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TEORETICKA CAST

1. Vypracujte prehl'ad problematiky na predlozenu tému.
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svetlozbernych proteinov LHCB1/LHCB2.
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1 UVOD

Fotosyntéza je zdkladnym biochemickym procesom v prirode. Pocas fotosyntézy
dochadza k zachyteniu energie svetelnych kvéant ajej premeny na organické
molekuly. Ide o zékladny proces tvorby biomasy aje nevyhnutny pre zivot
velkého mnozstva organizmov. Jednym ztypov fotosyntézy je oxygénna
fotosyntéza, ktorej vyvoj podnietil vznik aerdbnej respiracie a evoluciu zivota tak,
ako ho pozname dnes. Fotosyntéza presla pocas evolucie mnozstvom zmien
a fotosyntetické organizmy sa postupne prisposobovali réoznym vonkaj§im
podmienkam.

Dva najddlezitejSie pigment-proteinové komplexy svetelnej fazy fotosyntézy,
fotosystém I a II (PSI a PSII), st zachované napriec fotosyntetickymi druhmi na
celej planéte. Oba komplexy sa nachadzaju v bunkach v Specializovanych
organelach chloroplastoch a umoziiuji zachytavanie svetelnej energie a nasledny
tok excitovanych elektronov. Fotosystém II je zlozeny z 2 zakladnych Casti —jadra
a svetlozbernych komplexov. Jadro PSII je vysoko konzervované medzi roznymi
druhmi, avSak posledné vyskumy ukazuju na urcity stupein variability v Strukture
okolitych svetlozbernych antén.

V priebehu rokov doslo k postupnému odhaleniu Struktary PSII pomocou
elektronovej mikroskopie (EM) u niekol'kych druhov vyssich, ¢i nizsich rastlin.
Najnovsi vyskum poukazal na nezvyc¢ajnua struktiru PSII druhu Picea abies, ktora
oproti ostatnym druhom vysSich rastlin naznacila zmenu v zlozeni svetlozbernych
antén (Opatikova et al., 2023).

Na lepSie porozumenie odlisSnosti PSII komplexu smreku od ostatnych
ziskanych Struktir bola zvolena stratégia vytvorit mutanty Arabidopsis thaliana,
ktorych upravena geneticka informacia bude viest’ ku zmene zastipenia proteinov
tvoriacich svetlozberné komplexy a umozni mimikovat’ zlozenie PSII u smreku.
Za pomoci miesto-Specifickej metody upravy genému CRISPR-Cas9 bol
pripraveny subor mutovanych rastlin Arabidopsis thaliana s roznym zlozenim

svetlozbernych proteinov.



2 SUCASNY STAV RIESENEJ PROBLEMATIKY

2.1 Fotosyntéza a svetlozberné antény

Fotosyntéza je jednym z kltiovych procesov pre velku Cast’ zivota na zemi,
priCom vytvara primarne zluCeniny pre globalny potravinovy retazec. Oxygénna
fotosyntéza a kyslik vznikajuci v priebehu jej reakcii, podnietili vyvoj aerobnej
respiracie a zivota na Zemi tak, ako ho pozname dnes. Rastliny, riasy a sinice maja
jedinecnu schopnost’ premienat’ vodu a oxid uhli€ity na organické zluceniny za
pritomnosti energie zo svetelného ziarenia. Premena svetelnej energie na energiu
chemickych vizieb je umoznena vd’aka mnozstvu roznych molekul. (Johnson,
2016).

Fotosyntetické deje sa daju rozdelit na dve fazy v zavislosti od potreby
svetelného ziarenia. Prva faza predstavuje reakcie, pre ktoré je energia
dopadajucich fotonov svetla nevyhnutna. Tieto svetelné reakcie prebiehaju na
tylakoidnej membrane chloroplastov. Struktira chloroplastov bude podrobnejsie
popisana v nasledujucej kapitole. Medzi dolezité molekuly pre svetelnu fazu
fotosyntézy patria velké pigment-proteinové komplexy fotosystému I a II,

mobilné prenaSaCe elektronov arozne pigmenty (chlorofyl a, b alebo

karotenoidy).

Svetelné reakcie zacinaju absorpciou fotonov svetlozbernymi komplexmi a ich
prenosom do reakéného centra fotosystému II. Druhym krokom je excitacia dvoch
molekal chlorofylu av reakénom centre a odovzdanie vysoko-energetického
elektronu primarnemu akceptoru plastochinonu. Redukovany plastochinon
nasledne prenasa elektrony na cytochrom bef komplex a d’alej na plastocyanin.
Druhy excitovany elektron vznika v reakénom centre PSI, d’alej putuje na
ferredoxin a nasledne na finalny akceptor NADP". Elektrony v reakénom centre
PSII sa dopliiaju rozkladom vody, v reakénom centre PSI pomocou redukovaného
plastocyaninu. Rozklad molekil vody prebieha v OEC (,,oxygen evolving
complex — kyslik vyvijajice centrum), priCom vznikd molekularny kyslik,
elektrony a protony. Energia ziskand v elektron-transportnom retazci umoziluje
transport H" zo stromy chloroplastu do tylakoidného lumenu. Vysledny protonovy
gradient je vyuzity na tvorbu ATP pomocou enzymu ATP syntazy (Johnson, 2016).
Svetelné reakcie a tok protonov a elektronov pocas nich zachytava schéma na

obrazku 1.
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Obrazok 1 Tok elektronov a protonov v ramci svetelnej fazy fotosyntézy. Tok zacina
rozkladom vody a absorbciou svetelnej energie vo fotosystéme I1. Elektrony su posuvané
na plastochinon, dalej na cytochrom bsf komplex apomocou plastocyaninu na
fotosystém 1. Vo fotosystéme I dochadza ku druhej absorpcii svetelnej energie atu
ziskané excitované elektrony si prenasané na ferredoxin, ktory je pomocou enzymu
ferredoxin-NADP* reduktaza oxidovany adochadza ku vzniku NADPH. Tokom
clektronov dochadza aj k prenosu H' zo strémy chloroplastu do lumen tylakoidu a tento
protonovy gradient vyuziva ATP syntaza na tvorbu ATP. Prevzat¢ (Johnson, 2016)
a upraveng.

Druhé4 faza fotosyntézy je znama ako Calvinov cyklus alebo tmava faza. Obsahuje
subor reakcii, pre ktoré nie je svetelnd energia nutnostou. ATP a NADPH
syntetizované vo svetelnej faze si v Calvinovom cykle vyuzité na redukciu CO,.
Hlavnou reakciou Calvinovho cyklu je fixacia CO, enzymom Rubisco na 5-
uhlikaty cukor ribulézu-1,5-bisfosfat. Nasleduje rozpad produktu na 2 molekuly
3-fosfoglyceratu a jeho premena na glyceraldehyd-3-fosfat reakciami rovnakymi
ako pri obratenej glykolyze. Glyceraldehyd-3-fosfat sa d’alej vyuziva pri tvorbe
glukoézy. Naviazanim 3 molektl CO; vznikne 6 molekul glyceraldehyd-3-fosfatu.
V nasledujucich reakciach pri premene na sacharidy, aminokyseliny alebo lipidy,
v zavislosti od potrebe bunky, sa pouzije iba jedna. Zvysnych 5 molekul sa pouzije
na regeneraciu ribulozy-S-fosfatu. Glukoza, ktord je najzndmejSim
a najdolezitejSim produktom fotosyntézy, sluzi ako zasobnd molekula a v bunke
sa uchovava v podobe Skrobu. Produktmi Calvinovho cyklu su okrem
organickych latok aj ADP, Pi a NADP", ktoré opitovne podliehaju svetelnym
reakciam (Johnson, 2016).



2.1.1 Ultra-struktira chloroplastu

Fotosynteticka draha a jej sucasti sa v bunkach rias a vysSich rastlin nachadza
v §pecializovanych organelach zvanych chloroplasty. Chloroplast obsahuje na
povrchu dve bezfarebné membrany, ktoré tvoria jeho obal. Vo vnutri sa nachadza
tretia, tylakoidna membrana, obsahujuca komponenty svetelnych reakcii. Okolie
tylakoidnej membrany vypliia stroma chloroplastu obsahujuca enzymy
Calvinovho cyklu (Mirkovic et al., 2017).

Tylakoidna membrana v chloroplaste ma 2 Strukturalne formy: tylakoidy gran
a tylakoidy stromy. Grana vyzeraju ako ploché disky naukladané stipkovito na
seba a obsahuju predovsetkym komplexy PSII. Tylakoidy stromy prepajaju grana
ako tenké kanaliky a st domovom najmé komplexov PSI a ATP syntazy (Ruban
& Johnson, 2015). Okrem sucasti dolezitych pre fotosyntézu obsahuju
chloroplasty aj vytvorené zasoby Skrobu, ¢i lipidové telieska (Obr. 2).

2.1.2 Struktira PSII
Fotosystém II (PSII) je velky pigment-proteinovy komplex lokalizovany na

tylakoidnej membrane chloroplastu. PSII je zodpovedny za absorpciu svetelného
kvanta a za prenos elektronov na primarny akceptor. Obsahuje kyslik-vyvijajuce

centrum (OEC), ktoré §tiepi vodu a dodava elektrony oxidovanému chlorofylu

v reakénom centre.
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Obrazok 2 Fotografia vytvorena za pomoci elektronového mikroskopu zachytavajica
ultra-§trukturu chloroplastu. Na povrchu chloroplastu sa nachadza jeho obal zlozeny
z vonkaj$ej a vnutornej membrany. Tylakoidna membrana sa vyskytuje v dvoch formach
— tylakoidy gran atylakoidy stromy. Chloroplasty obsahuji zasobné latky v podobe
skrobovych zrn a lipidovych teliesok. Prevzaté (Alberts et al., 2002 ) a upravené.



Fotosystém II sa vyskytuje ako proteinovy superkomplex, ktory sa sklada z dvoch
vacsich sucasti — jadrového komplexu a vonkajSich svetlozbernych antén.

Jadrovy komplex ma Strukturu homodiméru (C2) s charakteristickou dvojitou
symetriou. Ziskané EM S§truktary jadrovych komplexov ukazuji vysoku
Strukturalnu konzervovanost’ a podobnost’ medzi eukaryotickymi
a prokaryotickymi fotosyntetickymi organizmami.

Kazdy z monomérov sa sklada z niekol’kych mensich stcasti. Ide o Styri hlavé
vnutorné podjednotky PsbA (D1), PsbB (CP47), PsbC (CP43) a PsbD (D2). Okolo
hlavnych podjednotiek sa nachadza niekol’ko mensich podjednotiek s nizkou
molekulovou hmotnostou. Ide o proteiny PsbE, PsbF, PsbH, Psbl, PsbK-M,
PsbTc, PsbTn, PsbW, PsbX a PsbZ, priCom véc¢§ina z nich nema priamu tlohu vo
fotosyntetickych reakciach (Nelson & Yocum, 2006; Opatikova et al., 2023).

Dalsie podjednotky PsbO, PsbQ aPsbP su dolezité pre rozklad vody
a vytvaranie Oz. Posledna podjednotka PsbS sa nachadza iba v eukaryotickych
fotosyntetickych organizmoch aje dolezita pre nefotochemické zhasanie
excitovaného chlorofylu a (Kim et al,, 1992). U nahosemennych rastlin a riasy
Chlamydomonas bola dokézana pritomnost aj podjednotky Ycf12 (Shen et al.,
2019; Opatikova et al., 2023).

Na proteiny reakéného centra su pripojené minoritné a majoritné svetlozberné
antény. Minoritné svetlozberné antény su tvorené monomérnymi proteinmi
LHCB4 (CP29), LHCB5 (CP26) aLHCB6 (CP24). Minoritné antény
sprostredkovavaju viazbu medzi jadrovym komplexom a majoritnymi anténami.

Majoritné svetlozberné komplexy sa vyskytuju ako triméry z proteinov LHCB1-
3. Existuju 3 typy LHCII trimérov podla sily vdzby na reakéné centrum — silno
naviazané (S), stredne silno naviazané (M) a slabo naviazané (L). Silne naviazané
triméry su zlozené z proteinov LHCB1 aLHCB2 aich vizbu sjadrovym
komplexom sprostredkivaja monomérne antény LHCB4 a LHCBS. M-triméry su
taktiez zlozené z r6zneho pomeru proteinov LHCB1 a LHCB2, avsak obsahuju
vzdy aj jednu kopiu LHCB3. Ich védzba na reakEné centrum je sprostredkovana
vd’aka monomérnym anténam LHCB4 a LHCBG6 (Caffarri et al., 2009). L-triméry
st najslabsie naviazané na jadro, vd’aka ¢omu nie su bezne izolované spolu s PSII-
LHCI superkomplexom. Tieto triméry boli charakterizované ako mobilné triméry
v ramci komplexu PSI-LHCI-LHCII a skladaju sa z proteinov LHCB1 a LHCB2
(Galka et al., 2012). K presunu LHCII trimérov ku PSI dochadza pocas procesu
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zvanom stavové prechody, ktory umoziiuje rovnovaznu excitaciu oboch
fotosystémov. Rovnovaha je dosiahnuté presavanim LHCII trimérov medzi PSII
a PSI v dosledku roznej intenzity svetla o roznych vlnovych dizkach (Murata,
1969).

Najcastejsie sa vyskytujuci typ PSII superkomplexu u vysSich rastlin je C2S2Mp,
ktory okrem diméru reakéného centra obsahuje dva silne a dva stredne silne
naviazané LHCII triméry (Obr. 3) (Koufil ez al., 2018). Okrem C2S>M; typu PSII
superkomplexu bola dokézana pritomnost’ aj inych foriem, avSak vo vys§ich
rastlinach st iné formy vacsinou odpoved ou na podnety z vonkajsieho prostredia,
napr. vysoka intenzita svetla vedie k redukcii po¢tu naviazanych M-trimérov
avznikd C2S; komplex (Koufil ef al., 2013). Ina Struktira PSII superkomplexu
vedie k rozdielom v prenose excitanej energie a ma tak vyrazny vplyv na celu
fotosynteticktl drahu (Croce & Van Amerongen, 2020).

Ulohou LHCII je zvySovat po&et absorbovanych fotonov. Excitatna energia sa
prenaSa od periférnych antén do vnutra komplexu areakéného centra, tzv.

konceptom lievika (Koufil ez al., 2011) .

Obrazok 3 Model C,S;M; PSII superkomplexu z 4. thaliana. Prevzaté (van Amerongen
& Croce, 2013) a upravené.



2.1.2.1 LHCB1, LHCB2 a LHCB3

U Arabidopsis a ostatnych vysSich rastlin st LHCII triméry tvorené rdznymi
kombinaciami proteinov LHCB1, LHCB2 a LHCB3. LHCB proteiny st vysoko
homologne jednak v sekvencii medzi sebou, ale aj medzi réznymi rastlinnymi
druhmi. Jednotlivé LHCB proteiny v ramci jedného druhu zdielaju az 50%
rovnakej sekvencie aminokyselin. Protein LHCB1 tvori najpocetnej$iu izoformu
v LHCII triméroch, pricom pomer jednotlivych izoforiem u Arabidopsis bol
zisteny 7:4:1 (LHCB1:LHCB2:LHCB3) (Crepin & Caffarri, 2018).

V pripade modelove;j rastliny Arabidopsis je LHCB1 kodovany piatimi roznymi
génmi, ktoré neobsahuju ziadne introny. Prvé tri gény sa nachadzaji v zhluku na
chromozome 1 asu oznacené ako LHCBI.1 (AT1G29920), LHCBI.2
(AT1G29910) a LHCBI1.3 (AT1G29930). Tieto gény davaju vznik takmer
rovnakému finalnemu proteinu. Malé zmeny v sekvencii sa nachadzaju iba
v tranzitnom peptide, ktorého ulohou je prenos proteinu do chloroplastu
(Leutwiler ef al., 1986). Zvysné dva gény LHCBI1.4 (AT2G34430) a LHCBI1.5
(AT2G34420) tvoria zhluk na chromozéme 2 a koduja vel'mi podobny findlny
protein s rozdielom iba troch aminokyselin oproti génom na chromozéme 1
(McGrath et al., 1992).

LHCB2 protein mé u Arabidopsis tri rozne izoformy, pri¢om kazda obsahuje po
jednom intréne. Dva gény sa nachadzaju v zhluku na chromozéme 2 (LHCB2.1 -
AT2G05100; LHCB2.2 - AT2G05070) a posledny na chromozome 3 (LHCB2.3 -
AT3G27690) (Jansson, 1999). Podobne ako LHCB1 izoformy, aj LHCB2 zdielaju
vysoky stupeti homologie.

LHCB3 protein sa mierne 1iSi od LHCB2 a LHCB1. U Arabidopsis sa vyskytuje
ako jedina izoforma kodovana génom na chromozome 5 (AT5G54270) a obsahuje
dva introny. Na rozdiel od LHCB2 a LHCB1 protein LHCB3 nie je schopny tvorit
homotriméry a vyskytuje sa iba v kombinacii s ostatnymi LHCB proteinmi v M-
triméroch.

LHCB3 je dolezity pre sprostredkovanie vizby M-triméru na monomérnu
LHCB6 anténu ajej prostrednictvom na jadrovy komplex. V nepritomnosti
LHCB6 dochadza ku strate M-trimérov, Co potvrdzuje ddlezitost’ tohto
monomeérneho proteinu vo vidzbe M-triméru na jadrovy komplex (Kovacs ef al.,

2006). Nepritomnost' ako LHCBO, tak aj LHCB3 vedie ku vzniku C,S> PSII



superkomplexov usporiadanych do semi-krystalickych §truktir a ku viazbe M-
trimérov na jadrovy komplex v inej orientacii (Koufil et al., 2016).

2.1.2.2 Picea abies vs. Arabidopsis thaliana

V priebehu rokov vyskumu boli pomocou elektronove] mikroskopie odhalené
relativne presné §truktury superkomplexu PSIL Struktura ziskana zo $penatu
a hrachu potvrdila pritomnost C>So:M» superkoplmexu ako najzastupenejSe]
organizacie PSII a ukazali vysoku konzervovanost jadra PSII s reakénym centrom
medzi fotosyntetizujucimi druhmi.

V priebehu rokov sa dogma ohladom heterotrimérnej Struktary LHCII
svetlozbernych antén sposobu ich vézby na reakéné centrum postupne narasala.
U nahosemennych rodov (Gnetum, Picea, Pinus) bola postupne odhalena nova,
neznama kompozicia PSII-superkomplexu.

Prvym objavom bola nepritomnost’ funkénych génov pre LHCB3 a LHCB6
v gendbme smreku obycajného. Tieto proteiny su vyznamné pri tvorbe
Standardnych M-trimérov a ich vézbe na jadrové proteiny v ramci komplexu, ako
bolo popisané v predoslej kapitole (Koufil ez al. 2016). Rody nahosemennych
rastlin nie st popularnym predmetom Studia, preto analyza ich fotosyntetickych
vlastnosti zatial’ nebola takmer vobec prevedena.

Na analyzovanie dosledkov straty LHCB3 a LHCB6 bol vytvoreny dvojity
mutant 4. thaliana lhcb3 Ihcb6. Analyzou Struktiry PSII-superkomplexu bolo
zistené, ze dvojity mutant /hcb3 lhcb6 obsahoval iba malé CaS; formy PSII
(llikova ef al., 2021). Toto zistenie bolo v rozpore s datami predtym ziskanymi
analyzou smreku, kde bola dokazana pritomnost’ vacsich Struktar PSII (Koufil et
al., 2016).

Okrem tejto odlisnosti bolo zistené, ze nahosemenné druhy rastlin si zachovali
iba jednu izoformu LHCB4 proteinu, konkrétne LHCB4.3 (niekedy nazyvana aj
LHCBS). V snahe zistit, ako dochadza ku vdzbe M-trimérov v nepritomnosti
LHCB3 a LHCB6 bol pripraveny mutant pre vSetky izoformy LHCB4 a nasledne
komplementovany sekvenciou pre LHCBS8 zo smreku. Vysledky naznacili, ze ani
pritomnost’ Specifickej formy LHCBS8 zo smreku nevedie pri absencii proteinov
LHCB3 a LHCBO6 u Arabidopsis ku §truktare PSII superkomplexu, ktora by sa
podobala PSII superkomplexu u Picea abies (Ilikova, nepublikované vysledky).
Dalsim krokom na odhalenie $pecifickej §truktary PSII superkomplexu a jeho

vlastnosti u smreku bolo ziskanie jeho EM Struktary. Ziskany EM model
8



(Opatikova et al., 2023) ukazuje pritomnost’ mensich foriem PSII superkomplexu
(C2S2). Pomocou hmotnostnej spektrometrie bola dokdzand pritomnost aj M-
trimérov, avSak izolovat’ C2S:M; formu v dostatoénom mnozstve na ziskanie EM
Struktary nebolo mozné z dovodu velmi slabej vazby M-trimérov na zvysok
komplexu.

Ziskana mapa elektrénove] denzity S-trimérov mala nezvyCajne vysoké
rozliSenie, ¢o naznacuje ich vysoki homogenitu. Vysoké rozliSenie je spdsobené
vdaka snimaniu rovnakych Struktar a naslednému prekryvu jednotlivych snimok.
Heterogénne Struktury spOsobujui znizenie rozliSenia, pretoze na rdznych
snimkach maji odlisné zlozenie apo prekryve dochadza ku rozostreniu
vysledného obrazku. Homogénne §truktiry maju na kazdom snimku rovnakeé
zlozenie, vd’aka Comu je zachovana ostrost’ aj vysledného obrazku. S-triméry
u smreku su potencialne tvorené jedinym LHCB proteinom, konkrétne LHCBI.
PSII obsahuje podobne ako u inych organizmov dimér reak¢ného centra a nan
napojené dva S-triméry prepojené proteinmi LHCBS8 a LHCBS (Obr. 4).

Vdaka ziskanym poznatkom bolo treba pristapit’ k d’alSiemu experimentu, ktory
by mohol pomoct odhalit vznik smrekovej formy PSII-superkomplexu a s nim
suvisiace fotosyntetické vlastnosti tohto rozsireného ihli¢ianu. Pomocou cielene;j
mutacnej] techniky CRISPR-Cas9 bola snaha uA. thaliana mimikovat
homotrimérne zlozenie LHCII a ziskaného mutanta podrobit’ rtéznym analyzam.
Vytvoreniu CRISPR-Ca9 mutantnych rastlin v proteinoch LHCB1 a LHCB2 za
pouzitia WT a jednoduchého mutanta /ich3 je venovana experimentalna Cast’ tejto

prace.

[incas |

A S
’ 578 ri

»

w «

o S-trimér

PR BTN
L RATE

Obrazok 4 Struktura C,S, PSII-superkomplexu z Picea abies. Prevzaté (Opatikova et al.,
2023) a upravene.



2.2 Geneticka transformacia rastlin

Geneticka transformacia rastlin patri medzi najdolezitejSie metody modernej
vedy. Vd'aka postupne sa rozvijajucemu odvetviu genetiky a biotechnologie bolo
ziskanych nespocetne vel'a zakladnych poznatkov o biologii rastlin, ¢o umoznilo
aj ich nasledné vyuzitie. Priprava odolnych a vylepSenych transgénnych rastlin sa
¢im dalej tym viac dostava medzi priority v komerénom polnohospodarstve.
Avsak, mnohé polnohospodarsky vyznamné plodiny st voc€i uspeSne]
transformacii rezistentné a vyvinat u¢inny postup je nad’alej vyzva (Rustgi ef al.,
2020).

V poslednych rokoch sa okrem klasickych neSpecifickych metod editacie
genomu dostavali do popredia aj cielené metody, ktoré umoziuji presne na
konkrétnom mieste upravit geneticku informéciu v danom organizme. Od svojho
objavu ziskava CRISPR-Cas9 metoda editacie genomu Coraz vacsiu popularitu,
najmé vdaka svojej relativnej presnosti a jednoduchosti. Nasledujuca kapitola je
zamerana na najcastejS§ie pouzivané techniky v génovom inzinierstve

a samostatny celok je venovany spominanej metdde CRISPR-Cas9.

2.2.1 Molekuldrne klonovanie a technolégia rekombinantnej DNA

Molekularne klonovanie je subor technik, ktoré umozfiujd namnozenie
konkrétnych usekov gendmu na nasledné pouzitie vo vyskume. Tieto techniky
zahriiaju aj vyrobu rekombinantnej DNA a prenos konkrétnych DNA sekvencii
z jedného organizmu do iného. Priprava rekombinantnej DNA je mozna podla
viacerych stratégii a protokolov, no zakazdym pozostava z niekol’kych krokov:
1. Priprava ciel’ovej DNA, izolacia z povodného organizmu
e Teoreticky, kazdy jeden gén z hociktorého organizmu na Zemi sa da
naklonovat. Cielova DNA musi byt vyizolovana z pévodného organizmu
a spravne upravena tak, aby mohla byt vlozena do vektoru a nasledne
pouzita na transformaciu ciel ového organizmu. Skimana DNA sekvencia
moze byt vyizolovand z povodného organizmu, ziskand na zaklade
mRNA sekvencie alebo syntetizovana in vitro.
e Vprvom kroku pripravy rekombinantnej DNA je nutné vkladanu
sekvenciu upravit tak, aby bolo mozné jej zapojenie do cielového
vektoru. Na upravu DNA sa vyuzivaju rézne enzymy, pricom presny typ

zavisi od zvolenej klonovacej stratégie a vektorov. Vektor a vkladana
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DNA musia mat’ kompatibilné presahy na svojich koncoch, aby mohlo
dgjst’ kich spojeniu. Nasledne sa skimana molekula namnozi pomocou

PCR reakcie a vklada sa do vektoru pomocou liga¢nej reakcie.

2. Vlozenie ciel’ovej DNA do vektoru

Vektor je DNA molekula schopna prenosu cudzej DNA do cielového
organizmu. Vektorov existuje niekol'ko typov, priCom najCastejSie sa
pouzivaju bakterialne plazmidy. Okrem plazmidov sa ako vektory mézu
pouzit’ rdzne virusy alebo aj umelé chromozomy. Vyber vektoru zavisi na
vel'kosti vkladanej DNA a na hostitel'skom organizme.

Vektor musi obsahovat’ niekol'ko nevyhnutnych sekvencii:

o Replikacny pociatok (or1) — Ide o sekvenciu, ktora je
rozpoznavana enzymami hostitel'skej bunky aumoziuje
replikaciu vektorovej DNA molekuly. Ori musi byt funkény
v konkrétnom druhu, v ktorom bude namnozenie cielovej] DNA
prebiehat. Vacsinou sa na tento ucel pouziva baktéria Escherichia
coli vdaka rychlemu rastu anenaroénym podmienkam na
kultivaciu.

o Selek¢ny gén — Gén, ktory umozni odlisit transformované bunky
od netransformovanych a zarucuje stabilitu plazmidu. Pre selekciu
bakterialnych buniek sa va¢sinou pouzivaju gény rezistencie voci
antibiotikdm. Po transformacii su vsSetky bunky nanesené na
médium obsahujuce dané antibiotikum. Transformované bunky
s génom rezistencie prezivaju, netransformované bunky su
antibiotikom usmrtené. Plazmid, najmé taky, ktory ma v jednej
bunke niekolko kopii, je pre samotni bunku velkd zataz
av priebehu Casu sa z generacie na generaciu postupne straca.
Neustalym selekénym tlakom z okolitého prostredia je zarucena
stabilna pritomnost’ plazmidu vo vSetkych bunkach v kulture.

o ,,Multiple-cloning site“ (MCS; pocetné klonovacie miesto) —
Nachadza sa vo vektoroch, ktoré sa pouzivaji na klonovanie za
pomoci restrikénych endonukleaz (RE). Ide o sekvenciu na
vektore, ktora obsahuje niekol'ko restrikénych miest pre rozne RE.
DNA vkladana do vektoru je oSetrena na koncoch rovnakou RE

ako vektor, aby doslo ku vzniku kompatibilnych koncov.
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o Dalgie sekvencie potrebné na spravne fungovanie vektoru.
V expresnych vektoroch ide o sekvenciu promotoru, terminatoru,
pripadne ,UTR* oblasti. Pri vektoroch sluziacich na
transformaciu dvoch druhov ide o sekvencie ori pre oba
hostitel'ské druhy, atd’.

e Okrem klasickych klonovacich stratégii, ktoré vyuzivaji RE boli
vyvinuté aj iné, efektivnejsie metddy ako dostat’ DNA inzert do vektoru.
Roézne typy klonovania su podrobne popisané v nasledujucej podkapitole.

3. Transformacia ciel'ového organizmu

e Transformacia zahria proces, pri ktorom je pripraveny vektor s inzertom
preneseny do hostitel'ského organizmu. Transformacnych metdd existuje
niekol'ko, pricom sa mierne liSia vzhladom na pouzity hostitel'sky
organizmus. U baktérii sa da pouzit transformacia pomocou teplotného
Soku alebo elektroporacie. U rastlin je najCastejSie vyuzivana metdda
pomocou Agrobacterium tumefaciens, ktoré ma prirodzeni schopnost
prenosu génov do rastlinnych buniek.

4. Selekcia a verifikacia transformovanych organizmov

e Po transformacii dochadza ku selekcii transformovanych buniek vd’aka
selekénému génu pritomnému vo vektore. Nasledne su ziskané organizmy
podrobené testovaniu na pritomnost’ neporuseného transgénu a pouzité na

d’alSie experimenty (Obr. 5, Glick et al., 2022).

2.2.2 Rozne typy klonovacich stratégii na vlozenie DNA inzertu do vektoru

Existuje niekol'ko experimentalnych stratégii, ktoré umoziuju vlozenie cielovej
DNA sekvencie do vektoru. Ich objav a pouzitie bolo umoznené na zaklade
ziskanych poznatkov z molekularnej biologie, mikrobiologie a enzymov

suvisiacich s existenciou DNA v bunke (Glick ef al., 2022).

2.2.2.1 Klonovanie pomocou restrikénych endonukleaz

Najstar§im a najcastejSie vyuzivanym typom klonovania je metdda zalozena na
pouziti restrikénych endonukledz. Tieto enzymy boli objavené §tadiom baktérie
E. coli ajednym z prvych popisanych bol enzym EcoRI (Glick et al. 2022).

Restrikéné endonukleazy Casto rozpoznavaju palindromické DNA sekvencie a
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Obrazok 5 Schéma znazomujuca jednotlivé kroky pri priprave rekombinantnej DNA a jej
vloZenia do hostitelI'skej bunky. V prvom kroku sa vektor obsahujici ,,MCS*, pociatok
replikacie a selekény gén podrobi pdsobeniu RE. V zavislosti na pouziti RE déjde
k linearizacii vektoru za vzniku lepivych alebo nelepivych koncov. Do pripraven¢ho
vektoru sa vklada inzertna DNA a dochadza k ligacii — spojeniu vektoru a inzertu
pomocou fosfodiesterovej vazby. Finalny vektor je vloZeny do hostitel'skych buniek a po
transformacii dochadza ku selekcii transgénnych organizmov. Prevzaté (Lessard, 2013)
a upraveng.

Specificky tvoria dvojvlaknové zlomy. Vdaka Stiepeniu konkrétneho miesta
a Specifickej rozpoznavacej sekvencie enzymu je mozné vytvorit
komplementarne konce na skimanom tuseku DNA ana klonovacom vektore.
Komplementarita a nasledné pouzitie DNA ligazy zabezpeci vlozenie skimaného
useku do klonovacieho vektoru. Existuju 4 typy restrikénych endonukleaz, avsak

v génovom inzinierstve sa vyuziva takmer neustale iba typ II, pretoze ten jediny
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Stiepi DNA priamo v rozpoznavacom mieste a umoziuje tak presni tvorbu DNA
fragmentov.

Niekedy je mozné pouzit’ aj dve rozne restrikéné endonukleazy. Jeden enzym
rozpoznd sekvenciu na zaCiatku skimanej DNA sekvencie a vytvori prvy
z komplementarnych koncov v transforma¢nom vektore. Druhy z pouzitych
enzymov musi byt zvoleny tak, aby rozpoznaval inu cielovi sekvenciu. Vytvori
tak koniec klonovaného fragmentu a komplementarny previs nukleotidov na
vektore. Vd'aka vzniku dvoch rozdielnych komplementarnych tsekov sa zabrani
vlozeniu fragmentu do vektoru v nespravnej orientacii, ktord by mohla zabranit’
spravnemu fungovaniu vytvaraného konstruktu.

Hlavnymi vyhodami ,,tradicného* klonovania je nizka cena, Siroké spektrum
pouzitelnych vektorov a relativna jednoduchost celej metddy. Nevyhodou
metody je nedostatocna ucinnost’ ligacie, pokial do reakcie vstupuje niekolko
fragmentov DNA, ktoré maju byt zaclenené do spolo¢ného vektoru (Lessard,
2013)
2.2.2.2 Golden Gate klonovanie

Golden Gate metoda je efektivna metoda na skladanie niekol'kych fragmentov
DNA za sebou do spolo¢ného vektoru. Metoda je zalozena na pouzity roznych
restrikénych endonukleaz typu IIS (,,shifted). RE IIS rozpoznavaju cielova
sekvenciu, ale Stiepia DNA o urcity pocet nukleotidov vedl'a rozpoznéavacieho
miesta. Vdaka tomu je mozné dizajnovat DNA fragmenty tak, aby na svojich
koncoch niesli iné previsy, ale s pouzitim jediného restrikéného enzymu.

Vyhodou pouzitia RE typu IIS je nezavislost DNA sekvencie od miesta, ktoré
rozpoznava enzym a restrikéné miesto bude eliminované po klonovani. Stiepenie
aligacia moéze prebiehat naraz apri viacerych fragmentoch, pretoze maju
rozdielne S§tiepne miesta. NajCastejSie pouzivané enzymy pri Golden Gate
klonovani su Bsal a Bpil. Oba enzymy vytvaraji 4-nukleotidové presahy, ktoré
nemusia byt palindromické a neumoznia spajanie rovnakych fragmentov za
sebou (Engler et al., 2008).

Poradie a orientacia, ako sa maju jednotlivé fragmenty vkladat do vektoru, je
zabezpecené pomocou previsov, ktoré vznikaja po Stiepeni RE. Rozpoznavacie
miesto enzymu urcuje iba miesto, kde bude enzym Stiepit DNA, avSak nie

konkrétne nukleotidy. Kazdy modul a fragment je lemovany inymi prevismi v inej
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orientacii od 5° po 3° koniec, vd’aka comu je zarucena spravna postupnost, s akou
sa zliguju za sebou vo finalnom konstrukte.

Golden Gate metdda umoziuje vytvarat rozne moduly, ktoré st uz priamo
pripravené na klonovanie a v jednej reakcii je mozné pospajat az 24 DNA
molekal (Potapov ef al., 2018). Vel'kou vyhodou je relativne vysoky vytazok
spravnych produktov vd’aka nekompatibilte rovnakych fragmentov medzi sebou.
V reak¢nej zmesi sa hromadia iba stabilné vysledné produkty, nestabilné vedlajsie
produkty sa premieniaju naspat’ na reaktanty

Nevyhoda Golden Gate metody spoCiva najmé v nemoznosti pouzit’ taky DNA
fragment, ktory by obsahoval Stiepne miesto pre pouzité endonukleazy uprostred
sekvencie (Engler et al., 2008).
2.2.2.3 Green Gate klonovanie

Green Gate klonovanie vychadza z principu Golden Gate klonovania. Tato
metdda bola vytvorena Specialne pre rastlinné vektory (Lampropoulos ef al.,
2013). Green Gate umoziiuje za principu Golden Gate skladania fragmentov
rychlo a efektivne zaklonovat az 6 modulov za sebou do jedného vektoru.
Viacsinou ide o hlavné genetické elementy — promotor, N-koncova sekvencia,
samotna kodovacia sekvencia skimaného génu, C-koncova sekvencia, terminator
a selekény gén. Green Gate klonovaci systém je reprezentovany 6 pUCI9
vektormi a jednym pGreen rastlinnym destinaCnym vektorom (Obr. 6). Vd’aka
tejto technologii predpripravenych rastlinnych modulov je umoznené jednoduché
skladanie niekolkych vytvorenych konstrukov do jedného spolo¢ného vektoru,

¢im je mozné vytvarat multigénne transformacné vektory.

2.2.2.4 Gibson Assembly

Gibson Assembly je Specifickd metoda klonovania, ktord umoziuje spéjanie
niekol'kych sekvencii DNA. Vyuziva 3 rozne enzymy na upravu DNA. Ako prva
sa pouziva TS5 exonukleaza, ktora vytvara jednoretazcové presahy na DNA od 5°
konca. Vzniknuté presahy musia byt komplementarne na molekuléach, ktoré sa
nasledné maju spojit za sebou. Nasledne dochadza k annealingu®
komplementarnych koncov. Aktivita DNA polymerazy vyplni pripadné medzery
a ligaza obnovi fosfodiesterovu vazbu (Obr. 7). VSetky enzymy funguji nezavisle
na sebe a vSetky reak¢né kroky prebiehaju naraz. Spojené DNA sekvencie mozu

byt nasledne vlozené priamo do vektorov pomocou presahov na oboch koncoch
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Obrazok 6 Schematické znazomenie Green Gate klonovacicho systému. Green Gate
pozostava zo 6 pUC19 vektorov. 6 vektorov obsahuje sekvencie rastlinného promotoru,
N-terminalnu a C-terminalne znacky pre produkciu rekombinantnych proteinov, samotnil
kédovaciu sekvenciu génu (CDS) a rastlinny terminator. Jednotlivé fragmenty nesené vo
vektoroch sa principom Golden Gate metddy spajaju za sebou do destinaéného vektoru,
pricom vznika finalny transformacny konstrukt so spravnym usporiadanim jednotlivych
modulov. Destinaény vektor obsahuje I'avé (LB) a pravé (RB) ohranic¢enie z Ti-plazmidu,
aby bol konstrukt priamo pripraveny na transformaciu rastlim pomocou A. tumefaciens.
Fialové noznice na schéme znazoriuju rozpoznavacie miesta pre RE Bsal. Prevzaté
(Lampropoulos ef al., 2013) a upravené.

komplementarnych s presahmi vo vektore apouzité na transformaciu

hostitel'skych buniek (Gibson et al., 2009).

2.2.2.5 Gateway klonovanie

Metoda Gateway klonovania je zalozena na schopnosti Specifickej rekombinacie
bakteriofaga A. Fag sa dokdze s vysokou presnostou integrovat do gendému
hostitel'skej bunky FE. coli ataktiez sa z genomu vystiepit. Rekombinacia je
umoznend vd'aka pritomnosti §pecialnych sekvencii na DNA faga (attP) a . coli
(attB). Skimana DNA sa ohrani¢i attB sekvenciami a za pomoci rekombina¢nych
enzymov ziskanych zbakteriofaga dochadza ku Specifickej rekombinacii s
Lentry vektorom obsahujicim attP miesta. Uspesnou reakciou vznikaju attL
sekvencie vo vektore, ktoré ohranicuju fragment a vd’aka nim je mozné fragment
opatovne vystiepit' a rekombinovat’ s attR sekvenciami na destinatnom vektore

(Obr. 8, Hartley ef al., 2000; Reece-Hoyes & Walhout, 2018).
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Obrazok 7 Schematické znazornenie skladania dlh§ich DNA fragmentov za sebou behom
jednej reakcie. Dva r6zne fragmenty maju na koncoch rovnaké sekvencie (znazornené
¢iernou). Aktivitou T5 exonukleazy dochadza ku vzniku jednovlaknovych presahov,
ktor¢ st komplementarne medzi molekulami. Nasleduje ,,annealing — komplementame
zapadnutie jedného presahu do druhého pri 50 °C. Teplota inakvituje TS exonukleazu. Na
zaver DNA polymeraza aligaza kovalentne spoja fragmenty a doplnia chybajice
nukleotidy. Prevzaté (Gibson ef al., 2009) a upraven¢.

Gateway technologia nezavisi na RE, preto je moznu ju pouzit aj v pripade DNA
sekvencii obsahujucich Stiepne miesta pre RE uprostred. Na Gateway reakcie sa
vyuzivaju rovnaké sady enzymov (Specifickd sada pre BP a Specificka pre LR
reakciu), preto je mozné metodu relativne jednoducho Standardizovat’ a pouzivat
vo velkom. Vsetky Gateway vektory obsahuju selekénu kazetu s ccdb génom
a génom rezistencie na antibiotikum. ccdb gén pdsobi letalne pre bezne pouzivané
kmene FE. coli aumoziiuje selekciu transformovanych buniek. Pri vlozeni inzertu

do vektoru dochadza ku strate ccdb génu, ¢im je umozneny rast baktérii na médiu

s prislusnym antibiotikom (Bernard & Couturier 1992; Miki et al., 1992).

2.2.3 Transformacia rastlin - Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens je prirodzene sa vyskytujuca pddna baktéria z cel'ade
Rhizobiaceae. V prirodzenych podmienkach ide o genetického parazita, ktory sa
vyznacuje vyskytom Ti-plazmidu. Ide o relativne velky plazmid obsahujuci
niekol’ko funkénych oblasti. Ti-plazmid zaruCuje infekénost daného kmeria
baktérie a schopnost indukovat rast nadorov a syntézu biologicky vyznamnych

latok pre A. tumefaciens rastlinnymi bunkami.
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Obrazok 8 Schematické znazomenie BP a LR reakcii Gateway klonovania. Pri BP reakcii
je skimany DNA fragment lemovany attB rekombina¢nymi miestami a dochadza k jeho
vlozeniu do donorového vektoru v attP miestach. Vznika vstupny klon (z anj. entry
clon®) a vedl'ajsi produkt obsahujici ccdb gén. V druhom kroku dochadza k rekombinacii
medzi vzniknutymi attl miestami na vstupnom klone s attR miestami destinacné¢ho
vektoru. Vysledkom reakcie je expresny klon (z anj. Expression clon) a vedlajsi produkt
s ccdb génom. Prevzaté (Gateway Cloning Technique: An overview of Thermo Fisher's
Gateway Cloning technique and how to simulate the Gateway reaction in
SnapGene.)a upravené.

Cast Ti-plazmidu nazyvana T-DNA obsahuje niekol'ko génov pre syntézu opinov
a rastlinnych hormonov. Typicky obsahuje T-DNA 3 regiony. TL (I'avy), kde sa
nachadzaju gény pre syntézu auxinu, cytokininov a oktopinu. TC (stredny) region
neobsahuje vyznamné gény. TR (pravy) region obsahuje zvy$né gény pre tvorby
opinov mannopinu a agropinu. T-DNA je ohrani¢ena pravou a I'avou hrani¢nou
sekvenciou, ktora je rozpoznavana vir proteinmi aumoziuje integraciu do
rastlinného gendmu. V génovom inzinierstve sa prave T-DNA region nahradza
skimanymi génmi. Pomocou modifikovanych Ti-plazmidov dochadza
prirodzenou cestou ku genetickej Uprave rastlinnych buniek a vzniku zelanych
jedincov (Gelvin, 2003).

Druhou vyznamnou ¢astou Ti-plazmidu je virulentna oblast obsahujuca vir
gény. Vir gény koduju rozne vir proteiny, ktoré priamo zodpovedaju za virulenciu
baktérie a samotnu infekciu a prenos DNA do rastlinného genomu. Protein vir
A funguje ako periplazmaticka anténa, ktora rozpoznava fenolické zlucCeniny
vylu€ované posSkodenymi rastlinnymi bunkami. Po aktivacii fosforyluje vir G

protein, ktory napomaha transkripcii ostatnych vir génov. Protein vir D4 spolu
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s 11 vir B proteinmi tvoria sekrecny systém typu IV a umoziiuju samotny transport
T-DNA spolu s niekol'kymi d’alSimi vir proteinmi. Vir D1 a D2 vystepuju T-DNA
sekvenciu z plazmidu a vir D2 spolu s virE2 sa prenaSaju naviazané na T-DNA
do rastlinnej bunky. Vir E obsahuje jadrovy lokaliza¢ny signal a bola naznacena
jeho uloha v ochrane T-DNA pred nukledzami v cytoplazme rastlinnych buniek
(Gelvin, 2003). Zjednodusena schéma Ti plazmidu je zobrazena na obr. 9.
Transformécia pomocou A. tumefaciens je asi najpouzivanejSou metodou na
transformaciu dvojkli¢nolistovych rastlin. Jednokli¢nolistové rastliny st tazko
infikovatel'né Standardnymi kmerimi, pricom uspesne sa daju transformovat’ iba

niektoré genotypy jednokli¢nolistovych druhov (Hofmann, 2016).

2.2.4 Miesto-Specifické metody editacie genému
Vytvaranie mutécii v genomoch rdéznych organizmov bolo donedavna umoznené
iba pomocou ndhodnych metdd. Za pouzitia chemickych, biologickych ¢i
fyzikalnych mutagénov dochadzalo k tvorbe nahodnych mutacii, ktorych
skumanie prispelo k odhaleniu mnohych biologickych procesov. Postupom casu
doslo k objavu technik, ktoré umoziuji zmenu v Struktire DNA na konkrétnom
zelanom mieste. Techniky na editaciu gendmu spdsobuju dvojité zZlomy na vlakne
DNA.

Zlomy na DNA st dosledkom posobenia sekvencne Specifickych nukleaz

a neskor su opravené buneCnymi reparacnymi mechanizmami. Prvou moznostou

‘ Syntéza cytokininov |

l Syntéza auxinu I ! Syntéza opinov
Lavé hranica T- | | TDNA ‘

DNA (RB) | Prava hranica T-

DNA (RB)
Katabolizmus
opinov
Virulentna oblast’ ‘

Syntéza opinov I

Obrazok 9 Mapa Ti plazmidu s vyznacenim dodlezitych oblasti. Prevzaté (Ti-plasmid:
Features, Diagram and Uses) a upravene.



opravy je NHEJ (non-homologous end joining), kedy dochadza ,natvrdo™
k spojeniu DNA koncov v ramci zlomu. NHEJ mechanizmus nie je presny a pocas
opravy dochéadza k inzerciam alebo delécidm nukleotidov. Druhym, presnej§im
mechanizmom je HDR (homology-directed repair). HDR vyuziva vldkno na
sesterskom chromozome, ktoré sluzi ako predloha na opravu poskodeného miesta.
Pokial sa do bunky vlozi umelo fragment s rovnakou sekvenciou, ako miesto, kde
doslo ku zlomu, mo6ze byt umely fragment pouzity podobne ako templat. Vd'aka
HDR dochadza ku substiticiam a , knock-in“ génov v poskodenom mieste (Obr.
10; Symington & Gautier, 2011).

V sucasnosti sa vyuzivaju 3 technologie zalozené na sekvencne $pecifickych
nukledzach: ,,zinkové prsty* (ZFN); TALEN a CRISPR asociovany protein Cas 9.
2.2.4.1 TALEN
Editacna technologia TALEN (Transcription activator-like effector nucleases) je
zalozena na proteinoch TALE, ktoré su spojené s nukleazovou doménou. TALE
boli objavené u rastlinnych patogénnych baktérii rodu Xanthomonas. Tieto

efektorové proteiny vylucuju baktérie do infikovanych rastlinnych buniek pomo-

l Dvojvlaknovy zlom l

@/ \HDR

...} La—s§ r .
7 Delécia - Donorovi DNA
\
= f=——} "
w— s | INZercia
»Knock-out* génu »Knock-in génu“
Vznik mutacie Oprava mutacie

Obrazok 10 Schematické zobrazenie dvoch najéastejSich reparacnych mechanizmov v
bunke pri oprave dvojvlaknovych zlomov na DNA. Nehomologické spajanie koncov
(NHEJ) sposobuje priame spojenic DNA vlakna v bode zlomu. Pri oprave dochadza ku
strate bazy alebo ich doplneni navyse, pricom vznikaju inzercie alebo delécie. Vysledkom
NHEJ méze byt , knock-out™ génu v mieste zlomu. Homologicka rekombinacia (HDR)
vyuziva na opravu dvojvlaknového zlomu homologicku sekvenciu DNA, napr. na
sesterskom chromozome. Pri vloZzeni umelej homolognej DNA sekvencie méze dojst ku
vlozeni fragmentu do chromozému v mieste zlomu (,.knock-in®) a oprave pdvodnej
mutacie. Prevzaté ( Xu ef al., 2020) a upravené.
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cou sekre¢ného systému typu III (Boch J & Bonas, 2010). TAL efektory su
schopné viazat sa na DNA v prirodzenych podmienkach slizia na zmenu
regulacie transkripcie niektorych génov. Ide bud’ o gény, ktoré umoziuju lepsiu
virulenciu patogéna, alebo presne naopak, spustaju imunitnu odpoved’ hostitela.
Efekt TALE proteinov zavisi na konkrétnej genetickej vybave hostitel'skej rastliny
(Gu et al. 2005; Sugio et al., 2007) DNA-viazbova doména TALE mdze byt
relativne jednoducho upravena tak, aby boli schopné viazat’ akukol'vek sekvenciu
DNA.

Srdcom TAL efektorov je centralna DNA-vdzbova doména, ktora je zodpovedna
za funkciu proteinu. Zabezpecuje Specificku vazbu na konkrétnu sekvenciu DNA
v hostitel'skom genome. Je zlozena zopakujucich sa sekvencii po 33-35
aminokyselinach, pricom 12. a 13. aminokyselina sa odliSuje (,,repeat variable
diresidue“ — RVD). Prave tieto odliSujuce sa aminokyseliny rozpoznavaju
konkrétne nukleotidy a sprostredkiivaju vizbu na DNA. Opakujuce sa sekvencie
predstavuju kod, vd’aka ktorému sa protein viaze na presne uréené miesto v DNA
(Boch, 2011).

TALE su vd’aka svojej Specifickej povahe vyuzivané v biotechnologickom
vyskume na editaciu genému. Synteticky pripravené kombinacie jednotlivych
opakujucich sa AMK sekvencii umoziuju cieleni vazbu na DNA. Pokial sa ku
takto vytvorenému proteinu sfuzuje eSte funkénd doména, napr. nukleaza alebo
represor transkripcie, je mozné cielene editovat skimani DNA sekvenciu
a vytvarat' Specifické mutacie. Na editaciu genomu sa vyuziva Fokl nukleaza,
ktora patri do skupiny RE IIs (Li et al., 2010, Christian et al., 2010). Vel'kou
nevyhodou pouzitia TAL proteinov je DNA-vidzbova doména obsahujuca
tandémové repetice, ktoré si naro¢né na pripravu ako casovo, tak finan¢ne (Zhang
etal.,2017).
2.2.4.2 Zinkové prsty

Editacné konstrukty na baze zinkovych prstov boli vytvorené ako prvé
vyuzivajuce Fokl nukledzu (Lloyd etz al., 2005). Fokl nukleaza ma 2 aktivity,
pricom za kazda aktivitu je zodpovedné iné aktivnhe miesto. Ide o DNA
rozpoznavaciu a DNA Sstiepiacu funkciu. DNA-§tiepiaca doména musi ostat’
zachovana vo vSetkych syntetickych konstruktoch a funguje iba v pripade, ze sa

enzym nachaddza v danom mieste ako dimér (Smith ef al, 2000). DNA-
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rozpoznavacia doména moze byt nahradend aj inou Strukturou, priCom casto sa
vyuziva substiticia prirodzenej domény prave 4-6 ,.zinkovymi prstami®. Zinkové
prsty obsahuju konzervovanu sekvenciu Cys2His2 akazda podjednotka
s velkostou cca 30 AMK viaze 1 atom zinku (Kim ez al., 1996). Kazdy ,,prst*
viaze 3 nukleotidy na DNA. Rozne sekvencie zinkovych prstov mozu byt
vytvarané tak, aby rozpoznavali kazdy ina sekvenciu nukleotidov.

Ked'ze FokI nukleazova doména nedokaze Stiepit DNA ako monomér, je mozné
aktivitu konS§truktov so zinkovymi prstami jednoducho regulovat. Kazdy
monomér sa sfuzuje sinou sekvenciou zinkovych prstov tak, aby boli
komplementarne so susednymi sekvenciami okolo §tiepneho miesta. Iba pokial
ddjde k rozpoznaniu oboch stran okolo Stiepneho miesta, dojde k dimerizacii Fokl
ak tvorbe DSB. Vdaka tomu je zabezpeCena relativne vysoka Specificita
Stiepenej sekvencie a znizuje sa pravdepodobnost ,,off-target” Stiepenia (Miller ez
al., 2007).

Vel'kou nevyhodou ZFN je ich naro¢nost’ na pripravu, ako financna, tak aj
Casova, a Specificita Stiepenia uz bola prekonand inymi technikami (Zhang et al.,
2017).
2.2.4.3 CRISPR-Cas9

2.2.4.3.1 CRISPR ako bakterialny imunitny systém

Prvy organizmus, u ktorého doslo k objavu CRISPR lokusov, bola Escherichia
coli (Ischino et al., 1987) CRISPR sekvencie boli objavené ako opakujuce sa
repetice oddelené od seba neznamymi sekvenciami. Tieto sekvencie sa neskor
oznacili ako ,spacery“ aich pdvod je vgendmoch virusov aplazmidov
infikujucich dany druh baktérie (Bolotin ez al., 2005). Okrem CRISPR lokusov
boli objavené aj CRISPR-asociované gény (cas gény), ktorych sekvencie sa
nachadzali na okrajoch CRISPR lokusov (Jansen et al., 2002).

Dalsi vyskum ukazal, 7¢ CRISPR-cas systém umoziiuje baktériam ziskavat
imunitu vo¢i napadajucim cudzim nukleovym kyselinam. V priebehu infekcie
dochadza k zacleneniu casti cudzej nukleovej kyseliny do CRISPR lokusu
avznikd novy ,spacer”. Ziskana imunita je sprostredkovana kratkymi RNA
molekulami, ktoré wvznikaji zo ,spaceru“ (crRNA — CRISPR RNA), su
komplementarne ku infikujucej DNA molekule a navadzaju obranné Cas proteiny

proti votrelcovi (Barrangou ef al., 2007, Brouns et al., 2011).
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Po transkripcii CRISPR lokusu dochadza k zacleneniu ctrRNA do proteinového
komplexu, ktory prechadza po molekulach nukleovych kyselin v bunke a hl'ada
sekvenciu komplementarnu k crRNA. Pokial komplex narazi na komplementarnu
sekvenciu, ddjde ku rozstiepeniu parovanej molekuly. Existuje niekol'ko typov
CRISPR-Cas systémov vyskytujucich sa v prirode, pricom sa li§ia medzi sebou
jednak systémom rozpoznévania infikujucich nukleovych kyselin, ale aj
sposobom a miestom, kde su tieto Stiepené. U typu II, III, V, VI je votrelec
rozStiepeny presne v mieste jeho rozpoznania, pripadne ned’aleko (Barrangou et
al., 2022).

CRISPR lokusy su definované ako kratke opakujuce sa sekvencie, ktoru su
medzi sebou oddelene podobne kratkymi , spacer sekvenciami. Repetice st
odlisné medzi jednotlivymi lokusmi a lokusy sa u vacsiny CRISPR systémov
vyznacuju pritomnostou jednej degenerovanej repetice odliSnej od ostatnych
vacsinou na 3° konci (Jansen et al., 2002). Nové spacery sa pridavaju na okraji
lokusu, pred prvu repeticu, vd’aka pritomnosti sekvencie bohatej na A-T, ktora
s prvou repeticou priamo susedi. Vacsina CRISPR systémov v prirode dokaze
ziskat novy spacer iba z DNA sekvencie (Barrangou ez al., 2007).

Rozpoznanie cudzej DNA sekvencie je zaistené niekol’kymi mechanizmami.
Vicsina prokaryotickych organizmov m4 cirkularne chromozoémy, pri¢om vacsina
infikujacich DNA molekul je linearna. Druhym mechanizmom je pritomnost
PAM sekvencie, vd’aka ktorej je mozné dolisit’ cudziu molekulu od hostitel'ove;j.
Samotnu integraciu ,,spacer” sekvencie do CRISPR lokusu maju za tilohu proteiny
Casl a Cas2 (Makarova et al., 2020). Casl a Cas2 tvoria spolu s cudzim tisekom
DNA integrazovy komplex a vytvaraju novy ,,spacer (Nunez et al., 2014).
2.2.4.3.2 CRISPR-Cas9 ako nastroj editacie genomu
Postupnym vyskumom CRISPR-Cas prirodzenych systémov bolo odhalené ich
mozné vyuzitie na editovanie genetickej informacie v bunkach. Po $pecifickych
metddach zalozenych na ZFN a TALE proteinoch sa CRISPR systém typu II
v poslednych rokoch zaradil do beznej praxe pri tvorbe konkrétnych uprav
genomov roznych organizmov. Vd'aka svojej jednoduchosti a vysokej Specificity
Stiepenia dovtedy pouzivané metddy dokonca prekonal (Ledford, 2015).

CRISPR-Cas9 ako nastroj na editaciu gendému je jednoduchy systém, zlozeny
len z dvoch sucasti — nukledzy Cas9, ktora zabezpeci tvorbu zlomu na DNA, a

,single-guide® RNA, ktord vdaka komplemetarite k cielovému useku na DNA
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zabezpeci navedenie Cas9 na konkrétne miesto. Rozpoznavacia sekvencia sgRNA
ma via&sinou dizku okolo 20 nukleotidov, ktoré st presne komplemetarne k Zelanej
sekvencii DNA (Jinek ez al., 2012, Doudna et al., 2014). Jedinou podmienkou je
pritomnost ,,protospacer adjacent motif* (PAM) sekvencie hned vedla cielovej
sekvencie DNA. Pritomnost PAM je nutna pre Cas9 nukleazu, aby rozstiepila
molekulu DNA (Sternberg et al., 2014). V jednom kroku je mozna editacia aj
viacerych génov, pokial sa pouzije niekol'ko sgRNA s roznou Specifickou
sekvenciou na navedenie Cas9 nukleazy (Ma et al., 2015).

NajcastejSie vyuzivanou Cas9 nukleazou je protein ziskany z baktérie
Streptococcus pyogenes, ktora rozpoznava PAM NGG. Cas9 protein ma 2 domény
— RucV a HNH. Obe domény maju nukleazova aktivitu, priCom kazda z nich
Stiepi jedno vlakno na DNA. Vysledkom aktivity oboch domén je dvojvlaknovy
zlom s tupymi koncami (Jinek et al., 2012).

Druhou nevyhnutnou sa¢astou CRISPR-Cas9 systému je,,sgRNA“. Ide o umelo
vytvoreni RNA sekvencia mimikujiucu prirodzent formu crRNA a tracrRNA
(Cong et al., 2013, Jinek et al., 2012). V prirode je tracrRNA (transactivating
RNA) nevyhnutné pre aktivaciu Cas9 proteinu. crRNA funguje ako ,,navadzac*
pre cely komplex. sgRNA je kodovand jednym génom, ktory obsahuje
rozpoznavaciu sekvencia sgRNA s dizkou okolo 20 nukleotidov umiestnenou na
5¢ konci a uniformnym sgRNA | scaffoldom* (Jinek ez al., 2012, Mali et al., 2013).

Cas9/sgRNA komplex je navadzany na spravnu sekvenciu DNA pomocou
hybridizacie medzi cielovou molekulou a rozpoznavacou sekvenciou sgRNA. Po
naviazani sgRNA na DNA v pritomnosti PAM sa aktivuju jednotlivé domény Cas9
a dochadza k tvorbe DSB. DSB je nasledne opraveny bunkovymi reparacnymi
mechanizmami a dochadza ku vzniku mutacii na cielovom mieste (Cong et al.,
2013). CRISPR-Cas9 sa najcastejSie pouziva na ,knock-out“ génov, delécie,
inzercie (knock-in), narusenie regula¢nych elementov a obmedzenie virusovych
infekcii (Ma et al., 2016).
2.2.4.3.3 CRISPR rastlinné expresné vektory
Prvou dolezitou sucastou CRISPR expresného vektoru je ,,sgRNA scaffold*
s restrikénym miestom pre vlozenie ,,spacer” sekvencie na 5° koniec. sgRNA ma
celkova dizku okolo 98 nukleotidov ajej expresia je najGastejsie riadena
promotormi U3 alebo U6 pre malé jadrové RNA (Ma et al., 2016, Jiang et al.,
2013).
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Kodujuca sekvencia pre Cas9 protein musi obsahovat umelo pridany jadrovy
lokaliza¢ny signal v eukaryotickych bunkach na zabezpecCenie prechodu
z cytoplazmy do jadra po translacii. NavySe, pre pouzitie v rastlinnych bunkach je
nutna optimalizacia kodonov pre dany druh, aby sa zabezpecila najvyssia mozna
efektivita Stiepenia. Pouzitie neoptimalizovanej sekvencie Cas9 viedlo k nizsej
efektivite (Zhang et al., 2017). Na expresiu Cas9 su véacsinou pouzité¢ rdzne
konStitutivne promotory, napr. ubiquitinovy promotor z Arabidopsis, ryze, €i
kukurice. Silny CaMV 35S promotor bol taktiez pouzivany, avSak expresia Cas9
riadena ubiquitinovym promoétorom vykazovala lepsiu efektivitu génovej editacie
(Miao et al., 2013, Svitashev et al., 2015).

Dalsie sucasti expresnych vektorov zavisia na pouzitej metode klonovania
a transformacie samotnych rastlinnych buniek. Struktira transformaénych
vektorov bola popisana v kapitole 2.2.1.

2.2.4.3.4 Vieobecné kritéria pre tvorbu gRNA

Prvym krokom CRISPR experimentu je priprava adizajn rozpoznavacej
sekvencie sgRNA. Experimentalne bolo ziskanych niekol'ko pravidiel, ktorymi by
sa mal dizajn riadit’. Zhrnutie a postup dizajnu sgRNA bol popisany v Schindele
etal., 2020:

1. Dizka

Rozne izoformy Cas9 proteinu najlepsie funguju pri rozliénych dizkach gRNA
avyuzivaju rozdielne PAM sekvencie (Cebrian-Serrano & Davies, 2017).
Najcastejsie pouzivana forma Cas9 pochadza z baktérie Streptococcus pyogenes
(SpCas9) a na jej funkciu sa va&sinou vyuziva gRNA s dizkou 20 nukleotidov a 5¢
-NGG-3° PAM. PAM sekvencia sa v gendme vyskytuje bezne a gRNA do urcite]
miery toleruje niektoré zamenené nukleotidy v cielove] sekvencii
(,mismatches™), preto moze dochadzat ku Stiepeniu DNA na nezelanych
miestach. AvSak, u rastlin si 20-nukleotidové gRNA vysoko-precizne a nezelané
efekty sa vyskytuju len pri vel'mi podobnych sekvenciach alebo pokial’ je zamena
nukleotidov d’aleko od PAM sekvencie (Peterson ef al., 2016; Zhang et al., 2018).
2. Obsah C-G (%)

Druhym doélezitym kritérium pri vybere rozpoznavacej sekvencie sgRNA je
percentualny obsah C-G baz. Experimentalne bolo zistené, ze sekvencie s prili§

vysokym obsahom C-G su menej efektivne. U sgRNA pouzivanych u rastlin bol
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zisteny pouzitel'ny obsah C-G medzi 30 az 80%, pricom molekuly s viac ako 50%
vykazali o nieco lepsiu efektivnost’ (Ma et al., 2015; Liang et al., 2016).

3. Potencialne ,,off-targets*

sgRNA rozpoznava cielovi sekvenciu na DNA, aby mohlo dgjst k
jej rozstiepeniu a tvorbe zlomov na konkrétnom mieste. gRNA nemusi vzdy
rozpoznavat 100%-komplementarny usek na DNA, mozu byt tolerované niektoré
malé zameny v nukleotidoch. Nasledkom neuplne komplementarneho parovania
modze byt DNA roz§tiepend na inom mieste, nez bolo povodne urené a moze tak
dochadzat’ k mutacidm v nespecifickych ¢astiach genomu (Fu ef al., 2013).

Druhym nésledkom netplnej komplementarity moézu byt DNA alebo RNA
,bulges™ (vydutiny). Vznikaja v pripade, ze v refazci ostane jeden alebo viacero
nesparovanych nukleotidov atieto vytvoria slucku. Cas9 dokaze tolerovat
vytvorené slucky na DNA o velkosti 1 nukleotid, ale vicSie jej aktivitu potlacia.
Pri RNA sluckach zavisi na ich umiesteni. Ak sa nachadzaju v blizkosti PAM, nie
su tolerované vobec. Vo vicSej vzdialenosti mozu byt tolerované aj s vel'kost'ou
viac ako 1 nukleotid (Lin ez al., 2014).

Okrem nespravneho parovania baz medzi gRNA a DNA vplyva na aktivitu Cas9
aj parovanie vnutri gRNA ret'azca, ktoré ovplyviluje vazbu medzi gRNA a DNA.
Avsak, u rastlin je toto parovanie do urcitej miery tolerované (Liang ef al., 2016).

4. Sekundarna Struktura

V ramci jednovlaknového retazca gRNA dochadza k parovaniu baz medzi sebou
a vznikaju rozne sekundarne Struktary. Sekundarna Struktira sgRNA mé vplyv na
interakciu a stabilitu komplexu s proteinom Cas9, a tym aj ovplyviluje samotni
editaciu cielove] DNA. Porovnanim roznych sekundarnych gRNA Struktar bolo
zistené, ze obsahuju 3 slucky (,,stem-loops). Slucka 1 je ddlezitd pri tvorbe
komplexu Cas9-gRNA-DNA a slucky 2 a3 maja velky vplyv na efektivitu
editacie (Nishimasu ef al., 2014). Avsak, boli pripravené rozne optimalizované
verzie sgRNA | scaffoldu®, ktorych sekundarna Struktara sa liSila od povodnej
anapriek tomu dochadzalo ku zlepSeniu efektivity Cas9 a celého CRISPR
systému (Dang ef al., 2015).
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3 EXPERIMENTALNA CAST
3.1 Material

3.1.1 Rastlinny a bakterialny material

e FEscherichia coli — kmen DB3.1, STBL2 a NEB10-beta

o Agrobacetrium tumefaciens — kmen GV3101

o Arabidopsis thaliana — ekotyp Columbia (Col-0, WT)

e T-DNA inzer¢ny ,knock-out® mutant Arabidopsis thaliana v LHCB3 —
SALK 020314c

3.1.2 Chemikalie

0,5x TBE (Tris/Borate/EDTA) pufer

agaroza (Sigma, USA)

destilovana voda

etanol 70% a 96%

etidium bromid

Cistiaci prostriedok na GMO — Krystal SANAN KLASIK

10 x Ligacny pufer

10 x BSA (1 mg/ml) (Roth)

Antibiotika: spektinomycin, karbenicilin, rifampicin, gentamycin (Merck)
Sacharoza 5%

Acetosyrigon 100mM

Silwet L-77

Denaturacny pufr na proteiny

Pufry na Dot Blot — TBST a TBS

Primarna protilatka na LHCB2 1:2000 (Agrisera)

Sekundarna protilatka 1:15 000 (Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) HRP
Conjugate) (Bio-Rad)

Chemiluminiscenény substrat (Immobilon Western Chemiluminiscent HRP
Substrate (Merck)

GeneRuler Express DNA Ladder (ThermoFischer Scientific, USA)

3.1.2.1 Enzymy

restrikéné endonukleazy: Bpil, Bsal (New England Biolabs)
T4 DNA Ligéaza (ThermoFischer Scientific, USA)
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e DreamTaq DNA polymeraza (ThermoFischer Scientific, USA)
3.1.2.2 Golden Gate klonovacie a transformacné vektory
Pouzité vektory a klonovaci protokol uvedeny v Stuttman ez al., 2021:
e Shuttle* vektory s promo6torom U6 pre expresiu sgRNA:
1. M1 (pDGE332) — AddGene #153241
2. M2E (pDGE334) — AddGene #153243
e Destinacny vektor pPDGE347: FAST Bar pRPS5a:Cas9 ccdB — AddGene
#153228
3.1.2.3 Média
o tekuté a tuhé LB (Luria-Bertani) médium
o tekuté a tuhé YEB médium
o tekut¢ médium NEB 10-beta/Stable Outgrowth Medium (New England
Biolabs).
3.1.2.4 Komerc¢né kity
e Thermo Scientific™Phire™Plant Direct PCR Master Mix kit (Thermo
Fisher Scientific, USA)
e Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher
Scientific, USA)
e NucleoSpin® Plant IT kit (Thermo Fisher Scientific, USA)
e ExoSAP-IT™ PCR Product Cleanup (Thermo Fisher Scientific, USA)
e BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher
Scientific, USA)

3.1.2.5 Oligonukleotidy
Tabulka 1 Zoznam pouzitych oligonukleotidov ako sgRNA.

Sekvencia Nazov

AGACTTGACGGTACGACGCA sgRNA 1
GATGCGGCCACCGCCATTGG sgRNA 2
GGTTCACAGATCTTCAGCGA sgRNA 3
ACTCGGTCGGATCCGTACCA sgRNA 4
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Tabul'ka 2 Zoznam pouzitych primerov.

Nazov Sekvencia Pouzitie
Colony PCR, Sangerovo
Colony 1 | ATGTGATGAACGCCACAGGT
sekvenovanie
Colony 2 | TACCGCCTTTGAGTGAGCTG Colony PCR
Colony Colony PCR, Sangerovo
AAGGCGGGAAACGACAATCT
Seq sekvenovanie
Primer
TGCTAGGGAGGTCGCAGTAT Detekcia RFP
RFP1
Primer
ACCGTGAACAACCACCACTT Detekcia RFP
RFP2
Lhcb2.1 Amplifikacia génu
CCACCACAGCCACTACCAAT
FP LHCB2.1
Amplifikacia génu
Lhcb2.1
RP CCGTGTCCAGGCCTACTTTT LHCB2.1, Sangerovo
sekvenovanie
Lhcb2.2 Amplifikacia génu
TTCAAACCGGTCTGGTCGAG
FP LHCB2.2
Amplifikacia génu
Lhcb2.2
RP GTGATGACTTGCTTCGCGTC LHCB2.2, Sangerovo
sekvenovanie
Amplifikacia génu
Lhcb2.3
Ep ACTGCCACGAGATCTTCCAC LHCB2.3, Sangerovo
sekvenovanie
Lhcb2.3 | GGAATCCAGAATCGGAAGCC Amplifikacia génu
RP A LHCB2.3
Seq Sangerovo sekvenovanie
GCACAACTTGAACAGCCCAG
Lhcb2.1 LHCB2.1
Seq Sangerovo sekvenovanie
GCACAACTTGAACAGCCCAG
Lhcb2.2 LHCB2.2
Seq Sangerovo sekvenovanie
TGTCCCAACCGTAGTCTCCA
Lhcb2.3 LHCB2.3
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3.1.3 Technicky material
e 96-jamkové mikrodosti¢ky (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Analytické vahy (Scaltec instruments GmbH, Nemecko)
o Centrifuga (Labnet Iternational, Inc., USA)
e Fytotron (Weiss Gallenkamp, Vel'ké Britania)
e Horizontalna elektroforeticka komorka (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Lyofilizator (LaboGene, Dansko)
e Malj centrifiga (VWR, Inc., USA)
e Mikroskumavky (Eppendporf, Nemecko)
e Mikrovlnna rura, papierové vrecuska, pinzety, lepiaca paska, sklenené
skamavky
e Mixer Mill (Retsch Gmbh, Nemecko)
e Sada automatickych pipiet (Nichipet, USA)
e Spektrofotometer NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Thermal cycler (Bio-Rad, USA)
e UV transilluminator (Syngene International Limited, India)
e Vodny ohrievac (Grant Instruments Ltd, Anglicko)
e Zdroj jednosmerného napitia (Thermo Fisher Scientific, USA)
e Holten Safety bench Laminair 1.8 (Holten, UK)
e IR sterilizator nastrojov (Schuett-Biotec, Nemecko)
e Plynovy kahan
e Bakteriologické hokejky
e Petriho misky
e Thermo Forma Orbital Shaker (Thermo Electron, USA)
e 250 ml Erlenmayerove banky, sada kadiciek s réznymi velkost'ami
e Termoblok (Thermo Fisher Scientific)
e Fluorescen¢ny mikroskop (Olympus, Japonsko)
e GentleGrab (Labdeers, Cesko)
e Amersham Imager 600RGB (GE HealthCare Life Sciences, Japonsko)
e The Biomek NXP Automated Workstation (Beckman Coulter, USA)
e 3730xI DNA Analyzer (AME BioScience, Norsko)
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e Biological Thermostat BT120M Incubator (Laboratory equipment Prague,
Cesko)

3.1.4 Pocitacové programy
e Microsoft Excel a Powerpoint (MS Office, USA)
e CRISPR sgRNA dizajn:
1. ChopChop (https://chopchop.cbu.uib.no/)
2. RGEN (http://www.rgenome.net/cas-designer/)
3. CCTORP (https://cctop.cos.uni-heidelberg.de/)
e Vyhodnotenie CRISPR indelov:
1. SeqScreener (Thermo Fischer Cloud aplikacia -
https://apps.thermofisher.com/, USA)
2. ICE (https://ice.synthego.com/#/, USA)
e SnapGene (Dotmatics, USA)
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3.2 Metody

3.2.1 In silico dizajn sgRNA

Vyber gRNA cielove] sekvencie prebiehal zvdcSa podla navodu uvedenom

v Schindele ef al. (2020). Okrem online aplikacii uvedenych v danom ¢lanku bola

pouzita eSte aplikacia ChopChop. Dizajn sgRNA prebiehal nasledovne:

1.

Ziskanie sekvencie pre Arabidopsis thaliana exéony LHCB2.1 a LHCBI.2
(Phytozome 13) aich zadanie postupne do online aplikacii. Nastavenie
parametrov — PAM 5’-NGG-3° pre Cas9 odvodenu od Streptococcus pyogenes
(SpCas9), maximalny tolerovany pocet ,mismatches“ bol 4 a zvoleny
organizmus Arabidopsis thaliana.

Porovnanie sekvencii ziskanych z jednotlivych aplikacii a snaha vybrat’ taku,
pri ktorej sa vSetky aplikacie zhodovali. Kritéria pre vyber boli obsah C-G,
ktory mal byt idealne 50-60%, presné miesto cielovej sekvencie na exone
a pocet ,,off-targets” (potencialne miesta cielenia sgRNA mimo pozadovany
gén). Snaha bola vybrat sekvenciu priblizne uprostred exénu asco
najmenSim mnozstvom off-targets.” , Off-targets v ostatnych izoformach
génov LHCB2/LHCBI neboli brané do uvahy, pretoze cielom experimentu je
,,knock-out” vSetkych tychto izoforiem a tato vlastnost’ bola naopak vitana.
Kazdy program hodnotil vypocitané sekvencie pomocou svojho interného
skore, ktoré sa medzi programami pre rovnaku sekvenciu lisilo. Toto skore,
bolo brané do tivahy az ako sekundarne kritérium. Kazdy program priklada
ind vahu inym parametrom, preto porovnavat sekvencie na zaklade tejto
hodnoty nie je az tak objektivne. Snaha bola vyberat’ vzdy sekvenciu, ktora
mala v jednotlivych programoch hodnotu skoére aspori priemernu.

Navod v ¢lanku od Schindele ef al. (2020) obsahuje ako dblezité kritérium aj
sekundarnu  Struktiru sgRNA. AvsSak, sgRNA | scaffold“ obsiahnuty
v pouzitych vektoroch sa lisil od bezne pouzivaného, preto sa sekundarna
Struktura nedala porovnat’ a toto kritérium sa nebralo do uvahy (vid' kapitola

5.1.3)
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3.2.2 Hybridizacia oligonukleotidov

Nadizajnované DNA oligonukleotidy boli objednané a dodané komer¢nou firmou
(Eurofins Genomics, Nemecko). Objednané boli obe komplementarne vlakna,

ktoré po hybridizacii vytvoria dsSDNA moznu zaklonovat do vektoru.

Hybridizacia oboch vlakien prebiehala podl'a protokolu uvedenom v Stuttmann e?

al., (2021):

1. Na pripravu sa pouzili zasobné roztoky o koncentracii 100 pM.

2. Z kazdého roztoku obsahujuceho komplementarne vlakna DNA bolo
odpipetovanych 5 pl, vlozenych do Cistej mikroskimavky. Ku zmesi sa
pridalo 40 pl vody.

3. Pripravené roztoky oligonukleotidov sa nechali denaturovat’ v termocyclery
po dobu 5 minut pri teplote 98°C.

4. Nasledne sa roztoky nechali pomaly schladit’ pri izbovej teplote niekol'ko
minut.

5. Na dalsie kroky sa pouzil 1:200 zriedeny roztok pripravenych
hybridizovanych oligonukleotidov.

6. Rovnaky postup sa zopakoval pre vSetky 4 sgRNA.

3.2.3 Priprava Multiplex CRISPR-Cas9 vektorov

Klonovanie sgRNA do vektorov bolo prevedené podla protokolu v ¢lanku
Stuttman ef al., (2021). Pred samotnou restrik¢ne-ligacnou reakciou boli 3
prazdne vektory (M1, M2E, pDGE347) namnozené v 5 ml tekutej kultary £. coli
kmeni DB3.1 (37°C, cez noc, 225rpm, ampicilin/spektinomycin podl'a vektoru 100
ul.ml™) rezistentnej na ccdb gén pritomny v prazdnom vektore. Z tekutych kultar
boli vyizolované plazmidy podla postupu uvedeného nizsie a nasledne pouzité do

klonovacej reakcie.

3.2.3.1 Izolacia plazmidov

Izolacia plazmidovej DNA prebiehala za pomocou komeréného Thermo Scientific

GeneJET Plasmid Miniprep Kitu (Thermo Fisher Scientific, USA).

1. Oddelenie baktérii od média pomocou centrifugacie 2 min pri 12000g.
Supernatant bol odliaty do odpadu a bakterialny pelet bol pripraveny na d’alSie

pouzitie.
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2. Resuspendacia buniek. Na resuspendaciu sa pouzilo 250 ul resuspenda¢ného
roztoku. Pelet bol pomocou pipety a premieSavania dokonale resuspendovany
tak, aby neostali ziadne zhluky buniek.

3. Lyzabuniek. K resuspendovanym bunkam sa pridalo 250 ul lyzacného pufru,
mikroskimavka sa parkrat jemne premieSala a nechala inkubovat’ pri izbove;j
teplote po dobu maximalne 5 minuat, aby nedoslo k denaturacii plazmidovej
DNA. Po uplynuti inkubacne; doby sa bakterialny lyzat neutralizoval
pomocou 350 ul neutralizatného roztoku. Takto pripraveny lyzat sa
centrifugoval po dobu 5 min 12000g, aby doslo k usadeniu zvyskov buniek
a chromozomalnej DNA

4. Zozbieranie plazmidov pomocou GenelJet kolonky zo supernatantu ziskaného
v predoslom kroku. Kolonka sa umiestnila na c¢isti mikroskimavku
a pomocou pipety sa na fiu opatrne preniesol supernatant. Nasledovala
centrifugacia 1 min 12000g. PreteCeny roztok sa vylial do odpadu a kolonka
s naviazanou plazmidovou DNA sa 2x precistila 500 pl premyvacieho
roztoku. Po kazdom napipetovani roztoku prebiehala centrifugacia 1min
12000g a preteceny roztok sa odstranil.

5. Uvolnenie plazmidov z kolonky a ich zozbieranie do ¢istej mikroskumavky.
Na eluciu sa pouzilo 50 pl eluéného pufru a prebiehala centrifugacia 2min
12000g. V mikroskumavke sa po centrifugécii nachadzali izolované plazmidy,
ktoré boli pouzité na d’alSie experimenty.

6. Stanovenie koncentracie plazmidovej DNA spektrofotometricky pomocou
pristroja  NanoDrop. Koncentracia DNA bola stanovena na zéaklade
absorbancie pri 260 nm v 1 pul elu¢ného pufru. Ako blank sa pouzil samotny

puft.

3.2.3.2 Klonovanie sgRNA do ,,shuttle* vektorov

Klonovanie sgRNA oligonukleotidov do ,shuttle” vektorov taktiez prebiehalo
podl'a navodu v Stuttman ez al., (2021). sgRNA 1 bol vlozeny do ,,shuttle” vektoru
M1 a sgRNA 2 do vektoru M2E (Obr. 11). Analogicky boli vlozené sgRNA 3 do
vektoru M1 a sgRNA 4 do vektoru M2E.
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M1_sgRNA 1
2957 bp

A
GOLDEN
GATE |Replace Insert
ASSEMBLY | BPII (2004) — Bpil (535) Start (0) — End (24)

Bpil

<Start> <End>

SgRNA1
24 bp
Bpil
pDGE332_At_U6_M1
4402 bp
M2E_sgRNA 2
2940 bp
A
GOLDEN
GATE | Replace Insert
ASSEMBLY | BPIL (1999) — Bpil (530) Start (0) — End (24)

<Start> <End>

sgRNA2
24 bp

Bpil

PDGE334_AtU6_M2E
4385 bp

Obrazok 11 Tlustra¢na schéma vlozenia sgRNA 1 do ,shuttle” vektoru M1 a sgRNA2 do
,shuttle” vektoru M2E metddou Golden Gate klonovania. sgRNA 1 a sgRNA?2 obsahuje
na oboch koncoch 4-nukleotidové presahy, ktoré su komplementame k lepivym koncom
vzniknutym na vektore po Stiepeni enzymom Bpil. Bpil enzym vystiepi ccdb gén a gén
rezistencie pre chloramfenikol (usek oznaceny ako sgRNA 1 sivou farbou, pretoze toto
miesto bude po klonovani sgRNA obsahovat). T4 ligaza na konci reakcie spoji
kovalentne inzert a vektor.
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Samotna reakcia prebiehala v 96-jamkove; mikrotitracnej dosticke. Po

napipetovani prebiehala reakcia v termocyckleri podl'a protokolu v tabulke 3.

3.2.3.3 Klonovanie sgRNA do destina¢nych vektorov

Druhym krokom v Golden Gate klonovani je vystiepenie inzertov z , shuttle
vektorov a ich vkladanie do destinacného finalneho vektora (Obr. 12). Samotna
reakcia prebiehala v 96-jamkovej dosticke a zlozenie jednotlivych reakcii je
popisané v tabul’ke 4. Protokol na priebeh reakcie bol rovnaky ako pri vkladani
sgRNA oligonukleotidov do , shuttle” vektorov aje popisany v tabulke 3. Po
dobehnuti druhej GoldenGate reakcie boli ziskané finalne vektory transformované

do E.coli teplotnym Sokom.

3.2.3.4 Transformacia E.coli teplotnym Sokom

Transformécia . coli prebiehala teplotnym Sokom podl'a nasledovného postupu:

1. Zmrazené kompetentné bakteridlne bunky sa vytiahli z -80°C a nechali
pomaly roztopit' na l'ade.
2. Vlaminarnom boxe sa znaklonovanych plazmidov odpipetovalo 7 pul
a pridalo k suspenzii buniek. Jemne sa suspenzia premieSala, aby nedoslo
k zni¢eniu oslabenych kompetentnych buniek. Bunky s plazmidmi sa
nechali nasledne inkubovat’ na l'ade po dobu 30 min.
3. Ku koncu inkubacie sa nechal predhriat’ termoblok na 42°C. Samotna
transforméacia potom prebiehala vlozenim l'adovej bakterialnej suspenzie do
Tabul’ka 3 ZloZenie a protokol restrikéne-liga¢nej rekacie na vloZenie sgRNA do shuttle

vektoru. Objem roztoku jednotlivych ,shuttle® vektorov bol vypocitany na zaklade
koncentracie vyizolovanych plazmidov. Kroky 2 a 5 mintt sa zopakovali 20x.

ZlozZenie reakcie Protokol
Reaktant Mnozstvo Teplota (°C) Cas (min)
Shuttle” vektor 60 ng 37 2
Hybrizidovana Ixzo
seRNA 1 ul 16 5
10x Ligaény pufr 1 ul 50 10
10x BSA (Img/ml) 1 ul 80 10
Bpil 0,3 ul
T4 DNA ligaza
(1) 0,3 ul
H,0 Doplnllf1 do 10
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PDGE347_sgRNA 1_sgRNA2
18 801 bp

A
GOLDEN
Insert

GATE
ASSEMBLY | Bsal (19 454) — Bsal (17 990) |Bsal (2850) — Bsal (118) ]Bsal (441) — Bsal (666)

M1_sgRNA 1
2957 bp

pDGE347_Destinaény vektor M2E_sgRNA 2
19 832 bp 2940 bp

Obrazok 12 Vkladanie sgRNA1 a sgRNA2 zo , shuttle” vektorov do destinacného vektoru
pDGE347 pomocou GoldenGate reakcie. sgRNA inzerty sa vyStiepia zo ,shuttle®
vektorov enzymom Bsal. Na jednom konci kazdej sgRNA vznikne presah
komplementarny s presahom druhej sgRNA ana opacnom konci vznikne presah
komplementarny s presahom v destinacnom vektore. Destinacny vektor sa taktiez
nastiepi enzymom Bsal. Jednotlivé komplementarne presahy DNA sekvencii sa spoja
a T4 ligaza obnovi fosfodiesterovi vidzbu. Vysledkom reakcie je spravna orientacia
jendotlivych sgRNA inzertov na konkrétnom mieste v destinaénom vektore.

vyhriateho bloku na 45s (kmefi STBL2) alebo 30s (kment NEB10-beta).

4. Po teplotnom Soku sa baktérie opét’ preniesli na 'ad, nechali 2 min stat’ a vo
flowboxe sa k nim pridalo 950 pl tekutého LB média (kmefi STBL2),
v pripade NEB 10-beta sa pridalo NEB 10-beta/Stable Outgrowth Medium.

5. Baktérie sa nechali inkubovat’ na trepacke cca 60 min, 225rpm, 37°C.
Tabul'ka 4 ZloZenie restrikéne-ligacnej rekacie na vlozenie sgRNA zo ,.shuttle” vektorov

do destina¢ného vektoru. Mnozstvo jednotlivych vektorov bolo vypocitané na zaklade
koncentracie ziskanych plazmidov.

Reaktant Mnozstvo
Shuttle vektor 40 ng z kazdého
Destinacny vektor | 300 ng

10x Ligacny pufr | 2 ul

10xBSA (Img/ml) | 2 pl

Bsal 1 ul

T4 DNA ligaza (1- | 1 ul

50)

H>O Doplnit do 20 ul
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6. Po skonceni inkubacie sa baktérie centrifugovali 3 min pri 5000g a vo
flowboxe sa odobralo 850 pul supernatantu.

7. Pelet sa rozsuspendoval pipetou vo zvySnom LB médiu a nasledne preniesol
na Petriho misky s tuhym LB médiom s pridavkom antibiotika (karbenicilin
100 pg.ml™ pre , shuttle vektory, spectinomycin pre destinaény vektor).

8. Misky sa nechali kultivovat' cez noc v inkubatore pri 37°C. Po uspesne]
transformacii boli rano na miskach kolonie, z ktorych sa pripravili tekuté
kultiry na namnozenie plazmidov a bola verifikovana pritomnost’ vlozenej

sgRNA.

3.2.3.5 Potvrdenie pritomnosti sgRNA vo vektore — Colony PCR
A) Vlozenie sgRNA do vektoru

PCR reakcia prebiehala za pouzitia Thermo Scientific™Phire™Plant Direct PCR
Master Mix kit. Ako primery boli pouzité Colony 1 a Colony Seq (Tab. 2).
Protokol pouzivany pre PCR reakciu s pouzitim daného kitu je uvedeny v tabul'ke
5.

Pritomnost’ ziskanych amplikénov bola vkazdej PCR reakcii v rameci
experimentalnej Casti prace overend pomocou agarozovej elektroforézy v 1,2%
gély po dobu 60 min, 120V. Gély boli inkubované v roztoku etidium-bromidu po
dobu 20 min a vizualizované pod UV svetlom. Velkost ziskanych produktov bola
overena pouzitim GeneRuler Express DNA Ladder (ThermoFischer Scientific,
USA).

Tabul'ka 5 Protokol pre PCR reakciu za pouzZitia Thermo Scientific™Phire™Plant Direct
PCR Master Mix kit. Teplota ,.annealingu™ 65°C je Specificka pre pouzitu dvojicu
primerov Colony 1 a Colony Seq.

Zlozenie reakcie Protokol

Master Mix 5ul Teplota (°C) Cas

Primery 0,2 ul 98 S min

Vzorka 0,25 ul 98 S5s

Voda 4,55 ul 65 5s x34
72 20s
72 I min
4 inf
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B) Kontrola spravnej orientacie inzertov

Druha PCR reakcia prebiehala za pouzitia oligonukleotidov sgRNA ako primerov.
V pripade shuttle vektorov bol pouzity odpovedajuci oligonukleotid vlozenej
sgRNA a primer Colony 2 (Tab. 1 a2). V pripade destinaénych vektoroch sa
pouzili dvojice oligonukleotidov sgRNA odpovedajuce zaklonovanym v danom

vektore (Tab.1).

3.2.3.6 Sangerovo sekvenovanie destinaénych vektorov

Na sekvenovanie sa pouzili rovnaké primery Colony 1 a 2. Kazdy plazmid bol
osekvenovany oboma primermi. Pripravna reakcia na sekvenovanie prebiehala
v plastovych mikro-stripoch, jej zloZenie anasledny protokol je uvedeny
v tabul'ke 6. Po prebehnuti pripravnej sekvenacnej reakcie boli jednotlivé reakcné
zmesi precistené pomocou magnetickych guliCiek a nasledne sekvenované
kapilarnym sekvenatorom Sangerovou metddou. Precistenie a samotna

sekvenacia bola prevedena zamestnancom laboratoria.

3.2.4 Pestovanie rastlin

Transformécia a nasledna selekcia CRISPR-Cas9 mutantov bola vykonana na
rastlinach A. thaliana. Pouzité boli dva genotypy: divoky typ — Columbia (WT) a
mutantna linia s T-DNA inzerciou v géne pre protein LHCB3 z kolekcie SALK.
Semena boli pred vysevom vlozené do mikroskimavky. Pridala savoda
a skimavka bola zabalena do alobalu. Stratifikacia prebiehala pri teplote 4 °C po
dobu 72 hodin. Po stratifikécii boli semena pomocou pipety s ustrihnutou §pickou
vysiate do kvetinaov v pocte max. 5 semien na kvetina¢. Kvetinace boli ulozené
do fytotronu pri podmienkach: defi — 16 h, 19 °C, intenzita svetla 130 pumol
fotonov m2s!, noc — 8 h, 18 °C, tma. Vlhkost vzduchu bola konstantna po cely

denl 65%. Po 3-4 tyzdnoch boli vykli¢ené rastliny rozsadené do samostatnych

kvetinacov.
3.2.5 Floral dip

Metoda Floral dip wvyuziva schopnost Agrobacterium tumefaciens ajeho
schopnost’ prenosu génov do rastlinnych buniek. Na transformaciu rastlin boli
pouzité destinacné vektory so zaklonovanymi sgRNA vyizolované z tekutych

kultar E.coli ponechanych rast’ cez noc (225 rpm, 37 °C, ampicilin).
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Tabul'ka 6 Zlozenie a protokol pripravnej sekvenacnej reakcie.

Zlozenie reakcie Protokol

Reaktant Mnozstvo Teplota (°C) | Cas

5x Seq buffer 1,5 ul 90 5 min

BigDye 0,5 ul 96 10s

Primer 1 pl 50 Ss I x59
Plazmid 60 ng 60 4 min

Voda Doplnit do 10 pl 4 Inf.

3.2.5.1 Transformacia A. tumefaciens

Transformécia A. fumefaciens prebiehala podobne ako transformacia FE.coli

teplotnym Sokom podl'a nasledovného postupu:

1.

Kompetentné bunky boli na vytiahnuté z -80°C a ponechané na 'ade mierne
rozmrznut'.

Na stale zamrznuté baktérie sa napipetoval 1 pug plazmidu a ponechali sa
uplne rozmrazit. Rozmrznuté baktérie boli podrobené teplotnému Soku.
Mikroskumavky s baktériami boli ponorené na 30 s do tekutého dusika
a hned’ na to prenesené do termobloku na 37 °C na 5 min.

Baktérie sa nechali odstat’ na l'ade na niekolko minut a potom sa k nim
pridalo 900 ul tekutého YEB média.

Inkubécia 4h na trepacke pri 28°C a 220-225 rpm.

Po inkubacii sa médium s bunkami centrifugovalo 2 min pri 8000g, odobralo
sa 850 pl supernatantu a usadeny pelet sa resuspendoval vo zvy§nom médiu.
Zvysné tekuté médium s rozsuspendovanymi baktériami sa rozdelilo na 2
Petriho misky obsahujuce tuhé YEB médium s pridavkom spektinomycinu,
rifampicinu a gentimycinu.

Baktérie sa preniesli do inkubatoru a boli ponechané pri 28°C 2 dni.
Narastené kolonie boli podrobené Colony PCR na pritomnost vlozenych

plazmidov podobne ako v pripade E.coli (vid kapitola 3.2.3.5 A).

3.2.5.2 Transformacia A. thaliana

Metdda floral dip umoziiuje tvorbu stabilnych transgénnych GMO linii.

Principom metody je namocenie nie plno vyvinutych otvorenych kvetov A.

thaliana do suspenzie A. tumefaciens nesuce] pozadovany génovy konstrukt

a transformacia vajicka.
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Metoda floral dip je rozdelena na 3 dni:

Den 1

2.

Z narastenej kultiry na Petriho miske po transformacii sa odoberie pipetou
malé mnozstvo a prenesie do skumavky s5 ml tekutého YEB média
s obsahom prislusnych antibiotik (Rif, Gent, Spect).

Naockované tekuté médium sa nechalo inkubovat’ cez noc pri 28 °C a 225rpm.

Den 2

Narastené baktérie boli preockované do vacsieho objemu. Z no¢nej kulttry sa
odobral vzdy 1 ml a preniesol do 100 ml Cerstvého tekutého YEB média
a antibiotikami (Rif, Gent, Spect).

2. Takto pripravené banky sa nechali opat’ kultivovat’ cez noc, 28 °C a 225rpm.
Den 3
1. Natreti defl prebiehala samotna transformacia rastlin. V priebehu niekol'kych

hodin sa kontrolovalo OD bakterialnej kultary pri 600 nm, az kym hodnota
nebola 0.4 - 1.

Baktérie sa po dosiahnuti danej OD preliali do 50 ml falkéon a nechali
centrifugovat’ 20 min pri 4°C a 4500rpm.

Po centrifugacii sa prebytocné kultivatné médium odlialo ausadeny
bakterialny pelet sa resuspendoval v 5-10 ml sachardzy (presny objem zavisel
na objeme a OD pdvodnej kultary).

Nasledne sa baktérie preliali do kadi¢ky a pridal sa roztok 5% sacharozy tak,
aby vysledné OD bolo 0,8. Podl'a finalneho objemu sa pridal acetosyringon
100mM a Silwet L-77 (400 pl a 100 pul resp. na 200 ml bakterialnej suspenzie).
Do pripraveného roztoku bakterialnej suspenzie sa postupne namacali
jednotlivé rastliny. Vzali sa vzdy 2 rastliny z pouzitého genotypu a namocili
sa do suspenzie nesucej pozadovany konstrukt. Do suspenzie bolo treba
namocit’ predovSetkym Co najviac kvetov, priCom samotna doba ponorenia
rastliny v bakterialnej suspenzii bola 3 az maximalne 10 sekind.

Pokial' sa do kadicky nezmestili vSetky kvety, zvysSné boli pokvapkané

bakterialnou suspenziou pomocou Pasteurovej pipety.
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7. Na zaver transformacie sa rastliny zakryli igelitovym vreckom, do ktorého sa
urobilo par dier. Rastliny museli ostat’ vo vlhku po dobu aspori 12 hodin,
neskor sa vrecko odstranilo.

8. Rastliny sa nechali dozriet do semien, zktorych sa potom vyberali

transformované jedince.

3.2.6 Selekcia transgénnych semien — marker FAST

Po trasnformacii boli rastliny ponechané vo fytotrone, az kym uplne nedozreli
anezoschli. Nasledne z nich boli odobrané semend obsahujuce aj transgénne
jedince. Destinacny vektor, ktory niesol sgRNA a Cas9 protein, obsahoval marker
FAST na rychlu ajednoduchu selekciu. Ide o RFP, ktory je exprimovany ako
fuzny protein s OLE1 pod jeho nativnym promoétorom v semennom obale
(Shimada et al., 2010). Transformované semienka pod fluorescenénym
mikroskopom fluoreskuju na oranzovo.

Selekcia prebiehala postupne. Z kazdej rastliny sa na Petriho misku nasypalo
ur€ité mnozstvo semien, ktoré boli neskor prechadzané pod fluorescenénym
mikroskopom (Olympus). Fluorescencné semena boli odoberané pomocou Gentle
Grab (Labdeers) a prenasané do samostatnej Cistej mikroskumavky. Z kazdej
rastliny (WT, /hcb3) sa odobralo priblizne 15 transformovanych semien. VSetky
semena sa vysiali, rastliny sa nechali rast’ po dobu 3 tyzdiiov a potom prebiehalo

druhé kolo selekcie metodou PCR.

3.2.6.1 PCR potvrdenie pritomnosti transgénu

Druhé kolo selekcie transformovanych rastlin prebiehalo pomocou PCR reakcie
s pimermi RFP1 a RFP2 (Tab, 2). PCR reakcia prebiehala na vzorke DNA
odobratej priamo z listu pomocou Thermo Scientific™Phire™Plant Direct PCR
Master Mix kit (Tab. 5). Teplota ,,annealingu“ pre dant dvojicu primerov bola
64,5 °C.

Vzorka bola pripravena tak, ze pomocou sterilnych noznic sa odobral kusok listu
o vel'kosti cc 1x1 mm, vlozil do 20 pul diluéného roztoku a Spickou pipety rozotrel
o steny mikroskumavky. Noznice boli pred kazdym odobratim vzorky
sterilizované postupne v pripravku na GMO Krystal Sanan Klasik, v 70% etanole

a na zaver oplachnuté vo vode.
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3.2.7 Selekcia ,,knock-out* mutantnych rastlin v LHCB2

Pritomnost’ proteinu LHCB2 asiiou stuvisiaca miera editacie gendmu v T1

generacii bola skimand metdédou Dot blot a konkrétne mutacie na urovni

genomickej DNA sa ziskali Sangerovym sekvenovanim vSetkych izoforiem

skimanych génov.

3.2.7.1 Dot blot

1.

10.

1.

Z kazdej rastliny sa odobralo cca 50 mg listov, ktoré¢ sa vlozili do
mikroskimavky. Listy boli presne zvazené.

K listom sa pridali 3 sklenené gulicky, mikroskimavky sa rychlo zmrazili
ponorenim do tekutého dusika alisty boli homogenizované na
homogenizatore.

Ziskany prasok sa zmieSal s 10x objemom denaturacného pufru a vzorky sa
nechali zahrievat’ na termobloku pri 70°C 30 min.

Po denaturacii sa vzorky rozdelili na alikvoty po 100 pl a ulozili do mraziaka.
Na samotnym dot blot sa pouzil 1 alikvot z kazdej vzorky a nechal rozmrazit’
v termobloku.

Nasledne sa zlozila aparatura na dot blot. Ako prvy sa ustrihol kasok
nitrocelulézovej membrany tak, aby sa vosiel do sklenenych komorok
pouzivanych na cely proces. Membrany sa namocili do TBST pufru a nechala
zaschnut' na poduske a 2 vrstvach filtraného papiera. Vznikol ,,sendvi¢“, na
stole bola poduska, na nej suchy filtracny papier, potom mokry namoceny do
TBST a na iom samotnd membrana.

Na membranu sa napipetovalo 2 pl vzorky z alikvotu, zakazdym v triplikate
pod seba, a membrana sa nechala zaschnat cca 1h.

Dalsim krokom bola priprava blokovacieho roztoku. Navazilo sa potrebné
mnozstvo BSA a nechalo rozpustit v TBST tak, aby vo findle vznikol 5%
roztok.

Po inkubéacii sa membrana premyla v TBS po dobu 5 min na trepacke.
Nasledne sa membrana nechala blokovat v 5% roztoku BSA po dobu 30 min.
Roztok sa vymenil za roztok obsahujici primarnu protilatku. Membrana sa
nechala inkubovat’ d’alSich 30 min.

Dalsia inkubacia prebiehala so sekundarnou protilatkou. Roztok s primarnou

protilatkou sa odstranil a membrana sa premyla 3x po 5 min v ¢istom TBST.
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Sekundarna protilatka sa pridala do blokovacieho roztoku vo vyslednej

koncentracii 1: 15000, roztok sa nalial na membranu a nechal inkubovat’ 30

min.

12. Po poslednej inkubacii bola membrana 3x premyta v TBST po dobu 15, a 2x
5 min. Na zaver prislo este posledné premytie v TBS (5 min) a membrana bola
pripravena na vizualizaciu.

13. Vizualiz4cia prebiehala pomocou chemiluminiscencie. Tmavé Skvrny na
membrane oznacili naviazant protilatku, bezfarebné miesta znacili
nepritomnost protilatky, teda aj nepritomnost’ skimaného proteinu.

3.2.7.2 Izolacia DNA

Pred samotnou izolaciou DNA bolo treba pripravit’ vzorky. Do mikroskiimaviek

boli odobraté 3 listy zo 4-tyzdinovych rastlin alyofilizované cez noc. Ku

lyofilizovanym listom sa pridali sklenené gulicky a listy boli homogenizované

v mlynéeku 3 min pri 130 ota¢kach min™

Izolacia DNA prebiehala podl'a protokolu odporu¢anom vyrobcom komeréného

kitu NucleoSpin® Plant II kit.

1.

V prvom kroku boslo k lyze buniek a degradacii RNA za pouzitia 400 pl
pufru PL1 a RNAzy. Vzorky sa nechali inkubovat’ 10 min pri 65 °C.
Vzniknuty lyzat sa bol preneseny na NucleoSpin® Filter a centrifugoval sa pri
10000xg, 2 min.

Ku ziskanému filtratu sa pridalo 450 ul PC pufru a mikroskimavka sa jemne
premiesSala.

Vzorky boli prenesené na NucleoSpin® Column a prebiehala centrifugécia 1
min pri 10000xg. PreteCeny roztok sa odstranil.

Naviazana DNA na NucleoSpin® Column sa trikrat premyla. Premytie
prebiehalo raz v 400 pl PW1 pufru a dvakrat v PW2 pufre (700 a 200 ul
postupne). Po napipetovani pufrov prebiehala zakazdym centrifugacia 1 min,
10000xg.

Na zaver sa izolovand DNA uvol'nila z NucleoSpin® Column pomocou 50 pl
PE elu¢ného pufru, ktory bol predhriaty na teplotu 65 °C. NucleoSpin®
Column bol preneseny do Ccistej mikroskimavky a prebiehala elucia

centrifugaciou 2 min, 10000xg.
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7. Koncentracia izolovanej DNA bola zistena spektrofotometricky pre kazda
vzorku pri vinovych dizkach 260 nm a 280 nm na NanoDrop® ND-1000
(ThermoFisher Scientific, USA).

3.2.7.3 Sangerovo sekvenovanie rastlin T1 a T2 generacie

Priprava DNA na sekvenovanie kandidatnych rastlin prebiehala v niekol'kych
krokoch:

1. Boli navrhnuté Specifické primery pre jednotlivé izoformy génu LHCB?2
pomocou online néstroja NCBI PrimerBlast. Primery boli navrhnuté
separatne na PCR amplifikéciu jednotlivych fragmentov genomickej DNA
a separatne na samotnu sekvenaciu Sangerovou metddou (Tab. 2).

2. Druhym krokom bolo namnozenie jednotlivych LHCB2 izoforiem pomocou
PCR reakcie. PCR reakcia prebiehala za pomoci DreamTaq polymerazy
pricom mnozstvo jednotlivych komponentov je uvedené v tabulke 7.

3. Pritomnost ziskanych amplikonov bola overena pomocou agar6zovej
elektroforézy v 1,2% gély po dobu 60 min, 120V. Gély boli inkubované
v roztoku etidium-bromidu po dobu 20 min a vizualizované pod UV
svetlom.

4. Amplikony boli néasledne precistené enzymami ExoSAP-IT™ PCR Product
Cleanup (Tab. 8).

5. Precistené DNA fragmenty boli nasledne sekvenované Sangerovou metodou
podl'a rovnakého postupu ako destinacné vektory (vid’. Kapitola 3.2.3.6). Do
kazdej sekvenacnej reakcie bolo pridanych 30 ng amplifikovanej DNA

6. Sekvenacné data boli vyhodnocované pomocou online aplikacie
ThermoFisher SeqScreener a ICE (Synthego). Vyhodnocovala sa frekvencia
editovanych DNA retazcov, identicka editacia jednej vzorky pri FP a RP

primeroch, jednotlivé indely a ich vplyv na knock-out daného génu.
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Tabul'ka 7 NamnoZenie fragmentov genomickej DNA na sekvenovanie PCR reakciou za
pouzitia Dream Taq polymerazy.

Zlozenie reakcie Protokol

Reaktant Mnozstvo [ Teplota (°C) Cas

10x DreamTaq buffer | 2 pl 95 3 min

dNTPs 0,4 ul 95 30s

Primery 0.8 pl 58,5 30s I x34
Vzorka 2 ul 72 1 min
DreamTaq polymeraza | 0,25 pl 72 5 min

Voda 14,45 ul g4 Inf.

Tabul’ka 8 ZloZenie a protokol ExoSap reakcie na precistenie ziskanych PCR produktov
ako priprava na sekvenovanie.

Zlozenie reakcie ExoSap Protokol
Reaktant Mnozstvo (ul) Teplota Cas Krok
(°0)

Exo 0,0714 37 30 min | Precistenic PCR
produktu

FastAP 0,714 80 20 min | Denaturacia
enzymov

Ix koncetrovany PCR | 6,21 4 Inf.

pufr

Amplifikovana DNA 3
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4 Vysledky

4.1 in silico dizajn sgRNA

CRISPR-Cas9 systém je jedna z najviac vyuzivanych metdd v sucasnosti na
editaciu gendmu v roznych organizmoch. Sklada sa z dvoch cCasti — sgRNA
sltiziacej na rozpoznanie cielovej sekvencie v genome a Cas9 nukleazy, ktora na
danom mieste vytvori dvojvlaknovy zlom. Vzniknuté poskodenie na DNA je
rozpoznané buneénymi opravnymi mechanizmami a opravené, casto vsak
s chybou. Vzniknuté mutacie maja Casto za nasledok , knock-out” Zelaného génu,
¢o umoziiuje skimanie jeho funkcie v porovnani s WT organizmom.

Prvym krokom pre pripravu CRISPR mutantov je dizajn spravne] sgRNA
sekvencie. Na tento ucel boli pouzité 3 online nastroje a boli porovnané jednotlivé
kritéria, podla ktorych ten ¢i ten néstroj navrhol konkrétnu sekvenciu. Pouzité
nastroje CCTOP a RGEN boli vybraté na zéklade navodu na zostrojenie sgRNA
uvedenom v Schindele et al., (2020). Ako treti na porovnanie bol zvoleny
ChopChop vd'aka jednoduchému a vel'mi intuitivnemu uzivatel'skému rozhraniu.
Pri vybere finalnej sgRNA sekvencie sa zohladnili vSetky kritéria popisané
v kapitole 3.2.1.

Pocas dizajnovania sgRNA bola pouzita sekvencia prvého exénu génu LHCB2. 1
(sgRNA 1) a LHCB1.2 (sgRNA 4). Vybrana sekvencia sgRNA 1 mala ciel aj
v sekvencii pre LHCB2.2, preto na tito izoformu nebola hl'adana inad. gRNA na
izoformy LHCB2.3 (sgRNA2)a LHCBI.1,1.3, 1.4 a 1.5 (sgRNA 3) boli prebrané
od Bruetal., 2022. Tlustra¢né mapy genomickych sekvencii pre jednotlivé LHCBI
a LHCB2 i1zoformy (UTR oblasti, koddujuca oblast’, introny) spolu s poziciami
sgRNA sekvencii je na obrazku 13 a 14.

Hradali sa také sekvencie, ktoré mali minimalny pocet ,off-target” cielov
(rovnakych alebo velmi podobnych sekvencii v genomickej DNA, kam by sa
potencialne mohla naviazat sgRNA), priCom ak bol ciel' vizoformach LHCBI
alebo LHCB2 izoformach, nebral sa do uvahy. Boli ziskané 4 sgRNA, ktoré mali
predikované ciele vo vSetkych izoformach LHCBI a LHCB2 (Tab. 9).

4.2 Golden Gate klonovanie sgRNA do multiplex CRISPR-Cas9 vektorov

Golden Gate klonovacia stratégia umoziiuje jednoduché spgjanie roznych DNA
sekvencii za sebou aich vlozenie do findlneho vektora v spravnej orientécii.

Pomocou Golden Gate systému je mozné vytvorit’ vektor obsahujuci niekol’ko sgRNA
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Tabul'ka 9 Sekvencie sgRNA cicliace na vsetky izoformy génov Lheb2 a Lhebl. Tieto
sekvencie boli v d'alSej Casti prace pouzité na zostrojenic CRISPR-Cas9 vektorov na
transformaciu A.thaliana a pripravu knock-out mutantov. Tabulka zahrmia obsah GC (%),
skore efektivnosti podl'a jednotlivych pouZitych online aplikacii (uvedené bud’ ako &islo
0-1, alebo ako ¢islo 0-100, ¢im blizsie k 1 alebo100, tym lepsie hodnotenie danej sgRNA
sekvencie podla pouzitého programu) apocet potencialnych ,off-targets™ (pocet
,mismatches” je menej ako 4 anepocitaju sa ,off-targets™ v ramci inych Lhcbl1/2
izoforiem).

Nazov Ciel' | Sekvencia % Skoére ,, Off-
GC targets™
CCTop- | CCTop -
Lhcb 0,71 0
sgRNA | 2.1; RGEN - )
1 Lhcb AGACTTGACGGTACGACGCA | 55 7724 RGEN -0
2.2 ChopCho | ChopCho
p — 60,62 p-0
CCTop -
0.84 CCTop -
(vysoky) 0
SeRNA | Lheb | 6 ATGeGGCCACCGCCATTGG | 70 [ RGEN -
2 23 477 RGEN -0
ChopCho | ChopCho
p-52,16 p-0
Lhcb CCTop -
L1 0.63 CCTOOp -
Lhcb (stredny)
SeRNA 1 13 | GGTTCACAGATCTTCAGCGA | 50 | RGEN - | ROEN-
3 Lhcb 0
58.95
1.4,
Lhcb ChopCho | ChopCho
1.5 p-59.85| p-0
CCTop - CCTop -
0.82
Lhcb . 0
sgRNA | 1.2 (vysoky)
4 Lhci) ACTCGGTCGGATCCGTACCA | 60 R(6}1951g = | RGEN -0
14 ChopCho | ChopCho
p — 46,09 p-0

a zacielit’ tak niekol'ko roznych génov alebo izoforiem. Stuttman ez al. (2021)
pripravili vektory umoziujuce vlozenie az 32 sgRNA na multiplex editaciu
genomu a ziskali A. thaliana mutantné rastliny nesuce az 12 , knock-out* mutacii
v jedinej generacii. Tento vysoko efektivny protokol bol pouzity na pripravu

transformacénych vektorov v experimentalnej Casti prace.
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lhcb1.1 | | lhcb1.2 | lhebl.3 I

CDS CDS cDsS
SgRNA 3 SgRNA 4 SgRNA 3
p————————————————— =
| Lhcbi1.4 lhcb1.5

CDS CDs
sgRNA 4 sgRNA 3 sgRNA 3

Obrazok 13 Ilustraéné zobrazenie sekvencii izoforiem proteinu LHCBI1 ziskanych z
databazy Phytozome 13 a pozicii jednotlivych cielov pre sgRNA. Cierna dvojita &iara
oznacuje dvojvlaknovu DNA, sivou je vyznaéena cela genomicka sekvencia pre dani
izoformu vratane UTR (UTR -  untranslated region®) oblasti, Zltou st vyznacené
kédujuce oblasti (CDS - ,Coding sequence™), ¢ervenou jednotlivé cielové sekvencie
navrhnutych sgRNA.

Iheb2.1 1 Lhcb2.2
[ cDs [ CDS
| Intron1 | Intron1
SgRNA 1 sgRNA 1
5000' 6000'
[ Ihcb2.3 ]
\ cDS ]

sgRNA 2 Intronl

Obrazok 14 Ilustraéné zobrazenie sekvencii izoforiem proteinu LHCB2 ziskanych z
databazy Phytozome 13 a pozicii jednotlivych cielov pre sgRNA. Cierna dvojita Giara
oznacuje dvojvlaknovu DNA, sivou je vyznaéena cela genomicka sekvencia pre dani
izoformu vratane UTR (UTR -  untranslated region®) oblasti, Zltou st vyznacené
kédujuce oblasti (CDS - ,Coding sequence™), ¢ervenou jednotlivé cielové sekvencie
navrhnutych sgRNA a modrou jediny intron.

4.2.1 Klonovanie sgRNA do ,,shuttle* vektorov

Prvym krokom pri klonovani bola hybridizacia komeréne nasyntetizovanych
oligonukleotidovych sekvencii anamnozenie vSetkych vektorov v ccdb
rezistentnom kmeni F. coli v pritomnosti selekéného antibiotika (ampicilin).

Vsetky pouzivané vektory obsahovali ccdb gén, ktory blokuje DNA gyrazu
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a zabranuje deleniu buniek. Vektory obsahujice ccdb gén musia byt propagované
v bakterialnych kmernoch, ktoré su tolerantné na ucinok ccdb, napr. E.coli DB3.1.
Antibiotikum sluzilo na eliminaciu buniek, ktoré neniesli vektor. Po kultivacii
baktérii a namnozeni vektorov boli plazmidy z buniek izolované a ziskala sa ich
koncentracia uvedena v tabulke 10. Koncentracia sa nasledne pouzila pri
klonovani na vypocet mnozstva plazmidu potrebného na reakciu.

Izolované plazmidy spolo¢ne s hybridizovanymi oligonukleotidy boli pouzité na
prvu Golden Gate reakciu. Restrikéna endonukle4aza Bpil nastiepi vektor, odstrani
sa Cast sekvencie nesucu ccdb gén avytvoria sa lepivé konce, ktoré su
komplementarne so  4-nukleotidovymi  presahmi na hybridizovanych
oligonuklotidoch. T4 DNA ligaza potom obnovi fosfodiesterova vdzbu a vznikne
plazmid nesuci pozadovanu sgRNA sekvenciu. Takto pripraveny plazmid bol
vlozeny do hostitel'skej bunky FE.coli a namnozeny v LB médiu s pridanym
ampicilinom. Vektor obsahuje gén umoziujaci transformovanym bunkam prezit
v pritomnosti selekéného antibiotika.

Po transformacii naréstlo priblizne 20 kolonii so zaklonovanou sgRNA1 vo
vektore M1 aiba jedna kolonia so zaklonovanou sgRNA2 vo vektore M2E.
Pritomnost’ sgRNA vo vektore bola overend pomocou PCR reakcie (primery
Colony 1 a Seq), pouzilo sa 10 kolénii s vlozenym vektorom a sgRNA1 a jedna
s vektorom M2E (Obr. 15). PCR produkt bez vloZenej sgRNA by bol mensi a dal
by sa na gély odlisit’.

Podobne sa ziskali kolonie aj pre sgRNA 3 a 4. V oboch pripadoch narastlo po
transformacii priblizne 100 kolonii nesucich bud’ sgRNA3 vo vektore M1 alebo

sgRNA4 vo vektore M2E. Vybralo sa v kazdom pripade 10 kolonii, ktoré boli

Tabul’ka 10 Koncentracia izolovanych plazmidovych vektorov M1, M2E, a destina¢ného
vektoru pPDGE347 ziskanych po kultivacii cez noc pri 37 °C v tekutom LB médiu.

Vektor Koncentracia (ng/pl)
Ml 151
M2E 310

Destinacny vektor | 344
(pDGE347)
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Obrazok 15 Colony PCR nakoléniach nesticich M1 so sgRNA 1 (zI'ava prvych 10 jamiek)
M2E so sgRNA 2 (posledna jamka). Produkt bol 380 bp (M1) a 360 bp (M2E), pricom
posledna jamka je o nie¢o niz§ie na gély, nez prvych 10 z dovodu mensej velkosti
amplifikovaného useku na M2E vektore nez na M1.

podrobené Colony PCR na overenie pritomnosti sgRNA vo vektore (Obr. 16).

Ako druha metdda na overenie, ¢i koldnie nest spravne zaklonovanu sgRNA vo
vektore sa pouzila upravena PCR metoda. Jeden z primerov odpovedal prave
sgRNA sekvencii, ktora sa mala nachadzat’ vo vektore, druhy pouzity primer bol
Colony 2 (Tab. 1 a 2). Pokial' by sgRNA vo vektore nebola pritomna, primer by
sa nemal kam naviazat' a PCR produkt by sa na gély neobjavil. Na modifikovanu
Colony PCR reakciu sa pouzili prvé 2 kolonie nesuce sgRNA3 a 4, prvé 3 kolonie
nesuce sgRNAI ajedna kolonia so sgRNA2. V pripade vektoru M1 mala byt
vel'kost produktu 505 bp, v pripade M2E mala byt velkost' 485 bp. Z gélu
vyplyva, ze vietky testované kolonie niesli spravne vlozenti sgRNA sekvenciu do
vektoru (Obr. 17).

Na zéver sa testované kolonie preockovali do tekutého LB média s pridavkom
ampicilinu a nechali cez noc rast. Dali defi boli z buniek izolované plazmidy,
ktoré sa pouzili v druhej Golden Gate reakcii — skladani vzdy dvoch a dvoch
sgRNA do destinacnych vektorov. Koncentracie ,,shuttle vektorov po izolacii

z buniek su v tabulke 11.

4.2.2 Skladanie sgRNA do destina¢nych vektrov

Izolované , shuttle” vektory nesuce kazdy jednu sgRNA boli pouzité spolocne
s destinatnym vektorom pDGE347 a restrikénou endonukleazou Bsal na druha
GoldenGate klonovaciu reakciu. Restrikény enzym Bsal naStiepi destinacny

vektor a vystrihne fragmenty obsahujuce sgRNA sekvencie zo ,,shuttle” vektorov.
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Obrazok 16 Colony PCR na koloniach nestcich M1 so sgRNA 3 (zlava prvych 10
jamiek) M2E so sgRNA 4 (druhych 10 jamiek zl'ava). PouZili sa primery Colony 1 a Seq.
Produkt bol 380 bp (M1) a 360 bp (M2E).

Tabul’ka 11 Koncentracie ,,shuttle” vektorov izolovanych z no¢nych kultur.

Vektor Kolénia | Koncentracia (ng/ul)
M1 sgRNAI 1 78,2

2 81,7
M2E sgRNA2 1 130,3
M1 sgRNA3 1 97,2

2 72
M2E_sgRNA 4 1 138,6

2 143,8

z
>
()

Obrazok 17 Modifikovana Colony PCR s pouzitim jednotlivych oligonukleotidov so
sekvenciou sgRNA a primeru Colony 2. Zl'ava prvé 3 kolonie so sgRNA1 v M1, kolénia
so sgRNA2 vo vektore M2, jamka 5 a 6 obsahuje kolonie nestce sgRNA3 v M1
a posledné dve jamky obsahuji kolonie so sgRNA4 vo vektore M2E. Produkty boli M1
—505 bp a M2E 485 bp.

Po reakcii vzniknu rozne lepivé konce. 5 koniec prvej sgRNA je komplementarny
s lepivym koncom na destinanom vektore a 3‘koniec je komplementarny
s lepivym koncom na druhej sgRNA. Druha sgRNA ma na konci opét’ sekvenciu
zhodnu s presahom na destinaénom vektore a umoziiuje vlozenie oboch sgRNA

a ich uzavretie vo vektore. T4 DNA ligaza pospaja vSetky konce a na zaver reakcie
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vznikne destinaény vektor nestci 2 sgRNA cieliace na rozne genomické
sekvencie.

V Golden Gate reakcii boli pouzité plazmidy ziskané z kolonie oznacenej ako 1
vo vSetkych pripadoch sgRNA. Po transformacii narastlo priblizne 50 koloénii na
kazdej miske s pridanym spektinomycinom, pricom bolo zvolenych vzdy 10,
ktoré boli preockované na nové misky a pouzité na zalozenie tekutej kultiry
s naslednou izolaciou finalnych plazmidov.

20 pouzitych kolonii nestucich polovica destinacny vektor so sgRNAIL,2
a polovica destinatny vektor so sgRNA3.,4 boli pred izolaciou plazmidov
podrobené Colony PCR reakcii na overenie spravne] pritomnosti a orientacie
vlozenych inzertov. Na tento tcel sa ako primery pouzili jednotlivé odpovedajiuce
oligonukleotidové sekvencie sgRNA a amplifikoval sa region medzi nimi (Obr.
18, Tab. 1).

Po overeni pomocou PCR s oligonukleotidmi ako primermi nasledovala izolacia
plazmidov z tekutych kultar. Pouzili sa vzdy prvé 3 kolonie z predoslych 10.

Ziskané koncentracie finalnych plazmidov st v tabul'ke 12.

4.2.3 Sangerovo sekvenovanie destina¢nych vektorov
Zvolenych 6 plazmidov nesucich sgRNA bolo sekvenovanych na zistenie presne;j
sekvencie, ktord sa nachadza v mieste sgRNA. Kazdy =z plazmidov bol
sekvenovany z oboch stran za pomoci dvojice primerov Colony 1 a Seq (Tab. 2),
pricom miesto s vlozenou sgRNA sa nachadzalo medzi nimi.

Vsetkych 6 plazmidov malo sekvencie odpovedajuce teoreticky ziskanej

sekvencii vektora so spravne vlozenou dvojicou sgRNA a mohli byt pouzité na

o1 23456 789101234 567 8910
f‘ . v
ws PDGE347 sgRNA 1 sgRNA2 pDGE347 sgRNA 3 sgRNA 4
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30000 0 L HEBUHUB G RN
.v

Obrazok 18 PCR overenie transformovanych koloénii. PouZit¢é primery boli
oligonukleotidy odpovedajice vlozenym sgRNA (Tab. 1). Prvych 10 jamick obsahuje
sgRNA 1,2 v destinaénom vektore, druhych 10 jamick obsahuje sgRNA 3.4. Produkt ma
230 bp.
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Tabulka 12 Koncentracie ,,shuttle” vektorov izolovanych z no¢nych kultur. Testovana
koldnia 3 nestica sgRNA1 sa na d’alSiu pracu nepouzivala, ked’Ze nebola nevyhnutna.

Destinacny vektor so sgRNA Kolonia ¢. | Koncentracia (ng/ul)
pDGE347_sgRNAI1_sgRNA2 1 367

262,7

340

383

326,1

283,9

pDGE347_sgRNA3_sgRNA4

W [N [ = [ |

transformaciu A. tumefaciens ametddu Floral dip. Sekvenacné data boli
vyhodnotené pomocou pomocou softvéru SnapGene, ktory umoznil porovnat
ziskané stopy s teoretickou sekvenciou destina¢ného vektoru. Sekvenacné stopy
a ich odpovedajuca cast destinatného vektoru su porovnané ako schematické
znazornenie ako schematické znazornenie na obrazkoch 19 a 20. Jedna stopa,
konkrétne ,reverse primer* pri plazmide ¢. 2 s vlozenou sgRNA1,2, nebola
spravne mapovand, kvoli jej nedostatocnej kvalite. Na d’alSie pouzitie v ramci

experimentov boli vybrané plazmidy ¢.1 z oboch typov.

[ I BN J [ BN BN J
2600 2700 2800 2900 5000
< SQRNA I‘<pU6-26 |<_ngNA |‘< pU6-26 |
|
sgRNA 2 sgRNA 1

pDGE347_sgRNA1_sgRNA2
18 801 bp

Obrazok 19 Ilustracna mapa sekvenacnych stop aich polohy na destinaCnom vektore
nesucom sgRNA 1 a sgRNA 2. Smer ¢ervenych Sipok ukazuje orientaciu sekvenovaného
vlakna. Biele Sipky znazoriiuji promotor pU6-26, Cervené vedla promoétora ukazuju
sgRNA | spacer” a zelené znazoriuji sgRNA | scaffold®. Mapa ukazuje 5 sekvenacnych
stop, posledna Siesta nebola spravne interpretovana kvoli nedostatocnej kvalite.
Vytvorené softvérom SnapGene.

4.3 Transformacia A. thaliana — Floral dip

Metoda Floral dip vyuziva schopnost baktérie Agrobacterium tumefaciens
prenaSat prirodzene gény do rastlinnych buniek aintegrovat ich do
chromozomov. Floral dip pozostdva z namnozenia bakterialneho kmeria nesticeho

pozadovany konstrukt, aktivacie virulentnych génov v baktériach pomocou
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Obrazok 20 Ilustracna mapa sekvenacnych stop aich polohy na destinaCnom vektore
nesucom sgRNA 3 a sgRNA 4. Smer ¢ervenych §ipok ukazuje orientaciu sekvenovaného
vlakna. Mapa ukazujevsetkych 6 sekvenacnych stop. Biele Sipky znazoriiuju promotor
pU6-26, Cervené vedl'a promotora ukazuji sgRNA | spacer a zelené znazoriuju sgRNA
,.scaffold®. Vytvorené softvérom SnapGene

fenolickych latok (napr. acetosyringon) a nasledného naméacania nie plno

rozvinutych kvetov na transformovanych rastlinach.

4.3.1 Transformacia A. tumefaciens

Na zaciatku boli izolované destinacné vektory z kolonie €. 1 E. coli vkladané do
A. tumefaciens teplotnym Sokom. Po 48h kultivacie sa ziskalo priblizne 20 kolonii
A. tumefaciens na kazdej miske. Bolo vybratych 10 kolénii nestcich jeden
a rovnako 10 kolonii nesucich druhy konstrukt, na ktorych prebehla Colony PCR
pre potvrdenie pritomnosti plazmidu za pouzitia primerov Colony 1 a Seq
(produkt 550 bp) (Tab. 2, Obr. 21).

10 overenych kolonii sa opét’ oznacilo Cislami a vzdy prva kolonia bola pouzita
na transformaciu rastlin. Baktérie sa postupne nechali namnozit’ v priebehu 2 dni
az do dosiahnutia pozadovanej hodnoty OD pri 600 a boli pouzité na infikovanie

kvetov transformovanych rastlin.

4.4 Selekcia CRISPR-Cas9 mutantnych rastlin T1 generacie

Poslednou kapitolou experimentalnej Casti prace bola identifikacia aizolacia
homozygotnych rastlin s editovanymi, pokial mozno, vSetkymi izoformami
proteinu LHCB2. Z ¢asovych dovodov a kvoli narocnosti celého selekéného
procesu sa s transformovanymi rastlinami pre ,knock-out® LHCBI viac

nepracovalo. Po vybrati transgénnych semien za pomoci markeru FAST bol prvou
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Obrazok 21 Colony PCR na A.tumefaciens nesucich destinaéné vektory s vlozenymi
sgRNA. Hore — koloénie so sgRNA1,2 od 1 do 10 zl'ava; Dole — kolonie so sgRNA3,4 od
1 do 10 zl'ava. Pouzit¢ primery Colony 1 a Seq, produkt 550 bp.

metddou na stanovenie pritomnosti/nepritomnosti proteinu LHCB2 Dot Blot —
zjednodusena verzia klasického Western blotu, pocas ktorej nedochadza ku
separacii proteinov cez SDS-PAGE, analyzované su celé proteinové extrakty vo

vzorke.

4.4.1 Marker FAST

FAST (fluorescence-accumulating seed technology) je Specificky proteinovy
marker sluziaci na rychlu identifikaciu transgénnych semien. FAST pozostava
z promotoru a kodujucej sekvencie pre oleozinl (OLE1), za ktora je pripojena
sekvencia pre fluorescencny protein, v pripade vektoru pDGE347 ide o RFP
(Shimada ef al. 2009, Ordon et al, 2016). Selekcia semien prebieha pod
fluorescenénym mikroskopom, vd’aka Specifickému promotoru st fluorescencné
proteiny exprimované v semennom obale a pod excitatnym svetlom ,svietia“
(Obr. 22). Spomedzi niekolkych tisicov semien bolo relativne jednoducho

vybranych 20 svietiacich semien od kazdej transformovane;j rastliny.

4.4.2 Dot Blot

Rastliny s pozitivnou pritomnostou transgénnej kazety boli analyzované
pomocou Dot blotu. Na detekciu proteinu LHCB2 sa pouzila Specifickd priméarna
protilatka, ktord bola nasledne rozpoznana sekundarnou protilatkou znacenou
enzymom peroxidazou. Po inkubacii so substraitom bolo detekované
chemiluminiscencné sfarbenie, ¢o umoznilo urcit miesto, kam sa protilatka

naviazala. Ked’ze bola snaha objavit kandidatne rastliny bez pritomnosti proteinu
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Obrazok 22 Transgénne ,,svietiace* semeno vpravo hore obklopené netransformovanymi
semenami pod fluorescenénym mikroskopom na pritomnost/nepritomnost’ proteinu
LHCBI1 alebo LHCB?2.

LHCB2, hl'adali sa negativne vzorky, kam sa protilatka nenaviazala. Negativne
vzorky boli nasledne sekvenované na potvrdenie vysledkov z Dot blotu.
Analyzovali sa aj niektoré vzorky, ktoré na Dot blote vysli pozitivne, medzi inymi
aj 17-16, pretoze metdoda Dot blot sa neukazala ako vysoko spolahliva a
jednoznacne preukazatel'na.

Testované boli linie 17 a18. Linia 17 znacila potomkov predtym
transformovane;j rastliny WT kon§truktom sgRNA1,2 a linia 18 znacila potomkov
rastliny /Acb3 mutanta transformovaného konstruktom sgRNA1,2. Z linie 17 boli
vybrané vzorky 10, 12, 16, 20 a H (Obr 23, vzorka H nie je ukazand). Z linie 18
boli vybrané vzorky 2, 4, 8, 13, 16, 19 a 20 (Obr 24).

#177

wr i 2 3 4 5 6 7 8 9 (l10]|WT

[ B I e I B
209 00 %y % o s

‘P00 0 588w w0 ES

Obrazok 23 Vysledky z Dot blotu pre rastliny z linie 17. Membrany boli fotené pri
expoziénom &ase 1s. Vzorky boli nanasané v triplikate pod seba. Cierne obdizniky
oznacuju vzorky, ktor¢ boli d’alej skiimane pomocou MS a sekvenovanim. Autor obrazku
Mgr. Zuzana Kucerova, Ph.D.
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Obrazok 24 Vysledky z Dot blotu pre rastliny z linie 18. Membrany boli fotené pri
expoziénom &ase 1s. Vzorky boli nanasané v triplikate pod seba. Cierne obdizniky
oznacuju vzorky, ktor¢ boli d’alej skiimane pomocou MS a sekvenovanim. Autor obrazku
Mgr. Zuzana Kucerova, Ph.D.

4.4.3 Sekvenacia Sangerovou metodou

KedZze Dot blot sa neukazal ako spolahliva metdda, pristapilo sa k findlnemu
validaénému kroku CRISPR-Cas9 knock-out mutantov — osekvenovaniu LHCB2
izoforiem v jednotlivych rastlindch. Vzhl'adom na velmi vysoki homoldgiu
vSetkych LHCB?2 izoforiem bolo treba pred samotnym sekvenovanim jednotlivé
genomické useky namnozit pomocou PCR (Obr. 25). Nebolo mozné najst
Specifické dvojice primerov priamo len pre jednu, ¢i druhu alebo tretiu izoformu.
Namnozenie jednotlivych tsekov bolo mozné vd’aka primerom navrhnutym do
UTR oblasti génov, ktoré boli Specifické pre jednotlivé gény (Tab. 2).

Sekvenaciou sa dokazalo ziskat' presné poradie nukleotidov a pri porovnani
s WT sekvenciou ur¢it presné mutacie v jednotlivych génoch. Sekvenacia
prebiehala Sangerovou metodou, bolo pouzitych 5 vzoriek z linie 17 — 10, 12, 16,
20 a H; a 7 vzoriek z linie 18 — 2, 4, 8, 13, 16, 19, 20.

Sekvenacné stopy boli vyhodnocované pomocou online aplikéacie SeqScreener
(ThermoFischer, USA). SeqScreener umoznil nahratie jednotlivych sekvenacnych
stop, ich automatické zaradenie do konkrétnej polohy na sekvenacnej dosticke
a analyzu. Manudlne bolo treba ku kazdej nahranej vzorke priradit sgRNA
sekvenciu a kontrolnu sekvenciu, ktora bola ziskana sekvenovanim WT rastliny.

Softvér nasledne automaticky analyzoval jednotlivé stopy a snazil sa ich
porovnat’ s kontrolnou sekvenciou. Na zaklade vypocitanych parametrov potom
vyhodnotil jednotlivé vzorky ako ,,Ideal KO* (zelena jamka s hviezdickou, KO —
,,knock-out®), , Good KO* (zelena jamka) a ,, KO needs review™ (modra jamka)

(Obr. 26).

58



LHCB 2.1 LHCB 2.2

Linia 18

Linia 17 Linia 18

LHCB 2.3

Obrazok 25 PCR namnozenie jednotlivych sekvencii LHCB2 izoforiem. Obrazok je
zlozeny z viacerych gélov. Vzorka 18-20 sa nachadzala na gély samostatne a vsetky
izoformy su v jamkach vedl'a seba.

Parametre, ktoré sa pouzili na celkové zhodnotenie KO vzorky, boli Model fit -
R2, Editing (% editovanych sekvencii vo vzorke) a Frameshift (% sekvencii,
v ktorych doslo s vysokou pravdepodobnostou k posunutiu cCitacieho ramca).
Softvér dalej ukazal detailné informécie pre kazdi vzorku, porovnanie
konkrétnych sekvenaCnych stop, pocet vSetkych detegovanych indelov aich
zastipenie vo vzorke.

Parameter Model Fit (R?) oznaduje do akej miery bol softvér schopny po
dekodovani sekvenacnej stopy namapovat jednotlivé sekvencie v editovanych
vzorkach na referencnu sekvenciu. Ide o Cislo medzi 0 a 1, pricom ¢im blizsiek 1,
tym je kvalita stopy lepSia. Pre priklad sa da pouzit' vzorka 16 zlinie 17
sekvenovana FP pre izoformu LHCB2. 1. Parameter R? je 0,98, o znamena vysoku
mieru identifikacie a kvality sekvenacnej stopy a vysoko presné priradenie
jednotlivych editovanych sekvencii na kontrolni sekvenciu. Pri porovnani
sekvenacCnej stopy je vidiet niekolko roznych signalov na grafe, ¢o oznacuje
pritomnost rozne editovanych sekvencii vo vzorke (Obr. 27).

Druhym vyznamnym skumanym parametrom je Editing (% editovanych
sekvencii vo vzorke). Ide o percentualny podiel upravenych sekvencii zo vSetkych
pritomnych vo vzorke. Idedlny pocet editovanych sekvencii je 100%, pri
heterozygotovi ide 0 50% editaciu a pri WT jedincovi 0% editaciu. Cisla medzi
tymito bodmi je treba manuélne interpretovat’ a vziat do uvahy aj editaciu pri

druhom primery, ¢i pri ostatnych izoformach. Na priklade vzorky 16 z linie 17 je
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mozné vidiet' ¢islo 40%, ktoré je na pomedzi medzi WT a heterozygotom.
V tomto pripade je treba prihliadnut na ostatné parametre

Poslednym dolezitym parametrom je Frameshift (% sekvencii, pri ktorych
editacia sposobila posunutie Citacieho ramca atym aj mozny ,knock-out”
proteinu). Na priklade vzorky 16 z linie 17 je vidiet iba 34% editovanych vlakien
s posunutim citacieho ramca veduceho ku , knock-out® proteinu. Va¢§ina DNA vo
vzorke odpoveda WT sekvencii, teda s vysokou pravdepodobnostou rastlina bude
tvorit’ funkény protein. AvSak, tretina vlakien editovana je a teoreticky by bolo
mozné v niekol’kych nasledujucich generaciach mutanta vyselektovat. Vzorka

17-16 bola nechané na pripadné pouzitie, pokial’ by sa nenasiel lepsi kandidat.

A B

Ad: AD4_17_16_21F.ab1

1

0.98 40.11 34.31

@

Obrazok 26 A - Celkova analyza sekvenacnej dosticky TO generacie programom
SeqScreener. Jednotlivé jamky boli oznadené podla vypocitanych parametrov
a zhodnotené ako Ideal KO (zelena s hviezdi¢kou), Good KO (zelena) a KO needs review
(modra). Kontroln¢ vzorky su ozna¢en¢ C. B — detail vzorky 16 z linie 17 sekvenovanej
FP pre izoformu LHCB2.1 s vyhodnotenymi parametrami Model fit, % Editing a %
Frameshift.

Edited sample
CCGCAAGGTTGGTGTATCCGGTGGTGGCCGTGTGACCATGCGTCGTACCGTCCAGTCTACTC

Control

- A&
CCGCAAGGTTGGTGTATCCGGTGGTGGCCGTGTGA!CCA”TGCgGTCG TACCGTEAAGTCT‘ACT(
2,000 i
1
1

275 280 285 290 295 00 305 310 315 320 325

Obrazok 27 Sekvenacna stopa pre vzorku 16 z linie 17, sekvenované FP LHCB2. /. Oproti
kontrolnej stope je vidiet od sgRNA sekvencie diverzitu signalov. Vo vzorke bolo
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pritomnych nickol’ko r6zne editovanych sekvencii,, ktoré¢ sa prejavili roznymi signalmi
na rovnakych poziciach oproti kontrole. Sekvencia sgRNA je oznacend na kontrolnej
vzorke tyrkysovou cCiarou s trojuholnikom ak nej prilichajuici PAM CCA
(komplementarny k NGG) tmavomodrym kosoStvorcom.

Linia 17

Z linie 17 sa sekvenovalo 5 vzoriek — 10, 12, 16, 20 a H. Vysledky sekvenacie
s vyhodnotenymi parametrami su v tabul’ke 13. Vzorka 10 sa ukéazala ako najlepsi
kandidat. V LHCB2.2 a 2.3 boli vSetky parametre pre knock-out proteinu vysoké
a kvalita sekvenacnej stopy taktiez. Problém bol pri LHCB2.1, kedy v dosledku
nie vysokej kvality stopy sa parametre nedali vyhodnotit’.

Vzorka 12 mala vysoké hodnoty parametrov pri LHCB2.3 a FP LHCB2.2, vd’aka
comu by sa pripadne dal v nasledujucej generacii ziskat homozygot pre obe
vlakna. LHCB2.1 sa nedal spravne vyhodnotit, parameter R? bol len okolo 0,6, ¢o
bolo spdsobené vysokou diverzitou editovanych vzoriek. Vzorka 12 sa nechala na
pripadné d’alsie pouzitie.

Vzorka 16 mala podobne ako predchadzajuce, vysoko pravdepodobny , knock-
out“ LHCB2.3. Vo zvy$nych 2 skimanych izoformach sa ukazala ako mozny
heterozygot, pri ktorom by sa teoreticky dalo v nasledujucich generaciach ziskat
kompletného homozygotného mutanta.

Vzorka 20 sa ukéazala ako WT jedinec v izoformach 2./, 2.2 a deléciu o nasobku
3 v 2.3, preto sa s fiou uz nasledne nepracovalo. Vzorka H sa, podobne, ukazala
ako WT v dvoch izoformach, d’alej sa stiou nepracovalo, a preto v tabulke
uvedena nie je.

Linia 18

Z linie 18 sa sekvenovali vzorky 2, 4, 8, 13, 16, 19 a 20. Vysledky sekvenacie su
uvedené v tabul'ke 14. Vzorky 16, 19 a 20 sa ukazali ako WT jedinci, s ktorymi
sa uz d’alej nepracovalo, preto v tabul'ke uvedeni nie su.

Vzorka 2 sa ukéazala ako nadejny kandidat v izoforméch 2.2 a 2.3. Pri izoforme
2.1 je mozné, ze sa jedna o heterozygota, preto sa nechala na d’alSie pouzitie.

Vzorka 4 mala najlepSie hodnoty skiumanych parametrov pre , knock-out®
vSetkych troch izoforiem a brala sa ako najlepsia moznost’ na d’alSie skimanie.

Vzorka 8 sa ukazala ako WT jedinec pri izoformach 2./. a 2.2 a v tabul'ke je
uvedena len ako priklad zo 4 WT vzoriek, ktoré boli sekvenovanim identifikované

(8, 16, 19, 20).
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Pri vzorke 13 iSlo o potencialneho heterozygota v 2./ a 2.2. Pri sekvenovani 2.3
doslo k ziskaniu prilis velkého mnozstva roznych signalov a softvér ich nedokazal
spravne mapovat’. Je mozné, ze ide o vacsie delécie, ktoré sa zle identifikovali.

Této vzorka bola ponechana na d’al§iu analyzu.

Tabulka 13 Vyhodnotenie sekvenacie T1 generacie kandidatnych rastlin z linie 17.
V tabulke st uvedené parametre R2, % Editing a Frameshift pre kazdu sekvenacnu stopu
ziskanu s FP alebo RP. Zelenou su oznacené stipce s vysokymi hodnotami parametrov
a vysokou pravdepodobnostou ..knock-out v danom vlakne. Cervenou st oznadené
odhalené WT sekvencie. Sivou su zvyraznené stopy s parametrom R? < 0,6 a bielou su
oznacené vzorky heterozygotov. Pokial’ bolo mozné, identifikovali sa aj presné indely,
pricom pokial’ z roznych dovodov identifikacia nebola mozna, tato moznost' bola
oznacena ,,neda sa urcit’.*

LHCB2.1 LHCB2.2 LHCB2.3

FP RP FP RP FP RP

0 0,53 0,99 0,99 0,99 1
37,76 84,29 86,04 99,78 99,69
35,58 82,25 83,93 99,78 99,18
+1 N +1 N +1 N +1 N +1 N

LHCB2.1 LHCB2.2 LHCB2.3

FP RP FP RP FP RP

0,61 0,66 0,99 0,51 0,91 0,92

70,09 71,87 76,77 40,75 100 100

57,52 71,87 75,95 36,67 100 99,03

Neda sa Nedasa | +1 N +1 N +7 N +7 N

urcit’ uréit’

. |LHCB21 LHCB2.2 LHCB2.3

FP RP FP RP FP RP

0,98 0,86 0,75 0,6 0,99 0,99

40,11 51,3 46,22 67,47 99,48 98,89

34,31 48,25 45,05 64,8 99,44 98,25

Neda sa Nedasa | Nedasa | Nedasa | +1 N +1 N

urcit’ urcit’ urcit’ urcit’

LHCB2.1 LHCB2.2 LHCB2.3

FP RP FP RP FP RP

0,99 0,98 0,99 0,77 0,95 0,94

6,8 13,4 11,07 36,12 98,84 100

5,41 11,74 9,5 32,62 26,33 19,04

WT WT WT WT 21N 21N
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Tabul’ka 14 Vyhodnotenie sekvenacie T1 generacie kandidatnych rastlin z linie 18.
V tabulke st uvedené parametre R2, % Editing a Frameshift pre kazdu sekvenacnu stopu
ziskanu s FP alebo RP. Zelenou su oznacené stipce s vysokymi hodnotami parametrov
a vysokou pravdepodobnostou .knock-out v danom vlakne. Cervenou si oznadené
odhalené WT sekvencie. Sivou su zvyraznené stopy s parametrom R? < 0,6 a bielou su
oznacené vzorky heterozygotov. Pokial’ bolo mozné, identifikovali sa aj presné indely,
pricom pokial’ z roznych dovodov identifikacia nebola mozna, tato moznost' bola
oznacena ,,neda sa urcit’.*

LHCB2.1 LHCB2.2 LHCB2.3

FP RP FP RP FP RP

0,94 0,76 0,76 0,85 0,89 0,66

36,99 46,8 72,74 70,56 98,94 100

33,92 43,5 67,87 69,59 98.4 97,19

Neda sa Nedasa | Nedasa | Nedasa | +1,-23N | +2,-22N

urcit’ urcit’ urcit’ urcit’

LHCB2.1 LHCB2.2 LHCB2.3

FP RP FP RP FP RP

0,97 0,85 0,98 0,98 0,99 0,99

70,12 73,33 83,97 85,34 98,8 99,74

67,1 71,82 81,97 83,72 98,52 97,7

+1 N +1 N +1 N +1 N +1 N +1 N

LHCB2.1 LHCB2.2 LHCB2.3

FP RP FP RP FP RP

0,97 0,97 0,99 0,73 0,54 0,52

18,86 20,64 17,14 87,91 93,52 79,46

12,96 15,99 14,04 86,54 91,33 66,38

WT WT WT -IN +1, +19 N | Neda sa urcit’

LHCB2.1 LHCB2.2 LHCB2.3

FP RP FP RP FP RP

0,98 0,51 0,73 0,96 0 0,07

66,91 43,98 60,98 54,94 100 98,44

65,59 42,15 53,22 52,16 76,67 65,78

+1 N +1 N +1 N +1C Neda sa Neda sa urcit’
urcit’

4.5 Selekcia homozygotnych mutantov — T2 generacia

4.5.1 Marker FAST
V pripade T2 generacie iSlo o vyselektovanie semien bez pritomnosti Cas9

transformacnej kazety. Pod mikroskopom sa preto vyberali semena, ktoré nemali
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transgénny marker FAST, teda nefluoreskovali. Od kazdej rodi¢ovskej rastliny
z linii 17 a 18, ktoré boli vybrané na zaklade sekvenacnych dat, bolo vybranych
10-15 semien, ktoré boli pouzité na d’alSie experimenty. Rastliny sa zasadili a vo
veku 3 tyzdinov boli pouzité na overenie pritomnosti RFP a neskor, vo veku 6-7

tyzdiiov na izolaciu DNA a sekvenaciu.

452 PCR

Rastliny boli ponechané vo fytotrone po dobu 3 tyzdiov a podrobené PCR
skriningu. Z rastlin sa odobrali vzorky podla postupu opisanom v kapitole 3.2.5.1.
PCR prebiehala za pouzitia primerov RFP1 a RFP2, vel'kost' produktu 630 bp
(Tab. 2). Okrem sktimanych rastlin sa pouzil WT ako negativna kontrola a Cisty
destina¢ny vektor ako pozitivna kontrola.

Z linie 17-10 boli ziskané 4 negativne rastliny (A,B,C,H, Obr. 28A), z linie 17-
12 tiez 4 (1,2,4,5) a z linie 17-16 6 negativnych rastlin. Z linie 18-2 sa nasli 2
negativne vzorky (Obr. 28C) a z linie 18-13 7 negativnych rastlin (A,B,C,D,1,2,3)
(Obr. 28B,D). Najslubnejsia linia 18-4 nemala negativneho zastupcu, preto
nemohla byt d’alej skimana v ramci tejto prace (Obr. 28B, C).

Z rastlin 17-A,B,C,H; 17-12 (1,2); 17-16 (1,2); 18-2(1,2) a 18-13 (1,2,3,B) bola
izolovana genomickd DNA a podobne ako v T1 generacii doslo k namnozeniu
jednotlivych sekvencii izoforiem LHCB2 pomocou Specifickych primerov na UTR
oblasti (Tab. 2) (Obr. 29).

00

Obrazok 28 Vysledky PCR skriningu na pritomnost” RFP proteinu v T2 generacii.
Obrazok je zlozeny z viacerych gélov. A — potomkovia z linie 17-10. B — Potomkovia
z linii 18-4 a ¢ast’ z linie 18-13. C — Potomkovia z linii 17-12, 17-16, 18-2 a druha cast’

64



z linii 18-4 a 18-13. D — pokracovanie linie 18-13 z obrazka C. Pouzité primery RFP1
a RFP2, produkt 630 bp.

LHCB 2.2

LHCB 2.1

LHCB 2.3

Obrazok 29 PCR namnozenie jednotlivych sekvencii LHCBZ2 izoforiem z vybranych
vzoriek linii 17-10, 17-12, 17-16 a 18-2, 18-13. Obrazok je zloZzeny z viacerych gélov.

4.5.3 Sekvenovanie rastlin T2 generacie

Vybrané rastliny z T2 generacie neobsahujuce Cas9 kazetu podobne ako ich
rodi¢ia podrobené sekvenacii v snahe o odhalenie homozygotného mutanta vo
vSetkych izoformach LHCB2.

Vyhodnocovanie editacii v jednotlivych génoch v T2 generacii bolo pomocou
programu ICE (Inference of CRISPR edits, Synthego). Program ICE bol zvoleny
ako alternativa ku SeqScreeneru, pretoze dokéazal dekodovat aj sekvenacné stopy,
ktoré SeqScreener nevedel spravne vyhodnotit. Program ICE pracoval podobne
ako SeqScreener, taktiez vyhodnocoval parameter R pritomné indely a stanovil
KO skore oznaCujuice mnozstvo  sekvencii, uktorych s vysokou
pravdepodobnostou doslo k posunutiu Citacieho ramca, pripadne doslo
k delécii viac ako 21 nukleotidov. Cim vyssie je KO skore (od 0 do 100), tym je
vysSia pravdepodobnost’ , knock-outu® génu. Vysledky sekvenacie T2 generacie
st zhrnuté v tabul'ke 15.

Linia 17-10

V T1 generacii sa rastlina 17-10 ukazala ako najsl'ubnejsi kandidat na celkového
KO mutanta pre protein LHCB2. V T1 generacii boli ziskani 4 potomkovia (A, B,
C, H), ktori nemali pritomnost Cas9 kazety a mohli byt d’alej skimani. Vsetky 4
rastliny mali vysoké skore editacie pri vSetkych izoformach, okrem niektorych

nekvalitnych stop. Rastliny C a H mali kompletny subor sekvenac¢nych data
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vyhodnotenych a s velmi vysokou pravdepodobnostou ide o hladanych KO
mutantov pre vSetky LHCB?2 izoformy.

Linia 17-12 a 17-16

Potomkovia rastliny 17-12 sa ukazali ako dobri kandidati na KO v LHCB2.3,
avSak pri LHCB2.] alLHCB2.2 iSlo o heterozygotov v oboch testovanych
rastlinach. V pripade potomkov linie 17-16 sa zistila WT sekvencia pre protein
LHCB2.1. S oboma liniami sa uz d’alej nepracovalo.

Linia 18-2

Od rastliny 18-2 sa testovali 2 potomkovia. Obaja boli heterozygotni v LHCB2. 1
a .2 obsahovalo WT sekvenciu pri LHCB2.2. LHCB2.3 malo najvysSie skore
editacie v tejto linii, avSak vzhl'adom na ostatné izoformy sa s touto liniou viac
nepracovalo.

Linia 18-13

Potomkovia z tejto linie boli najnarocnejsi na vyhodnotenie. Testovali sa 4 vzorky
(1, 2, 3 aB). Vzorka 1 sa ukazala ako WT pri proteine LHCB2.1. V pripade 2.2
a 2.3 i8lo o heterozygota. Vzorka 2 sa ukazala ako dobry kandidat na KO proteinu
2.2, ale v pripade 2.3 boli pritomné indely o vel'kosti nasobku 3, ktoré neviedli ku
zmene Citacieho ramca. V pripade 2.1 i§lo svelkou pravdepodobnostou
o heterozygota, kedZze jedno vldkno bolo editované s relativne vysokou
efektivitou, zatial’ ¢o druhé nie. Vzorka 3 bola vyhodnoten4 podobne ako vzorka
2. V pripade poslednej vzorky B islo o deléciu 15 nukleotidov, ktora nema za
nasledok posun Ccitacieho ramca. LHCB2.1 mala WT sekvenciu a 2.2 bola
heterozygotna.

Tabulka 15 Vyhodnotenie sekvenacie T1 generacie. V tabul'ke st uvedené parametre R2,
KO skore a mnozstvo indelov pre kazdu sekvenacnu stopu ziskanu s FP alebo RP. Indely
su uvadzané v mnozinovych zatvorkach ako {‘pocet’:percentualne zastupenie}. Zelenou
su oznadené stipce s vysokymi hodnotami parametrov a vysokou pravdepodobnostou
knock-out v danom vlakne. Cervenou su oznadené odhalené WT sekvencie a Sedou
vzorky s parametrom R2<0.6.

2.1FP 0,94 |94 (1:940; [21rRP  Jo0,93 [0 {0 93.0,
1" 0.0}
2.1RP 0,96 |96 (1:96.0; [21Fp  Jo,98 |0 {0 98.0,
1" 0.0}
22RP 0,97 |97 {1:97.03 [22FP 0096 |48 0" 48.0,
'1"; 48.0}
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22FP §0,97 |97 {'1: 97.0} 2.2RP 0,95 |47 {'0": 48.0,
'1': 47.0}

2.3RP [ Nedostatocna kvalita stopy 2.3FP 0,25 |25 Neda sa
urcit’

2.3FP [ Nedostato¢na kvalita stopy 2.3RP 0,32 |27 Neda sa
urcit’

2.1FP §0,95 | 95 {'1": 95.0} 2.1RP 0,84 |42 {'0" 42.0,
'1':42.0}
2.1RP 0,94 | 9%4 {'1': 94.0} 2.1FP 0,95 | 46 {'0": 49.0,
'1': 46.0}
22RP §0,93 |93 {'1": 93.0} 2.2FP 0,94 | 46 {'0" 48.0,
'1': 46.0}
22FP §0,96 | 96 {'1": 96.0} 2.2RP 0,96 |49 {'0" 47.0,
'1': 49.0}
2.3FP J Nedostato¢na kvalita stopy 2.3FP 0,95 |95 0,95
23RP 097 |97 {'1: 97.0} 2.3RP 0,98 |98 {'1: 98.0}

2.1FP §0,97 | 97 {'1': 97.0} 2.1FP 0,96 |45 {'0": 51.0,
'1" 45.0}
2.1RP §0,93 |93 {'1': 93.0} 2.1RP 0,92 |45 {'0":47.0,
'1 45.0}
22RP 0,98 |98 {'1': 98.0} 2.2FP 0,96 |0 {'0": 96.0,
'-1': 0.0}
22FP §0,98 |98 {'1': 98.0} 2.2RP 0,97 |0 {'0": 97.0,
'-1': 0.0}
23FP §0,98 |98 {'1': 98.0} 2 .3FP 0,97 |97 {'1': 97.0}
23RP 0,98 |98 {'1': 98.0} 2.3RP 0,97 |97 {'1': 97.0}
2.1FP §0,96 | 96 {'1': 96.0} 2.1RP 0,9 0 {'0": 90.0,
'-1': 0.0}
2.1RP §0,9 90 {'1': 90.0} 2.1FP 0,97 |0 {'0": 97.0,
'-1': 0.0}
22RP 0,95 | 95 {'1': 95.0} 2.2FP 0,91 |40 {'0": 51.0,
'1"40.0}
22FP §0,93 |93 {'1': 93.0} 2.2RP 0,89 |38 {'0": 51.0,
'1"38.0}
23FP §0,95 | 95 {'1': 95.0} 2 .3FP 0,86 | 36 {'3":2.0,"'-
51.0,'-
9" 3.0,
'18" 2.0, '-
15':42.0,
+1né
23RP 0,97 |97 {'1': 97.0} 2.3RP 0,67 | 67 {'-14".
35.0,'-
29':32.0}
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2.1FP | 0,96 |47 {'0": 49.0, 2.1FP 0,48 |27 {'0": 9.0,
'1':47.0} '1': 18.0,
'6': 2.0,
'9': 1.0, '-,
+1né
2.1RP [ 0,94 |49 {'0": 45.0, 2.1RP 0,91 |91 {'1': 91.0}
'1':49.0}
22RP 0,93 |49 {'0": 44.0, 2.2FP 0,93 |93 {'1': 93.0}
'1':49.0}
22FP | 0,95 |51 {'0": 44.0, 2.2RP 0,95 |95 {'1': 95.0}
'1"'51.0}
23FP | 0,9 90 {'1': 51.0, 2.3RP 0,61 |32 {"-15"
'7': 38.0, '- 29.0, '-
20" 1.0} 30" 31.0,
'-31': 1.0}
23RP | 0,9 90 {'1': 49.0, 2.3FP 0,88 | 40 {3 1.0,'-
'7':40.0, '- 31.0,'-
14': 1.0} 51.0,'-
930, +
né

2.1FP §0,95 | 47 {'0': 48.0, 2.1FP Nedostato¢na kvalita stopy
'1':47.0}

2.1RP §0,9 47 {'0": 43.0, 2.1RP 0,92 |47 {'0" 45.0,
'1':47.0} '1': 47.0}

22FP J0,95 | 47 {'0": 48.0, 2.2RP 0,9 90 {'1':90.0}
'1':47.0}

22RP 0,9 47 {'0": 43.0, 2.2FP 0,94 | %4 {'1: 94.0}
'1':47.0}

23FP §0,9 90 {'1': 46.0, 2.3FP Nedostato¢na kvalita stopy
'7":43.0, '-
20" 1.0}

23RP 0,91 |91 {'1": 46.0, 2.3RP 0,95 |15 {'115.0,
'7": 440, '- '-15";
14': 1.0} 80.0}

2.1FP 40,97 |0 {'0':97.0,'- J2.1FP 0,98 |0 {'0": 98.0,

1': 0.0} '-1': 0.0}
2.1RP 40,89 |0 {'0':89.0,'- J2.1RP 0,93 |0 {'0": 93.0,

1 0.0} '-1': 0.0}
22FP J0,94 |46 {'0': 48.0, 2.2RP 0,95 | 46 {'0":49.0,

'1" 46.0} '1" 46.0}
22RP J0,95 | 47 {'0': 48.0, 2.2FP 0,92 |48 {'0'": 44.0,

'1": 47.0} '1" 48.0}
23FP §0,89 |89 {'-37": 89.0} | 2.3FP 0,99 |0 {'-15"

99.0}

23RP 0,89 |88 {'-10": 1.0,'- J 2.3RP 0,99 |0 {'-15"

12': 1.0, '- 99.0}

17": 1.0, '-

211.0, +

né
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5 DISKUSIA
5.1 CRISPR-Cas9 a LHCB proteiny v poslednych rokoch

V tejto praci boli pripravené a vyselektované mutantné rastliny s, knock-outom*
v proteine LHCB2 abola snaha ziskat' aj rastliny bez proteinu LHCBI.
V priebehu poslednych rokov uz podobné experimenty boli publikované
z rdznych dévodov, najcastejSie za u¢elom vyskumu zapojenia tychto proteinov
do procesov nefotochemického zhasania (NPQ). Ziadny z publikovanych
vysledkov neobsahuje pripravu CRISPR-Cas9 mutanta v T-DNA inzercnej linii
lhcb3. Podobne, zatial ziadna z publikovanych $tudii neviedla k odhaleniu
Struktary PSII superkomplexu u Arabidopsis bez pritomnosti LHCB1/LHCB2
a zaroven aj LHCB3. Rastliny pripravené v ramci tejto prace a ich d’alsi ucel je
preto zatial’ unikatny.

Mutanty pripravené v ramci experimentalnej asti prace budu pouzité na analyzu
Struktrnych a funkénych vlastnosti PSII, v pripade, ze su jeden alebo viacero
LHCB proteinov nepritomnych (ako v pripade Picea abies). Ked'ze sa nepodarilo
vyselektovat’ negativnu rastlinu z linie 18-4, selekcia bude pokracovat’ d’alej po
skonceni tejto prace. Vytvorené CRISPR-Cas9 konStrukty buda pouzité na
transformaciu d’alSich mutantov, ktori uz maju rézne editovanu skladbu LHCB
proteinov. Ide najma o rastliny /4cb5 a PENTA (patnasobny mutant /hch3 lhcb6
lhcb4.1 lheb4.2 [heb4.3).

Este pred samotnym ,,boom* CRISPR-Cas9 technologie boli pripravené rastliny
s takmer nulovou expresiou LHCB1 aLHCB2 proteinov pomocou RNA
interferencie (Pietrzykowska et al., 2014). Tieto mutanty boli pripravené za
pouzitia umelo vytvorenych miRNA. Strata LHCBI1 proteinu sa prejavila
fenotypovo, rastliny rastli pomaly a boli svetlejSie zelené nez WT. Analyzou sa
zistilo 30% znizenie chlorofylu v danych mutantov, pricom u LHCB2 deficitnych
rastlin neboli pozorované vyrazné zmeny. Mutacie sposobili zmenu pomeru
jednotlivych LHCB izoforiem. U mutanta /Acbl doslo k vyraznému zvySeniu
obsahu LHCB2 a LHCB3, u mutanta /4cb2 doslo ku zvySeniu LHCB3 a LHCBS.
Tieto vysledky naznacili kompenzany mechanizmus, ktory sa uplatiiuje iba
v zlozeni LHCII trimérov., zvy$né komponentny PSII ostavaji nezmenené. Strata
LHCBI viedla ku zmene struktury PSII-superkomplexu a bolo dokazané, ze oba

proteiny LHCB1 aj LHCB2 st nevyhnutné pre stavové prechody. Stavové
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prechody boli hlavanym cielom vyskumu, ktory viedol k vytvoreniu tychto
mutantnych linii (Pietrzykowska ez al., 2014).

Pér rokov dozadu vznikla CRISPR-Cas9 linia mutantnych rastlin bez LHCB1
(Ordon et al., 2020). ,Knock-out®* LHCBI1 vznikol pocas testovania nového
systému vektorov pDGE pre multiplex CRISPR editaciu genomov. Vdaka
pouzitiu 8 sgRNA boli v génoch LHCBI vytvorené vel'ké delécie, ktoré bolo
mozné identifikovat jednoduchou PCR reakciou. Pritomnost/nepritomnost
proteinu LHCB1 bola nasledne potvrdena pomocou Western blotu. Tento systém
multiplex vektorov sa wukazal ako vysoko ucinny, preto bol pouzity
v experimentalnej Casti prace a je detailnejSie popisany v nasledujtcej kapitole.

LHCBI izoformy boli cielom CRISPR-Cas9 editacie znova, tentoraz za i¢elom
nadviazania na vysledky od Pietrzykowska ef al., (2014) (Sattari Vayghan ez al.,
2022). CRISPR-Cas9 na rozdiel od miRNA technologie dokéazal uplne
deaktivovat’ expresiu vSetkych 5 izoforiem. Nové mutanty boli pripravené za
pouzitia iba 2 sgRNA cieliacich na vSetkych 5 génov. Analyza mutantov potvrdila
znizeny obsah chlorofylu, pomaly rast a svetlejSie zelené sfarbenie, podobne ako
v Pietrzykowska et al., (2014). Doslo ku zvySeniu LHCB2 obsahu, pricom ostatné
LHCB proteiny ostali nezmenené. Vytvorené mutanty boli d’alej podrobené
analyzam zameranym na nefotochemické zhaSanie. Zmeny oproti kontrolnym
rastlinam boli pozorované v procese stavové prechody a najrychlejSej casti NPQ
zvanej qE (Sattari Vayghan ez al., 2022). V poslednej dobe boli pouzité /hchl a aj
lhcb2 CRISPR-Cas9 mutanty na hlbSiu analyzu zapojenia tychto proteinov do
stavovych prechodov (Cutolo et al., 2023).

CRISPR-Cas9 systém bol okrem LHCB1 vyuzity aj na , knock-out“ LHCB2.
,,JKnock-out“ LHCB proteinov bol doteraz stale zamerany na analyzu rdéznych
prvkov nefotochemického zhaSania. qH je relativne novy popisany typ NPQ,
u ktorého hra vyznamnu ulohu protein SOQ1 (Brooks ef al., 2013). Bolo zistené,
ze qH prebieha scasti aj v ramci LHCII trimérov. Krizenim T-DNA mutanta soq/
s CRISPR-Cas9 pripravenymi mutantmi /achl a lhch2 a T-DNA mutantom /hch3
bolo zistené, ze doslo ku zvySeniu celkového NPQ oproti jednoduchym pouzitim
mutantom, avSak toto zvySenie bolo uniformné a nezéaviselo na konkrétnej

izoforme (Bru et al., 2022).
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5.2 Priprava multiplex CRISP-Cas9 vektorov na transformaciu A. thaliana
5.2.1 pDGE multiplex CRISPR-Cas9 edita¢ny systém

Od svojho objavu vroku 2012 sa metéda CRISPR-Cas9 odvodena od
bakterialneho imunitného systému dostala na prva priecku v miesto-Specifickych
metodach editacie gendému. V priebehu rokov vzniklo mnozstvo roznych variacii,
vylepSeni a modifikacii jednak proteinu Cas9, aaj expresnych vektorov
pouzivanych v Sirokej Skale organizmov. V sucasnosti najviac vyuzivanou
nukledzou je protein Cas9 z baktérie Streptococcus pyogenes, ktory sa spaja so
synteticky dizajnovanymi gRNA cieliacimi na konkrétne miesta v genome
skimaného organizmu. U rastlin doSlo k postupnej adaptacii CRISPR-Cas9
systému v niekol'kych modelovych aj nemodelovych organizmov, od rias az po
vyssie rastliny (Ceasar et al., 2016).

sgRNA vyuzivana na navedenie Cas9 nukledzy pozostava z dvoch umelo
spojenych molekul — , spacer” a ,,scaffold” (Jinek ez al., 2012). Vdaka expresii
roznych sgRNA v bunke je mozné navadzat’ Cas9 protein na rozlicné sekvencie
DNA v bunke a vytvarat tym niekol'ko editacii sicasne. AvSak, doposial’ vacsina
editacii rastlinnych gendémov pozostavala iba z pouzitia jednej sgRNA, pretoze
viacero sgRNA vo vektore moze ovplyviiovat funkciu Cas9 proteinu kompeticiou
o vdzbové miesto na nukleaze medzi sebou. Pri pouziti prili§ vela sgRNA
jednotiek modze dochadzat' k ich umlCovaniu in planta a repetitivne sekvencie
obsiahnuté vo vektoroch podliehaju obcCasnej rekombinacii (Stuttman ez al.,
2021).

Avsak, boli uz popisané fungujice systémy s pouzitim viacerych sgRNA
a uspesnou editaciou, len s potencialne nizSou efektivnostou. Takéto , multiplex*
CRISPR-Cas9 systémy pozostavaju z Cas9 nukleazy exprimovanej pod silnym
rastlinnym promoétorom  spolu  so  sgRNA exprimovanymi bud  ako
polycystronickd transkripnd jednotka s néslednymi posttranskripénymi
upravami, alebo ako samostatna jednotka pre kazdu sgRNA (pod promo6tormi U3
alebo U6) (Cermak et al., 2017) V stcasnosti existuje niekol’ko experimentalnych
dokazov o uspesnom vyuziti multiplex editacie DNA ako u jednoklicnolistovych
(ryza), tak aj dvojkli¢nolistovych rastlin (Arabidopsis, Solanum, Nicotiana) (Ma
etal, 2015, Armario Najera et al., 2019) .

V roku 2016 bol publikovany CRISPR-Cas9 editacny protokol s jednotlivymi

vektormi na ul'ahCenie multiplex editacie rastlinnych buniek (Ordon ez al., 2016).
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Nadizajnovany protokol bol zalozeny na Golden Gate klonovacej reakcii a zahfria
niekol’ko predpripravenych modulov, ktoré sa daju 'ahko prispdsobit’ potrebam
vlastnych experimentov, a bol uspesne otestovany v modelovych rastlinach A.
thaliana a Nicotiana benthamiana. Systém vektorov nazvany pDGE pozostava zo
,,shuttle” vektorov na zaklonovanie a namnozenie sgRNA. Kazdy zo ,shuttle”
vektorov obsahuje restrikcné miesto pre Bpil a Bsal. Bpil miesta umoziuju
vlozenie sgRNA , spaceru” do vektoru a vystrihnutie ccdb selekéného génu. Bsal
miesta umoznuju vystrihnutie celej sgRNA kazety do destinacného vektoru
a spojenie jednotlivych kaziet za sebou. Jednotlivé shuttle vektory po nastiepeni
Bsal ziskanu r6zne lepivé konce a spajanie kaziet v spravnej orientacii je zarucené
vdaka ich komplementarite. pDGE systém umoznil zlozenie az 8 sgRNA
transkripénych jednotiek (TU) do destina¢ného vektoru iba vd’aka pouzitiu 2
endonukledz a s vysokou efektivnostou. Efektivita reakcie pri spajani 2 sgRNA
TU sa pohybovala okolo 90%, pri 8 TU klesla, no stale bola vyssie ako 50%
(Ordon et al., 2016).

Vektorovy systém pDGE bol neskor vylepSeny optimalizovanim Cas9 proteinu
arozsireny az na 32 roznych sgRNA TU, ktoré mozno spojit do destinacného
vektoru apouzit na editdiciu gendmu. Cas9 protein bol optimalizovany
atestovany vlozenim niekol'kych intronickych sekvencii, optimalizovala sa
expresia s pouzitim  roznych  promotorov  atermindtorov.  Najlepsia
optimalizovana verzia Cas9 bola exprimovana pod promoétorom RIBOSOMAL
PROTEIN S5a (RPS5a) aterminatorom rbcSE9 z hrachu (Pisum sativum).
Efektivita Cas9 Stiepenia bola preukdzand vd'aka editacii vSetkych izoforiem
proteinu LHCB1 (Ordon et al., 2020).

Vylepseny pDGE multiplex protokol bol testovany na Nicotiana benthamiana
(ciel' 8 génov, pouzitie 9 gRNA) a A. thaliana (12 génov, 24 gRNA). Bola
preukédzana editacia vSetkych skumanych génov a izolovany mutant 4. thaliana
bez pritomnosti Cas9 kazety. Vysledky ukazali, ze najviac limitujacim faktorov
pri pouzivani multiplex systému vyzera byt mnozstvo Cas9 proteinu a kompeticia

jednotlivych sgRNA (Stuttman ez al., 2021).

5.2.2 Dizajn sgRNA 1 a sgRNA 4
Jednoduchy a ucinny systém pDGE vektorov bol vyuzity na vytvorenie CRISPR-

mutantov v ramci experimentalne Casti prace. Doélezitym krokom bol na zaciatku
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spravny dizajn sgRNA. Navrhnuté boli sgRNA na exon 1 génu LHCB2.1 (sgRNA
1) ataktiez na gény LHCBI1.2 al.4 (sgRNA 4). sgRNA, pre ,knock-out*
ostatnych génov boli prevzaté od Bru e al., (2022). Dizajn sgRNA bol nutny,
pretoze sgRNA pre ,knock-out® LHCBI.2 a .4 nebola prevzata, z dévodu jej
relativne nizkej ucinnosti vyhodnotenej online aplikaciami a sgRNA pre gén
LHCB2.1 nebola v ¢lanku pripravena. Bru ef al., (2022) vytvorili CRISPR-Cas9
lhcb2 mutantov transforméciou sgRNA pre /hcb2.2 a 2.3 do uz jednoduchého T-
DNA mutanta v géne lhch2.1. Prevzaté sgRNA boli dokazané ako spravne
navadzajuce pre Cas9 a vd’aka nim boli uspesSne pripravené mutanty v cielenych
génoch.

Dizajn sgRNA pre izoformu 2./ prebiehal za pouzitia troch online nastrojov.
ChopChop a RGEN neukazali vSetky mozné off-targets” pri navrhnutej
sekvencii. Najviac detailov ohl'adom predikovanej sekvencie ukazal CCTop.
Program RGEN bol najmenej uzivatel'sky pristupny a jeho pouzitie bolo odkazané
iba na navod uvedeny v Schindele ez al., (2020). Program ChopChop bol vel'mi
jednoduchy na pochopenie a ovladanie, avSak ukézal len vel'mi malo detailov
o predikovanych sekvenciach. CCTop bola zlata stredna cesta pri dizajnovani
sgRNA. Program umoznil navolit niekolko parametrov, ukéazal dostatocné
mnozstvo detailov pri navrhnutych sekvenciach ajeho pouzitie bolo relativne
jednoduché.

Pocas vyberu boli prihliadnuté na kritéria vyberu uvedené v Schindele ef al.,
(2020), okrem kritéria sekundarna Struktura celej sgRNA. Sekundarna §truktira
nebola brana do tivahy na zaklade osobnej komunikacie (Stuttman, 2024), kde
boli uvedené informécie oinom zloZeni ,scaffoldu nachadzajucom sa vo
vektoroch. Dalej bolo spochybnené kritérium sekundarnej §truktary pre spravnu
funkciu Cas9 aaj predikéna schopnost online nastrojov. Podla osobnej
komunikacie nie je potrebné davat velka vahu vysledkom zjednotlivych
programov, najrelevantnejsie na posudenie ucinnosti je az otestovanie in vivo.

Najefektivnejsia sgRNA podla vysledkov bola sgRNA 2 cieliaca na izoformu
LHCB2.3. Vd'aka sgRNA 2 vznikali relativne vel'ké delécie a editovanych bolo
najviac rastlin. sgRNA 1 mala podstatne niz§iu Uc¢innost, avSak najCastejSie
vytvarala iba jednoduché jednonukleotidové indely, ktoré zarucuju zmenu

Citacieho ramcu a mézu viest k tvorbe nefunkéného proteinu.
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5.2.3 Golden Gate klonovanie a transformacna uspesnost’

Klonovanie prebiehalo v dvoch krokoch, pri€om vzniknuté plazmidy sa vkladali
do buniek FE.coli za pomoci teplotného Soku. , Shuttle“ vektory boli ucinne
transformované do kmenfia STBL2. Pripraveny destinaény vektor so
zaklonovanymi sgRNA bol pri prvom pokuse taktiez transformovany do kmena
STBL2, avSak nenarastli ziadne kolonie, transformécia bola netspe$na.
Problémom mohol byt prili§ vel'ky konstrukt, preto bol pri opakovanom pokuse
kmeni zmeneny na komercne pripraveny NEB10-beta kmen, ktory je vhodny na
vkladanie vel'kych plazmidov a jeho transformécia je vysoko ucinna.
Sekvenovanie plazmidov a jemu predchadzajuce PCR testovania odhalili vel'mi
vysoktu uc¢innost Golden Gate reakcii. Spomedzi otestovanych kolonii boli

spravne zaklonované a overené vsetky.

5.3 Selekcia KO homozygotnych rastlin vo vsetkych izoformach LHCB2

Selekcia CRISPR-Cas9 mutantnych rastlin bol ¢asovo narocna. Metoda Dot blot
sa ukazala ako nie prili§ spolahliva a v T2 generacii marker FAST nezaruCoval
pritomnost/nepritomnost’ transgénu. Dalej bolo treba pri priprave vzoriek na
sekvenaciu navrhnit’ §pecialne primery na prvotné namnozenie DNA fragmentu
skumaného génu. Z dovodu niekol’kych problematickych krokov boli selektované
iba rastliny z CRISPR-Cas9 LHCB2linii 17 (WT rastlina transformovana
konstruktom pDGE347 sgRNA1 sgRNA2) a 18 (/hch3 rastlina transformovana
konstruktom pDGE347 sgRNA1 sgRNA 2).

5.3.1 Metody na identifikaciu CRISPR-Cas9 mutacii

Tvorba destinacnych vektorov a transformacia rastlin je iba prvou ¢ast'ou procesu
pripravy mutantnych jedincov v cielovych génoch. Po transformécii nasleduje
selekcia aidentifikacia mutacii spdsobenych Cas9 nukledzou. Identifikovat
mutantné jedince je mozné niekolkymi metdodami, bud’ na baze zmeny DNA
sekvencie alebo na zaklade chybajuceho proteinu.

Metod identifikacie na baze zmeny DNA sekvencie existuje niekol’ko a su ¢asto
zalozené na PCR reakcii a néaslednej analyze Stiepnych fragmentov alebo na
priamom sekvenovani. Prvou Casto pouzivanou metodou je , enzyme mismatch
cleavage®, vyuzivajuca nukleazu z bakteriofaga T7. T7 enzym Specificky deteguje

heteroduplexy DNA, v ktorych sa vyskytuju nespravne sparované nukleotidy.
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Metoda zalozena na T7 nukleaze je relativne jednoducha, spociva v namnozenim
gDNA cielovych sekvencii pomocou PCR a néslednd denaturacia a renaturacia
produktov. Pokial' doslo k mutécii na niektorom z vlakien DNA, pocas pomalej
renaturacie dochadza ku tvorbe heteroduplexov. Tieto heteroduplexy su
rozpoznavané T7 nukledzou a produkty Stiepenia su analyzované na agar6zovom
gély. Nasledne sa da urcit’ frekvencia mutacii vzhl'adom na intenzitu jednotlivych
Stepnych fragmentov. Vyhodou metody je 'ahké a rychle prevedenie bez nutnosti
Specidlneho vybavenia. AvSak, nedokaze urCit presné mutacie a moze obcas
poskytovat' nepresné vysledky vzhladom na prirodzene sa vyskytujuce
polymorfizmy v DNA (Sentmanat et al., 2017).

Druhou jednoduchou metddou zalozenou na PCR je CAPS (,,Cleaved Amplified
Polymorphic Sequences“ — S$tiepené amplifikované polymorfné sekvenice).
Metdda spociva v namnozeni gDNA z transformovanych buniek pomocou PCR
ajej nasledné Stiepenie Specifickou restrikénou endonukledzou (RE).
Nevyhnutnostou metody CAPS je pritomnost Specifického rozpoznéavacieho
miesta pre RE priamo v sekvencii, na ktori sa dizajnuje sgRNA. V pripade
mutacie dochadza ku zaniku tohto miesta a PCR produkt nie je Stiepeny, pripadne
vznika restrikéné miesto nanovo tam, kde sa predtym nenachadzalo. Restrikcné
fragmenty st nasledne analyzované na gély. Vyhodou metody je technicka
nenarocnost’, avSak nedokéaze odhalit’ presné mutacie a je limitovana mnozstvom
existujucich Specifickych restrikénych miest (Hodgens ez al., 2019).

NajpresnejSou metodou analyzy CRISPR-Cas9 vzniknutych mutécii je priame
sekvenovanie cielového tuseku DNA. V dneSnej dobe existuje niekolko
sekvenacnych metod, €i uz klasicka Sangerova metoda zalozend na terminacii
retazca vlozenim dideoxynukleotidu, alebo vysoko vykonné metody novej
generacie (NGS). Sekvenacia umoziuje ziskanie priamo DNA sekvencie
anasledne su sekvenaéné stopy vyhodnocované réznymi softvérmi
identifikujucimi mutacie. Sekvenacia fragmentov gDNA v spojeni so
softvérovym vyhodnotenim bola pouzitd aj v experimentalnej Casti tejto prace.

Identifikdcia CRISPR-Cas9 , knock-out” mutantov je moznd aj na zaklade
fenotypu, nepritomnosti proteinu, ktorého gén bol editovany. Na tieto ucely je
mozné vyuzit metody Western blot (Dot blot), pokial existuje protilatka
rozpoznavajuca dany protein. Tato primarna protilatka je rozpoznavana

sekundarnou znacenou protilatkou a je umoznena detekcia proteinu vo vzorke.
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Pripadne, na detekciu proteinu je mozné vyuzit hmotnostnu spektrometriu, avSak
tato metoda je relativne drahd, vyzaduje Specializované vybavenie a v pripade
detekcie niekol'kych podobnych proteinov moze vyzadovat optimalizaciu

zabehnutého protokolu.

5.3.2 Marker FAST

Prvym krokom selekcie transformovanych jedincov v ramci experimentalnej Casti
prace bolo zistovanie pritomnosti alebo nepritomnosti transgénu pomocou
markeru FAST. Marker FAST bol pritomny v destinacnom vektore na rychle
vyberanie transformovanych semien. Tento marker pozostava z promoétoru pre
protein OLEI, ktory je najviac zastupeny v semenach Arabidopsis (Shimada et
al., 2008). Okrem OLEI1 sa u Arabidopsis vyskytuju aj iné proteiny patriace do
skupiny oleozinov a funguju ako Strukturalne proteiny v membranach olejovych
teliesok v semenach.

Marker FAST vznikol ako vysledok experimentu, kedy boli rastliny Arabidopsis
transformované konstruktom OLEI-GFP, pod nativnym prométorom olel.
Semena tychto rastlin vykazovali Specificki lokalizaciu GFP v olejovych
telieskach pri  pozorovani konfokalnym mikroskopom. Pri pozorovani
stereomikroskopom celé semend vyzarovali zelenu fluorescenciu, vdaka comu
mohol byt konStrukt pouzivany ako reportérovy systém pre uUspeSnu
transformaciu. Nasledne bol konstrukt upraveny, miesto GFP sa pouzil RFP ako
reportérovy gén (Shimada ez al., 2010).

Utinnost markeru FAST bola experimentalne potvrdena a Statisticky
vyhodnotena. Podla Statistickej analyzy niekolkych desiatok transgénnych
semien, mala intenzita fluorescencie priamo odpovedat homozygotnosti alebo
heterozygotnosti skumanych semien. V pripade vlozenia jednej kopie transgénu
mali najvy§Siu mieru intenzity homozygotné semend, polovicni mieru mali
heterozygotné semena a netransformované semena ,,nesvietili“ (Shimada et al.,
2010). Vysledky tejto prace su v rozpore s predtym zistenou u¢innost’ou markeru.

V T1 generacii sa marker ukazal ako relativne spolahlivy, vSetky vyselektované
RFP rastliny boli transformované a expresia transgénu u nich prebiehala. V T2
generacii, ked’ bol ciel’ vyselektovat semena bez fluorescencie (bez Cas9 kazety)

sa marker ukazal ako nedostatocne preukazny. Vyberali sa semena, ktoré
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nevykazovali ziadnu fluorescenciu, avSak podla vysledkov PCR skriningu na
pritomnost RFP sa Cast’ z nich ukéazala ako pozitivna.

Dovodov, preco marker FAST nebol exprimovany u niektorych jedincov T2
generacie, pri¢om transgén obsahovali, mdze byt niekol'ko. Jednou z moznosti je
umiestnenie transgénu na chromozoéme pomocou Agrobacteria do transkripcne
neaktivnej oblasti. AvSak, vtomto pripade by svelkou pravdepodobnost'ou
nedochadzalo ani ku expresii Cas9 a sgRNA, kedZe tieto boli sucastou rovnake;j
T-DNA. Marker FAST sa ukazal ako najmenej spol'ahlivy prave u linii rastlin,
ktoré boli najlepS§imi kandidatmi na , knock-out mutantov vo vSetkych LHCB2
izoforméach, ¢o naznacuje spravnu expresiu Cas9 a sgRNA.

Druhym dovodom, preCo mohlo ddjst k umléaniu FAST je prili§ vysoké
mnozstvo vlozenych kopii transgénu. Bolo preukazané umlcovanie transkripcie
génov na urovni degradicie mRNA, pri dosiahnuti urcitého mnozstva
vznikajucich transkriptov. Cim viac kopii daného génu sa v bunke nachadza, tym
je véacsia pravdepodobnost, ze dojde k jeho uml¢aniu. S umlc€anim génu suvisi aj
sila. promotoru. Promoétor pre protein OLEI je relativne silny a protein sa
vyskytuje vo velkom mnozstve, preto mohla nadmerna expresia byt potlacena.

Sekvenovanim T1 generacie bolo preukdzané, ze ulinii 17-10 a 18-4 kjej
expresii dochadzalo aboli identifikované mutacie v cielenych sekvenciach.
Potomkovia z linie 17-10 bez pritomnej transgénne] kazety potvrdili dedi¢nost
mutacii a boli identifikovani ako ,knock-out® mutanti pre LHCB2 protein.
V pripade potomkov z linie 18-4 nedoslo k objaveniu takého jedinca, u ktorého
by absentovala transgénna kazeta a preto sa nemohlo pristipit ku sekvenacii
a potvrdeniu dedi¢nosti mutacii a ziskaniu , knock-out® mutanta pre vSetky
izoformy ztejto linie. Je pravdepodobné, ze v tejto linii doSlo ku vlozeniu
niekol’kych kopii transgénu do gendmu a k ich vyselektovaniu bude treba ziskat

d’alSiu generaciu (generacie).

5.3.3 Dot blot

Po vybrati transformovanych semien boli rastliny overené PCR reakciou na
skutocnu pritomnost transgénu a d’alej analyzované Dot blotom. Dot blot je
jednoduchsia a rychlejsia verzia klasického Western blotu, kedy nedochadza ku
separacii proteinov metdédou SDS-PAGE, ale identifikujt sa priamo vo vzorke. Na

identifikaciu sa pouzivaju Specifické protilatky. V pripade tejto prace bola pouzita
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protilatka na LHCB2. Protilatka rozpoznava vSetky izoformy proteinu bez
rozdielu, preto by homozygotny , knock-out® mutant nemal poskytovat ziadny
signal. Metdda dot blot sa ukazala nie vel'mi spol'ahliva, lebo nedochadzalo vzdy
ku Specifickym védzbam na proteiny vo vzorkach rastlin, ktoré produkovali
funk¢éné LHCB2 proteiny. Dot blot spol'ahlivo identifikoval iba linie 17-10 a 18-

4, ktoré sa neskor potvrdili sekvenovanim.

5.3.4 Sekvenacia T1 a T2 generacie

Sekvenacia T1 generacie odhalila 3 potencialnych kandidatov na homozygotnych
mutantov pre gén LHCB2 z linie 17 a rovnako aj z linie 18. Z vysledkov vyplyva,
ze ku najlepSej editacii dochédzalo na géne LHCB2.3, ktory mal samostatnu
cieliacu gRNA. Gény LHCB2.1 a LHCB2.2 boli problematickejSie a ku efektivnej
editacii nedochadzalo tak casto. Efektivita dizajnovanych sgRNA sa preto lisi
a neodpoveda teoretickym predpokladom. Podl'a online programov pouzitych na
dizajnovanie sgRNA mali sgRNA 1 a sgRNA 2 podobné parametre, Co sa tyka
predikovaného skore. Online predikcné aplikacie vypocitavaju skore na zaklade
urcitych parametrov podl'a matematicky zadaného algoritmu. V zivych bunkach
dochéadza k nespoCetnym procesom, ktoré moze priamo alebo nepriamo vplyvat
na funkciu Cas9.

Najnovsie Studie ukazuju, ze sgRNA dizajnované roznymi odliSnymi
algoritmami a vyhodnotené ako vysoko efektivne, nemusia v zivych systémoch
také skutocne byt. Vacsina predikénych programov zbiera data z experimentov
vedenych na zivocisSnych aludskych bunkach, ahoci ponukaji vo svojich
databazach aj rastlinné genomy, predikcie byvaju nepresné. Data zo zivoc¢iSnych
buniek nie je vzdy mozné aplikovat’ relevantne na rastlinné organizmy (Naim et
al., 2020). Pre zlepSenie editacie vSetkych izoforiem by bolo zrejme potrebné

navrhnut' viac sgRNA, podobne ako bolo popisané u Ordon et al., (2020).
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6 ZAVER

V ramci teoretickej cCasti tejto diplomovej prace bol ciel zostavit' prehlad
problematiky na zvolenu tému. Prehl'ad problematiky bol rozdeleny do dvoch
vacsich celkov, menovite fotosyntéza a Struktara PSII a Geneticka transformacia
rastlin s dérazom na pripravu rekombinantnej] DNA a CRISPR-Cas9 technologiu.
Prvy celok stru¢ne charakterizuje svetelnu fazu fotosyntézy s hlavnym zameranim
na Struktaru PSII a s nim priliehajucicch LHCII svetlozbernych antén. Podstatna
Cast’ celku bola zamerana na nedavno ziskané poznatky o rozdieloch v Struktare
PSII medzi rodom Picea a Arabidopsis thaliana.

Druha kapitola je zamerana na technologiu rekombinantnej DNA a geneticku
transformaciu rastlin. Kapitola obsahuje teoretické principy techniky
rekombinantnej DNA, porovnanie niekol'kych typov klonovania, s hlavnym
zameranim na metodu Golden Gate a aj podkapitolu ohl'adom vyuzitia
Agrobacterium tumefaciens na transformaciu rastlinnych buniek. Na zéaver
kapitoly st popisané miesto-Specifické metody editacie genomu s dérazom na
technologiu CRISPR-Cas9, ktora bola nasledne vyuzita v experimentalnej Casti
prace.

V ramci experimentalnej Casti prace boli pripravené Golden Gate klonovacie
konstrukty pre , knock-out* proteinov LHCB1 a LHCB2. Za pouzitia online
aplikacii a poznatkov z literatary boli ziskané 4 sgRNA, ktorych cielom su
sekvencie génov kddujuce izoformy spominanych proteinov. Samotné klonovanie
prebiehalo podl'a protokolu uverejnenom v Stuttman ez al. (2021).

Destinacné vektory overené sekvenaciou sa pouzili na transformaciu rastlin 4.
thaliana. Boli transformované genotypy WT a inzerény mutant /hcb3. Semena
z transformovanych rastlin boli selektované pod fluorescenénym mikroskopom
vdaka markeru FAST v destinatnom vektore. Funkénost' metody CRISPR-Cas9
bola overena pomocou metody dot blot za pouzitia protilatok na protein LHCB1
alebo LHCB2.

Vyselektované rastliny T1 generacie boli analyzované pomocou sekvenovania
Vd'aka tymto datam sa vybrali kandidatne rastliny s najva¢sim zastapenim editacii
v génoch jednotlivych izoforiem. V T2 generacii bola snaha o ziskanie
homozygotnych mutantnych rastlin bez Cas9 kazety. Kandidatne rastliny boli
taktiez osekvenované a vysledky odhalili u¢innost jednotlivych sgRNA.
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Selekcia CRISPR-Cas9 mutantov prebiehala vel'mi dlho, pricom metoda Dot blot
sa ukazala ako nie prili§ efektivne. Na rychlejsiu selekciu by bolo zrejme dobré
dizajnovat sgRNA s pritomnostou restrikcného miesta pre Specificka
endonukledzu, pripadne vyuzit metddy Stiepenia heteroduplexov. Za zvazenie by
stalo aj prevedenie celého Western blotu, nie len jeho skratenej verzie.

Napriek nie prili§ Uc¢innej editacii génov LHCB2.1 a 2.2 sa podarilo ziskat
mutantného jedinca vo vSetkych izoformach zlinie 17-10. Pri linii 18-4 bol
s najvacsou pravdepodobnostou problém vysokého poctu inzertov v gendme. Na
ziskanie stabilného CRISPR-Cas9 mutanta ztejto linie budu potrebné
mendelistické selekcie v d’alSich generaciach na ziskanie jedincov bez transgénnej
kazety ajeho nasledna sekvenacia na potvrdenie mutacii. Vytvorené CRISPR-
Cas9 konstrukty boli uspesne overené, aj ked” mali sgRNA rozlicné uc¢innosti
amoézu byt pouzité na transforméciu d'al§ich rastlin, ako vysSie spominané
mutanty lhcb5 a PENTA (patnasobny mutant lhchb3 lheb6 lhcb4.1 lheb4.2
lhch4.3).
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

PSI — Fotosystém I

PSII - Fotosystém II

EM - Elektronova mikroskopia

OEC (,,oxygen evolving complex) — kyslik vyvijajuce centrum
CRISPR — | Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats*
Cas9 — ,,CRISPR associated protein 9%

Ori (,,origin of replication) — replikacny pociatok

MCS (,,Multiple-cloning site*) - po¢etné klonovacie miesto

RE - restrik¢né endonukleazy

UTR (,,untranslated region®) — neprekladané oblasti génu

Ti-plazmid (,,tumor inducing plasmid®) — nadory indukujtci plazmid
T-DNA — transfer DNA*

NHEJ (,,non-homologous end joining™) — nehomologne spéjanie koncov
HDR (,,homology-directed repair®) — homologna rekombinacia

TALEN — | Transcription activator-like effector nucleases*

RVD -, repeat variable diresidue*

crRNA — CRISPR RNA

sgRNA — | single guide RNA*

PAM - | protospacer adjacent motif*

tracrRNA — | transactivating RNA*

WT (,,wild type*) — divoky typ
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