární elektroforéza s sebou přinesla výrazné zjednodušení a urychlení 

pracovního postupu (Franca a kol., 2002). 

 

 

 

 

 

 

http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Allan_Maxam&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Walter_Gilbert
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3. CÍLE PRÁCE 

 

Hlavní cíl:  

- Studium indukovaných mutací u P. patens na molekulární úrovni DNA 

 

Dílčí cíle: 

- Pěstování P. patens in vitro 

- Analýza APT lokusu indukovaných mutací sekvenováním 

- Porovnání indukování mutageneze a schopnosti reparace DNA u jednotlivých 

linií mutant mechu P. patens 
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4. MATERIÁLY A METODY 

4.1. Rostlinný materiál 

 

V práci byl použit divoký typ (Wt) mechu P. patens (Hedw.) B.S.G. ‘Gransden 

2004’ a z něj odvozené mutantní linie ppmre11, pprad50, pplig4 a ppku70. Pplig4 a 

ppku70 s defekty v opravě pomocí NHEJ byly generovány v laboratořích prof. 

Schaefera, Univ. Neuchâtel, Švýcarsko a Dr. Nogue, INRA, Versailles, Francie, a 

poskytnuty Dr. Noguem. Jejich podrobná charakteristika teprve bude publikována. 

Mutantní linie pprad50 a ppmre11 byly vytvořeny v laboratoři Dr. Cumminga, CPS, 

Univ. Leeds, Velká Británie. Jejich charakteristika a metody přípravy jsou popsány v 

článku Kamisugi a kol. (2012). 

4.1.1. Kultivace P. patens 

4.1.1.1.  Kultivace mutantních linií P. patens pro dlouhodobé udržování 

 

Před samotnou kultivací mechu byly založeny primární kultury, které později 

sloužily k odběru tkáně pro pomnožování a zároveň jako záložní konzervy pro případ 

kontaminace. 

Část tkáně byla odebrána sterilní pinzetou a vložena do kultivační skleničky od 

dětské výživy cca 150 ml (baby-jar) s pevným BCDAT mediem nalitým do zhruba 

třetiny nádoby. Sklenička je uzavřena plastovým víčkem a oblepena lékárenskou 

netkanou páskou pro zajištění výměny vzduchu. Následně byly skleničky s kulturou 

uchovávány v kultivační komoře s denním režimem 16 hodin světla při 22 °C a 8 hodin 

tmy při 18 °C. Zhruba po měsíci tkáň dostatečně narostlá a bylo možné odebírat části 

pro další pěstování. Záložní konzervy byly přendány na stinné místo pro pouhé 

udržování kultury a aby se zabránilo nadměrně rychlému růstu. Takto připravená 

konzerva vydrží zhruba 1 – 2 roky. Vždy byly udržovány alespoň čtyři záložní 

konzervy od každé linie mechu. 

4.1.1.2. Příprava Petriho misek  

 

Přibližně 30 - 35 ml čerstvě vysterilizovaného BCDAT média o teplotě 50-80 °C 

bylo nalito do Petriho misek a bylo ponecháno ve FlowBoxu do druhého dne ke 
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ztuhnutí a „uzrání“ při laboratorní teplotě. Nespotřebované Petriho misky s médiem 

byly uchovávány v lednici. 

4.1.1.3. Příprava celofánových disků 

 

Celofánové disky o průměru 8 cm (Focus, UK) byly vloženy do autoklávovatelné 

kruhové nádoby tak, aby dosahovaly max. do ¼ výšky nádoby. Následně k nim byla 

přidána destilovaná voda a před prvním použitím byly alespoň dvakrát až třikrát 

autoklávovány. Mezi jednotlivými sterilizacemi byla vyměňována voda. 

4.1.1.4. Pomnožování P. patens 

 

Část tkáně mechu z primární kultury byla odebrána sterilní pinzetou a vložena do 

zkumavky se sterilním tekutým BCDAT médiem. Následně byla homogenizována 

pomocí vysokootáčkového nožového homogenizátoru IKA Thorax T25 po dobu 1 – 2 

minut při 10 000 rpm. Dvoumililitrové alikvóty suspenze mechu pak byly pipetovány 

na jednotlivé Petriho misky s pevným BCDAT médiem pokrytým celofánovým 

diskem. Kultivována byla v kultivační komoře s denním režimem 16 hodin světla při 

22 °C a 8 hodin tmy při 18 °C. Zhruba po sedmi dnech byl mech 

subkultivován/pasážován: – seškrábnut sterilní pinzetou se zahnutým koncem z 

Petriho misky, homogenizován v tekutém BCDAT médiu a opět vysazen v 2 ml 

alikvótech na Petriho misky. Jedna Petriho miska s dobře narostlým mechem obvykle 

vystačila na rozpěstování 4 – 7 Petriho misek. 

4.1.1.5. Testování kontaminace 

 

Při každém pasážování byl prováděn test případné kontaminace na Petriho 

miskách s LB médiem. LB média bylo nalito do Petriho misek zhruba 30 ml a následně 

bylo ponecháno k zatuhnutí při laboratorní teplotě. Po pasážování bylo na Petriho 

misku s LB médiem pipetováno zhruba 5 µl suspenze mechu a ponecháno ke kultivaci 

v inkubátoru při 28 °C. V případě, že se na LB médiu objevila kontaminace (obvykle 

do dvou dnů), byly mechy zlikvidovány a napěstovány nové. 
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4.1.2. APT mutageneze 

4.1.2.1. Příprava jednodenní suspenze mechu 

 

Na jeden pokus indukce APT mutageneze byla použita jednodenní kultura tkáně 

protonemy získaná ze sedmi ploten týden staré kultury mechu. Tkáň protonemy byla 

homogenizována jak bylo popsáno výše v 15 ml tekutého BCDAT média. Suspenze 

byla přelita do Erlenmayerovy baňky o objemu 100 ml a následně byl doplněn objem 

na 54 ml. 4 ml byly použity na stanovení množství sušiny, kdy byla suspenze mechu 

pomocí podtlaku zakoncentrována na filtru ze skleněných vláken a vysušena při 60 °C 

1 hodinu. Do druhého dne pak byly filtry ponechány při laboratorní teplotě pro ustálení 

laboratorní vlhkosti do druhého dne a zváženy. Zbytek suspenze (50 ml) byl do 

druhého dne ponechán zregenerovat při třepání 100 rpm a pak použit na pokus. 

Jednodenní suspenzí byla získána vlákna protonemy o délce 3 – 7 buněk, jejichž 

koncové, apikální buňky jsou schopné se dělit, zhruba 30 – 50 %. 

4.1.2.2. Působení genotoxiny 

 

Na indukci poškození byly použity 3 druhy mutagenů: bleomycin (konkrétně byl 

používán přípravek Bleomedac, v němž je účinnou látkou zastoupen bleomycin 

sulfát), MMS a UV záření.  

Mutageneze UV byla prováděna v pomocí přístroji „Hoefer UV crosslinker“, 

kdy jednodenní suspenze mechu vysetá na Petriho misky s pevným BCDAT médiem 

doplněným 3 µg/ml 2-FA pro selekci byla ozářena dávkou UV záření 500 Jm-2. Petriho 

misky s ozářeným mechem byly z důvodu blokování fotolyáz ponechány 24 hodin ve 

tmě a teprve poté kultivovány na světle s denním režimem 16 hodin světla při 22 °C a 

8 hodin tmy při 18 °C.  

U mutagenezí s mutageny bleomycinu a MMS se mutagen přidal do suspenze 

50 ml mechu v Erlenmayerově baňce a nechal akutně působit za stálého třepání 100 

rpm. Pro WT byla doba působení 2 hodiny, pro MRN mutanty 1 hodinu. Po působení 

mutagenem byla suspenze mechu důkladně opláchnuta destilovanou vodou přes sítko, 

vysazena na Petriho misky s BCDAT médiem doplněným 3 µg/ml 2-FA a kultivována 

ve fytotronu.  

Roztoky pro působení bleomycinem byly vždy připravovány čerstvě před 

působením z připravených navážek uskladněných v lednici. 
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Pro určení koncentrace mutagenů bleomycinu a MMS byl testován 

protonemální růst mechu na jamkových kultivačních deskách s BCDAT médiem 

doplněným o koncentrační řady mutagenů (viz Obr. 4). Toto testování bylo prováděno 

vždy v duplikátu a tři týdny sledováno.  

 

 

Obr. 4: Citlivost P. patens Wt a linií ppmre 11, pplig4, ppnbs1, pprad51AB a pprad 50 na chronické 

působení bleomycinem. Mutantní linie byly kultivovány na BCDAT médiu doplněným o 0; 0,01; 

0,1, a 1 µg/ml, bleomycinu a vyfotografované 10 dní po inokulaci. 

 

Pro působení bleomycinem byly zvoleny následující koncentrace: 

 

wt  50 µg/ml 

pplig4  5 µg/ml 

ppmre11 1 µg/ml 

ppku70  0,4 µg/ml 

pprad 50 0,01 µg/ml 

 

a pro indukci mutací MMS byla zvolena jednotná koncentrace 0,5 mM pro Wt 

i všechny studované reparační mutanty.  
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4.1.2.3. Selekce mutant 

 

 Po dobu tří týdnů rostlinná tkáň mechu na Petriho miskách s 2FA postupně 

odumírá a začínají se objevovat viditelná zelená ohniska (foci) buněk s mutovaným 

APT genem, které jsou rezistentní k působení 2FA, který nejsou schopné 

metabolizovat (Obr. 5). Celofánové disky s regenerujícími mutanty jsou po 2-3 

týdnech přendány na nové Petriho misky s BCDAT médiem doplněným 8 µg/ml 2FA. 

Po další kultivaci 1-2 týdny jsou zelené kolonie přežívajících mutant spočítány a 

evidovány. Vybrané přežívající apt mutanty, přibližně 10 linie/působení, byly dále 

pomnoženy a následně sekvenovány podle postupu popsaného v kap. č. 4.2.2. 

 

Obr. 5:  Petriho misky s apt mutanty P. pates rezistentními k 2FA po třech týdnech selekce. A) Wt 

bez působení mutagenu, B) Wt po působení bleomycinem 50 μg/ml po dobu 2 h, C) pplig4 po 

působení bleomycinem o koncentraci 5 μg/ml po dobu 1 h. 

4.1.3. Nastřelování a selekce transformant 

 

Biolistickou transformací byly vnášeny plasmidy s potřebným úsekem genu do 

kontrolního kmene Wt.  

 

Příprava částic na biolistickou transformaci 

 

Na 12 nábojů bylo naváženo 7,2 mg zlatých částic o průměru 0,6 µm. Následně 

bylo přidáno 250 µl 96% EtOH a třepáno při 900 rpm po dobu 1 h. Směs částic s EtOH 

pak byla centrifugována 5 sekund při 13 000 rpm, odsát supernatant a přidáno dalších 

250 µl 96% EtOH a vortexováno po dobu 1 minuty. Proces omytí byl zopakován 

celkem 3x. Na závěr byla suspenze částic v EtOH zcentrifugována 5 sekund při 13 000 

A B C 
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rpm, supernatant odsát a částice suspendovány ve 250 µl sterilní destilované vody 

vortexováním po dobu 1 minuty. Připravené částice byly uchovávány v mrazicím boxu 

jako suspenze v 96% EtOH. 

 

Potahování částic DNA 

 

Suspenze částic byla 15 minut sonikována, aby se rozbily shluky částic, a 

následně suspendována vortexováním po dobu 3 minut. K suspenzi bylo přidáno 30 µl 

0,1 M spermidinu a směs vortexována po dobu 1 minuty. Poté byl přidán roztok DNA 

obsahující celkově 2,4 µg DNA, což odpovídá 0,2 µg/ náboj a vortexováno 1 minutu. 

Množství DNA v roztoku bylo měřeno spektrofotometricky. Ke směsi bylo přidáno 75 

µl 2,5 M CaCl2, 3 minuty vortexováno a inkubováno na ledu po dobu 5 minut. Směs 

byla zcentrifugována po dobu 5 sekund při 13 000 rpm, byl odstraněn supernatant, 

přidáno 350 µl 70% EtOH a vortexovánopo dobu 1 minuty. Směs byla zcentifugována 

po dobu 5 sekund při 13 000 rpm, byl odstraněn supernatant, přidáno 150 µl 96% 

EtOH, 3 minuty vortexováno a dále inkubováno na ledu. Následující kroky byly 

prováděny sterilně ve flowboxu. Do každého náboje bylo naplněno 10 µl směsi, která 

byla před každým plněním důkladně protřepána pomocí vertexu. Poté se nechal 

ethanol z nábojů zcela odpařit a DNA potažené částice vytvořily prachový film částic 

na vnitřní straně dutinky náboje, který pak byl vymeten a akcelerován k rostlinné tkáni 

uvolněným vysokým tlakem hnacího plynu (helia). 

 

Nastřelení tkáně mechu 

 

Sedm dní stará kultura mechu po předchozí subkultivaci byla na Petriho misce 

rozdělena na 2 hromádky. Do každé hromádky byly nastřeleny částice ze vzdálenosti 

cca. 5 cm a 3 nábojů tak, že každou dutinkou se nechal proud vzduchu projít opakovaně 

3x. Mech s nastřelenými částicemi byl do druhého ponechán ke zregenerování a pak 

byl vysazen na BCDAT médium se selekcí na rezistenci nesenou na transformujícím 

plazmidu (obvykle G418). Postup při nastřelování transformant je znázorněn na Obr.6. 
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Obr. 6: Postup při nastřelování transformant pomocí biolistické transformace. A) Petriho miska se 

7 dní starým mechem, B) Rozdělení mechu na dvě hromádky – cíle nastřelení, C) Nastřelování 

transformant pomocí „Helios Gene Gun“, D) Petriho miska s hromádkami mechu po nastřelení 

transformant. 

 

Selekce transformant 

 

Po dobu tří týdnů netransformované buňky mechu na Petriho miskách s G 418 

postupně odumíraly, než se začaly objevovat viditelné mutanty rezistentní na G 418. 

Tyto mutanty byly dále kultivovány po dobu 10 dnů a poté byl celofánový disk s 

mutanty přendán na novou misku s BCDAT médiem bez selekce. Po 10 dnech byl 

celofánový disk přendán opět na BCDAT médium se selekcí. Tento postup byl 

zopakován celkem čtyřikrát a byl aplikován proto, aby byly selektovány pouze 

mutanty s transformující DNA integrovanou do genomové, a byly tak eliminovány 

mutanty pouze s transientní expresí selekčního markeru. 
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4.2. Molekulárně biologické metody 

4.2.1. Klonování a konstrukce transformačních vektorů 

 

Součástí mé diplomové práce je příprava vektorů pro tvorbu dalších mutant než 

těch, které jsem studovala zatlumováním zájmových genů pomocí RNA interference. 

Na konstrukci a klonování potřebných konstruktů pracuji paralelně se studiem 

mutageneze, a protože není dosud ukončeno a stále probíhá, není tato část dále 

zahrnuta do výsledků a diskuze.  

Princip konstrukce těchto vektorů je popsán v kapitole 2.7. Pro snadnou 

identifikaci rostlin obsahujících transformační vektor, který je úspěšně transkribován, 

je jako vnitřní marker RNA interference využit gen pro β- glukuronidázu (GUS), jehož 

exprese je snadno vizuálně identifikovaná substrátem X-Gluc jako modré zbarvení 

buněk. Z tohoto důvodu je nejprve potřeba generovat linii mechu stabilně exprimující 

GUS, která bude následně využita pro transformace RNAi vektory, který kromě 

zájmových genů ponese i sekvence pro umlčování GUS (Obr. 3). Kromě 

histochemického barvení pomocí X-Gluc lze GUS aktivitu kvantitativně stanovit 

pomocí fluorimetru, a tím pádem odhadnout, zda a do jaké míry dochází 

pravděpodobně i k utlumení funkce genu, který je předmětem zájmu.  

Pro získání rostliny stabilně produkující GUS byl zkonstruován vektor 

pKA147, který nese gen pro β- glukuronidázu ve fúzi se selekčním genem pro 

neomycin fosfotransferázu II, který zajišťuje rezistenci na antibiotikum G418. 

Transkripce těchto genů je řízena 35S promotorem a terminátorem z viru mozaiky 

květáku (Cauliflower mosaic virus, CaMV).  

Pro zatlumování GUS byl zkonstruován vektor pKA217 (Obr. 7), který nese 

385 bps dlouhý fragment 5’ konce genu pro GUS jednou v přímé a jednou v inverzní 

orientaci. Mezi tyto dva fragmenty GUS genu je vložen intron kukuřičného genu pro 

ubiquitin 1 (UBI1). Transkripce je řízena promotorem a terminátorem genu pro 

nopalin syntázu (PNOS a TNOS) Agrobacteria tumefaciens. Mezi intronem a fragmenty 

GUS genu jsou na každé straně unikátní restrikční místa, do kterých je možné klonovat 

další DNA pro zatlumování genů, které budou předmětem studií. 
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Obr. 7: Schéma konstrukce GUS RNAi vektoru  

4.2.2. Sekvenování DNA 

 

Genomová DNA apt mutant pro analýzu APT lokusu a transformant pro 

analýzu integrace byla izolována ze 100 mg rostlinné tkáně pomocí izolačního 

„DNeasy Plant Mini kitu“ (Qiagen) do 50 µl roztoku 10 mM Tris-Cl, pH = 8,5. 1 

mikrolitr DNA byl následně použit pro amplifikaci cílové sekvence pomocí PCR. 

První amplifikací byl získán úsek z genomové DNA pomocí silně procesivní error-

free KOD Hot Start DNA polymerázy. Produkt byl přečištěn pomocí purifikačního 

„HighPpure PCR product purification kitu“ (Roche). Následně byla provedena 

zpřesňující PCR amplifikace použitím další sady vnitřních (nested) primerů. 

Amplifikovaný fragment DNA očekávané délky byl po analýze elektroforézou 

izolován přímo z elektroforetického agarózového gelu pomocí „QIAquick gel 

extraction kitu“ (Qiagen) a použit jako templát pro sekvenační reakce, které byly 

připraveny pomocí „Big Dye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit“ (Perkin-Elmer) 

a na závěr přečištěny na kolonce Sephadexu G25. Sekvence byla přečtena metodou 

enzymové sekvenace ve středisku sekvenování DNA při Mikrobiologickém ústavu 

AV ČR, v. v. i. pomocí kapilárového analyzátoru Prism 3130x1 (Applied Biosystems, 

USA). Sekvence každého klonu byly následně spojeny dohromady, zpracovány v 

programu Ma-cVector a uvedeny do souladu s nejnovější anotovanou APT sekvencí 
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Pp1s114_124V6.1 v databázi zdrojů o P. patens COSMOSS (dostupné na 

www.cosmoss.org). 

5. VÝSLEDKY 

 

Moje diplomová práce je věnována studiu mutageneze genotoxinů 

modelujících environmentální stres na molekulární úrovni za použití modelového 

organismu mechu Physcomitrella patens s cílem ukázat, že mutageneze spíše než 

vlastní poškození DNA je důvodem citlivého fenotypu. Kromě toho, pokud použitý 

přístup bude verifikován, může být dále rozvíjen jako biomarker poškození zevního 

prostředí a mech P. patens pro své značné rozšíření přímo jako indikátorový, 

popřípadě modelový organismus.  

Mutace, zejména u haploidních organismů v genech kódujících enzymy 

nukleotidového metabolismu, jako je APT, způsobují rezistenci rostlin k jinak 

toxickým analogům adeninu, např. k 2FA. Tato vlastnost byla použita jako pozitivní 

selekční marker pro identifikaci apt mutant. Mutátorový fenotyp byl hodnocený na 

základě ztráty APT genu v důsledku chybných mechanismů opravy poškození DNA 

(tzv. error-prone) u kontrolního kmene Wt a linií ppmre11, pprad50, pplig4 a ppku70. 

Ve všech experimentech byla použita jednodenní protonemální tkáň P. patens 

s fragmenty o délce 3-5 buněk, které byly získány intenzivní homogenizací z 

rostoucích protonemálních vláken.  

 

5.1. Citlivost Wt a testovaných linií P. patens na bleomycin, UV 

záření a MMS 

 

U Wt a ppmre 11, pprad 50, pplig 4 a ppku70 linií byla analyzována citlivost 

k bleomycinu, radiomimetiku způsobujícím klastry oxidativního poškození DNA, 

tvorbou ROS, UV záření vedoucí k CPD a 6-4 PP, a alkylační činidlo MMS. Na 

jamkové destičky s BCDAT  médiem doplněným o různé koncentrace mutagenů bylo 

vysazeno vždy stejné množství jednodenních protonemálních tkání P. patens a po 

dobu tří týdnů kultivováno a sledováno. Obr. 4 je fotografie pořízená po 10 dnech 

kultivace, ze které je u jednotlivých mutantních linií jasně patrná rozdílná citlivost k 

bleomycinu, naopak na působení MMS, stejně tak jako na UV záření, reagují všechny 

mutantní linie stejně. 
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Po působení bleomycinem byly zjištěny dramatické rozdíly indukce mutací. 

Zatímco divoký kmen Wt vyžaduje pro indukci alespoň několika apt klonů na Petriho 

misce 2 hodiny působení bleomycinem o koncentraci 50 μg/ ml, vysoce citlivá linie 

pprad50 pouze 1 hodinu působení o koncentraci pouze 0,1 μg/ml. 

Ostatní linie mechu ppmre 11, pplig 4 a ppku70 byly vyhodnoceny jako linie s 

mírným mutátorovým fenotypem. Pro působení bleomycinem byly na indukci apt 

mutant zvoleny koncentrace 1 μg/ ml pro ppmre 11, 5 μg/ ml pro pplig4 a 0,4 μg/ ml 

pro ppku 70. 

Pro působení MMS byla zvolena doba působení 1 hodina a koncentrace 0,5 

mM pro Wt i všechny linie P. patens. U mutageneze UV zářením byla pro Wt i 

všechny linie P. patens zvolena dávka záření 500 J/m2 po dobu nutnou pro dosažení 

požadované dávky. 

 

5.2. Porovnání testovaných mutantních linií P. patens z hlediska 

přirozených dispozic k mutacím 

 

Pro porovnání frekvence vzniku mutant u Wt a linií P. patens byl normalizován 

počet apt  mutant na 1 μg/ ml po působení bleomycinem, 1 mM po působení MMS a 

500 J/m2 po působení UV zářením na 1 g sušiny. Hodnoty relativního 

(normalizovaného) počtu apt mutant jsou na Obr. 8.  

Obr. 8: Relativní počty 2 FA rezistentních mutant P. patens Wt a linií pplig4, ppku70, pprad50 a 

ppmre11 selektovaných spontánně a mutant indukovaných 1 μg/ ml bleomycinu, 1 mM MMS a 

500 J/m2 UV zářením a normalizované na 1 g sušiny. 
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 5.3. Analýza mutací 

 

Náhodně vybrané apt mutanty regenerující na BDAT médiu doplněným o 2FA 

byly pomnoženy a sekvenovány postupem popsaným v kapitole č. 4.2.2. Výsledky 

analýzy APT mutací a jejich kategorizace jsou uvedeny v Tab. 1. 

Identifikované mutace byly podle předpokládaných mechanismů reparace a 

jejich důsledků klasifikovány jako substituce, bodové inzerce, bodové delece a inzerce 

a delece o délce více než dvou párů bazí jednak v kódujících sekvencích APT 

(exonech) ale i v intronech a nepřepisovaných oblastech lokusu APT. 

U apt mutant vzniklých působením bleomycinu byly u Wt i všech mutantních 

linií P. patens zjištěny především tranzice cytosinu za tymin, transverze tyminu za 

adenin, adeninu za tymin a guaninu za tymin, a to jak v exonech, tak v intronech. 

Kromě toho u linií pprad50 a ppmre11 byly v exonech zjištěny rozsáhlé delece. 

Vzniku delecí při opravě DSB mechanismem NHEJ vysvětlujeme vysokou citlivost 

pprad50 a ppmre11 k působení bleomycinu. 

Po ozáření UV byly téměř u všech analyzovaných mutant zjištěny tranzice 

cytosinu za tymin, a to pouze v exonech. V ostatních případech se v exonech jednalo 

o tranzice guaninu za adenin, v intronech byly zjištěny transverze a bodové inzerce 

adeninu. 

Po působení MMS sice začalo regenerovat poměrně hodně 2FA rezistentních 

klonů, které však obvykle do čtrnácti dnů po selekci odumřely. Proto se podařilo v 

důsledku jejich špatné regenerace analyzovat pouze 3 mutanty u mutantní linie pplig4, 

u které byly zjištěny mutace především v exonech, konkrétně transverze guaninu za 

thymin, guaninu za cytosin a adeninu za tymin. Pouze v jednom případě se jednalo o 

bodovou inzerci guaninu v intronu. 

Spontánní mutace byly analyzovány pouze u mutantní linie ppku70. V prvním 

případě se jednalo o rozsáhlou deleci 1128 nukleotidů v exonu, ve druhém o tranzici 

cytosinu za tymin v exonu a ve třetím o transverzi v intronu.  

5.4. Rozložení mutací testovaných mutantních linií P. patens  v 

APT lokusu 

 

Umístění identifikovaných a popsaných mutací uvedených v Tab. 1 je graficky 

znázorněno v mapě APT lokusu programem Mac Vector na Obr. 9. Modře jsou 

vyznačeny substituce, zeleně inzerce a červeně delece. Delece jsou znázorněny jako 
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obdélníky o velikosti úměrné délce. Šipky s čísly od 1 do 8 znázorňují délky exonů 

(kódujících sekvencí  DNA) v APT lokusu. 

Z obrázku je jasně patrné, že mutace nejsou v genu rozmístěné náhodně, 

nejvíce se vyskytují na začátku genu, a to především v okolí druhého až čtvrtého 

exonu. 

5.5. Konstrukce transformačních RNAi vektorů 

 

Pro zatlumování GUS byl vytvořen GUS RNAi transformační vektor pKA 217 

sloužící jako marker RNA interference (Obr. 7). Linie mechu stabilně produkující 

GUS, která bude využita pro transformaci RNAi vektorem, je vytvářena 

prostřednictvím biolistické transformace. V současné době se na transformaci linie 

mechu a na cílené modifikaci genů pomocí RNAi stále pracuje. 
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Obr. 9. Indukované mutace v APT lokusu u Wt a linií ppmre11, pprad50, pplig4 a ppku70. Typy 

mutací jsou substituce – modré, inzerce – zelené a delece – červené. 
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Tab. 1: Výsledky sekvenační analýzy APT lokusu u P. patens Wt a linií ppmre11, pprad50, pplig4 

a ppku70. 
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6. DISKUZE 

 

Ve své diplomové práce jsem se zabývala studiem analýzy fenotypu a 

indukovaných mutací P. patens u Wt a linií ppmre11, pprad50, pplig4 a ppku70 na 

základě ztráty funkce genu pro APT. Podílela jsem se především na indukci apt mutant 

a následně na jejich analýze sekvenováním. Kromě APT mutageneze byla v laboratoři 

na P. patens také studována reparační kinetika SSB, DSB a CPD metodou kometového 

testu (comet assay), publikované v článcích Kamisugi a kol. (2012), Holá a kol. (2013) 

a Holá a kol. (2014). Oba přístupy spolu s testem na citlivost k působení genotoxinů 

se vzájemně doplňují a vytváří ucelený obrázek jak buňky dané linie nakládají se 

vzniklým poškozením a jaké jsou důsledky jeho eliminace. Kometovým testem byl 

zjišťován vliv vzniklých poškození na integritu genomové DNA a rychlost jejího 

znovunabytí, sekvenováním pak k jakým změnám v sekvenci DNA při tom došlo. 

6.1. Citlivost na působení mutageny 

 

U mechu P. patens divokého typu Wt a linií ppmre11, pprad50, pplig 4, ppku70 

a ppnbs1 byl analyzován fenotyp chronickým působením bleomycinu (Obr.4). Bylo 

zjištěno, že pprad 50 a ppmre11 vykazují stejnou citlivost k bleomycinu, což souhlasí 

s výsledky Kamisugi a kol. (2012).  

Kozák a kol. (2009) dříve ukázali klíčovou roli komplexu SMC5/6 při opravě 

DSB indukovaných bleomycinem. V této souvislosti proteiny RAD50 mají podobnou 

strukturální roli v MRN komplexu jako SMC ve struktuře SMC5/6 komplexu (Murray 

a kol., 2008). Oba tyto komplexy tak mohou figurovat při vzájemné stabilizaci, popř. 

spojování konců dvojvláknového zlomu. 

6.2. APT mutageneze 

6.2.1. Účinnost testovaných mutagenů 

 

Počet 2FA rezistentních apt mutant P. patens Wt a linií pplig4, ppku70, 

pprad50 a ppmre11 po ozáření 500 Jm-2 jasně poukazují na vysokou mutagenitu UV 

záření. Podstatná většina mutant, která po působení UV zářením regenerovala byla 

následně selektována. Tento jev lze vysvětlit tím, že s pomalou, error-free NER 

reparační drahou soupeří rychlejší, leč error-prone mechanismus syntézy DNA přes 
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poškození (v podstatě jde o toleranci a nikoli reparaci) při němž dochází k substitučním 

tranzicím, tedy poškození, která byla identifikována (Tab. 1, Holá a kol., 2014). 

Nejvyšší počty apt mutant po působení UV zářením byly zaznamenány u linií 

pplig4 a ppku70 a naopak u Wt a ostatních linií byly počty apt mutant relativně nízké. 

Poslední výsledky UV mutageneze u linií pplig4 a ppku70 vykazují podstatně vyšší 

počty mutant než dříve publikovaná data Holá a kol. (2014). Nicméně v této práci 

uváděné 20x vyšší hodnoty (okolo 6000 apt mutant/g sušené tkáně) oproti 

publikovaným nejsou i přes opakování statisticky významné. Tento rozpor je dále 

studován. 

Ve srovnání s UV zářením po působení bleomycinem regenerovalo podstatně 

méně apt mutant, ale jednou selektovány dále přežívaly. Oproti tomu většina apt 

mutantů, která regenerovala v první fázi po působení MMS, během následné kultivace 

uhynuly, stejně jako spontánní apt mutanty, které byly selektovány na 2FA bez 

působení mutagenu. V tomto případě lze spekulovat o tom, že spontánní nebo MMS 

mutageneze vede k „měkčím“ mutacím, které dovolují počáteční selekci na 2FA, ale 

během následné kultivace dochází k znovuobnovení funkce APT, a tudíž k eliminaci 

původně rezistentního klonu. Nabízí se však i vysvětlení, že kromě apt mutace dochází 

i k částečné inaktivaci některého(ých) esenciálního(ých) genu(ů), která je v průběhu 

následné kultivace prohlubována a rostlina není dále schopná přežívat přestože je stále 

rezistentní k 2FA. I tento jev je dále studován. 

O specifické mutagenitě UV záření svědčí i nutnost selekce apt mutant na vyšší 

koncentraci 2FA. Po působení genotoxiny byla protonemální tkáň mechu vysazena 

nejdříve na 3 µg/ml 2FA a po dobu selekce mutant byla koncentrace 2FA postupně 

zvyšována na koncentraci 5 až 10 µg/ml. Zatímco apt mutanty po působení 

bleomycinem, MMS a spontánní apt mutanty byly většinou selektovány na 

koncentraci 3 až 5 µg/ml 2FA. Mutanty indukované UV zářením regenerovaly 

podstatně lépe a při selekci 3 až 5 µg/ml 2FA přerůstají. Proto je v průběhu selekce, 

přibližně po 2 týdnech potřeba zvýšit koncentraci 2FA na 8 až 10 µg/ml. Zda potřeba 

zvýšeného selekčního tlaku v případě téměř výlučně generovaných substitučních 

tranzicí UV světlem je jejich specifickou vlastností, je také dále studováno. 
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6.2.2. Analýza mutací 

 

Během analýzy mutant sekvenováním byly v závislosti na typech mutagenů i 

na liniích mutant mechu zjištěny velmi rozdílné typy mutací (Tab. 1). Zatímco UV 

záření vedlo téměř výlučně k tranzicím tyminu na cytosin v kódujících sekvencích, 

mutační profil bleomycinu byl zcela jiný. 

Dle Holé a kol. (2013) a Kamisugi a kol. (2012) P. patens Wt i linie ppmre11, 

pprad50, pplig4 a ppku70 efektivně opravují dvouvláknové zlomy DNA způsobené 

bleomycinem ve dvou fázích. Opravy u pprad50 a ppmre 11 jsou méně účinné v 

průběhu druhé, pomalejší, fáze než u Wt, ppku70 a pplig4. Během první, rychlejší, 

fáze se u ppmre11 a pprad50 více než 60% DSBs opravilo již během 3 minut, ale je 

nutné si uvědomit, že oprava s největší pravděpodobností probíhala pomocí NHEJ, 

mechanismu velmi náchylného k chybám. Naproti tomu reparační kinetika u ppnbs1 a 

linií s defekty v opravě pomocí NHEJ - pplig4 a ppku70 byla srovnatelná s Wt 

(Kamisugi a kol., 2012; Holá a kol., 2013; Holá a kol., 2014). Tato skutečnost by 

mohla vysvětlovat i rozsáhlé delece po působení bleomycinem, které byly zjištěny 

právě u ppmre11 a pprad50. Je nutné ovšem uvážit i možnost, že se DSB mohly 

opravit i méně častými, ovšem stejně nepřesnými nehomologními mechanismy – 

alternativním spojováním konců (Alt-NHEJ, angl. alternative nonhomologous end-

joining), nebo mikrohomologií zprostředkovaným spojovaním konců (MMEJ, angl. 

micro-homology mediated end-joining). 

Dle Kamisugi a kol. (2012) rychlost opravy navíc úzce souvisí s věkem 

protonemální tkáně. Protonemální tkáň, která byla homogenizována a subkultivována 

pouze 1 den, byla tvořena většinou krátkými filamenty o délce 3-5 buněk a vykazovala 

nejrychlejší reparační kinetiku. 7 dní stará tkáň protonemy s filamenty 15-20 buněk 

opravovala DSB pomaleji a rychlost opravy u 14 denní tkáně s délkou fragmentů více 

než 30 buněk byla ještě pomalejší (Kamisugi a kol., 2012). 

Při analýze mutant indukovaných UV zářením byly zjištěny především 

tranzice, které spíše než možnými chybami při opravě DNA pomocí NER mohly 

vzniknout mutací během tolerance CPD při de novo syntéze přes toto poškození, kdy 

je přednostně oproti poškození inzertován adenin. Při indukci mutací látkami, které 

blokují syntézu DNA, jako jsou např. CPD, je nutné, aby byl opravný mechanismus 

schopen obejít léze tak, že buňka zůstane životaschopná, i když tato léze není 

odstraněna. Syntéza DNA přes poškození (translesion DNA synthesis) zahrnuje dva 
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kroky: přidání nukleotidu oproti poškozené bázi, preferenčně adeninu, a následné 

syntéze po nepoškozeném templátu DNA. Syntéza DNA de novo není doprovázena 

odstraněním CPD, a proto je lépe hovořit o toleranci poškození, které v DNA zůstává, 

než o reparaci. Vřazení nekomplementárního nukleotidu vede k substitucím, které v 

případě CPD nebo 6-4PP vřazením adeninu oproti pyrimidinu C vede k pozorovaným 

tranzicím, viz Tab. 1 (Holá a kol., 2014; Stallons a Mc Gregor, 2010). 

Z obr. 9 je zjevné, že rozložení identifikovaných mutací testovaných linií P. 

patens v APT lokusu není rovnoměrné. Bylo zjištěno, že se mutace nacházejí převážně 

v okolí druhého až čtvrtého exonu. Tuto skutečnost se dosud nepodařilo objasnit a tyto 

oblasti byly vyhodnoceny jako „hot spots“ – místa v genomu, ve kterých k mutacím 

obecně dochází častěji. 
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7. ZÁVĚR  

 
Experimenty využívající metody kometového testu a sekvenační analýzy byly 

prováděny za účelem sledování genotoxických účinků bleomycinu, MMS a UV záření 

na P. patens Wt a linie ppmre11, pprad50, pplig4 a ppku70. Pro komplexní analýzu 

genotoxického stresu byla využívána regenerující jednodenní protonemální tkáň P. 

patens.  

Metodou kometového testu byla analyzována reparační kinetika DSB P. patens Wt 

a linií mutant akutním působením bleomycinu. Dospělo se k závěru, že DSB jsou 

efektivně opravovány ve dvou fázích. Oprava DSB u pprad 50 a ppmre 11 je méně 

účinná v průběhu druhé, pomalejší fáze než u WT, ppku70 a pplig4. 

Při analýze fenotypu P. patens Wt a linií mutant chronickým působením 

bleomycinu bylo zjištěno, že citlivost k bleomycinu u pprad 50 a ppmre11 je o jeden 

řád vyšší než u linií ppku70 a pplig4 a o dva řády vyšší než u Wt. 

Sekvenační analýzou apt mutant po působení bleomycinem byly výhradně u 

pprad50 a ppmre11 zjištěny rozsáhlé delece, u WT, pplig4 a ppku70 se jednalo 

především o bodové mutace: bodové delece nebo delece pouze malého počtu 

nukleotidů, inzerce, tranzice a transverze. UV záření vedlo u všech analyzovaných 

mutant téměř výlučně k tranzicím cytosinu na tyminu, a to pouze v exonech. 

Spontánních apt mutant selektovaných na 2FA a apt mutant po působení MMS se v 

důsledku jejich špatné regenerace nepodařilo pro sekvenační analýzu získat statisticky 

významný počet. 

Rozložení identifikovaných mutací u P. patens Wt a testovaných linií není v APT 

náhodné. Mutace se vyskytují převážně v okolí druhého až čtvrtého exonu a tyto 

oblasti byly vyhodnoceny jako „hot spots“. 
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Příloha č. 1: složení roztoků 

 

Roztoky pro kultivaci P. patens 

 

BCDAT médium 

 

Zásobní roztoky: 

 

MgSO4 · 7H2O  5 g doplnit destilovanou vodou do 200 ml 

KH2PO4   10g doplnit destilovanou vodou do 200 ml 

KNO3    20,2 g doplnit destilovanou vodou do 200 ml 

FeSO4 · 7 H2O   0,25 g doplnit destilovanou vodou do 200 ml 

Ammonium tartrate   9,2 g doplnit destilovanou vodou do 200 ml 

 

Z každého zásobního roztoku bylo přidáno 10 ml / 1l růstového média. 

 

Stopové prvky: 

 

CuSO4 · 5 H2O  55 mg 

H3BO3    614 mg 

CoCl2 · 6 H2O   55 mg 

Na2MoO4 · 2 H2O  25 mg 

ZnSO4 · 7H2O   55 mg 

MnCl2 · 4 H2O  389 mg 

KI    28 mg 

Destilovaná voda   do 1 l 

 

Ze zásobního roztoku bylo přidáno 1 ml / 1l růstového média. 

 

PH výsledného roztoku BCDAT média by se mělo pohybovat v rozmezí 5,4 – 5,9. 

Nakonec bylo do roztoku přidáno 8 g plant agaru / 1 l média a sterilizováno 

autoklávováním. Těsně před nalitím do Petriho misek byl do média přidán 1 ml 1 M 

CaCl2 / 1 l média (konečná koncentrace 1 mM). 
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LB medium (objem = 1 l) 

10 g bacto trypton 

10 g NaCl 

5 g bacto yeast extract 

8 g bacto agar 

pH = 7 

 

Roztoky pro působení genotoxiny 

 

Zásobní roztok bleomycinu 

Zásobní roztok bleomycinu10 mg/ml byl připravován vždy bezprostředně před jeho 

použitím z navážek, které byly skladovány v lednici. Např. 1, 5 mg bylo rozpuštěno 

ve 150 µl destilované vody. Nespotřebovaný roztok byl vždy zlikvidován. 

 

Zásobní roztok 2 – FA 

15,3 mg 2- FA bylo rozpuštěno v 10 ml DMSO a pomocí injekční stříkačky 

sterilizováno přes stříkačkový filtr. Zásobní roztok (10 mM) byl rozpipetován do 

zkumavek o objemu 2 ml a skladován v mrazicím boxu. 

 

Roztoky pro izolaci plasmidové DNA 

 

Roztok pro resuspendování bakterií 

25mM Tris – HCl (pH = 7,4) 

10mM EDTA 

50 µg/ml RNáza A 

 

Roztok pro promývání bakterií 

200 mM NaCl 

10mM EDTA 

50 mM Tris HCl (pH = 7,4) 

50% Et OH 

 

Lýzovací roztok 

0,2 M NaOH 
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1% NaC12H25SO4 

 

Neutralizační roztok 

2,55 M CH3COOK 

pH = 4,8 

 

SOB médium (objem = 1 l) 

20 g bacto trypton 

5 g bacto – yeast extract 

0,5 g NaCl 

2,5 ml 1M KCl 

10 ml 1M MgCl2 

pH= 7 (NaOH) 

 

SOC médium 

SOB + 20 mM glukóza 

Nejprve byl připraven roztok 1M glukózy, která byla sterilizována ve flowboxu přes 

stříkačkový filtr pomocí injekční stříkačky. Roztok glukózy byl následně přidán do 

sterilního SOB média na konečnou koncentraci 20 mM. 

 

Roztoky pro biolistickou transformaci 

 

Zásobní roztok spermidinu 

25, 5 mg spermidinu bylo rozpuštěno v 1 ml destilované vody. Zásobní roztok (0,1 M) 

byl uchováván v mrazicím boxu. 

 

Zásobní roztok G418 

1g G418 byl rozpuštěn ve 20 ml destilované vody, sterilizován přes stříkačkový filtr 

pomocí injekční stříkačky a rozpipetován do zkumavek o objemu  2 ml. Zásobní roztok 

(50 mg/ml) byl uchováván v mrazicím boxu. 
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Příloha č. 2: použitý materiál 

 

Kultivační skleničky s plastovými víčky (Magenta) 

Papírová náplast 3M (Micropore) 

Petriho misky (Falcon) 

Jamkové kultivační desky (Iwaki) 

Stříkačkové fitry s velikostí pórů 22 µm, materiál PVDF (Roth) 

Papírové filtry s velikostí pórů 2, 7 µm (Merck millipore) 

Erlenmayerovy baňky o objemu 100ml a 25 ml (Pyrex) 

 

Příloha č. 3: použité chemikálie 

Tris- HCL (Duchefa) 

EDTA (Duchefa) 

NaCl (Lach – Ner) 

NaOH (Lach – Ner) 

NaC12H25SO4 (Serva) 

CH3COOK (Penta) 

MgSO4 · 7H2O (Lach – Ner) 

KH2PO4 (Lach- Ner) 

KNO3 (Lach – Ner) 

FeSO4 · 7 H2O (Merck) 

Ammonium tartrate (Fluka) 

CuSO4 · 5 H2O (Merck) 

H3BO3(Penta) 

CoCl2 · 6 H2O (Merck) 

Na2MoO4 · 2 H2O (Serva) 

ZnSO4 · 7H2O (Merck) 

MnCl2 · 4 H2O (Sigma) 

KI (Serva) 

CaCl2 (Serva) 

D- glukóza (Duchefa) 

MgCl2(Penta) 

Tris-base (Duchefa) 

CH3COOH (Lachema) 
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CH3COONa (Lach – Ner) 

Na2EDTA (Duchefa) 

Na2HPO4 (Penta) 

KCl (Serva) 

Sephadex (GE Healthcare)  

Dimethylsulfoxid (Duchefa)  

Bacto trypton (Duchefa) 

Bacto yeast extract (Duchefa) 

Bleomedac (Medac) 

Geneticin sulfát (Gibco) 

Methyl methansulfonát (Sigma) 

2-Fluoroadenin (Sigma) 

Spermidin trihydrochlorid (Sigma) 

Primery (Sigma) 

Agaróza pro elektroforézu (Invitrogen) 

Plant agar (Duchefa) 

Ethanol denaturovaný (P- lab) 

Ethanol p.a. 96% (P-lab) 

Restrikční endonukleázy (Fermentas) 

Restrikční pufry (Fermentas) 

DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) 

KOD Hot Start DNA Polymeráza (Millipore/Novagen) 

QIAquick gel extractionkit (Qiagen) 

High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) 

Big Dye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Perkin-Elmer) 

 

Příloha č. 4: použité přístroje 

 

Homogenizátor Ultra-turrax T 25(IKA, Německo) 

Dispergační nástavec k homogenizátoru (IKA, Německo) 

Orbitální třepačka MS2 basic (IKA, Německo) 

Digitální kruhová třepačka KS 501 (IKA, Německo) 

Orbitální inkubátor IOC.400.XX2.C (Sanyo Gallenkamp, Velká Británie) 
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Třepačka thermomixer comfort (Eppendorf, Německo) 

Parní Sterilizátor PS 20A (Chirana, Československo) 

Spektrofotometr WPA Biowave II (Biochrom) 

Laminární box biohazard třídy II – typ EF/S 6 (Telstar, Nizozemsko) 

Analytická váha AB204-S (Mettler Toledo, USA) 

Inkubátor B 12 (Heraeus, Německo) 

Sekvenátor Prism 3130x1 (Applied biosystems, USA) 

PCR thermocycler (Bio Rad, USA) 

Elektroforetická vana (Bio Rad, USA) 

Zdroj pro elektroforézu Power Pack 300 (Bio Rad, USA) 

Sestava na analýzu obrazu (Bio Rad, USA) 

Kamera (Jenoptik, Německo) 

Termoblok TB1 (Biometra, Německo) 

UV crosslinker (Hoefer, USA) 

 

Příloha č. 5: použitý software 

Program MacVector 12.7.5. (USA) 

Program Clone Manager 9 (USA) 
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Příloha č. 6 : vlastní publikace 
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