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SOUHRN

Superoxiddismutazy jsou nepostradatelnou slozkou enzymatické antioxidaéni obrany
rostlin, jelikoz zprostiedkovéavaji pfeménu superoxidu na peroxid vodiku, ktery je soucasnou
literaturou popisovan jakozto vyznamna signalni molekula. Diky této specifické reakci
nefadime superoxiddismutazy jenom mezi dulezité prvky obrany rostlin, ale taktéZz mezi
esencialni soucast signalnich a vyvojovych procest rostlin. V chloroplastu, kde probiha jeden
z nejvyznamngjSich procest rostlin znamy jako fotosyntéza, se nachazi u rostliny Arabidopsis
thaliana tfi vyznamné Fe superoxiddismutazy (FSD) a to konkrétné FSD1, FSD2 a FSD3.
FSD2 a FSD3 maji vyznamnou roli pfi obrané chloroplastu pfed oxidativnim stresem
spojenym s fotosyntézou a jsou esencialni pro rany vyvoj chloroplastu. Jsou taktéz soucasti
plastid-encoded polymerase (PEP) komplexu. Ten zodpovida za transkripci genti kodovanych
v plastidovém genomu, kde se nachazi naprosta vétSina gent potfebnych pro plnou funkci
fotosyntetického aparatu.

Z tohoto diivodu byla teoreticka ¢ast bakalarské prace vénovana shrnuti nejdilezitejsich
poznatki o reaktivnich formach kysliku, antioxidac¢ni obrané rostlin a superoxiddismutazach,
se zamé&fenim na FSD2 a FSD3. Pomoci molekularnich klonovacich technik byly pfipraveny
konstrukty pro pfipravu fuznich rekombinantnich  proteint pMAL-c2X::FSD2,
pGEX6P-1::FSD2 a pMAL-c2X::FSD3, pGEX6P-1::FSD3. Tyto konstrukty byly nasledné
vyuzity pro piipravu rekombinantnich proteini v bakterialnim expresnim systému.

Naslednou afinitni purifikaci byly ziskany Cisté frakce GST-FSD2, MBP-FSD2 a GST-FSD3,
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MBP-FSD3 proteinti, na kterych byla provedena biochemicka analyza. V experimentalni ¢asti
byla také provedena selekce fsd2 afsd3 mutanti pomoci alelové specifické PCR a jejich
fenotypova analyza. Selektované mutantni linie a pfipravené rekombinantni enzymy budou

slouzit pro nésledné studium uloh FSD2 a FSD3 u Arabidopsis.
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SUMMARY

Superoxide dismutases are an indispensable component of the enzymatic antioxidant
defence of plants, as they mediate the conversion of superoxide to hydrogen peroxide, which
is described in the current literature as an important signalling molecule. This specific
reaction makes superoxide dismutases not only an important element of plant defence but also
an essential component of plant signalling and development. Three important Arabidopsis
thaliana Fe superoxide dismutases (FSDs), namely FSD1, FSD2 and FSD3, are found in the
chloroplast, where one of the most important plant processes, known as photosynthesis, takes
place. FSD2 and FSD3 play an important role in chloroplast defence against oxidative stress,
which is associated with photosynthesis. Moreover, both are essential for early chloroplast
development as a part of the plastid-encoded polymerase (PEP) complex, which is responsible
for the transcription of genes encoded in the plastid genome.

For this reason, the theoretical part of the bachelor thesis was devoted to summarizing the
most important knowledge about reactive oxygen species, antioxidant defence of plants and
superoxide dismutases with a focus on FSD2 and FSD3. Using molecular cloning techniques,
various constructs for the preparation of recombinant fusion proteins were prepared:
PMAL-c2X::FSD2, pGEX6P-1::FSD2, pMAL-c2X::FSD3 and pGEX6P-1::FSD3. These
constructs were subsequently used to prepare recombinant proteins in a bacterial expression
system. Subsequently, specific affinity purification was performed and purified fractions of

GST-FSD2, MBP-FSD2, GST-FSD3 and MBP-FSD3 were analysed by using biochemical
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approaches. In the experimental part, selection of fsd2 and fsd3 mutants by allele-specific
PCR and their phenotypic analysis were also performed. The selected mutant lines and the

prepared recombinant enzymes will be used for subsequent studies of FSD2 and FSD3 role

in Arabidopsis.
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Uvod

Velkou roli v (a)biotickém stresu, adaptaci na zivotni podminky a v signalni
avyvojové funkci u rostlin sehravaji reaktivni formy kysliku (ROS). ROS jsou zasadnimi
signalni molekulami, které moduluji celou fadu signalnich drah a tim vyznamné pfispivaji
k odolnosti a obrannym mechanismim rostlin. Nicméné ve vysSich koncentracich mohou
znamenat oxidativni poskozeni bun€k, a proto je potieba jejich pfisnd regulace na bunécné
urovni (Mittler et al., 2022). V ramci evoluce si rostliny vyvinuly antioxidacni ochranu, ktera
udrzuje ROS ve fyziologickych koncentracich, a tim se fadi mezi faktory pfispivajici
k rostlinné toleranci vici stresovym podminkam (Dvotak ef al., 2021).

Jedno z nejvyznamnéjSich mist vzniku ROS u rostlin je chloroplast. Produkce ROS
v chloroplastu je uzce spjata s procesem fotosyntézy, v niz jejich zvySend produkce
signalizuje zménu externich ¢i internich podminek vyzadujici aklimatizaci nebo upravu
metabolismu rostliny (Waszczak et al., 2018). Mezi hlavni slozky enzymatické antioxidacni
obrany patii enzymy znamé jako superoxiddismutazy (SOD), jejichz ulohou je rychla
pfeména superoxidového radikalu (O2™) na peroxid vodiku (H202). U rostliny Arabidopsis
thaliana se v chloroplastu nachazi tfi Fe superoxiddismutazy (FSD), konkrétné¢ FSD1, FSD2
aFSD3, jejichz primarni funkce je popisovana jako ochrana chloroplasti praveé pred
nebezpecim oxidativniho poskozeni spojenym s fotosyntézou (Myouga et al., 2008; Dvorak et
al., 2021).

Tato bakalarska prace je primarné zaméfena na funkci FSD2 a FSD3 izoenzym.
V ramci literarniho prehledu bylo cilem poskytnout stavajici informace o tématice ROS
a antioxidacni ochrané se zaméfenim na SOD. Prakticka Cast zadané bakalarské prace byla
zaméfena na pripravu rekombinantnich enzymt FSD2 a FSD3 v bakterialnim expresnim

systému a dale na selekci fsd2 a fsd3 homozygotnich T-DNA inzer¢nich mutantd.
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Literarni prehled

3.1 Reaktivni formy kysliku

Vyvoj a zivot aerobnich mnohobunécnych organismi je podminén pritomnosti
atmosféry bohaté na kyslik. Kyslik se ve vyznamném mnozstvi objevil v zemské atmosfére
pfed vice nez 2,2 miliardami let, a to pfedevS§im diky vyvoji fotosyntézy u sinic
(Halliwell, 2006). V atmosféie se kyslik vétSinou nachdzi v nereaktivni formeé molekularniho
kysliku (O2). Reaktivni formy kysliku (Reactive Oxygen Species; ROS) jsou charakteristicka
skupina molekul schopnych samostatné existence odvozenych z O» zahrnujici radikéalové
i neradikalové formy (Mittler et al., 2022). V pfitomnosti O vedou bunécné procesy
charakterizované vysokou rychlosti prenosu elektronii nebo energie nevyhnutelné k tvorbé
ROS, ato zachytem elektroni nebo energie do O» (Waszczak et al., 2018). ROS jsou
v organismech navic vyvijeny fadou enzymatickych reakci jako primarni ¢i vedlejsi produkty.
Prikladem metabolické drahy produkujici ROS u rostlin je fotosyntéza nebo respirace
(Mhamdi et Van Breusegem, 2018).

Existuje vice forem ROS, které se odliSuji vlastnostmi jako chemickou reaktivitou
a stabilitou ¢i schopnosti prechazet pifes bunécnou membranu. Mezi nejb&znéjsi formy ROS
u rostlin patii peroxid vodiku (H20>), superoxidovy radikal (O>™), hydroxylovy radikal (OH")
a singletovy kyslik (0) (Obr. 1; Jankt et al., 2019).
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Singletovy Tnpletovy Superoxidovy Peroxid Hydroxylovy
- kyshk kyshik radikal vodiku radikal
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Reaktivita Reaktivni reaktivni reaktivni reaktivni

Obrazek 1: Princip vzniku a chemick struktura reaktivnich forem kysliku (pfevzato z Waszczak et al., 2018);
* — volné elektrony; SOD — superoxiddismutazy, *Peso* — tripletovy stav primarniho donora elektronii ve
fotosystému II

Nejreaktivngjsi formou ROS je OH’, ktery se v organismu vyskytuje po dobu ns. OH’
je schopny zpusobit posSkozeni vétsin€ organickych molekul v burice. V souvislosti s OH" se
primarné zmifuje poskozeni lipidovych membran, poptipadé proteind a DNA. 'O, ktery
v porovnani s ostatnimi zminénymi jako jediny vznikd unikem energie do molekularniho

kysliku, ma zivotnost v ramci ps. Doba vyskytu H2Oz, nejstabilng)§i formy ROS, je zavisla na



pfitomnosti a aktivité¢ eliminacnich mechanismu, nicméné€ v priméru se pohybuje v fadu ms
az s. Delsi dobu vyskytu az v fadu ms ma také O>" (Richards et al., 2015; Waszczak et al.,
2018). Rozdil mezi jednotlivymi formami ROS je také ve schopnosti migrovat do raznych
Casti buriky nebo mezi jednotlivymi butikami. Transport ROS probihé za Gcelem akumulace,
odbourani nebo souvisi s jejich signalni funkci. Schopnost transportu pres bunééné membrany
je specifickd pro stabiln€j§i formy ROS. Jedind forma ROS, kterd ma vySe zminénou
schopnost je H2O», ktery difunduje pres lipidové membrany pomoci proteinovych kanalu
akvaporint (Bienert et al., 2007; Tamma et al., 2018). ROS zpuasobuji oxidativni poskozeni
bunéénych komponenti jako jsou lipidy, proteiny, nukleové kyseliny a mnoho dalSich
mensSich molekul v bunice. To je zpusobeno jejich vyss$i chemickou reaktivitou, ktera
umoznuje ROS odevzdat elektron nebo prenést excitovany stav na akceptorovou molekulu
(Mittler et al., 2022).

Rostliny si jako odpovéd na potencialni nebezpeci ROS v pribéhu evoluce vyvinuly
fadu mechanismil souvisejicich s antioxidacni obranou a monitorovanim ROS koncentrace
v jednotlivych bunécnych castech (Waszczak er al., 2015). Za ptiznivych podminek je
produkce ROS v rostlinnych buiikéach nizka. ZvySeni produkce ROS patii k prvnim zndmkam
zmény prostiedi, ¢ehoz jsou rostliny schopny vyuzit pro aklimatizaci na stres, metabolické
zmény nebo zahajeni programované bunécéné smrti (Nadarajah, 2020). Vyssi koncentrace
ROS, ktera vznika v dasledku vyssi produkce v uritém kompartmentu bunky, zpisobi zménu
redoxni rovnovahy smérem k oxidovanému stavu, coZz jsou schopny zaznamenat rdzné
systémy v organismu ovliviiujici genovou expresi (Singh et al., 2016). Mezi takové systémy
patii proteiny jako glutationperoxidazy (GPX), peroxiredoxiny (PrxR), glutaredoxiny (GRX)
a thoiredoxiny (TRX) (Liebthal et al., 2020; Mittler et al, 2022). Vyssi produkce ROS
v urcitych ¢astech buriky je spojena s reakci rostliny na okolni podminky, a taktéz na jeji
fyziologicky a vyvojovy stav. V nepiiznivych podminkach dochazi ke zvysSeni produkce ROS
v mitochondriich, chloroplastech a peroxizomech (Mignolet-Spruyt et al., 2016).

Jelikoz jsou ROS esencialni pro mnohé biologické procesy a zaroven predstavuji
ve vysSich koncentracich nebezpeci oxidativniho poskozeni c¢asti bunck, musi vétSina
organismu, vCetné rostlin, balancovat jejich produkci a eliminaci (Sharma ef al, 2012). Na
regulaci metabolismu ROS v rostlinach se podili az stovky gent kodujicich proteiny
a enzymy. Mimo nevyhnutelné vedlejsi produkty metabolismu mohou rostliny vyvijet ROS za
ucelem signalizace pomoci specialnich oxidaz. Produkce ROS ma vyznamny vliv na rust
avyvoj rostliny, taktéz na jiz zminénou signalizaci. Produkce je pfisné Casov€ i prostorove

regulovana. Zaroven jsou ROS odbouravany fadou enzymatickych a neenzymatickych
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antioxidantu, které se rovnéz nachazeji ve vétsin€é bunécnych kompartmentt (Mittler ef al.,
2022).

Chloroplasty jsou jednim z nejohrozen€jSich kompartmenta rostlinné bunky v ramci
oxidativniho poskozeni, jelikoz jeden z hlavnich zdroji ROS je proces fotosyntézy.
Konktrétné tylakoidni membrany chloroplastli, kde probiha fada redoxnich reakci. Zaroven
jsou mistem lokalizace elektron transportniho fetézce. Fotosystémy (PS) I a II jsou Castymi
misty produkce ROS z divodu inhibice CO» a sniZzeného obsahu vody v buiice, coz je typické
pfi nepfiznivych podminkach prostiedi (Lee et al, 2007; Nadarajah, 2020). Ve PSII pti
fotosyntéze dochazi k produkci 'O, jelikoz v chloroplastu dochazi k nadmérnému hromadéni
fotont a jejich energie je chlorofylem prenasena az na Ox (Telfer ef al., 1994). Ve PSI je Oy
produkovan pomoci Gniku elektront z elektron transportniho fetézce a nasledné dismutovan
skrze superoxiddismutazu (SOD) na H20», ktery mize byt molekulou obsahujici ion Zeleza
redukovan na vysoce toxicky radikdl OH". Redukce H>O», kterd je podminéna pfitomnosti
zeleznatych iontli (Fe?*), na OH' je oznadovana jako Fentonova reakce (Asada et al., 1974; Li
et Kim, 2021).

Dal§im vyznamnym mistem produkce ROS jsou mitochondrie, misto lokalizace
dychaciho fetézce v bunce. Transport elektronti pies mitochondrialni komplexy I a III je asto
povazovan za hlavni misto produkce mROS z elektronového transportniho fetézce (Gleason
etal., 2011). Pokud v dychacim fetézci dochdzi k nadmérné redukci ubichinonu, elektrony
unikaji pfes cytochrom C az na O; a dochazi k produkci O>". Produkovany O>" je pfeménén
SOD na H2O», ktery je odstranén mitochondrialni antioxida¢ni obranou nebo prochazi
membranou do cytosolu buriky (Han et al., 2001). Navic v mitochondridlnim komplexu I
dochézi k redukci Oz na O™ prostfednictvim NADPH dehydrogenazy (Miwa et al., 2014).

V rostliné ROS vznikaji také v apoplastu pomoci peroxidaz (Daudi er al., 2012)
¢i NADPH oxidaz, které jsou lokalizovany v cytoplazmatické membrané. Produkce pies
NADPH oxidazy a peroxidazy je spojena s reakci rostliny na pfitomnost infekce patogenem,
na abioticky stres nebo s regulaci vyvojovych procesi. NADPH oxidazy, u rostlin
oznaCovanych respiratory burst oxidase homologues (RBOHs), jsou skupina membranovych
proteinli, ktera katalyzuje vznik O>" prostfednictvim pfenosu elektronu z NADPH na O
(Keller et al., 1998; Sagi et Fluhr, 2001; Suzuki et al, 2011). V rostlinném genomu je
kédovano vice izoforem RBOH. Napriiklad v genomu Arabidopsis thaliana je 10 genu
kodujicich RBOH izoformy oznacované od A do J (Torres et Dangl, 2005). Jednotlivé
izoformy se li§i svym vyznamem. Napiiklad RBOHD a RBOHF jsou dilezité pii biotickém

a abiotickém stresu. Na druhou stranu RBOHC ma vyznam pii vyvoji kofene. Ze vsSech
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izoforem je povazovan RBOHD za nejpodstatnéj§iho producenta ROS (Torres et al., 2002).
V apoplastu je produkovany O>" pfeménén na H>O> spontanné nebo pomoci SOD (Waszczak
et al., 2018).

Vyznamny intracelularni zdroj ROS jsou peroxizomalni metabolické drahy.
V rostlinnych peroxizomech probiha nékolik klicovych metabolickych drah, jako je B-oxidace
mastnych kyselin, fotorespirace, metabolismus ureidii a detoxikace xenobiotik. Prikladem
produkce ROS v ramci téchto metabolickych déi muze byt oxidace glykolatu na glyoxylat
pti fotorespiraci, pii ¢emz dochazi k produkci H>O,. Déle produkce O>" prostiednictvim
kratkého elektronového fetézce na membrané peroxizomu nebo pifi oxidaci xantinu
a hypoxantinu na kyselinu mocovou. Vysledny O:" je pfeménén aktivitou SOD na H>O,.
Vyse zminéné nejsou jedinymi zdroji ROS, jejich produkce probiha i v dal§ich bunécnych
kompartmentech jako je endoplazmatické retikulum, cytosol a glyoxyzomy (Janka et al.,

2019).

3.1.1 Signalni role ROS

Béhem poslednich 20 let bylo ustanoveno, ze ROS zastavaji v rostlinach funkci
signalnich molekul a nemaji pouze destruktivni charakter. Vyznam ROS je v soucasné dobé
prokazan pro vétSinu procesi ve vyvoji a aklimatizaci rostlin (Dietz et al., 2016). S tim
souvisi fada mechanismi, které monitoruji, vnimaji a pfenasi ziskané podnéty z prostiedi.
Podnéty z prostiedi jsou rostlinnymi butikami registrovany specifickymi receptory. Detekce
fyzickych a chemickych zmén v prostfedi probiha hlavné na plazmatické membrané buriky
a v systémech, které vyvijeji a vyuzivaji energii (Sies et Jones, 2020).

Pro signalizaci je esencialni schopnost buné¢k zaznamenat pfitomnost signalni
molekuly. Vétsina signalnich molekul funguje na principu interakce s receptorem. Vyjimku
tvoii ROS, jejichz zmény v koncentraci jsou buiikou vnimany pomoci zmén v redoxnim stavu
enzymu a struktur proteint (Ali et al., 2023). Z mnoha produkovanych latek je H>O»
povazovan za kliovou signalni molekulu, a to diky svému relativné dlouhému polocasu
rozpadu, schopnosti oxidovat proteiny a pohybovat se pifes plazmatickou membranu
prostiednictvim akvaporini diky svym podobnym molekularnim vlastnostem jako H>O
(Bienert et al., 2007; Castro et al., 2021).

V piipadé nartstu koncentrace ROS v kompartamentu bunky ROS interaguji
s ROS-senzitivnimi proteiny a maji schopnost modifikovat jejich strukturu. Modifikace
struktury ovliviiyje funkci, aktivitu a lokalizaci proteini. Dusledkem zmény vlastnosti

proteinu je aktivace ¢i potlaCeni riznych signalnich transdukénich drah. Ovlivnéni vlastnosti
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je Casté pro kinazy, fosfatazy nebo transkripcni faktory. Primarné ma ROS vliv na signalni
drahy zodpovédné za rostlinné reakce na stres, v cemz spociva cely princip ROS signalizace
(Mittler et al., 2022).

Ovlivnéni vlastnosti proteini je v piipadé pusobeni ROS zalozeno na oxidativni
posttransla¢ni modifikaci. Ta probiha hlavné pomoci nukleofilniho ataku ROS na thiolové
skupiny cysteini a methioninové zbytky proteini (Chan et al., 2016; Mittler et al., 2022).
Cystein (Cys) je senzitivni k ROS a je hlavnim mistem modifikaci proteind z divodu,
Ze obsahuje atom siry bohaty na elektrony, ktery existuje v Sirokém rozsahu oxidacnich stavu.
Ne vSechny Cys zbytky v proteinu jsou nachylné k modifikacim zprostfedkovanym ROS
a reaktivita raznych thiol-protein vii¢i ROS se lisi v zavislosti na jejich fyziologické funkci
a mistnim redoxnim prostiedi (Zaffagnini et al., 2016). Dulezitym aspektem reaktivity Cys
zbytkl je jejich disociacni konstanta pKa. Ta je snizovana pfitomnosti polarnich kladné
nabitych aminokyselin nebo lokalnich dipold a vodikovych mustki v prostiedi, které
stabilizuji thiolat prostfednictvim elektrostatickych sil. Cys jsou nachylnéjsi k oxidaci, pokud
pH prostiedi dosahuje vyssi hodnoty nez pKa Cys zbytkl. Dalsimi dilezitymi faktory
reaktivity Cys zbytkl jsou jejich pfistupnost v trojrozmémé struktue proteini a nukleofilita
(Waszczak et al., 2015).

Pokud se Cys nachazi v podminkach, kdy reaguje s ROS, dochazi k oxidaci. Prvnim
meziproduktem, ktery vznika konkrétné plisobenim H>O> na thiol Cys, je kyselina sulfenova
(-SOH), ktera je vysoce reaktivni. Bylo prokazano, ze tvorba -SOH, pocate¢niho produktu
oxidace zbytku Cys, funguje jako redoxni senzor zapojeny do mnoha fyziologickych drah;
ovliviluje enzymatickou a kovovou vazbu kliovych signalnich proteini a aktivitu
transkripcnich faktor modulujicich genovou expresi (Akter et al., 2015). Pokud neni
stabilizovana v proteinu, reaguje -SOH bud s GSH, coz vede k S-glutationylaci proteinu
(-SSG), nebo s jinymi thiolovymi skupinami, vedouci ktvorbé wvnitro- nebo
mezimolekularnich disulfidickych vazeb (-S-S-) (Waszczak et al., 2018). V pripadé vysoké
koncentrace H>O, muze byt -SOH dale oxidovana na kyselinu sulfinovou (-SO:H)
a sulfonovou (-SO3H). Na rozdil od sulfenovych modifikaci mohou byt sulfinové a sulfonové
modifikace nevratné a vedou k trvalému poskozeni proteint (tj. oxidacnimu stresu) (Schieber
et Chandel, 2014).

Methioninové zbytky proteini podléhaji oxidaci puasobenim H>O> za vzniku
methioninsulfoxidu (-(S=0)-CHs), ktery muze byt redukovan zpét methioninsulfoxid
reduktazami (MSRs) na methionin nebo podléha nevratné zméné na methioninsulfon

(-(SO2)-CH3). Vétsina pripadd, kdy dochazi k oxidaci methioninu, zahrnuje inaktivaci
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proteinové funkce. Na rozdil od oxidativni posttranslacni modifikace cysteinovych zbytkd, je
vétSina signalizacnich d€ja zpusobenych oxidaci methionint v proteinu nepopsana (Waszczak
et al., 2018).

Pokud rostlina potfebuje regulované zvratit oxidativni posttranslaéni modifikace,
v ptipadé naptiklad riznych vyvojovych nebo stresovych signald, nékteré rostlinné enzymy,
konkrétné GRX a TRX, maji tuto schopnost. Oba tyto enzymy vSak reaguji velmi selektivné.
V zavislosti na pavodnim kontextu oxi-PTM mize jeji obraceni reaktivovat nebo potlacit
funkci proteinu. Vysledkem muze byt aktivace, potlaceni nebo zmeéna drahy reakce na stres
(Mittler et al., 2022). GRX, které funguji jako oxidoreduktazy, katalyzuji vznik pavodniho
thiolu, pokud doslo k S-glutationylaci proteinu. TRX funguji jako donory elektront a redukuji
zpét vzniklé disulfidické vazby (Tarrago et al., 2009; Tossounian et al., 2018).

Jelikoz je rostlinna burika velmi slozity komplex, muze byt ROS signalizace rozdélena
na vné&jsi, vnitini a organelarni, podle toho, kde dochazi k percepci ROS a ovlivnéni signalni
transduk¢ni drahy. Vnéjsi signalizace zahrnuje bunécnou sténu a apoplast. Ze vSech mist
RBOHs. RBOH jsou nazyvany "motory signalizace ROS" a jsou zapinany nebo vypinany
v reakci na mnoho raznych stresti a/nebo jinych podnétd, coz vede k tvorbé ROS v apoplastu
(Mittler et al., 2022). Také peroxidazy v bunécné sténé mohou za urcitych podminek zvysit
koncentraci ROS v apoplastu. Celkovy podil apoplastické produkce ROS peroxidazami se
udava kolem 50 %. Akumulované ROS v apoplastu mohou reagovat s HPCAT1 receptorem na
povrchu buiiky, oxidovat antioxidanty nebo regulovat propustnost Ca>* a K* kanala. Casto ale
dochazi k transportu do cytosolu buiky ptes akvaporiny (Rodrigues ef al., 2017; Wu et al.,
2020).

Cytosol a jadro patii do vnitini signalizace, ktera je pro buriky nejdulezitéjsi. Samotny
cytosol obsahuje enzymy, které produkuji ROS, ale také ROS odbouravajici mechanismy,
jejichz ukolem je regulovat ROS signaly. Dulezitost cytosolu spociva ve vyskytu mnoha
signalizaCnich uzll, které spojuji signaly z ROS s dal§imi signalnimi molekulami. Mezi
takové uzly patfi mitogen-aktivované protein kinazové kaskady (MAPK), protein kinazy
zavislé na vapniku (Calcium-dependent protein kinases) a dalsi (Zhang et al, 2007).
V principu jsou v cytosolu dekodovany rizné ROS signaly, a nasledné jsou informace z nich
prevedeny do jadra (De Clercq et al., 2021; Mittler et al., 2022). Pfikladem je aktivace
transkripcnich faktorti jako ANAC a HSFA, které jsou zodpovédné za rostlinné odpoveédi na
stres, ktera probiha v cytosolu, a poté transkripcni faktory putuji do jadra buiiky (Ohama et
al., 2017; Shapiguzov et al., 2019).



Organelarni signalizace je specificka pro kazdou bunécnou organelu, jelikoz organely
se odliSuji mechanismy produkujicimi a odbouravajicimi ROS. Z toho vyplyva, ze
koncentrace ROS za normalnich podminek se neshoduji v jednotlivych organelach a jsou
ovlivilovany raznymi podnéty (Das et al., 2015). Narust koncentrace ROS v jedné organele
buniky muze ovlivnit koncentraci v ostatnich organelach pomoci vzniklych metabolitt,
hormont ¢i mobilizovanych proteint, a proto je mozna komunikace mezi organelami, a také
organelami a jadrem. Rostlina je schopna rozli§it, zda informace o vné&jSim podnétu pfisla
z konkrétni organely nebo zcytosolu, a tim spustit vhodnou odpovéd na stres
(Mignolet-Spruyt et al., 2016).

Se signalizaci souvisi tzv. ROS vlna ("ROS wave"), coz je pfenos ROS signalu na
dlouhou vzdalenost z buiiky na buriku (cell to cell signalling). Vysledkem je, ze podnét piijaty
jednou casti rostliny zpusobi zmény genové exprese ve vzdalené tkani, ¢imZz pfipravuje
rostlinu na dany stresovy stimul (Fichman et Mittler, 2020). VIna zacind chemickym
¢i fyzickym stresovym stimulem, ktery je vniman receptorem. To zpusobi aktivaci RBOHD
v plazmatické membrane, a tim dojde k produkci O>" do apoplastu. V apoplastu je 02"
dismutovan na H>O,. Mezi stresové stimuly aktivujici RBOHD patfi chlad, teplo, salinita
a poranéni (Miller et al., 2009). Rostliny maji specialni senzory, které monitoruji koncentraci
ROS v apoplastu, prikladem je HPCA1 receptor. HPCA1 receptor obsahuje specifickou vnéjsi
doménu. Ta se oznacuje jako H>O> doména a disponuje dvéma pary Cys. Zaroveri je soucasti
receptoru leucin-rich-repeat receptor kinaza (LRR-RK). V ptipadé nartstu koncentrace H>O»
dochazi jeho prostrednictvim k oxidaci Cys v H2O2 doméné, ¢imz je aktivovana kinaza.
Vysledkem je autofosforylace HPCA1l receptoru. Stim je spojené ovlivnéni
Ca®* permeabilnich kanalfi, které vede k narustu koncentrace Ca** v cytosolu (Wu et al.,
2020). Zména koncentrace Ca®" miize aktivovat Ca**-dependentni proteiny véetné CBL4,
CIPK26 a OST1. Tyto proteiny nasledn€ znovu aktivuji produkci ROS pies RBOHs, coz uz je
schopna zaznamenat sousedni buiika pomoci vlastniho HPCA1 (Drerup et al., 2013; Fichman
et al., 2022). Timto zptsobem dochazi k prenosu signalu v tzv. cell to cell podob€, ¢imz se
signal mize rozsifit az do distalnich tkani rostliny (Miller et al., 2009).

Rostliny jsou schopny detekovat stimuly z prostiedi pomoci receptort, ¢asto vazanych
na plazmatickou membranu buriky. Pro kazdy stimul maji rostliny jiny receptor. Abioticky
i bioticky stres jsou schopny zaznamenat napftiklad leucine-rich repeat receptor-like kinases
(LRR) nebo cysteine-rich receptor-like kinases (CRK). Mezi vyznamné abiotické stresové
stimuly, které je rostlina schopna zaznamenat, patfi zmény teploty, zmény osmotického tlaku

¢i zmény mnozstvi a intenzity svétla dopadajici na rostlinu (Soltabayeva et al., 2022). Vétsina
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téchto receptori ma kinazovou aktivitu a je nasledné schopna fosforylovat NADPH oxidazy,
respektive RBOHs. RBOH jsou regulovatelné diky jejich N-terminalni doménég, ktera
obsahuje vazebné misto pro vapenaté ionty (Ca’*). Vazba Ca’** a soudasna fosforylace
N-terminalni domény jsou dilezitym aspektem aktivace RBOH. Aktivita RBOH je
podminéna jejich konformaéni zménou zplisobenou pravé navazanim Ca>* (Torres et Dangl,
2005; Ogasawara et al., 2008). RBOHs jsou spojeny s Ca®* permeabilnimi kanaly, z &ehoZ
vyplyva, Ze aktivace RBOHs zplisobi vtok Ca** do cytosolu buiiky. Buiika zaznamena zménu
koncentrace Ca>" ionti v cytosolu, &ehoz disledkem je opétovna aktivace RBOHs a zvySena
apoplastickéd produkce ROS (Kimura et al., 2020).

Podobnym systémem je rostlina schopna vnimat bioticky stres, ktery mize byt
zpusobeny napiiklad napadnutim patogenem. ROS maji piimy antimikrobialni efekt
a podporuji zpeviiovani bunécné stény, ale zaroven funguji jako signalni molekuly aktivujici
antimikrobialni ochranu. Mimo akumulaci ROS, je aktivaci stresovych receptorti zptisobena
zména hladiny stresovych metabolitd v bufice, coz se oznaCuje jako stresové specificka
nerovnovaha (Waszczak et al., 2018).

Zmény v metabolomu a transkriptomu rostliny, které mizeme oznacit jako reakce na
stres, mohou nastat v lokalni tkani v fadu desitek sekund a v distalni tkani v fadu minut
od zaznamenani stresového stimulu (Suzuki et al., 2013, 2015). Duasledkem téchto reakci je
aktivace riznych obrannych a aklimatizaCnich siti, které jsou esencialni pro rostlinu pro
preziti a zotaveni se ze stresu. Aktivace stresovych signalizacnich drah je také spojena
s rychlym zvySenim hladiny hormon( v rostliné. Dochazi k syntéze kyseliny jasmonové
anebo uvolnéni kyseliny salicylové a abscisové z konjugovanych forem, ve kterych se
nachazeji v rostling€ v pfiznivych podminkach (Suzuki et al., 2013; Zandalinas et al., 2019).

Dal§im nepostradatelnym aspektem, ktery méni aktivaci stresovych signalizacnich
drah, je produkce ROS v jednotlivych kompartmentech burky, coz jiz bylo vysvétleno
v kapitole 3.1, kdy v nepfiznivych podminkéach napiiklad dochézi ke zvySené produkci ROS
v procesu fotosyntézy. (Mittler et al., 2022)

ROS se tedy podileji na téméf vSech fazich ¢asnych i pozdnich reakci na stres. Jsou
uzce propojeny s mnoha drahami, sit€émi a hormony potfebnymi pro preziti rostlin béhem
stresu. Dulezitéjsi roli ROS sehravaji na zacatku stresového stimulu, kdy aktivuji nespecifické
signalni drahy a spousti primarni odpoveéd’. Nasledné rostlinny metabolismus po rozpoznani
konkrétniho stresového stimulu, ale i jejich kombinaci, reaguje unikatné a spousti specifickou
genovou expresi (Zandalinas et al., 2021).

Prikladem takové reakce je napfiklad reakce rostliny na zvySenou teplotu prostredi
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a svétlo, kdy dochazi k akumulaci chloroplastového ROS v cytosolu buiiky. ZvySena hladina
ROS ovlivituje HSFA1 protein pomoci zmény jeho redoxniho stavu, ¢imz dojde k jeho
aktivaci a translokaci do jadra buriky. Nasledné tento protein v jadie aktivuje transkripci
proteinu tepelného Soku (heat shock protein) HSP70 a faktorti vazajici elementy reagujici na
dehydrataci (dehydration-responsive element-binding factors). VSechny tyto transkripcni
produkty jsou nutné pro ziskani termotolerance rostliny. K termotoleranci rostliny navic

pfispiva redoxni stav chloroplasti (Dickinson et al., 2018).

3.1.2 Vyvojova role ROS

Mimo signaliza¢ni funkci a reakci rostlin na stres maji ROS také vyznam v mnoha
procesech souvisejicich svyvojem rostlin. Jako primarni regulator takovych procesu
se v dosavadni dobé povazuje apoplasticka produkce ROS (Waszczak et al., 2018). Mezi
procesy zavisejicich na produkci ROS se tadi tvorba pylovych trubic (Potocky et al., 2007),
vyvoj sekundarni struktury bunééné stény (Denness et al., 2011), dozravani semen a kli¢eni
(Miiller et al., 2009), programovana bunécna smrt (Torres er al., 2005), uzavirani stomat
(Zhang et al., 2009), vyvoj Casparyho prouzku (Lee et al., 2013), vyvoj primarniho kotfene
a kofenovych vlaskti (Foreman er al,, 2003; Kubénova er al., 2023), vyvoj ruznych tkani
a organu jako napfiklad semenny obal (Daneva et al., 2016) a dalSich.

Rast kofenovych vlaskt je prakticky prestavba bunécné stény v dané oblasti
za pusobeni specifickych proteinil, mezi které patfi naptiklad expanzin (Zhang et al., 2023).
K tomu mize dojit pouze v piipad€, Ze je v misté ristu vytvoren protonovy gradient, ktery je
uzce svazany s ROS produkci (Kubénova er al., 2023). Ve Spickach korenovych vlasku
dochazi k produkci H2O> pres peroxidazy a O pfes NADPH oxidazy. V apoplastu casto
dojde k pfeméné O™ na H20», ktery muze prechazet ptes akvaporiny do cytoplazmy bunék
(Bienert et al., 2007; Sundaravelpandian et al., 2013). ROS reguluji expanzi polarnich
kofenovych vlaskd aktivaci vapnikovych kanald umozfujicich pfijem Ca®*. Piijem Ca**
zpétné aktivuje produkci ROS, a tim udrzuje aktivni expanzi bun€k kotenového vlasku
(Takeda et al., 2008). V rostoucim kofenovém vlasku se ROS nachézi hlavné v apikalni
a subapikalni oblasti cytoplazmy, kde v prubéhu prodluzovani kofenového vlasku dochazi ke
zvySovani jejich koncentrace. Mimo NADPH oxidaz a peroxidaz, se na ROS produkei podili
také mitochondrie (Kubénova et al., 2023). NaruSena homeostaza ROS zpusobuje redukci
hustoty i rustu kofenovych vlasku, coz naznacuje, Ze ROS jsou podstatné pro iniciaci rustu
korenovych vlaskt i jejich prodluzovani. Pro rist kofenovych vlasku je vyznamna nejen

produkce, ale také distribuce ROS v bunce. Pfi poruse distribuce ROS dochazi k ristu vice
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3.2 Antioxidaéni obrana

V piechozi kapitole byla mnohokrat zminéna schopnost rostlin odbouravat ROS, a tak
zabranovat jejich nadmérné akumulaci v rostliné. Nadmeérnd akumulace Casto znamena
oxidativni poskozeni bunécnych molekul. Za ucelem hlidani fyziologickych koncentraci ROS
si rostliny vyvinuly dobfe regulovany antioxidaéni mechanismus. Ten se sklada
z enzymatickych a neenzymatickych slozek, které mohou vyrovnavat syntézu a odstranovani
ROS a zabranovat poSkozeni bunék (Nadarajah, 2020). Antioxidacni obrana je také zasadni
soucasti signaliza¢ni funkce ROS, jelikoz jeji nedostatecna funkce by znamenala, ze pivodné
signalni molekula se zméni na molekulu pro buiku toxickou (Hasanuzzaman et al., 2021).
Existuje pfima korelace mezi expresi genti antioxidacni obrany a rostlinnou toleranci na stres.
Aktivace téchto gend probiha pies specifické signalni drahy. Exprese antioxidacnich gent se
také lisi u jednotlivych rostlinnych druht. Pokud v rostliné nedochazi k dostatecné expresi
antioxidacnich enzymd, rostlina vykazuje snizenou toleranci na stres, coz muze prispét ke
spusténi programované bunécné smrti (De Pinto er al., 2012).

Neenzymatické antioxidanty se skladaji z nizkomolekularnich sloucenin, které se dale
déli na antioxidanty rozpustné ve vod¢, jako je kyselina askorbova a glutation, a lipofilni
antioxidanty, jako jsou tokoferoly a B-karoteny. Tyto slouceniny pracuji na odbourani ROS
z buriky samy nebo spolupracuji s enzymatickou slozkou antioxida¢ni obrany (Hasanuzzaman
et al., 2021; Mishra et al., 2023). Tokoferoly se obvykle vyskytuji v nejvyssi koncentraci
v chloroplastech, kde chrani rostliny pred oxidativnim poSkozenim spojenym s fotosyntézou.
B-karoteny jsou vyznamné pro svou schopnost delokalizovat neparovy elektron, a tim jsou
schopny reagovat s volnymi radikaly jako naptiklad superoxid. Glutation se vyskytuje
v cytoplazmé. Podili se na vyvoji rostlin a vétSiné reakci na prostiedi. Glutation patfi
k evolu¢né nejstar§im obrannym slozkam rostlin. Askorbat vznikd v mitochondriich.
Do ostatnich bunéénych kompartmentd prechazi pomoci difuze nebo na zakladé
elektrochemického gradientu. Askorbat ma vyznam v regulaci rastu rostlin, v rostlinném
metabolismu a diferenciaci bunék (Locato ef al., 2017; Mishra et al., 2023).

Enzymatické antioxidanty jsou dnes povazovany za prvni linie v obrané proti ROS.
Mezi hlavni zastupce antioxidaCnich enzymu patii SOD (EC 1.15.1.1), katalazy (CAT;
EC 1.11.1.6), askorbat peroxidazy (APX; EC 1.11.1.1), dehydroaskorbat reduktazy (DHAR;
EC 1.8.5.1), monodehydroaskorbat reduktazy (MDHAR; EC 1.6.5.4) a glutation reduktazy
(GR; EC 1.6.4.2) (Dvorak et al., 2021; Mishra et al., 2023).
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CAT je tetramerni enzym, obsahujici hem, zodpovédny za dismutaci H>O> na H>O
a02. Na rozdil od jinych antioxidacnich enzymi odbouravaji CAT H»O: energeticky
uspornym zpusobem, protoze nevyzaduji bunécny redukéni ekvivalent (Anjum et al., 2016).
Svoji roli ma katalaza nejen v obrané rostliny pii stresu, ale také pfi vnimani signalu. VSechny
CAT izoformy, konkrétné naptiklad genom Arabidopsis thaliana obsahuje 3 geny pro CAT,
se vyskytuji prevazné v peroxizomech. Hraji dilezitou roli pii obrané€ rostliny vaci
fotooxidativnimu stresu a udrzovani ROS homeostazy v obdobi sucha nebo zimy (Du et al.,
2008).

Dalsi zésadni soucasti udrzovani optimalni ROS hladiny v buiice jsou enzymy
askorbat-glutathionového cyklu, mezi které patti APX, MDHAR, DHAR a GR (Obr. 2).
APX katalyzuji reakci, pfi které dochazi k preméné¢ H20> na HO, pfi ¢emz se elektrony
transportuji z askorbatu (Asc), a tim vznikd monodehydroaskorbat (MDHA). Za zpétnou
redukci MDHA na Asc zodpovida MDHAR, ktery katalyzuje tuto reakci za pfitomnosti
NADPH. Piestoze tyto mechanismy uc¢inné recykluji Asc, je nevyhnutelné, aby se v urcité
mife tvoril také dehydroaskorbat (DHA) v dusledku spontanni disproporcionace MDHA na
Asc a DHA. Pfeména DHA na Asc je katalyzovana enzymem DHAR, kdy jako donor
elektront slouzi redukovany glutation, ktery tedy podléha oxidaci na disulfid glutationu.
Recyklace glutationu je dosazeno pomoci GR v reakci zavislé na NADPH. Vyznam tohoto
cyklu byl dokazan pii reakci rostliny na stress z vysokého osvétleni, tepla, zasoleni, sucha, ale
také jako regulator hladiny H>O» pii signalizaci aregulator ROS pii mnoha vyvojovych
procesech (Polle, 2001; Dvorak et al., 2021).
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Obrazek 2: Schéma askorbat-glutathionového cyklu pfi abiotickém stresu u rostlin (pfevzato z Mishra et al.,
2023), ROS - reaktivni formy kysliku, MDHA — monodehydroaskorbat, DHA — dehydroaskorbat, GSSG —
disulfid glutationu, GSH — glutation, NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat, NADP* — oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfatu

3.3 Superoxiddismutazy

Mezi zcela stézejni zastupce enzymatické antioxidacni ochrany fadime SOD, které
katalyzuji dismutaci O>" na molekularni kyslik a méné toxicky H>O» (20, + 2H" <= H,O» +
O2) (Fridovich, 1997). SOD patfi mezi nejefektivnéjSich komponenty antioxidani obrany,
ato predevsim diky jejich kinetickym parametrim odbouravani O™, které se limitné blizi
difuzi = 10° M'-s! (Sheng et al., 2014). Hraji tedy zcela nezastupitelnou roli u vsech
organismil existujicich za pfitomnosti kysliku a predstavuji prvni obranou linii proti
poskozeni vyvolanym reaktivnimi formami kysliku ¢i dusiku (Wang et al., 2018). SOD jsou
definovany jako tzv. metaloenzymy, a tudiz obsahuji ve své struktutfe kovovy ion, ktery plni
v aktivnim misté enzymu funkci kofaktoru. Na zakladé¢ typu kovového kofaktoru se SOD d¢li
do 4 skupin, a to na SOD obsahujici nikl (NiSOD), zelezo (FeSOD), mangan (MnSOD) nebo
zinek-méd’ (Cu/ZnSOD) (Kliebenstein et al., 1998; Pilon et al., 2011). SOD vyuzivajici jako
kofaktor nikl se vyskytuji u eukaryot pouze u zelené tfasy Ostreococcus tauri (Schmidt et al.,

2009).

14



Rostliny obvykle obsahuji fadu SOD izoenzymu. Subcelularni lokalizace jednotlivych
SOD je spjata s pozadavky na detoxikaci. Konkrétné v genomu Arabidopsis thaliana jsou tfi
geny kodujici FeSOD (FSDI1, FSD2 a FSD3), tii Cu/ZnSOD (CSD1, CSD2 a CSD3) a dva
geny kodujici MnSOD (MSD1, MSD2) (Kliebenstein et al., 1998; Chen et al, 2022).
Rostlinné buriky cCasto disponuji  plastidovymi, cytosolovymi, mitochondridlnimi
a peroxizomalnimi SOD (Kundu er al., 2013; Dreyer et Schippers, 2019). VSechny SOD
izoenzymy jsou kodovany v jadie bunék a do cilovych mist pisobeni jsou transportovany
pomoci rozpoznavani signalnich sekvenci (Bowler er al., 1994; Sharma et al., 2012).
Cu/ZnSOD plni svou funkci téméf ve vsech kompartmentech rostlinné buitky. MnSOD byly
detekovany piredev§im v mitochondriich. Vyskyt FeSOD je hlavné v chloroplastech, ale
mohou byt také v mensi mife v ostatnich castech buiiky (Obr. 3; Sandalio et al., 2001; Pilon et
al., 2011; Mishra et al., 2023). Napftiklad vyskyt FSD1 byl zji§tén také v jadre a cytosolu.
(Dvoték et al., 2021).

%TOSOL PEROXIZOM \\

FSD1 CHLOROPLAST
CSD1 -
A\
3
Lk , MITOCHONDRIE
\—\l%nz /

Obrazek 3: Pichled lokalizace jednotlivych izoforem SOD v rostlinné buiice modelového organismu
Arabidopsis thaliana (ptevzato a upraveno z Mishra et al,, 2023), MSD1 - izoforma MnSOD; CSD1-2 -
izoformy Cu/ZnSOD; FSD1-3 — izoformy FeSOD

Exprese SOD neni stejnd pro vechny izoformy. Izoformy FSDI, CSDI, CSD2
a MSDI vykazuji vys$si expresi v porovnani s ostatnimi SOD (Kliebenstein et al., 1998; Pilon
et al., 2011). FSDI je nejvice exprimovana v ranych stadiich vyvoje a se zaCatkem kveteni

jeji exprese klesa. Naopak CSDI a CSD2 maji puvodné expresi niz§i a s nastupem kveteni
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dochazi k expresi Castéji. CSD3 je exprimovana nejméné a hladina jejich transkripti stoupa
pouze pii kveteni. MSDI ma jako jedina neustale stejnou expresi, tedy nemeéni se v zavislosti
na vyvoji rostliny (Pilon et al., 2011). Exprese SOD je regulovana mnoha zptisoby a mnoha
faktory. Jednim z nejdilezit&jsich regulatorti exprese CSDI, CSD2 a FSDI je méd, coz
naznacCuje jeji dulezitou roli v regulaci obrany proti oxidacnimu stresu. V pfipadé nizkého
obsahu médi je exprese FSDI zvySena. Na druhou stranu klesd exprese CSDI a CSD2.
V opacném pripadé, kdyz je obsah médi vysoky, dochéazi ke snizeni exprese FSDI a zvySeni
CSDI a CSD2 (Abdel-Ghany et al., 2005). Mechanismus regulace exprese médi je dnes jiz
dobfe prostudovany. Zahrnuje SQUAMOSA promoter-binding protein-like 7 (SPL7)
transkripcni faktor, ktery se pfi deficienci médi vaze na GTAC motiv v DNA, ¢imz pfimo
reguluje genovou expresi. V promotoru FSD1 se vyskytuje nékolik GTAC motivu, na které se
muze SPL7 vazat (Yamasaki et al., 2009). Zaroven SPL7 snizuje expresi CSDI a CSD2
prostfednictvim exprese Cu-regulovanych miRNA. Konkrétné¢ miR398 negativné reguluje
transkripty CSD1 a CSD2 (Burkhead et al., 2009; Cohu et al., 2009).

SOD podléhaji vice typum post-translacnich modifikaci (PTMs). PTM zpisobuji
zménu vlastnosti, ¢imz mohou ovlivnit SOD aktivitu. Mezi PTM modifikace SOD se radi
nitrace, fosforylace, glutathionylace a glykace (Yamakura et Kawasaki, 2010).
Nejprostudovanéjsi ze zminénych je nitrace. Nitrace tyrosinovych zbytki MSDI, CSD3
a FSD3 prostiednictvim peroxynitritu (ONOO") zpusobila znacny pokles jejich aktivity.
Nejvétsi pokles aktivity, tudiz nejcitlivéjsi izoforma k ONOO-, je MSDI. Naopak aktivita
MSDI1, CSD3 aFSD3 se neméni pii pusobeni S-nitrosoglutationu (GSNO), ktery ma
schopnost S-nitrosylace Cys zbytkti (Holzmeister et al., 2015).

3.3.1 Role pii obrané chloroplastu

SOD hraji zasadni roli pfi obrané chloroplastii pravé pred nebezpecim spojenym
s fotosyntézou. Naprosta vétSina produkovaného O, je diky nim pfeménéna na H>O». Ztrata
funkce SOD vede k oxidativnimu poskozeni chloroplastové membrany, karbonylaci proteindg,
a dokonce zlomim plastidové DNA, coz znemoziiuje normalni vyvoj chloroplasti a rust
rostliny. Hlavnimi soucastmi SOD obrany chloroplasti jsou izoformy FSD1, FSD2, FSD3
a CSD2 (Myouga et al., 2008; Hasanuzzaman et al., 2021; Li et Kim, 2021; Melicher et al.,
2022).

V piipadé¢ T-DNA inzeréniho mutanta ve fsdl v normalnich podminkach prostredi
nedochazi k zdsadni zméné fenotypu. Ztrata funkce FSDI minimaln¢ ovliviiuje fotosynteticky

aparat a rust rostliny. U mutanti nedochazi ani ke zméné hladiny ROS v porovnani s rostlinou
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divokého typu (Myouga et al., 2008; Gallie et Chen, 2019). Na druhou stranu chloroplastova
FSD1 sehrava roli pfi zavazné&jSich podminkach prostiedi, kdyz je rostlina pod vétSim
nebezpecim oxidativniho poskozeni. Konkrétné byla jeji role potvrzena pii navozeni
oxidativniho stresu indukovanym methylviologenem (MV). FSD1 se zda byt taktéz zapojena
do vyvoje lateralnich kofeni a mozna kofenovych vlaskl. Tam ma pravdépodobné roli
v regulaci redoxniho stavu, a tim zabezpecuje jejich spravny vyvoj (Dvorak et al, 2021).
Redukce exprese CSD2 zpusobila nizsi funkci fotosyntézy a snizenou hladinu chlorofylu.
Redukce zpusobuje abnormalni vyvoj chloroplastti ve smyslu snizeného mnozstvi granalnich
thylakoidi. Granalni thylakoidy jsou taktéz méné usporadané. Celkoveé chloroplasty dosahuji
mensi velikosti nez chloroplasty rostlin divokého typu (Rizhsky et al., 2003; Myouga et al.,
2008). Role FSD2 a FSD3 je popsana v kapitole 3.3.2. V zavéru fotoprotekce chloroplasti
a jejich spravny vyvoj je predevsim dana FSD2, FSD3 a CSD2 (Gallie et Chen, 2019).

3.3.2 FSD2 a FSD3 u Arabidopsis thaliana

Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana) je mala, samosprasna kvetouci rostlina
s malym genomem. Ma vysokou plodnost a kratkou dobu generace, ¢imz spolu s dalSimu
aspekty tvoii vhodny modelovy organismus pro vyzkum rostlin (Kang et al., 2023).

S vyuzitim GFP technologie se zjistilo, ze FSD3 je lokalizovana v chloroplastu
u plastidového nukleoidu. Déle, ze lokalizace FSD2 je po celé stromé& chloroplastu (Gallie et
Chen, 2019). FSD2 a FSD3 maji v rostlindch nizkou bazalni expresi. Nicméné€ v raném vyvoji
je jejich exprese Cast€jSi nez v obdobi kveteni (Myouga et al., 2008; Pilon et al, 2011).
V in vitro podminkach pfi navozeni nadexprese FSD2 nebo FSD3 existuje mezi jejich expresi
reciproka regulace. PfiliSna exprese jednoho enzymu je snizena expresi druhého. In vivo se
zvySuje exprese téchto gent soucasné jako odpoveéd prevazné na prilisné slune¢ni zafeni
a zimu (Myouga et al., 2008).

FSD2 a FSD3 proteiny, jsou zodpovédné za vyvoj chloroplastd, hlavné thylakoidnich
membran. Oba T-DNA inzer¢ni mutanti ve fsd2 a fsd3 genech vykazuji bélavé bily fenotyp
(pale-green phenotype; Obr. 4) a abnormalni vyvoj jejich chloroplasti. Jejich chloroplasty
postradaji vnitini membranové struktury, obsahuji abnormalni struktury suborganel a jsou
siln¢ vakuolizované (Myouga et al., 2008). FSD2 a FSD3 se funkcné lisi. Ztrata funkce FSD2
neni pro rostlinu tak zasadni jako ztrata funkce FSD3. Rostliny s defektni FSD3
v kultiva¢nich podminkach daleko castéji neprekrocily stadium sazenic nez ty s defektni
FSD2. V souvislosti s timto, je vyznamny fakt, Ze vysoka exprese FSD3 je ¢aste¢né schopna

nahradit nefunkéni FSD2 (Gallie et Chen, 2019). Rozsah zmény fenotypu rostliny zalezi na
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mutaci, kterou rostlina nese. Rostliny s mutantni FSD3 vykazuji bélavéjsi fenotyp nez ty
s mutantni FSD2. Mutantni rostliny, které disponuji mutaci pouze na jeden z genu (bud na
FSD2 nebo na FSD3), prokazuji pomaly rast a opozdéné rozkveteni, ale jsou schopny
produkce semen. Ob¢ tyto mutace, ale mizou byt do jisté miry limitovany péstovanim rostlin
mimo piimé svételné zafeni. V kontrastu rostliny dvojitych mutantt fsd2/fsd3 vykazuji daleko
vyraznéj§i bélavy fenotyp a nejsou schopny rozkveteni a produkce semen (Myouga et al.,

2008).

1 fsd3-1

Obrazek 4: Fenotypy Arabidopsis thaliana potvrzenych fsd2 a fsd3 mutantli v porovnani s rostlinou divokého
typu (WT) (pfevzato a upraveno z Myouga et al., 2008); WT (Col) — rostlina divokého typu eckotyp Columbia;
f5d2-1 — mutantni linie fsd2 ekotyp Nossen: 11-6562-1; mutantni linie fsd3 ekotyp Columbia: SALK_103228;
méfitko = 1 cm

FSD2 a FSD3 v chloroplasti formuji hetorodimer neboli heterokomplex v oblasti
plastidového nukleoidu. Tento heterodimer ma silnou afinitu k ROS. Enzymaticka aktivita
heterokomplexu je kombinaci enzymatické aktivity jednotlivych proteini (Myouga et al.,
2008). FSD2 i FSD3 jsou soucast tzv. PEP komplexu (plastid-encoded polymerase complex),
ktery je zodpovédny piimo za transkripci plastidovych gent, obzvlasté téch spojenych
s fotosyntézou. V ramci PEP komplexu se FSD2 oznacuje jako PAP9 (PEP-associated
protein 9), zatimco FSD3 jako PAP4 (PEP-associated protein 4). PEP (plastid-encoded RNA
polymerase) se sklada do zminéného komplexu s 12 PAPs, které vSechny pfispivaji k aktivité
a funkci komplexu. FSD2 i FSD3 se v komplexu vazi na pTAC10 protein, ktery je povazovan
za kliovy pro sestaveni PEP komplexu. Je predpokladano, ze ulohou FSD2 a FSD3 je
ochrana celého zminéného komplexu pfed ROS produkovanymi fotosyntézou. Bélavy fenotyp
f5d2 a fsd3 mutanti je dasledek pravé poruchy funkce PEP komplexu, a tedy poruchou
exprese fotosyntetickych gent (Pfannschmidt ez al., 2015; Chang et al., 2017).

Po transkripci FSD3 genu se v rostlinach vyskytuji 2 funkcni sestiihové varianty
mRNA. Prvni, oznaCovana standardné FSD3, se sklada z 8 exonu, druh4, oznacovana FSD3S,

pouze ze 6 exond. V dusledku je vysledny enzym FSD3S slozeny z 256 aminokyselin
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v porovnani s 263 aminokyselinami ve FSD3. Toto zkraceni se nachazi na C-konci proteinu
aovliviluje vlastnosti proteinu. Napiiklad C-termalni oblast FSD3S wvykazuje vétsi
hydrofobicitu. V ramci SOD aktivity jednotlivych sestfihovych variant nebyl detekovan
rozdil, ale rozdil v C-terminalni oblasti ovlivnil lokalizaci jednotlivych enzymt. FSD3 byla
detekovana v plastidovém nukleotidu, zatimco FSD3S varianta je lokalizovana v okoli
chloroplastovych membran a neni pfitomna v plastidovém nukleotidu (Obr. 5). Lokalizace
FSD3S byla ovlivnéna pfitomnosti transmembranového helixu v C-terminalni oblasti, ktery
rozpoznavaji mnohé membranové a transportérové proteiny. Zajimavé je, ze nadexprese
FSD3S zpusobila redukci fotosyntetické aktivity, obsahu chlorofylu a rastu v porovnani
s rostlinou divokého typu, z Cehoz je usuzovano, ze FSD3S negativné reguluje vyvoj
chloroplastu. Na druhou stranu hladina FSD3S je zvySena u senescenCnich rostlin, coz

naznacuje ze FSD3 a FSD3S zastupuji v rostlinach rozdilné funkce (Lee et al., 2019).

Zelend Cervena Slouceni

Obrizek 5: Subcelularni lokalizace FSD3 a FSD3S v mezofylovych builkdch transgennich rostlin
prostfednictvim GFP technologie (pfevzato z Lee et al., 2019); zelend — GFP fluorescen¢ni signdl; ¢ervena —
autofluorescence chlorofylu; slouceni — kombinace GFP fluorescen¢niho signalu a autofluorescence chlorofylu;
méfitko =20 pm

35S::FSD3S-GFP 35S::FSD3-GFP

V soucasnosti existuji stale spekulace o tom, zda zvySena exprese FSD2 a FSD3 muze
vylepsit rostlinou toleranci k pfirodnim podminkam, coz bude pfedmétem dalsich vyzkumu

(Gallie et Chen, 2019).
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4 Material a metody

4.1 Biologicky material

o

Husenicek rolni (Arabidopsis thaliana), ekotyp Columbia (Col-0; rostliny
divokého typu); mutantni linie fsd2: SALK_080457, mutantni linie fsd3:
SALK_103228

Pro kultivaci bakterii s potencialné nesenym inzertem byl pouzit kmen Escherichia
coli: DHSa (F- ¢80lacZA M15 A (lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—
mK+) phoA supE44 h- thi—1 gyrA96 relAl), kultivace probihala pfi 37 °C v
aerobnich podminkach (Chemically Competent; Thermo Scientific; Kkat.
¢. EC0112)

Pro expresi rekombinantnich proteini byl pouzit specialn€ upraveny kmen
Escherichia coli: BL21 Star (DE3) (F ompT hsdSB (rs—, mgs—) gal dcm rnel31),
kultivace probihala pii 37 °C v aerobnich podminkach (Chemically Competent;
Thermo Scientific; kat. ¢. EC0114)

cDNA Arabidopsis thaliana ekotyp Columbia (Col-0), ze 14dennich rostlin
(poskytnuto vedoucim bakalarské prace Mgr. Petrem Dvorakem, Ph. D.)
Plasmidovy klonovaci vektor pGEX6P-1 (Cytiva; kat. €. 28954648)

Plasmidovy klonovaci vektor pMAL-c2X (Creative Biogene; kat. ¢. VET1042)

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

O

2-merkaptoethanol (Sigma Aldrich; kat. ¢. M6250)

Agaro6za (Sigma Aldrich; kat. €. A2576)
Akrylamid/N,N'-methylenbisakrylamid, 40%, 37,5:1 (BioRad; kat. ¢. 1610148)
Alkalicka fosfataza (Thermo Scientific; kat. €. EF0654)

Ampicilin (Ampicillin sodium; Duchefa Biochemie; kat. ¢. A0104.0025)
Amylose Resin (New England Biolabs; kat. ¢. E8021S)

Anti FSD3, primarni protilatka (rabbit, PhytoAB; kat. ¢. PHY1619S)

Anti GST, primarni protilatka (mouse; Agrisera; kat. ¢. AS21 4677)

Anti MBP, priméarni protilatka (mouse; Agrisera; kat. ¢. AS21 4678)

Anti Mouse, sekundarni protilatka (Thermo Scientific; kat. €. 31430

Anti Rabbit, sekundarni protilatka (Thermo Scientific; kat. ¢. 31460)
Coomassie Brilliant Blue G 250 Staining Solution (BioRad; kat. ¢. 1610803)
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D(+)-Maltéza monohydrat (Thermo Scientific; kat. ¢. 11477727)
Deoxyribonukleotidy (ANTP; 10 mM)

Dihydrogenfosforecnan draselny (KH>POs; Sigma Aldrich, kat. ¢. P8416)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny (NaH>POs4; Sigma Aldrich; kat. €. S8282)
Dithiothreitol (DTT; Sigma Aldrich; kat. ¢. D0632)

DNA Gel Loading Dye, 6X (Thermo Scientific; kat. ¢. RO611)
Dodecylsiran sodny (SDS; Sigma Aldrich; kat. ¢. L3771)

Draselna sul kyseliny 2-(N-morfolino)ethansulfonové (MES; Duchefa Biochemie;
kat. ¢. M1503)

EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova; Sigma Aldrich; kat. ¢. ES134)
Ethanol (C2HsOH; Sigma Aldrich; kat. ¢. 493546)

Gellan Gum (Alfa Aesar; kat. ¢. Y28C036)

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Scientific; kat. ¢. SM1331)
Glutathione Sepharose 4B GST-tagged protein purification resin (Cytiva;
kat. €. 17075601)

Glycerol (Sigma Aldrich; kat. ¢. G5516)

Glycin (Sigma Aldrich; kat. ¢. G8898)

Hydroxid draselny (KOH; Sigma Aldrich; kat. ¢. 60130)

Hydroxid sodny (NaOH; Sigma Aldrich; kat. ¢. S8045)

Chlorid draselny (KCl; Sigma Aldrich; kat. ¢. P9541)

Chlorid nitrotetrazoliové modii (NBT; Sigma Aldrich; kat. ¢. N6876)
Chlorid sodny (NaCl; Sigma Aldrich; kat. ¢. S3014)

IPTG Solution (Thermo Scientific; kat. ¢. R1171)

Isopropanol (Sigma Aldrich; kat. €. 278475)

Kultiva¢ni médium Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC) (Sigma
Aldrich; kat. €. S1797)

Kyselina chlorovodikova (HCI; Sigma Aldrich; kat. ¢. 30721)

Kyselina L-askorbova (Sigma Aldrich; kat. €. A92902)

Kyselina octova (Sigma Aldrich; kat. ¢. 45726)

Laemliho puft, 4X (BioRad; kat. ¢. 1610747)

LB Broth (Miller; Sigma Aldrich; kat. ¢. L3522)

LB Broth s agarem (Miller; Sigma Aldrich; kat. €. L3147)

L-Glutation redukovany (ApppliChem; kat. ¢. A2084,0005)

Methanol (MeOH; Sigma Aldrich; kat. ¢. 34860)
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Midori Green Advance DNA/RNA stain (Nippon Genetics; kat. ¢. MG04)
Murashige a Skoog (MS) médium, basal salt mixture (Duchefa Biochemie;
kat. ¢. M0221.0050)

N,N,N',N'-tetramethylethylendiamin (TEMED); Sigma Aldrich; kat. ¢. T9281)
Odtucnéné susené mléko, Blotting Grade Blocker (BioRad; kat. ¢. 1706404)
P1, pufr (QIAGEN; kat. €. 19051)

P2, pufr (QIAGEN; kat. €. 19052)

P3, pufr (QIAGEN; kat. €. 19053)

Peroxodisiran amonny (APS; Sigma Aldrich; kat. €. A3678)

Phire Hot Start I DNA Polymerase (Thermo Scientific; kat. ¢. F122S)

PMSF Protease Inhibitor (Thermo Scientific; kat. €. 36978)

Ponceau S (Sigma Aldrich; kat. ¢. 78376)

Precision Plus Protein Dual Color Standards (BioRad; kat. ¢. 1610374)

Primery (sekvence uvedeny pfi specifickém pouziti; Eurofins Genomics)
Protein Assay Dye Reagent Concentrate, 5X (Bradfordovo ¢inidlo; BioRad;
kat. ¢. 5000006)

Restrik¢éni endonukledza FastDigest EcoRI (Thermo Scientific; kat. ¢. FD0274)
Restrikéni endonukledza FastDigest HindIIl (Thermo Scientific; kat. ¢. FD0504)
Restrikéni endonukledza FastDigest Ndel (Thermo Scientific; kat. ¢. FD0583)
Restrikéni endonukledza FastDigest Pstl (Thermo Scientific; kat. €. FD0614)
Restrikéni endonukledza FastDigest Sall (Thermo Scientific; kat. €. FD0644)
Restrikéni endonukledza FastDigest Xhol (Thermo Scientific; kat. €. FD0694)
Riboflavin (Applichem; kat. ¢. A0968,0010)

T4 DNA ligasa, LC (Thermo Scientific; kat. ¢. EL0016)

T4 DNA ligase pufr, 10X (Thermo Scientific; kat. ¢. B69)

Tekuty dusik (Messer Technogas)

Tris Acetat EDTA (TAE), 50X, pH 8,3 (Sigma Aldrich; kat. ¢. 106174)
Tris(hydoxymetyl)aminometan (Tris; Sigma Aldrich; kat. ¢. 108386)

Triton X-100 (Sigma Aldrich; kat. ¢. T8787)

Tween 20 (Sigma Aldrich; kat. ¢. P1379)

UltraPure DNase/RNase-Free destilovana voda (Invitrogen; kat. ¢. 10977015)
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Pouzité soupravy

o Clarity Western ECL Substrate (BioRad, kat. ¢. 1705061)

o GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich; kat. ¢. PLN70)

o iProof High-Fidelity PCR Kit (BioRad; kat. ¢. 1725331)

o NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel; kat. ¢. 740609.250)

o Phire Plant Direct PCR Kit (Thermo Scientific; kat. ¢. FI30WH)

o Polyvinyliden  difluoridovd  (PVDF) membrana  (GE  Healthcare;
kat. ¢. GE10600023)

o TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Kit, 12% (BioRad; kat. ¢. 1610185)

Pouzité roztoky a jejich priprava

0,5M Tris-HCI, pH 6,8 (100 ml): 6 g Tris rozpustit v deionizované vod¢, upravit pH

na 6,8 pomoci HCI, doplnit objem deionizovanou vodou do 100 ml.

0,6mM NBT (50 ml): 24,4 mg NBT rozpustit v 50 ml fosfatového pufru bez glycerolu

a kyseliny L-askorbové.

Y2 MS médium (1000 ml): 10 g sacharézy + 0,5 g MES + 2,15 g MS média rozpustit
v 900 ml deionizovana vody, upravit pH na 5,7 pomoci NaOH, doplnit deionizovanou
vodou do 1000 ml, do dvou litrovych flasek nasypat 3,25 g Gellan gum a do kazdé ptidat

500 ml pfipraveného roztoku, sterilizovat autoklavovanim.

1X Phosphate Buffered Saline (PBS) (1000 ml): 8 g NaCl + 1,44 g Na,HPO4 + 0,2 g KC1
+ 0,24 g KH>PO rozpustit v 800 ml deionizované vody, upravit pH na 7,4 pomoci HCI,

doplnit deionizovanou vodou do 1000 ml.

S0mM Tris pufr s 150mM NaCl (500 ml): 3,0285 g Tris + 4,383 g NaCl rozpustit

v 500 ml deionizované vody.

1% (w/v) agardzovy gel (150 ml): 1,5 g agardzy rozpustit v 150 ml 1X TAE, zahrat
v mikrovinné troubé dokud neni roztok Ciry, ponechat vychladnout na teplotu

pfiblizné 50 °C, pridat 3 pl Midori, nalit do elektroforetické vany, nechat ztuhnout.
1% (w/v) odtucnéné susené mléko (50 ml): 0,5 g mléka rozpustit v 50 ml TBS-T.

1,5M Tris-HCIL, pH 8,8 (100 ml): 18,15 g Tris rozpustit v deionizované vod¢, upravit pH
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na 8,8 pomoci HCI, doplnit objem deionizovanou vodou do 100 ml.

10% (v/v) Triton X-100 (50 ml): 5 ml zasobniho roztoku doplnit 1X PBS do 50 ml.
10% (w/v) APS (1 ml): 100 mg APS rozpustit v 1 ml deionizované vody.

10% (w/v) SDS (1 ml): 100 mg SDS rozpustit v 1 ml deionizované vody.

12% rozdélovaci gel (25 ml): smichat 6,25 ml 40% Akrylamidu + 6,25 ml 1,5M Tris-HCl
(pH8,8) + 12,5 pul TEMED + 125 pl 10 % APS + 12,375 ml deionizované vody
(v ptipadé SDS-PAGE 12,125 ml deionizované vody + 250 pl 10% SDS)

1X TAE (Tris Acetat EDTA) (1000 ml): 20 ml zésobniho 50X TAE doplnit

deionizovanou vodou do 1000 ml.

20mM glutation s SmM DTT (50 ml): 307 mg glutationu + 38,56 mg DTT rozpustit
v 50 ml 50mM Tris pufru s 150mM NaCl.

20mM maltéza s SmM DTT (50 ml): 360 mg maltdzy + 38,56 mg DTT rozpustit v 50 ml
50mM Tris pufru s 150mM NacCl.

4% zaostrovaci gel (10 ml): smichat 1 ml 40% Akrylamidu + 2,52 ml 0,5M Tris-HCI
(pH 6,8) + 10 pul TEMED + 50 ul 10% APS + 6,46 ml deionizované vody (v ptipadé
SDS-PAGE 6,36 ml deionizované vody + 0,1 ml 10% SDS).

5% (w/v) odtucnéné susené mléko (150 ml): 7,5 g odtuénéného suSeného mléka rozpustit

ve 150 ml TBS-T.

50% (v/v) glycerol (50 ml): 25 ml 100% glycerol + 25 ml deionizované vody, sterilizovat

ve flowboxu prefiltrovanim.

SmM NaEDTA, 0,25% TEMED a 0,06mM riboflavin (50 ml): 92 mg EDTA +
162 ul TEMED + 6 pl riboflavinu rozpustit v 50 ml fosfatového pufru bez glycerolu

a kyseliny L-askorbové.

Ampicilin, 50 mg'ml™" (1 ml): 50 mg ampicilinu rozpustit v 1 ml deionizované vody,

sterilizovat prefiltrovanim.
Elektroforeticky pufr (1000 ml): 3 g Tris + 14,4 g glycin + 1 g SDS doplnit do objemu
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4.3

1000 ml deionizovanou vodou.

Fosfatovy pufr (200 ml): 1,2 g NaH>POs rozpustit v deionizovana vodé, upravit pH na 7,8
pomoci NaOH, pfidat 35,2 mg kyseliny L-askorbové a 20 ml glycerolu, doplnit

deionizovanou vodou do objemu 200 ml.

Odbarvovaci roztok (500 ml): 200 ml methanolu + 50 ml kyseliny octové + 250 ml

deionizované vody.

Pevné LB médium (250 ml): 10 g LB Broth s agarem (Miller) rozpustit v 250 ml

deionizované vody, sterilizovat autoklavovanim.

Ponceau S roztok (1000 ml): 1 g Ponceau S + 50 ml kyselina octova doplnit do objemu

1000 ml deionizovanou vodou.

Riboflavin (500 pl): 7,2 mg Riboflavin rozpustit v 500 pl 96% etanolu, pted pouzitim

udrzovat ve tmavém prostiedi.

Tekuté LB médium (500 ml): 12,5 g LB Broth (Miller) rozpustit v 450 ml deionizovana
vody, upravit pH na 7,2 pomoci KOH, doplnit do objemu 500 ml deionizovanou vodou,

sterilizovat autoklavovanim.

Tris buffer saline s pridavkem Tween 20 (TBS-T; 1000 ml): 2,42 g Tris + 8,78 g NaCl
rozpustit v deionizované vod¢, upravit pH na 7,4 pomoci HCI, doplnit deionizovanou

vodou do objemu 999 ml, ptidat 1 ml Tween 20.

Tris-glycinovy (transferovy) pufr (1000 ml): 3 g Tris + 14,4 g glycin doplnit do objemu

1000 ml deionizovanou vodou.

Tris-glycinovy (transferovy) pufr s 10% methanolem (2000 ml): 200 ml tris-glycinového

pufru + 200 ml methanolu doplnit do objemu 2000 ml deionizovanou vodou.

Seznam pouzitych pristroju a zarizeni
o Analyticka vaha XA110/2X (Radwag)
o Aparatura pro transfer proteini Mini Trans-Blot Cell (BioRad)
o Autoklav Sterrivap HP IL (MMM Group)
o Centrifuga MyFuge™ Mini (Benchmark Scientific)
o Centrifuga ScanSpeed 1730R (Beckman Coulter)
25



Digestoi (MERCI)

Dokumentacni systém Gel Doc EZ Imager (BioRad)
Dokumentacni zafizeni ChemiDoc MP Imaging System (BioRad)
Elektroforetickda vana Mini-PROTEAN Tetra Vertical Electrophoresis Cell
(BioRad)

Elektroforeticka vana Wide Mini-Sub Cell GT Cell (BioRad)
Hlubokomrazici box MDF-U500VX-PE (Panasonic)
Chlazena centrifuga Allegra 64R (Beckman Coulter)
Inkubator s tftepackou ES-20 (Grant Instruments)

Inkubovana tfepacka Ecotron (Infors HT)

Kultivac¢ni mistnost (WEISS Gallenkamp)

Laboratorni chladni¢ka LIE LCV 4010 (Schoeller)
Laboratorni mikrocentrifuga Spectrafuge 24D (Labnet)
Laboratorni pfedvazky S1502 (Bel Engineering)

Laminarni box (MERCI)

Magneticka michacka s ohfevem MSH-300 (Biosan)
Mraznicka LIE G 5216 513L (Liebherr Comfort)

Obrazovy skener Image Scanner III (GE Healthcare)
Spektrofotometr Infinite M Nano (TECAN)

Spektrofotometr NanoDrop ND LITE-PR (Thermo Scientific)
Spektrofotometr SmartSpec Plus (BioRad)

Stolni chlazena centrifuga ScanSpeed 1730R (LaboGene)
Stolni multimetr PC 2700 (Eutech Instruments)

Suché lazeni ThermoCell MixingBlock (Bioer)

Termocykler T100 (BioRad)

Trepacka MR-12 (Biosan)

Ultrazvukovy homogenizator model 3000MP (BioLogics)
UV transluminator WUV-L20 (Witeg)

Vortex Genie 2Pulse (Genie)

Vyrobnik deionizované vody Simplicity Water Purification System (Merck)
Vyrobnik ledu AF80 (Scotsman)

Zdroj napéti PowerPac HV (BioRad)
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4.4 Seznam pouzitych programu a databazi

o ApE, A Plasmid editor (Jorgensen Lab, USA)

o Image Lab (verze 4.0.1 build 6; BioRad; USA)

o Microsoft Excel (Microsoft; USA)

o Microsoft PowerPoint (Microsoft; USA)

o The Arabidopsis Information Resource (TAIR; https://www.arabidopsis.org/)
o T-DNA Primer Design Tool (http://signal.salk.edu/tdnaprimers.2.html)

4.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.5.1 PCR amplifikace FSD2 a FSD3 genu

Pomoci PCR reakce byla provedena amplifikace FSD2 a FSD3 geni. Pred zacatkem
pipetovani reakéni smesi PCR byly nafedény 4 pracovni primery (pro kazdy gen 2 pracovni
primery, viz Tabulka 3) na koncentraci 10 pmol-1"! (ke kazdému primeru pfilozena vyrobcem
informace o fedéni, v nasem pripade fedéni 10 pl primer a 90 pl deionizované vody). Celou
dobu prace byly pracovni primery udrzovany na ledu. Byly pfipraveny 2 mikrozkumavky.
Do kazdé byl napipetovan PCR mix pro vysledny objem 200 pl (pro 5 PCR reakci;
Tabulka 1) s pouzitim iProof High-Fidelity PCR Kitu.

Tabulka 1: Reakeni smés pro PCR amplifikaci FSD2 a FSD3 genu s vyuzitim iProof High-Fidelity PCR Kitu

Komponent Vysledna Objem pro 1 reakci Objem pro S reakci
koncentrace [ul] [ul]
iProof HF pufr, 5X 1X 8,00 40,00
dNTP 0,20 mmol-1'! 0,80 4,00
. FW 0,50 umol-1! 2,00 10,00
Primer, 10 uM REV 0,50 pmol 1! 2,00 10,00
iProof DNA polymeriza 0,02 U/ul 0,40 2,00
Deionizovana voda 26,80 134,00
Celkovy objem 40,00 200,00

Po napipetovani slozek reakéni smési do obou mikrozkumavek, byly obé
mikrozkumavky centrifugovany. Nasledné bylo vzdy 48 ul reak¢éni smési preneseno do PCR
mikrozkumavky, takze objem jedné reakéni smési byl rozdeélen do 5 PCR mikrozkumavek.
Do kazdé PCR mikrozkumavky byl pfidan 1 pul cDNA. Jako PCR templat byla pouzita cDNA
Arabidopsis thaliana poskytnuta vedoucim bakalarské prace. Po pfidani byly objemy
zvortexovany a centrifugovany. Takto pfipravené vzorky byly preneseny do termocykleru

a byl nastaven teplotni a ¢asovy program (Tabulka 2).
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Tabulka 2: Teplotni program termocykleru pfi PCR amplifikaci FSD2 a FSD3 z cDNA templatu

Krok cyklu TT? (l:o]ta Cas Pocet cyklu
Pocateéni denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 10s

. pro FSD2 59
Annealing 20s 35

pro FSD3 61

Extenze 72 30s
Finalni extenze 72 5 min 1

Tabulka 3: Seznam primertl pouzitych pii PCR amplifikaci FSD2 a FSD3 s vyuzitim cDNA templatu (FW —
forward primer; REV — reverse primer)

Typ Nazev Sekvence (5" —3")

FwW EcoRI_fwd_fsd2 CCGGAATTCATGATGAATGTTGCAGTGAC
REV Sall_rev_fsd2 ACGCGTCGACTTAGTCAACCTCAGATACAT
FW EcoRI_fwd_fsd3 CCGGAATTCATGAGTTCTTGTGTTGTGACG
REV Sall_rev_fsd3 ACGCGTCGACTTAAGCGATTGGGATGTTGG

4.5.2 Horizontalni elektroforeticka separace v 1% agarozovém gelu

Vysledné produkty PCR amplifikace byly separovany pomoci horizontalni
elektroforetické separace v 1% (w/v) agarozovém gelu. Do prvni jamky gelu byly
napipetovany 3 ul markeru relativni molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder, aza nim byly do gelu naneseny produkty PCR reakce smichané s 6 ul DNA Gel
Loading Dye, 6X. Elektroforeticka separace probihala pfi 100 V pfiblizn€ 30 minut. Vysledné
produkty byly vizualizovany pomoci zafizeni Gel Doc EZ Imager, a nasledné upraveny
v programu Image Lab. Do kone¢né podoby byl zdznam gelu upraven v programu Microsoft

PowerPoint.

4.5.3 Izolace a purifikace amplifikované DNA

Po provedeni horizontalni elektroforetické separace byly fragmenty gelu, které
obsahovaly produkty PCR amplifikace, z 1% (w/v) agarozového gelu opatrné vyfezany
skalpelem za pomoci UV transluminatoru, a nasledné ptfeneseny do 2ml mikrozkumavky
(oddélené¢ gelové fragmenty s amplikony FSD2 a s FSD3). Pro izolaci a purifikaci
amplifikovanych DNA fragmentt byl vyuzit NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit podle
navodu vyrobce s mirnymi Gpravami.

Ke gelovym fragmentim v 2ml mikrozkumavce bylo pfidano 200 pl NTI pufru na
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100 mg vytezaného 1% (w/v) agarozového gelu. Obsah mikrozkumavky byl zahiivan do
uplného rozpusténi gelové matrice v termobloku (50 °C). V prubéhu zahfivani byl obsah
mikrozkumavek kazdé 3—4 minuty promichan.

Na piipravenou kolonu ve sbérné zkumavce bylo napipetovano 700 pl vzniklého
roztoku a centrifugovano (2 minuty; 12500 g; laboratorni teplota). Po skoceni centrifugace byl
eluat opetovné nanesen na kolonu a zcentrifugovan za stejnych podminek. Vysledny eluat po
druhé centrifugaci byl vylit. Takto byl zpracovan i zbytek objemu rozpusténé gelové matrice
s amplikony.

Po odstranéni posledniho eluatu z predchoziho kroku, bylo na kolonu naneseno 700 pl
NT3 pufru a centrifugovano (2 minuty; 12500 g; laboratorni teplota). Prosly eluat byl
odstranén vylitim. Kolona byla za ti€elem zbavit se zbytka roztokt centrifugovana (2 minuty;
12500 g; laboratorni teplota) bez ptidani jakéhokoliv roztoku.

Po centrifugovani byla kolona pfenesena do nové 1,5ml mikrozkumavky.
Mikrozkumavka s kolonou byla ponechana 5 minut oteviena na pracovnim misté, aby doslo
k odpateni zbytku ethanolu. Nasledné bylo na kolonu naneseno 35 ul deionizované vody.
Po naneseni deionizované vody byla provedena centrifugace (2 minuty; 12500 g; laboratorni
teplota). Eluat z centrifugace byl nanesen zpét na kolonu a byla provedena centrifugace
(5 minut; 12500 g; laboratorni teplota).

Po centrifugaci byla odstranéna kolona. Tento pracovni postup byl proveden zaroveri
pro gelové fragmenty s amplikony FSD2 a FSD3. Po dokonceni purifikace byla zmeéfena
koncentrace DNA. Na spektrofotometru NanoDrop Lite byl nastaven program pro méfeni
koncentrace dsDNA. Prvni byl na pfistroj nanesen blank (3 pul) ve formé deionizované vody
a pristroj byl vyblankovan. Nasledné byl na spektrofotometr nanesen vzorek (3 pl izolované
DNA). Byla zméfena jeho koncentrace. Postup byl opakovan pro druhy izolovany vzorek.

Po zméfeni koncentrace byla izolovana DNA uchovavana pii —20 °C.

4.5.4 Enzymatické Stépeni vektoru a produktiu

Za uUCelem nasledné ligace bylo nejprve provedeno Sté€peni cilovych vektort
(pMAL-c2X a pGEX6P-1) a izolované DNA pomoci dvou restrikénich endonukleaz (EcoRI
a Sall), aby byly ziskany lepivé konce. Ze zmeéfené koncentrace izolované DNA byl
vypocitan jeji objem potfebny do reakce, abychom pfiblizné¢ pfidali 1000-1500 ng.
Do mikrozkumavek bylo pfipraveno 50 pl reakéni smési pro jednotlivé vektory a izolované
DNA (Tabulka 4 a 5).

Po pripravé reakcnich smési probihalo Stépeni 1 hodinu na tfepacce pii teploté 37 °C.
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Po uplynuti stanovené doby pro enzymatickou reakci byla do zkumavek, kde probihalo
Stépeni vektort, pridana alkalicka fosfataza, aby nedoSlo ke spojeni vektord do kruhu.
Po pfidani fosfatazy probihalo Stépeni dalSich 30 minut pfi stejnych podminkéach. Pro
ukonceni Stépeni byly enzymy v reakéni smeési inaktivovany zahfanim na teplotu 80 °C

v termobloku na 5 minut.

Tabulka 4: ReakEni smes St€peni izolované DNA pomoci endonukledz EcoRI a Sall

Vysledna koncentrace Objem
[u]
FastDigest pufr, 10X 1X 5,0
Restrikéni endonukleaza EcoRI 0,5
Restrikéni endonukleaza Sall 0,5
FSD2 1269,6 ng 24,0
DNA

FSD3 1328,0 ng 20,0
L. i pro FSD2 20,0

Deionizovana voda
pro FSD3 24,0
Celkovy objem 50,0

Tabulka 5: Reak¢ni smés $t€peni cilovych vektori pGEX6P-1 a pMAL-c2X pomoci endonukleaz EcoRI a Sall

Vysledna koncentrace Objem

\ M|
FastDigest pufr, 10X 1X 5,0
Restrikéni endonukleaza EcoRI 0,5
Restrikéni endonukleaza Sall 0,5
Plazmidova DNA 2200 ng 2,5
Deionizovana voda 41,5
Celkovy objem 50,0

4.5.5 Ligace produktu Stépeni

Ligace byla provedena ve 4 kombinacich pro vytvofeni konstruktd:
PMAL-c2X::FSD2; pMAL-c2X::FSD3; pGEX6P-1::FSD2; pGEX6P-1::FSD3. Byla pouZita
T4 DNA ligaza a ligace probihala 1 hodinu pii pokojové teploté. Reakcéni smés byla
pfipravena podle Tabulky 6 pro ligaci pMAL-c2X vektoru s produkty Stépeni izolované DNA
a podle Tabulky 7 pro ligaci pGEX6P-1 vektoru s produkty Stépeni izolované DNA. Jelikoz
se koncentrace vektori pMAL-c2X a pGEX6P-1 nelisila, byl pipetovan stejny objem pro oba
vektory. Pfislusné mnozstvi DNA k mnozstvi linearizovaného vektoru bylo vypocitano

pomoci rovnice (viz niZe) a upraveno na pomer 3:1.
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velikost inzertu [kb]
velikost vektoru [kb]

 hmotnost vektoru [ng] = mnozstvi inzertu [ng]

Tabulka 6: Reak¢ni smés pro ligaci (T4 DNA ligaza) lepivych koncti enzymaticky pfipravenych §tépenim
vektoru pMAL-c2X a fragmentii DNA

Vysledna koncentrace Objem
[ud]
Linearizovany vektor pMAL 100 ng 2,30
FSD2 41 ng 1,60
Inzert DNA FSD3 36 ng 136
T4 DNA Ligase pufr 1X 2,00
T4 DNA Ligiza 1U 0,50
- ) pro FSD2 12,90
Deionizovana voda pro FSD3 13.84
Celkovy objem 20,00

Tabulka 7: Reak¢ni smés pro ligaci (T4 DNA ligaza) lepivych koncli enzymaticky pfipravenych $tépenim
vektoru pGEX6P-1 a fragmentiit DNA

Vysledna koncentrace Objem
[ud]
Linearizovany vektor pGEX 100 ng 2,30
FSD2 55 ng 2,17
Inzert DNA FSD3 48 ng 181
T4 DNA Ligase pufr 1X 2,00
T4 DNA Ligiza 1U 0,50
- ) pro FSD2 13,03
Deionizovana voda pro FSD3 13.39
Celkovy objem 20,00

4.5.6 Transformace bakterialnich bunék Escherichia coli, One Shot TOP10

Transformovany teplotnim Sokem byly kompetentni buniky Escherichia Coli, DH5a.
K 10 pl ligaéni smési (plazmid potencialné nesouci inzert) v 1,5ml mikrozkumavce bylo
pfidano 50 pl kompetentnich bunek Escherichia Coli. Smés byla inkubovana 30 minut
na led¢. Nasledné byla smés prenesena do termobloku nastaveného na teplotu 42 °C na dobu
1 minuty. Po uplynuti 1 minuty byla smés opétovné ulozena do ledu na 3 minuty. Nakonec
bylo ke smési napipetovano 250 pul SOC média a inkubovano 1 hodinu pfi 37 °C. Tento

postup byl uplatnén pro vSechny liga¢ni smeési.
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4.5.7 Kultivace transformovanych bakterii

Pfedem pfipravené pevné LB médium bylo rozehfato v mikrovinné troubé.
Ve flowboxu bylo do média, po snizeni jeho teploty na pfijatelnou hodnotu, piidano ptislusné
antibiotikum ampicilin (AMP) sohledem na rezistenci vektoru (vysledna koncentrace
antibiotika v médiu byla 40 pg-ml!). Médium bylo nalito do Petriho misek a ponechano
ztuhnout.

Na ztuhnuté médium byla nanesena a hokejkou rozetfena suspenze transformovanych
bakterii. Bakterialni kultura byla kultivovana pfes noc (37 °C; 180 RPM, tma). Pro
dlouhodobéjsi uchovani byly Petriho misky s bakteriemi ulozeny do lednice (4 °C).

Po kultivaci byly narostlé kolonie, které potencialné nesly pfislusny plazmid,
ve flowboxu preneseny do tekutého LB média s pfidanym ampicilinem (vysledna koncentrace
antibiotika 40 pg-ml!). Do uzaviratelné zkumavky bylo nalito tekuté LB médium, do kterého
byly spomoci sterilniho paratka vybrané kolonie pieneseny. Kultivace probihala

v neuzaviené zkumavce v inkubéatoru (37 °C; 180 RPM; tma).

4.5.8 Izolace plazmidové DNA

Izolace plazmidové DNA byla provedena z pres noc kultivované bakterialni kultury.
Tekuté médium s bakteridlnimi koloniemi bylo postupné po 2 ml dvakrat centrifugovano
(4 minuty; 4000 g; laboratorni teplota) ve 2ml mikrozkumavce. Supernatant byl odstranén
vylitim a odpipetovanim. Vysledny pelet z celého objemu média byl rozpustén vortexovanim
v 250 pl P1 pufru. Nasledné bylo pfidano 250 pl P2 pufru a obsah mikrozkumavky byl
promichéan otacenim (pfiblizn€é 10x). Do mikrozkumavky dale bylo pfidano 300 pl P3 pufru
a obsah byl opétovné promichan otacenim mikrozkumavky. Mikrozkumavka byla pfenesena
na led a byla ponechéana k inkubaci po dobu 5 minut.

Po ukonceni inkubace byla provedena centrifugace (15 minut; 15000 g; 4 °C).
Do prazdné 1,5ml mikrozkumavky bylo mezitim pfeneseno 700 pl isopropanolu.
Po centrifugaci byl supernatant pfeveden do 1,5ml mikrozkumavky k isopropanolu. Obsah byl
promichan a ponechan v klidu po dobu 15 minut a nasledné centrifugovan (15 minut;
15000 g; 3 °C). Po vytazeni byl supernatant odstranén a byl pfidan 1 ml 75% (v/v) ethanolu.
Mikrozkumavky byly centrifugovany (10 minut; 15000 g; laboratorni teplota), poté byl
odstranén ethanol. Posledni krok byl zopakovan jesté jednou. Pro uplné odstranéni ethanolu
byly mikrozkumavky ponechany oteviené na pracovnim misté po dobu 30 minut. Nakonec

bylo pfidano 50 ul vody s nulovou aktivitou RNas, ve které byl pelet rozpustén. Byla zméfena
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koncentrace plazmidové DNA (obdobny postup jako méfeni koncentrace v kapitole 4.5.3).

4.5.9 Stépeni plazmidové DNA pomoci restrikénich endonukleaz

Uspé&snost klonovani byla ovéfena §tépenim izolované plazmidové DNA restrikénimi
endonukleazami. Reak¢ni smés byla pfipravena podle Tabulky 8. Piidany objem plazmidové
DNA (x) byl pfizptsobeny podle jednotlivych koncentraci zméfenych v kapitole 4.5.9, aby
bylo pfidano nejméné 2000 ng do reakce. Objem deionizované vody (y) byl dopocitan podle
plazmidové DNA do celkového objemu reakce 20 pl. Reakéni pufr byl vybran podle
pouzitého enzymu, aby bylo dosazeno maximalni efektivity enzymu. Enzymy byly vybrany

podle map jednotlivych plazmida v zavislosti na vloZzeném inzertu.

Tabulka 8: SloZeni enzymatické reakce pro §tépeni izolované plazmidové DNA pomoci restrikéni endonukledzy

Objem pro 1 reakci

Vysledna koncentrace
[ud]

FastDigest pufr, 10X 1X 2,0
Enzym 0,2
Plazmidova DNA >2000 ng X
Deionizovana voda y
Celkovy objem 20,0

Vysledna reakcni smés bylo promichéana a byla provedena inkubace (1 hodina; 37 °C).
Nasledné byla provedena horizontalni elektroforetickd separace podle kapitoly 4.5.2

s mirnymi modifikacemi (ke vzorku 4 ul DNA Gel Loading Dye, 6X).

4.5.10 Purifikace plazmidové DNA

Pro dal§i postup (transformace, sekvenovani) byla izolovana plazmidova DNA
purifikovana pomoci GenElute™ Plasmid Miniprep Kitu podle navodu vyrobce s Gpravami.
GenElute Miniprep Binding kolona byla umisténa do mikrocentrifuga¢ni zkumavky, a na ni
bylo naneseno 500 pl Column Preparation Solution. Bylo centrifugovano (1 minuta; 12000 g;
laboratorni teplota). Dfive izolovana plazmidova DNA byla smichana s 250 pl PB pufru
ananesena na piipravenou kolonu. Byla provedena centrifugace za stejnych podminek
avysledny eluat byl odstranén vylitim. Na kolonu bylo nésledné naneseno 750 pul Wash
Solution a opét byla provedena centrifugace za stejnych podminek, ktera byla zopakovana
jesté jednou bez naneseni jakékoliv roztoku. Nakonec byla kolona pfenesena do prazdné
mikrozkumavky a bylo na ni naneseno 40 pl Elution Solution. Kolona s roztokem byla

centrifugovana poprvé za stejnych podminek, a poté, co byl eluat opétovné nanesen
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na kolonu, podruhé na dobu 3 minut. Po dokonceni byla kolona odstranéna.

Takto purifikované vzorky (vzdy jeden zastupni vzorek pro stejny vysledek Stépeni)
byly po zméfeni koncentrace a Cistoty odeslany k sekvenovani. Bylo odeslano 500 ng
purifikované plazmidové DNA firmé SEQme (Ceska republika). Vysledky byly vyhodnoceny
v programu ApE.

4.5.11 Transformace bakterialnich bunék Escherichia coli, BL21 Star (DE3)

Pro expresi rekombinantnich proteini byly transformovany bakterialni bunky
Escherichia coli, BL21 Star (DE3). K50 pl bakterialnich bunék bylo pfidano
5 pl purifikované plazmidové DNA potvrzené nesouci inzert. Nasledovala transformace
tepelnym Sokem a kultivace transformovanych bakterii podle stejného postupu jako
v prfedchozich krocich. Bakterialni suspenze byla pro dlouhodobé uchovani zamrazena

na -80 °C v 50% sterilnim glycerolu v poméru 1:1 (vysledna koncentrace glycerolu 25 %).

4.5.12 Nasazeni transformovanych bakterialnich bunék

Ve flowboxu byly pfipraveny Erlenmeyerovy baiky. Do kazdé bylo prevedeno
50 ml tekutého LB média s40 pl adekvatniho antibiotika ampicilin (AMP, vysledna
koncentrace 40 pg'ml'). Do média bylo pifidano 100 pl zbakteridlni suspenze
(transformované bakterie Escherichia coli, BL21 Star (DE3)). Bakterialni kultura byla
kultivovana ptes noc v inkubatoru (37 °C; 180 RPM; tma).

Po dokonceni kultivace bylo provedeno prepasazovani. Vysledna namnozena
bakterialni kultura byla pfevedena do 400 ml tekutého LB média ve vétsi Erlenmeyeroveé
barce s pfidanym ampicilinem, které bylo dale ulozeno ke kultivaci do inkubatoru (37 °C;
180 RPM,; tma). U kultivované bakterialni suspenze byla sledovana opticka hustota pii vinové
délce 600 nm (ODeoo, optical density), ktera byla méfena na 1 ml bakterialni kultury pomoci
spektrofotometru s vyuzitim cistého tekutého LB média jako slepého vzorku. Po dosazeni
hodnoty optické hustoty 0,8 (pfiblizné€), bylo k bakterialni kultufe pfidano 200 pl 1M IPT6
(indukce exprese proteinti, udrzovano na ledu). Takto prfipravené bakterialni kultury byly
kultivovany ptes noc v inkubatoru (18 °C; 180 RPM; tma).

Po dokonCeni kultivace byla bakteridlni kultura postupné centrifugovana
ve Falkonovych zkumavkach (10 minut; 4000 g; 4 °C). Supernatant byl odstranén slitim

a vysledny pelet byl zamrazen v tekutém dusiku a skladovan pii teploté —80 °C.
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4.5.13 Lyze bakterialnich bunék

K peletu, tvorenému bakterialnimi buitkami Escherichia coli, BL21 Star (DE3), bylo
pfidano 5 ml vychlazeného 1X PBS. Pelet byl rozpustén v PBS pomoci vortexu. Nasledné
byly slouceny do jedné Falkonovy zkumavky bakteridlni kultury nesouci stejny konstrukt,
takze celkovy objem suspenze byl pfiblizné 13 ml (objem se s rozsuspendovanim bakterialni
kultury zvysil). K bakterialni kultufe bylo pfidano 260 pl 100mmol-1I"! PMSF (inhibitor
protedz, vysledna koncentrace dosahovala hodnoty 2 mM).

Takto pfipravené bakterialni buiky byly homogenizovany pomoci sonifikace.
Ultrazvukovy homogenizator model 3000MP byl nastaven na amplitudu 50 po dobu
5 minut (6 sekund sonifikace a 7 sekund pauza). Falkonova zkumavka s bakterialni kulturou
byla ulozena do misky s ledem a vlozena do pfistroje. Pro kazdy vzorek byla homogenizace
zopakovana 3x.

Po ukonceni byly homogenizované bakterialni builky udrzovany na ledu. Nasledné
k nim bylo pfidano 1,3 ml 10% Tritonu X-100, aby vysledna koncentrace byla 1 % (fedéni
10x). Poté byla provedena centrifugace (20 minut; 14000 g; 4 °C). Supernatant byl odebran
do nové Falkonovy zkumavky a centrifugace byla zopakovana (15 minut; 14000 g; 4 °C).

Vysledny supernatant byl opét pfenesen do nové Falkonovy zkumavky.

4.5.14 Afinitni purifikace rekombinantnich enzymu FSD

Pro provedeni afinitni purifikace byly nejprve promyty matrice k naneseni na kolonu.
Byly pouzity 2 rizné matrice, jelikoz byly pouzity 2 vektory (konstrukty obsahujici
pGEX6P-1 vektor expresovany jako proteiny fuzovany s GST; konstrukty obsahujici
pPMAL-c2X vektor expresovany jako proteiny fuzovany s MBP). Pripraveny k pouziti byly
smichanim 200 pl matrice (Glutathione Sepharose 4B (pro GST-fuzované proteiny) nebo
Amylose Resin (pro MBP- fuzované proteiny), pied pipetovanim fadné protiepané) s 10 ml
1X PBS do 15 ml Falkonové zkumavky.

Kolony byly umistény ve vhodné pozici do lednice, aby bylo mozné odebirat
proteeny roztok. Kolony byly promyty 1X PBS (kolony vzdy naplnény az po okraj). Po
promyti byly na kolony naneseny pfipravené matrice. Kolony byly po naneseni matrice
opétovne promyty 1X PBS. Ze ziskaného supernatantu (kapitola 4.5.15) bylo nejprve
odebrano 100 pl do 1,5ml mikrozkumavky. Nasledn€, kdyz hladina 1X PBS dosahla Grovné
matrice, byl na kolonu nanesen zbytek supernatantu. Po proteceni supernatantu byl na kolonu

nanesen 1X PBS. Do 1,5ml mikrozkumavky bylo odebrano 200 pl z roztoku vylu¢ovaného
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kolonou.

Nasledné¢ byl na kolonu nanesen 1 ml pfislusného elucniho roztoku k matrici
(20mmol-1"! maltéza s Smmol 1" DTT pro Amylose Resin a 20mM glutation s Smmol 1" DTT
pro Glutathione Sepharose 4B GST-tagged protein purification resin). Pfi eluci bylo do 1,5ml
mikrozkumavek postupné odebravano 200 pl protekajiciho roztoku. Celkem bylo odebrano az
6 frakci. Do posledni frakce byla pfidana ¢ast pevné matrice z kolony (tzv. frakce beads).

Vsechny odebrané frakce byly zamrazeny do dusiku a uchovavany v —80 °C.

4.5.15 SDS-PAGE

Polyakrylamidovy gel o tloustce 1,5 mm pro elektroforetickou separaci
za denaturujicich podminek (SDS-PAGE - elektroforéza v polyakrylamidovém gelu
v pfitomnosti dodecylsiranu sodného) byl pfipraven pomoci soupravy TGX Stain-Free
FastCast Acrylamide Kit podle navodu vyrobce. Nejprve byl nanesen 12% rozdé€lovaci gel
Pasteurovou pipetou mezi skla ocisténa 96% etanolem, vysuSena plynnym dusikem
a sestavena do prislusné aparatury. Na né byl ihned nanesen 4% zaostfovaci gel a vlozen
hiebinek. Oba gely byly ponechany 30 minut tuhnout.

Pro naneseni vzorkii do gelu byl nejprve piipraven 1 ml barviva. Nejprve byl
Laemliho pufr smichan v digestofi s 2-merkaptoetanolem v poméru 9:1 (900 pl Laemliho
pufru + 100 ul 2-merkaptoetanolu). Nasledné bylo 20 ul takto ptipraveného barviva pridano
k 60 ul vzorku. Takto pfipravené vzorky byly promichany vortexovanim a preneseny
k inkubaci do termostatu (5 minut; 96 °C). Po dokonceni inkubace a zchladnuti na pokojovou
teplotu bylo 25 pul vzorki naneseno za marker relativni molekulové hmotnosti
do ptipraveného gelu ulozeného v elektroforetické vané naplnéné elektroforetickym pufrem.
Samotna separace probihala na ledu pii konstantnim napéti 100 V prvnich 15 minut,
anasledné pii 150 V piiblizn€¢ 1 hodinu. Vysledné gely byly nabarveny pomoci roztoku
Coomassie Brilliant blue G 250, ve kterém byly ponechany 15 minut. Néasledné
byly 2x 15 minut gely odbarvovany pomoci odbarvovaciho roztoku.

Detekce proteinti probihala pomoci obrazového skeneru Image Scanner III. Pro

konecnou upravu vysledky byl pouzit program Microsoft PowerPoint.

4.5.16 Méreni koncentrace rekombinantnich enzymu FSD

Stanoveni koncentrace proteini bylo provedeno Bradfordovou metodou (Bradford,
1976). Bradfordovo ¢inidlo bylo nafedéno v poméru 1:4 do celkového objemu 15 ml, tudiz

ke 3 ml ¢inidla bylo pfidano 12 ml deionizované vody. Do 96jamové mikrotitraéni desticky
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bylo pro méfeni pipetovano 299 ul Bradfordova ¢inidla na jamku, ke kterym byl nasledné
pfidan vzdy 1 pl vzorku ziskaného afinitni purifikaci proteini. Pro jeden vzorek byly
vyclenény 3 jamky, aby bylo méfeni provedeno na 3 replikach. Objem jamky mikrotitracni
desticky byl promichéan pipetovanim. Nasledné byly vzorky ponechéany k inkubaci (10 minut;
laboratorni teplota). Analyza byla provedena pomoci spektrofotometru s monochromatorem
Infinite M Nano pii vlnové délce 595 nm. Vysledna kvantifikace byla provedena s pomoci
kalibracni kiivky roztoku BSA o zname koncentraci. Ziskana data byla zpracovana

v programu Microsoft Excel.

4.5.17 Stanoveni enzymatické aktivity rekombinantnich enzymu FSD

Pro stanoveni enzymatické aktivity pfipravenych rekombinantnich FSD byly nejprve
vzorky rozdéleny elektroforetickou separaci v nedenaturujicich podminkach, tzv. Nativni
PAGE. Pro jednotlivé konstrukty byla vybrana 1 reprezentativni frakce. Polyakrylamidovy
gel o tloust’ce 1,5 mm byl pfipraven ze 4% zaostfovaciho gelu a 12% rozdelovaciho gelu,
které byly Pasteurovou pipetou postupné naneseny mezi tenka skla ocisténa 70% etanolem,
ususena plynnym dusikem a sestavena do piislusné aparatury. Pro elektroforetickou separaci
byl pouzit jako elektrodovy pufr tris-glycinovy (transferovy) pufr.

Do pripraveného gelu bylo naneseno 5 pg a 10 pg proteinu v 15 pl. Objem potrebny
pro naneseni zminéného mnozstvi byl stanoven z dat Bradfordovy metody. Stanoveny objem
byl obohacen glycerolem, aby vysledna koncentrace glycerolu dosahovala hodnoty 10 %,
adoplnén 1X PBS do pozadovaného objemu 15 pl. Elektroforeticka separace probihala
na ledu pfi konstantnim proudu 40 mA a napéti 270 V na gel po dobu 2 hodin.

Po dokonceni elektroforetické separace byly gely inkubovany (10 minut; laboratorni
teplota) v 50 ml fosfatového pufru bez kyseliny L-askorbové a glycerolu. Nasledné byl gel
inkubovan v 50 ml fosfatového pufru bez kyseliny L-askorbové a glycerolu, ale
s 0,6 mmol- 1" NBT (20 minut; tma; laboratorni teplota). Poté v 50 ml fosfatového pufru bez
kyseliny L-askorbové a glycerolu s Smmol-1"' Na,EDTA, 0,25% TEMED a 0,06mmolI'!
riboflavinem (15 minut; tma; laboratorni teplota). Po ukonceni inkubace byl gel vystaven
na dobu 5 minut pfimému svétlu o intenzité 150 umol-m™s'. Po expozici byl fosfatovy pufr
opakované (3x) nahrazen deionizovanou vodou.

Vysledna dokumentace gelu byla provedena pomoci Image Scanner III. Do finalni

podoby byly vysledky zpracovany s pouzitim programu Microsoft PowerPoint.
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4.5.18 Imunoblotovani

Pfed samotnym provedenim transferu proteini na membranu, byla provedena
elektroforeticka separace za denaturujicich podminek s vybranymi frakcemi s nejvhodné;si
koncentraci proteinli (frakce ziskany afinitni purifikaci (kapitola 4.5.16) a pfipraveny
k naneseni do gelu (kapitola 4.5.17)). K separaci byl pouzit 4% a 12% polyakrylamidovy gel
o tloust'ce 1,5 mm pfipraveny smichanim pfislusnych slozek. TEMED a APS byly pifidany
tésné pred nanesenim. Prvni byl do pfipravené aparatury na gely pienesen 12% rozdélovaci
gel, ktery byl pfevrstven isopropanolem a ponechan polymerizovat 45 minut. Po dokonceni
polymerizace byl isopropanol slit z gelu a gel byl oplachnut 5x deionizovanou vodou. Zbytky
vody byly odstranény pomoci filtraéniho papiru. Jako druhy byl nanesen 4% zaostfovaci gel,
do kterého byl okamzité vlozen hfebinek. Gel byl ponechan polymerizovat 20 minut.
Pro naslednou elektroforetickou separaci bylo do gelu naneseno 10-15 pl vzorku (podle
koncentrace) a samotna separace probihala pfi stejnych podminkéch jako v kapitole 4.5.17.

Po dokonceni elektroforetické separace byly separované proteiny pifeneseny na PVDF
membranu o rozmérech 8,5 cm na Sitku a 6 cm na vysku. Membrana byly nejprve vlozena
na 30 s do methanolu, a poté prenesena spolu s filtranim papirem, houbic¢kou a vyslednym
polyakrylamidovém gelem, ktery byl po dokonceni separace promyt destilovanou vodou,
k inkubaci do transferového pufru sobsahem 10% (v/v) methanolu na dobu 10 minut.
Nasledné byly jednotlivé Casti slozeny do kazety v poradi: houbicka, 3 filtraéni papiry, gel,
PVDF membrana, 3 filtracni papiry, houbicka. Pii skladani do kazety byly zjednotlivych
vrstev odstrafiovany bubliny pomoci valecku. Takto slozend kazeta byla pfenesena
do elektroforetické vany naplnéné transferovym pufrem s obsahem 10% (v/v) methanolu.
Transfer probihal pfi konstantnim napéti 24 V pies noc v lednici.

Dalsi den byla membrana opatrné vytazena z kazety a promyta destilovanou vodou.
Pro oveéfeni pienosu proteind byla membrana vlozena na 30 s do roztoku Panceau S, omyta
3x v destilované vodé a zdokumentovana fotoaparatem. Odbarveni membrany bylo docileno
promytim 2x na 10 minut v destilované vodé na tfepacce a nasledné za stejnych podminek
v TBS-T.

Pro detekci FSD byly membrany nejprve blokovany v roztoku 5% (w/v) odtucnéného
suSeného mléka v TBS-T za pomalého tfepani po dobu 1,5 hodiny. Po uplynuti stanovené
doby byl roztok nahrazen roztokem primarni protilatky (anti GST, 1:1000; anti MBP, 1:1000;
anti FSD3, 1:1000), ktera byla fedéna v 1% (w/v) roztoku odtu¢néného suSené¢ho mléka

v TBS-T. Membrany byly inkubovany sroztokem s primarni protilatkou pfes noc za
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pomalého tfepani ve 4 °C. Nasledujici den byl roztok s protilatkou odstranén a membrana
byla 5x promyvéna v roztoku TBS-T po dobu 5 minut. Nésledné byla membrana inkubovana
na 1,5 hodiny za pomalého tfepani v 10 ml roztoku sekundarni protilatky (podle primarni
protilatky bud’ anti rabbit protilatka konjugovand s kienovou peroxidasou, 1:5000 nebo
anti mouse protilatka konjugovana s kienovou peroxidasou, 1:5000), kterd byla nafedéna
v 1% (w/v) roztoku odtucnéného suSeného mléka v TBS-T. Po ukonceni inkubace byla
membrana 3x promyvana v roztoku TBS-T po dobu 10 minut.

Vizualizace znaCenych proteinu byla provedena pomoci komercniho substratu Clarity
Western ECL Substrate, ve kterém byla membrana inkubovana po dobu 2 minuty. Nasledné
byla membrana zdokumentovana pomoci piistroje ChemiDoc MP Imaging System, kdy byl
vyuzit protokol Chemi. Zpracovani ziskaného obrazového materialu bylo dosahnuto vyuzitim

Image Lab a pro finalni verzi program Microsoft PowerPoint.

4.5.19 Povrchova sterilizace semen

Bylo pracovano ve flowboxu. Do 1ml mikrozkumavky byla pfenesena semena
Husenicku rolniho (Arabidopsis thaliana). Do mikrozkumavky byl ptidan 1 ml 70% (v/v)
ethanolu. Obsah byl michan pfevracenim mikrozkumavky po dobu 5 minut. Po sedimentaci
semen byl 70% (v/v) ethanol odebran pomoci automatické pipety. Do mikrozkumavky
susazenymi semeny byl pfidan 1 ml 96% (v/v) ethanolu a obsah byl michan po dobu
1 minuty. Po usazeni semen byl 96% (v/v) ethanol odebran pomoci automatické pipety.
Nasledné byl k semenim pfidan 1 ml sterilni deionizované vody. Mikrozkumavka byla
parkrat prevracena, aby doSlo k promyti semen, a poté byla deionizovana voda odebrana.
Sterilni deionizovana voda byla pfidana znova a obsah byl opét promichan. Nakonec byla
semena prenesena pomoci automatické pipety na filtraéni papir v Petriho misce a ponechana

ve flowboxu k vyschnuti.

4.5.20 Vysev sterilnich semen

Ve flowboxu byla sucha sterilizovana semena pomoci paratka prenesena z filtra¢niho
papiru na pfipravené 2 MS médium v Petriho miskach. Semena byla pokladana na médium
pfiblizn€ 2 cm od okraje Petriho misky a 1 cm od sebe. Petriho misky s nasazenymi semeny
na médiu byly uzavieny parafilmem a preneseny do temného prostiedi o teploté¢ 4 °C
zaucCelem sjednotit jejich kliceni (stratifikace). Nasledujici den byly Petriho misky
s nasazenymi semeny ulozeny ve vertikalni poloze do kultivaéni mistnosti. Kultivace

probihala pfi teploté 22 °C, 70% vlhkosti, pii stiidani rezimt (16 hodin svétla a 8 hodin tmy,
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kdy intenzita svétla dosahovala hodnoty 150 umol-m™ -s!).

4.5.21 Alelové specificka PCR

Alelové specifickd PCR byla provedena s vzorky odebranymi ze 14dennich rostlin
kultivovanych in vitro. Z rostlin péstovanych v Petriho miskach byla pomoci sterilnich niazek
ustfizena ¢ast listu (pfiblizné 2 mm?) a pomoci sterilni pinzety ptenesena
do 1,5ml mikrozkumavky. Sterilizace nastroji mezi odbéry jednotlivych vzorkd byla
provedena oplachnutim v 96% etanolu a destilované vodé. Spolu s fragmenty listu bylo
do mikrozkumavky pfidano 50 pl extrakéniho pufru (Dilution Buffer; Phire Plant Direct PCR
Kit), ve kterém byl fragment mechanicky rozmélnén prostfednictvim 10ul Spicky. Vznikla
smés v mikrozkumavce byla pfemisténa do ledové tfisté a nasledné inkubovana pies noc pfi
teploté —20 °C.

Takto ptipravené vzorky DNA byly nasledné pouzity pro alelové specifickou PCR,
jejiz reakéni smés byla ptipravena podle Tabulky 9. Teplotni a Casovy program termocykleru
byl nastaven podle Tabulky 10. Vyuzity byly primery (RP; LP; LB; viz Tabulka 11), které

byly navrzeny za pomoci programu T-DNA Primer Design Tool.

Tabulka 9: Reak¢ni smés pro alelove specifickou PCR s pouzitim Phire Hot Start II DNA polymerazy

Objem pro 1 reakci

Komponent Vysledna koncentrace m
Phire Reaction Buffer, 5X 1X 4,00
Phire Hot Start II DNA polymeriza 0,50
dNTP mix, 10 mM 0,25 mmol-1"! 0,50
FW 0,25 pmol-1'! 0,50
Primer, 10 pM . .
o REV 0,25 pmol 1! 0,50
Deionizovana voda 13,00
DNA templait 1,00
Celkovy objem 20,00

Tabulka 10: Nastaveni teplotniho a ¢asového programu pro aleloveé specifickou PCR

Krok cyklu TT? éo]ta Cas Pocet cyklu
Pocitecni denaturace 98 30s 1
Denaturace 98 5s

Annealing 61 5s 32
Extenze 72 60 s

Findlni extenze 72 5 min 1
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Tabulka 11: Sekvence pouzitych primert pii aleloveé specifické PCR (LB — Left T-DNA Border primer; LP —
Left genomic Primer RP — Right genomic Primer)

Typ Nazev Sekvence (5" —3")

LB LBbl1.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC

RP fsd2_RP GAATGCAATGGAAAAGAAACG
LP fsd2_LP AACTTGCCACTATGACCATGG
RP fsd3_RP ATATACGGCTCCAAAGCATCC
LP fsd3_LP CACTCTCTTGGAAAAATGAGGG

Po dokonceni PCR reakce byly amplifikované fragmenty separovany pomoci
horizontalni elektroforeticka separace v 1% (w/v) agarozovém gelu podle postupu v kapitole
4.3.2 s mirnymi upravami. Ke vzorkiim byly pfed nanesenim do gelu pfidany 3 ul DNA Gel
Loading Dye, 6X a do gelu byl vnesen cely objem (23 pl).

Po vizualizaci amplifikovanych fragmenti bylo mozné odlisit jednotlivé genotypy,
jelikoz kombinace primeri LP a RP naseda na alelu divokého typu a kombinace primert
LB a RP umoznuje detekci T-DNA inzertu v daném genu. Pro kombinaci primeri LP a RP
(detekce alely divokého typu) byla predpokladana velikost fragmentd FSD3 1265 bp
au FSD2 1134 bp. Velikost fragmenti pii pouziti primerd LB a RP (detekce T-DNA inzerce)
byla predpokladana mezi 500—700 bp (rozmezi je uvedeno z divodu nejednoznacné polohy

inzerce).
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5 Vysledky
5.1 PCR amplifikace FSD2 a FSD3 genu

Za uCelem nasledné pripravy rekombinantnich enzymd byla provedena
PCR amplifikace pfislusnych gend FSD2 a FSD3. Amplifikace probihala s templatovou
cDNA zrostliny Arabidopsis thaliana (poskytnuta vedoucim bakalafské prace)
se specifickymi primery pro zadané sekvence, které byly navrzeny tak, aby vysledna sekvence
disponovala restrikénimi misty pro nasledné restrikéni Stépeni. Pro ovéfeni uspesnosti
amplifikace a pro dalSi postup prace byla provedena horizontalni elektroforetickd separace
v 1% agarozovém gelu (Obrazek 6), kdy byla ofekavana velikost amplikoni FSD2 genu
915 bp a FSD3 genu 789 bp.

A)
5000 bp—+
1500 bp, —+

1000 bp, —T
500 bp —

Obriazek 6: Detekce amplikonit FSD2 a FSD3 po elektroforetické separaci v 1% agarozovém gelu. A — Detekce
amplikonu FSD2 genu (o¢ekavana velikost produktu 915 bp); B — Detekce amplikonii FSD3 genu (o¢ekavana
velikost produktu 789 bp); M — Marker relativni molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1-5 —
analyzované amplikony

Na zakladé ziskanych elektroforetogramti (Obrazek 6) jsme vyhodnotili produkty PCR
amplifikace, kdy vétSina vysledkt odpovidala predpokladanym velikostem. Amplikony FSD2
genu odpovidaly velikosti 915 bp a amplikony FSD3 genu odpovidaly velikosti 789 bp.
Na elekroforetogramu na Obrazku 6B jsme pozorovali absenci produktu u prvniho
z analyzovanych amplikond. To mohlo byt zpisobeno chybnym vnesenim ¢cDNA do reak¢ni
smési, ale jelikoz ostatni analyzované amplikony FSD3 genu vysly podle predpokladi, byly
naSe vysledky vhodné pro dalsi praci.

Vizualizované produkty byly z gelu vyfezany a byla provedena izolace a purifikace
podle vySe popsaného postupu. Z gelu obsahujictho produkty FSD2 amplifikace bylo
vytezano 1,0291 g a z gelu obsahujiciho produkty FSD3 amplifikace 0,8836 g, cemuz byl
uzpusoben objem NTI pufru ze zminéného postupu. Po dokonceni izolace a purifikace jsme

zméfili koncentraci dsDNA, ktera dosahovala hodnot 52,9 ng-ul! pro FSD2 a 66,4 ng-ul™! pro
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FSD3. Obé koncentrace byly dostacujici pro nasledujici praci.

5.2 Priprava konstrukta amplifikované DNA s vektory pGEX6P-1

a pMAL-c2X

Precisténé PCR produkty byly nasledné enzymaticky Stépeny pomoci dvojice
restrikCnich enzyma (EcoRI a Sall). Objem pridany do reakce byl odvozen zvysledné
koncentrace amplifikované DNA po purifikaci (viz metoda 4.5.3 Izolace a purifikace
amplifikované DNA/ 4.5.4 Enzymatické S§tépeni vektorti a produkti). Pomoci stejné dvojice
enzymu byly Sté€peny 1 prazdné vektory pGEX-6P-1 a pMAL-c2X. Vektory a fragmenty DNA,
které diky enzymatickému Stépeni obsahovaly komplementarni lepivé konce, byly nasledné
vhodné ligovany pomoci T4 DNA ligazy.

Po dokonceni ligace, tedy po potencionalni ptipraveé konstruktd pGEX6P-1::FSD2;
PGEX6P-1::FSD3; pMAL-c2X::FSD2 a pMAL-c2X::FSD3, byla provedena transformace
a kultivace bakterii na pevném LB médiu obsahujici selek¢ni antibiotikum. Narostlé kolonie
byly z pevného média presunuty do tekutého média, ze kterého byla po kultivaci izolovana
plazmidovda DNA jednotlivych kolonii. Byla zméfena koncentrace izolované plasmidové
DNA jednotlivych kolonii (Pfiloha 1).

Za ucelem identifikace pozitivnich kolonii bylo provedeno restrikéni Stépeni
s vybranymi  endonukledzami. Pro konstrukt pGEX6P-1::FSD2 bylo nasazeno
a prezkoumavano 6 kolonii. Pro ostatni konstrukty pGEX6P-1::FSD3; pMAL-c2X::FSD2
a pMAL-c2X::FSD3 byly nasazeny a prezkoumavany 4 kolonie kazdého konstruktu. Produkty
Sté€peni byly rozdéleny elektroforetickou separaci (Obrazek 7). Ocekavané velikosti fragmentt
s pouzitim specifickych enzyma byly pro pGEX6P-1::FSD2 (Pstl: 4516; 1382 bp),
pGEX6P-1::FSD3 (Xhol: 5093; 679 bp), pMAL-c2X::FSD2 (Ndel: 6174; 1377 bp) a pro
PMAL-c2X::FSD3 (HindIIl: 6758; 667 bp). Predpokladané velikosti fragmenti byly ziskany

in silico Stépenim.
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Obrizek 7: Restrikéni analyza izolované plasmidové DNA z kolonii potenciondlné nesouci pGEX6P-1::FSD2;
PGEX6P-1::FSD3; pMAL-c2X::FSD2 a pMAL-c2X::FSD3 s naslednou elektroforetickou separaci. A — Detekce
Stépu FSD2 genu a pGEX-6P-1 vektoru (Pstl; pfedpokladana velikost Stépti 4516 bp a 1382 bp); B — Detekce
Stépu FSD3 genu a pGEX-6P-1 vektoru (Xhol, piedpokladana velikost §t€pa 5093 bp a 679 bp); C — Detekce
Stépu FSD2 genu a pMAL-c2X vektoru (Ndel, ptedpokladana velikost §t€pa 6174 bp a 1377 bp); D — : Detekce
Stépu FSD3 genu a pMAL-c2X vektoru (HindIII, prfedpokladana velikost §téptt 6758 bp a 667 bp); ); M — Marker
molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; 1-6 — analyzované plazmidové DNA jednotlivych
kolonii

Podle detekovanych fragmentt (Obrazek 7) byly identifikovany klony nesouci vlozené
inzerty pomoci srovnani s predpokladanymi velikostmi fragmentt. Na zakladé odpovidajicich
velikosti fragmentd byly urCeny 4 kolonie pozitivni pro konstrukt pGEX6P-1::FSD2
(Obréazek 7A; drdha 1; 3; 5 a 6) a 2 negativni (Obrazek 7A; draha 2; 4). V draze 2 byl
detekovan pouze fragment vektoru pGEX6P-1, takze tento plazmid nenesl inzert a nebyl
vyuzit pro dalsi pracovni postup. Soucasné byly u klonu v draze 4, ktery nebyl bran jako
pozitivni, detekovany fragmenty smirné¢ odliSnymi velikostmi. Pro konstrukt
pGEX6P-1::FSD3 byly detekovany 3 pozitivni kolonie (Obrazek 7B; drdha 1; 3 a 4)
a 1 negativni (Obrazek 7B; draha 2). Bylo pfedpokladano, ze doslo k chybé v ptipravé reakcni
smési. VSechny fragmenty konstruktu pMAL-c2X::FSD2 (Obrazek 7C) odpovidaly
predpokladanym velikostem, a proto byly vSechny 4 kolonie povazovany za pozitivni.

Stejnym zpusobem byly uréeny vSechny 4 analyzované kolonie potencionalné nesouci
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konstrukt pMAL-c2X::FSD3 (Obrazek 7D) jako pozitivni.

Plasmidova DNA pozitivnich klont byla purifikovana podle postupu uvedeného vyse.
Spravnost pfipravenych konstrukti byla ovéfena metodou Sangerova sekvencovani skrze
sekvencovani ziskané plazmidové DNA o dané koncentraci a Ccistot¢ (Tabulka 12).

Vysledkem sekvenovani bylo potvrzeni vlozeni inzertu u vSech odeslanych vzorku.

Tabulka 12: Koncentrace a Cistota plazmidovych DNA zaslanych k sekvenovani

. . Koncentrace v
Vzorek Cislo kolonie Cistota (260/280)
[ng-pul']
pGEX6P-1::FSD2 1 90,50 1,92
pGEX6P-1::FSD3 1 55,00 1,96
PMAL-c2X::FSD2 1 57,00 1,92
PMAL-c2X::FSD3 1 80,80 1,96

5.3 Afinitni purifikace pripravenych rekombinantnich enzymu FSD

Po ovéfeni uspéSnosti klonovani byly bakterie Escherichia coli, BL21 Star (DE3)
transformovany pozitivnimi plazmidy. Zminéné bakterie byly nejprve kultivovany na pevném
meédiu a nasledné presazeny do tekutého média, kdy byla pfi optimalni optické hustoté
indukovana exprese rekombinantnich enzymu. Po dokonCeni kultivace s indukci, byly
bakterialni buiky sesbirani pomoci centrifugace a homogenizovany. Ziskany supernatant byl
podroben afinitni purifikaci dle vySe uvedeného postupu.

Afinitni purifikaci byly pomoci specifickych matric zachyceny pfipravené
rekombinantni enzymy FSD2 a FSD3. Inzerty ligovany s pGEX6P-1 plazmidem, byly bakterii
expresovany jako proteiny fuzovany s GST. Ty byly purifikovany pomoci matrice, ktera
vazala GST-tag proteinu (Glutathione Sepharose 4B GST-tagged protein purification resin).
Inzerty ligovany s pMAL-c2X plazmidem, byly expresovany jako proteiny fuzovany s MBP.
Ty byly purifikovany pomoci matrice specifické pro MBP-tag proteinu (Amylose resin).

Jednotlivé frakce, ziskané béhem procesu afinitni purifikace, byly pfezkoumany
pomoci SDS-PAGE s naslednym barvenim proteini pomoci CBB G-250 (Obrazek 8 a 9).
Ocekavana velikost fuznich proteinti byla 58,6 kDa pro GST-FSD2; 54 kDa pro GST-FSD3;
76,6 kDa pro MBP-FSD2 a 72 kDa pro MBP-FSD3 (velikosti odvozeny ze znamych velikosti
jednotlivych enzymu a tagti (GST: 24 kDa; MBP: 42 kDa; FSD2: 34,6 kDa; FSD3: 30 kDa).
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Obrazek 8: Analyza jednotlivych frakci fiznich FSD2 enzymii ziskanych pomoci afinitni purifikace,
SDS-PAGE a nasledného CBB G-250 barveni. A — Detekce GST-FSD2 rekombinantniho enzymu (o¢ekavana
hmotnost proteinu 58,8 kDa); B — Detekce MBP-FSD2 rekombinantniho enzymu (o¢ekavand hmotnost proteinu
76,6 kDa); M — Marker relativni molekulové hmotnosti proteinii Precision Plus Protein Dual Color Standards;
S — supernatant; FT — flow through; 1-6 — odebrané frakce pfi eluci; B — frakce obsahujici beads (¢ast matrice)

Na zakladé této detekce byla potvrzena uspésnost purifikace pfipravenych enzymu
porovnanim s predpokladanymi velikostmi. Nejvétsi mnozstvi Cistého proteinu GST-FSD2
(Obrazek 8A) bylo detekovano ve frakci 2, ktera na druhou stranu obsahovala vétsi mnozstvi
proteini neodpovidacich predpokladané velikosti. Naopak nejCistéjsi byla frakce 4, ve které
ale byla zaznamenana nejmensi koncentrace proteinu. Ve vétsSiné frakci byla detekovana vétsi
koncentrace produkti o velikosti pfiblizn€¢ 25 kDa. Usuzujeme, ze se jednalo o samotny
GST tag, jelikoz velikost produkti odpovidala predpokladané velikosti tagu 24 kDa.

Nejvétsi koncentraci proteinu MBP-FSD2 (Obrazek 8B) méla frakce 2, ktera ale
obsahovala zna¢né mnozstvi nespecifickych proteinti. Nejvétsi Cistotu, ale mensi koncentraci
proteinu zajmu meéla frakce 5. Stejné jako v predchozim pripadé byla ve vétSiné frakci
dekovana vétsi koncentrace produkti odpovidajicim velikosti tagu. V tomto piipadé velikosti
MBP tagu 42 kDa. Pfi porovnani afinitni purifikace rekombinantni FSD2 byla zaznamenéana
efektivngj§i afinitni purifikace pifi vyuziti MBP tagu a knému pfislusné matrice
(Obrazek 8B). Koncentrace enzymu nesouci MBP-tag zna¢né predcila mnozstvi
purifikovanych enzymii s GST tagem. Nicméné velka koncentrace enzymi zplsobila
odchyleni od ofekavanych hodnot (nejvyraznéji u MBP-FSD2; Obrazek 8B). Pro presnéjsi
vysledky by bylo potfeba metodu provést znova s mensimi objemy frakci. Pro nasi dalsi praci
bylo toto odchyleni opomenutelné, proto byly vysledky dostacujici. U obou vysledkt byly
detekovany enzymy zajmu ve frakci beads, coz naznaCuje, ze cast pripravenych
rekombinantnich enzyml nebyla eluovana z matrice. Taktéz jsme u obou vysledki

porovnanim frakce obsahujici supernatant (S) s frakci flow through (FT) detekovali, ze velka
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cast nespecifickych proteint produkovanych expresnim bakterialnim systémem byla z matrice

vyloucena pred samotnym odebiranim frakci.

A) MSFT1 2 3 4 5 B B) MSFT1 2 34 5 6 B
75kRa—- 75kDa - . | MBP-FSD3
——GST-FSD3
50kDa—— 50kDa ——
37kDa—— 37kDa —+
25kDa —— 25kDa T

Obriazek 9: Analyza jednotlivych frakci fuznich FSD3 enzymii ziskanych pomoci afinitni purifikace,
SDS-PAGE a nasledného CBB G-250 barveni. A — Detekce GST-FSD3 rekombinantniho enzymu (o¢ekavana
hmotnost proteinu 54 kDa); B — Detekce MBP-FSD3 rekombinantniho proteinu (ocekdvana hmotnost proteinu
72 kDa); M — Marker relativni molekulové hmotnosti proteinii Precision Plus Protein Dual Color Standards; S
—supernatant; FT — flow through; 1-6 — odebrané frakce pfi eluci; B — frakce obsahujici beads (¢ast matrice)

U rekombinantniho enzymu GST-FSD3 (Obrazek 9A) bylo zaznamenéano,
ze koncentrace purifikovanych proteind v jednotlivych frakcich je mensi nez koncentrace,
které bylo dosazeno pii ostatnich provedenych purifikacich. Nicméné nejvét§i mnozstvi
proteinu zajmu obsahovala frakce 2. Naopak nejmens§i mnozstvi obsahovala frakce 5.
Za nejCistéjsi byla povazovana frakce 4 a 5. Nejvice proteinu MBP-FSD3 (Obrazek 9B)
obsahovala frakce 2 a za nejCistéjsi byla povazovana frakce 6. Frakce 6 zaroven obsahovala
nejniz§i mnozstvi proteinu zajmu. V pfipade€ purifikace rekombinantni FSD3 plati stejné
predpoklady o pfitomnosti samostanych tagli, nekompletni eluci a vylouceni nespespecifikych

proteind, které byly zminény vyse.

5.4 Biochemicka analyza rekombinantnich enzymua FSD

Prvni krok biochemické analyzy bylo ovéfeni, zda purifikované FSD2 a FSD3
vykazuji enzymatickou SOD aktivitu pomoci metody Nativni PAGE s naslednym barvenim
SOD aktivity. Enzymaticka aktivita byla potvrzena u vSech pfipravenych rekombinantnich
enzyml (Obrazek 10). Jelikoz byly MBP a GST tagy pfipojeny na N-terminalni doménu
enzymu, byly purifikovany také nekompletni rekombinantni enzymy, které vykazovali taktéz
SOD aktivitu, nicméné v mnohem mensi mife. V kazdém piipadé€ byl pozorovan jeden hlavni
pas, ktery vykazoval nejvy$si SOD aktivitu (Obrazek 10A, B). Nejvyssi aktivita byla

pozorovana pro GST-FSD2 (Obrazek 10A), zatimco nejnizsi aktivita byla pozorovana pro
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rekombinantni enzym GST-FSD3 (Obrazek 10B), ktery taktéz vykazoval nejniz$i miru

exprese v bakterialnim systému (Obrazek 9A).

A) B)
MBP-FSD2 GST-FSD2 MBP-FSD3 GST-FSD3

mug] 10 5 10 5 m[ug] 10 5 10 5

FSD3

Obrazek 10: Vizualizace enzymatické SOD aktivity rekombinantnich enzymi po Nativni PAGE. Bylo naneseno
vzdy 10 pg a5 pg rekombinantniho proteinu (objem zjiStény Bradfordovou metodou). A — Vizualizace
enzymatické aktivity FSD2; B — Vizualizace enzymatické aktivity FSD3

Dale byla ovéfena specificita pritomnosti jednotlivych pfipravenych proteini metodou
imunoblotovani se specifickymi primarnimi protilatkami anti-GST; anti-MBP a anti-FSD3.
Detekce FSD2 byla pouze pies anti-GST a anti-MBP protilatku, jelikoz neni k dispozici
specificka primarni anti-FSD2 protilatka. K metodé byly vyuzity zastupni eluc¢ni frakce
z afinitni purifikace, které obsahovaly prijatelnou koncentraci proteini. Vyuzity byly
nasledujici frakce: 5. frakce (pro MBP-FSD2 a MBP-FSD3); 4. frakce (pro GST-FSD2)
a 3. frakce (pro GST-FSD3). Stejné jako u afinitni purifikace byl o¢ekavan o velikosti pasa
58,6 kDa pro GST-FSD2; 54 kDa pro GST-FSD3; 76,6 kDa pro MBP-FSD2 a 72 kDa pro
MBP-FSD3.

U analyzovanych vzorkd pii pouziti anti-FSD3 protilatky (Obrazek 11) byly
detekovany rekombinantni FSD3 enzymy o pfedpokladanych velikostech, coz potvrzuje fuzi
s GST a MBP. Potvrzeni specificity protilatky bylo uskute¢néno pomoci negativni kontroly ve
formé rekombinantniho MBP-FSD2 enzymu, kterd vysSla podle predpokladu negativné.
U obou vzorkt byly detekovany i pasy s nizsi molekulovou hmotnosti, které reprezentu;ji dilci
proteiny, u kterych nebyla dokoncena translace nebo mohli byt §tépeny bakterialnimi

proteazami, coz povazujeme za méné pravdépodobné.
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Obrazek 11: Detekce pritomnosti rekombinantniho FSD3 proteini pomoci imunoblotovani se specifickou
anti-FSD3 protilatkou. A — Vizualizace rekombinantniho FSD3 (pfedpokladana velikost produktu 54 kDa pro
GST-FSD3 a 72 kDa pro MBP-FSD3); B — Kontrola proteinové nanasky rekombinantnich enzymi na membranu
pomoci nabarveni membrany barvivem Ponceau S; M — Marker molekulové hmotnosti proteinii Precision Plus
Protein Dual Color Standards

Pfi provedeni reakce s anti-GST protilatkou (Obrazek 12) byla potvrzena pritomnost
enzyml nesouci GST tag pro proteiny GST-FSD2 a GST-FSD3. Také byla detekovana
ptitomnost dil¢ich enzyma, coz 1ze vysvétlit stejnym zptisobem jak v piipadé popsaném vySe.
Tato skuteCnost byla potvrzena faktem, ze maximalni velikost odpovidala velikosti
kompletniho produktu a nebyl detekovan produkt vétsi, nez by odpovidalo predpokladané
velikosti. Ovéfeni reakce bylo provedeno negativni kontrolou pomoci MBP-FSD2, kde nebyl
podle predpokladu zaznamenan produkt reakce (Obrazek 12).

A)

75kDa —
50kDa —
37kRa —

25kDa —

Obrazek 12: Detekce pritomnosti rekombinantnich enzymu pomoci imunoblotovani se specifickou anti-GST
protilatkou. A — Vizualizace rekombinantnich enzymii nesoucich GST tag (pfedpokladana velikost produktu
58,6 kDa pro GST-FSD2 a 54 kDa pro GST-FSD3); B — Kontrola proteinové nanasky rekombinantnich enzymi na
membranu pomoci nabarveni membrany barvivem Ponceau S; M — Marker molekulové hmotnosti proteini
Precision Plus Protein Dual Color Standards
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Pfi pouziti anti-MBP protilatky (Obrazek 13) byly detekovany produkty
predpokladanych velikosti, a tim byla potvrzena pfitomnost FSD2 a FSD3 véazanych na MBP.
Opét byly detekovany dil¢i enzymy. U negativni kontroly v podobé GST-FSD3 nebyla

pozorovana pritomnost zadného pasu, coz potvrzuje specifitu protilatky.

o o~ )
A) @Q § & B)
N R N
)
MY &S
- 75kDa
T3ER2 T - — —
50kDa
37kDa - 37kDa
25kDa 25kDa

Obrazek 13: Detekce pfitomnosti rekombinantnich enzymii pomoci imunoblotovani se specifickou anti-MBP
protilatkou. A — Vizualizace rekombinantnich enzymii nesoucich MBP tag (pfedpokladana velikost produktu
76,6 kDa pro MBP-FSD2 a 72 kDa pro MBP-FSD3); B — Kontrola proteinové nandsky rekombinantnich
enzymil na membranu pomoci nabarveni membrany barvivem Ponceau S; M — Marker molekulové hmotnosti
proteinti Precision Plus Protein Dual Color Standards

Zavérem lze konstatovat, ze biochemické analyzy v podobé vizualizace SOD aktivity
jednotlivych fuznich protein a imunoblot se specifickymi primarnimi protilatkami potvrdily
pfitomnost a funkcnost rekombinantnich proteint, které budou nasledné vyuzity pro funkéni

studie FSD2 a FSD3 u Arabidopsis.

5.5 Alelové specificki PCR

Za ucelem vyselektovat a charakterizovat mutantni fsd2 a fsd3 linie, byly objednany
z databaze semen T-DNA inzer¢nich linii pro Arabidopsis tyto varianty: SALK_080457 (fsd2
mutant) a SALK_103228 (fsd3 mutant).

Z kazdé z mutantnich linii bylo vyseto 15 semen, ze kterych byla po 14 dnech
extrahovand DNA. Ta byly podrobena alelové specifické PCR. Jako prvni byla pfezkoumana
DNA izolovana pro potencionalni fsd3 T-DNA inzer¢ni linie, kdy se podafilo vyselektovat
3 heterozygotni rostliny (Obrazek 14: draha 3, 4 a5), coz bylo 20 % z celkového poctu
vysetych rostlin. Identifikace heterozygot byla uskute¢néna pomoci detekce PCR produktu
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s vyuzitim 2 part primert. Kombinace primeri LP a RP poskytovala PCR produkt, pokud
rostlina disponovala alelou divokého typu (Obrazek 14A). Na druhou stranu pfi kombinaci
primerd RP a LB vznikl produkt, pokud rostlina nesla T-DNA inzerci (Obrazek 14B). Pii
identifikaci heterozygoti byly detekovany produkty PCR pfi pouziti obou pard primerd.
Ostatnich 12 rostlin (80 % z celkového poctu vysetych rostlin) bylo identifikovano jako
rostliny nesouci alelu divokého typu genu FSD3, kdy byla zaznamenana absence PCR
produktu pii vyuziti RP a LB primert. Soucasné byla spravnost vysledku potvrzena vyuzitim
kontrolniho vzorku ve formé vyextrahované DNA =z rostliny divokého typu (Col-0)
a kontrolou predpokladanych velikosti jednotlivych produktd. Vsechny PCR produkty
odpovidaly predpokladanym velikostem.

A) M Col 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

5000 bp,

1500 bp,
1000 bp,

B) MCl1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

5000 bp,

1500 bp,
700 bp

Obrazek 14: Selekce FSD3 heterozygotii pomoci alelove specifické PCR a nasledné elektroforetické separace
na 1% agarozovém gelu. A — Detekee alely divokého typu (ocekdvana velikost produktu 1265 bp); B — Detekce
T-DNA inzerce (o¢ekavana velikost produktu 500-700 bp); M — Marker relativni molekulové hmotnosti
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder; Col — vyextrahovand DNA z rostliny divokého typu (Col-0), kterd byla
pouzita jako pozitivni kontrola; 1-15 — analyzovand DNA extrahovana z jednotlivych rostlin

Pro ziskani homozygotnich fsd3 mutantnich rostlin byly identifikované heterozygotni
rostliny nasazeny propagovany do dalsi generace. Nasledné bylo vyseto 60 semen dle diive
popsaného postupu na %2 MS média. Po dokonceni kultivace byla extrahovana DNA z rostlin,
kterych fenotyp odpovidal pfedpokladanému pro danou mutaci (viz nize).

Stejnym zpusobem identifikace bylo vyselektovano 8 mutantnich rostlin (13,33 %
z celkového poctu vysetych rostlin) nesouci T-DNA inzert linie fsd3 (Obrazek 15: draha 1-8).
Spravnost vysledku byla potvrzena kontrolnim vzorkem DNA z rostliny divokého typu
(Col-0), kdy byl o¢ekavan produkt pouze pro alelu divokého typu genu FSD3 (Obrazek 15A),
a zaroven porovnanim velikosti produkt s prepokladanymi. Splnénim obou podminek byla

potvrzena spravnost vysledku.
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A) M Col 1 2 3 B 5 6 7 8

5000 bp.

1500 bp,
1000 bp

B) M Cl 1 2 3 4 5 6 17T 8

5000 bp,

1500 bp,
1000 bp,
700 bp

Obriazek 15: Selekce mutantu fsd3 pomoci alelove specifické PCR a nasledné elektroforetické separace na 1%
agarozovém gelu. A — Detekcee alely divokého typu (o¢ekavand velikost produktu 1265 bp); B — Detekce T-DNA
inzerce (o¢ekavana velikost produktu 500-700 bp); M — Marker relativni molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb
Plus DNA Ladder; Col — vyextrahovana DNA z rostliny divokého typu (Col-0), kterd byla pouzita jako pozitivni
kontrola; 1-8 — analyzovana DNA izolovana z jednotlivych rostlin

Pri selekci fsd2 mutanti bylo podrobeno alelové specifické PCR pfiblizné
40 vzorki DNA extrahovanych z nasazenych rostlin. Na zadném z vysledkt nebyl detekovan
produkt pfi pouziti kombinace primerd RP a LB, tedy zadna z analyzovanych rostlin nenesla
T-DNA inzerci (Obrazek 16). Pro selekci by bylo potieba zanalyzovat vétsi mnozstvi vzorkda,
coz nebylo z Casovych duvoda uskutecnéno. U nékterych vzorkdi nedoslo k amplifikaci
produktu pro alelu divokého typu (Obrazek 16A) a to konkrétné pro vzorek 1, 3 a 14. To bylo
pravdépodobné zapfi¢inéno pridanim nizkého mnozstvi DNA nebo jinou chybou pfi

pipetovani, jelikoz kontrolni vzorek DNA z divokého typu produkt poskytnul.
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A)

Col 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

5000 bp,

1500 bo.
1000 b,

B) M Cl1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

5000 bp,

1500 bp,

700 bo.

Obrazek 16: Selekce fsd2 mutantii pomoci alelové specifické PCR a nasledné elektroforetické separace na 1%
agarozovém gelu. A — Detekce alely divokého typu (o¢ekavana velikost produktu 1134 bp); B — Detekce T-DNA
inzerce (o¢ekavana velikost produktu 500-700 bp); M — Marker relativni molekulové hmotnosti GeneRuler 1 kb
Plus DNA Ladder; Col — vyextrahovand DNA z rostliny divokého typu (Col-0), ktera byla pouzita jako pozitivni
kontrola; 1-14 — analyzovana DNA izolovana z jednotlivych rostlin

5.6 Fenotypova analyza mutantnich rostlin

Ziskana a validovana homozygotni linie byla podrobena fenotypové analyze, kdy byl
sledovan vliv T-DNA inzertu na jednotlivé Casti rostliny v porovnani s rostlinou divokého
typu (Col-0). Byl sledovan vliv na rany vyvoj rostlin na 2 MS médiu po 14 dnech kultivace,
kdy byly u fsd3 pozorovany jiz diive publikované fenotypové projevy (Obrazek 17).
Na zéklad€ vizualniho hodnoceni byly kofeny mutantnich rostlin krat§i a méné rozvétvené
oproti kofenim rostliny divokého typu. Také bylo zaznamenano klasické bledé zbarveni
rostliny, které souvisi s abnormalnim vyvojem chloroplasta rostlin nesouci prislusnou mutaci,
a zakrsly rust. Z divodu zkreslené barvy zaznamu fsd3 mutantd pifi pouziti obrazového
skeneru Image Scanner III (Obrazek 17A) je pfilozen i1 zaznam pofizeny mobilnim
fotoaparatem (Obrazek 17B), ktery lépe zobrazuje bledy fenotyp mutanti. VSechny tyto
zjisténé  fenotypové projevy budou v nasledné diplomové praci kvantitativné

charakterizovany, jelikoz z ¢asovych divodad nemohly byt tyto experimenty provedeny.
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A) Col-0 fid3

B) Col-0

Obrazek 17: Fenotypova analyza divokého typu a fsd3 mutanti Arabidopsis thaliana 14. den po kultivaci na
YA MS médiu v kultivani mistnosti. A — zaznam pofizeny pomoci obrazového skeneru Image Scanner III; B —
zaznam poiizeny pomoci mobilniho fotoaparatu

Jelikoz nebyly vyselektovany rostliny nesouci mutaci FSD2 genu, nebyla fenotypova
analyza provedena. Pokud by doslo k selekci takovych rostlin, byl by ocekavan podobny

fenotyp jako u fsd3 mutantni rostliny. Selekce fsd2 mutanti bude provedena v navazujici

praci.
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6 Diskuse

V souCasné dobé je jiz dobfe znamo, ze SOD patii mezi nejdulezit&si slozky
antioxidacni obrany rostlin. Tim, ze katalyzuji dismutaci O>" na H20O», zodpovidaji za obranu
proti oxidativnimu nebezpeci toxictéjSich forem ROS a zaroven pfispivaji k signalni funkci
H>0> (Fridovich, 1997; Wang et al, 2018). Krom¢ CSD2 a FSDI byly v chloroplastu
Arabidopsis thaliana objeveny dvé esencialni FSD izoformy, FSD2 a FSD3 (Kliebenstein et
al., 1998). Ty v chloroplastu formuji heterodimer se silnou afinitou k ROS a pfispivaji
k fungovani exprese plastidovych gent. Na zakladé jejich funkce v chloroplastu byla
potvrzena jejich zasadni role v raném vyvoji rostlin (Myouga et al., 2008). V soucasné dobé
neni zcela jasné, zdali FSD2 a FSD3 jsou zcela nezbytné kvuli své SOD aktivité anebo kvili
své funkci v PEP komplexu, kde ovliviiuji expresi chloroplastovych genti. Z tohoto divodu
byla predlozend prace zaméfena na pripravu funkcnich rekombinantnich FSD2 a FSD3, které
poslouzi v budouci praci pro studium jejich tloh v obrané a vyvoji chloroplast u Arabidopsis
thaliana.

V ramci ptipravy rekombinantni FSD2 a FSD3 se nam uspé$né podafilo amplifikovat
FSD2 a FSD3 geny z cDNA rostliny Arabidopsis thaliana. Amplifikované produkty byly
ligovany do expresnich vektori pGEX-6P-1 a pMAL-c2X. Pripravené Kkonstrukty
pGEX6P-1::FSD2; pGEX6P-1::FSD3; pMAL-c2X::FSD2 a pMAL-c2X::FSD3 byly
transformovany do bakteridlniho expresniho systému, prostfednictvim kterého byly
exprimovany rekombinantni proteiny. Pfipravené rekombinantni proteiny byly podrobeny
afinitni purifikaci.U afinitni purifikace jsme zaznamenali zisk vys$si koncentrace proteina
zajmu s pouzitim MBP tagu. V pfedchozi studii naznacili, ze MBP tag je vhodny k pouziti pro
purifikaci z divodu, Ze zvySuje rozpustnost proteini narozdil od GST tagu (Morales et al.,
2018). Muzeme spekulovat, zda naSe vysledky byly ovlivnény interakci GST tagu s proteiny
zajmu a duaslednym snizenim jejich rozpustnosti nebo vybérem matrice a provedenym
postupem purifikace.

Biochemicka analyza nam potvrdila enzymatickou SOD aktivitu pro kazdy
z pfipravenych rekombinantnich proteinu. V provedené studii detekovali az 10x vyssi SOD
aktivitu pro rekombinantni FSD3 nez pro rekombinantni FSD2 (Myouga et al., 2008).
V tomto pripade jsou nase vysledky nesouhlasné. To mize byt zapficinéno bud'to pfitomnosti
rozdilnych tagi (v predchozi praci pouzity polyHis tagy) anebo nevhodné prostiedi pufru (pH,
soli, atd.). I v nasem piipadé davalo pouziti dvou rozdilnych tagi rizné vysledky na urovni

aktivity stejného proteinu. Pro bliz§i porovnani téchto vysledkd bychom museli provést
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optimalizaci podminek aktivity téchto proteinii a méfit kinetické parametry. V oblasti SOD
aktivity doposud nebylo zjisténo, jestli formace heterokomplexu in vivo zpusobuje zvySeni
enzymatické aktivity. Dosavadni vyzkumy prokazuji, ze in vitro heterokomplex vykazuje
SOD aktivitu umérnou kombinaci SOD aktivité jednotlivych enzymt FSD2 a FSD3 (Myouga
et al., 2008).

V praci jsme také vénovali vlivu T-DNA inzerce ve FSD3 genu na fenotyp
Arabidopsis thaliana. V souladu s predchozimi provedenymi studiemi jsme pozorovali bledé
zbarveni a zakrsly vzrust vyselektovanych validovanych fsd3 mutantd (Myouga et al., 2008;
Gallie et Chen, 2019). Toto pozorovani by mohlo byt podminéno tim, ze FSD3 je nedilnou
soucasti PEP komplexu. Tento komplex zodpovida za transkripci geni kodovanych
v plastidovém nukleoidu, které jsou nekompromisni soucasti procesu fotosyntézy u rostlin.
To dava PEP komplexu jasnou spojitost s vyvojem chloroplasti. Bélavy fenotyp je dasledkem
pravé nedostatecné funkce zminéného komplexu, a tim zpisobenym upadkem fotosyntetické
aktivity rostlin. Je naznaCovano, ze hlavni ulohou FSD3 je ochrana komplexu, poptipadée
mRNA transkriptt, pred fotoxidativnim stresem (Myouga et al., 2008; Pfannschmidt et al.,
2015). Omezeni vlivu T-DNA inzer¢ni FSD3 mutace je mozné dosahnout kultivaci rostlin
v podminkach s niz§im osvétlenim (Myouga et al., 2008), cehoz jsme vyuzili pro propagaci
fsd3 mutantd.

Jelikoz FSD2 hraje v PEP komplexu podobnou ulohu, ocekavali jsme, ze fenotyp
vyselektovanych fsd2 mutantt bude blizky pozorovanému fenotypu fsd3 mutantd. BohuZzel se
z ¢asovych divodd nepovedlo vyselektovat fsd2 mutanty, tudiz nebyla provedena zakladni
fenotypova analyza. Pokud by k takové selekci doslo, dalo by se posoudit tvrzeni, ze mutace
FSD2 méa méné vyrazny efekt na fenotyp rostliny nez mutace FSD3, coz by naznaCovalo
funk¢ni odlisnost jednotlivych enzymu. Bélavé zbarveni fsd2 mutanti ma byt méné patrné nez
fsd3 mutantd, coz by mohlo byt spojeno s mensi SOD aktivitou FSD2 (Myouga et al., 2008;
Gallie et Chen, 2019).

Predmétem budouciho studia T-DNA inzerénich mutantd fsd2 a fsd3 bude
kvantitativni charakterizace fenotypovych projevi. Také by se mohla zabyvat ovérenim
zpomaleného rastu a opozdéného vykliceni mutantii, coZz by mohlo vysvétlovat zakrsly vzrist
mutantnich rostlin v porovnani s rostlinou divokého typu. Taktéz by bylo vhodné provést
oveéfeni nepfitomnosti FSD3 proteinu u vyselektovanych fsd3 homozygotnich T-DNA
inzer¢nich mutant. Nabizi se moznost imunoblotovani se specifickou anti-FSD3 protilatkou.
V budoucich vyzkumech by bylo také vhodné se vénovat ovéreni a ujasnéni funkce

heterokomplexu FSD2 a FSD3 v chloroplastu. Stejné by se také mohly zabyvat objasnénim,
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zda nadexprese FSD2 a FSD3 vede ke zvySeni tolerance fotooxidativniho stresu rostlinami,
jelikoz dosavadni vyzkumy si v tomhle ohledu rozporuji (Myouga et al., 2008; Gallie et Chen,
2019).
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7 Zavér

V teoretické Casti bakalafské prace jsme se veénovali poskytnuti literarni reSerSe
natéma ROS a jejich signalni a vyvojové roli v rostlinném organismu. V ramci literarni
reSerSe jsme se také zaméfili na antioxida¢ni obranu rostlin s dirazem na SOD, konkrétné na
izoformy FSD2 a FSD3 u Arabidopsis thaliana.

V praktické casti bakalarské prace jsme prostiednictvim molekularnich klonovacich
technik pfipravili konstrukty pMAL-c2X::FSD2, pGEX6P-1::FSD2; pMAL-c2X::FSD3
a pGEX6P-1::FSD3, které jsme vlozili do bakteridlniho expresniho systému. Timto jsme
pfipravili fuzni rekombinantni proteiny GST-FSD2, MBP-FSD2 a GST-FSD3, MBP-FSD3,
které¢ jsme podrobili afinitni purifikaci. Afinitni purifikaci jsme ziskali frakce jednotlivych
proteini. Na ziskanych frakcich jsme provedli biochemickou analyzu, kterou jsme potvrdili
funkcnost a SOD aktivitu pfipravenych rekombinantnich enzymt. Pomoci imunoblotovani
jsme uspésné overili pritomnost jednotlivych proteind.

Pro zkouméani dopadu fsd2 a fsd3 T-DNA inzercni mutace na fenotyp Arabidopsis
thaliana, jsme vybrali dvé T-DNA inzer¢ni linie: SALK_080457 (fsd2 mutant)
a SALK_103228 (fsd3 mutant). Za pouziti alelové specifické PCR jsme nejprve
identifikovali 3 FSD3 heterozygotni rostliny, které jsme zpropagovali do dalsi generace. Tim
jsme ziskali 8 homozygotnich fsd3 T-DNA inzer¢nich mutantnich rostlin, u kterych jsme
pozorovali bledé zbarveni a zakrsly rust v porovnani s rostlinou divokého typu. Na zakladé
alelové specifické PCR jsme nebyli schopni vyselektovat fsd2 mutantni rostliny, coz nam
znemoznilo provést zakladni fenotypovou analyzu. Ziskané vysledky a pfipravené proteiny
budou slouzit pro dalsi pokrok ve studium tématiky FSD2 a FSD3, ktery mame naplanovany

navazujici diplomové prace.
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Priloha 1: Koncentrace jednotlivych izolovanych plazmidi z transformovanych kompetentnich bakterialnich
bunék Escherichia coli, One Shot TOP10

. Koncentrace
Vzorek Cislo kolonie .
[ng-pl”]
1 2724.80
2 2653,90
3 2670,10
pGEX::FSD2
4 2946,70
5 2812,70
6 2817,90
1 2722,80
2 2811,00
pGEX::FSD3
3 2804.,90
4 2831,90
1 2846,00
2 2637,50
PMAL::FSD2
3 2767,20
4 2839,00
1 2796,80
2 2787,80
PMAL::FSD3
3 2802,10
4 2819,50




Priloha 2: In silico $tpeni konstruktu pGEX-6P-1::FSD2

v programu ApE. (A - Lokalizace polohy

restrikénich mist (Pstl; Cerveng) a inzertu FSD2 (modie); B — Pichled velikosti vzniklych $té€pnych fragmentu
a pfesné polohy Sté€pnych mist)

A)

1
150
299
448
597
Tdo
895

1044

1193

1342

1491

1640

1789

1938

2087

2236

2385

2534

2683

2832

2981

3130

3279

3428

3577

3726

3875

4024

4173

4322

4471

4620

4769

4918

5067

5216

5365

5514

5663

5812

* * * * * * * * * * * * * * *

10 20 30 40 50 60 10 80 90 100 110 120 130 140 15
[ACGTTATCGACTGCACGGTGCACCAATGCTTCTGGCGTCAGGCAGCCATCGGRAGCTGTGGTATGGCTGTGCAGGTCGTARAT CACTGCATARTTCGTGTCGCTCARGGCGCACTCCCGTTCTGGATARTGT TTTTTGCGCCGRACATCA
ITAACGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATGAGCTGTTGACAAT TRATCATCGGCTCGTATAATGTGT GGAAT TGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGTATTCATGTCCCCTATACTAGGT TATTGGAARAT TRAGGGCCTTGT)
IGCAACCCACTCGACTTCTTTTGGAATATCTTGARGAARAATATGAAGAGCATTTGTATGAGCGCGATGAAGGTGATAAATGGCGARACAARAAGT TTGAATTGGGTTIGGAGT TTCCCAATCTTCCTTATTATATTGATGGTGATGTTA!
[AATTAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAGCTGACAAGCACRACATGTTGGGTGGTTGTCCARAAGAGCGTGCAGAGATTTCAATGCT TGAAGGAGCGGTTTTGGATAT TAGATACGETGT TTCGAGAATTGCATATAGTAAR
GACTTTGAAACT CTCARAGT TGATTTTCTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTGARAATGTTCGAAGATCGT TTATGT CATAAAACATATTTARAT GGTGAT CATGTAACCCAT CCTGACT TCATGT TGTATGACGCTCTTGATGTTGTTTT)
IATACATGGACCCARTGTGCCTGGRTGCGTTCCCARAATTAGT TTGTTTTARARARCGTATTGAAGCTATCCCACARRTTGATARGTACTTGRAATCCAGCRAGTATATAGCAT GGCCTTTGCAGGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTGETG
IGCGACCATCCTCCAAAATCGGATCTGGAAGT TCTGTTCCAGGGGCCCCTGEGATCCCCGGAAT TCATGATGAATGTTCCAGTGACAGCCACTCCCTCETCTCTCTTGTACTCTCCTCTGCTTCTTCCTTCTCARGGECCARACCGECEA

'TGATACCTGGGAGCACGCTTACTATCTGGATTTTGAGAACCGARGAGCTGARTACATAAATACAT TCATGGAAAAGCT TGTGTCATGGGARACT GTAAGCACAAGGTTGGAAT CCGCARTTGCTCGAGCAGTGCARAGAGAACRAGAAG
(GAACAGAGACAGARGATGARGAGAATCCAGATGATGARGTACCAGAGGTCTATTTAGATAGTGACATCGATGTATCTGAGGTTGACTARGTCGACTCGAGCGGCCGCATCGTGACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCGTTTCGGTGATG
IACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACARGCCCGTCAGGGCGCGT CAGCGEGTGT TGGCGEGTGTCGGGECGCAGCCATGACCCAGTCACGTAGCGATAGC
(GGAGTGTATAATTCTTGAAGACGARAGGGCCTCGTGATACGCCTAT TTTTATAGGT TAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAGACGT CAGGT GGCACT TTTCGGGGAAATGT GCGCGEAACCCCTATTTGT TTAT TTTTCTARATACA)
TTCARATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAARAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACAT TTCCETGICGCCCTTATICCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTICCTGT TTTTGCTCACCCAGAAR)
ICGCTGGTGARAGTARARGATGCTGAAGATCAGT TGGETGCACGAGTGGGT TACAT CGRACTGGAT CTCAACAGCGGTARGATCCTTGAGAGT TTTCGCCCCGAAGRACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTRARRAGT TCTGCTATGTGGC,
IGCGGTATTATCCCGTGT TGACGCCGGGCARGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACT TGGT TGAGTACTCACCAGT CACAGARAAGCATCTTACGGATGECATGACAGTARGAGART TATGCAGTGCTGCCATAAC,
ICATGAGT GATAACACTGCGGCCAACTTACT TCTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTARCCGCTTTTTTGCACRACATGGGGGATCATGTAACTCGCCT TGATCGT TGGGARCCGGAGCT GAATGAAGCCATACCAAACGACGAGC,
IGTGACACCACGATG TGGCAACAACGTTGCGCARACTATTAACTGGCGAACTACT TACTCTAGCT TCCCGGCAACAATTAATAGACT GGATGGAGGCGGATAAAGT TGCAGGACCACTTCTGCGCTCEGCCCTTCCGELT)
IGGCTGGTTTATTGCTGATAAAT CTGGAGCCGETGAGCGTGEETCTCGCGETATCATTGCAGCACT GGGGCCAGATGGTAAGCCCTCCCETATCETAGT TATCTACACGACGGEGAGT CAGGCAACTATGGATGAACGARATAGACAGAT)
ICGCTGAGATAGGTGCCTCACTCATTAAGCATTGGTAACTGT CAGACCAAGT TTACT CATATATACT T TAGAT TGATTTARRACT TCAT TTTTAATTTARARGGATCTAGGTGAAGAT CCTTT TTGATAATCT CATGACCARRATCCCTT
IAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGARARGAT CARAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTARTCTGCTGCTTGCARACAARAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGT TTGTTTGCCGGATCAAGAGCTA
ICCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCARATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACT TCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGT TACCAGTGGCTGE,
ITGCCAGT GGCGATAAGT CGTGTCTTACCGGGT TGGACTCAAGACGATAGT TACCGGATAAGGCGCAGCGETCGGECTGAACGGGEEGT TCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGARCTGAGATACCTACAGCETG
IAGCTATGAGAAAGCGCCACGCT TCCCGAAGGGAGARAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGARCAGGAGAGCGCACGAGGGAGCT TCCAGGGGGARACGCCTGETATCTTTATAGTCCTGTCGEGTTTCGCCACCTCTGA)
ICTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGGECGEAGCCTAT GGAARARCGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGUCT TTTGCTGGCCT TTTGCTCACATGT TCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCG
ITATTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGARCGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGARGCGGARGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGETATTTCACACCGCATARATTCCGACA)
ICCATCGAATGGTGCAARACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGT CAAT TCAGGGTGGTGARTGTGARACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAGACCGT TTCCCGCGTGGTGAAC,
ICAGGCCAGCCACGTTTCTGCGAARACGCGGGARRAAGT GGAAGCGECGATGGCGGAGCTGAAT TACATTCCCAACCGCGT GGCACAACAACTGECGGGCARACAGTCGT TGCTGATTGGCGT TGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGE,
(GCCGTCGCARATTGTCGCGGCGATTARATCT CGCGCCGATCARCTGGGTGCCAGCGTGETGETGT CGATGETAGAACGAAGCGGCGTCGARGCCTGTARAGCGGCGGTGCACAATCTTCTCGCGCARCGCGTCAGT GGGCTGATCATTA)
IACTATCCGCTGEATGACCAGGATGCCATTGCTGTGEAAGCTGCCTGCACTAATGTTCCGECGTTATTTCT TGATGTCTCTGACCAGACACCCAT CAACAGTAT TATTTTCTCCCATGAAGACGGTACGCGACTGGGCGTGGAGCATCTG
GTCGCATTGGGT CACCAGCARATCGCGCTGTTAGCGGGECCCATTARGT TCTGTCTCGGCGCGTCTGCGT CTGGCTGGCTGGCATARATAT CTCACTCGCARTCARATTCAGCCGATAGC GGAACGGGARGGCGACTGGAGTGCCATGTC)
CGGTTTTCAACAARCCATGCAAATGCTGAAT GAGGGCATCGT TCCCACTGCGATGCTGGTTGCCAACGAT CAGATGGCGCTGGGCGCARTGCGCGCCATTACCGAGTCCEGGCTGCGCGT TGGTGCGGATATCTCGGTAGTGGGATACG
IACGATACCGAAGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTCAACCACCATCARACAGGATTTTCGCCT GCTGEEGCARACCAGCGTGGACCGCTTGCTGCAACT CTCTCAGGGCCAGGCGGTGAAGGGCAAT CAGCTGTTGCCCGTCTCACTG|
IGTGAAAAGARAAACCACCCTGECGCCCAATACGCARACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCACGACAGGTTTCCCGACT GGARAGCGGGCAGTGAGCGCAACGCAATTAAT GTGAGTTAGCTCACTCATT|
AGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCETATGT TGTGT GGAAT TGTGAGCGGATAACAAT TTCACACAGGARRCAGCTATGACCATGATTACGGAT TCACTGGCCGTCGT TTTACAACGT CGTGACTGGGAARACCCTGG
ICGTTACCCAACTTRATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTARTAGCGARGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGARTGGCGARTGECGCTTTGCCTGGTTTCCGGCACCAGRRAGCGGTGL
ICGGARAGCTGGCTGGAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCARACT GGCAGATGCACGGTTACGATGCGCCCATCTACACCAACGTARCCTATCCCATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTTCCCACGGAGAATCCG
IRCGGGTTGTTACTCGCTCACATTTAATGTTGATGARAGCTGGCTACAGGARGGCCAGACGCGAATTATTTTTGATGGCGTTGGAATT

B)

pGEX6P-1-FSD2 ape
Size

R+

site1 site2 Mass %

451

1382

6 Pstl

Pstl

1465
2847

77
23

Pstl
Pstl

2847
1465

— 1465 Pstl

2847 Pstl




Priloha 3: In silico $t€peni konstruktu pGEX-6P-1::FSD3 v programu ApE. (A — Lokalizace polohy restrik¢nich
mist (Xhol, Cerveng) a inzertu FSD3 (modie); B — Piehled velikosti vzniklych $t€pnych fragmentii a presné
polohy stépnych mist)

A)

B)

1
151]
301
451]
601
151
901

1051

1201

1351

1501

1651

1801

1851

2101

2251

2401

2551

2701

2851

3001

315

3301

3451

3601

3751

3901

4051

4201

4351

4501

4651

4801

4851

5101

5251

5401

5551

5701

* 10 * 20 * 30 * 40 * 50 * 80 * 70 * 80 * 90 * 100 * 110 * 120 * 130 * 140 * 150

(CGTTATCGACTGCACGGTGCACCAATGCTTCTGGCGTCAGGCAGCCATCGGAAGCTGTGGTATGECTGTGCAGGTCGTARATCACTGCATAATTCGTGTCGCTCARGGCGCACTCCCGTTCTGGATAATGT TTTTTGCGCCGACATCAT
IAACGGTTCTGGCAAATATTCTGAAATGAGCTGT TGACAATTAATCATCGGCTCGTATAATGTGTGGAATTGT GAGCGGATAACAATTTCACACAGGARACAGTATTCATGTCCCCTATACTAGGT TATTGGAAAAT TAAGGGCCTTGTGC
IARCCCACTCGACTTCTTTTGGAATATCTTGAAGAAAAATATGARGAGCATTTGTATGAGCGCGATGAAGGTGATARATGGCGAAACAAAAAGT TTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCAATCTTCCTTAT TATAT TGATGGTGATGTTARAT
ITAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAGCTGACAAGCACAACATGTTGGGTGGTTGTCCARAAGAGCGT GCAGAGATTTCAAT GCT TGAAGGAGCGGTTTTGGATAT TAGATACGGT GTTTCGAGAAT TGCATATAGTARAGACT
[TTGARACTCTCARAGTTGATTTTCTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTGARAATGTTCGAAGATCGTTTATGTCATARRACATATTTARAT GGTGATCATGTAACCCATCCTGACTICATGTTGTATGACGCT CTTGATGT TGTTTTATACA
ITGGACCCAATGTGCCTGGATGCGTTCCCAAAATTAGT TTGTTTTAAAAAACGTATTGAAGCTATCCCACAAATTGATAAGTACT TGAAAT CCAGCAAGTATATAGCATGECCTTTGCAGGGCT GGCAAGCCACGT TTGGTGGTGGCGACC
ATCCTCCARRATCGGATCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCCCTGGGAT CCCCGGAAT TCATGAGTICTICTCTTGTGACCACAAGCTGTTTCTATACARTTTCACATTCTACTATACCTTTGARATCCCCCAAGCTCCTCARTCTGAGTA
Aomgcmmmcrcrmmm-smmmmﬁcmmc GGTCTAAAGACACCTCCTTATCCACTTGATGCTTTGGAGCCGTATATGAGTAGAAGAACACTAGAAGT GCATTGGGGAAAACACCATCGAG
GTTATGTAGATAATCTGAATAAACAGT TAGGGAAAGATGATAGACTCTATGGATACACCATGGAAGAGCTTATCAAGGCTACATACAACAACGGGAATCCTTTACCCGAGT TCAACAACGCT GCACAGGT CTATAACCATGATTTCTTCT
GGGAGTCGATGCAACCTGGTGGTGGAGACACGCCTCAAAAGGGTGTTCTTGAGCAGATTGATAAGGATTTTGGTTCTTTCACAAATTTTAGAGARAAGT TCACTAATGCAGCTCTTACTCAGT TTGGT TCTGGATGGGTCTGGCTTGTCT
TAAAGAGGGAAGAGAGAAGGCTTGAGGTGGTCARAACCTCAAACGCCATTAACCCACTCGTGTGGGACGATATTCCAATCATCTGCGTGGATGTGT GGGAGCACTCTTATTATCTGGACTACAAGAACGACAGGGCTAAGTATATAAACA
(ZTHUGBBOCECITGGIGTCGTGGBBCGCTGCCATGAMTGGCOOG[GCAGRRGCGTTTGTGABTCTTG(?IGHACC(IACBTCCCBATCGC[IRBGTCGA-ZGGCCGCATCGT GACTGACTGACGATCTGCCTCGCGCG
ITTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGAT GCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCETCAGCGEETGTTGECGGGT GTCGGGGCGCAGCCATGACCCAGTCACG
ITAGCGATAGCGGAGTGTATAATTCTTGAAGACGAAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTARTGTCATGATAATART GGT TTCTTAGACGTCAGGTGGCACT TTTCGGGGARAT GTGCGCGGAACCCCTATTTGTTTATTTTT
ICTAAATACATTCAAATATGTATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGARAAAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTTTTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCA
ICCCAGAAACGCTGGTGAAAGTAAAAGATGCTGAAGATCAGT TGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAACTGGATCTCAACAGCGGTAAGAT CCTTGAGAGT TTTCGCCCCGAAGRACGTTTTCCAATGAT GAGCACTTTTARAGT TCTGCT

IATGTGGCGCGGTATTATCCCGTGT TGACGCCGGGCAAGAGCARCTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGACTTGGTTGAGTACT CACCAGT CACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTAAGAGAAT TATGCAGTGCTGC
ICATAACCATGAGTGATAACACTGCGGCCAACTTACTTCTGACAACGAT CGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACAT GGGGGATCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCT GAATGAAGCCATACCARACGA
ICGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCARACTATTAACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCGGCAACAAT TAATAGACT GGATGGAGGCGGATARAGT TGCAGGACCACT TCTGCGCTCGGCCCTTCC
(GGCTGGCTGGTTTATTGCTGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGETATCATTGCAGCACTGEGEECCAGATGGTAAGCCCTCCCGTATCGTAGT TATCTACACGACGGGGAGT CAGGCAACTAT GGATGAACGARATAGACA
IGATCGCTGAGATAGGTGCCTCACTGATTAAGCAT TGGTAACTGT CAGACCAAGT TTACTCATATATACTITAGATTGATTTARAACT TCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGRAGAT CCTTTTTGATAATCTCATGACCAARRTCCC
ITTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCARACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGT TTGTTTGCCGGATCARGAGCT
IACCAARCTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCARATACTGTCCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCARGRACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAAT CCTGTTACCAGTGGCTGC
ITGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGT TGGACTCAAGACGATAGT TACCGGATAAGGCGCAGCGETCGEGCT GRAACGGGGGGT TCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTACACCGAACT GAGATACCTACAGCGTGA

IGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGARA ACAGGTATCCGGTAAGCGECAGGETCGEAACAGGAGAGCBCACGAGGGAGCTTCCAGEEEGARACGCCTGRTATCTTTATAGTCCTGTCGEETTTCGCCACCTCTGACT
TGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCA AGCCTATGGARARACGCCAGCAACGCGECCTTTTTACGGTTCCTGECCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTAT
[TACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCRAGGAAGCGERAGAGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGETATTTCACACCGCATARAT TCCGACACCAT
CGAATGGTGCARAACCTTTCGCGGTATGGCATGATA SGARGAGAGTCAATTCAGGGTGGTGAATGTGAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAGAGTATGCCGETOTCTCTTATCAGACCGTTTCCCGCGTGETGARCCAGEE
CAGCCACGTTTCTGCGARAACGCGGGARAAAGTGGAAGCGGCGATGGCGGAGCTGAAT TACATTCCCARCCGCGTGGCACAACAACTGGCGGGCARACAGTCETTGCTGATTGECGTTGCCACCTCCAGTCTGGCCCTGCACGCGCCRTC
|GCARATTGTCGCGECGATTARATCTCGCGCCGATCARCTGGGTGCCAGCGTGETGETGTCGATGETAGAACGAAGCGECGTCGAAGCCTGTARAGCGGCGGTGCACARTCTTCTCGCGCAACGCGTCAGTGGGCTGATCATTAACTATCC
|GCTGEATGACCAGGATGCCATTGCTGTGGARGCTGCCTGCACTARTGTTCCGECETTATTTCTTCATGTCTCTGACCAGACACCCATCAACAGTATTATTTTCTCCCATGAAGACGGTACGCGACTGEGCGTGGAGCATCTGGTCGCATT
IGGGTCACCAGCARATCECGCTGTTAGCGGGCCCATTARGTTCTGTCTCGGCGCETCTGCGTCTGECTGECTGECATARATATCTCACTCGCAATCARAT TCAGCCGATAGC GGAACGEGAAGGCGACTGEAGTGCCATGTCCGGTTTTCA
IACARACCATGCARATGCTGAATGAGGGCATCGTTCCCACTGCGATGCTGGTTGCCARCGATCAGATGECGCTGGGCGCARTGCGCGCCATTACCGAGTCCGEECTGCGCGTTGETGCGEATATCTCGETAGTGGGATACGACGATACCGA
IAGACAGCTCATGTTATATCCCGCCGTCAACCACCATCARACAGGATTTTCGCCTGCTGEGGCAAACCAGCETGEACCACTTGCTGCAACTCTCTCAGGGCCAGECGETGARGGECARTCAGCTGTTGCCCGTCTCACTGGTGAARAGARR
AACCACCCTGGCGCCCAATACGCARACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGECCGATTCAT TARTGCAGC TGECACGACAGETTTCCCGACTGEARAGCGEGCAGTGAGCGCARCGCARTTARTGTGAGTTAGCTCACTCATTAGGCACCCCAGG
CTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATARCAAT TTCACACAGGARACAGC TATGACCATGATTACGGAT TCACTGGCCETCETTTTACAACGT CGTGACTGGGARRACCCTGGCGTTACCCARCTT
AATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGECCCRCACCGATCECCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGARTGECECTTTGCCTGETTTCCRECACCAGAAGCGGTGCCGRARAGCTGECTG
|GAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCATCCCCTCARACTGGCAGATGCACGETTACGATGCGCCCATCTACACCAACGTAACCTATCCCATTACGGTCAATCCGCCGTTTGTTCCCACGGAGRATCCGACGGETTGTTACTCG
CTCACATTTAATGTTGATGARAGCTGGCTACAGGAAGGCCAGACGCGAATTATTTTTGATGGCETTGGAATT

pGEX6P-1-FSD3.ape

Size site1 site? Mass %
5093 Xhol 1757 Xhol 1078 88
679 Xhol 1078 Xhol 1757 12 L1078 Xhol _—

— 1757 Xhol




Priloha 4: In silico $t€peni konstruktu pMAL-c2X::FSD2 v programu ApE. (A — Lokalizace polohy restrikénich
mist (Ndel; Cerveng) a inzertu FSD2 (modie); B — Piehled velikosti vzniklych $t€pnych fragmentii a piesné
polohy stépnych mist)

A)

B)

o 10 = 20 o 30 o 40 e 50 e 60 = 70 = 80 = 20 * 100 * 110 * 120 * 130 * 140 * 150

cgacaccatcgaatggtgcaaaacctttegeggtatggeatgatagegeecggaagagagteaattcagggtggtgaatgtgaaaccagtaacgttatacgatgtegcagagtatgecggtgtetettatecagacegtttecegegtyg
tqaa::aggccagccacgtttctcha:a; tgaattacattcccaaccgegtggcacaacaactggegggcaaacagtegttgetgattggegttgecacctecagtetggecetge

gcaaattgtcgeggegattaaatct aactgggt tggtggtgtcgatggtagaacgaageggcgtegaagectgtaaageggeggtgcacaatettctegegeaacgegtcagtgggetgatea

ttaactat tg. ggatgccat gcctgcactaatgtt ttatttcttgatgtctctgaccagacacccatcaacagtattattt tgaagacggtacgcga

tggtogeatt g tecgogetgtt t g tctgcgtctggetgg taaatatctcactcgcaatcaaattcageccgatageggaacgggaaggcgactggagtgocatgt
coggttttcaacaaaccatgcaaatgctgaatgagggcatogt agt tcagatggcgotgggegeaatgogogocattaccgagtocgggctgegegttggtgeggatatotoggtagtgggatacy
acgataccgaagacagctcatgttatat gttaal tcgectgotggggcaaaccagegtggacegettgotgcaactctotcagggocaggcggtgaagggcaatcagetgttgocegtoteactag
tgaaaagaaaaaccaccctggogoccaatacgcaaaccgoctctcccegegegttggecgatteattaatgeagetggcacgacaggtttcccgactggaaagegggeagtgagogcaacgcaattaatgtaagttagotcacteattag
lgcacaattctcatgtttgacagcttatcatcgactgcacggtgcaccaatgcttetggegtcaggcagecateggaagetgtggtatggctgtgcaggtegtaaatcactgeataattegtgtcgotcaaggegeacteeegttetggat
aatgttttttgegccgacatcataacggttctggcaaatattctgaaatgagetgttgacaattaatcatcggetegtataatgtgtggaattgtgagcggataacaatttcacacaggaaacagccagtecgtttaggtgttttcacga
gcacttC.accaacaaggaccatag&aaaatcgaagaaggtaaactggtaatctggattaacggcgataaaqgctataacggtctcgctgaagtcggtaaqaaattcgagaaagataccggaattaaagtcaccgttgagcatccg
gataaactggaagagaaattcccacaggttgcggcaactggegatggccectgacattatottotgggcacacgaccgotttggtggctacgctcaatotggoctgttggotgaaatcaccccggacaaagegttccaggacaagetgtat
cogtttacetgggatgoccgtacgttacaacggeaagetgattgettacecgategetgttgaagegttategotgatttataacaaagatotgotgocgaacccgocaaaaacctgggaagagatocoggegotggataaagaactgaaa
lgogaaaggtaagagegegotgatgttcaacctgeaagaacegtacttcace tgattgctgctga ttatgegttcaagtatgaaaacggcaagtacgacattaaagacgtgggegtggataacgetggegegaaagey
lggtctgaccttectggtigacctgattaaaaacaaacacatgaatgeagacaccgattactecategeagaagetgoctttaataaaggcgaaacagogatgaccatcaacggecegtgggeatggtocaacategacaccageaaagty
aattatggtgtaacggtactgccgaccttcaagggtcaaccatccaaaccgttcgttggcgtgctgagcgcaggtattaacgccgccagtccgaacaaagagctggcaaaagagttcctcgaaaactatctgctgactgatgaaggtctg

gaagcggttaataaagacaaaccgctgggtgccgtagcgctgaa;f tt tccacgtattgccgecactatggaaaacgcccagaaaggtgaaatcatgecgaacatecogeagatgtecgetttetygg
t

togacctgcaggoaagettggcacty tcgtgact cctggegttacccaacttaatcgocttgeagoacatcccoctttogocagotggegtaatagogaagaggce
cgcaccgatcgoccttoccaacagttgogeagectgaatggeg: gttt tgagataagattttcagoctgatacagattaaatcagaacgcagaagoggtotgataaaacagaatttgoctggeggcagt
lagegeggtggteccacctgaccocatgocgaactcagaagty tggtagtgtggggtotccccatgegagagtagggaactgecaggeatcaaataaaacgaaaggctoagtcgaaagactgggectttegttt
tatctgttgtttgtcggtgaacgctotoctgagtaggacaaat: ttgaacgttgcgaagcaacggcccggagggtggegggcaggacgcccgecataaactgccaggcatcaaattaagcagaaggecatectgac
lygatggectttttgegtttctacaaactcttttgtttatttttotaaatacattcaaatatgtatecgotcatgagacaataacoctgataaatgottcaataatattgaaaaaggaagagtatgagtattcaacattteegtgtegeee
ttattcecttttttgcggcattttgocttectgtttttgetea tggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacategaactggatotcaacageggtaagatecttgagagttttegee
ccgaagaacgtttoccaatgatgagcacttttaaagttetgetatgtggegeggtattateccgtgttgacgecgggcaagagcaacteggtegecgcatacactatteteagaatgacttggttgagtactcaccagtcacagaaaage
atcttacggatggca:gaoagtaagagaa:tatgcagtgctgccataaccacgagtgataacactgcggccaacccacttctgacaacgatcggaggaccgaaggaqccaaccgct::cctgoacaacatgggggatcatgtaactcgcc

ttgatcgtt gaat tgcetgtageaat ttgcgcaaactattaactggcgaactacttactetagetteceggeaacaattaatagactggatgg
laggcggataaagtt ttctgcget ccggctggctggtttaLtgctgataaatctqqaqccggtgagcgcgggccccgcggcacca:r tggt tceegtategtagttatet
t tatggat gaaat gctgagataggtgcctcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttaccceggttgataatcagaaaageee
C ttgtat tatttaaattgtaaacgttaatattttgttaaaattcgcqttaaatttttgttaaatcaqctcattttttaaccaatagqccgaaatcgqcaaaatcccttataaatcaaaagaatagaccga
lgat drnttgttccaqfff tccactatt ccaacgt tctat acgtgaaccatcacccaaatcaagttttttggggtcgaggtgceg
t taaat agagctt tgtagcggtcacgctgcgegtaaccac
5701 :ctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcqf t tcttectt
5851jgagatcctttttttctgecgegtaatctgetgett tggtttgttt. ttttt taactggctt. t actgtccttc
6001taqtgtagccgtagttaggccaccacttcaagaactctgtagcaccgcctacatacctcqctctqctaatcctgttaccagtggctgctgccagtqchataagtcgtgtctta tggacte. agtt aagg
6151 ttcgt tgagatacctacagcgtgagetat atceggt
6301kyggt ggtatctttatagtcctgtcqggtttcg:cac:tctqacttgagcgtcga[ttttgtgatgctcgr at
6451cggcctttttacggttcctggccttttgctggccttttgctcacatgttctttcctgcgttatcccctqattctgtgqataaccgtat' ttgagtgagctgataccgcet cag
6601(t nArnrnntattttctccttacgcatctgtgcggtatttcacaccgcatatatqgtgcactctcaqtacaatccgctctgaf tagtt atacactc nPfAtcgctacgtgac
6751|tgggtcaty: gcatgtg’ ttt
6901 gcgg tcagcgtggtegt tt tg ttcatccgeg uugagttrf' i ttaa tctgat tgtt tttttcctgt
T7051jttggtca ccgtgt ctgttcatgggggtaatgataccgat *tactgatga* t. t gttgt: t ggcggtatgg
7201 tca tcgttaatacagatgtagg taatggt ctt tt t
7351t ttcatgttgttgctcaggtcgcagacgttttgcagcagcaqtcqcttcacqttcgctcgcgtatcggtqattcattctgctaaccagf cct
7501 tcat + tt

pMALZ2¢c-FSD2 ape
Size site1 site?2 Mass %

5174 Ndel 2902 Ndel 1525 82
1377 Ndel 1525 Ndel 2902 18 | 1505 Ndel

II— 2902 Ndel



http://7aa._-1._-cc
http://7cctt7c.nqc._-c
http://q--__gg-g.__.__

Priloha 5: In silico $t€peni konstruktu pMAL-c2X::FSD3 v programu ApE. (A — Lokalizace polohy restrikénich
mist (HindlIlI, Cerveng) a inzertu FSD3 (modie); B — Piehled velikosti vzniklych §t€épnych fragmenti a presné
polohy stépnych mist)

A)

B)

* 10 * 20 * 30 * 40 = 50 = 60 * 70 * B0 * 80 * 100 * 110 * 120 * 130 * 140 * 150

cqacaccatcgaatggtqcaaaaccttthcggtatggcatgatagcgcccqgaagagagt:aatt:agggtggtgaatgtgaaaccaqtaacgttata:gatgtcgcaqagtatqccggtgtctcttatcagaccgtttcccgcgtgg

1jtg ttect gtggaageggegat tgaattacatt tcgttgctgattggegttgecacctecagtectggeectge

acgcgccgtcgcaaattgtcgcggcgattaaatctcgcgccgatcaactgggtg::ag:gtggtgghb gtc tcttctegogoaacgogtcagtgggotgatca
ttaactatccgctggatgaccaqqatgccattqctgtggaagctgcctgcactaatgttccggcgttatttcttgatgtctctgaccagacacccatcaacagtattattttctcccatgaagacqgtacgcgactgqgcgtggagcatc
tggtcgcattgggtcaccagcaaategegetgttagegggeccattaagttetgtoteggegegtetgegtetggetggotggeataaatateteactegeaatcaaatteagecgatageggaacgggaaggegactggagtgecatgt
ccggttttcaacaaaccatgeaaatgctgaatgagggeategtieccactgegatgetggttgocaacgateagatggeget tgegegesatt rrnnnrtchcqttqqtgcggatatctcgqtaqtgggata:g
acgataccgaagacagctcatgttatatcoccgocgttaaccaccatcaaacaggattttogoctgct ttgctgc aatcagctgttgoccgtotcactgg
t caccct atacgcaaaccgectotcooccgogogttggocgatteattaatgeaget tttccogact tgagcgcaacqcaattaatgtaagttagctcactcattag

lgcacaattctcatgtttgacagettatcategactgeacggtgcaccaatgottotggegteaggcagecateggaagetgtggtatggetgtgcaggtegtaaatcactgcataattegtgtegeteaaggegoacteccgttetggat
aatgttttttgegecgacatcataacggttotggeaaatattctgaaatgagetgttgacaattaatcateggetegtataatgtgtggaattgtgageggataacaattteacacaggaaacagecagtecgtttaggtgttttcacga
lgcacttcaccaacaaggaccatagcatatgaaaatcgaagaaggt tggtaatctggatt taacggtctegetgaagteggtaagaaattegagaaagataceggaattaaagtcacegttgageateeg
lgataaactggaagagaaattcccacaggttgcggcaactggegatggocctgacattatettotgggeacacgacegetttggtggotacgetcaatetggectgttggetgaaatcaceccggacaaagegttccaggacaagetgtat
ccgtttacctgggatgcogtacgttacaacggcaagetgattgettaccegategetgttgaagegttategctgatttataacaaagatctgetgecgaaccegccaaaaacctgggaagagateceggegetggataaagaactgaaa
lgcgaaaggtaagagegegetgatgtteaacctgeaagaacegtactteacctggeegetgattgetgetgacgggggttatgegttecaagtatgaaaacggcaagtacgacattaaagacgtgggegtggataacgetggegegaaageg
lggtctgacctteetggttgacctgatt tgaatg cegattacteeat gecetttaat gecgatgaccat tgggeatggtccaacategacaccagcaaagty
aattatggtgtaacggtactgccgaccttcaagggtcaaccatccaaacogttogttggogtgotgagegeaggtattaacgocgocagtccgaacaaagagetggcaaaagagttcctcgaaaactatotgotgactgatgaaggtotg

gaagcggttaataaagacaaaccqctgggtqccgtagcgctgaagtcttacgaggaagagttggcgaaagatccacqtattqccgccactatggaaaacgcccagaaaqqtqaaatcatgccgaacatcccgcagatqtccgctttctgg
1t t to:

tat tactgc

tcgacctgcaggd) tcgtgac ttaatcgecttgcagcacatcocactttcgeo
aqctqgcgtaatagcgaagaggcccgcaccqatcqcccttcccaacagttgcgcagc:tgaatggcgaatggcagcttggctgttttggcqgatgagataagattttcagcctgatacagattaaatcagaacgcagaagcggtctgata
aaacagaatttqcctqchqcaq:agcgcggtggtcccacctqaccccatgccgaactcagaagtgaaacgccgtachccqatggtagtgtggggtctccccatchaqaq:agggaactgccaggcatcaaataaaacqaaaggctca
lgtcgaaagactgggectttegttttatetgttgtttgteggtgaacgetetoctgagtaggacaaat tttgaacgttgeg aggacgcccgecataaactgecaggeatea
aa::aagcagaagqccatcctqacggacggcc:ttttgcgtttctacaaact:ttttg:::a:ttt:ctaaatacattcaaatangcacccqctcatgagacaataaccctqataaacqc:tcaataatattqaaaaaqqaagag:atga
lgtattcaacatttcegtgtegoocttatteocttttttgoggcattttgecttoctgttttty ggtgaaagtaaaagatgctgaagatcagttgggtgcacgagtgggttacatcgaactggatctcaacageg
gtaaqatccttgagaqtttthccccgaaqaacqtttcccaatgatqaqcacttttaaagccccgccatgtggcchqtattatcccgtqttqacqccgggcaaqaqcaactcggthccqcatacactattctcaqaatqactcggccg
agtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaagagaattatgecagtgotgecataaccatgagtgataacactgeggecaactta taaccgcttttttgeaca
acatgggggatcatgtaactcgecttgatcgttgga: ggagctgaatgaag taccaa tqcctqtaqcaatggcaacaacqttchcaaactattaactqchaactacttactctagcttccc

ttaatagactggat taaagtt ttctgeget tceggetggetggtttattgetgataaatctggagecggtgagegtgggtetegeggtatcattgcageactggggecagatggta
lagccctcccgtategtagttatet tatggat t tcgctgagataggtgectcactgattaagcattggtaactgtcagaccaagtttactcatatatactttagattgatttac
cccggttgataat rtgtataagcaaatatttaaattgtaaacgttaatattttgttaaaattcgcgc:aaatttttgttaaatcagctcat:ccccaaccaataqgccqaaatcggcaaaatccc
ttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgttgttccagttt tccactatt tggact tctat acgtgaaccatcacccaaatc
laagttttttggggtcgaggtgeeg taaatcggaaccct tttagagctt agtgt
lagcggtcacgetgcgegtaaccac taat taaaaqqatctaggtgaagatcctttttgataatctcatgaccaaaatcccttaacgtgagttttcgttccactgagcgtcagaccccg
tagaaaagatcaaaggatcttcttgagatcctttttttctgcgcqtaatctgctgctf gttt tctttttccgaaggtaactggcttcagcagag
cgcagataccaaatactgtccttctagtgtagccgtagtr tctgta tacatacctcgctctgctaatcctgttaccagtggctgctgccagtggcgataagtcgtgtcttaccgggttggact

agtt tcggg: cgtgcaca tt tgagatacct

cggacaggtatccggt. t *nntatctttatagtcctgtcgggtttcgccacctctgacttgagcgtcgatttttgtgatgctcgtcaggggggcgga

cctat tt[tacggttcctggccttttgctggccttttgctcacatgttctttcctgcgttatcccctgattctgtgqataaccgtattaccgcctttgaqtgagctqataccgcthccgcagcc

gtcagt gatgcggtattttctccttacgcatctgtgeggtattt atatggtgcactctcagtacaatctgetctgat agtt ta
tacactccgctatcgctacg tca tgtctget ccgcttacagaca ccgtet o ttt

tcaccgtcat aaagcncaccagcgtggtcgtgcagcgac:cacagatg' tgcctgttcatcegegt tcgttgagtttctecag gttaatgtctggcttctgataaagegggee

atgtt tttt ggtcactga tttctgttca aatgataccgat gctcacgatacgggttactgatgatgaacatgcccggttactggaacgttgt
gagggtaaacaactggcggfafﬁﬁaf tcactcagggtcaat tcgttaatacagatqtaggtgttccacagggtagccagcagcatcctgcgatgcaqatccgqaacataatggtgcagggc

g ttcatgttgttget g ttt gcttcacgttcgctegegtateggtgattcattetget

cageet cct. tca caa aatt

pMAL2c-FSD3.ape
Size site1 site? Mass %

[o%]

6758 Hindlll 3507 Hindlll 2840 91
667 Hindlll 2840 Hindlll 3507 9

2840 Hindlll
3507 Hindlll



http://aattatggtgtaacggtactgccgaccttc.ri.ri
http://agtactcaccagtcacagaaaagcatcttacggatggcatgacagtaaga.ga.-a.tt

