
PŘÍLOHY 



Příloha 1. Sekvence fůzních primerů, které byly využily k vytvoření amplikonové knihovny 

pokrývající všechny známé isoformy genu Mal d 1 a rovněž gen Aktin. Metoda fúzní PCR pro 

přípravu knihovny amplikonů vyžaduje čtyři fúzní primery: dva páry forwardových a 

reverzních primerů na cílovou oblast, aby bylo možné obousměrné sekvenování. K tomu jsou 

využívány adaptéry trPl a A-Tg01. Jeden pár fúzních primerů má tedy oblast části adaptéru A-

TgOl (označeno modře) následovanou proximálním koncem cílové sekvence a druhý má oblast 

adaptéru trPl (označeno oranžově) následovanou distálním koncem cílové sekvence. Druhý 

fúzní pár primerů má zaměněné adaptérové sekvence TgOl a trPl. U adapéru A je čeveně 

označena tzv. klíčová sekvence používaná pro rozpoznání molekul knihovny a normalizaci 

signálu. 

trPl CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGAT 
A CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAG 
TgOl TGACTCGGCAGCATCTCC 
A-TgO 1 CC ATCTC ATCCCTGCGTGTCTCCG ACTC AGTG ACTCGGC AGC ATCTCC 

Act-Tg-FO 1 TG ACTCGGC AGCATCTCCTGAC AG AATG AGC AAGGAAATT ACT 
Act-TrPl-ROl CTCTATGGGCAGTCGGTGATTACTCAGCTTTGGCAATCCACATC 
Act-TrPl-FOl CTCTATGGGCAGTCGGTGATTGACAGAATGAGCAAGGAAATTACT 
Act-Tg-RO 1 TG ACTCGGC AGC ATCTCCT ACTC AGCTTTGGC AATCC AC ATC 

Mdl-Tg01-F01 TGACTCGGCAGCATCTCCGGCCCCGGAACCATCAAGAAGAT 
Mdl-Tg01-F02 TGACTCGGCAGCATCTCCGAAGTTGGAACCATCAAACAGAT 
Mdl-Tg01-F03 TGACTCGGCAGCATCTCCAGAGCAGGAAGCATCAAGAAGAT 
Mdl-Tg01-F04 TGACTCGGCAGCATCTCCGGAGTTGGAACCATTAAGAAGAT 
Md 1 -TgO 1-F05 TG ACTCGGC AGC ATCTCCGGTGTTGG AACC ATC AAGAAAAT 
Md 1 -TgO 1-F06 TG ACTCGGC AGC ATCTCCGGTGTTGG AACC ATC AAGAAAGT 
Mdl-Tg01-F07 TGACTCGGCAGCATCTCCGGTGTTGGAACCATCAAGAAGAT 
Md 1 -TgO 1-F08 TG ACTCGGC AGC ATCTCCGGAGTTGGAACTGTTC AGAAGAT 

CTCTATGGGCAGTCGGTGATGCCACCAACTTGGTCTCGTA 
CTCTATGGGCAGTCGGTGATCCCTCAAACTTGACATCATA 
CTCTATGGGCAGTCGGTGATGCTTCAAACTTAGCCTTATA 
CTCTATGGGCAGTCGGTGATGCCACCAACTTAGTCTCATA 
CTCTATGGGCAGTCGGTGATGCGGTCAATTTGGTCTCATA 
CTCTATGGGCAGTCGGTGATGCCACCAACTTAATTTCATA 
CTCTATGGGCAGTCGGTGATGCCACCAATTTGGTCTCATA 

Mdl -trPl -R01 
Mdl -trPl -R02 
Mdl -trPl -R03 
Mdl -trPl -R04 
Mdl -trPl -R05 
Mdl -trPl -R06 
Mdl -trPl -R07 

Mdl -trPl -F01 
Mdl -trPl -F02 
Mdl -trPl -F03 
Mdl -trPl -F04 
Mdl -trPl -F05 
Mdl -trPl -F06 
Mdl -trPl -F07 
Mdl -trPl -F08 

CTCTATGGGCAGTCGGTGATGGCCCCGGAACCATCAAGAAGAT 
CTCTATGGGCAGTCGGTGATGAAGTTGGAACCATCAAACAGAT 
CTCTATGGGCAGTCGGTGATAGAGCAGGAAGCATCAAGAAGAT 
CTCTATGGGCAGTCGGTGATGGAGTTGGAACCATTAAGAAGAT 
CTCTATGGGCAGTCGGTGATGGTGTTGGAACCATCAAGAAAAT 
CTCTATGGGCAGTCGGTGATGGTGTTGGAACCATCAAGAAAGT 
CTCTATGGGCAGTCGGTGATGGTGTTGGAACCATCAAGAAGAT 
CTCTATGGGCAGTCGGTGATGGAGTTGGAACTGTTCAGAAGAT 



Md 1 -TgO 1-R01 TGACTCGGC AGCATCTCCGCCACC AACTTGGTCTCGT A 
Md 1 -TgO 1-R02 CCCTC AAACTTG AC ATC AT ATGACTCGGC AGC ATCTCC 
Md 1 -TgO 1-R03 TGACTCGGC AGC ATCTCCGCTTC AAACTT AGCCTT AT A 
Md 1 -TgO 1-R04 TGACTCGGC AGC ATCTCCGCC ACC AACTT AGTCTC AT A 
Md 1 -TgO 1-R05 TGACTCGGC AGC ATCTCCGCC ACC AACTT AATTTC AT A 
Md 1 -TgO 1-R06 TGACTCGGC AGC ATCTCCGCC ACC AACTT AATTTC AT A 
Md 1 -TgO 1-R07 TGACTCGGC AGC ATCTCCGCC ACC AATTTGGTCTC AT A 



Příloha 2. Příklad grafického výstupu softwaru Ion Reporter, kde je vyhodnocena úspěšnost vytvoření knihovny a četnost jednotlivých čtení 
Unaligned Reads 

106 M 

Total Alirjnetl Bases 

M 0 2 . 1 X 

Reference Coverage 

2,475,555 

50 100 150 200 250 300 350 
Posi t ion in Read 

Total Reads 

Aligned Reads 

unaligned Reads 

Count 

2/175,555 

1,021,906 

1.453,fi43 

41 3 % 

5B 7 % 

8 7 . 1 % 

Mean Raw Accuracy Is 

IP 

0 50 100 150 200 250 300 350 
Posi t ion S. 



Příloha 3. Analýza křivek tání pro všech devět studovaných isoforem genuMa/ d 1. Jediný pík 

potvrzuje specifickou PCR amplifikaci a přítomnost specifických produktů PCR. 







Příloha 4. Porovnání sekvencí jednotlivých isoforem genu Mal d 1 získaných osekvenováním amplikonů real-time PCR reakce (pro sekvenování 

byl použit F i R primer) se sekvencemi v databázi GeneBank (vždy první v řadě na přiloženém obrázku i s označením čísla sekvence). 

a) Mal d 1.01 

C o n s e n s u s 
510 S20 S30 S40 

T ~ G A T T G A A G G A G A T G C T T T G A C A G A C A C Č A T C G A G A A A A T A T C T 

550 5£o 57{j 5flo 590 600 
T A C G Á G A C C A A G T T G G T G G C A T G T G G A A G T G G T T Č C A C C A T C A A G A G C A T C A G T Č A T T A C C A 

Identity 

» F«>i, jF682500.1_Mal d 1,01 " T G A T T G A A G G A G A T G C T T T G A C A G A C A C C A T C G A G A A A A T A T C T T A C G A G A C C A A G T T G G T G G C A T G T G G A A G T G G T T C C A C C A T C A A G A G C A T C A G T C A T T A C C A 

M 
C+ FUUD2. M A L 2 7 3 - F _ M a l d 1 D l . a b l C A A G T T G G T G G C A T G T G G A A G T G G T T S C A C C A T C A A G A G C A T C A G T C A T T A C 

Ct- REV 3. M A L 2 7 3 - R _ M a l d 1 0 1 . a b 1 T G A T T G A A G G A G A T G C T T T G A C A G A C A C C A T C G A G A A A A T A T C T T A C G A G A C C A 

[> FWD4. M A L 2 7 4 - F _ M a l d 1 0 1 . a b 1 

C+ REV 5. M A L 2 7 4 - R _ M a l d 1 0 1 . a b 1 T G A T T G A A G G A G A T G C T T T G A C A G A C A C C A T C G A G A A A A T A T C T T A C G A G A C C A A G T T G G 



b) M a i d 1.02 

" T G A T T G A A G G A G A T G C T T T G A C A G A C A C C A T T G A G A A G G 7 ľ G A G A C C A A G T T G G T G G C A T C T G G A A G T G G H . A G A G T A T C A G C H G G C o n s e n s u s 
Identity 

F> FWD 1, F M 8 8 7 0 2 3 , 1 _ M a l d 1 . 02 " T G A T T G A A G G A G A T G C T T T G A C A G A C A C C A T T G A G A A G G T C T C T T A C G A G A C C A A G T T G G T G G C A T C T G G A A G T G G T T C C A T C A T C A A G A G T A T C A G C C A C T A C C A C A C C A A G G 

[ > F » 2 . M 5 9 _ M d 1 . 0 2 F . a b 1 G T C T C T T A C G A G A C C A A G T T G G T G G C A T C T G G A A G T G G T T C C A T C A T C A A G A G T A T C A G C C A C T A C C A C A C C A A 

ľ * REV 3. M59-Md1.02R . f lb1 T G A T T G A A G G A G A T G C T T T G A C A G A C A C C A T T G A G A A G G T C T C T T A C G A G A C C A A G T T G G T G G C A T C T G G A A G T 

r * FWD4. M 6 3 _ M d 1 . 0 2 F . a b 1 A G G T I A G G T C T C T T A C G A G A C C A A G T T G G T G G C A T C T G G A A G T G G T T C C A T C A T C A A G A G T A T C A G C C A C T A C C A C A C C A A 

F* REV 5. M63-Md1,02R . f lb1 T G A T T G A A G G A G A T G C T T T G A C A G A C A C C A T T G A G A A G G T C T C T T A C G A G A C C A A G T T G G T G G C A T C T G G A A G T 

c) Mal d 1.03D 

[ > FUJD2. M A L 5 4 M d 1.03D F M d 1 .03D R F.abl 

C o n s e n s u s 
Identity 

O FiJJD 1, AY7B9267 .1 _ M a l d 1.03D A T A C G A A T C C G A G T T C A C C T C T G T C A T C C C C C C T G C T A G G T T G T ^ 

7íľrnCAATGCCTTTGTTCTTG*TGCTG*CAACCTCATC 

K T G C C I I IL.I I C T T G A T G C T G A C A A C C T C A T C C C C A A G 

TtrrPCAATGCCTTTGTTCTTGATGCTG^CAACCTCATC 

[ > REU 3, M A L 5 4 M d 1.03D F M d 1 ,03D R R,ab1 A T A C G A A T C C G A Í J T T C A Ľ C T C T G T C A T C C C C C C T Q Ľ T A G L J I IC I I C A A T G C C I I IĹ.I I C T T C l A T G C T t ^ C A A C C T C A T C C C C A A t ^ T T Q C A C C A C A A G C A G T G A A 

Ö- FUJD4. M A L 1 1 S M d 1.03D F M d 1.03D R F.abl 

[> R E U 5 . M A L 1 1 S M d 1.03D F M d 1.03D R R.abl / ^ T A C - I \ A T Í í • IA-,TTC ACCTCTt r r cATCcccccTQCTAGL i i ILII I C A A T G C C I I Í L . I I C T T G * T G C T G * C A A C C T C A T C C C C A A G * T T G C A C C A C A A G C A G T G A A 

http://M59_Md1.02F.ab1
http://M63_Md1.02F.ab1


d) M a i d 1.03G 

C o n s e n s u s 
Identity 

340 3S0 3 6 0 3 7 0 3 3 0 3 3 0 4 0 0 4 1 0 4 2 0 4 3 0 440 4 5 0 4 « 

L> FWD 1. A Y 7 S 9 2 7 4 . 1 _ M a l d 1 0 3 G 

[ > FlUD 2. M AL424_q M d 1.03GF_qM d 1.03G R_F.ab 1 

: A T T A T C A A G A G C A C C A G T C A C T A C T A C A C C A A G G G T G A T G T T G A G A T C A A G G A A G A A C A T G T C A A G G C T G G C A A A G A G A A G G C C T C C C A C C T C T T C A A G T T G A T T G A G A A C T A C C T C T T G G A G C 

A T C A A G G A A G A A C A T G T C A A G G C T G G C A A A G A G A A G G C C T C C C A C C T C T T C A A G T T G A T T G A G A A C T A C C T C T T G G A 

L> R EV 3. MAL424_qMd1 .03GF_qMd1 .03GR_R .ah1 A T T A T C A A G A G G A C C A G T G A C T A G T A C A G C A A G G G T G A T G T T G A G A T C A A G G A A G A A C A T G T C A A G G C T G G C A A A 

D f FUJD4. MAL431_qMd1 .03GF_qMd1 .03GR_F .ab1 A C A T G T C A A G G C T G G C A A A G A G A A G G C C T C C C A C C T C T T C A A G T T G A T T G A G A A C T A C C T C T T G G A 

L> R EU 5. MAL431 _qMd1.03GF_qMd1.03GR_R.ab1 A T T A T C A A G A G C A C C A G T C A C T A C T A C A C C A A G G G T G A T G T T G A G A T C A A G G A A G A A C A T G T C A A G 

e) Mai d 1.06A 

C o n s e n s u s 
Identity 

Et. FUID 1.JF451 357.1 M a i d 1.06A 

C * FUID2. M A L 4 2 4 _ M d 1 - F 0 9 _ M d 1 - R 0 8 _ R M d 1 . 0 6 A J . a b 1 

C A T C A T G G G T G T U G A A A C C G A A T / l 
4 0 SO ( 0 

A T C C C C C C T G C T A G G T T G T 1~G A T G C T G A C A A T C T C A T T C C G A A G A T T G C T C C A 1 

C A T G G G T G T C C T C A C A T A C G A A A C C G A A T A K C C T C A G T C A T C C C C C C T G C T A G G T T G T A C A A T G C C C T T G T T C T T G A T G C T G A C A A T C T C A T T C C G A A G A T T G C T C C A 

G C C T C A G T C A T C C C C C C T G C T A G G T T G T A C A A T G C C C T T G T T C T T G A T G C T G A C A A T C T C A T T C C G A A G A T T G C T C 

C* REU . , MAL424_Md1-F09_Md1-R08_R (Md1 ,05A ) , ab1 C A T C A T G G G T G T C C T C A C A T A C G A A A C C G A A T A B G C C T C A G T C A T C C C C C C T G C T A G G T T G T A C A A T G C C 

( A 
Dt- FWD4. M A L 4 2 8 _ M d 1 - F 0 9 _ M d 1 - R 0 8 _ R M d 1 . 0 6 A J . a b 1 

i_r 
_s_4 

A T G C C T C A G T C A T C C C C C C T G C T A G G T T G T A C A A T G C C C T T G T T C T T G A T G C T G A C A A T C T C A T T C C G A A G A T T G C T C 

E*. FEW 5. MAL428_Md1-F09_Md1-R08_R (Md1 ,06A J . ab1 C A T C A T G G G T G T C C T C A C A T A C G A A A C C G A A T A T G C C T C A G T C A T C C C C C C T G C T A G G T T G T A C A A T G C C 

http://MAL431_qMd1.03GF_qMd1.03GR_F.ab1
http://MAL424_Md1-F09_Md1-R08_RMd1.06AJ.ab1
http://MAL428_Md1-F09_Md1-R08_RMd1.06AJ.ab1


f) Mal d 1.06B 

C o n s e n s u s . A A A C C G A A T A C G C A T C C A T T A T C C C C C C T G C T A G G T T G T A C A A T G C C C T T G T C C T T G A T G C T G A C A A C C T C A T C C C C A A G A T T G C T C C A C A A G C A G T C A A A A C T G T T G , 
Identity — 

D* FIUD 1. J F 4 5 1 3 5 6 . 2 _ M a l d 1 . 0 5 B ; A A A C C G A A T A C G C A T C C A T T A T C C C C C C T G C T A G G T T G T A C A A T G C C C T T G T C C T T G A T G C T G A C A A C C T C A T C C C C A A G A T T G C T C C A C A A G C A G T C A A A A C T G T T G , 

B* F l » 2. M A L 5 4 M d 1.06B F M d 1.06B R F.abl 

Ľ* F1ID3. M A L 5 4 M d 1.06B F M d 1.06B R R.ab1 A A A C C G A A T A C G C A T C C A T T A T C C C C C C T G C T A G G T T G T A C A A T G C C C T T G T C C T T G A V G C T G A C A 

G T C C T T G A V G 

Dt- FWD 4, M A U 1 8_M d_1,0 6 B_F_M d_1,0 6 B_R_F, a b 1 A T G C C C T T G T C C T T G A T G C T G A C A A C C T C A T C C C C A A G A T T G C T C C A C A A G C A G T C A A A A C T G T 

B* REU 5. MAL11 8_Md_1,06B_F_Md_1,06B_R_R.ab1 A A A C C G A A T A C G C A T C C A T T A T C C C C C C T G C T A G G T T G T A C A A T G C C C T T G T C 

g) Mal d 1.06D 

C o n s e n s u s 
Identity 

120 110 140 150 1E0 170 180 190 200 210 
C C C T C C T G C T A G G T T G T A T T " A T G C C C T T G T T C T T G A T G Č T G A C A A C C T Č C T C C C G A A G Á T T G C T C C A C Á A G C A G T C A A Á A C T G T T G A A Á T T C T C G A G G G A G A 

E f 1. A N M _ 0 0 1 3 0 0 8 7 8 . 1 _ M a Id 1 . p r e d i c t e d (Mdl .OôD) C C C T C C T G C T A G G T T G T A T T A T G C C C T T G T T C T T G A T G C T G A C A A C C T C C T C C C • A A G A T T G C T C C A C A A G C A G T C A A A A C T G T T G A A A T T C T C G A G G G A G A 

O- 2 . MAL54_Md_1.06D_F_Md_1.06D_R_F .ab1 T C T T G A T G C T G A C A A C C T C C T C C C G A A G A T T G C T C C A C A A G C A G T C A A A A C T G T T G A A A T T C T C G A G G G A 

E f 3. MAL54_Md_1.06D_F_Md_1.06D_R_R .ab1 C C C T C C T G C T A G G T T G T A T T A T G C C C T T G T T C T T G A T G C T G A C A A C C T C C T C C C G A A G A T T G C T C C A 

O- 4. MAL11 8_Md_1,05D_F_Md_1.06D_R_F.ab1 C T T G A T G C T G A C A A C C T C C T C C C 1 A A G A T T G C T C C A C A A G C A G T C A A A A C T G T T G A A A T T C T C G A G G G A 

O- 5. MAL118_Md_1 .05D_F_Md_1 .05D_R_R .ab1 C C C T C C T G C T A G G T T G T A T T A T G C C C T T G T T C T T G A T G C T G A C A A C C T C C T C C C H A A G A T T G 

http://MAL118_Md_1.05D_F_Md_1.05D_R_R.ab1


h) Mai d 1.07 

240 2 5 0 2 6 0 2 7 0 2 8 0 2 « 3 0 0 3 1 0 3 2 0 3 3 0 340 3 5 0 360 

Consensus A A C T T T G T G T A C C A G T A C A G T G T C A T T G A G G G A G A T G C A A T C T C T G A G A C A A T T G A G A A A A T C T C G T A T G A G A C T A A G T T G G T G G C T T C C G G C A G C G G T T C C G T T A T C A A G A G C A T C A r . C C A C T A C C . 
Identity — 

[* FI.UD 1 „ AY789258.1 M a i d 1.07 A A C T T T G T G T A C C A G T A C A G T G T C A T T G A G G G A G A T G C A A T C T C T G A G A C A A T ^ ^ 

C A A T C T C T G A G A C A A T T G A B A A A A T C T C G T A T G A G A C T A A G T T G G T G G C T T C C G G C A G C G G T T C C G T T A T C A A G A G C A T C A G C C A C T A 

I > REV 3, MAL305_qMd1,07F_qMd1,07R_R ,ab1 A ^ c T T T G T G T A c c A G T A G A G T G T C A T T G A G G G A G A T G C A A T C T C T G A G A C A A T T G A B A A A A T C T C G T A T G A G A C T A A G T 

O F1ID4. MAL349_qMd1.07F_qMd1.07R_F .ab1 

F» 

A C A A T T G A I A A A A T C T C G T A T G A G A C T A A G T T G G T G G C T T C C G G C A G C G G T T C C G T T A T C A A G A G C A T C A G C C A C T A 

C* R E V 5. MAL349_qMd1,07F_qMd1,07R_R .ab1 A A C T T T G T G T A C C A G T A G A G T G T C A T T G A G G G A G A T G C A A T C T G T G A G A G A A T T G A B A A A A T C T G G T A T G A G A G 

i )Mal d 1.13A 

A G A T T A G C T T T G G T r A A G G A A G T G A A T A C A C / C T A T G T G A A G C A C A A G G T T G A T G G A A T T G Consensus 
Identity 
L> FWD 1, AXM_0Q8392379,3_Ma l d 1 .pred ic ted (Md1.1 3A) G T G T T G G A A C C A T C A A G A A G A T T A G C T T T G G T G A A G G A A G T G A A T A C A G C T A T G T G A A G C A C ^ ^ 

Or FWD2, M A L 5 4 Md 1.13A_F_Md_1.13A_R_F.ab1 

l> R EV 3, MAL54 M d 1.13A_F_Md_1.13A_R_R,ab1 

[ > FWD 4. MAL11 8_Md_1.1 3A_F_Md_1.1 3A_R_F.ab1 

G T G A A G C A C A A G G T T G A T G G A A T T G A C A A A G A T A A C T T T G T C T A C A A T T A C A G T T T G A T T G A A G G A G A T G T 

M/UAA-T T T : i A A f f A T C A A G A A U ^ T T A G r T T T G G T G A A G G A A G T G A A T A C A G C T A T G T G A A G C A C A A G G T T G A T G G A A T T G 

GAA G T G A A T A C A GC T A T G T G A A G C A C A A G G T T G A T G G A A T T G A C A A A G A T A A C T T T G T C T A C A A T T A C A G T T T G A T T G A A G GA G A T G T 

L> REy 5, MAL118 M d 1,13A F M d 1.13A R R,ab1 G T G T T G G A A C C A T C A A G A A G A T T A G C T T T G G T G A A G G A A G T G A A T A C A G C T A T G T G A A G C A C A A G G T T G A T G G A A T T G A C A A A G A 

http://MAL349_qMd1.07F_qMd1.07R_F.ab1

